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RESUMO

KLEIN, Ana Paula Palaro; SOUZA, Jessica de. Otimizacéo do processo de obtencéo
do dleo essencial de folhas frescas e secas, de capim-annoni-2 (eragrostis plana
nees) por hidrodestilacdo.35f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Quimica) da Universidade Tecnolégica Federal do Parani - UTFPR. Pato Branco,
2012.

Os oOleos essenciais sao substancias volateis, geralmente uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, terpenos, alcoois e compostos carbonilicos, que vem
sendo estudados ao longo dos ultimos anos com o objetivo de identificar novas
substancias quimicas e aplici-las na industria. No processo de obtencdo de éleos
essenciais 0 meétodo considerado como o de maior aplicacdo e viabilidade
econdmica é o de hidrodestilagdo. O Eragrostis Plana Nees é uma Poaceae tropical,
perene, estival, com atributos de planta invasora introduzida acidentalmente no
Brasil. O objetivo desse trabalho foi otimizar o processo de extracdo de Oleo
essencial de folhas frescas e secas de Eragrostis Plana Nees, via hidrodestilacédo e
avaliar sua composicao quimica. O material vegetal (folhas) foi coletado na Estacéo
Experimental da UTFPR - Campus Pato Branco. As folhas foram secas a
temperatura ambiente por periodos de tempo diferentes. Fez-se um planejamento
fatorial 2* dos experimentos propostos, levando em consideracéo 4 variaveis (tempo
de secagem, quantidade de biomassa, tempo de extracdo e tamanho de biomassa).
As amostras foram submetidas a hidrodestilacdo com aparelho de Clevenger, sendo
o hidrolato centrifugado e o 6leo essencial obtido analisado por CG/EM. Verificou-se
que o tempo de secagem foi a Unica variavel significativa do processo, sendo que,
com 24h de secagem, obtém-se o melhor rendimento em 6leo essencial. Com
relacdo a composicdo do Oleo, observou-se que 0s compostos majoritarios
encontrados no Oleo essencial de Eragrostis plana Nees foram: 2-6-di-terc-butil —
hidroxi-4-metil-benzeno (15,50%), 1,6,7,8-tetrahidro-1,6-dimetil-4-oxo - 4H-pirido
[1,2-a] - pirimidina-3-carboxamida (16,02%) e 2,4-bis-(terc-butil)-6-metil — fenol
(16,75%).

Palavras-chave: Capim Annoni-2, cromatografia, identificacéo.



ABSTRACTS

KLEIN, Ana Paula Palaro; SOUZA, Jessica de. Optimization of the process of
obtaining the essential oil of fresh leaves and dried Capim annoni-2 (Eragrostis plana
Nees) by hydrodistillation.35f. Trabalho de Conclusédo de Curso (Bacharelado em
Quimica) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand - UTFPR. Pato Branco,
2012.

Essential oils are volatile substances, usually a complex mixture of hydrocarbons,
terpenes, alcohols and carbonyl compounds, which has been studied over the last
years with the aim of identifying new chemicals and apply them in industry. In the
process of obtaining essential oils regarded as the method of application and greater
economic feasibility is hydrodistillation. The Eragrostis Plana Nees is a poaceae,
tropical, perennial, summer, with attributes of invasive plant accidentally introduced in
Brazil. The objective of the study was to optimize the extraction process of essential
oil of fresh and dried leaves of Eragrostis Plana Nees, via hydrodistillation and
evaluate its chemical composition. The plant material (leaves) was collected at the
Experimental Station of UTFPR - Campus Pato Branco. The sheets were dried at
room temperature for different time periods. There was a 2* factorial design of
experiments proposed, taking into account four variables (drying time, amount of
biomass, extraction time and size of biomass), the samples were subjected to
hydrodistillation with a Clevenger apparatus, being centrifuged and the hidrolact
essential oil obtained analyzed by GC/MS. It was found that the drying time was the
only significant variable in the process, and, after 24 hours of drying, obtain the best
yield of essential oil. Regarding the composition of the oil showed that the main
compounds found in the essential oil of Eragrostis plana Nees were: 2-6-di-terc-butil
— hidréxi-4-metil-benzeno (15,50%), 1,6,7,8-tetrahidro-1,6-dimetil-4-oxo - 4H-pirido
[1,2-a] - pirimidina-3-carboxamida (16,02%) and 2,4-bis-(terc-butil)-6-metil — fenol
(16,75%).

Keywords: Capim Annoni-2, chromatography, identification
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1 INTRODUCAO

Ha milhares de anos, os 6leos essenciais vém sendo obtidos de plantas e
utilizados em diferentes processos tecnoldgicos, principalmente nas industrias de
cosmeéticos, farmacos e alimentos. Uma das principais regides de matas nativas
exploradas € a regido da floresta Amazoénica (SANTOS et al, 2004).

Os 6leos essenciais sdo fragcdes volateis naturais (SANTOS et al, 2004),
classificados como metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas e com funcdes
variadas (PACHECO et al, 2008). A grande maioria dos Oleos essenciais de
interesse comercial € uma mistura de hidrocarbonetos, monoterpenos e
sesquiterpenos. Um segundo componente presente em concentracdo elevada
consiste principalmente de compostos aromaticos (ARAUJO, 2008).

Nos ultimos anos, estudos cientificos tém sido conduzidos com o objetivo de
identificar as substancias quimicas que compdem os 6leos essenciais de plantas da
Amazonia brasileira (SANTOS et al, 2004; COSTA et al, 2008; LIMA et al, 2009;
SIQUEIRA et al, 2010; PINHEIRO et al, 2011).

No processo de obtencdo de 6leos essenciais podem ser aplicados diversos
meétodos, como a hidrodestilacéo, arraste a vapor, headspace, maceracao, extracao
por solvente, etc. Dentre esses, 0 método considerado como de maior aplicacdo e
melhor viabilidade econémica € o de hidrodestilagdo (SANTOS et al, 2004).

O capim-annoni-2 possui atributos de planta invasora, € rejeitado pelos
animais, cresce rapidamente e tem longa fase reprodutiva (FERREIRA et al, 2008a).
Outra caracteristica que torna essa planta muito eficiente na competicdo com outras
espécies é a liberacdo de substancias quimicas no solo, que afetam a vegetacéo
nas proximidades, atuando como herbicida, impedindo a germinacdo e crescimento
de outras espécies, conhecido como efeito alelopatico (RUSCONI, 2007).

Dentro desse contexto, este trabalho estard apresentando a otimizacdo do
processo de obtencédo do 6leo essencial de Eragrostis plana Nees, utilizando-se de
um planejamento experimental e tratamento estatistico dos dados obtidos. Relata
também a analise do Oleo essencial obtido, identificando 0s componentes
detectados. E importante ressaltar que ndo encontrou-se na literatura trabalhos

dessa natureza com GOleo essencial de capim annoni-2.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar o processo de obtencado de Oleo essencial de folhas frescas e secas

de capim annoni-2, via hidrodestilacéo, e avaliar sua composi¢éo quimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar um planejamento fatorial, considerando tempo de extragéo, tamanho
das folhas, tempo de secagem e quantidade de biomassa, que podem
acarretar em diferentes rendimentos;

* Obter o 6leo essencial pelo processo de hidrodestilacdo em aparelho de
Clevenger;

* Analisar algumas amostras do 6leo essencial obtido, a fim de identificar a
composicdo quimica de amostras de folhas frescas e secas de capim annoni-
2.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 EXTRACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais de plantas sdo encontrados nas partes aéreas (folhas e
ramos finos), cascas, troncos, raizes, frutos, flores, sementes e resinas (SANTOS et
al, 2004). A extracdo pode ser realizada mecanicamente ou por procedimentos de
destilacdo. Como diversos constituintes sdo termolabeis, sensiveis a acidos ou
facilmente hidrolisados, a composicdo e a qualidade do produto dependem do
procedimento de isolamento (ARAUJO, 2008).

A técnica de hidrodestilacdo baseia-se no aquecimento do material vegetal
em agua, fazendo com que os produtos volateis sejam arrastados juntamente com o
vapor d’agua por um sistema tipo Clevenger. Normalmente apos 4 horas de
extragcdo, o 6leo é obtido. Se este for visivel, seu volume é medido e coletado em
frasco para posterior analise de seus compostos. Se o 6leo néo for visivel, ou seja,
caso permaneca parcialmente miscivel em agua, coleta-se o material e procede-se a
extracdo com uso de funil de separacdo com éter etilico (PACHECO et al, 2008).

Os componentes individuais podem ser separados do extrato bruto por meio
da destilacdo fracionada a pressdo reduzida, cristalizacdo ou cromatografia. A
pressdo e a temperatura, utilizadas no processo, sao selecionadas de forma a evitar,
ao maximo perdas de substancias aromaticas provocadas pela decomposicao
térmica, oxidacdo ou hidrolise (ARAUJO, 2008).

3.2 CARASTERISTICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os oOleos essenciais ndo apresentam nenhuma relagdo com os Oleos
comestiveis, uma vez que ndo sdo ésteres de glicerol. Sao inflamaveis e soluveis
em alcool e éter, mas insoliveis em agua. A sua utilizagcdo na industria de
processamento de alimentos continua crescendo, em substituicdo aos condimentos
na forma natural, em virtude da sua uniformidade, estabilidade e higiene (ARAUJO,
2008).

As reacOes quimicas e bioquimicas responsaveis pelas caracteristicas do
aroma no alimento sdo muito complexas. Existem aproximadamente 4.000 tipos de

substéancias volateis ja identificadas oriundas de diferentes vias metabdlicas, das
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quais apenas algumas sao conhecidas. Além do mais, a relacdo entre a estrutura
quimica e a atividade desses compostos permanece, em sua grande maioria, ainda
desconhecida (ARAUJO, 2008).

Os oOleos essenciais sdo geralmente uma mistura complexa de
hidrocarbonetos, alcoois e compostos carbonilicos. Os hidrocarbonetos mais
frequentes encontrados pertencem a grupos de substancias conhecidas como
monoterpenos e, em menor frequéncia, sesquiterpenos (ARAUJO, 2008), ambos,
pertencentes ao metabolismo secundario das plantas (MORAIS, 2009).

O metabolismo secundario, por sua vez, pode ser influenciado, dentre outros,
por fatores genéticos e climaticos (temperatura, intensidade de luz, efeito sazonal,
etc.) (MORAIS, 2009).0s 6leos essenciais, na maioria das vezes, apresentam um
aumento em seu teor quando as plantas produtoras se encontram em ambientes
com temperatura elevada, porém, em dias muito quentes, pode-se observar perda
excessiva dos mesmos (MORAIS, 2009).

A composicado quimica e o teor de 6leo essencial podem sofrer alteracdes
durante as estacdes do ano, assim como o horario de coleta das plantas também é
um aspecto relevante na producdo de 6leos essenciais, pois, ao longo do dia, pode-
se observar que o aroma caracteristico de cada planta torna-se mais acentuado,
sendo possivel acreditar que a concentracao de 6leos essenciais seja maior naquele
periodo, ou que esteja ocorrendo alteracdo na proporcdo relativa entre o0s
componentes deste mesmo 06leo essencial (MORAIS, 2009).

O nome terpeno deu-se devido a terebintina, um liquido rico em monoterpeno
obtido a partir da resina de varios Pinus spp (THORMAR, 2011).0s terpenos tem a
férmula geral (CsHg)n, possuem grupos funcionais como hidroxila (OH) ou carbonila
(C=0) e geralmente séo hidrocarbonetos insaturados de estrutura ciclica. Estes séao
classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno, que variam de 2 a
8: 0s monoterpenos, ou simplesmente terpenos (Figura 1), possuem duas unidades
de isoprenos com dez carbonos; os sesquiterpenos, trés unidades; e os diterpenos,
qguatro unidades. Ocorrem também os triterpenos (30 atomos de carbono), entre
outros (ARAUJO, 2008).
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Figural - Limoneno

3.3 APLICACAO INDUSTRIAL DE OLEOS ESSENCIAIS

O século XIX é considerado o inicio da fase moderna de aplicacdo industrial
de Oleos essenciais. No entanto, seu uso em larga escala remonta ao Egito antigo
(BASER, 2010).

A principal razdo para a expansdo da industria de Oleos essenciais e a
crescente demanda por produtos foi 0 desenvolvimento das industrias de alimentos,
sabdo e cosméticos. Empresas multinacionais de hoje, as principais usuarias das
fragrancias e sabores, evoluiram diretamente do desenvolvimento dos 0leos, em
meados do século XIX (BASER, 2010).

O desenvolvimento da industria de refrigerantes é de grande importancia por
ser um grande consumidor de Oleos essenciais, especialmente os de origem citrica.
Hoje em dia, apenas bebidas produzidas pela Coca-Cola, sdo consumidas em todo
o mundo em quantidade superior a 1 bilhdo de unidades por dia. Se considerarmos
que o teor médio de 6leo essenciais em uma unidade é de cerca de 0,001-0,002% e,
a quantidade padrdo de consumo € cerca de 0,31 (300g), entdo o consumo diario de
Oleos essenciais, apenas por esta empresa € de 3 a 6 toneladas por dia (BASER,
2010).

Pode-se estimar que o mercado mundial dos aromas e fragrancias
corresponde a um valor de 10-12 bilhdes de euros, sendo igualmente partilhada por
cada grupo de produtos (alimentos, cosméticos, domissanitarios, entre outros). E
muito dificil estimar quanto se usa de 0leos essenciais em cada um dos grupos.
Contudo, sabe-se que os 6leos sdo mais usados em sabores do que em fragrancias,
pois as fragrancias utilizadas atualmente correspondem aos aromas artificiais,
especialmente quando se trata de compostos de grande volume, como produtos
domésticos (BASER, 2010).
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Os Oleos picantes sdo amplamente utilizados em vérios salgadinhos
industrializados, que sdo geralmente consumidos com refrigerantes. Além disso, a
industria de bebidas alcoodlicas é um usuario substancial de 0leos essenciais, usa-se
anis na regido do Mediterraneo; 6leos vegetais em licores; gengibre em cerveja de
gengibre, hortela-pimenta em licor de menta, entre outros (BASER, 2010).

Os Oleos essenciais sdo usados também para a fabricacdo de doces,
laticinios, sobremesas, produtos de confeitaria (fresco e em p06), manufatura de
cremes, entre outros, sendo que os principais 0leos sao os de frutas citricas, canela,
cravo, gengibre e anis (BASER, 2010).

E importante ressaltar que uma grande variedade de 6leos essenciais s&o
usados na medicina "natural" para o tratamento de doencas, utilizando-se uma
técnica chamada aromaterapia, onde os 6leos essenciais sdo usados como
ingredientes bioativos (BASER, 2010).

3.4 Eragrostis plana Nees
O Eragrostis plana Nees (Figura 2) € vulgarmente conhecido como Capim-

Annoni 2, Capim-Choréo e Capim-Teff (KISSMANN, 1991).

< A NG f ¥ ) 7 7

Figura 2 - Capim Annoni- 2.

Fonte: Rusconi, 2007
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O capim-annoni-2 é uma Poaceae tropical, perene, estival, exotica, com
origem na Africa, introduzida acidentalmente no Brasil como contaminante de
sementes importadas, na década de 1950 (FEREIRA et al, 2008a).

A Poaceae é uma familia de gramineas (monocotiledbneas) que contém o
género Cymbopogon, a partir do qual 6leos de lemongrass, citronela e palmarosa
sao derivados. Os principais componentes da lemongrass sédo neral e geranial, que
sdo conhecidas como citral, e os principais componentes do palmarosa sdo o
acetato de geraniol e geranil (THORMAR, 2011).

As primeiras observagfes sobre esta espécie foram feitas na Estacdo
Experimental Zootécnica de Tupanciretd e na fazenda de Sr. Ernesto José Annoni,
em Sarandi, RS (KISSMANN, 1991).

Nessa época 0S campos nativos, especialmente do planalto médio do Rio
Grande do Sul (RS), estavam sendo tomados pela “Barba-de-Bode” — Aristida spp,
que reduzia enormemente o valor das pastagens. Nao havia solucdo viavel para
impedir a progressao dessa planta invasora (KISSMANN, 1991).

Eragrostis plana foi considerada uma alternativa interessante, pois mostrou-se
capaz de competir e sobrepujar a “Barba-de-Bode”. Passou-se entdo a distribuir
sementes de “Capin-Annoni-2” na regido, inclusive nos estados de Santa Catarina e
Parana (KISSMANN, 1991).

Contudo, logo se verificou o carater agressivo dessa espécie, como invasora,
bem como a baixa qualidade como pasto. Sua comercializacao foi proibida, bem
como seu transporte e importacdo de sementes e mudas, pela Portaria n° 205, de
13/03/79, do Ministério da Agricultura (KISSMANN, 1991).

Uma das estratégias utilizadas pelas plantas invasoras para competir e
dominar em comunidades vegetais é a liberacdo de aleloguimicos, produtos do
metabolismo secundério, tendo como matérias-prima substancias originadas no
metabolismo primario. A alelopatia € o efeito de uma planta sobre outra, através da
liberacdo de substancias no ambiente que apresentam acao direta ou indireta sobre
espécies vizinhas, incluindo-se interacdes intra e inter-plantas e micro- organismos,
podendo haver dominio de uma espécie sobre outra que apresenta susceptibilidade
no ambiente compartilhado (FERREIRA ET AL, 2008a).

Segundo Ferreira et al (2008a), essas substancias encontram-se em todas as
partes da planta, principalmente nas raizes e folhas, e séo liberadas no ambiente por

emanacodes volateis ou compostos soluveis em agua.
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Para os pesquisadores, supde-se que seus efeitos alelopéticos prejudiquem a
germinacdo de sementes de diversas espécies nativas e exoticas, fato que pode
estar contribuindo para a expansédo do “Capim-Annoni-2” sobre os campos nativos
no Rio Grande do Sul (FERREIRA et al, 2008a).

Estimou-se que a area invadida no RS, corresponda a um milh&o de ha, o que
acarreta em expressivos prejuizos ambientais, econbémicos e sociais ao Estado
(FERREIRA ET AL, 2008a).

3.4.1 Importancia Econémica

A planta tem algum valor forrageiro quando nova, cerca de dois meses apos a
brotacdo as folhas ficam mais duras e o gado s6 as consome quando ndo encontra
outra alternativa. E muito rustica, suportando bem o pisoteio. Desenvolve-se bem em
solos pobres e acidos, e nessas condi¢des pode ser uma op¢ao interessante para o
pecuarista, pois permite uma lotacdo maior do que outras gramineas. A
agressividade e rusticidade sdo consideradas qualidades positivas em areas de terra
fraca (KISSMANN, 1991).

Por outro lado, com sua grande capacidade de disseminacdo e sua
rusticidade, tende a dominar nas areas onde ocorre. Onde existem condi¢fes para
um bom desenvolvimento de forrageiras mais nobres, o Capim-Annoni-2 &
indesejavel, pois acaba nivelando por baixo a capacidade nutritiva do pasto. Com
sua enorme capacidade de disseminacédo e pela dificuldade de sua eliminacao, esse
capim deve ser considerado como infestante. Nao sendo possivel delimitar as areas
onde sua presenca € benéfica, € sugerida uma campanha permanente de
eliminacao (KISSMANN, 1991).

3.4.2 Biologia

A semente é pequena, (0,14 X 0,06 X 0,04 cm), de coloragdo vermelho-
alaranjado, com peso meédio de mil sementes 0,21g, e considerada como
componente do banco de sementes do solo persistente, permanecendo viavel neste
por mais de cinco anos (FERREIRA ET AL, 2008b)

O periodo de floracdo e semeadura € muito longo (Outubro a Abril), sendo

suas sementes pequenas, facilita-se a propagacdo através de diversos meios:
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cursos de vento, 4gua, aderidas ao corpo de animais ou suas fezes, sendo o homem
0 meio mais importante. O homem a dispersa como contaminante de lotes de
sementes ou diretamente ligados a veiculos e/ou maquinas (RUSCONI, 2007).

Menciona-se que uma planta desenvolvida pode produzir até 500.000
sementes, que conservam o0 poder germinativo por varios anos, no solo
(KISSMANN, 1991).As raizes sao abundantes, fortes e profundas, sendo altamente
resistentes a tracdo mecanica. Devido ao seu alto teor de fibras, tem digestibilidade
muito baixa, 0 que a torna uma grama intragavel para os animais e é geralmente
rejeitada, exceto sob condi¢cdes extremas, onde o gado come as pontas das folhas
mais novas, aumentando sua dispersdo por causa das sementes em seus pélos,
patas e fezes (RUSCONI, 2007).

Seu uso continuado - que ocorre em areas onde a maioria das plantas
forrageiras desapareceram - tornando-se quase o Unico membro da dieta, leva a
desgaste dentario rdpido (RUSCONI, 2007).

3.5 PLANEJAMENTO FATORIAL

Atualmente a possibilidade de obtencdo de uma grande quantidade de dados
numeéricos tem crescido em todos os campos da ciéncia, incluindo a quimica
analitica, devido ao desenvolvimento de novas técnicas e instrumentacdo que
permitem uma resposta de forma mais rapida. Neste contexto, a aplicacdo de
ferramentas estatisticas € de fundamental importancia, principalmente para explorar
e entender uma gama crescente de dados e informacfes originadas de um sistema
(ARRUDA, 2002)

E comum, especialmente em inddstrias quimicas, aparecerem problemas em
gue precisamos estudar varias propriedades ao mesmo tempo e estas, por sua vez,
sao afetadas por um grande numero de fatores experimentais (NETO et al, 2010).

Usando planejamentos experimentais baseados em principios estatisticos, os
pesquisadores podem extrair do sistema em estudo, 0 maximo de informacdes uteis,
fazendo um numero minimo de experimentos. Além disso, pode-se fabricar produtos
com melhores caracteristicas, diminuir seu tempo de desenvolvimento, aumentar a
produtividade de processos, minimizar a sensibilidade dos produtos as variacoes

nas condi¢cdes ambientais, e assim por diante (NETO et al, 2010).
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7

Planejar experimentos € definir uma sequéncia de coletas de dados
experimentais para atingir certos objetivos. Dentre os métodos de planejamento
experimental disponiveis na literatura, o planejamento fatorial € o mais indicado
guando se deseja estudar os efeitos de duas ou mais variaveis de influéncia, sendo
que em cada tentativa ou réplica, todas as combinacdes possiveis dos niveis de
cada variavel séo investigadas (CUNICO, 2008).

Este tipo de planejamento normalmente é representado por b, sendo que k
representa o numero de fatores e “b” o numero de niveis escolhidos (CUNICO,
2008).

A atividade estatistica mais importante ndo é a andlise de dados, e sim o
planejamento dos experimentos em que esses dados devem ser obtidos. A esséncia
de um bom planejamento consiste em projetar um experimento de forma que ele
seja capaz de oferecer exatamente o tipo de informac8es que procuramos (NETO et
al, 2010).

Um dos problemas mais comuns para quem faz experimentos € determinar a
influéncia de uma ou mais variaveis sobre outra variavel de interesse. No
planejamento de qualquer experimento, a primeira coisa que devemos fazer é
decidir quais séo os fatores e as respostas de interesse (NETO et al, 2010).

Os fatores, em geral, sdo as variaveis que o experimentador tem condicfes
de controlar, podendo ser qualitativos ou quantitativos. As respostas sao as variaveis
de saida, nas quais estamos interessados, e que serdo — ou hdo — afetadas por
modificacdbes nos fatores. Também podem ser qualitativas ou quantitativas.
Dependendo do problema, podemos ter varias respostas de interesse, que talvez
precisem ser consideradas simultaneamente (NETO et al, 2010).

Dentre as diversas vantagens da utilizacdo do planejamento fatorial,
destacam-se as seguintes (CUNICO, 2008):

* reducdo do numero de ensaios sem prejuizo da qualidade da informacéo;

+ estudo simultaneo de diversas variaveis, separando seus efeitos;

« determinacao da confiabilidade dos resultados;

* realizacdo da pesquisa em etapas, num processo interativo de acréscimo de

NOVOS ensaios;

* selegdo das variaveis que influenciam um processo com numero reduzido de
ensaios;

» representacdo do processo estudado através de expressdes matematicas;
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+ elaboragao de conclusdes a partir de resultados qualitativos.

3.6 CROMATOGRAFIA

Entre os métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a facilidade com que efetua separacdo, identficacdo e
quantificacdo de espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras
técnicas instrumentais de analise, como a espectrofotometria ou a espectrometria de
massas (COLLINS et al, 2006).

Cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo e esta
fundamentada na migracéo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacfes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estacionaria. A grande variedade de combinacdes entre fases mbveis e
estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacédo
(DEGANI, 1998)

Os termos e expressdes “cromatografia’, “cromatograma” e “método
cromatografico” sdo atribuidos ao botanico russo Mikhael Semenovich Tswett, que,
em 1906, os utlizou em dois trabalhos que descrevem suas experiéncias na
separacao dos componentes de extratos de folhas. O nome deriva da palavra grega
chrom (cor) e grafe (escrever), embora ele tenha explicitado que o processo nao
dependa da cor, exceto para facilitar a identificacdo dos componentes separados
(COLLINS et al, 2006).

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de detecgdao,
tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho.
O acoplamento de um cromatografo com o espectrébmetro de massas combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as
vantagens da espectrometria de massas (obtencéo de informacéo estrutural, massa
molar e aumento adicional da seletividade). Para que o acoplamento seja possivel,
idealmente, € necessario que as caracteristicas de cada instrumento ndo sejam
afetadas pela sua conexao, assim como ndo devem ocorrer modificacbes quimicas
nao controladas do analito e perda de amostra durante a sua passagem do

cromatografo para o espectrometro de massas (CHIARADIA, 2008).
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3.6.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas

A cromatografia gasosa é uma técnica com um poder de resolucdo excelente,
tornando possivel, muitas vezes, a analise de dezenas de substancias de uma
mesma amostra. A técnica baseia-se na diferente distribuicdo das substancias da
amostra entre uma fase estaciondria e uma fase mével (COLLINS et al, 2006). A
cromatografia gasosa em seu inicio foi dividida em duas categorias principais:
cromatografia gas liquido (CGL) e cromatografia gas-sélido (CGS) (NETO e NUNES,
2003).

A cromatografia gas-solido foi descrita em 1941, por Hesse e colaboradores,
que separaram dois acidos graxos, no vapor a 100 ‘C, arrastando-os sobre silica
com um gas, dioxido de carbono, enquanto Cremer e Prior foram o0s primeiros a
descrever um cromatégrafo a gas completo (COLLINS et al, 2006). A CGS emprega
um solido com grande area superficial como fase estacionaria (NETO e NUNES,
2003).

A cromatografia gas-liquido foi relatada por Martin e James em 1952, e 0 uso
de um detector por condutividade térmica, por Ray, em 1954. Em 1958 com a
ampliacdo dos poderes analiticos a cromatografia gasosa tornou-se o método
analitico de separacdo e determinacdo mais usado no mundo (COLLINS et al,
2006). Na CGL ocorre a particdo de uma amostra entre uma fase gasosa moével e
uma camada delgada de liquido nédo volatil que recobre um suporte inerte (NETO e
NUNES, 2003).

Como a grande maioria das aplica¢cfes atuais é de CGL, essa terminologia foi
abandonada, empregando-se, apenas, cromatografia gasosa (CG) (NETO e
NUNES, 2003).

A combinacdo da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas
(CG-EM) é relativamente simples, uma vez que as caracteristicas de funcionamento
do cromatégrafo a gas séo suficientemente compativeis com a necessidade de alto
vacuo do espectrébmetro de massas (CHIARADIA, 2008).A cromatografia separa 0s
componentes de uma mistura, enquanto o espectrometro de massas fornece a
informacéo sobre cada um deles (SOLOMONS e FRYHLE, 2009).

A espectrometria de massas (EM) envolve a formacdo de ions em um
espectrometro de massas seguida pela separacédo e deteccdo de ions de acordo

com a massa e a carga. Um espectro de massas é um grafico que representa no
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eixo x as massas moleculares dos ions detectados, e no eixo y, a abundancia de
cada ion detectado. O eixo x € rotulado m/z, onde m = massa e z = carga. O pico
mais alto é chamado de pico base (SOLOMONS e FRYHLE, 2009).

Os espectrometros de massas sado muito Uteis na andlise de compostos cujos
espectros de massas sdo conhecidos e na andlise de compostos de estruturas
completamente desconhecidas. No caso dos compostos conhecidos, uma busca
computadorizada compara o espectro de massas do composto em questdo com
uma biblioteca de espectros de massas (SILVERSTEIN et al, 2007)

A CG-EM é aplicavel a compostos volateis e termicamente estaveis nas
temperaturas relativamente elevadas empregadas durante o processo de separacéo
cromatografica (CHIARADIA, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

O material vegetal (folhas) foi coletado na Estacdo Experimental da UTFPR —
Campus Pato Branco e levado para o laboratério, de forma que a primeira
hidrodestilacao realizada ocorresse apos 24 horas a contar do horario da coleta em
campo. Sua exsicata, apos identificacdo, realizada pela Prof. llsi lob Boldrini foi
depositada no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de

Biociéncias — PPG Botanica, sob o numero ICN n°® 174417.
4.2 SECAGEM
Apbés a coleta, o material botdnico da espécie em estudo foi seco em

temperatura ambiente, como mostra a figura 3, por periodos de tempo diferentes:
24, 48 e 72 horas.

o

Figura 3 - Secagem do Capim Annoni-2.
Fonte: Prdprio autor

4.3 PLANEJAMENTO FATORIAL 2*

Antes de se realizar a extracdo do Oleo essencial da planta fez-se um

planejamento fatorial 2* dos experimentos propostos, levando em consideracéo 4
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variaveis (Tabela 1): quantidade de biomassa (g), tempo de extracdo (h), tamanho
da biomassa e tempo de secagem (h).

Tabela 1 - Variaveis analisadas no planejamento fatorial e seus respectivos niveis.

Variaveis (-) (0) (+)
1 - Tempo de secagem (h) 24 48 72
2 — Biomassa (g) 20 40 60

3 — Tamanho da biomassa Pequeno Médio Inteiro
4 — Tempo de extracao (h) 2 3 4

4.4. HIDRODESTILACAO

Cada amostra foi submetida a hidrodestilacdo, no laboratério de Quimica da
UTFPR — Campus Pato Branco, utilizando-se um aparelho de Clevenger (Figura 5) ,
conforme previsto a partir do planejamento fatorial. As amostras do Oleo essencial e
agua (hidrolato), assim obtidas (Figura 4), foram armazenadas em frascos, sob
refrigeracao.

Figura 4 — Volume (mL) de Hidrolato obtido
Fonte: Prdprio autor
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Figura 5 - Sistema de Extracdo Clevenger
Fonte: Prdprio autor

4.5 CENTRIFUGACAO

Em funcéo da dificuldade em observar e medir o volume de 6leo essencial
obtido, as amostras de hidrolato foram centrifugadas em centrifuga Fanem Excelsa
Baby I, modelo 206, nimero FP 6407, KW 0,440, por 10 min para que o 0leo
essencial fosse separado por diferenca de densidade. Em seguida o 6leo essencial
foi coletado com o auxilio de uma micro pipeta Varin P/N HN 80665 7105 NR 100 pL
SYR e armazenado em vial, sob refrigeracdo até serem submetidos a analise.

4.6 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

O dleo essencial obtido foi analisado por CG/EM, nas seguintes condi¢fes:
coluna VA-5 (30mx0,25mmx0,25um), temperatura de injecdo 250 °C, rampa de
aguecimento 60 °C — 3 °C/min -240 °C, gas hélio, fluxo de 1 mL/min.

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base nos indices de
retencdo (Adams 2007, Van del Dol e Kratz, 1964), calculados a partir da co-injecao

de uma mistura de n-alcanos e por comparacéo dos seus espectros de massas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

ApOs a elaboragéo do planejamento experimental e realizacdo dos ensaios,
os resultados de rendimento em volume, do 6leo obtido s&o apresentados na tabela

2.

Tabela 2 — Rendimento em volume das extracbes de 6leo essencial das folhas de Capim
Annoni-2, realizadas de acordo com planejamento fatorial prévio.

Extracéo Tempo de Biomassa Sup. De Tempo de Volume final

secagem (h) (9) contato extracdo (h) (uL)
1 24 20 Inteiro 4 230
2 24 60 Inteiro 4 275
3 24 60 pequeno 4 236
4 24 20 pequeno 4 199
5 24 20 Inteiro 2 165
6 24 60 pequeno 2 235
7 24 60 Inteiro 2 487
8 24 20 pequeno 2 267
9 48 40 Médio 3 274
10 48 40 Médio 3 75
11 48 40 Médio 3 152
12 72 20 pequeno 4 100
13 72 60 Inteiro 4 173
14 72 60 Pequeno 4 161
15 72 20 Inteiro 4 190
16 72 20 Pequeno 2 195
17 72 60 Inteiro 2 165
18 72 60 Pequeno 2 130
19 72 20 Inteiro 2 140

Verifica-se, com base na tabela 2, que o maior rendimento em volume de 6leo
foi obtido no ensaio 7, no qual utilizou-se menor tempo de secagem das folhas,
maior quantidade de biomassa e tamanho de particula.

A partir dos resultados obtidos foi possivel realizar um tratamento estatistico
dos ensaios, buscando identificar quais das variaveis exerceram maior influéncia no
rendimento de Oleo essencial. Na tabela 3 observam-se os dados resultantes do

tratamento estatistico dos experimentos.
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Tabela 3 - Dados estatisticos obtidos com base nos experimentos propostos pelo
planejamento fatorial 2°.

Fator Efeito Erro t student P
Média 202,579 19,64749 10,31068 0,000007
Var. 1 -105,000 42,82071 -2,45208 0,039807
Var. 2 47,000 42,82071 1,09760 0,304314
Var. 3 37,750 42,82071 0,88158 0,413711
Var. 4 -27,500 42,82071 -0,64221 0,538699
1/2 -46,000 42,82071 -1,07425 0,314042
1/3 -17,250 42,82071 -0,40284 0,697615
1/4 26,000 42,82071 0,60718 0,560564
2/3 46,750 42,82071 1,09176 0,306723
2/4 -15,500 42,82071 -0,36197 0,726746
34 5,250 42,82071 0,12260 0,905445

Os dados estatisticos apresentados na tabela 3 possibilitaram e elaboracéo

do grafico de Pareto (Figura 6), onde pode-se observar o resultado do planejamento

fatorial.
Grafico de Pareto

Var. 1 -2,45208
Var. 2 1,0976

2e3 1,091761

le2 -1,07425
Var. 3 0,8815827
Var. 4 -0,642213

led 0,6071828

1e3 -0,402842

2ed -0,361974

3ed 0,1226042

0 05 : 15 2 25 5
tralgss = 2,306

Figura 6 - Resultado do planejamento fatorial feito para o Capim Annoni-2

Por meio do grafico de Pareto observou-se que apenas o tempo de secagem
(variavel 1) foi significativo (confirmado na Tabela 2) pois, os melhores valores de
rendimento foram obtidos apds 24h de secagem. Possivelmente pelo fato de os
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maiores tempos no processo de secagem (48h e 72h) possibilitarem a continuidade
da atividade metabdlica da planta e a degradacéo do 6leo essencial (MARTINAZZO,
2010), é que se observou menor rendimento em 0Oleo. Segundo Simdes e Spitzer
(2003), a principal caracteristica dos Oleos essenciais € a volatilidade. Em geral nédo
séo estaveis, principalmente na presenca de fatores como ar, luz, umidade, metais e
calor. Sugere-se entdo que, quanto maior o tempo se secagem menor o rendimento
de Oleo obtido de folhas de capim annoni-2.

Observou-se nos experimentos realizados que o melhor rendimento em 6leo,
na maioria dos ensaios, foi com as folhas in natura (inteiras). Para Costa et al.,
(2005), em experimento realizado com capim lim&o, o rendimento de 6leo essencial
foi maior para folhas fragmentadas na forma de pé. Isso pode ter ocorrido devido a
localizacdo das estruturas secretoras das folhas. Segundo a literatura alteracfes
mecanicas causadas no tecido vegetal, como reducéo do tamanho do material a ser
seco, aumenta a taxa de secagem pela ruptura das células, facilitando o movimento
de agua e aumentando a superficie de evaporacédo, possibilitando menores perdas
dos constituintes por meio da respiracdo do produto e das atividades enzimaticas
(BARR, 1995).

Acredita-se também que essa contradicdo com a literatura ocorre devido ao
longo tempo de extracdo que acabou interferindo nos resultados, uma vez que maior
tempo de extracg;ao implica em perda de compostos volateis ([oleos esssenciais).
Oliveira (2012) demonstrou em seus estudos sobre o 6leo essencial de menta, que
apos 60 minutos de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger ocorre a

estabilizacao do rendimento em dleo.

5.2 ANALISE DO OLEO ESSENCIAL

A andlise dos constituintes do 6leo essencial de Eragrostis Plana Nees foi
realizada através de cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro de massas
(CG/MS). Essa analise identificou 11 componentes presentes no 6leo essencial, a
partir do espectro de massas em comparacdo com espectros existentes na
Biblioteca NIST 08.

Para a identificacdo dos constituintes do 6leo essencial foram analisadas
trés amostras escolhidas aleatoriamente. As figuras 7, 8 e 9 mostram o0s

cromatogramas de amostras do 6leo essencial de Eragrostis Plana Nees.
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Analisando-se 0os cromatogramas, pode-se verificar uma grande semelhanca
na composicdo das trés amostras analisadas, com exce¢do da amostra 3 que, além
dos compostos observados nas amostras 1 e 2, apresentou um componente com
tempo de retencdo em 57,133 min. Observa-se também, por meio dos
cromatogramas apresentados, que as amostras analisadas, possivelmente estavam
muito diluidas, devendo ser considerada a possibilidade de que os compostos
detectados e analisados néao representem a totalidade, ou a maioria dos compostos
presentes realmente no 6leo essecial de capim annoni-2.

A importancia da identificacdo dos componentes do 6leo essencial de capim
annoni-2, reside principalmente no fato de o mesmo apresentar potenciais
propriedades alelopéticas (FERREIRA et al, 2008a).

Na tabela 4 sdo apresentados o0s constituintes identificados no 6leo
essencial de Eragrostis Plana Nees, com suas abundancias (%) e tempos de

retencgao.

Tabela 4 - Compostos identificados no 6leo essencial de Eragrostis plana Nees com com seus
respectivos tempos de reten¢do e abundancias.

Compostos Presentes Tempo de Retencéo Abundéancia (%)
1 hidroxi - propan -2-ona 3,476 1,56
2-metoxi-1-(2-nitroetenil)-3-(fenilmetoxi)- 4,929 2,88
benzeno

isobutilmetilcetona — benziloxima 4,448 6,02
Tetracloroetileno 3,500 7,99

2 metil - octa-4,6 -diin-3-ona, 4,347 8,61
hepta-3,5-diin-2-ona 4,302 10,29
Clorobenzeno 4,059 14,35
2-6-di-terc-butil - hidréxi—4- metil-benzeno 28,257 15,50
1,6,7,8-tetrahidro-1,6-dimetil-4-oxo - 4H-pirido 28,276 16,02
[1,2-a] -pirimidina-3-carboxamida

2,4-bis-(terc-butil)-6-metil — fenol 28,271 16,75
Carbohidrazida 57,133 néo relatado

Observa-se que 0s compostos majoritarios encontrados no 0leo essencial de

capim annoni-2 foram: 2-6-di-terc-butil — hidroxi-4-metil-benzeno (15,50%), 1,6,7,8-
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tetrahidro-1,6-dimetil-4-oxo - 4H-pirido [1,2-a] -pirimidina-3-carboxamida (16,02%) e
2,4-bis-(terc-butil)-6-metil — fenol (16,75%), representando 48,27% da composi¢cao
total de oOleo.

As figuras 10, 11 e 12 mostram 0s espectros de massas e a estrutura quimica

para os trés compostos mais abundantes.
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Figura 11 - Espectro de massas e estrutura
quimica do 2,4-bis-(terc-butil)-6-metil -
fenol

Figura 10 - Espectro de massas e estrutura
quimica da 1,6,7,8-tetrahidro-1,6-dimetil-4-
0Xx0 - A4H-pirido [1,2-a] - pirimidina-3-
carboxamida
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Figura 12 - Espectro de massas e estrutura quimica
do 2-6-di-terc-butil-hidréxi-4-metil-benzeno
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apoés a analise dos resultados, observa-se que quanto menor o tempo de
secagem melhor o rendimento de 6leo essencial, sendo assim, acredita-se que para
melhorar a eficiéncia de extracdo poderia manter-se as 3 variaveis, quantidade de
biomassa, superficie de contato e tempo de extracdo, fixas e diminuir o tempo de
secagem. Além disso, o tempo de extracdo poderia ser menor, pois de acordo com
os dados analisados, fornece o melhor rendimento, aléem de ser economicamente
viavel.

Com relagao a quantidade de biomassa utilizada nos experimentos, observou-
se gue provavelmente ndo foi suficiente para proporcionar um volume de Oleo
essencial satisfatério para as analises, sendo recomendada uma nova avaliacao,
para continuacdo dessa pesquisa, relativa a quantidade de matéria prima a ser
utilizada.

Considerando a escassez de literatura especifica sobre as condi¢cdes de
extracdo do 6leo essencial ndo s6 de capim Annoni-2, mas da espécie Eragrostis,
bem como a auséncia de estudos de identificacdo dos componentes do Oleo
essencial desta espécie, este trabalho representa uma grande contribuicdo. E
importante ressaltar também, que este estudo apontou para a necessidade de
continuidade das pesquisas (por meio de trabalhos subsequentes), com o intuito de
determinar as melhores condi¢cdes para obtencdo de Oleos essenciais, tanto do
ponto de vista quantitativo quanto qualitativo, utilizando-se nédo apenas dos galhos,

mas também das raizes da espécie E. plana Nees.
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