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RESUMO

XAVIER, Vanessa Barbieri. Investigagcao sobre compostos volateis de espécies
de Baccharis nativas do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. 2011. Dissertacao.
Programa de Poés-Graduagdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais,
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

As espécies do género Baccharis spp. (Compositae) sdo uma importante
fonte de pesquisa para busca de novos principios ativos para produtos naturais
medicinais. Logo, o presente trabalho apresenta uma investigacdo sobre compostos
volateis de trés espécies de Baccharis nativas (Baccharis anomala DC, Baccharis
dentata (Vell) G. M. Barroso e Baccharis uncinella DC) coletadas em janeiro e maio
de 2011, em Sé&o Francisco de Paula (RS) no Centro de Pesquisa e Conservacgéao da
Natureza Pro-Mata (CPCN-Pr6-Mata). Para tanto, foram realizadas: extracdes do
Oleo essencial por destilagdo por arraste a vapor, analises por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), analise olfatométrica (CG/FID/O) e
avaliacdo qualitativa do potencial antimicrobiano utilizando o método da
bioautografia indireta frente aos microorganismos: S. aureus, S. choleraesuis, P.
aeruginosas, C. albicans, A. niger, C. parapsilosis, C. neoformans, Rh. stolonifer, F.
solani e A. Oryzae. Além disso, foi realizada a modelagem matematica do processo
de extracéo por destilagdo por arraste a vapor, baseada na transferéncia de massa,
que foi aplicada para correlacionar os dados experimentais de rendimento de 6leos
volateis versus tempo. Os resultados mostraram que a época de coleta tem
influéncia sobre as composicbes dos 6leos essenciais, porém pouca sobre o
rendimento. O modelo matematico aplicado correlacionou bem os dados
experimentais. Os 6leos de B. anomala e B. uncinella podem ser utilizados como
saneantes. As andlises de CG/EM e CG/FID/O sao necessarias devido as
diferencas de intensidade dos compostos volateis detectados nos dois resultados.
Este estudo fornece novos perfis olfatométricos para as trés espécies de Baccharis
estudadas, assim como resultados inéditos para as composigdes quimicas dos

6leos essenciais de Baccharis anomala e Baccharis dentata.

Palavras-Chaves: Baccharis spp., destilagdo por arraste a vapor, modelagem

matematica, cromatografia gasosa, analise olfatométrica e bioautografia indireta.



ABSTRACT

XAVIER, Vanessa Barbieri. Research on volatile compounds of native species of
Baccharis from Rio Grande do Sul. Porto Alegre. 2011). Master Thesis.
Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The species of Baccharis spp. (Compositae) are an important source of
research to investigation new active ingredients for medicinal natural products. Thus,
this work presents a proposition of research on volatile compounds of three native
species of Baccharis (Baccharis anomala DC, Baccharis dentata (Vell) G. M. Barroso
and Baccharis uncinella DC) collected in january and may of 2011, in S&o Francisco
de Paula (RS) in Centro de Pesquisa e Conservacao da Natureza Pro-Mata (CPCN
Pro-Mata). For this, it was performed the extraction of essential oil by steam
distillation, the analysis by gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS),
olfactometry analysis (GC/FID/O) and qualitative evaluation of antimicrobial activity
against S. aureus, S. choleraesuis, P. aeruginosas, C. albicans, A. niger, C.
parapsilosis, C. neoformans, Rh. stolonifer, F. solani e A. Oryzae using the
bioautography indirect method. Moreover, it was performed the mathematical
modeling of extraction process by steam distillation, based on mass transfer, which
was applied to correlate the experimental data of yield versus time of volatile oil. The
results showed that the time of the collection has influence on the compositions of
essential oils, but a little influence on the yield. The mathematical model applied
were correlated the experimental data. The essential oils of Baccharis anomala and
Baccharis uncinella can be used as disinfectants. The analysis of GC/MS and
GC/FID/O are needed due to differences in intensity of volatile compounds detected
in the two analysis. This study provides new olfactometric profiles for the three
species of Baccharis studied and new results for the chemical compositions of

essential oils of Baccharis anomala and Baccharis dentata.

Key-words: Baccharis spp., steam distillation, mathematical model, gas

chromatography, olfactometry analysis and bioautography indirect.
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1. INTRODUCAO

Devido a biodiversidade caracteristica do Brasil, a utilizagdo de recursos
naturais € amplamente estudada por varios pesquisadores e empresas de base
tecnologica em nosso pais. Diversas espécies do género Baccharis séo objetos de
trabalhos de pesquisa nas ultimas décadas devido a sua importancia crescente
como fonte de novos principios ativos com diferentes aplicagbes (Frizzo et. al.,
2001). A fitoquimica do género Baccharis € extensivamente estudada, tendo-se
isolado mais de 150 compostos. Os compostos mais proeminentes deste género
sdo os diterpenos, além de compostos fenodlicos e do Oleo essencial (Abad e
Bermejo, 2007).

O desenvolvimento da industria de Oleos essenciais no Brasil foi
impulsionado, num primeiro momento, pela escassez de matérias-primas durante e
logo apos a Segunda Guerra Mundial. Neste cenario, floresceram as exportagdes de
6leo de sassafras, pau-rosa, menta e citricos. Ja na segunda metade dos anos 50 e
inicio da década seguinte, diversas empresas produtoras de especialidades
quimicas e industrias de alimentos se instalaram no Brasil, incrementando a
demanda interna por 6leos essenciais, neste periodo, certas empresas produtoras
de Oleo tomaram a iniciativa de introduzir espécies aromaticas no pais. Logo, a
investigacdo dos diferentes constituintes dos O6leos essenciais, presentes nas
espécies de Baccharis de ocorréncia no CPCN Pré-Mata (Centro de Pesquisa e
Conservacao da Natureza Pro-Mata), localizado em S&o Francisco de Paula (Rio
Grande do Sul), gera uma expectativa para a detec¢cao de novas moléculas com uso

comercial, atraindo a atencéo da industria de esséncias nativas e fitoterapicas.

Para este estudo foram selecionadas as espécies, Baccharis anomala DC,

Baccharis dentata (Vell) G. M. Barroso e Baccharis uncinella DC em funcédo da
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caréncia de estudos sobre as mesmas e a disponibilidade de material vegetal para a
realizacdo dos estudos propostos para esta dissertagdo. Basicamente os estudos
disponiveis na literatura estdo relacionados ao potencial terapéutico de partes
aéreas de B. anomala utilizadas como diurético (Alice et al., 1985) e atividade
antimicrobiana do Oleo essencial de B. uncinella contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Ferronato et al., 2007). Quanto ao 6leo
essencial de B. dentata verificou-se a inexisténcia de estudos na literatura e pode-se
dizer que se inicia com o estudo que esta associado a esta dissertacéo (Xavier et
al., 2011).

O material vegetal seco, basicamente as partes aéreas (folhas e galhos), foi
processado pela operagao de destilagdo por arraste a vapor. Este método € muito
utilizado pela industria por ser de facil operagdo e atender as exigéncias para a
obtencdo de 6Oleos essenciais (Cerpa et. al., 2008). Outro ponto positivo € o baixo
custo, quando comparado com os métodos tecnolégicos mais avangados como, por
exemplo, a extragdo com fluido supercritico (Cassel e Vargas, 2006). Além disso, foi
realizado o estudo e implantagdo da modelagem matematica do processo extrativo,
embasada na transferéncia de massa (Xavier et. al., 2011), visando correlacionar os

dados experimentais de rendimento versus tempo.

Os O6leos essenciais extraidos foram analisados qualitativamente e
quantitativamente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM), utilizando duas colunas capilares com polaridades diferentes. Este método
€ muito adequado para a identificagdo dos componentes dos 6leos essenciais, visto
que o numero de componentes € elevado e a estrutura dos mesmos é semelhante.
Este fato dificulta a separacdo dos mesmos no interior da coluna cromatografica,
assim o uso de mais de uma coluna, com polaridades diferentes, facilita a

identificagédo dos compostos.

Foi utilizada a técnica de olfatometria acoplada a cromatografia gasosa com
detecgdo por ionizacdo em chama (CG/FID/O) para avaliar os componentes
presentes nos O6leos essenciais através da correlagcdo dos odores com 0s picos

cromatograficos. Isto é possivel porque as substancias eluidas sao percebidas
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simultaneamente por dois detectores, sendo um deles o sistema olfativo humano
(Meilgaard, 1991; Richardson, 1999).

O oleo essencial também foi avaliado com relagdo ao seu potencial
antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica
subespécie enterica Sorovar Choleraesuis (ATCC 10708), Pseudomonas
aeruginosas (ATCC 27853), Candida albicans (ATCC 90028), Aspergilus niger
(ATCC 16404), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Cryptococcus neoformans
(ATCC 14116), Rhizopus stolonifer (ATCC 6227b), Fusarium Solani (ATCC 36031) e
Aspergilus oryzae (ATCC 10124), utilizando o método da bioautografia indireta. Esta
tem sido mencionada como uma metodologia eficiente para a avaliagéo
antimicrobiana de compostos volateis, pois ela minimiza os erros devido a efeitos de
difusdo, caracteristicos em outros métodos de determinagdo de atividade
antimicrobiana, constituindo-se numa ferramenta util para o desenvolvimento de
compostos antimicrobianos a partir de misturas complexas de extratos vegetais e

Oleos essenciais (Furlan e Lopez, 2006).

Este estudo esta vinculado ao projeto Capes/Udelar que tem por objetivo a
valorizagdo dos recursos vegetais da regido sul-americana mediante o uso de
plantas nativas do género Baccharis orientando a busca de extratos com potencial
de comercializacdo. Este objetivo passa pelo estudo quimico sistematico de plantas
do género Baccharis da flora nativa, ja identificadas no Centro de Pesquisa e
Conservacao da Natureza Pr6-Mata (CPCN Pré6-Mata) da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), do desenvolvimento tecnoldgico dos
processos produtivos extratos naturais, de um rigoroso controle de qualidade dos
produtos obtidos e de um estudo de aplicagbes dos extratos obtidos. O projeto
Capes/Udelar € uma parceria do Laboratério de Operacdes Unitarias (LOPE) da
PUCRS com o Catedra de Farmacognosia e Produtos Naturais da Facultad de
Quimica, Universidad de La Republica (UDELAR) de Montevidéu - Uruguai. Logo,

uma parte dos experimentos foi realizada no Uruguai (Mestrado Sanduiche).
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta dissertagéo € investigar compostos volateis de trés espécies
de Baccharis nativas (B. anomala DC, B. dentata (Vell) G. M. Barroso e B. uncinella
DC) coletadas no Pré-Mata, visando estudar o processo produtivo, a composigéo
quimica, o potencial aromatico e a agdo antimicrobiana dos Oleos essenciais das

especies supracitadas.

2.1. Objetivos Especificos

- Utilizar a destilagdo por arraste a vapor para a extracédo do 6leo essencial,
de modo a obter os produtos para as etapas analiticas (analises por CG/MS e
CG/FID/O) e de avaliacao de agado antimicrobiana (bioautografia indireta),

assim como obter curvas de rendimento versus tempo;

- Realizar a modelagem das curvas de rendimento versus tempo obtidas
utilizando modelo matematico, embasado na transferéncia de massa, para
prever o comportamento do processo de extracédo para as diferentes espécies

estudadas;

- Identificar os componentes presentes nos O6leos essenciais por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM),

utilizando duas colunas de polaridades diferentes;

- Avaliar os componentes presentes nos Oleos essenciais através da
correlagao dos odores com os picos cromatograficos utilizando a técnica de
olfatometria acoplada a cromatografia gasosa com detecc¢ao por ionizagao em
chama (CG/FID/O);
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- Avaliar qualitativamente o potencial antimicrobiano dos 6leos de Baccharis
frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella enterica
subespécie enterica Sorovar Choleraesuis (ATCC 10708), Pseudomonas
aeruginosas (ATCC 27853), Candida albicans (ATCC 90028), Aspergilus
niger (ATCC 16404), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Cryptococcus
neoformans (ATCC 14116), Rhizopus stolonifer (ATCC 6227b), Fusarium

Solani (ATCC 36031) e Aspergilus oryzae (ATCC 10124), utilizando a
bioautografia indireta.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Baccharis spp.

As espécies do género Baccharis spp. sdo uma importante fonte de pesquisa
para os produtos naturais medicinais (Abad e Bermejo, 2007). Baccharis € 0 maior
género da familia Compositae, com mais de 500 espécies, com ampla distribui¢cao
do norte ao sul do continente americano (Abad e Bermejo, 2007; Simionatto et al.,
2008; Cépedes et al., 2002). As espécies deste género estdo distribuidas
principalmente em temperaturas quentes e regides tropicais do Brasil, Argentina,
Colémbia, Chile e México (Abad e Bermejo, 2007). Mais de 90% das espécies séo
encontradas na América do Sul (Frizzo et al., 2001). Uma grande concentragcédo de
espécies localiza-se no centro-sul do Brasil, 0 que aponta estas regiées como o foco
central de origem e dispersao deste género. Este fato contribuiu para aumentar o
interesse na busca de componentes de valor farmacologico e econémico, situagao
que se encontra refor¢cada por se tratar de um recurso natural abundante na regido

sul do Pais.

Um objetivo bem conhecido no estudo de plantas aromaticas e medicinais é a
descoberta de novos componentes bioativos, visando a obtencdo de novos
farmacos (Henrich, 2003; Newmann et al., 2003). Nos ultimos anos tem havido um
crescimento rapido em informacgdes disponiveis sobre estruturas e atividades
farmacologicas de novos compostos isolados e identificados de espécies de
Baccharis. As espécies de Baccharis apresentam diversos usos na medicina
tradicional para o tratamento de ferimentos, ulceras, febre, doengas gastrintestinais
como espasmoliticos, diurético e analgésico, na diabetes, antiinflamatorio (Abad et
al., 2006; Herz et al., 1977; Loayza et al., 1995; Budel et al., 2008), no tratamento de
infec¢des fungicas e bacterianas como anti-séptico e cicatrizante para uso externo

(Abad e Bermejo, 2007), acao antimicrobiana (Simionatto et al., 2008; Oliva et al.,
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2007) e atividade antioxidante (Oliveira et al., 2003). Algumas espécies tém
aplicagbes na industria de perfumaria e cosméticos (Queiroga et al., 1990) e

apresentam propriedades farmacoldgicas (Verdi et al., 2005).

Alguns exemplos de atividades farmacolégicas de extratos de Baccharis que
podem ser citadas s&o: antiinflamatéria de B. medullosa DC. e B. rufescens Spreng.
(Cifuente et al., 2001), B. latifolia (Ruiz & Pav.) Pers., B. obtusifolia Kunth e B.
subulata D. Don (Abad et al., 2006) e antimicrobiana de B. trimera (Less.) DC.
(Avancini et al., 2000) e B. grisebachii Hieron. (Feresin et al., 2001). Abad e Bermejo

(2007) citam também diversas atividades farmacologicas (Quadro 3.1).

Quadro 3.1. Atividades farmacolégicas de algumas espécies de Baccharis.

Baccharis

Atividade farmacolégica

Baccharis articulata (Lam.) Pers. (Carqueijilla)

Diurético, digestivo

Baccharis conferta (HBK) (Quauhizquiztli)

Dores de estébmago, laxante, diurético

Baccharis coridifolia DC (Mio-Mio, Romerillo)

Antiinflamatério

Baccharis crispa Spreng. (Carqueja)

Digestivo, anti-séptico para uso externo

Baccharis dracunculifolia DC

Previne algumas doencgas

Baccharis floribunda H.B.K. (Niquitao)

Infecgbes de pele, diabetes, reumatismo

Baccharis gaudichaudiana DC (Chilca Melosa)

Diabetes, doencas gastrointestinais

Baccharis genistelloides Lam. = Baccharis
trimera (Lam.) Pers. (Carqueja, Charara)

Doencas do figado, reumatismo, diabetes,
disturbios hepaticos, digestivos e renais.

Baccharis glutinosa (B. & P.) Pers. (Jarilla)

Disturbios ginecoldgicos e digestivos, doencas
de pele

Baccharis grisebachii Hieron (T’ola alta,
Quinchamal)

Ulceras gastricas, digestivo anti-séptico,
cicatrizante

Baccharis heterophylla H.B.K. (Curacuata,
Jarakatua)

Disturbios gastrointestinais

Baccharis illinita DC (Cha-ventura, Erva
milagrosa)

Antiinflamatério de pele e mucosas, Ulceras
estomacais, cicatrizacdo de feridas cutaneas

Baccharis incarum Wedd. (Lejia)

Feridas

Baccharis latifolia Pers. (Chilca)

Reumatismo, doencgas do figado, feridas e
Ulceras
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...continuagao Quadro 3.1

Baccharis Atividade farmacolégica

Baccharis multiflora Bent. (Quappatli, Malinalli) Tratamento de catarros, problemas urinarios

Baccharis notosergilla Griseb. (Carqueja) Diurético, digestivo

Baccharis obtusifolia H.B.K. (Chilca redonda) Reumatismo, doengas do figado, feridas,
Ulceras

Baccharis pentlandii DC (Chilca, Mayu Chilka) Inflamacéao, reumatismo

Baccharis rubricaulis Rubby (Chilca) Doengas mucosas

Baccharis salicifolia (R. et P.) Pers. (T’ola alta, Inflamacao, higiene feminina

Chilca marga)

Baccharis sarothroides A. Gray (Desert Resfriados, dores musculares

vassoura)

Baccharis serraefolia DC (Tzajal) Diarréia, doencgas gastrointestinais, disenteria,
tosse

Baccharis subalata Wedd Reumatismo, doengas do figado, feridas,
Ulceras.

Baccharis teindalensis L. Anti-inflamatério, analgésico, antimicrobiano

Baccharis tricuneata (L.f.) Pers. (Sanalotodo) Infecgdes de pele, diabetes

Baccharis trinervis (Lam) Pers. (Chilca) Febre alta, edema, feridas, caibras musculares

Baccharis tucumanensis (H. et A.) (Sancho Abortivo

blanco)

Baccharis vaccinoides H.B.K. (Chilco) Disturbios gastrointestinais

Fonte: Abad e Bermejo, 2007.

Com relacdo a fitoquimica do género Baccharis, mais de 150 compostos
foram isolados e identificados. Os componentes mais proeminentes séao
diterpenoides. (Abad e Bermejo, 2007). Alguns dos compostos mais encontrados
nos Oleos essenciais de Baccharis sdo: a-pineno, B-pineno, sabineno, mirceno,

limoneno, terpinen-4-ol, d-cadineno, espatulenol e éxido de cariofileno.

A composigao quimica de uma determinada espécie esta sujeita a diferentes
fatores, entre eles se destacam os fatores extrinsecos, relacionados a localizagao
geografica e condigdes ambientais e os fatores intrinsecos, relacionados as

informacdes genéticas da planta e seus processos metabdlicos, como resposta aos
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fatores ambientais, a ontogenia relacionada ao estado vegetativo da planta e o
processo extrativo utilizado. Os fatores externos e as condigbes ambientais surgem
como fatores limitantes no metabolismo da planta, particularmente no metabolismo
secundario dos quais os Oleos essenciais fazem parte, podendo aparecer
modificagdes em sua composi¢cdo quimica como consequéncia da interacéo destes
fatores. Com relagdo a composi¢cdo dos oOleos essenciais do género Baccharis, ha
estudos que identificam variagdo destas composi¢cées de acordo com a localizagao
geografica e condigbes ambientais, bem como com o processo extrativo empregado
(Frizzo et al., 2008).

A seguir € apresentada uma breve revisdo sobre as trés espécies
selecionadas para o estudo. As espécies sao Baccharis anomala DC, Baccharis
dentata Vell. G. M. Barroso e Baccharis uncinella DC. Estas foram escolhidas devido
a disponibilidade de material vegetal para a realizacdo dos experimentos propostos
nesta dissertacdo, assim como devido a pouca informacao disponivel na literatura

sobre as mesmas.

3.1.1. Baccharis anomala DC.

Baccharis anomala DC. (Figura 3.1), conhecida como uva-do-mato (Alice et
al., 1985) e cambara-de-cip6 (Barroso & Bueno, 2002), de sinonimia Pingraea
anomala (DC.) F.H. Hellwig (Giuliano, 2001), pertence ao grupo Anomala (Barroso,
1976) e a secao Trinervatae DC. (Giuliano, 2001). Ocorre de Sao Paulo ao Rio
Grande do Sul e vai até Argentina, Uruguai e Paraguai. O grupo Anomala e a segéo
Trinervatae sao representados por arbustos escandentes, pilosos ou glabros e
apresentam como espécies comuns B. anomala, B. trinervis Pers., B. rhexioides
Kunth e B. flexuosa Baker. As partes aéreas de B. anomala sao utilizadas
popularmente como diurético. Estudos fitoquimicos constataram a presenca de
saponinas e taninos (Alice et al., 1985). Os extratos desta planta, de um modo geral
tém demonstrado atividade antioxidante, antimutagénica e anticarcinogénica (Kada
et al., 1985). Considerando que B. anomala apresenta potencial terapéutico para
tornar-se um medicamento fitoterapico, sua morfologia externa e a anatomia das

partes vegetativas aéreas de B. anomala foram estudadas com a finalidade de obter
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dados referentes a identificacdo e a diferenciacdo dessa espécie das demais
Baccharis, além de fornecer dados farmacognésticos ao grupo Anomala e a seg¢ao
Trinervatae (Budel e Duarte, 2008).

Figura 3.1. Baccharis anomala DC.

Fonte: Fotografia do Pr6-Mata cedida pelo professor Mondin.

3.1.2. Baccharis dentata (Vell.) G.M. Barroso

Baccharis dentata (Vell.) G.M. Barroso (Figura 3.2) é um arbusto da divisdo
angiosperma que ocorre na Mata Atlantica, principalmente em regiées de floresta do
Brasil e da Argentina (Ferronato et al., 2007). E conhecida como vassoura-grada e é
um arbusto de 1-4 m de alta didica (Barroso, 1976). Com relagdo ao 6leo essencial
de B. Dentata existe um estudo publicado na literatura associado a esta dissertacao
(Xavier et. al., 2011).

Figura 3.2. Baccharis dentata (Vell.) G.M. Barroso.

Fonte: Fotografia do Pr6-Mata cedida pelo professor Mondin.
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3.1.3. Baccharis uncinella DC.

Segundo Budel e Duarte (2008), que estudaram a morfologia externa e a
anatomia das partes vegetativas aéreas de B. uncinella DC. (Figura 3.3), a anélise
morfoldgica da espécie evidencia arbusto medindo 1,5-2,0 m de altura, com caules
de 1,0-1,5 cm de didmetro. As folhas medem de 0,5-1,0 cm de comprimento e 0,3-

0,6 cm de largura.

Figura 3.3. Baccharis uncinella DC.

Fonte: Fotografia do Pr6-Mata cedida pelo professor Mondin.

Ela apresenta como sinonimia B. discolor Baker e é representante do grupo
Spicata. E encontrada desde o Rio de Janeiro até o sul do Brasil (Barroso, 1976),
sendo conhecida popularmente como vassoura e vassoura-lageana e considerada

uma espécie rupestre (Takeda e Farago, 2001).

O d6leo essencial das partes aéreas de B. uncinella apresenta como principais
componentes a-pineno, B-pineno, limoneno, espatulenol, globulol, E-—nerolidol,
biciclogermacreno e terpinen-4-ol (Frizzo et al., 2001; Agostini et al., 2005). O 6leo
essencial obtido por destilacdo por arraste a vapor apresenta um rendimento de
0,2% e exibe atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia

coli e Pseudomonas aeruginosa (Ferronato et al., 2007).

3.2. Oleos essenciais

Oleo essencial é definido como um produto obtido por hidrodestilacéo,

destilagdo por arraste a vapor ou destilagdo seca ou por um processo mecanico
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adequado sem aquecimento (para frutas citricas) de uma planta ou de algumas
partes dela (Rubiolo et al., 2010). A volatilidade e a insolubilidade em agua e a
solubilidade em solventes organicos usuais permitem caracteriza-los e promover seu
isolamento. Apresentam-se, geralmente, sob a forma de liquidos oleosos, de aroma
agradavel e intenso. Todavia existem os de aroma desagradavel e ainda os
inodoros (Costa, 1994). Segundo Vitti e Brito (2003), outras caracteristicas que

podem ser identificadas nos 6leos essenciais, sao:

- sabor: geralmente acre (acido) e picante;

- cor: quando recentemente extraidos, os 6leos sdo geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados; poucos séo aqueles que apresentam cor, como o
oleo volatil de camomila, que tem coloragéo azulada;

- estabilidade: normalmente os éleos essenciais s&o instaveis, principalmente
na presencga de ar, luz, calor, umidades e metais;

- a maioria dos 6leos essenciais possui indice de refragao e sdo opticamente
ativos, propriedades estas usadas na sua identificacdo e controle da

qualidade.

De acordo com Simdes e Spitzer (2000), os 6leos essenciais sdo geralmente
produzidos por estruturas secretoras especializadas, tais como pélos glandulares,
células parenquimaticas diferenciadas, canais oleiferos ou em bolsas especificas.
Tais estruturas podem estar localizadas em algumas partes especificas ou em toda
a planta. Assim, podemos encontrar os Oleos essenciais na parte aérea, como na
menta; nas flores, como € o caso da rosa e do jasmim; nas folhas, como ocorre nos
eucaliptos e no capim-liméo; nos frutos, como na laranja e no limdo; na madeira,
como no sandalo e no pau-rosa; nas cascas do caule, como ocorre nas canelas; nas
raizes, como se observa no vetiver; nos rizomas, como no gengibre; nas sementes,
como na noz moscada. Simdes e Spitzer (2000) comentam ainda que os 6leos
essenciais obtidos de diferentes 6rgaos de uma mesma planta podem apresentar

composigao quimica, caracteres fisico-quimicos e odores distintos.

Os constituintes dos Oleos essenciais variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres,

oxidos, peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos de
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enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragoes,
existindo alguns compostos majoritarios, e outros em menores teores e alguns em

baixissimas quantidades, chamados “tracos” (Serafini et al., 2002).

Os 6leos essenciais sdo encontrados em varias plantas. Podem estar na
forma de pequenas gotas entre as células, onde agem como horménios,
reguladores e catalisadores. Seu papel é ajudar a planta a se adaptar ao meio
ambiente, por isso, sua produgdo aumenta em situagbes de estresse. Os Oleos
essenciais protegem a planta de doencas e de parasitas e atraem certos insetos que
fazem a polinizacdo. As vezes, chegam a funcionar como combatentes naturais de
ervas daninhas (Serafini et al., 2002). Eles estéo relacionados com diversas funcdes
necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra
microrganismos (Siqui et al., 2000). Ainda, tem sido estabelecido que cerca de 60%
dos Oleos essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem
propriedades antibacterianas (Bhavanani e Ballow, 1992). Neste sentido, muitos
estudos tém sido realizados com énfase na busca de novos produtos naturais
possuidores de atividade antimicrobiana atrelada a uma menor toxicidade ao
hospedeiro (Lima et al., 2006; Anaisse, 1992; Edwards Jr e Filler, 1992; Grayobill,
1992).

Os Oleos essenciais podem ser extraidos em suficiente quantidade para
serem utilizados em sinteses quimicas ou como novos materiais, para uso cientifico,
tecnoldgico e aplicagbes comerciais. Essas substancias naturais sao utilizadas por
um grande numero de industrias: farmacéutica (taxol, efedrina); alimenticia
(flavorizantes e corantes naturais); cosmética (canfora, linalol); quimica, agroquimica

(fungicida, inseticida) dentre outras (Simdes e Spitzer, 2000).

3.3. Extracao de dleos essenciais

Muitas espécies de plantas contém compostos volateis que podem ser
extraidos na forma de 6leo essencial. A extragdo dos 6leos essenciais pode ser feita
por diversas técnicas, como por exemplo, a destilagcdo por arraste a vapor,
hidrodestilagcdo, extragdo com CO, supercritico, prensagem a frio, extragdo com

solventes orgéanicos, enfloragdo, entre outros. Os métodos de extracdo variam
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conforme a localizagdo do 6leo na planta (flores, folhas, cascas, raizes e rizomas) e
sua utilizacdo (Simdes et al., 2000). A composi¢céo do 6leo pode variar em grande
parte dependendo do método da extragdo utilizado. As vantagens e as
desvantagens de alguns métodos foram discutidas por Cassel e Vargas (2006) que
modelaram a extragdo em escala laboratorial do 6leo essencial do Cymbopogon
winterianus usando um modelo difusivo, promovendo uma boa predicdo do
comportamento da curva rendimento versus tempo, passivel de utilizacdo no scale

up a escala industrial.

3.3.1. Destilagao por arraste a vapor

Para esta dissertagcéo foi selecionado o método de destilagéo por arraste a
vapor. Este método € muito utilizado pela industria por ser de facil operacdo e
atender as exigéncias para a obtencdo de 6leos essenciais (Cerpa et. al., 2008).
Outro ponto positivo é o baixo custo, quando comparado com os métodos
tecnoldégicos mais avangados como, por exemplo, a extracdo com fluido supercritico
(Cassel e Vargas, 2006).

A destilagao por arraste a vapor &€ um processo tradicional na obteng¢ao dos
Oleos essenciais, a partir das folhas e caules de plantas aromaticas. O processo
basicamente consiste na geracdo de uma corrente de vapor em uma caldeira que
permeia o vaso de extragdo onde esta o leito de plantas. Em seguida, a mistura
(dgua e o6leo essencial na fase vapor) é introduzida em um condensador onde o
vapor é liquefeito. A imiscibilidade entre a agua e o Oleo essencial permite a
separacao destes em duas fases liquidas (Cassel e Vargas, 2006). A distribuicdo da
matéria-prima no vaso de extracdo deve ser feita de maneira que permita o maior
contato superficial entre esta e o vapor, evitando a formagao de canais preferenciais
para o vapor, o que acarreta em uma diminuicdo no rendimento do processo. Pode-

se visualizar o esquema do processo em escala laboratorial na Figura 3.4.
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Figura 3.4. Montagem do equipamento de extracao por destilagcdo por arraste a vapor em escala
laboratorial. CA: caldeira (baldo com resisténcia imersa); VE: vaso de extragcéo; BT: banho
termostatico; CL: clevenger.

Fonte: Lucas, 2011.

A composigdo do Oleo essencial é funcao de varios fatores, como descrito
previamente. O fator principal € o tempo de extracdo. Se a extragcéo for rapida, o
produto apresentara os constituintes mais volateis, porém destituido das melhores
caracteristicas. Se a extragdo for prolongada, o custo do 6leo essencial sera mais
elevado e ocorrera a incorporagdo de compostos de elevado peso molecular ao

produto final (Serafini e Cassel, 2001).

3.4. Modelagem matematica do processo de extragao

A modelagem matematica € muito aplicada para prever rendimento de éleos
essenciais via destilagdo por arraste a vapor em funcdo do tempo. Sao
considerados diversos parametros que influenciam a taxa de extracdo e o
rendimento do processo, entre eles: temperatura, pressédo de operagcao, tamanho
das particulas de folhas, tempo de extragdo e vazédo do solvente (Sartor, 2009).

Dentre os estudos sobre a modelagem matematica da destilagdo por arraste a
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vapor, um dos primeiros trabalhos é o de Benyoussef et al. (2002) que modelaram a
extragcdo do O6leo essencial de coentro (Coriandrum sativum L.). O modelo é
constituido por duas partes: variacdo da concentragédo de 6leo nos frutos e no fluido
circundante. A primeira parte leva em consideracéo a difusdo dentro dos poros € na
segunda acrescenta a taxa de dissolugcéo do Oleo da fase soélida para o fluido que
preenche os poros. Consideram que a extracdo € uma dessorcao irreversivel do
Oleo essencial em agua, com cinética de primeira ordem com respeito ao
rompimento das células onde se encontra o 6leo retido; a vaporizagdo do 6leo é
instantanea devido ao equilibrio de fases formado; a difuséo intraparticula do 6leo
em agua € a etapa controladora, desconsiderando a convecgéo externa. Os autores
ainda consideram algumas hipoteses simplificativas e correlagbes externas para

representar a extracéo. O balangco de massa na fase sélida é representado por:

aXf—(t’r):—KX (t,7r)
ot o (3.1),

enquanto que o balango de massa na fase fluido é expresso por:

2 ;
aX;(f,T):Daa Xt’(f’r)+2Daaxt(t’r)+K¢Xf(t;r)
at ar? y or (3.2),

onde X; € a concentracédo de 6leo nos frutos, X; € a concentracdo de 6leo no fluido,
D, é o coeficiente de difusdo aparente, K. coeficiente de transferéncia de massa, r é
a variavel independente que corresponde a dispersdo radial e t € a variavel

independente associada ao tempo.

Sovova e Aleksovski (2006) desenvolveram um modelo para a hidrodestilagao
e destilacao por arraste a vapor considerando o 6leo essencial como um pseudo-
componente e assumindo a difusdo do soluto dentro da particula como etapa
controladora. A modelagem matematica é descrita para uma situacdo em que a
vazao axial de solvente, representada pela velocidade superficial, atravessa o leito
de plantas aromaticas em um cilindro extrator. O solvente é livre de soluto na
entrada do extrator e a temperatura e pressdao sdao mantidas constantes durante o

processo. O modelo € desenvolvido para dois tipos de particulas: um primeiro tipo
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com distribuigdo homogénea de 6leo nas particulas e um segundo tipo com dleo
depositado em tricomas glandulares que secretam o 6leo. O equilibrio entre o 6leo
superficial e o vaporizado € estabelecido mediante uma constante de particéo,
independente da composicao das fases, da temperatura e da difusdo. O rendimento

da extragao € expresso por:
Y= Ym[l—fiexp(t/n) _fgexp(t/'rz)] (3.3),

onde Y é o rendimento da extragdo, Y. é o rendimento assintotico, t € o tempo de
extracdo, T, e T, sdo constantes de tempo para processo de difusdo paralela
através da particula e f; e f, séo as fragbes de soluto difundindo em duas taxas

diferentes.

Cassel e Vargas (2006) modelaram a extracédo de 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon winterianus) utilizando um modelo de transferéncia de massa na
particula vegetal, baseado no modelo da 22 lei de Fick, unidimensional e em
geometria retangular. O balango de massa é feito na superficie interna da particula e
se assume que os componentes a serem extraidos sao uniformemente distribuidos
no interior da particula e a resisténcia superficial € negligenciada. A formulagéo

matematica é expressa como:

0%C,(x,t) 19C,(xt)

dx2 D ot (3.4),
com condic¢&o inicial:
Ca=Cg, parat=0 (3.5),

e condi¢des de contorno:

Co=0parax=0eparax=L (3.6),
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O parametro a ser estimado no modelo utilizado por Cassel e Vargas (2006) é
o coeficiente de difuséo (D) e variaveis referentes a estrutura e natureza da planta
aromatica, como a espessura da planta (L) e a quantidade inicial de 6leo (Cay).
Considera-se ainda que todo o 6leo presente na planta aromatica € extraido. Este
modelo também foi usado para simular o processo de destilacdo a vapor de 6leos

essenciais de alecrim, manjericédo e lavanda (Cassel et al., 2009).

Cerpa et al. (2008) desenvolveram um modelo considerando trés fases no
processo de obtengado do 6leo. Na primeira etapa ocorre uma exsudacgao térmica do
Oleo dos tricomas glandulares, na segunda etapa o equilibrio liquido-vapor na
interface foi assumido, e, finalmente, na ultima etapa da transferéncia de massa do
6leo na fase de vapor foi considerada. Os dados experimentais para o 6leo de

lavanda foram utilizados para correlacionar os parametros do modelo.

A modelagem matematica da destilagdo por arraste a vapor € um passo
inevitavel no projeto de plantas industriais. Modelos matematicos sdo usados para
simular o processo, reduzindo a necessidade de se realizar procedimentos
experimentais para conhecer o comportamento do processo de extracdo. Portanto, a
importancia da modelagem matematica no processo de destilagdo por arraste a
vapor é permitir estratégias alternativas para o calculo das condi¢cdes das variaveis

de processo (Cassel et al., 2009).

3.5. Analise por cromatografia gasosa / espectrometria de massas (CG/EM)

A cromatografia gasosa (CG) é um método de separagdo de compostos
presentes em uma amostra. Esta separacao ocorre na fase gasosa, logo a técnica é
viavel também para amostras liquidas e solidas que vaporizam em determinada
faixa de temperatura. Desta forma, o constituinte gasoso é transportado pela coluna
por uma fase movel gasosa chamada gas de arraste. A interacdo entre os
componentes e a fase estacionaria leva a uma separagdo diferencial dos
componentes da mistura. A cromatografia gasosa (CG) tem algumas dificuldades,
como a exigéncia de compostos volateis, mas seu maior problema & a falta de

provas definitivas sobre a natureza dos compostos detectados. Para a maioria dos
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detectores de CG, a identificagdo € baseada apenas no tempo de retengdo na
coluna. Uma vez que muitos compostos podem possuir o mesmo tempo de
retengdo, fica a em duvida quanto a natureza e a pureza do(s) composto(s) no pico
separado. Ja a espectrometria de massas (EM) conduz o material injetado, ioniza-o
em alto vacuo, impulsiona e concentra esses ions e seus produtos de fragmentacgao
através de um analisador magnético de massa, e entdo coleta e mede as
quantidades de cada ion selecionado em um detector. Um espectrdmetro de massa
€ uma excelente ferramenta para identificar claramente a estrutura de um unico
composto, mas € menos util quando utilizado com uma mistura (McMaster et al.,
1998).

Um cromatografo gasoso funciona da seguinte forma (Figura 3.5): um gas
inerte (gas de arraste) flui continuamente de um cilindro [1] para a coluna [6] através
de um ponto de injecao [4]. A amostra é injetada utilizando uma microseringa no
ponto de injecdo, devidamente aquecido para que ocorra a vaporizagdo da amostra
que sera “arrastada” pelo gas de arraste através da coluna. Na analise de Oleos
essenciais hormalmente se utiliza colunas capilares de 10 a 100 m de comprimento
e didmetro interno de 0,1 a 0,75 mm. ApoOs passar pela coluna, o gas de arraste
carregando a amostra passa por um detector [7] que ira gerar um sinal elétrico,
registrado em formato de picos, que sera enviado a um sistema de dados [8] (Lucas,
2011; Macnair e Miller, 2009).
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Figura 3.5. Funcionamento basico de um cromatografo gasoso - [1] cilindro de gas de arraste, [2] e [3]
controladores de fluxo de gas, [4] sistema de injecao de amostra, [5] forno para aquecimento da
coluna, [6] coluna cromatografica, [7] detector, [8] sistema de aquisigdo de dados.

Fonte: Lucas, 2011; McNair e Miller, 2009.
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A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
mostrou-se um dos métodos mais eficientes para o estudo da elucidagdo da
composi¢do quimica dos 6leos essenciais. E um método muito adequado para a
identificacdo devido aos componentes do 6leo essencial serem compostos volateis
de baixo peso molecular. O 6leo essencial é injetado diretamente no cromatografo,
sem nenhum tratamento prévio, o que elimina possiveis modificagbes na
composicdo da amostra ou na estrutura de seus constituintes devido ao pré-
tratamento. No cromatégrafo, os componentes do 6leo essencial se separam e, em
seguida, ingressam no espectrdbmetro de massas que detecta e registra o
correspondente espectro de cada uma das substancias separadas. Os constituintes
do 6Oleo essencial se identificam gracas aos diferentes padrdes de fragmentagao que

se observam em seus espectros de massas (Harris, 2001).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas permite
realizar em uma s6 operacao, para uma amostra da ordem de 1L, uma analise
qualitativa junto com uma indicagdo das proporgbes em que se encontram 0s
componentes. O equipamento possibilita obter dados sobre o peso molecular e a
estrutura molecular dos 6leos essenciais. Existem bases de dados especificas para
Oleos essenciais, como a biblioteca Adams (Adams, 2007), com os espectros de

massas de muitos componentes.

3.6. Analise olfatométrica

A percepcédo do nariz humano de compostos volateis, liberados a partir de
alimentos e fragrancias, depende da extensdo da liberagdo da matriz e as
propriedades do odor dos compostos. Sabe-se que apenas uma pequena parte do
grande numero de compostos volateis que ocorrem em uma matriz perfumada
contribui para percepc¢ao do seu odor (van Ruth, 2001; Grosch,1994). Além disso,
essas moléculas ndo contribuem igualmente para o perfil de aroma global de uma
amostra, portanto, uma area grande de pico no CG, gerada por um detector
quimico, ndo necessariamente correspondem a intensidades altas de odor, devido
as diferentes relacdes intensidade/ concentracéo. Consequentemente, o interesse

geral dos pesquisadores foi direcionado para a determinagcéo da contribuicdo de
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alguns constituintes para o sabor global de um produto. Em geral, a importancia
sensorial de um composto de odor ativo depende de sua concentracao na matriz, e
no limite de deteccdo do nariz humano. Além disso, a medida imprevisivel de
interacdo de moléculas de sabor com as outras, e com outros componentes dos

alimentos (lipidios, proteinas, carboidratos etc) também devem ser considerados.

CG/O (cromatografia gasosa/olfatometria) € a solugdo mais adequada de
analise para tais questdes, pois permite a avaliagdo do odor-componentes ativos de
misturas complexas, através da correlagao especifica com os picos cromatograficos
de interesse; isso €& possivel porque as substancias eluidas sao percebidos
simultaneamente por dois detectores, sendo um deles o sistema olfativo humano.
Consequientemente, CG/O ndo s6 fornece um instrumental, mas também uma
analise sensorial. Esta ultima é definida como a quantificacdo das respostas
humanas aos estimulos percebidos pelos sentidos da viséo, olfato, paladar, tato e
audicdo (Meilgaard, 1991; Richardson, 1999). Quando acoplada a técnicas
analiticas, como no CG/O, torna-se uma abordagem precisa e descritiva para
caracterizar estimulos, avaliar e mensurar impressdes, como também um importante
processo que permite a compreensdo e quantificacdo de uma caracteristica

sensorial.

A descrigdo de um cromatdgrafo a gas modificado para o compartimento para
avaliacao sensorial (sniffing port) para determinar a atividade de odores volateis, foi
publicado pela primeira vez por Fuller et al (1964). O sistema de CG foi equipado
com um sistema de deteccédo de condutividade térmica nao destrutiva com a saida
conectada a um sniffing port (também chamado de porta olfatometrica ou linha de
transferéncia). O ultimo foi localizado dentro de uma cabine telefénica, a fim de
isolar o avaliador das influéncias do potencial de odores presentes no ambiente. Em
1971, um dos mais sofisticado sistemas de CG/O foi relatado; ar umido foi
adicionado ao CG, evitando assim que a mucosa nasal secasse (Dravnieks, 1971).
Outras melhorias incluem o uso de um tubo Venturi, para manter a resolugéo da
coluna capilar e entregar, ergonomicamente, o efluente para o avaliador. Nos anos
seguintes, as portas sniffing comegaram a incorporar elementos de projeto e,
atualmente, bem planejadas opg¢des estao disponiveis no mercado. A introdugéo e

difusdo de CG/O, provou ser vital para o desenvolvimento no campo da pesquisa de
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odor - compostos ativos, fornecendo informacdes valiosas sobre os locais do
cromatograma em que deve-se concentrar a atengcdo e recursos. CG/O é uma
técnica unica de analise que associa o poder de resolugdo de CG capilar com a

seletividade e sensibilidade do nariz humano.

Um importante trabalho foi realizado utilizando esta técnica para oOleos
essenciais. A tese de doutorado da Dra. Catalina M. van Baren (2008) apresenta a
caracterizagdo quimica e sensorial, além do estudo das atividades biolégicas de
Mulinum spinosum (Cav.) Persoon (com o objetivo de avaliar a potencialidade
industrial desta especie aromatica e medicinal). Para determinacédo do perfil
sensorial foi realizada uma analise CG/FID/O. A saida da coluna utilizada tinha um
divisor de fluxos que divide o efluente da coluna capilar na proporgéo 1:1 (v/v) entre
dois detectores: um detector FID (detector por ionizagdo em chama) e um detector
olfatométrico (Figura 3.6.). Ambos os detectores foram utilizados simultaneamente,
assim os compostos separados podem ser percebidos pelo olfato humano ao

mesmo tempo em que entram no outro detector (van Baren, 2008).

FID OLFATOMETRO

P
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CROMATOGRAFO GASOSO

Figura 3.6. Esquema do cromatografo CG/FID/O, que mostra a divisdo de fluxo ao final da coluna
capilar.

Fonte: van Baren, 2008.
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O desenho do detector olfatométrico fez com que o eluente da coluna do
cromatégrafo gasoso seja transferido para um cone onde se mesclou com ar
umidificado. Isto permite ao olfato humano perceber os compostos individuais a
medida que eluem da coluna capilar. O sistema era composto por uma secéo de
transferéncia desde a saida da coluna capilar do CG até o cone olfativo. O cone
olfativo era construido em vidro para assegurar a inalterabilidade (Figura 3.7.). A
secao de transferéncia se encontra calefacionada por uma fita calefatora flexivel,
mantendo assim a temperatura suficiente para assegurar que cada componente que
elua da coluna CG chegue ao cone olfativo sem perdas por condensacdo. O ar
umidificado chega ao local de olfateagédo pelo borbulhamento prévio em agua com
uma vazao de 500 mL/min, desta maneira, obtendo maior eficiéncia olfativa (van
Baren, 2008). Este equipamento utilizado por van Baren (2008) € o mesmo que foi

utilizado para obter os resultados desta dissertagéo.
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Figura 3.7. Esquema ampliado da porgéo final do detector olfatométrico.

Fonte: van Baren, 2008.

3.7. Atividade antimicrobiana de plantas medicinais e aromaticas

As propriedades antimicrobianas de substéncias e 6leos essenciais que as
plantas contém como produtos de seu metabolismo secundario tém sido
reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram confirmadas
cientificamente apenas recentemente. Varios grupos de pesquisadores estudam a
atividade biologica de plantas medicinais originarias de diversas regides do mundo,
orientados pelo uso popular das espécies nativas. Por outro lado, os
microrganismos que causam prejuizos a saude humana estdo se mostrando
resistentes a maioria dos antimicrobianos conhecidos, o que incentiva ainda mais a

procura por antibioticos de ocorréncia natural (Duarte, 2006).
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Extratos e Oleos essenciais de plantas mostraram-se eficientes no controle do
crescimento de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. Usos praticos dessas atividades sdo sugeridos

em humanos e animais, bem como na industria de alimentos (Duarte, 2006).

No Brasil, a investigacdo sobre produtos naturais com atividade
antimicrobiana também aumentou significativamente nos ultimos anos. Entretanto,
apesar da rica biodiversidade, no estudo de Duarte (2006) somente estavam
disponiveis dados sobre 44 espécies de plantas pertencentes a 20 familias, com
atividade positiva, incluindo espécies nativas e exdticas. O baixo numero de
registros pode ser consequéncia da disseminagédo restrita dos resultados de
pesquisa, geralmente apresentados em eventos cientificos locais ou regionais. Além
disso, a maioria dos estudos sdo testes isolados com uma ou poucas espécies,
geralmente baseados em informacbes etnofarmacoldgicas, diferentemente de
pesquisas que abrangem a flora de uma regido definida, onde varias familias

boténicas sao estudadas (Duarte, 2006).

Segundo Nascimento et. al. (2007), existem varios métodos descritos na
literatura, propostos para mensurar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais.
Entretanto, as pesquisas sobre essa atividade tém sido prejudicadas pela auséncia
de métodos padronizados, o que dificulta a comparacao entre os estudos além de
inviabilizar sua reprodutibilidade. Em relacdo aos O6leos essenciais, fatores
adicionais impdem dificuldades na implantacdo de métodos de avaliagéo
antimicrobiana, como: volatilidade, insolubilidade em agua e difusdo no meio de

cultura.

Os métodos diferem largamente e fatores importantes que influenciam os
resultados sao frequentemente negligenciados. Importa, portanto, mencionar o
numero da linhagem do microrganismo testado, o tempo de exposicdo do
microrganismo ao 0leo, a utilizagdo de controles positivos e negativos, o uso e a
quantidade de emulsificador, a composi¢cdo do 6leo e a descricdo precisa das
condigdes em que foi obtido. Sem padronizagao é praticamente impossivel elucidar

a verdadeira bioatividade, o potencial terapéutico e a utilidade clinica dos 6leos
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essenciais, bem como fazer uma comparacgao direta entre eles (Nascimento et. al.,
2007).

3.7.1. Bioautografia

Os métodos de avaliagdo da atividade antimicrobiana se dividem
basicamente em: métodos de difusdo e métodos de diluicdo. O método de difusao
se divide em difusdo por disco, difusdo por cilindros, difusdo por pogos e
bioautografia direta e indireta. Os ensaios de difusdo sédo considerados qualitativos,
pois apenas mostram se existe ou n&o atividade antibacteriana nos produtos
naturais. Os métodos de diluicdo em tubos ou em placas podem ser considerados
semiquantitativos, quando s&o testadas poucas concentragdes do produto natural,
por exemplo, trés diluicdes e quantitativos onde se executam diluicdes seriadas do
produto e se determina para este, a concentragao inibitéria minima (Valgas, 2002).
Esses métodos e suas variantes devem ser adaptados e escolhidos conforme as
facilidades operacionais que permitem ensaios relativamente rapidos e simples, com
custo compativel. E importante que as adaptacdes sejam testadas e padronizadas
para se obter reprodutibilidade e garantir assim que os resultados tenham
confiabilidade (Pereira, 2010).

A bioautografia pode ser considerada como o ensaio mais eficaz para a
deteccédo de compostos antimicrobianos, pois permite a localizacdo da atividade,
mesmo em uma matriz complexa e, portanto, permite que um alvo-direto de
isolamento dos componentes ativos. Os ensaios de bioautografia podem ser
divididos em trés grupos (Rahalison et al, 1991; Rios et al, 1988): (a) bioautografia
direta, onde os microorganismos crescem diretamente sobre a cromatografia em
camada delgada (CCD), (b) bioautografia de contato, onde os compostos
antimicrobianos sao transferidas da placa de CCD com uma placa de agar inoculado
através do contato direto e (c) sobreposi¢cdo de agar ou bioautografia de imerséo,
onde um agar semeado é aplicada sobre a placa de CCD. Esta ultima técnica pode
ser considerada como um hibrido de bioautografia direta e contato (bioautografia

indireta).
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Os métodos bioautograficos permitem combinar a capacidade de separagao
da cromatografia de camada delgada (CCD) com a determinacéo in situ da atividade
antimicrobiana dos componentes de uma mistura de compostos quimicos. A
amostra de um extrato natural é aplicada na placa de CCD e eluida com uma fase
mobvel adequada (Franco, 2005). Os compostos da amostra ficam adsorvidos na
fase estacionaria em posigées relativas a sua polaridade em relagcao ao eluente e a
silica da placa cromatografica. Posteriormente, o microorganismo a ser testado é
inoculado sobre a placa. Na bioautografia indireta, o agar inoculado € aplicado sobre
a CCD e na bioautografia direta, o in6culo é pulverizado diretamente sobre a placa
(Valgas, 2002). Apds o periodo de incubacéo, verifica-se a formagédo de um halo de
inibicdo no composto com atividade antimicrobiana presente na amostra. Usando-se
um revelador de sais de tetrazolio, pode-se melhor visualizar as areas de atividade
antifungica em funcdo da desidrogenase enzimatica (Hostettmann, 2003). A
bioautografia tem sido mencionada como uma metodologia eficiente e constitui uma
ferramenta util para o desenvolvimento de compostos antimicrobianos a partir de

misturas complexas de extratos vegetais e 6leos essenciais (Furlan e Lopez, 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta e acondicionamento do material vegetal

As coletas do material vegetal de partes aéreas (folhas e galhos) de plantas
de Baccharis spp. foram realizadas em S&o Francisco de Paula (RS) no Centro de
Pesquisa e Conservacado da Natureza Pro-Mata (Figura 4.1) em janeiro e em maio

de 2011. A localizagao geografica das coletas se encontra no Quadro 4.1.

Figura 4.1. Sede do Centro de Pesquisa e Conservacao da Natureza Pré-Mata.

Fonte: http:// www.pucrs.br/ima/promata/

Quadro 4.1. Localizagéo geografica das coletas das espécies de Baccharis spp.

Baccharis anomala DC S29°29 18.4”e W 50° 12’ 23.5”
Baccharis dentata (Vell.) S29°2934.5”e W 50° 11’ 12.6”
Baccharis uncinella DC S29°28 50.4”e W 50° 10’ 32.7”

O material foi transportado por via terrestre. Em Porto Alegre, as amostras de

partes aéreas foram acondicionadas em papel e mantidas em estufa a 40 °C por 48
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horas para secagem no Laboratério de Operagbdes Unitarias (LOPE) da FENG
(Faculdade de Engenharia), condicdo definida como adequada para os

procedimentos de extragéo.

4.2. Extracao dos oleos essenciais por destilagao por arraste a vapor

A extracdo dos o6leos essenciais foi realizada no LOPE. O equipamento
empregado na extracdo dos 6leos essenciais por destilacdo por arraste a vapor é
composto por uma caldeira com volume aproximadamente de 5L, que tem a fung¢ao
de aquecer o solvente (agua); um vaso extrator de capacidade de 4L de volume,
onde sdo colocados aproximadamente 200 gramas de planta seca; e um clevenger,
que tem como funcdo condensar o vapor, separar as fases liquidas, aquosa e
oleosa, e permitir a medicdo do volume de 6leo essencial obtido. O fluido de
refrigeracao utilizado no condensador € agua refrigerada em um banho termostatico
com reciclo (em torno de 2°C). O vapor permeia a matéria-prima e, nesse estado, o
solvente tem maior capacidade de penetrar nos poros das folhas, solubilizando
maior quantidade de 6leo em um menor tempo. A unidade de destilacao por arraste

a vapor utilizada é representada na Figura 4.2.

Figura 4.2. Unidade laboratorial de destilagcao por arraste a vapor utilizada para extragdo dos 6leos

essenciais das espécies de Baccharis.
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Com o auxilio de um cronémetro foram feitas medidas de volume de 6leo no
clevenger de cinco em cinco minutos para cada planta. No momento em que trés
medidas foram constantes parou-se a extracdo. Com essas medidas foram
construidas as curvas de rendimento versus tempo para os 6leos essenciais de
Baccharis anomala, Baccharis dentata e Baccharis uncinella. Os experimentos

foram realizados em triplicata para cada espécie.

Apos isto, foram calculadas as massas especificas dos 6leos essenciais.
Para este calculo, foi pesado um determinado volume de 6leo. Dividindo esta massa
obtida pelo volume pesado se obteve os valores de massas especificas, conforme a

equacao (4.1).

massa especifica(p) = massa_de _dleo (4.1)
volume de oleo

Com os valores de massa especifica se pode calcular o rendimento maximo

dos 6leos essenciais, a partir da equacao (4.2).

volume  final de oleoxmassa especifica(p)

x100% (4.2)

rendimento =

massa de planta(200g)

4.3. Modelagem matematica do processo de destilagao por arraste a vapor

Neste estudo, para representar as curvas de extracdo dos Oleos essenciais
obtidas pelo método de destilacdo por arraste a vapor, se propde o modelo
publicado na literatura e associado a esta dissertagdo (Xavier et. al., 2011). Este é
definido para dois periodos de extracdo que descrevem as curvas com base no
balan¢co de massa do soluto (6leo extraido). O primeiro periodo é governado pelo
equilibrio de fases e o segundo periodo pela difusédo interna do 6leo essencial nas
particulas (planta). O 6leo é considerado um unico componente em termos de
balanco de massa. As propriedades de transferéncia de massa do 6leo obtido foram

consideradas constantes durante todo o processo de extragéo.
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O balango de massa por unidade de volume do leito de extracédo é
representado por uma equacéo para o soluto (6leo) na fase fluida e outra na fase

sélida apresentadas a seguir:

oY

oY
Jx,Y)=p,e—+p,u—
( ) Py Py Py 4.3)

ot

ox
YV)=—p (1-&)—
J(x,Y)=—p,(1-¢) Py 4.4)

A equacédo (4.3) tem como condigdes de contorno iniciais as seguintes

representacdes, respectivamente:

Y(z=0,£)=0 (4.5)

Y(z,t=0)=0 (4.6)

A equacédo (4.4) fica sujeita a seguinte condicao inicial do soluto na matriz

vegetal:

Nas equacdes anteriores, J é o fluxo de soluto, pr é a densidade do solvente, ps € a
densidade do sélido, € € a porosidade do leito, u é a velocidade superficial do
liquido, Y é a fracdo massica na fase liquida, x € a fracdo massica na fase sélida, t é
o tempo de extracado, z é a coordenada axial e xp é a fragdo massica inicial do soluto

na fase solida.

O fluxo de extrato é representado diferentemente tendo em vista a etapa de
extragcdo ser controlada pela remog¢do do soluto de facil acesso das células

quebradas (x > xx) ou pela remogdo do soluto de particulas mais internas
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associadas a etapa de extragdo de células intactas (x < xx). As equagdes para 0s

fluxos sédo apresentadas pelas seguintes equacgoes:

J(x,Y)zk_/aOp_/.(Y* —-Y) para xX>x, (4.8)
e
J(x,Y)=k,a,p x para x<x, (4.9)

onde kr é o coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida, ks € o coeficiente
de transferéncia de massa na fase sélida, ap € a area de superficial especifica por
unidade de volume do leito de extragdo, Y é a fracdo massica da fase fluida em

equilibrio e xx é a fracdo massica do soluto facilmente acessivel na fase sélida.

A primeira parte da curva de extracdo esta associada a extragcado do soluto
livre presente em células rompidas. Nesta etapa de extragdo considera-se que a
resisténcia de transferéncia de massa difusiva é desprezivel e o fator limitante
quanto a extragcdo € o equilibrio de fases. A partir da equacéo (4.8), o seguinte

resultado é obtido

Y=Y para  x>x, (4.10)

O segundo periodo é controlado pela difusdo de soluto a partir de células
internas da estrutura vegetal, e a equacgao (4.9) representa o fluxo do soluto. Este
periodo corresponde a difusdo a partir de células intactas. Combinando as equacdes
(4.9) e (4.4):

_ps(l_g)%zksaopsx (411)

A solucéo da equacéo (4.11) é

x=x,e (4.12),

onde
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k., (4.13).
2 (1

Em seguida, para a fase fluida a equacéo (4.3) é re-escrita como

oY oY _ (4.14),
pf-g§+ pfua—z =K,p,(1-¢&)x,e

onde u é a velocidade superficial do fluido, e cuja solug¢ado para t > z/u é

1-— -K, Z—Zu—g 3
Y(z,t)z( 58) SS Xoq e ( j—e ! para  x<x,. (4.135)
S/

Com os resultados estabelecidos pelas equagdes (4.10) e (4.15) é possivel
avaliar a curva de extracao mediante o calculo da massa de extrato total coletada
para um tempo (f) de extragdo junto a posigao final (z=H) do leito de extracgéo,

usando a seguinte equacao:

M(t)zl.ndY(Z = H,1)d1 (4.16)

onde M(t) é a massa de extrato, m é a taxa de massa do solvente e H é a altura do
leito de extracdo. E importante destacar que a curva de extracdo comtempla as duas
etapas assumidas no modelo de transferéncia de massa associadas ao periodo de
extracdo do soluto das células quebradas inerente a extragdo do chamado de soluto
de células mais internas da matriz vegetal. Estes resultados sdo expressos em

termos do valor maximo para o extrato obtido em cada extragdo, M(«), para os dois

periodos na extragcdo, como apresentado abaixo:
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K1 ara o primeiro periodo
M () p p p
M) =Je .
M () (4.17)
(1-e™") para o segundo periodo
onde
K, =mY" (4.18)

e K, é definido pela equacéao (4.13).

Desta forma, a curva de extragdo apresenta um comportamento linear em
funcdo do tempo para a primeira etapa de extracdo e exponencial para o segundo

periodo.

4.4. Analise por cromatografia gasosal/ espectrometria de massas (CG/EM)

As andlises cromatograficas por cromatografia gasosa/espectrometria de
massas foram realizadas no LAPA (Laboratério de Processos Ambientais da
PUCRS). As amostras dos 6leos essenciais das trés espécies de Baccharis foram
analisadas por um cromatdgrafo gasoso da marca Agilent 7890A equipado com um
espectrometro de massas (CG/EM) da marca Agilent 5975C (Figura 4.3). Foram
utilizadas duas colunas capilares de silica diferentes (30 m x 250 ym i.d., 0,25 pm
de espessura de fase). A primeira foi uma HP-5MS revestida com 5% de fenil metil
silox (coluna apolar), e a segunda uma HP-INNOWax revestida com polietileno glicol
(coluna polar). As condicbes do GC utilizadas para analises em ambas as colunas
foram os seguintes: temperatura da coluna no forno, 60 °C durante 8 minutos,
aumentando para 180 °C a 3 °C/min, 180-250 °C a 20 ° C/min, entdo 250 °C por 10
minutos; temperatura do injetor, 250 °C; modo de injecéo, split; razdo de split 1:55;
volume injetado, 0,2 pL; o gas de arraste foi hélio com vazdo 0,8 mL/min; a
temperatura da interface, 250 °C; modo MS ElI; tensdo de El, 70eV; intervalo de

massas de aquisicdo, m/z 40-450.
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Figura 4.3. Equipamento de cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG/MS)

que foi utilizado nas analises dos 6leos essenciais obtidos por destilagéo por arraste a vapor.

Os componentes do 6leo foram identificados por comparacdo de seus
indices de Retencdo (IR) em ambas as colunas, determinado em relagdo a uma
série homéloga de n-alcanos, com os de padrdes puros ou relatados na literatura
(Jennings e Shibamoto, 1980; Davies, 1990). Também foi realizada uma
comparacao dos padrées de fragmentacdo nos espectros de massas com o0s

armazenados nos bancos de dados de CG/MS (Adams, 2007).

4.5. Analise olfatométrica

Em Montevidéu (Uruguai), na Catedra de Farmacognosia e Produtos Naturais
da Facultad de Quimica (UDELAR — Universidad de La Republica), foram realizadas
as analises olfatométricas. Para a realizagdo da olfatometria, as amostras coletadas,
do més de janeiro de 2011 para B. uncinella e do més de maio de 2011 para B.
anomala e B. dentata, foram analisadas por um cromatografo gasoso da marca
Shimadzu GC 14 B (Figura 4.4) equipado com um sistema de deteccéo por
ionizagdo de chama (FID) e um compartimento para avaliagdo sensorial (sniffing
port) (ODO-1 de SGE, Ringwood, Australia) - (Folsom, CA), 30 m x 0.32 mm i.d.,
with 0.5 pm de espessura de fase. O gas de arraste foi o nitrogénio a 1TmL/min.

Foram injetados 0,4 uL de 6leo essencial no modo split, com splitless de um minuto.
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O injetor e o detector estavam a 250°C. O programa de temperatura foi o seguinte:
40 °C por 5 min, aumentando a 4 °C/min até 100 °C, a 6 °C/min até 136 °C, e a 3
°C/min até 220 °C, entao a 220 °C por 10 min.

A metodologia descrita tem como base o trabalho realizado por van Baren
(2008). Foram selecionados quatro avaliadores (inclusive a autora desta
dissertacdo) para realizacdo da olfatometria. Cada avaliador construiu uma tabela
onde anotou dados de tempo, descricdo do odor sentido em uma escala de 0,5 a
3,0 (de odor fraco a forte). Apds isto foram comparadas as tabelas de cada
avaliador e construi-se uma s6 tabela para cada espécie (Tabela 4.1). A partir desta
comparacao, a relacdo de intensidade e frequéncia de deteccdo (chamado de
"Frequencia modificada", MF), foi calculada com a férmula proposta por Dravnieks,
1985:

FM (%) = v F (%) X 1(%) (4.19)

onde F (%) é a freqiéncia de detecgdo de um atributo aroméatico expresso em
percentagem (entre os 4 avaliadores) e | (%) é a intensidade média expresso em
percentagem da intensidade maxima (3). A partir destes dados se construi outra
tabela (Tabela 4.2) com os resultados. Foram selecionadas aquelas freqiiéncias que
tiveram uma porcentagem de freqiéncia modificada maior de 40, e se descartaram
os restantes que n&o alcangaram este valor, seja por ter baixa intensidade ou n&o
haver sido detectado pela maior parte dos avaliadores (baixa freqUéncia). Estas
freqiéncias modificadas selecionadas entdo graficadas em funcdo do tempo de
retencdo (aromagrama). O objetivo é uma analise preliminar no estudo de aromas,
com a intencdo de correlacionar respostas sensoriais com compostos quimicos

volateis.

Tabela 4.1. Exemplo de tabela utilizada, que foi construida juntando as tabelas dos quatro

avaliadores.
Tempo Intensidade Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 3 Avaliador 4
3,70 2 menta
3,78 2,5 doce
3,90 2 eucalipto
4,15 2 mel
4,40 1,5 refrescante

4.47 2 grama
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Tabela 4.2 Exemplo de tabela utilizada, que foi construida com comparagdes realizadas a partir da
tabela 4.1 e com o resultado do calculo obtido da equagéo 4.19 acima.

FM TR IR* Composto Descrigao

41 4,65 mel

41 5,00 IR x composto x doce

46 6,16 cheiro de 6leo essencial
50 6,80 doce

50 9,12 ferro

* obtido pela analise CG/FID

Figura 4.4. Cromatégrafo CG/FID/O utilizado na analise dos 6leos essenciais obtidos por destilagéo

por arraste a vapor.
Fonte: van Baren, 2008.

4.6. Determinacgao da atividade antimicrobiana

Os microorganismos testados foram selecionados, principalmente, em fungéo
da Portaria n°® 15, de 23 de agosto de 1988 da ANVISA, que indica no subanexo 2

(Quadro 4.2) os microorganismos que devem ser testados para classificar produtos

como saneantes. Além disso, algumas cepas de fungos foram selecionadas para

completar o leque de microorganismos.
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Quadro 4.2 Portaria n® 15 da ANVISA: Microorganismo para avaliagao da agédo antimicrobiana.

Classe Microorganismos

A | Desodorizantes: Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis.

B | Desinfetantes para uso geral: | Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis.

C | Desinfetantes para industria | Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
alimenticia:
Desinfetantes para piscinas: | Streptococcus faecalis e Escherichia coli.

E | Desinfetantes para lactarios: | Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis.
Desinfetantes  hospitalares | Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e
para superficies fixas: Pseudomonas aeruginosa.

G | Desinfetantes  hospitalares | Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Pseudomonas
para artigos semi-criticos: aeruginosa,  Tricophyton mentagrophytes,  Mycobacterium

amegmatis e Myctobacterium bovis.
H | Esterilizantes: Bacillus subtilis e Clostridium sporogenes (esporos).

4.6.1. Preparagao dos Meios de Cultura para bactérias

Os microorganismos Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas
aeruginosas (ATCC 27853) foram padronizados pelo tubo 1 da escala de
McFarland. Para cada 100mL do meio de cultura agar Miuller-Hinton foram
inoculados 1mL da solu¢do padronizada de cada microorganismo. A Salmonella
enterica subespécie enterica Sorovar Choleraesuis (ATCC 10708) foi padronizada
segundo o tubo 1 da escala de McFarland, sendo inoculados 2mL de in6culo para

cada 100mL de meio de cultura (Pereira, 2010).

4.6.2. Preparagao dos Meios de Cultura para fungos

Os microorganismos Candida albicans (ATCC 90028), Aspergilus niger
(ATCC 16404), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Cryptococcus neoformans
(ATCC 14116), Rhizopus stolonifer (ATCC 6227b), Fusarium Solani (ATCC 36031) e
Aspergilus oryzae (ATCC 10124) foram padronizados pelo tubo 0,5 da escala de
McFarland. Para cada 100mL do meio de cultura PDA (potato dextrose agar) foram

inoculados 1mL da solugéo padronizada de cada microorganismo.
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4.6.3. Bioautografia

Em placas de Petri se adicionou uma camada base de meio de cultura
inoculado, introduziram-se as placas cromatograficas e, posteriormente,
acrescentou-se uma segunda camada de meio de cultura inoculado. Apds o tempo
de crescimento dos microorganismos, foi adicionado um sal de tetrazolio, INT “p-
iodonitrotetrazolium violet’, para visualizagao dos halos de inibicdo (Pereira, 2010;
Valgas, 2002). Pelo método da bioautografia se avalia qualitativamente a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais frente aos microorganismos (Valgas, 2002). E
um teste simples que permite uma triagem inicial. A Figura 4.5 representa
graficamente os passos da bioautografia. Os testes para as bactérias foram
realizados na Faculdade de Farmacia da PUCRS (para as amostras de maio de
2011), ja os testes com fungos foram realizados na Catedra de Farmacognosia da

Universidad de La Republica, Uruguai (para as amostras de janeiro de 2011).

Inéculo ﬂ

r- Revelador

¢ U
S )
/ —_
P Inibicdo
Agar —
'3 O agar inoculado & MO crescem sobre a Locais de crescimento dos
adicionado sobre a placa. placa. MO revelados

Figura 4.5. Esquema grafico da bioautografia indireta realizada.
Fonte: Adaptado de Pereira (2010).
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Os resultados apresentados a seguir sdo para as trés espécies de Baccharis:

B. anomala, B. dentata e B. uncinella. As analises foram realizadas a partir dos

extratos volateis extraidos por destilagdo por arraste a vapor do material vegetal

coletado em janeiro e maio de 2011.

5.1. Destilagao por arraste a vapor

Para cada espécie de planta foram realizadas extragdes em triplicata, isto €&,

foram realizadas trés extracdes para cada uma das trés espécies de Baccharis para

as amostras dos meses de janeiro e maio. Os resultados médios e os respectivos

desvios padrao se encontram na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Dados experimentais dos rendimentos médios (mL) por tempo (min) da extragdo dos

Oleos essenciais de B. anomala, B. dentata e B. uncinella dos meses de janeiro e maio de 2011.

Tempo Rendimento (mL)
(min) B. anomala B. dentata B. uncinella
Janeiro Maio Janeiro Maio Janeiro Maio
0 0,000+£0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000
5 0,038+0,018 0,025+0,000 0,038+0,018 0,025+0,000 0,050+0,000 0,125+0,035
10 0,063+0,018 0,038+0,018 0,050+0,000 0,038+0,018 0,088+0,018 0,200+0,000
15 0,088+0,018 0,078+0,004 0,075+0,000 0,053+0,004 0,125+0,035 0,300+0,000
20 0,113+0,018 0,088+0,018 0,093+0,011  0,074+0,035 0,163+0,018 0,350+0,035
25 0,138+0,018 0,113+0,018 0,100+0,000 0,076+0,035 0,213+0,004 0,375+0,000
30 0,150+0,000 0,113+0,018 0,100+0,000 0,078+0,039 0,275+0,035 0,400+0,000
35 0,150+0,000 0,113+0,018 0,100+0,000 0,078+0,039 0,325%+0,035 0,425+0,000
40 0,150+0,000 - - 0,078+0,039 0,375+0,000 0,425+0,000
45 - - - - 0,375+0,000 0,425+0,000
50 - - - - 0,375+£0,000 0,425+0,000
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As massas especificas experimentais obtidas foram: 0,7029/c:m3 para B.
anomala; 0,704g/cm3 para B. dentata e 0,7689/c:m3 para B. uncinella. Os
rendimentos maximos de 6leo para as espécies estudadas e o desvio padrao entre
estes valores estdo na Tabela 5.2. Estes resultados s&o relativos a massa seca total

utilizada na extracao (200 gramas).

Tabela 5.2. Rendimento maximo de extracdo do 6leo essencial de Baccharis spp. por destilagdo por

arraste a vapor em Janeiro e Maio.

B. anomala B. dentata B. uncinella
Janeiro Maio DP Janeiro Maio DP Janeiro Maio DP

Rendimento 0,053 0,040 0,009 0,035 0,027  +0,006 0,144 0,163 0,013
maximo %
(m/m)

DP — Desvio padrao entre os valores de rendimento obtidos nos meses de janeiro e maio para cada
espécie estudada.

Para as coletas de janeiro, os rendimentos médios maximos obtidos foram
de: 0,150 mL para B. anomala, 0,100 mL para B. dentata e 0,375 mL para B.
uncinella. Ja para as coletas de maio, os rendimentos médios maximos obtidos
foram de: 0,113 mL para B. anomala, 0,078 mL para B. dentata e 0,425 mL para B.
uncinella. A partir destes resultados e dos dados apresentados na Tabela 5.2, pode-
se observar que o més de coleta tem pouca influéncia sobre o rendimento médio
(mL) de cada espécie e para 200 gramas de material vegetal seco, B. uncinella

apresenta maior rendimento em relagéo as demais.

5.2. Modelagem matematica do processo de destilagdo por arraste a vapor

Os parametros K; e K, foram estimados pela minimizacdo da soma dos
quadrados dos erros entre os dados experimentais e os dados de previsao do
modelo matematico, e sdo apresentados na Tabela 5.3. Os parametros K; e K>
estdo associados com o equilibrio de fase e com o coeficiente de transferéncia de

massa interna, respectivamente, conforme a equacgéo 4.18 e 4.13.
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Tabela 5.3. Pardmetros estimados para o modelo de transferéncia de massa relativos a extracéo do

6leo essencial de Baccharis ssp. por destilagdo por arraste a vapor.

Parametro B. anomala B. dentata B. uncinella
Janeiro Maio Janeiro Maio Janeiro Maio

K; (g/min) 0,0040 0,0033 0,0035 0,0026 0,0064 0,0156

K, (min™) 0,1563 0,1169 0,1688 0,1231 0,1383 0,0989

A comparagao entre os dados experimentais e os resultados gerados pelo
modelo matematico para o rendimento versus tempo de extragdo para B. anomala,
B. dentata, e B. uncinella sadao mostrados nas Figuras 5.1, 5.2 e 5.3,

respectivamente.

R*=0,996

R*=0,987

0,04

Massa extraida (g)
(=]
&

0,02

10 20 30 40 50
Tempo (min)

Figura 5.1. Curvas de rendimento versus tempo da extracao por destilagdo por arraste a vapor do éleo

essencial de B. anomala: (—) modelo matematico e dados experimentais (m — janeiro; A — maio)
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Figura 5.2. Curvas de rendimento versus tempo da extracao por destilagcdo por arraste a vapor do éleo

essencial de B. dentata: (—) modelo matematico e dados experimentais (m — janeiro; A — maio)
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Figura 5.3. Curvas de rendimento versus tempo da extracéo por destilagdo por arraste a vapor do éleo

essencial de B. uncinella: (—) modelo matematico e dados experimentais (m — janeiro; A — maio).

A analise dos resultados indicou que o modelo matematico, com base em
fundamentos de transferéncia de massa, ajustou muito bem os dados
experimentais, o que pode ser comprovado pelo céalculo do R? (os valores estao nas
Figuras 5.1, 5.2 e 5.3), todos maiores que 0,98. Os resultados apresentados nas
Figuras 5.1, 5.2 e 5.3 indicam que o rendimento de 6leo essencial da B. anomala e
B. dentata foi superior em janeiro, enquanto que para B. uncinella os resultados

foram muito semelhantes, com uma pequena superioridade para o més de maio.

5.3. Analise por cromatografia gasosal/espectrometria de massas (CG/EM)

As analises por cromatografia gasosal/espectrometria de massas (CG/EM)
permitiram identificar os compostos volateis presentes nos O6leos essenciais
extraidos das partes aéreas (folhas e galhos) das plantas nativas Baccharis
anomala, Baccharis dentata e Baccharis uncinella, coletadas nos meses de janeiro e
maio de 2011. Na amostra de 6leo essencial de B. anomala coletada em janeiro
foram identificados 58 compostos, representando 93,25% do 6leo essencial (Tabela
5.4). Na amostra de Oleo essencial de B. anomala coletada em maio foram

identificados 26 compostos, representando 97,80% do 6leo essencial (Tabela 5.5).
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Tabela 5.4. Composig&o percentual do 6leo essencial de B. anomala extraido por arraste a vapor das

plantas coletadas no més de janeiro de 2011.

c d
COMPOSTO® %AREA” HPI-R5MS HP-INIEOWax
a-tujeno 0,11 920 -
a-pineno 1,19 928 1023
sabineno 2,67 968 1121
B-pineno 3,28 970 1110
mirceno 0,33 988 -
a-terpineno 0,20 1013 1177
p-cimeno 0,21 1021 1270
limoneno 1,33 1025 1200
y-terpineno 0,36 1055 1245
terpinoleno 0,10 1084 1281
linalol 0,13 1094 -
trans-hidrato de sabineno 0,30 1098 1469
perileno 0,31 1102 -
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,14 1117 -
a-canfonelal 0,11 1122 1488
trans-pinocarveol 0,56 1134 -
nopinona 0,13 1136 1571
trans-sabinol 0,18 1140 -
sabina ketone tr® 1154 -
pinocarvona 0,78 1157 1562
p-menta-1,5-dien-8-ol tr 1166 -
terpinen-4-ol 0,75 1173 1604
criptona 1,12 1181 1665
a-terpineol tr 1187 1688
mirtenol 0,49 1191 -
safranal 0,46 1192 1657
verbenona tr 1204 -
trans-carveol 0,15 1215 -
cis-carveol tr 1227 -
cuminaldeido 0,63 1235 -
carvona 0,17 1239 1733
perilaldeido 0,34 1269 -
a-terpinen-7-al 0,12 1279 1800
a-copaeno 0,22 1373 1483
B-elemeno 1,10 1387 1595
2-epi-B-funebreno 1,50 1407 -

(E)-cariofileno 3,23 1413 1589
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...continuagéo da Tabela 5.4.

c d
COMPOSTO® %AREA" HPI-RSMS HP-INIEOWax

a-trans-bergamoteno 0,10 1430 1582
a-humuleno 2,01 1447 1662
(E)-B-farneseno 0,34 1454 -
[B-acoradieno 0,43 1468 1671
y-muuroleno 0,33 1476 -
B-selineno 40,82 1485 1719
biciclogermacreno 1,51 1499 1728
a-muuroleno 0,48 1503 1723
trans--guaieno 0,16 1506 -
y-cadineno 0,33 1510 -
o-cadineno 0,10 1517 -
hedicariol 0,70 1545 -
germacreno-B 0,19 1556 -
espatulenol 6,76 1574 2129
oxido de cariofileno 9,90 1578 1982
globulol 0,27 1591 -
humuleno epdxido Il 3,52 1609 -
1-epi-cubenol 0,21 1627 -
B-eudesmol 1,11 1644 -
a-cadinol 0,76 1655 -
cadaleno 0,52 1673 -
Total identificado 93,25

?A identificagéo dos picos é baseada na comparagédo de seus indices de retencéo
linear (IRL), em duas colunas cromatograficas com os de padrdes puros e
espectros de massa (MS) com a literatura (Adams, 2007). ®Os valores
correspondem a propor¢des relativas dos constituintes dos 6leos essenciais que
foram expressas em percentuais obtidos pela normalizagéo da area do pico. “Os
componentes sdo relatados de acordo com sua ordem de eluigdo na HP-5 MS.
0s compostos foram identificados nas duas colunas cromatogréficas. °tr: %Area <
0,1.

Tabela 5.5. Composigéo percentual do 6leo essencial de B. anomala extraido por arraste a vapor das

plantas coletadas no més de maio de 2011.

c d
COMPOSTO® WAREA® Lol HpINNOWax
a-tujeno tr® 924 -
a-pineno 0,14 930 1023
sabineno 2,40 972 1121

B-pineno 1,64 974 1110
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...continuagéo da Tabela 5.5.

c d
COMPOSTO® %AREA" TS HPINNOWax

mirceno 0,25 992 -
limoneno 7,70 1031 1200
y-terpineno 0,11 1059 1245
B-cubebeno 0,91 1386 1538
B-elemeno 19,76 1392 1595
2-epi-B-funebreno 1,05 1414 -
E-cariofileno 21,41 1419 1589
a-humuleno 5,09 1456 1662
(E)-B-farneseno 1,17 1459 -
B-acoradieno 0,82 1469 1671
germacreno D 3,31 1482 1699
B-selineno 2,40 1487 1719
biciclogermacreno 9,69 1498 1728
y-cadineno 15,73 1512 -
o-cadineno 2,01 1518 -
espatulenol 0,20 1582 2129
oxido de cariofilleno 0,37 1982
globulol 0,25 1593 -
humuleno epoxido Il 0,14 1613 -
1-epi-cubenol 0,14 1629 -
a-cadinol 0,96 1657 -
cadaleno 0,15 1672 -
Total identificado 97,80

®A identificagéo dos picos é baseada na comparagédo de seus indices de retencéo
linear (IRL), em duas colunas cromatograficas com os de padrbes puros e
espectros de massa (MS) com a literatura (Adams, 2007). ®Os valores
correspondem a propor¢des relativas dos constituintes dos 6leos essenciais que
foram expressas em percentuais obtidos pela normalizagéo da area do pico. “Os
componentes sdo relatados de acordo com sua ordem de eluigdo na HP-5 MS.
0s compostos foram identificados nas duas colunas cromatogréficas. °tr: %Area <
0,1.

Na amostra de O6leo essencial de B. dentata coletada em janeiro foram
identificados 64 compostos, representando 91,90% do 6leo essencial (Tabela 5.6).
Na amostra de 6leo essencial de B. dentata coletada em maio foram identificados

33 compostos, representando 98,26% do 6leo essencial (Tabela 5.7).
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Tabela 5.6. Composicéo percentual do 6leo essencial de B. dentata extraido por arraste a vapor das

plantas coletadas no més de janeiro de 2011.

c d
COMPOSTO® WAREA" 0TS HPINNOWax
a-pineno 1,23 930 1024
B-pineno 2,26 974 1110
mirceno 0,50 990 -
a-felandreno tr 1003 -
para-cimeno 0,17 1020 1271
limoneno 6,98 1029 1201
y-terpineno tr 1058 -
terpinoleno tr 1084 -
p-cimeneno tr 1085 -
linalol 0,24 1095 1559
n-nonanal 0,11 1104 -
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,16 1118 -
a-canfonelal tr 1125 -
nopinona 0,25 1134 1572
trans-sabinol 1,13 1137 -
canfora 0,11 1142 -
citronelal tr 1153 -
pinocarvona 0,70 1160 1563
p-menta-1,5-dien-8-ol tr 1165 -
terpinen-4-ol 0,25 1175 -
criptona 0,12 1184 -
a-terpineol 0,38 1190 -
mirtenol 0,96 1193 1798
mirtenal 1,37 1194 1624
cis-piperitol tr 1196 -
safranal 0,17 1197 -
trans-carveol 0,86 1217 1874
cis-carveol 0,29 1229 1844
carvona 1,15 1242 1731
geraniol tr 1254 -
geranial 0,15 1269 -
perilalcool 0,11 1296 -
a-cubebeno 0,24 1348 1452
a-copaeno 1,16 1373 1482
B-cubebeno 0,28 1387 1538
B-elemeno 3,28 1389 -

B-longipineno 0,53 1399 -




...continuagéo da Tabela 5.6

c d
COMPOSTO® WAREA" 0TS HP-INNOWax

a-gurjuneno 0,22 1407 -
(E)-cariofileno 6,20 1416 1587
[B-copaeno 0,33 1425 -
B-gurjuneno tr 1428 -
a-trans-bergamoteno 0,62 1432 1581
cis-muurola-3,5-dieno 0,26 1444 1887
a-humuleno 1,59 1450 1658
(E)-B-farneseno 0,29 1456 1649
trans-cadina-1(6)-4-diene 0,27 1471 1487
y-muuroleno 1,22 1475 1682
germacreno D 6,81 1482 1699
B-selineno 1,11 1485 1708
(E)-B-ionona 0,37 1486 1936
cis- B —guaieno 1,84 1490 -
viridifloreno 1,11 1495 1687
biciclogermacreno 2,57 1499 1725
a-muuroleno 0,51 1500 1718
6-amorfeno 0,41 1509 -
y-cadineno 0,21 1511 -
o-cadineno 1,59 1520 1752
a-calacoreno 2,47 1539 -
germacreno B 0,39 1554 -
espatulenol 15,03 1574 2129
oxido de cariofileno 16,82 1584 1972
viridiflorol 0,70 1590 -
humuleno epdxido Il 2,97 1603 -
Total identificado 91,90

®A identificagéo dos picos é baseada na comparagédo de seus indices de retencéo
linear (IRL), em duas colunas cromatograficas com os de padrdes puros e
espectros de massa (MS) com a literatura (Adams, 2007). ®Os valores
correspondem a propor¢des relativas dos constituintes dos 6leos essenciais que
foram expressas em percentuais obtidos pela normalizacdo da area do pico. ‘Os
componentes sdo relatados de acordo com sua ordem de eluigdo na HP-5 MS.
0s compostos foram identificados nas duas colunas cromatograficas. °tr: %Area <
0,1.
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Tabela 5.7. Composicéo percentual do 6leo essencial de B. dentata extraido por arraste a vapor das

plantas coletadas no més de maio de 2011.

c d
COMPOSTO® WAREA" 0TS HPINNOWax
a-tujeno 0,13 924 -
a-pineno 4,85 930 1024
sabineno 0,78 971 -
B-pineno 8,87 975 1110
mirceno 1,65 992 -
para-cimeno 0,15 1025 1271
limoneno 15,32 1031 1201
e-B-ocimeno 1,32 1050 -
y-terpineno 0,16 1059 -
a-cubebeno 0,23 1350 1452
a-copaeno 1,59 1376 1482
B-cubebeno 0,62 1386 1538
B-elemeno 6,84 1394 1595
a-gurjuneno 0,23 1413 -
(E)-cariofileno 16,35 1422 1587
B-copaeno 0,39 1429 -
a-humuleno 2,41 1454 1658
y-muuroleno 0,50 1475 1682
germacreno D 12,62 1484 1699
B-selineno 0,74 1487 1708
cis-B-guaieno 0,45 1492 -
biciclogermacreno 9,60 1499 1725
a-muuroleno 0,77 1503 1718
6-amorfeno 0,26 1511 -
y-cadineno 0,77 1517 -
0-cadineno 2,29 1525 1752
a-calacoreno 0,21 1545 -
germacreno B 0,24 1561 -
espatulenol 2,50 1583 2129
oxido de cariofileno 3,91 1972
viridiflorol 0,38 1594 -
humuleno epoxido Il 0,40 1608 -
epi-a-muurolol (tau-muurolol) 0,73 1643 -
Total identificado 98,26

®A identificagéo dos picos é baseada na comparagédo de seus indices de retencéo
linear (IRL), em duas colunas cromatograficas com os de padrdes puros e
espectros de massa (MS) com a literatura (Adams, 2007). ®Os valores
correspondem a propor¢des relativas dos constituintes dos 6leos essenciais que
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foram expressas em percentuais obtidos pela normalizagéo da area do pico. “Os
dcomponentes séo relatados de acordo com sua ordem de eluicdo na HP-5 MS.
Os compostos foram identificados nas duas colunas cromatograficas. °tr: %Area <
0,1.

Na amostra de o6leo essencial de B. uncinella coletada em janeiro foram
identificados 65 compostos, representando 90,19% do 6leo essencial (Tabela 5.8).
Na amostra de 6leo essencial de B. uncinella coletada em maio foram identificados

31 compostos, representando 93,45% do 6leo essencial (Tabela 5.9).

Tabela 5.8. Composigdo percentual do 6leo essencial de B. uncinella extraido por arraste a vapor das
plantas coletadas no més de janeiro de 2011.

COMPOSTO® %AREA® le-ii\ns HP-INIﬁ:)Wax
a-tujeno 0,38 920 -
a-pineno 2,97 928 1023
canfeno 0,18 946 1067
sabineno 0,51 967 1120
B-pineno 2,05 970 1110
mirceno 0,17 988 -
a-felandreno 0,26 1001 1027
a-terpineno 0,13 1013 1177
p-cimeno 0,86 1021 1270
limoneno 2,86 1025 1201
y-terpineno 0,22 1055 1245
terpinoleno 0,18 1084 -
linalol 0,14 1098 1558
a-canfonelal 0,64 1122 1488
trans-pinocarveol 1,03 1134 -
trans-verbenol 0,77 1141 -
pinocarvona 0,60 1157 1562
borneol 1,73 1161 1682
p-menta-1,5-dien-8-ol 0,24 1164 -
terpinen-4-ol 1,15 1173 1603
p-metil-acetofenone tre 1180 -
criptona 0,21 1182 1667
a-terpineol 0,26 1187 -
mirtenol 1,27 1190 1797
safranal tr 1194 -
verbenona 0,29 1204 -

trans-carveol 0,53 1215 1855




...continuagéo da Tabela 5.8

c d
COMPOSTO® %AREA" H PI-RSMS HP-INIEOWax
cis-carveol tr® 1227 -
cuminaldeido 0,18 1235 1771
carvona 0,50 1239 1731
geranial 0,22 1269 1714
a-cubebeno 0,39 1344 1452
a-copaeno 1,96 1370 1483
B-cubebeno 1,03 1385 1542
B-elemeno 0,31 1387 1594
B-longipineno 0,42 1399 -
a-gurjuneno 0,83 1403 1520
2-epi-B-funebreno 0,18 1406 -
(E)-cariofileno 4,36 1413 1588
B-copaeno 0,38 1425 -
B-gurjuneno 0,16 1428 -
a-trans-bergamoteno 1,54 1432 -
cis-muurola-3,5-dieno 0,16 1444 -
a-humuleno 1,10 1447 1660
E-B-farneseno 1,39 1454 -
trans-cadina-1(6),4-dieno 0,81 1471 -
y-muuroleno 2,76 1475 1701
germacreno-D 0,36 1481 1714
B-selineno 1,36 1485 1709
trans-muurola-4(14),5-dieno 3,46 1489 -
viridifloreno 2,59 1494 1688
biciclogermacreno 0,71 1501 1726
germacreno-A 1,30 1508 -
6-amorfeno 1,40 1512 -
6-cadineno 3,60 1517 1753
a-calacoreno 1,77 1545 1912
espatulenol 17,18 1574 2129
oxido de cariofileno 10,80 1577 1978
globulol 1,28 1586 -
ledol 1,73 1601 -
1-epi-cubenol 1,04 1624 -
epi-a-murolol 0,98 1640 -
cubenol 1,11 1644 1994

67
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...continuagéo da Tabela 5.8

c d
COMPOSTO" %AREA" | olls  HpINNOWax
trans-calamenen-10-ol 0,63 1663 -
cadaleno 0,58 1674 -
Total identificado 90,19

®A identificagéo dos picos é baseada na comparagéo de seus indices de retencéo
linear (IRL), em duas colunas cromatograficas com os de padrbes puros e
espectros de massa (MS) com a literatura (Adams, 2007). ®Os valores
correspondem a propor¢des relativas dos constituintes dos 6leos essenciais que
foram expressas em percentuais obtidos pela normalizacdo da area do pico. ‘Os
componentes sdo relatados de acordo com sua ordem de eluigdo na HP-5 MS.
0s compostos foram identificados nas duas colunas cromatograficas. °tr: %Area <
0,1.

Tabela 5.9. Composigéo percentual do 6leo essencial de B. uncinella extraido por arraste a vapor das

plantas coletadas no més de maio de 2011.

c d
COMPOSTO® WAREA" 0TS HPINNOWax
a-tujeno 4,48 925 1020
a-pineno 22,50 935 1017
canfeno 0,16 944 -
sabineno 3,26 974 1113
B-pineno 16,49 977 1100
mirceno 1,87 990 -
a-felandreno tr® 1006 -
limoneno 16,06 1031 1192
y-terpineno 0,18 1056 1236
terpinoleno 0,14 1086 -
trans-pinocarveol 0,21 1134 -
trans-verbenol 0,14 1141 -
pinocarvona 0,15 1158 -
terpinen-4-ol 0,41 1172 -
criptona 0,14 1182 1657
mirtenol 0,18 1193 -
verbenona tr 1207 -
carvona 0,35 1243 -
geranial 0,13 1261 1707
a-cubebeno 0,10 1346 -
a-copaeno 0,67 1372 1481
B-elemeno 0,44 1390 1595

a-gurjuneno 0,19 1409 -
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... continuagéo da Tabela 5.9

COMPOSTO’ WARER® HP-INﬁZ)Wax
E-cariofileno 3,89 1422 1587
germacreno D 1,38 1484 1716
biciclogermacreno 2,50 1497 1726
o-cadineno 2,63 1527 1753
a-calacoreno 0,33 1547 1909
espatulenol 10,60 1582 2129
oxido de cariofileno 2,27 1978
globulol 1,60 1592 -

Total identificado 93,45

?A identificagéo dos picos é baseada na comparagédo de seus indices de retencéo

linear (IRL), em duas colunas cromatograficas com os de padrbes puros e

espectros de massa (MS) com a literatura (Adams, 2007). °Os valores

correspondem a proporgdes relativas dos constituintes dos 6leos essenciais que

foram expressas em percentuais obtidos pela normalizagéo da area do pico. “Os

componentes sdo relatados de acordo com sua ordem de eluigdo na HP-5 MS.

0s compostos foram identificados nas duas colunas cromatogréficas. °tr: %Area <

0,1.

Em janeiro, o componente majoritario para B. anomala identificado por
CG/EM é o B-selineno (40,82%). Para a B. dentata e B. uncinella, em janeiro, 0s
componentes majoritarios sdo o espatulenol (15,03% e 17,18%, respectivamente) e
o oxido de cariofileno (16,82% e 10,80%), onde se observa diferenga significativa
em seus indices, quando comparados com os indices obtidos para os Oleos
extraidos de outras plantas do género Baccharis. Por exemplo, para o espatulenol e
para o oxido de cariofileno s&o encontrados os seguintes indices respectivamente:
B. salicifolia — 1,09% e 0,49% (Loyaza et al., 1995); B. crispa — 3,10% e 2,20%
(Oliva et al., 2007); B. cordobensis - < 0,10% e 5,90% (Zunino et al., 2000); B.
latifolia — 0,84% e 0,36% (Loyaza et al., 1995); B. tenella — 29,40% e 8,20% (Biurrun
et al., 2005); B. obovata — 1,40% e 1,10% (Malizia, 2005); B. halimifolia — 1,20% e
7,00% (Pino et al., 2006); B. dracunculifolia — 3,70% e 0,00% (Queiroga et al., 2008);

B. articulata — 4,20% e 2,40% (Simionatto et al., 2008).

Enquanto que em maio, para B. anomala os componentes majoritarios séo
B-elemeno (19,76%), (E)-cariofileno (21,41%) e y-cadineno (15,73%). Para B.
dentata sao limoneno (15,32%), (E)-cariofileno (16,35%) e germacreno D (12,62%).

Para B. uncinella sao a-pineno (22,50%), B-pineno (16,49%), limoneno (16,06%) e
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espatulenol (10,60%). Na literatura, para os compostos (E)-cariofileno e limoneno
sdo encontrados os seguintes indices respectivamente: B. salicifolia — 6,00% e 1,0%
(Loyaza et al., 1995); B. crispa — 3,5 e 4,3% (Oliva et al., 2007); B. cordobensis —
4,5% e 1,0% (Zunino et al., 2000); B. latifolia — 2,17% e 23,63% (Loyaza et al.,
1995).

5.4. Analise olfatomeétrica

As descri¢cdes realizadas por quatro avaliadores na avaliagcao olfativa por
CG/O foram compiladas e processadas de acordo com a metodologia descrita no
item 4.5. Os dados de FM (Frequéncia modificada) calculados (acima de 40) e a
identificacdo dos compostos por CG/FID apresentam-se nas Tabelas 5.10, 5.11 e
5.12 para Baccharis anomala, Baccharis dentata e Baccharis uncinella,

respectivamente.

Tabela 5.10. Dados obtidos da caracterizagdo do perfil olfativo do 6leo essencial de B. anomala

extraido por arraste a vapor de plantas coletadas no més de maio de 2011.

FM TR IR? Composto Descrigdo

41 6,29 1113 B-pineno mel

61 6,64 1120 sabineno alho, doce

41 7,00 1127 - doce, remédio

41 9,54 1178 Nao identificado doce, citrico

58 10,20 1192 limoneno doce, refrescante, pasta de dente, tinta de caneta, quimico
46 12,75 1238 y-terpineno améndoa

41 13,55 1252 Nao identificado ardéncia

41 14,78 1274 - remédio

41 15,98 1296 - ferro

41 16,13 1298 - doce

58 18,15 1336 - doce

50 18,54 1344 - fruta

50 18,69 1347 - doce

76 18,84 1350 - gas de garrafa, queimado, sebo, vela, enxofre
50 19,10 1354 - ruim

41 19,64 1365 - ferro

54 20,39 1379 - perfume bom

50 20,56 1382 - perfume bom

41 20,76 1386 - lavanda

41 21,70 1404 - limpeza

41 21,90 1408 - doce

41 22,11 1413 - rosas

41 22,19 1414 - borracha

61 22,48 1420 - amendoim queimado, castanha
41 22,78 1426 - amendoim quimado

50 23,08 1432 - amendoim

41 23,45 1440 - pneu
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FM TR IR° Composto Descrigdo

50 23,89 1449 - remédio

54 2417 1455 - ferro, percevejo
41 24,40 1459 - queimado

41 24,84 1468 - lavanda

65 25,07 1473 - doce, doce de leite
41 25,48 1482 - doce

41 25,89 1490 - vapor

50 27,04 1514 - asfasto

65 27,30 1520 - nozes

41 27,66 1528 B-cubebeno antiguidade

58 29,12 1560 - couro, queijo, salgadinho
58 29,84 1575 (E)-cariofileno percevejo, doce
50 30,00 1579 B-elemeno inceticida, rosas
41 30,30 1585  Né&o identificado percevejo, frutal
41 30,60 1592 - vapor

41 30,90 1598 - arde

41 31,46 1612 - banana

41 31,60 1615 - banana

41 31,75 1619 - coco, fruta

41 31,85 1621 - agua de coco
41 32,00 1625 - amendoim doce
41 32,40 1635  Né&o identificado doce de amendoim
50 32,54 1638 N&o identificado péra

50 33,20 1654 - queijo, salgadinho
50 33,60 1664 a-humuleno queijo, salgadinho
50 34,48 1685 B-acoradieno talco, mel

50 34,94 1696 germacreno D percevejo

41 35,60 1712 B-selineno sabdo velho

50 36,43 1733 biciclogermacreno limao, citrico bom
41 37,35 1757 Nao identificado ferro

41 37,50 1760  Né&o identificado asfasto

41 37,70 1765 - asfalto

41 38,78 1793 - incenso

41 38,92 1796 - doce

50 39,45 1810 - perfume com suor
41 39,77 1819 - terra

50 39,90 1822 - queijo

50 40,65 1842 - amendoim quiemado
41 40,85 1847 - fungos, umidade, madeira
41 41,65 1868 - ferro

41 43,50 1918 - produto veterinario
50 43,75 1925 Né&o identificado doce, perfume
41 4528 1967  N&o identificado perfume bom
41 4583 1982 Oxido de cariofileno perfume doce
41 46,60 2003  N&o identificado metal

50 46,80 2009  Né&o identificado amendoim

54 47,31 2025  Na&o identificado mentol, cartdo, papel
41 47,65 2035 - refrescante

41 48,00 2045  N&o identificado gasolina

41 51,20 2142 espatulenol produto de limpeza
46 51,56 2153 - doce ,bolo
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FM TR IR° Composto Descrigdo

54 52,00 2166 - vapor, umidade, fungos
50 52,19 2172  Nao identificado droga

50 52,35 2177 - cigarro

41 5255 2183  N&o identificado cigarro

°A identificagéo foi realizada por CG/FID conforme item 4.5. O simbolo (-) significa que nado foi
detectado um composto correspondente na analise CG/FID. N&o identificado significa que existe pico
correspondente, mas nao foi identificado qual é este composto.

Tabela 5.11. Dados obtidos da caracterizagdo do perfil olfativo do éleo essencial de B. dentata

extraido por arraste a vapor de plantas coletadas no més de maio de 2011.

FM TR IR? Composto Descrigdo

41 4,65 1059 - mel

41 5,00 1073 Nao identificado doce

46 6,16 1110 B-pineno cheiro de 6leo essencial
50 6,80 1123 - doce

50 9,12 1170 - ferro

41 18,46 1342 - ruim

46 25,97 1492 - mel, doce

41 26,17 1496 a-copaeno doce, castanhas tostadas
41 28,40 1544 - doce

41 29,24 1562  N&o identificado tecido

41 31,17 1605 - citrico

61 32,74 1643 - remédio, perfume doce
41 33,07 1651 (E)-cariofileno doce, pano molhado
41 33,45 1660 y-muuroleno cera piso de madeira
41 35,38 1707 germacreno D borracha

41 35,75 1716 a-muuroleno "salgadinho”, queijo
41 36,23 1728 biciclogermacreno ruim

54 37,75 1767 o-cadineno vegetal herbaceo, "salgadinho", queijo
41 38,72 1791 N&o identificado mentol

41 39,85 1821 Nao identificado queijo

61 40,91 1849 - remédio, mel, oleoso
41 4415 1936 - citrico, pomelo

54 4588 1983 Oxido de cariofileno nozes, madeira

41 46,75 2008  N&o identificado cera depilagéo

46 48,05 2047  Né&o identificado frutas secas

41 49,95 2104 - frutas secas

41 50,51 2121 espatulenol madeira

41 52,20 2172 - cera depilacéo

°A identificagéo foi realizada por CG/FID conforme item 4.5. O simbolo (-) significa que nao foi
detectado um composto correspondente na analise CG/FID. N&o identificado significa que existe pico
correspondente, mas nao foi identificado qual é este composto.
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Tabela 5.12. Dados obtidos da caracterizagdo do perfil olfativo do 6leo essencial de B. uncinella

extraido por arraste a vapor de plantas coletadas no més de janeiro de 2011.

FM TR IR° Composto Descrigdo

61 3,75 1022 a-pineno menta, mel

41 3,90 1028 a-felandreno doce

41 415 1038 - doce

41 4,53 1054 Nao identificado doce

41 4,99 1073 canfeno refrescante

46 5,45 1092 - picante, arde

41 557 1097 - refrescante

50 5,66 1100 N&o identificado enxofre

50 5,80 1103 - borracha

41 6,40 1115 B-pineno mel

46 6,54 1118 - picante, arde

71 6,80 1123 - ruim

41 8,22 1152 a-terpineno tinta caneta

41 8,39 1155 - cravo da india

41 10,19 1192 limoneno picante

41 12,39 1232 - doce, nozes

46 12,40 1232 y-terpineno améndoa

76 14,95 1277 - laranja (refrescante), citrico, ameixa, 6leo essencial
41 1530 1283 - cheiro do 6leo essencial
41 1563 1289 - fruta em decomposicéo
41 16,94 1313 - laranja

41 17,56 1325 - fruta em decomposicéo
41 18,20 1337 - cobre, latdo, metal, chaves
68 18,30 1339 Nao identificado citrico, fruta

46 18,94 1351 - picante, doce

41 19,42 1361 - picante, floral

58 19,57 1363 - arde, picante

41 19,82 1368 - metal, anel

41 19,95 1371 - fruta, doce

76 20,36 1378  Nao identificado perfume, doce

41 20,60 1383  Nao identificado limpeza

54 21,34 1397 - sebo, eucalipto suave
41 21,53 1401 - sebo doce

50 22,44 1419  Nao identificado percevejo

41 22,60 1423 - amendoim

41 22,74 1425 - sebo, citrico

46 24,65 1465 a-cubebeno fresco, citrico

61 24,68 1465 - produto de limpeza, lavanda
54 2483 1468 - oleoso, citrico

50 25,05 1473 N3ao identificado citronela

50 25,35 1479 - produto de limpeza, humus
68 25,90 1490 - arde, roupa ao sol

41 26,73 1508 - floral denso

41 27,09 1515 - asfalto, gasolina

50 27,20 1518 a-gurjuneno améndoa

41 27,30 1520 - doce

41 27,48 1524 - inseticida

61 28,22 1540 - citrico, tangerina (bergamota)
41 28,34 1543 B-cubebeno floral

50 28,48 1546 linalol doce
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FM TR IR° Composto Descrigdo

41 29,10 1559 - chéa doce

54 29,22 1562 pinocarvona doce, picante, tecido

50 29,33 1564 - percevejo

54 30,20 1583 - pipoca queimada, floral, rosas
41 30,42 1588 (E)-cariofileno frutal, meldo, picante

50 30,75 1595 - coco

41 31,13 1604 terpinen-4-ol agua de coco

46 31,73 1618 - mel

41 31,80 1620 - "Salgadinho", queijo

41 32,50 1637 - frutas secas

41 32,62 1640 - nozes, fruta seca

61 32,85 1645 a-humuleno remédio, comida

74 33,26 1655 N&o identificado refrescante, herbaceo, queijo
50 33,57 1663 - cheiro ruim

41 34,01 1673 criptona mentolado

50 34,23 1679 - metal, eucalipto

41 34,89 1695 viridifloreno grama, inseticida

41 35,06 1699 - talco mentolado

41 35,83 1718 - cidrao

71 35,97 1722 germacreno D fresco bom, shampoo, herbaceo
61 36,34 1731 - bala de goma de lim&o, remédio
46 36,65 1739 geranial percevejo, oleoso, metalico
46 38,00 1773 - lavanda, herbaceo

41 38,10 1776 &-cadineno doce irritante

41 38,82 1794 - ensopado

41 38,98 1798 - serragem

41 39,17 1803 - perfume com suor

41 39,25 1805  Né&o identificado doce irritante

41 39,40 1809 - percevejo

41 39,65 1815 - remédio

41 39,87 1821 - cravo da india

41 40,67 1842 - doce floral

54 41,25 1858 trans-carveol refrescante, mais doce que citrico
41 41,88 1875 - perfume

46 42,80 1899 a-calacoreno arde

41 43,23 1911 - sabao

41 43,30 1913 - fruta seca

50 43,55 1919 - sabao

61 43,70 1924  Nao identificado laranja podre, remédio

41 44,38 1942 - fruta seca doce

41 44,86 1955 - grama

46 45,65 1977 Oxido de cariofileno arde seco, salmoura

41 46,55 2002 - limpeza

50 46,76 2008 - amendoim queimado, doce floral
41 47,40 2027 - doce

41 47,88 2042 - suor

54 48,57 2062 - citrico podre, herbaceo

41 49,16 2080 Nao identificado ruim

41 50,83 2130 espatulenol limpeza

46 52,31 2176  Nao identificado plastico, herbaceo, cha
46 52,70 2188 - incenso, madeira
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...continuagéo Tabela 5.12

FM TR IR° Composto Descrigdo
46 52,85 2192 - incenso, madeira
41 53,72 2220 Nao identificado doce, marmelada

°A identificagéo foi realizada por CG/FID conforme item 4.5. O simbolo (-) significa que nao foi
detectado um composto correspondente na analise CG/FID. N&o identificado significa que existe pico
correspondente, mas nao foi identificado qual é este composto.

Pode-se observar que os compostos majoritarios, de cada uma das espécies,
ndo apresentaram as maiores frequéncias modificadas e alguns deles néao
apresentaram FM maior que 40. As maiores FM obtidas na analise olfatomatrica
nem sempre tiveram correspondéncia com picos cromatograficos, isto é, como
compostos detectados na andlise cromatografica. As comparacdes entre o0s
cromatogramas e os aromagramas obtidos da analise CG/FID/O (com valores de
FM acima de 45) dos Oleos essenciais de B. anomala, B. dentata e B. uncinella
apresentados a seguir, nas Figuras 5.4, 5.5 e 5.6, respectivamente, também

exemplificam esta constatacéo.

As Figuras 5.4, 5.5 e 5.6 mostram que ha diferencas de intensidades entre os
resultados obtidos por CG/FID (cromatogramas) e CG/FID/O (aromagramas). Na
Figura 5.4, os compostos majoritarios no cromatograma, (E)-cariofileno e J-
elemeno, nédo estdo entre as maiores FM do aromagrama e a maior FM no
aromagrama nao tem pico correspondente no cromatograma. Na Figura 5.5, os
compostos majoritarios no cromatograma, limoneno e (E)-cariofileno, nao
apresentam FM maior que 45 (logo, ndo aparecem no aromagrama) e as maiores
FM no aromagrama nao tém picos correspondentes. Ja na Figura 5.6, um dos
compostos majoritarios (6xido de cariofileno) apresenta FM acima de 45 e o outro
(espatulenol) n&o apresenta. Uma das maiores FM do aromagrama tem pico

cromatografico correspondente (n&o identificado) e o outro n&o.
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5.5. Determinagao da atividade antimicrobiana pela bioautografia indireta

5.5.1. Experimentos com bactérias

Os experimentos foram realizados na PUCRS. Para os experimentos de
bioautografia para bactérias foi utilizado 2ul (Bertucci, 2009) de 6leo puro das
amostras de 6leo essencial extraido de plantas coletadas no més de maio de 2011.
A aplicacdo do oOleo na placa cromatografica foi em triplicata e as placas foram
recortadas em formato quadrado. A Tabela 5.13 mostra os resultados da atividade
antibacteriana para os 0Oleos essenciais de B. anomala, B. dentata e B. uncinella
frente aos seguintes microorganismos: Staphylococcus aureus, Salmonella enterica
subespécie enterica Sorovar Choleraesuis e Pseudomonas aeruginosas. Estes
resultados também podem ser vistos nas Figuras 5.7, 5.8 € 5.9, para os 6leos de B.

anomala, B. dentata e B. uncinella, respectivamente.

Tabela 5.13. Resultados da atividade antibacteriana para os 6leos essenciais das espécies estudadas.

Microorganismos B. anomala B. dentata B. uncinella
Staphylococcus aureus OE+ OE* OE+
Salmonella choleraesuis OE+ OE- OE+
Pseudomonas aeruginosas OE- OE- OE-

Legenda: OE: Oleo Essencial, [+]: Inibiu o crescimento, [-]: ndo inibiu o crescimento, *: pequena
inibicdo de crescimento.

Figura 5.7. Resultados da bioautografia para os 6leos essenciais das trés espécies de Baccharis para

Staphylococcus aureus. BA = B. anomala, BD = B. dentata e BU = B. uncinella.
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Figura 5.8. Resultados da bioautografia para os 6leos essenciais das trés espécies de Baccharis para
Salmonella enterica subespécie enterica Sorovar Choleraesuis. BA = B. anomala, BD = B. dentata e

BU = B. uncinella.

Figura 5.9. Resultados da bioautografia para os éleos essenciais das trés espécies de Baccharis para

Pseudomonas aeruginosas. BA = B. anomala, BD = B. dentata e BU = B. uncinella.

Para esta quantidade de extrato volatil utilizada (2uL de 6leo puro), os 6leos
essenciais de B. anomala e B. uncinella foram efetivos para Staphylococcus aureus
e Salmonella enterica subespécie enterica Sorovar Choleraesuis. Ja o o6leo
essencial de B. dentata apresentou efetividade somente para Staphylococcus
aureus. Nenhum 6leo essencial foi efetivo para Pseudomonas aeruginosas com a
quantidade utilizada. Com estes resultados, apenas os 6leos essenciais de B.
anomala e B. uncinella podem ser classificados como produtos saneantes pela
Portaria n° 15 da ANVISA.
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5.5.2. Experimentos com fungos

Os experimentos de bioautografia para fungos foram realizados na Catedra
de Farmacognosia, Universidad de La Republica, Uruguai, e além dos Oleos
essenciais extraidos das Baccharis, as placas foram utilizadas para ensaios de
avaliacdo antimicrobiana do Oleo essencial de Piper hispidinervum — conhecida
como pimenta longa (que n&o sera abordado nesta dissertagcdo, mas aparecem nas
figuras). Para os experimentos de bioautografia para fungos foi utilizado 4uL de 6leo
diluido (1/5 em acetato de etila) (Bertucci, 2009) das amostras referentes a coleta do
més de janeiro de 2011. A aplicagcéo do 6leo na placa esta representada na Figura
5.10 e as placas foram recortadas em formato circular. Os microorganismos
utilizados para o teste foram Candida albicans, Aspergilus niger, Candida
parapsilosis, Cryptococcus neoformans, Rhizopus stolonifer, Fusarium Solani e

Aspergilus oryzae.
2 d

@ ©

Figura 5.10. Aplicacao do 6leo essencial. u = B. uncinella, a = B. anomala, d = B. dentata, p.l. =

A Tabela 5.14 mostra os resultados da atividade antifungica para os 6leos
essenciais de B. anomala, B. dentata e B. uncinella, frente aos fungos testados. Os
resultados para os Oleos de B. anomala, B. dentata e B. uncinella com relagéo aos
microorganismos Candida albicans, Aspergilus niger, Candida parapsilosis e

Rhizopus stolonifer, podem ser vistos também nas Figuras 5.11, 5.12, 5.13 e 5.14.
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Tabela 5.14. Resultados da atividade antifingica para os 6leos essenciais das espécies estudadas.

Microorganismos B. anomala B. dentata B. uncinella
Candida albicans OE- OE- OE+
Aspergilus niger OE+ OE+ OE+
Candida parapsilosis OE+ OE+ OE+
Cryptococcus neoformans OE- OE- OE-
Rhizopus stolonifer OE+ OE+ OE+
Fusarium solani OE* OE- OE+
Aspergilus oryzae OE- OE- OE-

Legenda: OE: Oleo Essencial, [+]: Inibiu o crescimento, [-]: ndo inibiu o crescimento, *: pequena
inibicdo de crescimento.

Figura 5.11. Resultados da bioautografia para os 6leos essenciais das trés espécies de Baccharis

para Candida albicans. u = B. uncinella, a = B. anomala, d = B. dentata, p.l. = pimenta longa, + =
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Figura 5.12. Resultados da bioautografia para os éleos essenciais das trés espécies de Baccharis

para Aspergilus niger. u = B. uncinella, a = B. anomala, d = B. dentata, p.l. = pimenta longa, + =

Figura 5.13. Resultados da bioautografia para os 6leos essenciais das trés espécies de Baccharis

para Candida parapsilosis. u = B. uncinella, a = B. anomala, d = B. dentata, p.l. = pimenta longa, + =
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Figura 5.14. Resultados da bioautografia para os 6leos essenciais das trés espécies de Baccharis

para Rhizopus stolonifer. u = B. uncinella, a = B. anomala, d = B. dentata, p.l. = pimenta longa, + =

Para esta quantidade de O6leo utilizada (4uL de 6leo diluido em 1/5 em
acetato de etila), o 6leo essencial de B. anomala foi efetivo para Aspergilus niger,
Candida parapsilosis, Rhizopus stolonifer e um pouco efetivo para Fusarium solani.
O oleo essencial de B. dentata foi efetivo para Aspergilus niger, Candida
parapsilosis e Rhizopus stolonifer. Ja o 6leo essencial de B. uncinella apresentou
efetividade para Candida albicans, Aspergilus niger, Candida parapsilosis, Rhizopus
stolonifer e Fusarium solani. Nenhum 6leo essencial foi efetivo para Cryptococcus

neoformans e Aspergilus oryzae com a quantidade utilizada.
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6. CONCLUSOES

Com a investigacdo sobre compostos volateis de espécies de Baccharis

nativas do Rio Grande do Sul, pode-se concluir:

- A época de coleta (janeiro e maio de 2011) das espécies de Baccharis analisadas
pouco influenciou no rendimento dos 6leos essenciais, porém teve grande influéncia

sobre as composi¢cdes quimicas observadas na anélise CG/MS.

- Os resultados para as composi¢des quimicas dos 6leos essenciais de Baccharis
anomala e Baccharis dentata obtidos por CG/EM nesta dissertacéo e publicados em
Xavier et. al., indicam que os compostos majoritarios para B. anomala sao [3-
selineno, B-elemeno, (E)-cariofileno, y-cadineno e espatulenol, e para B. dentata sao

limoneno, germacreno D, (E)-cariofileno, 6xido de cariofileno e espatulenol.

- O modelo matematico aplicado a extragdo dos 6leos essenciais pelo método de
destilacédo por arraste a vapor, com base em fundamentos de transferéncia de
massa, correlacionou bem os dados experimentais para as duas épocas do ano

investigadas. Isto € comprovado pelos R? obtidos, todos maiores que 0,98.

- Esta dissertacéo forneceu novos perfis olfatométricos para os 6leos de B. anomala,
B. dentata e B. uncinella. A partir dos resultados obtidos se observa que os
compostos majoratarios, determinados por CG/FID, de cada uma das espécies, ndo
apresentam as maiores frequéncias modificadas, isto €, os compostos de maior
intensidade aromatica ndo correspondem aos de maiores concentragdes. Este fato
demonstra a importancia de se ter as duas analises (cromatografica e olfatométrica),

visto que ha diferencas de intensidade entre as duas analises.
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- Neste estudo, o 6leo essencial de B. anomala foi efetivo para inibir o crescimento
de Staphylococcus aureus, Salmonella enterica subespécie enterica Sorovar
Choleraesuis, Aspergilus niger, Candida parapsilosis, Rhizopus stolonifer e um
pouco efetivo para Fusarium solani. O Oleo de B. dentata foi efetivo contra
Aspergilus niger, Candida parapsilosis, Rhizopus stolonifer e um pouco efetivo para
Staphylococcus aureus. Ja o 6leo de B. uncinella foi efetivo contra Staphylococcus
aureus, Salmonella enterica subespécie enterica Sorovar Choleraesuis, Candida
albicans, Aspergilus niger, Candida parapsilosis, Rhizopus stolonifer e Fusarium
solani. Nenhum 6&leo essencial foi efetivo para Pseudomonas aeruginosas,

Cryptococcus neoformans e Aspergilus oryzae.

- Os O6leos essenciais de B. anomala e B. uncinella podem ser utilizados como
substancias desodorizantes, desinfetantes para uso geral e desinfetantes para
lactarios, pois foram efetivos para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e

Salmonella enterica subespécie enterica Sorovar Choleraesuis.

Logo, conclui-se que todos os experimentos confirmam a importancia
crescente das espécies do género Baccharis como objetos de pesquisa para busca

de novas fontes de principios ativos para diferentes aplicagdes.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como trabalhos futuros, seria interessante repetir os experimentos realizados
para as outras épocas do ano, bem como testar outros métodos de extracdo e

realizar o fracionamento dos 6leos essenciais.

Modelar o processo de destilagdo por arraste a vapor para trés escalas:

escala laboratorial, escala piloto e escala industrial.

Com relagdo a olfatometria, repetir os experimentos para outras
concentragcdes de 6leo essencial, aumentar o numero de avaliadores e realizar uma
pesquisa em relagdo a possivel aplicagdo destes 6leos essenciais como matéria

prima para as industrias de aromas.

Com relacao a bioautografia, aprofundar o estudo da atividade antimicrobiana
destes O6leos essenciais e de suas fragbes, testando-os frente a outros
microorganismos e também realizar testes de determinagcdo da concentracao

inibitéria minima.

Avaliar outras propriedades destes Oleos, tais como propriedades fisico-
quimicas, acao antioxidante, e quantificar compostos fendlicos totais e fragdes de

flavonoides.

Realizar técnicas de cromatografia de gases multidimensional (CG-CG) e

analise quiral para estes 6leos essenciais.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Amd_e history: Baccharis (Compositae-Asteraceae) is a large genus of plants distributed from the USA to Argentina, of
Received 28 July 2010 which 90% are located in South America. In recent decades, species of the genus have been studied, due to
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their importance as sources of novel active components with possible applications in the pharmaceutical
and chemical industries. This work studied three species of Baccharis: Baccharis uncinella DC, Baccharis
anomala DC and Baccharis dentata (Vell) G.M. Barroso collected in Sdo Francisco de Paula in southern
Brazil, The aim of this work is the evaluation of the aromatic potential of the essential oil obtained by
steam distillation method and the simulation of the extraction data by means of a mathematical model.
A mathematical model based on mass transfer fundamentals is developed and applied to correlate the
experimental data. This model is based on the existence of the broken and intact cells, in which the
oil located in the broken cells is rapidly extracted and the oil from intact cells diffuses slowly to the

Keywords:

Essential oil

Steam distillation
Mathematical model

Mass transfer
Baccharis spp. surface of the vegetal material. The analysis of the essential oil was carried through by GC-MS and the
major compounds identified to both processes were a-pinene, B-pinene, and spathulenol (B. uncinella),
spathulenol, B-caryophyllene, and -selinene (B. anomala), and germacrene-D, caryophyllene oxide, and
spathulenol (B. dentata).
© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction G.M. Barroso is a shrub of the angiosperm division that occurs in

The genus Baccharis (Compositaea-Asteraceae) is a strictly
American genus with approximately 500 species distributed from
Argentina to USA (Céspedes et al,, 2002), More than 90% of these
species are present in South America (Frizzo et al., 2001) and many
of them have been used in traditional medicine (Herz et al.,, 1977;
Budel and Duarte, 2008) due to their pharmacological properties
(Fournet et al,, 1994), Some species also have applications in the
perfumery industry (Queiroga et al., 1990).

The Baccharis species here studied grow wild in southern Brazil.
Among them are B. anomala, B. uncinella, and B. dentata. Phyto-
chemical studies of Baccharis anomala DC have demonstrated the
presence of tannins and saponins and it is used in folk medicine
(Budel and Duarte, 2008), The literature has reported that the
essential oil of Baccharis uncinella DC has shown antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Pseu-
domonas aeruginosa(Ferronato et al., 2007). Baccharis dentata(Vell.)

* Corresponding author at: PUCRS, Av. Ipiranga 6681, CEP 90619-900, Porto Ale-
gre, RS, Brazil. Tel.: +55 51 3320 3653.
E-mail add cassel@pucrs.br, ed @y

com (E. Cassel).

0926-6690/5 - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.indcrop.2010.12.019

the Atlantic forest mainly in wild regions of Brazil and Argentina.

In this work, the essential oil of B. anomala, B. uncinella, and B.
dentata was obtained by steam distillation extraction method. This
technique of the extraction is extensively used by the industry and
is frequently cited in the literature (Cassel and Vargas, 2006; Di Leo
Lira et al.,, 2009). The mathematical modeling of extraction process
must be considered as a fundamental step in the project of an effi-
cient industrial process. Mathematical models are used to simulate
processes without having to perform experiments in order to know
its extraction process behavior. Therefore, the importance of math-
ematical modeling of steam distillation process is an alternative
strategy to evaluate the selection of the process variable conditions
(Cassel et al., 2009).

Cassel and Vargas (2006) modeled the extraction of Cymbopogon
winterianus essential oil using a diffusional model at laboratorial
scale thus allowing a good prevision on industrial scale. This model
was also used to simulate the steam distillation process data for
rosemary, basil, and lavender essential oils (Cassel et al,, 2009).
Additionally, Benyoussef et al, (2002) modeled the extraction of
coriander essential oil by steam distillation through two diffusional
numerical solved models, The first one has taken into consideration
only the diffusion inside the pores, while the second has added the

Ind. Crops Prod. (2011), doi:10.1016/j.indcrop.2010.12.019

Please cite this article in press as: Xavier, V.B., et al., Mathematical modeling for extraction of essential oil from Baccharis spp. by steam distillation.
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