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GLOSSARIO

Droga vegetal
Extrato padronizado

Extrato fluido

Extratos secos

Forma farmacéutica

Formulas farmacéuticas de

fitofarmacos

Farmacdgeno

Tintura mae

Preparado fitoterapico
intermediario

Principio ativo

Material vegetal in natura.

Extrato padronizado em um composto quantificavel.

E o extrato onde o solvente é evaporado até que a
concentracdo do principio ativo marcador seja similar aquele
encontrado na droga vegetal de origem.

Sao obtidos através da evaporacdo do solvente e tem uma
consisténcia similar a um po6. Apresentam uma concentracdo
muito superior de principio ativo do que a droga vegetal original.
Estabilidade na auséncia de umidade.

E a forma com que se entrega o medicamento ao paciente
(comprimidos, capsulas, drageas, locoes...).

Conhecimentos e técnicas de fabricacdo de medicamentos
preparados apartir de substancias ativas aplicAveis aos
produtos naturais.

Parte do vegetal que contém a maior concentracdo dos
principios ativos.

Sado preparacgles liquidas resultantes da acdo de dissolventes
ou de extratores de um insumo inerte hidroalcodlico sobre uma
droga vegetal. Sua representacao grafica € TM ou A.

Extratos secos padronizados em um composto ou familia de
compostos marcadores quimicos de qualidade.

Substancia quimica ou conjunto de substancias responsaveis

pela atividade farmacoldgica.
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RESUMO

A importancia dos estudos sobre as espécies de Valeriana brasileiras tem sido
estimulada para se obter quantidades viaveis de compostos fitoterapicos que possam ser
economicamente explorados. Neste trabalho procedeu-se ao estudo da composicéo
quimica de dos Oleos volateis obtidos por aparelho modificado de Clevenger de sete
espécies de Valeriana (V. chamaedryfolia, V. eichleriana, V. eupatoria, V. glechomifolia,
V. salicariifolia, V. scandens e V. tajuvensis.) usando-se a Cromatografia Gasosa (com
detectores de ionizacdo por chama e espectrometria de massas) aliada ao uso de
padrdes e dos indices de Retencéo de Kovatz. Foram identificados 243 compostos. Trés
espécies de Valeriana tiveram mais de 92 % dos compostos identificados e duas outras
espécies, 86 %. Os resultados foram comparados com os dados apresentados para V.
officinalis L. Foi estabelecida a separacado em dois grupos pela correlagédo do conjunto de
variaveis multivariadas e a analise de componentes principais (PCA) selecionou os
compostos que contribuiram significativamente para o agrupamento ou dispersdao de
espécies Valeriana. Também foram realizadas extracdes com fluido supercritico (SFE)
para a espécie V. tajuvensis, usando dois solventes extratores (CO, e propano). O
rendimento percentual obtido na SFE foi superior ao do hidrodestilado (cleavenger).
Houve a deteccdo de compostos ainda ndo relatados para a espécie, como a vitamina E,
o Y-tocoferol, esqualeno e estigmasterol. A partir do levantamento estatistico das
espécies de maior similaridade quimica, foram estabelecidos estudos relacionados a
extracdo por maceracao (EMAC), extracdo por Sohxlet (ESOX), extragao por ultra-som
(USE) e a extracdo acelerada por solventes (ASE) empregando a mistura solvente
etanol:agua (70:30 - v/v) para trés espécies (V. chamaedryfolia, V. glechomifolia e
V. tajuvensis) tendo o ultra-som apresentado melhores resultados, evidenciando a
presenca de 49 diferentes compostos entre eles polissacarideos, aminoécidos,
monoterpenos, sesquiterpenos, catequina, cumarina, flavona, valepotriato e amidas. A

Cromatografia Gasosa foi a ferramenta fundamental na andlise de Oleos e extratos.
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ABSTRACT

The importance of studies on the species of Brazilian Valeriana has been encouraged to
obtain viable quantities of phytotherapic compounds that can be economically exploited.
This work was carried out to study the chemical composition of volatile oils obtained by
the modified Clevenger apparatus of seven species of Valeriana (V. chamaedryfolia,
V. eichleriana, V. eupatoria, V. glechomifolia, V. salicariifolia, V. scandens and
V. tajuvensis) using the gas chromatography (with flame ionization and mass
spectrometry detection) coupled with the use of standards and Kovatz Retention Indices.
We identified 243 compounds. Three species of Valeriana had more than 92 % of the
identified compounds and two other species, 86 %. The results were compared with data
presented for V. officinalis L. Statistically, it was possible to separate them into two
groups by correlating the set of variables and multivariate principal component analysis
(PCA) selecting the compounds that contributed significantly to the clustering or
dispersion of Valeriana species. It was also performed the supercritical fluid extraction
(SFE) of the V. tajuvensis using two solvent extractors (CO, and propane). The yield
obtained in SFE was higher than those obtained by hydro-distillation (cleavenger). In
these extracts it was achieved some compounds that were not yet reported, such as
vitamin E, a -tocopherol, squalene and stigmasterol. From the statistical evaluation of the
chemical species, it was established studies on the extraction by maceration (EMAC),
Sohxlet (ESOX), ultrasonic (USE) and accelerated solvent (ASE) using a mixture of
solvents (ethanol:water - 70:30 v/v) for three species (V. chamaedryfolia, V. glechomifolia
and V. tajuvensis). The ultrasound extraction presented better results, showing the
presence of 49 different compounds including polysaccharides, amino acids,
monoterpenes, sesquiterpenes, catechines, coumarines, flavones, valepotriates and
amides. The gas chromatography was the key tool in the analysis of these oils and

extracts.
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| PANORAMA GERAL

A matriz que cria, modela, produz e acumula compostos organicos de
estrutura inédita € sem davida “A Natureza”. Deste manancial pode-se entdo extrair
substancias com acdes terapéuticas para o homem, mas que as vezes podem
apresentar toxicidade sobre organismos vivos. As estruturas complexas, sofisticadas
e especializadas devem ser testadas, nos dois ambitos: “acdo biolégica e
toxicidade”, a fim de serem selecionadas aquelas capazes de preencher os
requisitos de “prototipos ou modelos” no desenvolvimento de farmacos eficazes e
seguros 1% 34,

A contribuicdo do “Reino Vegetal’ tem sido muito significativa na descoberta
de novos medicamentos. Isto se da porque existe uma grande diversidade de
individuos que detém capacidade de sintese e armazenamento de energia,
transformando-a em metabdlitos ativos. Portanto, 0 material vegetal € um biorreator
capaz de realizar reacfes quimicas a temperatura ambiente, utilizando energia
natural (iluminacdo solar...), com maquinaria especializada (enzimas), precursores
previamente selecionados (constituintes do solo), caminhos de reagdo (mecanismos
adaptaveis) e em instalacbes renovaveis: o proprio vegetal. Ele realiza reacdes
basais para a manutencdo da vida, mas também pode manter a sintese de

metabdlitos especializados 4>,

A busca de substancias inéditas tem como objetivo suprir a caréncia de
medicamentos que amenizem ou levem a cura do céancer, da HIV/AIDS, da doenca
de Alzheimer, das doencas tropicais parasitarias como maléria, doenca de Chagas,
além o alivio da dor. Atualmente existe um numero consideravel de medicamentos
de origem vegetal submetidos a testes clinicos. Despontam compostos como o
paclitaxel, os derivados e analogos da camptotecina, artiter, galantamina e
tiotropium que se encontram sob investigacdo clinica em fases Il e Il "8 As
investigacbes em medicamentos de origem vegetal foram extremamente
impulsionadas pela descoberta de medicamentos eficazes contra o cancer. O taxol,
a vimblastina, a vincristina e a camptotecina tém atividade comprovada contra o
cancer. O uso destas substancias influencia positivamente a recuperagdao dos

pacientes nos tratamentos de varios tipos de cancer.
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O quimico-farmacéutico procura nestas fontes naturais, quase inesgotaveis,
compostos com potencial terapéutico e para isto, direciona seus estudos para as
relacbes entre as formas e as condicbes de extracdo, os procedimentos para o
isolamento, a caracterizacdo e o desenvolvimento de métodos de sintese. Também
desenvolve técnicas de qualificacdo e quantificacdo quimica que possuam
capacidade de avaliar a presengca de marcadores quimicos a serem empregados
como padrao de qualidade. Os compostos selecionados serdo submetidos a testes
para elucidacdo da acdo farmacologica e selecdo dos niveis terapéuticos e dos
niveis téxicos. Cumprida a etapa e aprovado o0 uso da substancia, prossegue-se
para a viabilizacdo da producdo do vegetal escolhido em maior escala, ou a
investigacdo da sintese parcial ou total do composto ou conjunto de compostos, a
fim de se estabelecer a forma farmacéutica para se prever a liberacdo deste novo
principio ativo no local de acdo ™49,

O investimento nestes novos farmacos determina a melhoria da qualidade de
vida em doencas crbnicas, ou, ainda, da propria sobrevivéncia do paciente afetado.
Além disto, do ponto de vista ecoldgico, a descoberta de farmacos de origem vegetal
€ um forte argumento conservacionista para o refor¢co das politicas de protecédo ao
patrimonio de fauna e flora do planeta terra 599, As florestas de climas tropicais e
subtropicais, incluindo a floresta Amazoénica e a Mata Atlantica estdo em evidéncia
nas pesquisas nacionais e internacionais, também sdo alvos da biopirataria de
grupos inescrupulosos Y. A exploracdo controlada dos recursos naturais abre
inlmeras oportunidades de pesquisa. Modelos internacionais de estudos
relacionados a biodiversidade de fauna e flora foram instituidos pela india, que
detém recursos genéticos ricos, além de um amplo conhecimento popular tradicional

sobre 0 emprego das plantas nativas ©.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ratificam a importancia das
pesquisas em fontes vegetais. Estes levantamentos descrevem que 30 % dos
medicamentos prescritos sdo derivados ou foram inspirados em substancias
derivadas de plantas superiores e que 20 % dos 281 farmacos considerados

essenciais originaram-se exclusivamente de vegetais 3.
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Carvalho e colaboradores ™

relataram que no Brasil o mercado de
fitoterapicos movimenta US$ 160 milhdes do faturamento da industria farmacéutica
crescendo numa propor¢cdo de 15 %. A cadeia produtiva envolvendo o setor
fitoterdpico movimenta anualmente cerca de R$ 1 bilhdo por ano. Em contraponto a
estes numeros, apenas 8 % das espécies vegetais da flora brasileira foram
estudados e 1.100 espécies vegetais submetidas a avaliacdo das propriedades
medicinais 4!, sendo registrados na MS-ANVISA (Ministério da Satde — Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) 80 medicamentos fitoterapicos em associacéo e
432 na forma simples, ou seja, contendo somente uma planta com liberacdo para a
exploracdo e a comercializagéo **"*°!. O Governo Federal Brasileiro através do MS
estuda a viabilidade de empregar 71 espécies de vegetais, no SUS Sistema Unico
de Saude a fim de estimular o desenvolvimento de fitofarmacos pela indastria

nacional 9,

Il ESTUDO DIRECIONADO A MATERIA-PRIMA VEGETAL

O estudo relacionado aos metabdlitos vegetais se divide em dois grandes
grupos: metabdlitos primérios e metabdlitos secundarios. Os primeiros sao
compostos essenciais a sobrevivéncia das espécies vegetais e animais e os ultimos
sdo substancias resultantes da biossintese especializada a partir dos préoprios
metabolitos primarios. As funcdes dos metabdlitos secundarios nos vegetais sdo
diversas e entre elas, estd a funcdo de defesa especializada contra predadores.
Também podem exercer atividades alelopaticas na polinizacdo #4®2% Ressalta-se
gue a biossintese do metabolismo secundario é especifica para cada classe de
compostos especializados e € estimulada ou ativada em funcdo da adaptacédo do
vegetal ao meio ambiente e as condi¢cdes edaficas. A sintese e o acumulo dos
metabdlitos s&o influenciados pela qualidade, diversidade e quantidade de
substratos absorvidos, assim como os tipos de hormoénios aplicados ao crescimento
e ao desenvolvimento do vegetal #2921,

Entre as diferentes estratégias adotadas para a selecdo de compostos

bioativos tém-se [922-25]:
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a) a escolha do vegetal a partir de relatos etnofarmacoldgicos populares;

b) a escolha a partir da descricdo da presenca de uma substancia “alvo”

similar em outras espécies da familia;

c) através de um “screening” quimico geral da planta empregando-se
diferentes formas de extracao.

Os estudos para a selecdo do melhor método e as melhores condi¢gbes de
extracdo devem levar em conta a classe de composto alvo, a viabilidade econémica
e a quantidade de residuo seco enriquecido com o principio ativo, assim como o

impacto ambiental dos restos de extragéo 242°.

A composicao quimica das espécies de Valeriana tem sido estudada desde o
final dos anos 60, visando a producdo de medicamentos para o equilibrio e
manutencdo das funcbes relacionadas ao SNC (Sistema Nervoso Central).
Pesquisadores constataram a presenca de 6leos volateis, valepotriatos (iridoides
nao glicosilados), iridoides glicosilados, alcaloides, flavonoides, taninos, entre outros
constituintes 263X, A literatura relata a identificacdo de compostos pertencentes a
classe dos aminoéacidos, acidos carboxilicos, carboidratos, entre outras substancias

de menor importancia para o SNC 4203238,

O emprego medicinal dos rizomas e raizes de Valeriana sp é relatado desde o
século V a.C., pois, na Grécia, essa espécie era empregada em problemas
digestivos que incluiam flatuléncia e nauseas. Os extratos aquosos foram
empregados em infeccbes do trato urinario, em célicas menstruais, como
antiperspirante, como antidotos para venenos e em infec¢des vaginais provocadas

por fungos 2638

(39]

. Os extratos também apresentaram atividades antiespasmodicas
hipnéticas, sedativas, tranquilizantes, tbnicas e estimulantes e
anticonvulsivantes. Atualmente o principal uso € como sedativo e ansiolitico leve
(3440451 'pesquisas recentes, realizadas por Circosta e colaboradores ¢, chegaram a
conclusdo de que os extratos preparados com raizes de V. officinalis podem ser
auxiliares empregados na prevencéo e na cura de doencas cardiorrespiratorias. Os

testes realizados demonstraram acdes inibitorias sobre os espasmos em coronarias
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e brénquios alveolares. Além destas acdes farmacoldgicas controlaram o aumento
da pressao arterial através do blogueio dos canais de calcio o que confere a estes

extratos propriedades moduladoras sobre o sistema cardiovascular.

Os primeiros metabdlitos secundarios estudados na familia Valerianaceae
foram os 6leos volateis “"%8 seguidos dos iridoides nado glicosilados (diterpenos -
valepotriatos) %% frequentemente citados como substancias sedativas e

ansioliticas com vantagens de ndo causarem dependéncia quimica.

A estrutura quimica dos valepotriatos ndo tém semelhanca alguma com
compostos benzodiazepinicos que sdo medicamentos ansioliticos e antidepressivos

s 064721 - A Jiteratura descreve ainda a

eleitos na terapéutica dessas enfermidade
efetividade do uso de medicamentos fitoterapicos de extratos de
V. officinalis na substituicdo e retirada do uso de benzodiazepinicos. Varios
pacientes relataram uma atenuacao dos efeitos colaterais provocados pela retirada
dos benzodiazepinicos pela diminuicdo da agitacdo excessiva, da boca seca, da

ansiedade e da perda do sono 344 67:68:73]

Dezessete espécies de Valerianaceae foram identificadas no Brasil. O estado
do Rio Grande do Sul é aquele que conta com a maior diversidade de espécies,
sendo contemplado com a presenca de doze espécies .

No inicio dos anos 90 um grupo de pesquisadores da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul se prop6s a estudar a composi¢cao quimica das espécies de
Valeriana a fim de tentar identificar aquela(s) que pudessem ser exploradas

economicamente ",

[76]

Os estudos de Salles e colaboradores descreveram a presenca de

valepotriatos diénicos e monoénicos na espécie V. glechomifolia Meyer. Em seguida,

Silva e colaboradores [

propuseram a quantificacdo de quatro valepotriatos
isolados de V. glechomifolia: acevaltrato, diavaltrato, dihidrovaltrato e valtrato em
nove espécies rio-grandenses empregando a técnica de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC).
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Salles e colaboradores " propuseram a viabilizagcdo do desenvolvimento
biotecnoldgico de culturas de calos e de cultivos micropropagados (in vitro), a partir
de V. glechomifolia Meyer. Foram selecionados os meios de cultivo e as condi¢des
edaficas que permitiram o acumulo e manutencdo da producdo de valepotriatos,

tanto pelo cultivo de calos como pelas plantas micropropagadas.

Recentemente foi proposta a adaptacdo de cultivos micropropagados de
V. glechomifolia & terra ["®\. Entretanto, a literatura especializada n&o traz nenhum
estudo relacionado a constituicdo de compostos volateis ou de qualquer outro

composto nas espécies do Rio Grande do Sul.
11 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem por objetivo estudar a composicdo quimica de
espécies de Valeriana do Estado do Rio Grande do Sul (V. chamaedryfolia, V.
eichleriana,

V. eupatoria, V. glechomifolia, V. saricariifolia, V. scandens e V. tajuvensis),
empregando metodos extrativos e técnicas analiticas cromatograficas a fim de
estabelecer comparagfes com a composi¢do apresentada pela espécie V. officinalis,

que tem o uso tradicional medicinal consagrado.
IV OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Caracterizar, identificar e quantificar os principais componentes dos 6leos
volateis de V. chamaedryfolia, V.eichleriana, V. eupatoria, V. glechomifolia,
V. saricariifolia, V. scandens e V. tajuvensis, obtidos por hidrodestilacdo em
aparelho de Clevenger modificado comparando estatisticamente os dados com 0s

da literatura para V. officinalis;

. Estabelecer as melhores condi¢cdes extrativas para partes aéreas da espécie
arbustiva V. tajuvensis Sobral, com fluido supercritico (SFE: do inglés
“Supercritical Fluid Extraction”) empregando-se os fluidos CO, e propano.
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. Caracterizar 0s extratos obtidos quantitativamente e qualitativamente
estabelecendo a composicdo de componentes quimicos e os comparando com 0s

dados da literatura para V. officinalis;

. Comparar o rendimento obtido e o tipo de constituintes obtidos das partes
aéreas provenientes de V.chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis quando
extraidas pelos métodos classicos: maceracdo e extracdo por Soxhlet e por
ultrassom e com liquido pressurizado, empregando a mistura extratora

etanol:agua (70:30 v/v) como solvente extrator;

. Selecionar o melhor método de extracdo e proceder ao fracionamento do
extrato de V.chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis visando identificar
compostos ou classes de compostos que possam ter alto valor comercial a ser

agregado ao mesmo para a manufatura de medicamentos e ou de alimentos.

V DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Para facilitar a compreensdo do trabalho e tornar mais didatica a sua
apresentacao, esta Tese foi dividida em capitulos contendo aspectos teoricos,
experimentais, resultados e conclusdes a cerca do tema discutido em cada capitulo.

Ao final faz-se uma concluséao geral do trabalho.
Os capitulos serao assim divididos:
Capitulo 1 : Referencial Bibliografico

Capitulo 2 : Estudo dos Oleos Volateis em Sete Espécies de Valeriana

Capitulo 3: Extracdo com Fluido Supercritico Aplicada ao Estudo de Espécie

Valeriana tajuvensis.

Capitulo 4 : Extragdo por Maceracdo, Soxhlet, Ultrassom e Liquidas Pressurizadas

aplicadas ao Estudo de trés Espécies de Valeriana.

Capitulo 5 : Consideracdes Finais
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CAPITULO 1

REFERENCIAL

BIBLIOGRAFICO
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1.1 FAMILIA VALERIANACEAE BATSCH

Desde a Antiguidade os extratos de rizomas e raizes de V. officinalis L. tém
sido empregados no tratamento de varias moléstias. A droga vegetal foi usada pela
primeira vez como sedativo na metade do século XVIII. Atualmente dentre as
inUmeras espécies da familia Valerianaceae, a V. officinalis € aquela cultivada em
grande escala e empregada industrialmente como matéria-prima no norte da

Europa ",

As pesquisas relacionadas as substancias ativas em Valeriana tém levado ao
isolamento e identificagdo de varias classes de compostos que detém acao
farmacoldgica diferenciadas. Os relatos sobre as primeiras investigacdes quimicas
referem-se a extracdo e isolamento de Oleos volateis e séo constituidos de
sesquiterpenos e acidos graxos °®. Logo apés foram isolados os valepotriatos,
substancias de potencial sedativo, que pertencem ao grupamento dos iridoides nao

glicosilados 77,

No Brasil a matéria-prima Valeriana, V. officinalis, é importada e distribuida
como matéria-prima para a manipulacao de formulas farmacéuticas e na fabricacéo
de drageas comercializadas como o nome de Valmane® e Valeriane®. As duas
especialidades farmacéuticas sao fabricadas com extratos padronizados em 6leos

volateis e em valepotriatos 7).

1.1.1 Taxonomia da familia Valerianaceae

[78] [79]

Cronquist e Gunn e colaboradores relataram que a familia
Valerianaceae Batsch possui entre 9 a 13 génens e abrangendo Valerianella Miller,
Centranthus DC., Nardostachys DC. e Valeriana L. O numero de espécies estimadas
para este género estd em torno de 350 (trezentas e cinquenta) espécies. Os
individuos da familia se distribuem em regibes temperadas e podem ocorrer no
noroeste da América do Sul ao longo dos Andes, onde se apresentam em grande

diversidade.

As trés espécies V. officinalis, V. wallichii DC. e V. edulis Meyer s&o as mais

importantes e tem um papel farmacolégico consolidado 2°?®. Dezessete espécies

Andréia Loviane Silva 10



PPG-IQ-Tese de Doutorado

brasileiras foram descritas e pertencem ao género Valeriana 48%8Y H3 relatos da

presenca de doze (12) espécies nativas no estado do Rio Grande do Sul 7]

, entre
essas V. chamaedryfolia, V. catharinensis, V. eichleriana, V. eupatoria,

V. glechomifolia, V. saricariifolia, V. scandens, V. reitzania, V. tajuvensis e V. ullei [,
1.1.2 Estudos farmacoldgicos relacionados a familia Valerianaceae

Na Grécia e Roma antigas 0s extratos aquosos de V. officinalis L. eram
prescritos como analgeésico, diurético e como antiespasmaodico. No século XVII foram
usados no tratamento da epilepsia. Nesta mesma época eram usados como
digestivos por possuir acdo carminativa e na reducao da flatuléncia e da ocorréncia
de nduseas, além de relatarem o uso para a diminuicdo de célicas menstruais, em
infeccbes urinarias e vaginais (antifingico). O uso desde antiperspirante até como
antidotos para picadas de cobras ®” Entretanto, o principal uso se difundiu no

século XVIIl como sedativo leve #7884

Os extratos preparados com 0s 6rgaos subterrdneos das espécies do género
Valeriana, assim como o0s do género Nardostachys, sdo usados na medicina
tradicional de culturas como a Chinesa, Mexicana e Alema visando a sedacao e a
inducdo do sono. V. officinalis € a espécie mais comumente usada no norte da
Europa. Detém o status de estar descrita em Farmacopeias Oficiais, sendo o
principal ingrediente de muitos fitofarmacos. Esta planta € consideravelmente
pesquisada, no que tange a se estabelecer as bases da atividade farmacolégica. O
que tem sido demonstrado pelo grande numero de estudos realizados com animais

e em estudos clinicos em humanos 40 4245 65; 68; 84:85]

De forma geral o uso terapéutico dos 6leos volateis tem sido descrito desde a
“Antiguidade”. As misturas de ervas e de aromas sao utilizadas na medicina chinesa,
tendo como prerrogativa a acao bactericida, antioxidante, antiprotozoaria e muitas
vezes sdo relatadas agbes ansioliticas e miorrelaxantes. O uso mais comum tem
sido na forma de condimentos associados a higiene e conservagdo de alimentos.
Atualmente os Oleos volateis sdo usados como aromatizantes, edulcorantes,

odoriferos em perfumaria e indstrias alimenticias e farmacéuticas #3888,
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Cerca de um terco da atividade farmacoldgica de extratos de Valeriana tem
sido atribuida diretamente aos compostos volateis sendo imputada a planta tanto

atividades sedativas e miorrelaxantes [40:65:67:68:89-94]

Os constituintes dos 6leos volateis sdo variaveis devido as diferencas
genéticas das populagbes e dos fatores ambientais e de cultivo. O constituinte
majoritario, valeranol, era tido como o responsavel pela atividade sedativa dos
extratos de V. officinalis °°). Como é caracteristico desta espécie, h& outros tipos de
sesquiterpenos. Muitos compostos como quessano, quessanol, valeranol,
valeranona, canocanol, criptofauronol tém demonstrado uma acao direta sobre as

amidalas localizadas no sistema nervoso central (SNC) 54,

Hendriks e colaboradores °® observaram que compostos volateis como o
acido valerénico e o valerenal provocaram decréscimo na atividade motora e
produziram ataxia em camundongos, 0 que sugere uma pretensa acao sedativa.
Para o acido valerénico foram descritos efeitos ndo especificos centrais, através da
administrac&o intraperitoneal em ratos, em doses de 100 mg kg™. Esses resultados
foram obtidos a partir dos testes realizados no equipamento Rotarod® e do teste de
tracdo animal. A atividade de locomogé&o espontanea destes ratos foi reduzida pela
administracdo de dose de 50 mg kg™. A dose provocou um aumento do tempo de
sono induzido por barbitdricos (BARB).

O 4cido valerénico na dose de 60 mg kg™ reduziu a atividade locomotora. Nas
doses acima de 400 mg kg™ causou hemorragia, convulsdo e morte Y. Hiller e
Zetler 7 testaram o efeito antipicrotoxina do &cido valerénico contido em extratos
aguosos de V. officinalis. Os resultados demonstraram a promocdo do efeito
anticonvulsivante em ratos pela antagonizacdo a picrotoxina com doses de 0,5-0,8
mg kg™. O acido valerénico tem demonstrado inibir a inducdo enziméatica do GABA
(do inglés Gama Amine Butiric Acid) sobre 0 SNC, resultando em sedagao [7396:98:99]
Estudos realizados no Japao mostraram que dois compostos isolados de V. wallichii
(monoacetato de quessoglicol e diacetato de quessoglicol) aumentaram a anestesia

induzida por hexobarbital %104

. A atividade do diacetato de quessoglicol foi
atribuida ao efeito inibitério sobre o SNC, entretanto, 0 composto néo inibiu a acéo

sobre a indugdo de Ulcera por estresse.
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Vérias formas farmacéuticas tém sido padronizadas em acido valerénico e
demonstraram sedacdo com dose dependente em administracao oral. A redugéo da
motilidade e o aumento do sono induzido por tiopental foram parametros de
avaliacao do extrato que foi comparado com a acéo do diazepam e a clorpromazina.

Os extratos demonstraram somente poucas propriedades anticonvulsivantes %%,

Oleos volateis de raizes de Valeriana e alguns compostos (isoborneol, acetato
de bornila e acetato de isobornila) sdo usados em aromaterapia 0 que sugere um
efeito sedativo pela inalacdo destes monoterpenos. A evidéncia formal foi

comprovada somente em animais ™%,

Estudos realizados com alguns compostos volateis como a valeranona,
extraidos de V. officinalis e de Nardostachys jamatamansii DC., demonstraram acéo
hipotensora em ratos nas doses de 5 mg kg™*. Nas doses maiores do que 100 mg kg
! verificou-se uma potencializacdo na queda da temperatura com perda de
coordenacdo motora. Além disso, nesta dose, houve protecdo contra Ulceras

provocadas por estresse 1],

Alguns alcaloides retirados de V. officinalis apresentaram o mesmo efeito dos
Oleos volateis quando testados em ratos, entretanto, foram encontrados em baixa

concentracdo nas plantas analisadas [262710410°],

Os valepotriatos, monoterpenos nao volateis, foram um dos primeiros
compostos a serem isolados em 1966. Konowa e colaboradores ®? descreveram
guimicamente as propriedades quirais e oticas dos valepotriatos. Eles contribuem de
forma global para a atividade farmacologica por possuirem acdo sedativa sobre o
SNC, entretanto o0s mecanismos fisioldégicos ainda nédo estdo totalmente

esclarecidos.

Alguns estudos de Santos e colaboradores %! e Dietz e colaboradores 1%
comecaram a esbocar os testes para mapear a agcdo dos valepotriatos como
inibidores do GABA 1997 oy agonistas parciais do receptor 5-HTsa. Os
valepotriatos tém sido aplicados nas desordens psicossomaticas e psicovegetativas

especialmente no caso de inquietacdes, ansiedade e tenséo %8,
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Atualmente, as preparacbes contendo Valeriana tém sido usadas no
tratamento de neurastenias leves e estresse emocional. Os valepotriatos agem
como pro-farmacos e séao transformados em homobaldrinal. Este ultimo tem reduzido
espontaneamente a motilidade de ratos %\ Wagner e Jurcic *** demonstraram a
acdo antiespasmodica de valepotriatos sobre o musculo liso de porcos da india. O
decréscimo na mobilidade de ratos também foi relatado por colaboradores M. O
efeito espasmolitico dos valepotriatos sobre musculos de porcos foi comprovado por

[70-72]

Hazelhoff e colaboradores Kohnen e colaboradores % descreveram os

efeitos farmacologicos da associacéo do propranolol com extratos de Valeriana.

Leathwood e colaboradores ! realizaram estudos relacionados ao aumento
da qualidade do sono em humanos com extratos aquosos de V. officinalis. Fink e
colaboradores %! evidenciaram as mudancas nos sinais do eletroencefalograma
(EEG) quando submeteram ratos a presenca de valepotriatos. A diminuicdo da
atividade locomotora também foi constatada ap6s a administracdo de

valepotriatos 124,

Em um estudo neurofisiologico realizado com gatos foram
administrados valepotriatos e extratos de V. officinalis. Nao ocorreram mudancas
nos sinais do EEG, entretanto, foi evidenciado efeito sedativo. O tonus muscular dos

[115-116]

animais tratados tornou-se relaxado Contraditoriamente Grusla e

s M7 e Krieglstein e Grusla '8 comprovaram que os valepotriatos, o

colaboradore
acido valerénico e a valeranona, assim como o0s Oleos volateis, ndo deprimem o
SNC, isso porque as substancias nédo foram encontradas para a inducdo da reducéo

do “turn over” de glicose em cérebros de rato.

A mistura comercial de valepotriatos contendo 80 % de dihidrovaltrato, 15 %
de valtrato e 5 % de acevaltrato produziu acédo espasmolitica mais intensa do que a
observada com doses semelhantes de papaverina. Estudos posteriores revelaram
que o isovaltrato, valtrato e dihidrovaltrato possuem um mecanismo de acao que
influencia a entrada ou a ligacdo de Ca™ no musculo e, desta forma, foram
classificados como agentes musculotropicos. A mistura acima também tranquilizou
camundongos, via oral, na dose de 31 mg kg™ . Gatos tiveram um decréscimo na

insonia, na ansiedade e na agressividade com doses similares ! %}

Andréia Loviane Silva 14



PPG-IQ-Tese de Doutorado

Estudos tém demonstrado que extratos aquosos de raizes e rizomas de -V.
officinalis contém quantidade apreciavel de GABA. Isto pode ser a causa direta da
sedacdo. Contudo ha muita controvérsia em torno da biodisponibilidade via oral
deste aminoacido. No mesmo estudo foram descritas as presencas de lignanas e
hidroxipinoresinol que tém habilidade de se ligar aos receptores benzodiazepinicos
(BDzs) 1Y,

Oshima e colaboradores 1'% descreveram a atividade antidepressiva dos
extratos metanolicos de raizes de V. faurei em ratos. Os extratos fracionados foram
monitorados para se saber qual o composto ativo, o alcool g-quessilico. Tambéem
foram avaliados os testes sobre a atividade antidrepressiva dos sesquiterpenoides

guaiano e valerano.

Stevinson e colaboradores % fizeram o levantamento sobre nove estudos
realizados em humanos, empregando placebo como controle e triagem realizada por
duplo cego, a partir da aplicacdo de preparacdes farmacéuticas simples de V.
officinalis. Obtiveram resultados controversos no que tange a promog¢éo do sono por
esta planta quando os dados foram tratados de forma estatistica. Nao ha evidéncias
conclusivas da acédo dos extratos de Valeriana, sendo necessario realizar-se uma

triagem rigorosa com novos estudos para verificar se a induz ao sono.

Marder e colaboradores B% isolaram o composto 6-metilapigenina de V.
wallichii. Provaram que este composto se liga aos receptores dos benzodiazepinicos
(BDZ), sugerindo ser este o flavonoide responsavel pela acdo ansiolitica. Fernandez
e colaboradores B testaram as propriedades ansioliticas do flavonoide linarina
isolado de extratos de raizes de V. officinalis atribuindo também a esse composto,

parte da atividade farmacoldgica desta espécie. Em 2005 12

0S mesmos
pesquisadores compararam o efeito da resperidina, flavonoide presente em extratos
de V. officinalis, com o diazepam. Fernandez e colaboradores *?? descreveram acéo
de flavonoides glicosilados sobre o SNC. Relacionaram os efeitos da resperidina e
da lignarina, isolados de V. officinalis, com os obtido por 2S-neoresperidina, 2S-
naringina, diosmina, gossipina e rutina que detém efeito depressor sobre o SNC.

Dietz e Mahady *®! estudaram a performance de extratos de V. officinalis contendo
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metabdlitos fixos e volateis, contra o acido valerénico, sobre o0s receptores
melatonina, GABAA e subtipos como a 8-serotonina. Descreveram a forte afinidade
de extratos apolares (éter de petréleo e diclorometano), preparados com raizes de
V. officinalis, com o0s receptores 5-HTs, (serotonina) no ndcleo supraquiasmatico

cerebral.

Simmen e colaboradores %! estudaram as mudancas metabdlicas ocorridas
sobre hepatécitos quando incubados com extratos frescos de V. officinalis e
Hypericum perforatum realizando o monitoramento fitoquimico e farmacoldgico
através de HPLC. A analise quantitativa por HPLC dos extratos de hepatdcitos
contendo Valeriana revelou consideravel atividade metabdlica de sesquiterpenos e
dos iridoides ocorrendo a O-acetilacdo. Testaram a acado inibitéria sobre os
receptores GABA in vitro com a forma &cida dos valepotriatos. Comprovaram que ha
uma extensa metabolizacdo dos valepotriatos quando isolados, sem demonstrar
uma inibicdo significativa sobre o GABA. Entretanto, ao serem testados juntos
quando testados juntos, o acido valerénico e os valepotriatos demonstraram

atividade efetiva sobre a inibicdo dos efeitos cerebrais causados pelo GABA.

Hattesohl e colaboradores [

prepararam varios testes aplicados a
camundongos e ratos, empregando trés tipos diferentes de extratos comerciais de V.
officinalis com a finalidade de dirimir os questionamentos sobre qual a verdadeira
acdo sobre o SNC dos extratos de Valeriana. Entre esses, a extragdo com 0S
solventes: metanol 45 % (m/m) e etanol 70 % de (v/v), além extrato etandlico
refinado 35 % (v/v) registrado como Phytofin Valerian 368. Os testes selecionados
foram os de atividade sedativa, atividade locomotora e anestesia induzida por éter,
para atividade ansiolitica - cruz elevada (plus-maze). Usou-se o nado forcado
(Porsol) e o teste da armadilha horizontal para testar as propriedades
antidepressivas e miorrelaxantes. Nenhum dos extratos de Valeriana mostrou efeito
sedativo nas doses 500 e 1000 mg kg™t. Nenhuma atividade espontanea de
locomocdo foi reduzida e nenhum aumento na narcose induzida por éter foi
evidenciado. Entretanto, numa dose em torno de 100-500 mg kg, os resultados
obtidos na cruz elevada revelaram um pronunciado efeito ansiolitico dos extratos

metandlicos 45 % (m/m) e etanodlicos 35 % (v/v), assim como com o Valerian 368.
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Adicionalmente e diferente do extrato primario (35 % v/v) Phytofin Valerian 368
mostrou acao antidepressiva no teste de nado forcado depois de um tratamento
subagudo. Os efeitos miorrelaxantes ndo foram observados nas doses acima de
1000 mg kg™. Devido a esses dados, a proposta atual é a de que os extratos de
Valeriana ndo sejam sedativos, mas sim, contenham atividade tanto ansiolitica e
como antidepressiva, o que contribui para as propriedades de indugéo ao sono por
Valeriana, em particular o extrato elaborado da Phytofin Valerian 368.

Bent e colaboradores “*! realizaram uma extensa revisdo bibliografica sobre a
acao de extratos de V. officinalis no tratamento da insbnia, pois ha muitos relatos
sobre a prescricdo para a indugéo do sono e para aumento da qualidade do sono.
Esta doenca tem afetado um terco da populacdo adulta aumentando as taxas de
auséncia permanente e de desestabilidade social. Revisdes sistematicas e
randomizadas através da selecdo de triagens controladas por placebo
estabeleceram uma relacdo direta entre a administracdo e o uso de extratos de
Valeriana com o aumento da qualidade do sono.

Além dos compostos quimicos descritos e citados foram identificados:
taninos, resinas, amido, acucares, flavonas, &cidos como cafeico, clorogénico e
malico, fitoesteroides (B-sistosterol), diversos acidos graxos (palmitico, estearico,
oleico, linoleico, araquidico e benzénico) e acidos aromaticos (benzoico, salicilico,
isoferrulico, resperitinico ou 3-hidroxi-4-metéxi-cindmico). Reconheceram-se dois
terpenoides: acidos valerénico e acetilvalerénico. Foram descritas as presencas do
hidrocarboneto  poliacetilénico, o  trideca-1-eno-3,5,7,9,11-pentno0 e o

acido (-)-3 B, 4 B-epoxivalerénico 122,

Formas farmacéuticas contendo extratos aquosos de V. officinalis séo
empregados concomitante com bromatos,, hidrato de cloral e fenobarbital no
tratamento de histeria e desordens nervosas . A atividade farmacolégica da
Valeriana deve resultar do conjunto de acdes determinadas pela presenca de

diversos compostos e ndo da atuacéo de um Unico constituinte 24,
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1.1.3 Toxicidade dos extratos de Valeriana

Von der Hude e colaboradores %! estudaram a decomposicéo dos produtos
valtrato e isovaltrato aos metabdlitos baldrinal e homobaldrinal, respectivamente. As
decomposi¢cées dos produtos de dihidrovaltrato n&o incluem o baldrinal como
metabdlito. A purificagdo dos compostos valtrato, isovaltrato, dihidrovaltrato,
baldrinal e homobaldrinal foi realizada a fim de ser investigada a genotoxicidade no
teste microssomal com Salmonella sp. e o0 SOS cromo-teste. Os valepotriatos
desenvolveram atividade mutagénica no sistema de teste somente na presenca do
“mix” ativador S9, enquanto que ambos baldrinais mostraram efeitos mutagénicos

em ambos os testes sem que houvesse a ativagdo metabdlica.

A toxicidade de extratos de Valeriana também foi avaliada por Tufik e
colaboradores ?®. Investigaram a substituicdo do tratamento realizado com BDZ
pela utilizacdo de extratos enriquecidos com valepotriatos para o tratamento de ratas
gestas. Empreenderam esforcos para estudar a utlizacdo prolongada de
valepotriatos (30 dias) por ratas gravidas. Chegaram a conclusdo de que o uso dos
extratos de Valeriana ndo altera o ciclo estral nem ao menos o nimero de fases
estrais durante este periodo. Ndo houve alteracdo na fertilidade, sem nenhuma

mudanc¢a na ninhada.

Yuangiang e colaboradores *?”) reportaram a descoberta de um novo iridoide
glicosilado: 10-isovalerinal canancosideo C e um novo sesquiterpeno que foram
isolados de rizomas e raizes de V. fauriei. Suas estruturas foram elucidadas através
de técnicas espectroscépicas. Esses compostos mostraram atividade de um fator de
crescimento nervoso induzindo neurite e a diminuicdo do crescimento em células do
tipo PC 12D.

A literatura sugere que os extratos de Valeriana induzem a genotoxicidade in
vitro (células ECV304) através de mecanismos mediados por oxigénio. Contudo néo
ha descricdo sobre o mecanismo genotdxico e epigenético in vivo. Neste intuito, Al-
Majed e colaboradores *?® determinaram os efeitos genotéxicos de Valeriana, em
células sométicas e germinativas de camundongos, investigando o papel epigenético

neste mecanismo. O protocolo incluiu o tratamento de camundongos com diferentes
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doses do extrato (500, 1000 e 2000 mg kg™ dia?) pelo periodo de 7 dias. O
experimento incluiu: (i) estudos citolégicos com o teste de micronucleos, (i) analise
citogenética por meiose cromossomica, (iii) analise citologica de anormalidade em
espermatozoides, (iv) quantificacdo de proteina e acidos nucleicos em células
testiculares, (v) quantificacdo de malondialdeido (MDA) e a nédo proteina sulfidrila
(NP-SH) em células hepéticas e testiculares. O tratamento aumentou a frequéncia
de micronucleos em eritrécitos policromaticos e diminuiu a razado de eritrocitos
policromicos (PCE) para eritrocitos normocromaticos (NCE) no fémur. Houve
aberracbes nos cromossomos do testiculo e indugdo de anormalidades nos
espermatozoides. A concentracdo dos acidos nucleicos foi reduzida nas células
testiculares. Essas mudancas podem ser atribuidas a mecanismos epigenéticos pelo
aumento da concentracdo de MDA e pelo decréscimo dos niveis de NP-SH das
células hepéticas e testiculares. As mudancas observadas podem ser atribuidas a
presenca dos valepotriatos e flavonoides (6-metil apigenina) e 2S(-)-(resperidina)
presentes nos extratos de V. officinalis.

Deciga-Campos e colaboradores 2 realizaram o teste AMES. Os resultados
revelaram que os extratos de V. procera induzem as muta¢cdes em S. typhimurium
TA98 com ou sem a fracdo microssomal S9, e TA100, na presenca da fracéo
enzimatica. Entretanto, a preparacdo tintura de V. procera, nao apresentou
mutagénica. Tradicionalmente os extratos de V. officinalis ndo s&o indicados para o
uso de gestantes, entretanto, ha poucos estudos que procuram estabelecer este

risco.

Yao e colaboradores *% propuseram um estudo com ratas fémeas nas quais
administrou-se, via oral, extratos de Valeriana numa concentracao de 45 % (m/v) em
etanol (fornecido pela MediHerb ®) diariamente sobre os dias de gestacdo (DG) 1-8
ou
8-15. Sobre o 20° DG, as ratas foram sacrificadas e os fetos, as placentas e os
ovarios foram coletados. Os fetos foram pesados e examinados quanto a
malformacdes. Nao havia sinais de toxicidade maternal evidentes. Os resultados
indicaram que Valeriana ndo teve efeitos adversos sobre a fertiidade ou o

desenvolvimento fetal. Valeriana induziu toxicidade em células embrionarias quando
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foram adicionados 6 pg mL™? de extrato por 26 h, em soro de rata, 10,5 dias de
gestacdo. Os resultados mostraram que o consumo de 65 vezes maior do que a
dose em humanos parece ndo causar efeitos adversos reprodutivos em ratos. Isso

pode ser um resultado do baixo pH do extrato que pode ter removido o potencial
citotoxico das moléculas epoxidadas.
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CAPITULO 2

ESTUDC DOS OLEDS

ESSENCIAIS EM SETE

ESPECIES DE VALERIANA
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2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Oleos volateis em Valeriana

Os 6leos volateis sdo compostos organicos ou um conjunto de substancias
organicas de estrutura quimica heterogénea, que ocorrem em géneros de plantas
superiores e inferiores, assim como em microrganismos “**. Apresentam-se na
forma sdlida e ou forma liquida. Os liquidos podem ser viscosos exalando ou nao

odores agradaveis #2132,

A volatilidade do aroma de algumas espécies acaba por estabelecer uma
relacdo estreita entre planta e o meio ambiente em que ela se desenvolve,
conferindo, entéo, a constituicdo quimica, varias funcdes: entre elas a de atracdo de
insetos e animais polinizadores, a protecdo ou autodefesa contra predadores ou
ainda a de modular algum tipo de acgéo toxica (alelopatia) sobre as germinacdes da

prépria planta e de plantas vizinhas [#23132:134],

Granicher e colaboradores %9

realizaram estudos histologicos por
microscopia eletrénica de varredura localizando a presenca de células oleaginosas
de reserva em V. officinalis localizadas na epiderme e no parénquima contiguo ao

cortex das raizes.

Os oleos volateis foram os primeiros compostos a serem extraidos e
identificados em espécies de Valeriana e V. officinalis assim como de suas
subespécies. O rendimento é significativo para V. officinalis e V. wallichii ®%*3¢-138

entretanto, a espécie V. edulis apresentou apenas tracos de compostos volateis M3,

Os Oleos extraidos das raizes de V. officinalis sédo classificados como
complexos, pois, em geral, apresentam mais de 150 compostos com grande
diversidade de classe de compostos, entre essas, hidrocarbonetos aciclicos,
monociclicos, biciclicos derivados oxigenados: alcoois, aldeidos, cetonas, fenois,

oxidos, acidos e ésteres.
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A Tabela 2.1 apresenta os estudos de Bos e colaboradores % e Holtz Y os
quais descreveram o rendimento obtido pela extracdo de 6leos volateis, &cido
valerénico e valepotriatos, relacionado as trés espécies mais utilizadas como

matéria-prima vegetal em medicamentos fitoterapicos.

Tabela 2.I: Constituintes (em peso seco em Qf %) dos principais grupos de

metabdlitos secundarios em espécies de Valeriana 12441,

Espécies Acido valerénico Valepotriatos Oleos volateis
Bos Holtz Bos Holtz Bos Holtz

V. officinalis 0,05-0,9 |0,08-0,3 |0,8-1,7 0,5-2,0 0,5-2,0 0,3-0,7

V. wallichii Auséncia | Auséncia | 1,9-3,5 3,0-6,0 0,1-0,9 0,1-3,0

V. edulis Auséncia | Auséncia | 8,0-12,0 | 4,0-7,0 <0,1 <0,1

41 3 composicdo dos o6leos volateis é

Segundo Bos e colaboradores,
altamente influenciada pela origem do material vegetal, no que tange ao genotipo, a
composi¢cdo do solo e ao clima no qual a espécie € submetida. Em V. officinalis
guatro compostos podem ser classificados de quimiotipos: a valeranona, valerianol

(elemol), criptofaurinol e valerenal.

Com o auxilio das técnicas de indice de retencao (RI) e co-injecdo contra
padroes foram identificadas as classes: monoterpenos (borneol, canfeno, geraniol,
a-pineno,  a-terpineol), os sesquiterpenos (azuleno, p-cariofileno, faurinona,
pacifigorgiano, tamarisceno, valeranona, ((-)-pacifigorgiol) e os &cidos
sequiterpénicos (acido valerénico, isovalerénico). A ultima classe quimica desponta
como aguela com compostos candidatos a marcadores

quimiotaxondémico [76:83:92: 136-140]

A Tabela 2.II apresenta as estruturas comuns dos componentes encontrados
em 6leos volateis provenientes da familia Valerianaceae!®®. A Tabela 2.11l apresenta
0 resumo sobre os estudos recentes relacionados aos Oleos volateis obtidos de
espécies de Valeriana contendo rendimentos, técnicas de preparo e analise, assim

como das condi¢cfes de analise dos compostos volateis.
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Tabela 2.Il: Estruturas de alguns compostos comuns a oOleos volateis em
Valerianaceae [*?.
Classe Substancias Estruturas Quimicas
CHg
Monoterpeno OH
Oxigenado L- borneol ¢
CHg
0,CCH,4
Mon_oterpeno Acetato de bornila c
Oxigenado
ey’
Monoterpeno
. Isoborneol ‘
Oxigenado
Sesqwterpeno valerianol
Oxigenado ?‘
O
CH,OH
Seqwterpeno Valerenol
Oxigenado
. O
7/
Sequiterpeno Valerenal

Oxigenado

Sesquiterpeno
Oxigenado

Acido valerénico

Sesquiterpeno
Oxigenado

Valerenona

Sesquiterpeno
Oxigenado

Quessano

I
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Tabela 2.11l: Resumo sobre os estudos recentes relacionados aos 0leos volateis obtidos de espécies de Valeriana.

, . N° de
Espécie Local de coleta Metod~o Me‘Eqdo compostos Colmpo,st.os Ref.
Extracéo Analitico . oo Majoritarios
identificados
1.V. celtica ssp. norica L. Gleinalm - .
2.V. celtica ss ' norica 2.Schoberriegel HD GC/FID 17 a-patchouleno,viridiflorol, a-cadinol, [142]
3.V. céltica Ssp' ennina (Austria) GC/MS alcool patchouli
V- P-P 3. Aosta (Italia)
1 Cultivar Select 1. valerenal, acetato de bornila, 15-acetoxi
V. officinalis L 2.Cultivar Anthose HD GC/FID 43 valeranona, acido valerénico, canfeno [143]
' ' (New Jersey-USA) GC/MS 53 2. valerenal, acetato de (-)-bornila, a-humuleno,
y canfeno, 15-acetoxi valeranona, acido valerénico
Quimiotipos:
. e ll.
Nainital,  Dwali ggﬂg 1. maliol, viridiflorol
V. wallichii DC. Bageshwa, HD NMR (H'e - II. alcool patchouli, viridiflorol, [144]
Ranikhet Khati ct) alcool 8-acetoxi-patchouli
(India)
Baitadi (Nepal)
V. pyrolifolia Dene Raisglsh?}tsjrftos) HD ggﬁ;:g 45 valeranona, alcool patchouli, 2,6-dimetoxifenol [145]
GC/FID . . . L. .
- 1. Folhas 1.20 1. 4&cido 3-metil valérico, maliol,
V. wallichii DC 2. Raizes HD GCIMS 2.23 2. maliol, B-gurjuneno [146]
V. hardwickii Wall. var. Mildo HD GC/FID o8 valeracetato acetato de bornila, [147]
arnottiana Wight (Himalaya) GC/MS linoleato de metila, cupareno, w-cedreno
GC/FID B-atlantona, 14-hidréxi-9-epi-(E)-cariofilleno, viridiflorol,
V. sisymbriifolia Vahl Ird HD GC/MS 41 acido isovalérico, (Z)-a-bisaboleno, [148]
epoxido de alo-aromadendreno, borneol .
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Continuacéo da Tabela 2.1l1:

o]
. Método Método N° de Compostos
Espécie Local de coleta ~ o compostos S ref.
Extracéo Analitico . oo Majoritarios
identificados
1.V. officinalis L.
2.V. pancicii Halacsy & 1. 53 (89,5%)
Bald. : 2. 37 (88,3%) 1: acetato de a-quessila, acetato de bornila,
3.V. bertiscea Pancic Mir?trgrlwaeero HD ggl;/:g 3.NR 2: &lcool patchouli, [149]
4.V. montana L. 9 4.50 (93,6%) 3. 4. e 5: &cido isovalérico, acido 3-metil valérico
5.V. braunii-blanquetii 5.60 (87,5%)
Lakusic
canfeno, a-fecheno, acetato de mirtenila,
V. officinalis L. Lituania HD GC/FID 93 o-elemeno, p-felandreno, inesol, valerlanql, [150]
GC/MS valeranona, valerenal, acetato de a-quessila,
acido hexadecanoico
V. officinalis L. Ira HD e SFE GC/FID HD:_47 HD: acetato de bornila [151]
GC/MS SFE: 35 A .
SFE: 4cido isovalérico

HD= hidrodestilacdo; SFE= extracdo com fluido supercritico.
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Singh e colaboradores ™*? propuseram um método de quantificacdo de &cido
valerénico que foi aplicado a extratos de V. jatomansi e V. officinalis. A técnica utilizada
foi a cromatografia em camada delgada de alto desempenho (HPTLC) método simples,
rapido, de baixo custo e que se demonstrou efetiva. O composto é estavel e por isto tem
sido usado como um dos marcadores quimicos para as espécies de Valeriana. O mesmo
contribui substancialmente para a atividade sedativa e antiespasmdédica dos O6leos
volateis e dos extratos de V. officinalis. A separacdo e a quantificacdo do &cido
valerénico foram realizadas por HPTLC (do inglés “High Performance Thin Liquid
chromatography”) empregando-se a fase modvel ternaria hexano: acetato de etila: acido
acetico (80:20:0,5 v/v) e a fase estacionaria silica gel 60F,s4) sob o suporte de aluminio.
A concentracao final do acido valerénico foi determinada, apdés a derivatizagdo com
anisaldeido acido sulfurico, pela absorcéo por refletancia. A medida densitométrica foi
realizada a 700 nm e as curvas de calibracao apresentaram linearidade em intervalos de
500 ng a 2,5 pug.

2.1.2 Métodos de extracdo de o6leos volateis

A aplicacdo de diferentes métodos de extracdo é realizada levando-se em conta a
localizacdo do 6leo volatil na matéria-prima vegetal. Também considera a forma pela
qual serdo utilizados. Na literatura especializada encontram-se descritos os metodos de
extracdo de Oleos que empregam a enfloragcdo, o arraste com vapor de agua, a
hidrodestilacdo, a extragcdo com solventes organicos, a prensagem e a extragao com

o 152

fluido supercritic ], HA um maior destaque para o método de hidrodestilacdo que é

aceito como o padréo de extracdo segundo a Farmacopeia Brasileira IV %%,
2.1.2.2 Hidrodestilac&o

A hidrodestilacdo envolve duas substancias imisciveis: a agua e a mistura de
compostos volateis a ser destilada. O método leva em conta a pressdo de vapor dos
Oleos volateis. A presséo de vapor dos 6leos volateis € mais elevada do que a da agua e,

portanto, arrastara os compostos volateis.

O vapor saturado tem propriedades diferentes da agua no estado liquido, ou seja,

a polaridade do vapor é diferente, permitindo o transporte de varias substancias de peso

21;153-155
el

molecular e polaridade variadas sobre a sua superfici ], De acordo com a lei de
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Dalton, a pressao total de vapor de uma mistura de duas fases é igual a soma da

pressdo de vapor dos i componentes puros individuais.
P=P1+ Py + ...+ P;

Desta forma, a hidrodestilacdo € o método de elei¢do classico, preconizado pela
Farmacopeia Brasileira IV *¥ e pela OMS ™%, para extracdo de compostos volateis de
plantas recentemente coletadas. O equipamento foi desenvolvido por Clevenger e sofreu
modificacdes ao longo do tempo . O vapor é separado dos compostos volateis depois
que sofre a condensacao e por diferenca de densidade se separa ora sobre a agua
(d<1), ora sob essa (d>1). O 6leo é entdo coletado passando posteriormente pelo
processo de secagem por Na,SO, anidro. O uso desta técnica € indicado para
substancias termo-resistente ™*°. E o método mais difundido industrialmente para
obtencdo de O6leos volateis. Todavia, apresenta o inconveniente de proporcionar a
formacdo de artefatos quimicos. Isto se da em funcdo das altas temperaturas a que o

material vegetal é submetido %!,

O tempo padronizado para esta operacédo unitaria — hidrodestilacdo *°% é o de 4 h.

(1571 Jantan e colaboradores %8

Entretanto, Charles e colaboradores
Venskutonis % e Ehlert e colaboradores ** demonstraram que a qualidade e a
quantidade da fracdo volatil sdo afetadas pela variagdo do tempo de hidrodestilagdo dos
Oleos volateis. O tempo deve ser estabelecido para cada matéria-prima vegetal e para as

particularidades apresentadas por cada uma delas.
2.1.2.3 Métodos de amostragem e andlise de 6leos vo lateis
2.1.2.3.1 Técnicas de preparo de amostra

Nikiforov e colaboradores %Y realizaram estudos qualitativos sobre a composicéao
dos Oleos volateis de V. officinalis empregando a técnica “Headspace”. As amostras
foram submetidas a andlise cromatografica por GC/FID e GC/MS. Foram caracterizados
40 compostos, entre esses, 0s monoterpenos canfeno, acetato de bornila, a-pineno,
isovalerato de bornila, mirceno, borneol, terpinoleno e fencheno, além dos
sesquiterpenos, S-cariofileno, valerenal, valeranona, a-gurjuneno, quessano e o0 acido
isovalérico com seus derivados. Os ultimos compostos apresentam-se predominantes

sobre os demais constituintes em concentragdes acima de 2 %.
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Bicchi e colaboradores *®? acoplaram a técnica de headspace a técnica de
microextracdo em fase solida (SPME), testaram cerca de 8 diferentes fibras comerciais.
Selecionaram as fases de melhor performance extrativa considerando os componentes
volateis para V. officinalis. A fase liquida selecionada foi o polidimetilsiloxano e a fase

sélida o carboxeno e o divinilbenzeno.

Com a finalidade de resolver os problemas de interferéncia da matriz,
Schierffer % utilizou a extracdo em fase solida (SPE) aplicando o ensaio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a quantificacdo em compostos
nutracéuticos. A fase que proporcionou a remocgéo, a resina C-18 SPE, conseguiu
remover os interferentes e promover o “clean-up” dos acidos valerénicos provenientes de

V. officinalis.
2.1.2.3.2 Métodos de identificacdo e caracterizacdo  para 6leos volateis

Os métodos cromatograficos empregados para a andlise de 6leos volateis podem
ser do tipo sélido/liquido (CSL) ou do tipo cromatografia em fase gasosa (GC), com
identificacdo realizada por indices de retencdo (RI) ou por técnicas espectroscopicas:
espectrometria de massas (MS), ressonancia magnética nuclear (RMN) ou

infravermelho (IR).

A técnica de eleicdo para a andlise de 6leos volateis € a GC/MS. Seu uso requer
padrées e um banco de dados que contemple valores de tempo de retencédo que devem
ser confrontados com os dados obtidos experimentalmente. Alguns fatores provocam
variacado entre espectros obtidos em aparelhos diferentes que ndo condizem com dados
bibliograficos. Certas substancias podem apresentar grande numero de isdmeros que
podem sofrer rearranjos originando espectros formados por fragmentos com relacéo

massa/carga (m/z) iguais, diferindo na intensidade dos picos e no tempo de retencéo ©7.

Portanto, algumas técnicas vém a suprir as deficiencias do GC/MS, como
espectroscopias adicionais (NMR ou IR) ou como colunas cromatograficas quirais para
alcancar resultados confiaveis.

O NMR é a técnica indicada para a identificacdo dessas substancias, entretanto,
ha escassez de dados disponiveis na literatura quando se trata de sesquiterpenos. Para

essa analise ter sucesso, 0 constituinte desejado precisa estar presente em
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concentragcdes superiores a 80 %, ou ainda ser possivel seu isolamento por técnicas

cromatograficas 143144

Fokialakis e colaboradores 184

estudaram a composi¢cdo quimica dos Oleos
volateis obtidos através da hidrodestilacdo de raizes, caules e inflorescéncias de
V. italica e V. tuberosa. A técnica empregada foi GC/MS, a partir da qual foram
identificados 73 e 41 constituintes, respectivamente. O composto majoritario obtido do
Oleo de raizes de V. italica L. foi isolado e estudado por espectroscopia de NMR e por
modelagem molecular, sendo denominado de 15-acetOxi valeranona. A constituicdo do
Oleo obtido de V. tuberosa ndo mostrou a presenca sesquiterpenos valeranona ou

quessano.
2.1.2.3.3 Cromatografia em fase gasosa

Amostras complexas exigem métodos de preparacao e analise com boa resolucéo
e performance. A cromatografia € o método analitico utilizado para separacao,
identificacdo e determinacdo de componentes quimicos nos 0leos volateis. A GC detém
caracteristicas especiais possibilitando a obtencdo de resultados exatos, precisos e
robustos. Ela € amplamente empregada na analise de compostos volateis, distribuindo
0s componentes da amostra entre a fase estacionaria, um liquido de alta densidade, e a
fase movel, um gas inerte. As interacbes da amostra com estas duas fases e o
movimento da fase movel, resultam na migracdo diferencial dos componentes da
amostra proporcionando a sua separacdo. A natureza da fase movel e da fase
estacionaria torna-se o ponto crucial de escolha, pois 0 sucesso na separacdo se

correlaciona intimamente a eles.

A deteccéo das misturas volateis é realizada por detectores de espectroscopia de
massas (MS) e por ionizacdo em chama (do inglés “Flame lonization Detector”). Ambos
permitem qualificar e quantificar os compostos volateis através da analise contra padroes
e contra bibliotecas comerciais, como a NIST ©. Outra forma é a de utilizar a sistemética
dos indices de reten¢éo (RI), amplamente estudados por Adams, para que se compare a

constituicdo das misturas complexas inéditas 87165167,

A cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas GC/MS propde-se
a identificac@o dos picos cromatograficos individuais proporcionando a diferenciacdo pela

massa molecular que, ao se fragmentar, em fragmentos de massa caracteristicos para
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cada tipo de rompimento de ligagdo quimica, permitindo a coleta de informacdes sobre a
funcdo organica de cada composto. O padrao de fragmentacdo pode ser associado e
comparado com os dados obtidos em bibliotecas espectrais comerciais. A comparagao
entre os dados experimentais e os dados apresentados pela biblioteca eletrénica é
realizada por probabilidades ou percentuais de aproximagéo da identidade da substancia
analisada 718159 Entretanto, o método de identificacdo mais seguro é o proposto por
Kovats " que considera os dados fornecidos por indices de retencdo obtidos por
GC/FID. Esta técnica propde a comparacdo entre o tempo de retencdo dos picos
cromatograficos relativos (corrigidos) obtidos na amostra e em padrdes de sequéncia
homéloga de n-alcanos. Tais indices permitem uma comparacdo de dados entre
diferentes laboratorios assim como com dados divulgados pela literatura especializada
[166:1691 'Na pratica a comparacdo é feita através da sobreposicdo dos cromatogramas da
amostra ao dos padrdes de alcanos usando as mesmas condicdes de analise. A
identificacdo obtida nessas condi¢des € apenas uma sugestao quando realizada em uma
Gnica coluna. No entanto o resultado se torna mais seguro se as mesmas condicoes
forem estabelecidas para colunas polares como para apolares. Quanto maior o numero
de fases polares e apolares testadas, maior sera a especificidade do célculo do indice de
retencao.

A aceitacdo desse método sO é dada através da injecdo em ao menos duas
colunas de polaridades diferentes. Exemplo disto tem-se a fase apolar de

polidimetildifenilsiloxano (DB5, OV5) e a fase polar de polietilenoglicol (DBWax, -

Carbowax) *°1. O célculo do indice de Kovats empregado é feito através da seguinte
formula:
| = 100z + 100 {tr, - tr)
(trz+"| - trz)
Onde:

-z =numero de atomos de carbono do alcano de menor peso molecular
- try =tempo de retencdo do composto “X” (intermedidrio a tr, e tr,.+1)
- tr, = tempo de retencdo do alcano com “n” carbonos

- tr,+1 = tempo de retengdo do alcano com “n + 1”.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material vegetal

Espécies vegetais V., chamaedryfolia, V. eichleriana, V. eupatoria,
V. glechomifolia, V. saricariifolia, V. scandens e V. tajuvensis pertencentes a familia

Valerianaceae foram selecionadas e utilizadas neste estudo.
2.2.2 Coleta e a identificacéo das espécies de  Valeriana

As espécies de Valeriana foram coletadas no estado do Rio Grande do Sul
(Tabela 2.1IV) e as amostras testemunhas das sete espécies foram depositadas no
herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS-ICN). Todos os
materiais vegetais foram transportados & temperatura de 4 ° a 8 °C e armazenados a
-20 °C. As espécies foram coletadas por Andréia Loviane Silva (UFRGS), identificadas
por Marcos Sobral (UFRGS - UFMG) e Sérgio Bordignon (ULBRA-RS). O local, o coletor
e 0 n° de depdsito estéo listadas na Tabela 2.1V :

Tabela 2.1V: Locais de coleta das espécies de Valeriana.

Espécies Local de coleta Coletador Deposito Data de
N° ICN coleta

V. chamaedryfolia Parque Itapué- Bordignon, S. |Sobral 8767 Dez. 2004

Cham. & Schitdl. Viam&o-RS-BR (ULBRA)

V. eichleriana (C. A. RS 110 - Séo Bordignon, S. Jarenkow & Bueng Jan. 2007

Mull.) Graebn. Francisco de Paula |(ULBRA) 1161

V. eupatoria Sobral RS 110 — Jaquirana- |Bordignon, S. |Sobral & Mir6 8604 Jan. 2007
RS-BR (ULBRA)

V. glechomifolia Meyer RS 110- Sdo José dos|Silva, A.L. Sobral 77332 Nov. 2004

Ausentes-RS-BR (UFRGYS)
V. salicariifolia Vahl RS 41 — Aurea-RS-BR|Silva, A.L. Sobral et al. 8095 Dez. 2004

(UFRGS)

V. scandens L. RS 110 — Jaquirana- [Bordignon, S. |Sobral et al. 8839 Jan. 2007
RS-BR (ULBRA)

V. tajuvensis Sobral Trés Cachoeiras — Silva, A.L. Sobral & Silva 9058 Dez. 2005
Tajuvas-RS-BR (UFRGS)

Na Figura 2.1 estdo apresentadas fotos das espécies de Valeriana estudadas

nesse trabalho, nativas do Rio Grande do Sul.
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(b)V. eichleriana

(a)V. chamaedryfoila (c) V. eupatoria

(d)V. glechomifolia (e)V. saricariifolia (V. scandens

Figura 2.1: Fotos das espécies de Valeriana nativas do Rio Grande do Sul e que foram

estudadas neste trabalho (SILVA, 2008).

2.2.3 Critérios para a selecao de partes do materia | vegetal

Os critérios adotados para a utilizacdo total das partes aéreas ou em partes

(separacdo em caules, talos, folhas, flores e rizomas) foram o tamanho das espécies

vegetais, as quantidades colhidas e a viabilidade de separacdo em diferentes partes,

apos a secagem por liofilizagao.

Andréia Loviane Silva



PPG-IQ-Tese de Doutorado

Optou-se por nao utilizar as raizes de todos os individuos vegetais com a
finalidade de preservar estes individuos distribuidos em menor nimero ou em estado

precario ou de dificil acesso.
2.2.4 Preparo do material vegetal

Duas maneiras de preparo do material vegetal foram estudadas, com intuito de
selecionar aguela com os maiores rendimentos de extracdo. A primeira forma empregada
foi aquela se empregando a planta congelada (- 20 °C) in natura. A segunda forma

aplicada a liofilizacdo do material vegetal.

O material vegetal liofilizado foi moido em moinho de facas (mod. Retsch Sk1-
Retsch ©), dotado de tamis com saida de 1 mm de abertura de malha. O material vegetal

resultante foi armazenado a -4°C até que se procedesse a hidrodestilacéo.
2.2.5 Estudos preliminares

2.2.5.1 Massa vegetal a ser utilizada na hidrodesti  lacao

A determinacdo da quantidade de material vegetal para a hidrodestilacdo foi
realizada a partir de 100 g, como preconizado pela Farmacopeia Brasileira IV 3. A fim
de aperfeicoar o processo de extracdo de volateis optou-se por aumentar a quantidade
de material vegetal. Testou-se um aumento progressivo da massa vegetal através da
duplicacéo e da quadruplicacdo da massa vegetal, ndo foi necessario coletar o material
novamente. O aparelho de hidrodestilacdo empregado foi o Clevenger modificado, sendo
hidrodestilado foi recolhido em 1 mL de xilol e ressuspendido em hexano. A selecéo
vegetal levou em conta a quantidade de material coletado e o minimo de rendimento
para ser medido em Clevenger modificado. Testaram-se as duas alternativas: o material
vegetal in natura e o material vegetal seco pelo processo de liofilizagdo. A quantidade da

massa vegetal foi estabelecida levando em conta:

a) O volume maximo ocupado pelo material vegetal em um baldo de fundo
oredondo de 5 L (cinco litros), o qual propiciasse alguma espécie de
rendimento em Oleo assim como mantivesse um limite de seguranca de

trabalho (evita o refluxo);
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b) O volume maximo de material vegetal que pudesse ser empregado no

triturador e homogeneizador;

c) A quantidade de material vegetal que permitisse a afericAo de medida de

volume de oleo volatil extraido em Clevenger modificado.

2.2.6 Metodologia da amostragem e selecdo de materi al vegetal para
hidrodestilacao

Os materiais vegetais in natura e liofilizados foram selecionados por catagcao
manual. Estes foram misturados, quarteados e amostrados aleatoriamente até atingir a

massa selecionada no item 2.2.5.1.
2.2.7 Secagem do material vegetal pelo processo de liofilizacéo

ApoOs o congelamento, freezer (— 20°C), os materiais vegetais provenientes de
sete espécies de Valeriana foram colocados em bandejas revestidas de papel aluminio,
adaptadas a cuba do liofilizador (MODULAR MOD. 5260 MOD. 4K, EDWARDS ©,
INGLATERRA). O sistema de vacuo foi mantido com o apoio de atmosfera inerte, pelo

emprego de nitrogénio sob presséo durante 72 h.
2.2.8 Perda por dessecacéao

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico, utilizando-se
balanca com sistema de secagem por radiagéo infravermelha. Cerca de 3,0 (+/- 0,50) g
do material vegetal foi colocada em prato de aluminio préprio da balanca, obedecendo as
seguintes condi¢cfes: 15 min e temperatura de 105 °C até alcancar a estabilidade da
leitura. Foi adotado o intervalo de 15 min entre cada determinagédo para que a balanca
resfriasse. A média obtida entre as triplicatas foi expressa em massa seca de material
vegetal (g %). O equipamento utilizado foi um determinador de umidade com sistema de
secagem por radiacdo infravermelha (BL-IR, MARTE ®, MOD. 1D200, SAO PAULO —
BRASIL). O material vegetal seco foi triturado em moinho de facas adaptado com tamis
com abertura de malha de 1 mm (MF, MARCONI®, MOD.MA 048, SAO PAULO -
BRASIL).
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2.2.9 Obtencéo dos oleos volateis de espécies de  Valeriana

2.2.9.1 Preparo do homogeneizado vegetal

Quatrocentos gramas (400 g) de material vegetal proveniente das espécies,
V. chamaedryfolia, V. eichleriana, V. eupatoria, V. glechomifolia, V. saricariifolia,
V. scandens e V. tajuvensis foram pesados em balanca semi-analitica
(BELL MARK® 2200), triturados e homogeneizados durante 20 min com o auxilio de
triturador mecanico, (POLI® MODELO LS-04) para a abertura e cominuigéo dos tecidos
vegetais. A seguir o homogeneizado vegetal foi transferido quantitativamente, com o

auxilio de &gua deionizada, para um baldo de vidro de 5 L (cinco litros).
2.2.9.2 Método de hidrodestilagéo

O homogeneizado obtido no item anterior, contido no baldo de cinco litros, foi
acoplado ao aparelho de Clevenger modificado **¥! - Figura 2.2- a uma manta de
aguecimento. Introduziu-se agua deionizada ao sistema para o recolhimento dos 6leos
volateis sobre 1 mL de xilol. A extracdo por Clevenger modificado durou cerca de 5 h
(cinco horas). Transcorrido este tempo esperou-se 10 min para que o sistema resfriasse.
Procedeu-se a leitura do volume de 6leo recolhido sobre xilol no tubo graduado (calculo
por diferenca). O rendimento foi calculado relacionando a quantidade em massa do 6leo
volatil, em xilol, & massa seca vegetal obtida no item 2.2.8.

2.2.9.3 Secagem sob Na ,SO,4 anidro

O Na,SO, p.a. (Quimex®) anidro foi utilizado como agente secante dos 6leos
extraidos por hidrodestilacdo. Este processo foi adotado a fim de evitar degradacdes dos
compostos insaturados e a danificacéo & coluna cromatogréfica . A seguir esta descrito
0 método empregado nesta preparacdo para a obtencdo da secagem dos compostos

volateis:

Numa pipeta Pasteur colocou-se um anteparo (pedaco de algodéao purificado) para
segurar o Na,SO, dessecado previamente em mufla (EDGCON MODELO 3P) a 450 °C
por 8 h. A quantidade do agente secante varia de acordo com o diametro e a altura da
coluna (2,0 g a 2,5 g para se obter uma coluna de 3 a 5 cm). E necessario que o sulfato

de sodio passe por um empacotamento para formar uma coluna uniforme. Esse
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empacotamento foi realizado adicionando-se o sulfato de sddio a pipeta de Pasteur aos
poucos. A pipeta de Pasteur foi submetida a vibragbes (vortex) até que ndo houvesse
diminuicdo na altura da coluna formada pelo NaSO,. O Oleo recolhido em xilol foi
aspergido sobre o sulfato de sodio anidro, sendo adicionado 1 mL de xilol destilado a
coluna para ajudar a retirada do 6leo da coluna. A solucéo xilénica seca foi recolhida e
acondicionada em um frasco Ambar e conservada em freezer & temperatura de — 20 °C.
O volume final desta solugéo foi reduzido com nitrogénio ultra-puro (White Martins®) para

fazer a estimativa da densidade dos 6leos volateis extraidos.

Figura 2.2 : Representacdo esquematica do equipamento Clevenger (modificado) com
temperatura controlada e aquecimento por manta elétrica. Montagem empregada na
extracdo dos 6leos volateis de espécies de Valeriana.

2.2.10 Andlise cromatografica

Preparou-se uma solucdo hexanica (Merck®) de concentracdo 1000 pg mL™ de
Oleo volatil seco. Procedeu-se a injecdo em cromatografo gasoso acoplado ao detector
de massas (GC/MS) com a finalidade de ter-se uma ideia da composicdo do oOleo.
O procedimento de derivatizacao de todos os 0leos foi realizado adicionando-se o0 agente
de esterificacdo BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida) com 1% TBDMS-CI (terc-
butilclorodimetilsilano) [Sigma-Aldrich ®] foi adotado, pois, 0 mesmo apresentou em sua

primeira analise alguns acidos carboxilicos. A quantidade preconizada para esterificacdo
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foi de 0,1 % em relacdo a concentracdo em 6leos volateis. A técnica empregada para a

derivatizacao esta resumida a seguir:

Em um baldo volumétrico contendo 1 mL de solucdo hexanica de oOleos volateis de
Valeriana adicionou-se 10 pL do agente esterificante. Procedeu-se a agitacdo em vortex
(Modelo 251-Fanem ®) durante 1 min. Posteriormente submeteu-se a sonicacdo por mais
1 min. Desta forma foi obtida a amostra para injecdo em cromatégrafo gasoso. Os 0Oleos
volateis foram analisados por GC/MS (cromatdgrafo gasoso acoplado ao detector de
massas) (SHIMADZU ® MODELO QP-5050, Jap&o, Téquio) para analise qualitativa e por
GC/FID (cromatégrafo gasoso acoplado a detector de ionizagéo de chama) (SHIMADZU®
MODELO GC-17A, Japdo, Toéquio). Os indices de retencdo foram calculados por
comparacdo com n-alcanos (Fluka®) e confrontados com os indices de retencdo obtidos
na literatura ®® usando duas colunas cromatograficas: OV-5 (polimetil-siloxano com 5 %
de grupamentos fenila) e Carbowax 20M (polietiieno glicol). As condicbes

cromatograficas estao listadas na Tabela 2.V.

Tabela 2.V: Condi¢des cromatogréficas para a analise dos Oleos volateis.

Coluna Coluna: OV5 | Coluna Carbowax 20M

Dimensdes das colunas 30 m de comprimento; 0,25 mm de diametro;
0,25 pum de espessura de fase

Volume injetado 0,5 pL (da solugdo em hexano)
Gas de arraste (fluxo) He (1mL/min)
Tipo de injecao Split (1:10)
Gases auxiliares (GC/FID) Hidrogénio, Nitrogénio e Oxigénio
Distribuicdo das massas (GC/MS) 41 a 550 D
Temperatura do forno 40 °C — 280 °C 40°C - 220°C
Taxa de aquecimento 3 %C/min 3 °C/min
Temperatura do injetor 290 °C 220 °C
Temperatura do detector 280°C 220 °C

A identificagdo dos compostos foi realizada pela comparagdo do tempo de
retencdo relativo da amostra contra padrées (Sigma-Aldrich®). Além disto, foi utilizado o
calculo do indice de Kovats ™ com segunda metodologia para se estabelecer a
independéncia das variacdes ocorridas no tempo de retencao atraves da realizacao das
analises cromatograficas sob condi¢bes diferentes de medida. Esse indice relaciona o
tempo de retencdo dos compostos ao tempo de retengdo de uma serie de
hidrocarbonetos homélogos permitindo uma comparacdo destes dados entre diferentes

laboratorios.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O solvente receptor dos compostos volateis foi o xilol [CeH4(CH3), — mistura de
iIsdbmeros orto, meta e para - dimetil benzeno]. Por ser uma mistura de isbmeros, possui
faixa de ebulicdo que varia entre 138 e 144 °C. Nesta faixa de temperatura ocorreu a co-
eluicdo deste solvente com uma boa parte dos compostos monoterpénicos e
sesquiterpénicos, dos hidrodestilados de Valeriana, gerando distor¢des nas areas dos

picos cromatograficos.

A influéncia do xilol foi minimizada através do estabelecimento do processo de
pré-concentracdo do hidrodestilado pela aplicagdo de um fluxo suave de gas nitrogénio
na reducdo do volume da solucédo de xilol e de compostos volateis. Posteriormente, o
hidrodestilado foi ressuspenso em hexano [PE de 69 T (342 K)], seco pela passagem
em Na,SO, e cromatografado. O hexano ndo provocou distor¢des cromatograficas na
regido de eluicdo dos compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos, e foi o solvente

selecionado para a preparacéo das solucdes analiticas.

2.3.1 O material vegetal

2.3.1.1 Estabilizacado do material vegetal

Os procedimentos das coletas levaram em conta a manutencao e a integridade dos
compostos volateis. Para tanto o material vegetal empregado foi submetido a secagem
através de dois métodos. O primeiro foi realizado em estufa sob circulacdo de ar a 40 °C
e 0 segundo foi o de congelamento a - 20 °C com posterior liofilizagdo. A comparagao
entre estes dois métodos de secagem visou minimizar as dificuldades de acesso aos
locais de coleta do material vegetal in natura além de diminuir as perdas dos volateis no

transporte até o preparo do hidrodestilado.

A Tabela 2.VI descreve as médias dos resultados de triplicatas obtidas através dos
dois processos de secagem ap6s 72 h.

Tabela 2.VI: Perda por dessecacao da planta in natura e na planta liofilizada.
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5 5 — 5
Espécie Partes da planta usadas Media (S, CV%) Med!a (S CV%)
In natura Liofilizada

V. chamaedryfolia Raizes, rizomas e partes 46,95 (£3,25;6,92) 4,40 (£0,14; 3,18)
aéreas

V. eichleriana Raizes, rizomas e partes 69,85 (x0,92; 1,32) 5,05 (0,35; 6,93)
aéreas

V. eupatoria Raizes, rizomas e partes 60,20 (+1,18; 1,96) 7,10 (+0,28; 3,94)
aéreas

V. glechomifolia Raizes, rizomas e partes 55,60 (+1,70; 3,06) 2,45 (+0,07; 2,86)
aéreas

V. saricariifolia Raizes, rizomas e partes 68,80 (£3,25; 6,88) 4,40 (x0,17; 3,86)
aéreas

V. scandens Raizes, rizomas e partes 66,00 (£1,41; 2,14) 3,54 (+0,09; 2,54)
aéreas

V. tajuvensis Partes aéreas, folhas e 60,10 (£0,74; 1,23) 2,55 (%0,21,; 8,24)
ramos

X = média de trés medidas; S=desvio padréo; CV%-= coeficiente de variacdo percentual.

O processo de liofilizacéo foi eleito como a forma de secagem a ser empregado
neste trabalho, pois proporcionou os menores indices de umidade que permaneceram
abaixo de 7,10 %. Esses valores estdo de acordo com o0s indicativos preconizados na
literatura para a inibicdo da atividade biolégica de microorganismos e enzimas sobre

materiais vegetais (raizes, caules, folhas e flores) que é de 14 % (v/m) %%

. Segundo
ADAMS %8 3 liofilizac&o ajuda & preservacdo dos constituintes volateis termolabeis pela
manutencdo das temperaturas baixas e pela rapida retirada da agua, inibido danos

maiores a estrutura vegetal armazenadora de compostos volateis 1656°,

Os valores do desvio padrdo da média dos materiais vegetais in natura
demonstraram maiores valores do que dos materiais vegetais liofilizados, indicando a
maior variabilidade biol6gica de composicdo quando a planta ndo sofre processos de
estabilizacdo por secagem. O coeficiente de variacdo percentual ndo manteve esta
tendéncia e seu significado pode ser interpretado como a variacdo entre as amostragens

e como influenciaram a composicdo da média de umidade.
2.3.1.2 Melhoramentos do rendimento da hidrodestila  ¢ao para analise quimica

Os 100 g de material vegetal in natura proveniente das espécies de Valeriana **%
foram insuficientes para que se efetuassem os procedimentos de medidas volumétricas
ou de peso e para que se detectassem 0s compostos volateis por cromatografia.
A proposta foi a de dobrar e quadruplicar a massa vegetal in natura assim como a massa
vegetal liofilizada. A Tabela 2.VII mostra as massas empregadas para este estudo e a

Tabela 2.VIII traz a correlagcdo com os rendimentos, calculados em massa Umida e em
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massa seca. O aumento de massa in natura para 400 g viabilizou o processo de extracéo
dos compostos volateis, assim como a diminuicdo do percentual de dgua no material

vegetal pelo processo de liofilizacdo. Sendo assim, para a realizacdo deste trabalho

foram selecionados 100 g de material vegetal liofilizado.

Tabela 2.VII:
hidrodestilacdes.

Massa de material

vegetal

in natura e

liofilizado utilizado nas

Espécie estudada

Média em g (S, CV%)

Média em g (S, CV%)

In natura Liofilizada

V. chamaedryfolia 404,5 (+0,63; 0,15) 101,6 (+0,36; 0,35)
V. eichleriana 400,7 (+0,49; 0,12) 103,1 (+0,32; 0,31)
V. eupatoria 402,3 (+0,31; 0,08) 102,3 (x0,15; 0,15)
V. glechomifolia 402,3 (+0,43; 0,11) 100,7 (x0,19; 0,19)
V. saricariifolia 401,3 (+0,92; 0,23) 102,7 (¥1,30; 1,27)
V. scandens 404,2 (+0,30; 0,07) 100,5 (+0,38; 0,37)
V. tajuvensis 402,6 (+0,27; 0,07) 102,1 (+0,62; 0,60)
M = média; S=desvio padrao; CV%= coeficiente de variagcdo percentual.

Os resultados permitem inferir que o processo de secagem por liofilizagcdo do
material viabiliza a utilizacdo de uma menor quantidade de material vegetal obtendo-se
um rendimento significativamente maior para todas as espécies. Além disto, 0 processo
de liofilizacdo afetou positivamente o rendimento de espécies de Valeriana que
apresentaram rendimentos abaixo de 0,1 %. As médias apresentadas sao os resultados

referentes a triplicatas.

Tabela 2.VIIl: Rendimento de 6leos volateis por massa seca para espécies de Valeriana.

Oleo (massa) Rendimento
Espécie estudada in natura Liofilizada M
Massa umida assa seca
400 100
(400g) (100g) %) i
(S, CV%) (S, CV%)

V. chamaedryfolia 0,12 (x0,03;0,20) 0,39 (+0,05;0,16) 0,06 0,29
V. eichleriana 0,14 (x0,01;0,07) 0,22 (+0,01;0,19) 0,09 0,19
V. eupatoria 0,24 (+0,01;0,05) 0,32 (+0,06;0,18) 0,14 0,34
V. glechomifolia 0,05 (x0,01;0,05) 0,22 (£0,04;0,20) 0,05 0,21
V. saricariifolia 0,17 (#0,03;0,20) 0,28 (+0,04;0,13) 0,14 0,29
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V. scandens 0,18 (+0,04;0,23) 0,23 (x0,03;0,12) 0,10 0,24

V. tajuvensis 0,20 (+0,05;0,23) 0,33 (x0,03;0,09) 0,12 0,36

X = média das triplicatas; S=desvio padrédo; CV%= coeficiente de variagdo percentual.

O aumento na concentracdo dos compostos volateis viabilizou a deteccdo dos
compostos volateis por cromatografia gasosa viabilizando a deteccdo da presenca de
monoterpenos. Esses ndo tinham sido detectados na analise quimica com 100 g de
matéria prima vegetal in natura. A conservacdo do material vegetal foi mantida o que
impediu a acdo das cadaverinas e putrecinas sobre 0 mesmo até o momento da

realizacdo das triplicatas de hidrodestilagdo 243!,

Adicionalmente foram realizados o controle da temperatura de ebulicdo, da
temperatura do resfriamento do hidrodestilado e o estabelecimento de 5 horas para a

realizacdo do processo de extracao por hidrodestilacéo.
2.3.2 Os compostos volateis

O maior rendimento médio (média das trés extracbes realizadas para cada
amostra) de oOleos volateis em massa seca foi 0 obtido na espécie V. tajuvensis (0,36 %)
e V. eupatoria que apresentou (0,34 %), seguido de V. saricariifolia (0,29 %),
V. chamaedryfolia (0,29 %), V. scandens (0,24 %) e V. glechomifolia (0,21%). Portanto, o
maior ganho em rendimento peso seco foi o obtido para as espécies V. eupatoria e V.

tajuvensis.

Os oOleos obtidos das sete espécies de Valeriana apresentaram caracteristicas
fisicas como cores diferenciadas, que variaram do amarelo claro ao amarelo esverdeado.
A densidade de todos os 6leos foi menor do que da agua (0,997 a 25 °C), o que,
segundo a literatura, indicativo da presenca de terpenos, hidrocarbonetos aromaticos e
substancias oxigenadas aromaticas . As densidades reais foram calculadas pela massa

e volume obtidos dos hidrodestilados e estdo apresentadas na Tabela 2.1X:

Tabela 2.1X: Densidades dos Oleos volateis de Valeriana (m/v).
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Espécie de Valeriana d(gmL™")
V. chamaedryfolia 0,876
V. eichleriana 0,929
V. eupatoria 0,907
V. glechomifolia 0,899
V. saricariifolia 0,944
V. scandens 0,933
V. tajuvensis 0,885

2.3.3 Andlise da composicéo quimica dos Oleos volat  eis

A analise quimica dos 0leos volateis das sete amostras estudadas demonstrou a
predominancia da fragcdo sesquiterpénica, de acidos graxos e ésteres graxos, com teores
superiores 40 %. Para fins de estabelecer uma comparacgdo geral entre as sete espécies
estudadas, a Tabela 2.X apresenta a composicdo de cada Oleo em termos de
concentracdo e das classes quimicas, os rendimentos médios % (m/v) em 6leos volateis,
0 n°de compostos e o0 percentual de compostos eluci dados tentativamente. Os dados
completos, incluindo cada cromatograma dividido em por¢des para facilitar a visualizagcéo
e identificacdo completa dos constituintes, assim como a Tabela de identificacdo estédo

no Anexo | .
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Tabela 2.X: Distribuicdo das classes de compostos encontradas na andalise cromatogréfica de cada 6leo voléatil de
Valeriana.

Quantidades de compostos majoritarios identificados

V. V. V. V. V. V. V.
chamaedryfolia eichleriana eupatoria glechomifolia saricariifolia scandens tajuvensis

N° % N° % N° % N©° % N° % N° % N° %
Monoterpenos 7 3,40 6 26,72 14 Tr 3 1,05 - - - 7 3,47 10 0,38
Monoterpenos 26 14,30 2 9,03 19 11,62 5 3,98 17 1341 10 1,71 11 0,72
oxigenados
Sesquiterpenos 20 45,25 4 22,24 18 9,14 17 60,60 10 9 1,76 20 35,9
Sesquiterpenos 32 22,75 11 6,18 40 19,37 13 7,1 21 24,67 21 47,78 29 16,04
oxigenados
Alcanos de 4 tr 4 tr 1 tr 1 tr - -- 5 tr 1 2,03
cadeia longa
Aldeido de 6 tr 1 tr 2 5,73 2 3,56 - -- 2 tr 1 1,19
cadeia longa
Acidos graxos de 3 tr 2 4,20 2 tr 1 7,94 5 tr - -- 3 tr
cadeia longa
Esteres de 8 7,65 4 2127 7 tr - tr 3 tr - - - 14 tr
acidos graxos
Alcool de cadeia - - - 2 tr 3 tr 1 tr - tr 2 tr 1 tr
longa
Total 106 93,35 36 89,64 106 4586 43 84,23 56 3808 56 54,72 90 56,26
Rendimento 0,29 0,19 0,34 0,21 0,29 0,24 0,36

N° = nimero de picos no cromatograma; % percentual de &rea relativa a cada composto com &rea relativa superior a 1 %; tr=tracos.
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As Figuras a seguir, divididas em a e b, apresentam os cromatogramas
dos O6leos volateis das espécies estudadas (a) e o histograma com a
distribuicdo dos principais constituintes do 6leo e suas concentracfes relativas
(b). A identificacdo dos compostos foi realizada através da comparacdo com
espectros da biblioteca do equipamento GC/MS (Wiley e Nist) e de dados
obtidos pela determinacédo dos indices de retencdo de Kovats. A Figura 2.3
ilustra os resultados obtidos para os hidrodestilados de V. chamaedryfolia.
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Figura 2.3: (a) Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo
essencial dos ramos e folhas de V. chamaedryfolia. (b) Histograma
representativo dos compostos com concentracdo acima de 0,5 % no 6leo volatil
de V. chamaedryfolia. Condi¢Ges cromatogréaficas de acordo com a Tabela 2.V.
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A andlise cromatografica do 6leo essencial de V. chamedryfolia cujo
rendimento foi de 0,29 % (Tabela 2.VIIl) revelaram a presenca de 106
componentes sendo que 101 estes compostos tiveram sua identidade
confirmada por GC/MS e por indice de retencdo, o que corresponde a 95,79 %
do total qualitativo. Os demais 4,21 % foram caracterizados por GC/MS, pela
afericdo da massa molecular sendo neste trabalho denominados de compostos

nao identificados (CNI).

Entre os compostos monoterpenos oxigenados destaca-se a presenca
de hexanal (0,22 %), &cido isovalérico (0,64 %), acido 3-metil valérico (0,29 %)
e 2-decenal (3,52 %). Nos sesquiterpenos hidrocarbonados 0s compostos
majoritarios presentes sdo a-cubebeno (4,35 %), B-cariofileno (6,25 %) e
y-cadineno (7,71 %). Nos sesquiterpenos oxigenados o0 composto majoritario €
o (E)-B-santalol (5,31 %). Além destes compostos destacou-se a concentragao
do éster de &cido graxo de cadeia longa tetradecanoato de metila (7,65 %)
[miristato de metila].

Alguns compostos tipicamente descritos para a familia Valerianaceae
foram encontrados entre estes 0os monoterpenos oxigenados borneol (0,74%) e
acetato de bornila (1,19 %), os sesquiterpenos quessano (0,60 %), valerenal
(0,60 %), valeranona (1,34 %) e o isdbmero do valerenal (0,90 %). Destaca-se a
presenca de o longiborneol (0,64 %) e o 8-isobutiriloxi isoborneol (0,73 %), nédo

descritos para a familia.

A Figura 2.4 ilustra os resultados obtidos para os hidrodestilados de
V. eichleriana. A analise cromatograficas do Oleo de V. eichleriana, cujo
rendimento foi de 0,19 % (Tabela 2.VIIl), revelaram a presenca de 36
componentes, destes foram confirmadas as identidades de 31 compostos, por
GC/MS e por indice de retengcdo, o que corresponde a 96,73 % do total
qualitativo. Os demais 3,27 % foram caracterizados por sua massa molecular
como sesquiterpenos oxigenados, aldeidos de cadeia longa assim como acidos
graxos de cadeia longa, sendo relatados como compostos ndo identificados

(CNI). Os espetros de massas destes compostos estdo no Anexo | .
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Para esta espécie foram encontrados compostos majoritarios que se
distribuiram em 26,72 % monoterpenos, 9,03 % de monoterpenos oxigenados,
22,24 % de sesquiterpenos, 6,18 % sequiterpenos oxigenados e 21,27 %
ésteres de acidos graxos de cadeia longa e 4,20 % acidos graxos de cadeia

longa, representando um total de 89,56 %.
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Figura 2.4. (a) Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo
essencial dos ramos e folhas de V. eichleriana. (b) Histograma representativo
dos compostos com concentracdo acima de 0,5 % no Oleo volatil de
V. eichleriana. Condi¢Ges cromatograficas de acordo com a Tabela 2.V.
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Entre os monoterpenos hidrocarbonados destacou-se a presenca do
limoneno (3,67 %). Em evidéncia entre 0os monoterpenos oxigenados fica a
presenca de acido 3-metil valérico (13,51 %), benzaldeido (4,78 %), fenil
acetaldeido (2,78 %), linalool (4,90 %), a-terpineol (1,46 %) e do isovalerato de
3-cis hexenila (1,29 %). Os sesquiterpenos hidrocarbonados apresentaram
como composto majoritario neofitadieno (19,99 %). Nos sesquiterpenos
oxigenados destaca-se a presenca de hidroxifarnesil acetona (2,71 %) e nos
ésteres de acidos graxos de cadeia longa o octadecanoato de metila — linoleato
de metila (6,19 %) e octadecanoato de etila — linoleato de etila (12,88 %).
Esses ultimos s&o encontrados no processo de formacédo das paredes das

cuticulas de folhas jovens.

A analise cromatografica do 6leo de Valeriana eupatoria (Figura 2.5)
cujo rendimento foi de 0,34 % (Tabela 2.VIll) revelou a presenca de 106
componentes, tendo sido confirmada a identidade de 101 compostos por
GC/MS e por indice de retengcdo, o que corresponde a 93,92 % do total. Os
demais 6,08 % foram caracterizados por sua massa molecular e classificados
como sequiterpenos oxigenados, ésteres de acidos graxos de cadeia longa,
alcool de cadeia longa, compostos nao identificados (CNI). Entre os
monoterpenos oxigenados destacaram-se as presencas do &cido isovalérico
(5,12 %), acido 3-metil valérico (1,82 %), isovalerato de isopentinila (2,66 %) e
(2-E,4-E) decadienal (2,02 %).

Os sesquiterpenos o0s majoritairos foram o-copaeno (2,05 %),
B-santaleno (1,62 %), biciclogermacreno (2,36 %), germacreno B (3,11 %). Os
compostos majoritarios entre os sesquiterpenos oxigenados foram acetato de
geranila (3,18 %), isovalerato de benzila (1,68 %), B-ionona (1,21 %),
(+) espatulenol (1,44 %), a-(Z2)-bergamotol (1,23 %), (E)-B-santalol (3,06 %),

isospatulenol (2,67 %) e acetato de etil fenila (4,90 %).

Nos ésteres de acidos graxos de cadeia longa, destacaram as
presencas de octadecanoato de metila - linoleato de metila (5,89 %) e
octadecanoato de etila — linoleato de etila (4,40 %). Entre os aldeidos de cadeia

longa destacou-se o tetradecanal - miristaldeido (5,73 %).
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Figura 2.5: (a) Cromatograma do ion total para os compostos do Oleo
essencial dos ramos e folhas de V. eupatoria. (b) Histograma representativo
dos compostos com concentracdo acima de 0,5 % no O6leo volatil de
V. eupatoria. Condi¢Ges cromatograficas de acordo com a Tabela 2.V.

Relata-se a presenca de compostos tipicos da familia Valerianaceae
como os tragcos de borneol (tracos) e acetato de bornila (0,34 %), do
sesquiterpeno quessano (0,39 %) e valerianol (0,61 %), dos sequiterpenos

oxigenados valerianol (0,30 %), valerenal (0,49 %), valeranona (0,13 %), acido
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valerénico (0,83 %), isbmero valerenal (0,67 %), acetato de trans-valerenila

(0,33 %) e isovalerato de cis-valerenila (0,27 %).

As Figuras 2.6 e 2.7 ilustram os resultados obtidos para os

hidrodestilados de V. glechomifolia e V. tajuvensis, respectivamente.
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Figura 2.6: (a) Cromatograma do ion total para os compostos do Oleo
essencial dos ramos e folhas de V. glechomifolia. (b) Histograma
representativo dos compostos com concentragdo acima de 0,5 % no 6leo volatil
de V. glechomifolia. Condigdes cromatogréaficas de acordo com a Tabela 2.V.
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Figura 2.7: (a) Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial
dos ramos e folhas de V. saricariifolia. (b) Histograma representativo dos
compostos com concentracdo acima de 0,5 % no 6leo volatil de V. saricariifolia.
Condi¢des cromatogréficas de acordo com a Tabela 2.V.

A analise cromatografica do 6leo essencial de V. glechomifolia (Figura
2.6) cujo rendimento em Oleo foi de 0,21 % (Tabela 2.VIIl) revelou a presenca
de 43 componentes, sendo a identidade confirmada por GC/MS e por indice de

retencdo calculado segundo o método de Kovats.
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Entre os monoterpenos oxigenados destacou-se a presenca de acido
isovalérico (2,37 %) como majoritario e, entre 0s sesquiterpenos destacaram-se
0s compostos a-copaeno (5,51 %), B-elemeno (1,81 %), trans-3 cariofileno
(8,24 %), a-humuleno (4,28 %), B-santaleno (2,63 %), a-amorfeno (12,35 %),
germacreno D (2,20 %), o-cadineno (11,33 %), a-calacoreno (2,93 %),
éter cis-cadineno (1,62 %) e neofitadieno (8,15%). Nos sesquiterpenos
oxigenados destacaram-se as presencas de benzoato de 3-cis-hexenila
(2,11 %), benzoato de hexila (2,11 %), o6xido de cariofileno (1,33%), globulol
(1,19 %), viridiflorol (1,07 %) e isovalerato de geranila (2,01 %). Nos aldeidos
de cadeia longa destacou-se o tetradecanal-miristaldeido (3,56 %). Nos acidos

graxos de cadeia longa, identificou-se o acido dodecanoico (7,94 %).

A analise cromatografica do 6leo essencial de V. saricariifolia (Figura
2.7) cujo rendimento em 6leo foi de 0,21 % (Tabela VIII) revelou a presenca de
56 componentes, sendo confirmada a identidade por GC/MS de 43 compostos,
0 que corresponde a 52,83 % do total. Os demais 47,17 % foram
caracterizados por sua massa molecular sendo classificados como
monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos, sesquiterpenos

oxigenados e acidos graxos de cadeia longa, nao identificados (CNI).

Destacaram-se entre 0s monoterpenos oxigenados as presencgas de
acido isovalérico (1,31 %), linalool (4,63 %), a-terpineol (2,82 %), nerol
(2,37 %), geraniol (2,28 %). Entre 0s sesquiterpenos o composto majoritario foi
a-(Z)-bergamotol (6,93 %). Nos sequiterpenos oxigenados 0S compostos
isovalerato de benzila (6,73 %), isovalerato de fenil etila (1,05 %),
oxido de cariofileno (1,93 %), isovalerato de geranila (1,68 %)

germacreno B (2,15 %) e valerianol (4,19 %).

Foram identificados os sesquiterpenos tipicos da familia Valerianaceae,
encontrados na espécie e 0s monoterpenos oxigenados isovalerato de hexila e
isovalerato de trans-2-hexenila e os sesquiterpenos oxigenados: valerianol,

valeranona e valeranol.

A andlise cromatogréafica do 6leo essencial de V. scandens (Figura 2.8)

cujo rendimento em oOleo foi de 0,24 % (Tabela VIII) revelou a presenca de 56
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componentes, sendo confirmada a identidade por GC/MS de 45 compostos, 0
gue corresponde a 54,72 % do total qualitativo destes. Os demais foram
caracterizados por sua massa molecular sendo classificados como
monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquitepenos, sesquiterpenos

oxigenados e acidos graxos de cadeia longos, nao identificados (CNI).
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Figura 2.8: (a) Cromatograma do ion total para os compostos do Oleo
essencial dos ramos e folhas de V. scandens. (b) Histograma representativo
dos compostos com concentracdo acima de 0,5 % no 6leo volatil de V.
scandens. Condigdes cromatograficas de acordo com a Tabela 2.V.
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Entre os compostos majoritarios detectados entre 0s monoterpenos
encontram-se a m-menta -1(7) 8 dieno (1,53 %) e o limoneno (1,94%). Nos

monterpenos oxigenados, o linalool (1,71%).

Entre os sequiterpenos o [(-selineno (1,76 %) e nos sesquiterpeno
oxigenados 0s compostos isobutoanoato de isobornila (2,90 %),cis-nerolidol
(2,37%), benzoato de (2-Z)-hexila (3,78%), pentanoato de geranila (15,78 %),
valerenol (5,54 %), acetato de fenil etil fenila (6,54 %), fitol (5,62 %) e
antranilato de citronelila (2,88 %). Também foram identificados alguns dos
sesquiterpenos tipicos da familia Valerianaceae isobutanoato de isobornila,

valerianol e valerenol.

A andlise cromatogréfica do 6leo essencial de V. tajuvensis (Figura 2.9)
cujo rendimento em Oleo foi de 0,36 % (Tabela VIII) revelou a presenca de 90
componentes, sendo confirmada a identidade por GC/MS e indices de retencéo
de 75 compostos, 0 que corresponde a 69% do total qualitativo destes. Os
demais 31 % foram caracterizados por sua massa molecular sendo
classificados como monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquitepenos,

sequiterpenos oxigenados nao identificados.

O monoterpeno a-pineno (0,38 %) e entre 0s monoterpenos oxigenados:
acido isovalérico (0,38 %) e 1,8 cineol (0,34 %) foram os compostos em

destaque.

Entre o0s sesquiterpenos oxigenados destaca-se a presenca de
a-copaeno (4,14 %), B-bourboneno (1,72 %), trans-cariofileno (4,74 %),
a-humuleno (2,36 %), alloaromadendreno (1,78 %), germacreno D (1,15 %),
valenceno (6,36 %), biciclogermacreno (3,08 %), trans-calameneno (1,96 %),

o-cadineno (5,46 %), trans-isolongifolano (2,09 %) e diidromirceno (1,06 %).

Foram identificados os sesquiterpenos tipicos da familia Valerianaceae
COMO O quessano e 0s sequiterpenos oxigenados acetato de cis-valerenila,

isovalerenato de cis-valerenila e isovalerato de trans-valerenila.
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Figura 2.9: (a) Cromatograma do ion total para os compostos do Oleo
essencial dos ramos e folhas de V. tajuvensis. (b) Histograma representativo
dos compostos com concentracdo acima de 0,5 % no O6leo volatil de
V. tajuvensis. Condi¢Ges cromatograficas de acordo com a Tabela 2.V.

Os compostos tidos como marcadores quimiotaxonbmicos e
farmacoldgicos da familia Valerianaceae foram identificados nas espécies
estudadas em grande variabilidade. A espécie V. eichleriana foi a Unica que

apresentou somente um dos marcadores o acido 3-metil isovalérico.
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A Figura 2.10 mostra a distribuicdo percentual de alguns compostos candidatos a quimiomarcadores de Valeriana.
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Figura 2.10: Percentuais de marcadores quimiotaxonémicos e farmacologicos encontrados nas espécies estudadas de Valeriana.
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Figura 2.10 (continuacéo): Percentuais de marcadores quimiotaxonémicos e farmacologicos encontrados nas espécies estudadas
de Valeriana.
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Os hidrodestilados apresentaram um perfil cromatografico rico em compostos
do tipo sesquiterpenos hidrocarbonetos, sesquiterpenos oxigenados, acidos graxos
de cadeia longa e ésteres de acidos graxos longa. As duas ultimas classes quimicas
sdo de estruturas tipicas encontradas na formacdo da cuticula de folhas . A
deteccdo da presenca de &acido isovalérico e de &cido 3- metil isovalérico foi
realizada em seis das sete espécies. A origem desses dois compostos pode ser
justificada pela degradacao das ligacdes éster dos valepotriatos relatados para estas
espécies por Silva e colaboradores [®. Salienta-se que, segundo literatura ambos
compostos possuem acdo sedativa e hipnética. O acido valérico "comum ou descrito
como ordinario", de cadeia normal (chamado também de acido baldranico) é uma
mistura de acido isovalérico (ou acido isopropilacético) e € opticamente ativo
juntamente com o acido metil-etil-acético. Ambos podem ser extraidos por fervura

com agua B°.

De forma geral dentro da classe dos monoterpenos foram detectados
a-pineno e linalol. O a-pineno apresenta atividades antiinflamatdrias, expectorantes,
antimicrobianas frente a Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus e S.
epidermidis e antifangicas. Esse monoterpeno é precursor da semi-sintese da
canfora e também é empregado como material de partida para obtencéo de mirceno
e canfeno, os quais conferem o aroma amadeirado do vegetal vivo %\, Por sua vez o
linalool apresenta propriedades anticonvulsivantes, antiespasmaodicas,
antimicrobianas, acaricida e como repelente de insetos. Além disto, pode ser usado

como reagente de partida na producéo de Vitamina A e Vitamina E B%171.

A fragcdo sesquiterpénica apresentou como compostos principais o
a-copaeno, a-cubebeno, B-cariofileno, &-cadineno, y-cadineno, acetato de geranila,
germacreno D, germacreno B, a-amorfeno, (Z)-nerolidol, isovalerato de benzila, (Z)-
a-bergamoteno, acetato de isoeugenol, valerianol, pentanoato de geranila e
biciclogermacreno, neofitadieno e fitol. Todos possuem algum tipo de atividade
biologica. Exemplo disto € o a-copaeno que possui pronunciada atividade
antiinflamatadria, além de ter sido relatada a atividade contra o cancer. O a-amorfeno

e 0 a-cubebeno apresentam elevada atividade antimicrobiana 72
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O B-cariofileno possui acgédo antimiocrobiana sobre E. coli, Baccillus
megatecium e Candida albicans. Também apresenta acdo espasmolitica
antiedematogénicas, efeito citoprotetor da mucosa gastrica e moderada atividade
antimaléarica sobre as formas intra eritrocitarias do Plasmodium falciparum

3-cadineno e y-cadineno possuem atividade antimalarica *"%.

O acetato de geranila apresenta atividade antimicrobiana contra E. colli,
possui também atividade antioxidante. Esse composto se biotransforma em geraniol
gue tem atividade farmacoldgica. Germacreno D e germacreno B demonstraram
atividade antiviral contra herpes (HV-1), atividade antibacteriana e antioxidante.
Enquanto que (Z) e (E) nerolidol apresentam propriedades antimicrobianas, além de
serem precursores de compostos como o gefarnato que possui atividade antitlcera
[172]

. Fitol apresenta atividade antimicrobiana para bactérias Gram (-), Gram (+),
atividade flingica e atividade anticarcinogénica *".

Os compostos marcadores caracteristicos de Valerianaceae (Figura 2.10) tém
sido relatados na literatura como componentes da acao farmacoldgica das espécies
de Valeriana sobre o SNC, entretanto nenhum estudo até o momento foi relatado

com os compostos isolados 2%,
2.3.5 Analise Estatistica

Procedeu-se a andlise estatistica com a finalidade de investigar se as
composi¢des quimicas dos 6leos volateis das espécies de Valeriana brasileiras se
assemelham a composicdo quimica descrita na literatura para V. officinalis. Para
tanto, empregaram-se dois meéetodos de analise: Ward e a analise de compostos

principais (PCA) através do emprego do programa SSPS®.

A primeira metodologia empregada foi a andlise de variaveis multivariadas
pelo método Ward e teve por finalidade estabelecer a hieraquizacdo entre as
espécies nativas de Valeriana e a espécie referéncia
V. officinalis. A Figura 2.11 mostra os resultados da hierarquizacdo das espécies de
Valeriana levando em conta a composi¢cdo quimica elucidada pelo método

cromatografico.
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Dendograma usando Método Ward

Casos Distancia Reescaladade Cluster Combinado

Nivel

valeriana eichleriana

valeriana eupatoria

Valeriana scandenses

2
3
Valeriana saricarifolia 5
[
F.

Valeriana glechomifolia
Valeriana tajuvenisis 7 Q

Valeriara chamaedryfolia 1

Valeriana officinalis 8

Figura 2.11: Formacdo de grupos por hierarquizacdo entre as espécies de
Valeriana.

As espécies de Valeriana podem ser agrupadas em dois grupos diferentes. O
primeiro €& composto das espécies V. eichleriana, V. eupatoria,
V. saricariifolia e V. scandens. Dentro deste grupo ha uma similaridade maior na
composicdo quimica entre V. eichleriana e V. eupatoria. Por sua vez,
V. saricariifolia se relaciona quimicamente com V. eichleriana e por fim

V. scandens se relaciona com menor intensidade.

O segundo grupo composto de V. chamaedryfolia, V. tajuvensis e
V. glechomifolia é aquele que mais se parece quimicamente com a espécie
referéncia V. officinalis.

Ressalta-se que as espécies de maior correlacdo dentro deste grupo foram V.
glechomifolia e V. tajuvensis, mas a espécie V. chamaedryfolia é a de maior
similaridade a V. officinalis. Portanto, ha indicativos que entre estas trés espécies
uma possa ser selecionada como a candidata a matéria-prima vegetal substitutiva a
V. officinalis.

A aplicacdo do teste estatistico de analise de grupos principais (PCA), levou
em conta dois fatores de variabilidade que explicam cerca de 63 % da correlagéo
quimica entre as espécies de Valeriana Dbrasileiras e V. officinalis.

A Figura 2.12 apresenta a distribuicdo da proximidade ou da disperséao entre
as espécies de Valeriana.
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Plotagem da Rotacdo das Componentes no Espaca
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Figura 2.12 : Analise de compostos quimicos principais (PCA) dos oleos volateis de
espécies de Valeriana.

A analise de PCA confirmou as relagfes estabelecidas pelo método de
variaveis multivariadas Ward. Ha evidéncias estatisticas que mostram a maior
proximidade da V. chamaedryfolia com a espécie referéncia, entretanto a que esta
no mesmo quadrante de correlacdo € V. tajuvensis com uma distdncia um pouco
maior. O inter-relacionamento entre V. glechomifolia e V. tajuvensis também foi

ratificado por estarem mais proéximas, mesmo pertencendo a quadrantes diferentes.

As demais relacdes também foram visualizadas através do agrupamento das
espécies V. glechomifolia, V. chamaedryfolia, V. eichleriana e V. eupatoria. As
espécies que mais se distanciam do grupo sdo V. scandens e

V. saricariifolia.

Os estudos estatisticos estabeleceram matematicamente a correlacdo quimica
entre os individuos coletados, sendo uma ferramenta fundamental para ser utilizada

na confirmacao da classificagdo quimiotaxonémica da familia Valerianaceae.
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2.4 CONCLUSOES PARCIAIS

As principais conclusdes para esta etapa do trabalho podem ser resumidas

nos topicos seguintes:

* As sete espécies brasileiras de Valeriana estudadas acumulam compostos

volateis, confirmando o que é descrito para espécies da familia Valerianaceae;

* A estabilizacdo do material vegetal pela operacao unitaria de liofilizacdo permitiu a
otimizacdo do processo de extracdo, melhorando, de forma significativa, o
rendimento dos hidrodestilados, sendo a condicdo de secagem eleita tanto pelos
baixos indices de umidade residuais como pela influéncia no rendimento de

extracao;

» O processo de liofilizagdo contribuiu de forma decisiva para que os Oleos das
espécies V. eichleriana e V. glechomifolia pudessem ser analisados
cromatograficamente por GC-FID e GC-MS, uma vez que, a fracdo monoterpénica
s6 foi evidenciada nos hidrodestilados provenientes de material-vegetal liofilizado, o
que é um forte indicativo do processo de conservacdo dos constituintes na matriz

vegetal;

* Os Oleos das sete espécies em estudo demonstraram um perfil pobre na regiao
dos monoterpenos, mas rico em compostos do tipo sesquiterpenos hidrocarbonetos,
sesquiterpenos oxigenados, acidos graxos de cadeia longa e ésteres de acidos

graxos longa;

« O controle de temperatura de ebulicio e condensacdo do hidrodestilado,
associado a secagem através de Na,SO, e a conservacdo em atmosfera de
nitrogénio, propiciaram a manutencdo das caracteristicas relacionadas a cor, aos

aspectos visuais e odoriferos dos hidrodestilados;

» Os compostos tentativamente identificados nos Oleos essenciais de trés espécies
(V. eichleriana, V. glechomifolia e V. scandens) resultaram em mais de 92 % da area
percentual do montante total dos componentes.
V. chamaedryfolia e V. eupatoria, tiveram tentativamente identificados mais de 85 %

dos compostos, enquanto V. tajuvensis e V. eichleriana mostraram uma alta
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guantidade de acidos carboxilicos de cadeia longa e ésteres, dificeis de identificar

impedindo a elucidagdo de um numero maior de compostos;

* O maior rendimento médio (média das trés extracbes realizadas para cada
amostra) de 6leos volateis em massa seca foi 0 obtido na espécie V. tajuvensis (0,36
%) e V. eupatoria que apresentou (0,34 %), seguido de V. saricariifolia (0,29 %), V.
chamaedryfolia (0,29 %), V. scandens (0,24 %) e V. glechomifolia (0,21 %);

» A propor¢do de agente esterificante (0,1 % v/v) ndo foi suficiente para esterificar a
totalidade dos acidos, visto que houve a identificacdo da presenca residual do acido

oleico e acido palmitico entre os hidrodestilados analisados;

» Detectou-se a presenca de ésteres do tipo etilico. O fato € um indicio de que os
mesmos se originam na propria matriz vegetal, pois o agente de esterificacdo ndo

induz a reacdo do acido com o grupamento etila;

e A composicdo quimica monoterpénica foi aprecidvel nas espécies

V. chamaedryfolia, V. eupatoria e V. tajuvensis;

* O acido isovalérico e o acido 3-metil valérico, também denominados de acidos
baldrinamico, esta presente nas sete plantas estudadas e podem ser usados como
possiveis agentes quimio-marcadores para as espécies de Valeriana brasileiras

estudadas;

» Entre os monoterpenos detectados ressalta-se a presenca quase constante de a-

pineno e linalol;

* Na fracdo sesquiterpénica os principais compostos detectados e caracterizados
foram o-copaeno, o-cubebeno, [3-cariofileno, d-cadineno,
y-cadineno, acetato de geranila, germacreno D, germacreno B, a-amorfeno, (Z)-
nerolidol, isovalerato de benzila, (Z)-a-bergamoteno, acetato de isoeugenal,

valerianol, pentanoato de geranila e biciclogermacreno, neofitadieno e fitol,

* A presenca de compostos borneol, isoborneol, valerenol, valerianol, valerenal,
valeranona e quessano € um indicio de que estes compostos possam ser usados na

classificacdo quimiotaxonémica de espécies Valeriana brasileiras;
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« O método estatistico Ward propiciou a hierarquizacdo das relacbes quimicas

estabelecendo dois grupos com caracteristicas diferenciadas;

« O grupo que mais se aproximou quimicamente, qualitativamente e
quantitativamente, da espécie V. officinalis foi o composto por
V. chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis;

A analise de PCA mostrou a proximidade e a dispersdo entre as espécies

brasileiras juntamente com a espécie referéncia V. officinalis;

e Os indicios colocam em evidéncia as espécies V. chamaedryfolia,
V. glechomifolia e V. tajuvensis como as possiveis matérias-primas vegetais a serem
usadas na substituicdo da V. officinalis, no que tange ao extrato enriquecido em

Oleos volateis;

A técnica cromatografica gasosa foi capaz de separar a maior parte dos
constituintes dos hidrodestilados (amostra complexa) obtidos das espécies de

Valeriana;

* Os detectores FID e MS mostram boa sensibilidade para compostos em baixa
concentracdo sendo capazes de fornecerem dados que contribuiram para o

discernimento e elucidacao estrutural dos compostos volateis.
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CAPITULD =

EXTRACAO COM FLUIDO

SUPERCRITICO APLICADA
AD ESTUDDO DA ESPECIE

VALERILANA TAIUVENSIS Sobral
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3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 Considerac0es iniciais

O grande poder de solubilizacdo dos fluidos supercriticos foi desvendado no
final do século XIX por Hannay e Hogarth em 1879 estudando a solubilidade do
cloreto de cobalto (Il), cloreto de ferro (II), brometo de potassio e iodeto de potassio
em etanol supercritico. Seu uso em quimica analitica foi verificado quase um século
depois, no final do século XX. Apds isto, os estudos com fluidos supercriticos foram
intensificados, surgindo varias patentes para extracao de diversos produtos naturais,
como extragdo de cafeina do café, da nicotina do tabaco, obteng&o de aromatizantes
de diversas especiarias, além de aplicacdes que incluem extracao de Oleos vegetais,
preparacdo de alimentos dietéticos (eliminacdo de gorduras), purificacdo de
compostos, entre outras. Sem duvida, a aplicacdo industrial de maior destaque € a
obtencdo do café descafeinado, que antes era obtido por extracdo com solventes
organicos téxicos. Mundialmente a extracdo com fluido supercritico (SFE, do inglés
“Supercritical Fluid Extraction”) tem sido aplicada a varias areas, entre elas a
extracdo amostras ambientais (solo, &gua, ar, sedimentos, suspensdes e tecidos
animais), alimentos (frutas, vegetais, cereais, tecidos animais...), produtos naturais

(6leos volateis, aromas...), farmacos (drogas de abuso, horménios) e polimeros
[173;174]

No Brasil o uso da extracdo com fluidos supercriticos vem crescendo, mas,
ainda € um uso modesto quando se relaciona a importancia da técnica extrativa a
quimica analitica e sua importancia para o meio ambiente. Este fato ndo se justifica
ao se considerar o enorme potencial de aplicagcdo deste método a varias técnicas
analiticas, destacando-se a cromatografia com fluido supercritico (SFC, do inglés
“Supercritical Fluid Chromatography”) 274175,

O “estado supercritico” acontece quando um gés € confinado em um espaco
determinado e gas e liquido estdo em equilibrio entre si. Aquecendo-se o sistema, as
propriedades intrinsecas de ambos convergem para um mesmo ponto até serem
idénticas (por exemplo, densidade, viscosidade, indice de refracdo, condutividade
térmica, etc...). Este ponto e denominado ponto
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critico 73 e nele termina a interface gas/liquido, pois a partir deste ponto encontra-
se uma unica fase, chamada supercritica. Portanto, de forma geral o fluido
supercritico € toda substancia que se encontra nas condicdes de pressédo e
temperatura superiores aos seus parametros criticos. Essa regido € visualizada no

diagrama de fases apresentado na Figura 3.1 :

pressao

regidio do
fluido

supercritice

Pc

sdlitdo fiquido

Te

temperatura

Figura 3.1: Diagrama Pressao versus Temperatura para o CO,(Silva, 2008).

A temperatura critica € a temperatura mais alta que o gas sera convertido em
liquido pelo aumento da pressao e, por sua vez, a pressao critica € a pressdo mais

elevada, na qual o liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da temperatura
[175-177]

Quando comparamos o solvente no estado supercritico a outros solventes
comuns, tem-se que este apresenta coeficiente de difusdo mais alto, viscosidade
mais baixa e maior densidade do que os gases. Desta forma, as qualidades
adquiridas pelo fluido supercritico, como viscosidades mais baixas e taxas de difuséo
mais altas, tornam-o adequado para extracdo de compostos inseridos e fixados a

matrizes sélidas, como ocorre no preparo de extratos de plantas medicinais 75178,

A densidade, viscosidade e difusividade sdo propriedades fisicas afetadas
diretamente pelas mudancas na temperatura e/ou pressdao. O aumento da pressao
leva ao aumento da densidade, favorecendo o rendimento extrativo, por outro lado,
acarretando menor difusividade e maior viscosidade o que prejudica o rendimento de

extracdo "% Exemplos de propriedades supercriticas estdo descritas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Propriedades termodinamicas de fluidos 7.

Estado do Densidade Difusividade Viscosidade

Fluido (g cm™) (cm?s™) (gcm ts?

Gés (1-3) x 10™ 0,1-0,4 (0,6-2) x 10’3
Liquido (0,2-3) x 102 (0,2-2) x 10 0,6-1,6
Supercritico (1-3) x 10™ 0,7 x103 0,2-0,5

Outro fator a ser considerado é a temperatura. Aumentos na temperatura
ocasionam a diminuicdo na densidade do fluido, diminuindo o rendimento extrativo.
Nestas condi¢Oes ainda ocorrem um aumento na difusividade e a diminuigdo da
viscosidade o que, por outro lado, favorece o rendimento. Com o aumento da
temperatura ha aumento na pressdo de vapor dos compostos volateis, o que

favorece o rendimento 77179,

3.1.2 Fluidos supercriticos

Os solventes empregados como fluidos supercriticos devem ter atrativos para
a extracdo de matrizes complexas. Precisam obedecer alguns critérios de escolha de
solvente entre estes levar em conta a especificidade do composto alvo, risco e
toxicidade de manipulacdo, assim como o0 impacto ao meio ambiente. Além disto,
devem apresentar caracteristicas que comprovem as habilidades de agirem como
fluidos supercriticos a fim de que se justifique o custo do uso desta técnica. Existem
muitos compostos com capacidade de agirem como fluidos supercriticos. A Tabela
3.1l apresenta uma variedade de solventes para serem empregados como fluidos
supercriticos. Também s&o apresentados 0s parametros criticos: Pc (pressao

critica), Tc (temperatura critica) e 5c¢ (densidade critica) 77287,
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Tabela 3.11: Solventes mais utilizados na extragéo supercritica 74!,

Tipo de fluido Gases Tc (°C) Pc (atm) 3¢ (g/lem?)
CO, 31 72,85 0,469
Compostos Inorgéanicos NH, 133 111,54 0,236
H,O 374 217,17 0,323
N,O 36 71,50 0,452
Metano - 82 45, 41 0,169
Etano 32 48, 17 0,203
Propano 97 41,85 0,217
Hidrocarbonetos Pentano 197 33,26 0,237
Etileno 9 49,65 0,218
Benzeno 289 48,27 0,302
Tolueno 319 40,57 0,292
Metanol 240 79,86 0,272
Compostos Oxigenados Etanol 241 60,61 0,276
Acetona 235 46,39 0,279
Eter etilico 194 35,93 0,265
Composto Nitrogenado Piridina 347 55,57 0,312

Tc= temperatura critica; Pc = pressao critica; ¢ = densidade critica "%,

3.1.2.1 CO, - Di6xido de carbono

Ha um particular interesse da industria farmacéutica no emprego do CO,. Este
fluido atende as preocupacfes como a toxicidade do meio de extracdo, a forma de
estocagem do solvente extrator e a estabilidade térmica*".

De todos os fluidos possiveis o0 CO, é 0 mais usado por apresentar pressao
critica moderada, maior densidade e baixa temperatura critica, ideal para muitos
compostos termoldbeis. Além disso, € facilmente separado do soluto, ndo € toxico,
nao causa problemas ambientais, ndo € inflamavel e tem um custo relativamente

baixo 4.

O diéxido de carbono - CO, - alcanca o ponto critico a uma temperatura
proxima a ambiente (31,3 °C) e pressao relativamente baixa de 73 atm. Estas
propriedades de transporte séo favoraveis, pois implicam em baixa viscosidade e alto
coeficiente de difusédo. Com seu baixo calor de vaporizacdo, especialmente perto do
ponto critico, o consumo de energia em muitos processos é baixo . No estado
liquido, o CO, € miscivel com todos os solventes liquidos comuns, do metanol ao
pentano, e com hidrocarbonetos monoterpénicos puros, monoterpenos aldeidicos e

g [176] .

todos os acidos carboxilicos liquido . O CO; supercritico € completamente

miscivel com hidrocarbonetos de baixo peso molecular, assim como em compostos
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organicos oxigenados. Este fluido pode também ser empregado para extracdo de
compostos organicos em extratos aquosos ja que sua solubilidade em agua é baixa.
Nestas condi¢cdes possui alta volatilidade, quando comparado a qualquer composto
organico facilitando sua separacdo da matriz complexa extraida e sua recuperacao e

reutilizacdo como solvente 8%,

3.1.2.2 C3Hg - propano

Uma alternativa ao CO, € 0 uso do propano que alcanga o ponto critico a uma
temperatura proxima a ambiente (41,85 °C) e pressao relativamente baixa (91 atm).
Estas propriedades de transporte também s&o favoraveis apresentando baixa

s 7 efetuaram

viscosidade e alto coeficiente de difusdo. Freitas e colaboradore
extracdes supercriticas sobre sementes de uva e os resultados apontam que a
extracdo contendo propano supera os rendimentos alcan¢cados com CO; puro e com

solventes modificadores 8%,

3.1.3 Extracdo com fluido supercritico (SFE)

Ha uma série de trabalhos apresentados na literatura relacionados ao
emprego de fluidos supercriticos como solventes na extracdo de compostos naturais
Tabela 3.1ll. Na maioria dos dados apresentados por estes estudos ha indicacao de
aumento do rendimento extrativo, tendo a vantagem de que 0 processo extrativo
previne a degradacdo dos compostos termoldbeis. Também permitem elevada
contratibilidade e alto poder de solvatacdo, com um processo simples e de baixo
custo. A grande contribuicdo da extracdo supercritica € a obtencdo de produtos

naturais agregando aos mesmos, alto valor comercial.
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Tabela 3.11I: Aplicacdes da extracdo com fluido supercritico em plantas medicinais.

Amostra Analito Referéncia N°
Valeriana officinalis L. Acido valerénico Shohet & Wills [182]
Valeriana officinalis L. Oleos volateis Safaralie et al. [150]
Foeniculum vulgaris Oleos volateis Moura et al. e
Patrinia villosa Oleos volateis Xie et al. [184]
llex paraguariensis metilxantinas Saldafia et al. (18]
llex paraguariensis alcaloides Saldafia et al. [186]

llex paraguariensis

cafeina, teobromina,
esqualeno, fitol, vitamina E,
acido palmitico, esteroides.

Esmelindro et al.

[187]

Laurus nobilis L.

cineol, linalool, metil

Caredda et al.

[188]

eugenol
Lupinus spp alcaloides Nossack et al. es)
Carum copticum timol, mirceno, limoneno Khajeh et al. (190]
Mentha pulegium L. Menta Aghel et al. [191]

Zataria multiflora

Boiss

timol, terpineno, p-cimeno

Ebrahimzadeh et al.

[192]

Hypericum perforatum

alcanos, &cidos orgéanicos e

” Seger et al. [193]
. ésteres
Ginkgo biloba flavanoides e terpenoides Yang et al. [194]
cis-sabineno hidratado,
Majorana hortensis acetato de cis-sabineno [195]
Moench hidratado, terpineol-4 e Rodrigues et al.

a-terpineol.

Origanum vulgare

cis-trans-sabineno
hidratado, timol

Rodrigues et al.

[196]

Euphorbia macroclada hidrocarbonetos Ozcan et al. 7]
Tabernaemontana alcaloides Pereira et al. [198]
catharinensis
Pistachia Vera antioxidantes Goli et al. [199]
Lupinus spp, alcaloides Lancas et al. [200]
Plinia pinnata
Cha catequinas Chang et al. [201]
Ferula assafoetida o-pineno, -pineno,

mirceno, limoneno, B- Khajeh et al. [202]

ocimeno
Foeniculum  vulgare acido hexadecanoico,
Mill tetradecano,sabineno, Khajeh et al. [203]
0-pineno, mirceno

Juglans regia L. compostos fendlicos Amaral et al. 04l
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3.1.4 SFE aplicada a extracao de matérias-primas ve getais

As extracBes por SFE de matérias-primas vegetais devem ser realizadas a
partir do material vegetal previamente preparado. O material-vegetal deve ser
introduzido no frasco extrator seco e comunuido, a fim de evitar a influéncia da agua
na extracdo, além de aumentar a superficie de contato para a acao eficaz do fluido

extrator.

O fluido supercritico € impelido pela pressédo a passar através da matéria-
prima vegetal arrastando os compostos volateis, os 0leos e as demais substancias

até que se estabeleca o nivel de solubilidade de equilibrio em torno de 10%.

A solucdo extrativa resultante é direcionada para valvula redutora de
pressdo do CO,, sendo diminuida a forca de solubilizacdo do CO, pela reducéo da
pressdo. Neste momento h& a precipitacdo dos componentes extraidos no
separador. O CO, é comprimido e retorna por recirculacao para o frasco extrator. Os
parametros: fluxo de gas, temperatura, pressdo e o numero de ciclos devem ser

otimizados para cada matéria — prima vegetal.

3.1.5 Vantagens e desvantagens da extracdo supercri  tica

Vantagens do uso da SFE 17417l

» Os solventes sd0 gasosos ou volateis a temperatura e pressao normais (portanto
faceis de serem separados e recuperados);

» Ampla variagdo nas propriedades fisicas através da modificacdo da T, P assim
como na polaridade dos solventes;

* Adicao de solventes modificadores aumenta a solubilidade;

» Extracdo multifase;

» Fracionamento de extratos;

» Ajuste da for¢a do solvente através da compressao mecanica;

* Rapidez de extracao.
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Desvantagens do uso da SFE

» Custo elevado dos equipamentos;
e Produtos com baixo rendimento sdo economicamente inviaveis de serem
extraidos por esta operacao unitaria;
* Inibicdo da extracdo de compostos muito polares quando ndo se usam solventes

modificadores adequados.
3.1.6 SFE e espécies de Valeriana

A literatura apresenta dois estudos relacionados a condi¢des de extracdo de

alguns constituintes de raizes de V. officinalis L.

Shohet e Wills # propuseram a extracéo de &cidos valerénicos das raizes de
V. officinalis L. O fluido supercritico CO, foi utilizado puro e combinado com os
modificadores etanol (5 %) e metanol (5 %). Diferentes combinacdes entre pressao
(10-20 MPa) e temperatura (40 — 50 °C) foram realizadas e os resultados
comparados aos da extragdo por percolagcdo (etanol 70 °GL). A comparagao de
dados mostrou que a presenca de modificadores contribui favoravelmente para o
aumento do rendimento do processo de extracdo dos acidos valerénicos, quando
comparada ao processo de percolagdo. Além disto, foi estabelecido o tempo ideal
para a extracdo supercritica de 20 min.

Safaralie e colaboradores ™ compararam a composicdo dos 6leos volateis
extraidos das raizes de V. officinalis cultivadas por hidroponia no Ira. Identificaram 47
compostos nos extratos hidrodestilados (HD) e 35 compostos no extrato de SFE,
correspondendo respectivamente a 89,3 % e a faixa de
86,1 % a 95,1 % da composicdo quimica. Os rendimentos foram de 0,21 % m/m
(HD) e de 1,84 % a 4,90 % (SFE), respectivamente. Os compostos majoritarios
apresentados na analise dos HD foram acetato de bornila (11,6 %), acido valerénico
(8,0 %), (Z)-acetato de valeranila (7,9 %) e acetdxivaleranona (7,6 %). A SFE
apresentou como compostos majoritarios: acido isovalérico
(18,7-41,8 %), acido valerénico (8,2-11,8 %), acetoxivaleranona (5,6-6,5 %), acetato
de bornila (2,3-7,7 %) e valerenol (7,6 %).
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3.1.7 Espécies de Valeriana do Rio Grande do Sul e estudos sobre alguns
processos de extracao

Os primeiros estudos relacionados a composicdo quimica de extratos
cloroférmicos ultrassénicos foram realizados com espécies do género Valeriana na
década de 1990. A seguir Silva e colaboradores [® identificaram e quantificaram
valepotriatos em nove espécies de Valeriana. O objetivo destes estudos foi o de
identificar, entre as espécies vegetais, aquela que tivesse possibilidade por possuir

atividade terapéutica assim como possibilidade de exploragéo econOmica.

As coletas realizadas para a realizacdo do estudo de Silva e colaboradores [

proporcionaram um olhar pormenorizado da equipe botanica sobre o estudo
taxondmico da familia Valerianaceae o que culminou na descoberta de duas novas

especies, entre elas, V. tajuvensis Sobral.

A maioria das espécies brasileiras pertencentes a familia Valerianaceae,
compostas de ervas ou subarbustos, tem sua ocorréncia descrita em locais umidos
junto a charcos e grutas, no entanto, V. tajuvensis Sobral é a Unica espécie
conhecida como arbustiva, no Leste da América do Sul, ou seja, até
3 m de altura, encontrada apenas em dois pontos da divisa entre os estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, em escarpas quase verticais, de dificil acesso, em

grupos contendo centenas de individuos (Figura 3.2).

Os estudos de Silva e colaboradores (2002) [® colocaram a referida espécie
em evidéncia, pois as andlises cromatograficas por HPLC evidenciaram a presenca
de concentracbes de valepotriatos interessantes, do ponto de vista de exploracéo
econdbmica, quando comparadas aquelas apresentadas pelas espécies V. officinalis,
V. wallichii e V. edulis. Este fato justifica 0 estudo e a investigacdo da composi¢cao
quimica dos compostos volateis, pois a acdo farmacoldgica da espécie padréo

parece ser dada por sinergismo entre os 0leos volateis e os valepotriatos.

Considerando o fato exposto, a raridade desta espécie, pois se encontra na
lista de plantas com alto risco de extingcdo, o objetivo deste capitulo foi de investigar
0 processo extrativo por dois fluidos supercriticos sobre talos e folhas liofilizados

provenientes de V. tajuvensis Sobral e determinar a composi¢do dos constituintes
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volateis dos extratos provenientes de talos e folhas de
V. tajuvensis Sobral empregando a técnica de extracao com fluido supercritico.

Figura 3.2: Local de coleta de V. tajuvensis Sobral - localidade Tajuvas - municipio
de Trés Cachoeiras —RS.

3.1.8 Proposta de investigacao

Neste estudo foram testadas as influéncias da temperatura, da presséo e do
uso de dois diferentes solventes extratores: didxido de carbono e o propano sobre o
rendimento de extracdo e a qualidade e quantidade dos compostos volateis pelo
emprego de técnicas cromatograficas gasosas que empregaram os detectores de
ionizacdo de chama (GC/FID) e de espectrometria de massas (GC/MS). Os dados
obtidos foram comparados aos resultados da HD relacionados no Capitulo 2 .

O presente estudo foi dividido em trés proposi¢cdes a fim de fornecer melhores

subsidios a compreenséo do estudo:

|- Estabelecer as condi¢des extrativas com o fluido supercritico CO,, seguido por
analise cromatografica para caracterizacdo qualitativa e quantitativa dos compostos
volateis de talos e folhas de V. tajuvensis;

lI- Estabelecer condi¢des extrativas para compostos volateis, através do emprego do

fluido supercritico propano de talos e folhas de V. tajuvensis;
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lll- Estabelecer a comparagdo estatistica entre os dados obtidos com extracao
supercritica (SFE) com os dados de hidrodestilagcdo fornecidos no Capitulo 2 .

Salienta-se que as flores e as raizes desta espécie ndo foram utilizadas no
estudo, pois a quantidade coletada de flores nédo foi suficiente para ser submetida as
diferentes condicdes de extragdo. Por sua vez, as raizes ndo foram coletadas por
gue os individuos vegetais estdo na lista de espécies em extin¢éo e, portanto, devem
ser preservados. Adiciona-se que estes estéo distribuidos em pequeno nimero e seu

estado de conservacao é precério, além de serem de dificil acesso.
3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Preparacao da amostra para analise

O material vegetal (V. tajuvensis) foi coletado em dezembro de 2007 na
localidade Tajuvas — municipio de Trés cachoeiras — Rio Grande do Sul. O material
vegetal foi congelado em freezer (— 20 °C) e submetido ao processo de secagem por
liofilizacdo (EDWARDS®, MODELO CE-96, INGLATERRA) com atmosfera inerte
através do emprego de nitrogénio sob pressao.

Talos e folhas de V. tajuvensis foram liofilizados, misturados, triturados
(moinho de facas, mod. Retsch Sk1- Retsch ®), homogeneizados, tamisados em
peneiras Tyler® (40 mesh), quarteados e, por fim, amostrados aleatoriamente até

atingir a massa de 10,0 = 0,05 g.

Todo o material vegetal foi colocado em ambiente inerte, dentro de frascos de
vidro, sendo armazenados em refrigerador (6 °C a 8 °C) até o procedimento de
extracdo. O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico da mesma

forma como esta descrito no Capitulo 2 .
3.2.2 Reagentes e solventes

O procedimento de extragdo supercritica foi realizado com o fluido supercritico
CO, (White Martins® - Sdo Paulo) de grau UP, com 99,99 % de pureza (cilindro com
tubo pescador) e com o gas propano (White Martins® - S&o Paulo). Os padrées
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vitamina E, estigmasterol, fitol e bifenila foram adquiridos da Sigma Aldrich (Palo
Alto, CA, EUA).

Foram preparadas solucdes estoques de cada padrdo (1000 pg mL™) em
hexano, sendo posteriormente armazenadas sob refrigeracdo. Os solventes

utilizados foram grau p.a. Merck®, bidestilados.
3.2.3 Extracdes pelo fluidos supercriticos CO  , e C3Hg

As extracdes foram realizadas em uma unidade laboratorial, consistiu de
cilindros contendo os gases de CO, e CsHg, dois banhos termostaticos (QUIMIS®),
uma bomba de alta pressdo (ISCO® 260D), um reator em aco inoxidavel (capacidade
100 mL), um transdutor de presséo (SMAR® LD301) equipado com um controlador
(SMAR® HT 201) com uma precisdo de+ 0,012 MPa e um tubo coletor de vidro,
localizada no laboratério de processos industriais da Universidade Regional da
Integrada - Campus Erechim

O fluxograma apresentado na Figura 3.3 descreve 0S processos ao quais
foram submetidos talos e folhas de V. tajuvensis até a extracdo com fluido

supercritico (SFE).

As amostras de V. tajuvensis (10,0 £ 0,05 g) foram colocadas no extrator e,
em seguida, o CO, (ou C3Hs) foi bombeado até a pressdo de extracdo deixando-o
em contato com a amostra por 1 h para estabilizagdo do sistema. Apés, a valvula
micrométrica foi aberta para a coleta do extrato solubilizado. O fluxo de CO; (ou

C3Hs) foi acompanhado através do registrador da bomba de alta presséo.
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Figura 3.3: Fluxograma do processo extrativo para talos e folhas de
V. tajuvensis.

O extrato foi coletado e pesado em intervalos de tempo definidos (15 a 20
min). Outro tubo foi conectado ao equipamento e a extragdo continuou até que nao
se obtinha mais quantidade significativa de extrato no intervalo de tempo
determinado. O tempo de extracdo em cada experimento foi estabelecido em

aproximadamente 400 min, isotermicamente, a pressao constante.

Cada experimento consumiu em média 8 h, incluindo pesagem da amostra,
carga do extrator, estabilizacdo da temperatura do extrator e dos banhos, extragéo,
despressurizacéo e descarga do extrator. Um planejamento experimental fatorial 22
foi estabelecido para avaliar a influéncia das variaveis do processo no rendimento e
na composicao quimica do extrato. As extracdes foram realizadas em triplicata, em

todas as condigoes.
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3.2.3.1 Condicdes das variaveis de extracéo

As condicdes de extracdo com CO, foram estabelecidas em dois niveis de
temperatura (30 e 45 °C) e pressao (100 e 200 atm), onde foi avaliado o efeito
destas variaveis sobre o rendimento de extrato de talos e folhas de
V. tajuvensis. As condi¢cdes de extracdo com CzHg foram estabelecidas em trés
niveis de temperatura (30, 45 e 60 °C) e dois niveis pressao (100 e 200 atm), onde
foi avaliado o efeito destas variaveis sobre o rendimento de extrato de talos e folhas
de V. tajuvensis. Para folhas foi estabelecido somente um nivel de pressédo para

extracdo por C3sHg por falta de material vegetal.

3.2.4 Critérios para a selecdo de partes do materia | vegetal

Os critérios adotados para a utilizacdo total das partes aéreas ou em partes
(separacdo em caules, talos, folhas e flores) foram o tamanho das espécies vegetais,
as guantidades colhidas e a viabilidade de separacdo, em diferentes partes, apos a
secagem por liofilizag&o.

3.2.5 SFE - Funcionamento do sistema de extracéo

O sistema de extragdo por CO, supercritico consiste basicamente de cinco
componentes: (A) fonte de CO,; (B) bomba de alta presséao; (C) cela de extragdo; (D)
restritor de presséo e (E) coletor, além dos sistemas controladores de temperatura e

pressao conforme pode ser visualizado nas Figura 3.4 e 3.5.

O CO;, é fornecido ao sistema pressurizado através de cilindros sifonados (A).
A pressao de operacao, se superior a do cilindro, é obtida por uma bomba de alta
pressdo (B). A matriz do soluto é “lavada” pelo solvente no extrator (C), a mistura
solvente soluto € submetida a uma descompressao usando uma valvula redutora de
pressdo (D). A mistura passa a ser, entdo, gas-soluto, sendo este recolhido no
separador (E) para posterior analise. Em escala preparativa o gas que emana do

separador pode ser recirculado.
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Bomba
de alta pressao

Valvula de

l . descompressaoc

e°pe Célula
( de extragao

Frasco coletor
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Figura 3.4: Esquema representativo de um processo de extracdo supercritica,
composto por: cilindro sifonado do solvente, bomba de alta presséo, célula de
extracdo, valvula de descompresséo e frasco coletor 7,

Figura 3.5: Fotografia com vista parcial da unidade de extracdo com CO,
(Freitas, 2007).

3.2.6. Variaveis de extracdo para CO ;e C3Hg

Foram avaliados os efeitos das variaveis: temperatura e pressao sobre o
rendimento de extrato dos talos e das folhas (secos por liofilizacdo) e sua
composi¢do quimica. O intervalo de variaveis estudado foi estabelecido de forma a
cobrir a regido de interesse no que se refere as propriedades de transporte e poder
solvente do diéxido de carbono e propano.

As condi¢cdes de extracao para folhas e talos de V. tajuvensis com os fluidos
supercriticos CO, e propano foram estabelecidas de acordo com a Tabela 3.1V.
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Tabela 3.IV: Condi¢cGes de extracao para folhas e talos de V. tajuvensis com 0s
fluidos supercriticos CO, e propano.

V. tajuvensis Fluido Experimento® T[°C]® P[MPa]
1 30 100
2 45 100
3 60 100
Talos CO,
4 30 200
5 45 200
6 60 200
7 30 100
8 45 100
9 60 100
Talos CsHs 10 30 200
11 45 200
12 60 200
13 30 100
14 45 100
Folhas CO; 15 30 200
16 45 200
17 30 100
Folhas CsHg 18 45 100
19 60 100

%(n)= 3, Estimada por referéncias "%

3.2.7 Cromatografia gasosa (GC/FID e GC/MS)

Os extratos obtidos na extragdo das amostras de Valeriana tajuvensis com
CO, e propano foram analisados por GC/MS nas mesmas condigbes dos O6leos
essenciais (Capitulo 2, Tabela II.V).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 A estabilizacado e o preparo do material veget al

O material vegetal adotado para o desenvolvimento deste trabalho contou com
talos e folhas de V. tajuvensis. Os procedimentos das coletas levaram em conta a
manutencdo e a integridade dos compostos volateis. Para tanto o material vegetal foi
submetido aos procedimentos relatados no item 2.2.7, Capitulo 2 mantendo-se as

72 h de liofilizagdo. A Tabela 3.V descreve o percentual de umidade determinada

Andréia Loviane Silva 81



PPG-IQ-Tese de Doutorado

segundo a metodologia de perda por dessecacdo da Farmacopeia Brasileiral*®?.
Além deste controle, apds o término da secagem, estabeleceram-se os periodos de
3 e 6 meses para 0 acompanhamento da sorcdo de umidade durante o
armazenamento. Todas as amostras analisadas apresentaram umidade percentual

abaixo de 5 %.

Tabela 3.V: Perda por dessecacao de talos e folhas de V. tajuvensis liofilizada.

Espécie Orgéos X+ S (CV) n=5 X+ S (CV) n=5 X+ S (CV) n=5
0 meses 3 meses 6 meses
2,14 2,39 2,56
Talos ] ] ]
V. taiuvensis (+1,41;0,66 ) (x0,95;0,40) (x1,22;0,48)
- Folhas 3,35 3,57 3,81
(x0,59;0,18) (x0,43;0,12) (x0,38;0,10)

X = média de triplicatas; S = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacdo; n= nimero de testes.

Durante o periodo de estocagem avaliado, os teores medios de umidade
percentual permaneceram abaixo de 5 % 0 que € abaixo do limite maximo de
14 % estabelecido para matérias-primas vegetais **3. As diferencas entre as médias
dos teores de umidade, de um mesmo 6rgdo vegetal ndo foram estatisticamente
significativas. A maior variacdo de sor¢cao de umidade ocorreu nas folhas, sem que o
material fosse comprometido. Os resultados de umidade percentual obtido nos
diferentes 6rgdos apresentaram diferencas significativas o que pode ser atribuido a
composicao estrutural dos tecidos vegetais. A efetividade da operacdo de secagem
pode proporcionar a estabilizacdo do material vegetal, viabilizando a continuidade

dos demais procedimentos.

Apbés a secagem, as amostras foram moidas e classificadas quanto a
granulometria em peneiras Tyler®. N&o h& relatos na literatura sobre a distribuicdo
granulométrica de p6s dos diferentes 6rgaos de V. tajuvensis, sendo este o0 segundo
parametro analisado. A Tabela 3.VI apresenta a distribuicdo granulométrica do

material vegetal de V. tajuvensis.

Andréia Loviane Silva 82



PPG-IQ-Tese de Doutorado

Tabela 3.VI: Distribuicdo granulométrica do material vegetal de V. tajuvensis.

LS LI AM 1A Talos Folhas

um pum pum um F(%) Fr(%) (FP) F(%) Fr(%) (FP)
> 635 - - - 1,8 10,3 89,7 2,7 16,6 83,4
635 315 475 320 8,4 57,8 42,2 5.3 40,1 50,9
315 200 282,5 65 2,8 73,3 26,7 14 57,4 42,6
200 125 187,5 125 2,2 85,9 14,1 2,7 74,6 25,4
125 80 102,5 45 0,0 85,9 14,1 0,2 155 24,5
80 53 66,5 27 1,1 91,9 81 15 84,7 15,3
53 Col. 26,5 53 1,2 100 00 25 100 0,0

LS: Limite superior de classe; LI: Limite inferior de classe; AM: abertura média de malha; IA: Intervalo
de abertura; F(%): fracdo retida; Fr (%) fracdo retida acumulada; FP: Fracdo de passagem; Col.:
coletor.

A fracdo retida, a fracdo retida acumulada e a fracdo de passagem sao
valores empregados como base no calculo da distribuicdo granulométrica a fim
construir o grafico de curvas cumulativas de retencdo e passagem de pos. A fracdo
retida (Fr) refere-se massa real retida no tamis em relagdo aquela pesada para a
realizacdo do experimento. A normatizar a técnica com os dados aceito na literatura,
calcula-se a fracao retida percentual (Fr %) que descreve este comportamento para
a massa de 100 g. Os valores a serem empregados na construcdo da curva
cumulativa que viabilizam a visualizagdo da granulometria real do p6 séo Fr (%) pelo
FP.

A classe granulométrica predominante em talos e folhas foi de diametro entre
315 e 635 nm, com abertura nominal correspondendo a 49 %, 63 % e 79,3 %,
respectivamente para folhas foi de 200-635 nm 74,6 %. Os pés foram classificados
como moderadamente finos em conformidade com as especificacées da OMS 3. As
pequenas variacbes observadas na granulometria podem ser atribuidas as
diferencas dos teores de umidade residual e a composicao estrutural dos tecidos
vegetais ?Y. Para evitar o entupimento do equipamento de SFE foram empregados
pds com 40 mesh. O material vegetal foi conservado em frascos de vidro em
ambiente inerte (N,), armazenados em freezer até 0 momento da extracéao, evitando
a oxidacao das amostras. As Figuras 3.6 e 3.7 apresentam as curvas de retencao e
passagem acumuladas, sendo o diametro das particulas calculado através do
método de resolucao grafica a partir do ponto de intersec¢do das retas.
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Figura 3.6: Curvas cumulativas de retencéo e passagem obtidas apos a moagem e

tamisacdo dos talos de V. tajuvensis. FP = fragdo de passagem e
Fr = fracado retida.
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Figura 3.7: Curvas cumulativas de retencdo e passagem obtidas apos a moagem e

tamisacdo das folhas de V. tajuvensis. FP = fracdo de passagem e
Fr = frag&o retida.

3.3.2 Procedimento de extragdo com CO , e CgHg supercriticos

3.3.2.1 Estudo do efeito da pressao e temperatura s obre o processo na SFE de
V. tajuvensis

O rendimento médio (média das trés extracdes realizadas para cada amostra)
tratamento extrativo em compostos volateis em massa seca esta representado na
Tabela 3.VIl para CO, e Tabela 3.VIII para CsHs.
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Tabela 3.VIl: Rendimento das extracdes de V. tajuvensis empregando CO, como
solvente, planejamento 22,

Rendimento [%]

Aria. . 0
Materia-prima TPC] Platm] (9 extrato/100 g V. tajuvensis)
30 100 0,60
45 100 0,50
Talos
30 200 0,80
45 200 0,92
30 100 0,29
45 100 0,75
Folhas
30 200 1,16
45 200 1,72

Os rendimentos foram calculados com base na porcentagem dos compostos
volateis extraidos em relacdo a massa da amostra colocada no extrator. As variaveis:
vazdo do solvente e a massa de V. tajuvensis foram mantidas constantes em 2 g

min™ e 105 g, respectivamente.

Tabela 3.VIII: Rendimento das extracbes de V. tajuvensis empregando CzHg como
solvente.

Rendimento [%]

Matéria-prima T[°C] P[atm] (Gerars/100g V. tajuvensis)
30 100 0,67
45 100 0,91
Talos 60 100 1,25
30 200 0,68
45 200 1,02
60 200 1,29
30 100 1,17
Folhas 45 100 1,14
60 100 1,85

A Figura 3.8 apresenta o efeito da temperatura e da pressdo sobre o
rendimento da extracdo de talos de V. tajuvensis, empregando CO, a alta presséo
como solvente, enquanto a Figura 3.9 apresenta o mesmo efeito para as folhas. As
curvas experimentais de extracdo foram construidas através da massa total de
extrato de V. tajuvensis, em funcdo da massa de CO utilizada, que foi monitorada
pelo decaimento no volume do solvente na bomba de seringa. Da mesma forma, as

Figuras 3.10 e 3.11 apresentam estes resultados para o uso do C3Hg supercritico.
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De forma geral os experimentos realizados com talos apresentaram um
rendimento menor quando comparados com os das folhas tanto para CO, quanto
para CsHs. Possivelmente, tal fato é devido ao 6leo (compostos volateis) estar
localizado mais superficialmente nas folhas quando comparado com os talos,
tornando a sua solubilizacéo mais acessivel, além disto, a constituicdo estrutural dos

tecidos destes 6rgaos é muito diferente.
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Figura 3.8 : Efeito da temperatura e da pressao sob o rendimento da extracado dos
talos de V. tajuvensis com CO; supercritico.
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Figura 3.9 : Efeito da temperatura e da pressao sob o rendimento da extracdo das
folhas de V. tajuvensis com CO; supercritico.
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Figura 3.11 : Efeito da temperatura e da pressao sob o rendimento da extracdo das
folhas de V. tajuvensis com C3Hg supercritico.

Nos experimentos com CO; o efeito de temperatura é distinto dependendo da

faixa de pressao empregada. Em pressdes de 100 atm, o aumento da temperatura

levou a um decréscimo do rendimento da extracdo. Apesar do efeito térmico

favoravel em temperaturas mais elevadas (aumento de pressdao de vapor e

propriedades de transporte mais favoraveis), o decréscimo de densidade nesta faixa

de pressdo € bastante pronunciado ocasionando a diminuicdo do rendimento da

extracao.
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Por outro lado, na pressdo de 200 atm a diminuicdo da densidade é menos
pronunciada, o que faz com que predomine os efeitos térmicos positivos resultando
no aumento do rendimento da extracdo. Nesta regido, esta claramente demonstrado
que, apesar da densidade diminuir com o0 aumento da temperatura, a diminuicdo da
viscosidade, o aumento do coeficiente de difusdo do solvente e o aumento da
pressdo de vapor do Oleo compensam este decréscimo. Isto faz com que o
rendimento seja aumentado quando se altera a temperatura de 30 °C para 45 °C. As
amostras de V. tajuvensis analisadas a 200 atm e 45°C tiveram rendimentos de

maior valor para talos cerca de 0,98 % e para folhas 1,72 %.

Nas extracdes com CsHg pode ser constatado que a pressédo exerce efeito
desprezivel sobre o rendimento da extracdo. Tal fato pode ser explicado pelo CzHg
estar como liquido e, desta forma, a variacdo da pressao dentro da faixa investigada
nao acarreta em diferenca significativa de densidade levando a rendimentos

similares na mesma temperatura.

Em contrapartida, a variavel temperatura demonstrou-se significativa, onde os
rendimentos foram proporcionais ao aumento da temperatura em funcdo dos efeitos
térmicos positivos, pois ha um aumento de pressdo de vapor e as propriedades de
transporte tornam-se mais favoraveis. Isso faz com que o rendimento seja
aumentado quando se altera a temperatura de 30 °C para
60 °C em talos apresentando 1,25 % em peso. Para folhas o estudo foi realizado
somente com a pressao 100 atm, pois o material vegetal ndo estava mais disponivel,
entretanto o efeito da temperatura foi observado pela obtencdo do rendimento de
185 % similar aos obtidos em talos com a temperatura de
60 °C e 200 atm. Os rendimentos obtidos com C3Hg s@o superiores aos alcancados

com CO..
3.3.2.2 Andlise da composi¢ao quimica dos compostos volateis

Apbs a definicdo dos efeitos das varidveis no processo de extracdo por SFE,
cada extrato foi analisado separadamente por cromatografia gasosa (GC/MS e
GC/FID).

O perfil cromatografico dos compostos volateis de V. tajuvensis na maior parte

das fragOes obtidas por CO, teve a predominancia da fragdo sesquiterpénica, como
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ocorreu na extracdo por hidrodestilagdo relatada no Capitulo 2. O numero de
compostos ndo sesquitepénicos como acidos graxos e ésteres graxos apresentaram

teores superiores a 30 %.

A identificacdo dos compostos volateis foi feita através da comparacdo com
espectros da biblioteca do equipamento GC/MS e de dados obtidos pela
determinacdo dos indices de retengdo de Kovats. Outros compostos tiveram suas
identidades elucidadas através da co-injecdo contra padrées. As Figura 3.12 a 3.15
apresentam os cromatogramas dos extratos obtidos via extracdo supercritica com
CO, e C3Hg para talos e folhas as condigbes de melhor rendimento percentual em

massa.

De modo geral os extratos obtidos por SFE de V. tajuvensis apresentaram uma
mistura complexa de hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos,
compostos oxigenados (alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres), ésteres de acidos
graxos, ésteres de cadeia longa e alcanos de cadeia longa. Estes tiveram em média
63 compostos elucidados que correspondem a cerca de 40-75 % da sua
concentracdo, somente foram positivamente identificados quando a porcentagem de

probabilidade apresentou-se superior a 90 %.
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Figura 3.12: Cromatograma dos extratos supercriticos de talos de V. tajuvensis com
CO, obtidos a 30 °C e 45 °C e 200 atm. A identificacdo dos picos cromatograficos é
apresentada no Anexo Il .
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Figura 3.13: Cromatograma dos extratos supercriticos de folhas de V. tajuvensis
com CO, obtidos a 30 °C e 45 °C e 200 atm. A identificacédo dos picos cromatogréaficos é

apresentada no Anexo Il .
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Figura 3.14: Cromatograma dos extratos supercriticos de talos de V. tajuvensis com
propano obtidos a 30 °C, 45 °C, 60 °C e 200 atm. A identificacdo dos picos
cromatograficos € apresentada no Anexo Il .
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Figura 3.15: Cromatograma dos extratos supercriticos de folhas de
V. tajuvensis com propano obtidos a 30 °C, 45 °C, 60 °C e 100 atm. A identificagcdo
dos picos cromatogréficos é apresentada no Anexo Il .

A identificac&o total destes compostos esta apresentada na Tabela do Anexo

II. Os compostos mais abundantes estéo representados na Tabela 3.VIII.

Estudos estatisticos estabeleceram matematicamente as correlacdes
quimicas entre as diferentes extracoes aplicadas a matéria-prima vegetal
V. tajuvensis talos e folhas, sendo uma ferramenta fundamental para ser utilizada na
selecdo da melhor condicdo qualitativa e quantitativa. A Figura 3.16 apresenta o
dendograma obtido pelo estudo estatistico de formacdo de Clusters na comparacéo
dos extratos de SFE com 0 Oleo essencial da
V. tajuvensis. Para fins de comparacdo, acrescentou-se a este grafico as

informacdes sobre o 6leo volatil de V. officinalis.
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Tabela 3.IX: Compostos presentes nos extratos SFE de V. tajuvensis.

COMPOSTOS

N° do Pico

PM

Probabilidade

(%)
Limoneno 12 136 94
a-Cubebeno 25 204 96
a-Copaeno 28 204 96
3-Bourboneno 31 204 92
(2)- B-cariofileno 33 204 90
o-Elemeno 39 204 92
a- Humuleno 40 204 92
Aloaromadendreno 41 204 96
Germacreno D 44 204 90
Biciclogermacreno 51 220 90
Eter do (E)-cadineno 60 220 90
Espatulenol 64 220 94
Oxido de cariofileno 65 220 94
Acetobxivaleranona 73 220 94
Valerenal 79 220 96
Valerenol 82 220 90
Acido valerénico 83 220 90
Valepotriato (AHD-Valtrato) 94 228 90
Acetato de (2)-valerenila 101 220 90
Acido oleico 110 284 96
n-Docosano 111 310 96
Docosanol 112 326 98
Tetracosano 113 338 96
Acetato de farnesila 114 290 94
Acido tetracosanoico 115 470 96
Hexadecanol 116 298 96
y- tocoferol 117 430 94
Vitamina E (a-tocoferol) 118 430 92
Esqualeno 119 410 90
Estigmasterol 120 484 96

As extracdes supercriticas foram agrupadas em trés grupos diferentes através

do método Ward. O primeiro grupo foi formado pelas extragbes de talos tanto com

CO, como C3Hg excluindo-se as extragdes realizadas com CO; nas condigdes 30 °C

e 100 e 200 atm, que formaram um grupo em separado, portanto a temperatura fez o

diferencial na quantidade e qualidade do extrato obtido por SFE. Os demais

componentes se agruparam independentemente da presséo, da temperatura ou do

tipo de fluidos extratores empregados na obtencao do extrato vegetal.

Andréia Loviane Silva

92



PPG-IQ-Tese de Doutorado

Dendograma usando Método Ward
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Figura 3.16: Estudo estatistico de formacdo de Clusters para a comparacdo dos
extratos de SFE com o 0leo essencial da V. tajuvensis e de V. officinalis.

O segundo grupo é composto das extracdes supercriticas de folhas.

Formaram dois subgrupos que se aproximaram pela influéncia da temperatura.

Ressalta-se que as espécies de maior correlacdo dentro destes grupos foram
entre si distanciando-se da composicdo dos  hidrodestilados < de
V. tajuvensis e V. officinalis ou por SFE. A maior similaridade com a
V. officinalis ocorreu para o 6leo essencial (HD) da V. tajuvensis. Portanto, ha
indicativos que o0s meétodos de extracdo sao cruciais na mudanca do perfil
quantitativo e qualitativo para V. tajuvensis. Entretanto, ha uma boa diversidade de
novos compostos extraidos pela técnica SFE entre eles a vitamina E,

y-tocoferol, esqualeno e estigmasterol. Todos estes compostos apresentam atividade
farmacoldgica.

A aplicacdo do teste estatistico da analise de grupos principais (PCA), levou
em conta quatro fatores de variabilidade que explicam cerca de 89 % da correlacéo

quimica entre as diferentes formas de extracdo por SFE de
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V. tajuvensis e a composicao do proprio hidrodestilado (HD), com a planta referéncia
V. officinalis tanto por HD quanto por de SFE. A Figura 3.17 apresenta a distribuicao

da proximidade ou da disperséo entre as diferentes extracdes por SFE.
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Figura 3.17: Analise de compostos quimicos principais (PCA) dos Oleos volateis de
espécies de V. tajuvensis e a literatura de HD e SFE de
V. officinalis, contendo 4 componentes (fatores) eleitas pelo proprio programa
eletrnico estatistico.

A andlise de PCA confirmou as relacbes estabelecidas pelo método de
variaveis multivariadas Ward. H& evidéncias estatisticas que mostram a maior
proximidade quimica entre os hidrodestilados de V. tajuvensis com a espécie
referéncia e este da condicdo SFE14 (37 € 20,2 MPA e 330 pyL de etanol como

solvente modificador) *°°,

Houve o agrupamento em trés diferentes grupos A, B e C. O primeiro
composto pelos extratos dos talos, obtidos com CzHg. O segundo formou-se me
torno das extracbes com CO, sobre folhas e o terceiro grupo pelos 6leos essenciais
(HD) tanto da V. tajuvensis como com V. officinalis. H4 uma aproximac¢do maior da

composicdo quimica das folhas de V. tajuvensis com o HD obtido das partes aéreas.
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Isso porque em volume de material vegetal total empregado para a hidrodestilacédo
parece ter sido mais rico em folhas.

Assim, os rendimentos maiores em peso obtidos com as folhas coincidem com
a maior diversidade em qualidade e quantidade dos compostos organicos extraidos

desta matriz vegetal.

As extracdes por SFE propiciaram a confirmagédo da presenca de fitoesterois
nos extratos de SFE de V. tajuvensis que torna 0s mesmos interessantes como
redutores da osteoporose e no controle dos niveis de colesterol 2%’ A presenca do
esqualeno pode ser um indicativo de que os extratos SFE de folhas possam ter
propriedades de prevencgéao contra 0
cancer % por outro lado, as quantidades apresentadas de estigmasterol e seus
derivados podem ser um indicativo para 0 uso dos extratos de

V. tajuvensis como antioxidantes 2%,

Os indicativos qualitativos e quantitativos da presenca de Vitamina E, e seus
correlatos (produtos de decomposi¢do), substancias reconhecidas pelas suas
propriedades medicinais (¢ o mais potente antioxidante nutricional lipossolavel),
podem indicar o possivel emprego dos extratos obtidos pela técnica de SFE contra
aproximadamente 80 doencas, tais como cancer, fibrose cistica, insuficiéncia
pancreética, doencas neurolégicas como Alzheimer 2°6%1% por outro lado podera ser
empregada pela industria alimenticia como um protetor contra a peroxidacao lipidica

em Oleos comestiveis, auxiliando a conservacao das propriedades fisico-quimicas.
3.4 CONCLUSOES PARCIAIS

» De forma geral o rendimento total obtido pela operacéo unitaria de SFE produziu
resultados superiores aos apresentados pela hidrodestilagéo;

» A estabilizacdo do material vegetal coletado, a classificacdo granulométrica e as
condi¢Bes extrativas viabilizaram a extragdo de compostos volateis de talos e folhas
de V. tajuvensis com as condi¢cdes estabelecidas no planejamento experimental

fatorial 2% para o fluido supercritico CO, e para o fluido supercritico CsHg foi de 23
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para folhas, entretanto, para talos este estudo n&o pode ser realizado por falta de

material vegetal referente a mesma coleta do experimento;

* O processo de extragdo por SFE gerou extratos que puderam ser analisados
diretamente por cromatografia gasosa (GC/MS, GC/FID) sem que houvesse a

necessidade dos extratos serem fracionados previamente;

e Os resultados indicaram que o C3Hg € um melhor solvente para talos de

V. tajuvensis no que refere ao rendimento em massa;

« A extragcdo de folhas propiciou um maior rendimento de extrato quando
comparado aos rendimentos obtidos de talos;

» As estruturas de reserva dos compostos volateis em rasurados de folhas (folhas
cominuidas - trituradas) parecem estar localizadas mais superficialmente do que nos
triturados de talos devido as diferencas entre a composicao estrutural dos tecidos

vegetais;

* Os 6leos volateis demonstraram um perfil pobre na regido dos monoterpenos e
rico na regido dos sesquiterpenos; além destas duas regides, houve um incremento

em compostos de peso molecular mais alto;

* A fracdo monoterpénica teve uma maior diversidade nos extratos obtidos de
folnas do que nos de talos; isto € um forte indicativo de que o0s processos de
conservacao e de extracd0 conseguiram extrair e preservar os constituintes da

matriz vegetal;
» Entre os monoterpenos detectados ressalta-se a presenca constante de limoneno;

» O &cido isovalérico um dos &cidos baldrindmicos esta presente na maior parte dos
extratos obtidos por SFE e pode ser empregado com agentes quimico marcador de
gualidade para V. tajuvensis;

* Quando comparados aos 0leos extraidos por HD, os extratos SFE, provenientes
de V. tajuvensis de talos e folhas apresentam um perfil cromatografico menos

diversificado, mas, também rico em compostos do tipo sesquiterpenos
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hidrocarbonetos, sesquiterpenos oxigenados, acidos graxos de cadeia longa e
ésteres de acidos graxos longa,

« Uma das principais vantagens apresentadas pelo processo de extracoes
supercriticas a obtencdo de quantidades aprecidveis de compostos como: vitamina
E, y- tocoferol, esqualeno e estigmasterol que possuem emprego e grande
importancia tanto para indastrias alimenticias como farmacéuticas. A identidade

destes compostos foi confirmada por co-injecéo de padrdes e dados da literatura;

« A composicdo qualitativa e semiquantitativa avaliada em extratos SFE de
V. tajuvensis mostrou uma alta quantidade de alcoois, alcanos, acidos carboxilicos
de cadeia longa e ésteres, dificeis de identificar o que diminuiu o indice de
identificacdo de compostos. Os compostos tentativamente identificados nos o6leos

essenciais resultaram acima de 40 % e em alguns casos a 80 % dos compostos;

* O maior rendimento médio (média das trés extracdes realizadas para cada
amostra) de Oleos volateis em massa seca foi o obtido da condigdo 45 °C e
200 atm para o fluido supercritico COg;

» Para o C3Hg a condicdo mais favoravel para talos foi a de 60 °C 200 atm e para
folhas 60 °C 100 atm. As folhas foram analisadas somente em relacdo ao aumento
da temperatura pela escassez da matéria-prima vegetal;

* Na fracdo sesquiterpénica os principais compostos detectados e caracterizados
foram O-copaeno, o-cubebeno, -cariofileno, d-cadieneno,
y-cadineno, germacreno D, valeranal e biciclogermacreno. A presenca de valerenal
na maior parte das amostras analisadas é um forte indicativo para que seja

empregado como marcador de qualidade fitoquimica;

* As condicbes empregadas neste estudo foram diferentes das publicadas na
literatura visto que a SFE aplicada a espécie V. officinalis pode ser a justificativa para
0 afastamento da composicao guimica geral do extrato de
V. tajuvensis obtidos por HD;

* O método estatistico Ward propiciou a hierarquizacdo das relacdes quimicas
estabelecendo trés grupos com caracteristicas diferenciadas;
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« O grupo que mais se aproximou quimicamente, qualitativamente e
quantitativamente, da extracdo obtida por HD e por SFE da espécie
V. officinalis foi aquele composto por folhas com o fluido CO, nas condicbes
45 °C 200 atm,;

« O grupo que mais se aproximou quimicamente, qualitativamente e
quantitativamente, da extragdo obtida por HD e por SFE da espécie
V. officinalis foi aquele composto por folhas extraidas com o fluido supercritico

propano nas condic¢des 45 °C 100 atm;

* A analise de PCA empregando quatro fatores demonstrou a proximidade e a
dispersdo dos dados com a espécie referéncia V. officinalis evidenciando a formacéo
de trés grupos. Portanto, ha evidéncias de que o orgao (tecido vegetal) do qual se
extrai 0s compostos volateis influenciam na qualidade e na quantidade do extrato
obtido;

» A técnica cromatogréfica foi capaz de separar boa parte dos constituintes dos
extratos e os detectores FID e MS mostraram boa sensibilidade para compostos em
baixa concentracdo, sendo capazes de reproduzirem dados que proporcionaram o

discernimento e elucidacao estrutural dos 6leos volateis extraidos por SFE.
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CAPITULO 4

EXTRACAO POR

MACERACAD, SOXHLET,

ULTRASSOM E ULlRUIDOo

PRESSURIZLADO
APLICADAS AO ESTUDO

DE ESPECIES DE VAL ERIANA
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4.1 REVISAO DA LITERATURA

4.1.1 Consideragdes iniciais

No Brasil a definicdo de medicamento fitoterapico é dada por legislagbes e
pela Farmacopeia Brasileira " como: “todo produto tecnicamente obtido e elaborado
empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica e
curativa ou para fins de diagnéstico” .

O medicamento fitoterapico deve ser caracterizado quanto a sua eficacia, ao
risco de seu uso (toxicidade), a reprodutibilidade na obten¢do, assim como a
manutencado da constancia da qualidade, a fim de se obter um produto final passivel
de ser comercializado. Este devera ter rotulo, embalagem e registros de acordo com

a legislacéo sanitaria vigente, ANVISA 2.

Define-se droga vegetal como a planta fresca ou suas partes apos sofrerem o

processo de coleta, secagem, estabilizacdo e conservacéo 2.

O conceito de preparado fitoterapico intermediario € o produto triturado,
rasurado, pulverizado, extrato, tintura, 6leo fixo ou volatil, cera, suco e outros, obtido
de plantas frescas ou de drogas vegetais através de operacdes de extracao,
fracionamento, concentracdo e purificacdo, com a finalidade de ser utilizado na

fabricacéo do produto fitoterapico 2.

O produto final fitoterapico ou produto acabado fitoterapico é aquele que sofre
modificacdes tecnoldgicas que viabilizam a sua administracdo sob ou na via de

acesso a qual a acdo farmacoldgica € preconizada.

Um medicamento fitoterapico passa por um longo processo de
desenvolvimento. N&o basta ter-se a comprovacdo da acdo farmacoldgica
preconizada, € necessario que se tenha o pleno conhecimento dos constituintes
farmacologicamente ativos e dos marcadores quimicos que serdo empregados como
indicadores de qualidade para o rastreamento do vegetal. Muitas vezes essas duas
classes de compostos ndo sdo as mesmas. Portanto, € imprescindivel que as
demais classes de compostos existentes na droga vegetal sejam plenamente
conhecidas, principalmente no que tange aos constituintes extraidos pelo processo
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de extracdo que sera adotado como o de referéncia para a preparacao do preparado
fitoterapico intermediario. Além disso, tais substancias podem influenciar a liberacéo

OU Mesmo agir em sinergia aos principios ativos.

A industria fitofarmacéutica utiliza preferencialmente como matéria-prima o
material vegetal seco. Este € submetido somente a processos de secagem e
estabilizacdo. O primeiro processo tem por finalidade interromper 0S processos
enzimaticos desenvolvidos pelas células vegetais a partir da coleta e o segundo atua
no intuito de dificultar o crescimento de bactérias, fungos e leveduras. Tanto um
como outro viabilizam o transporte do material vegetal, o armazenamento, a
preparacdo dos extratos enriguecidos em principios ativos sem que haja riscos de
deterioracdo e por consequéncia a formacdo de substéncias desconhecidas, que

podem gerar efeitos adversos 22,

Diante deste panorama se faz necessario e imprescindivel o estabelecimento
de estudos que esclarecam a composicdo quimica presente nas espécies de
Valeriana nativas do Rio Grande do Sul, principalmente no que tange aquelas que

possam vir a demonstrar alguma possibilidade de uso terapéutico.
4.1.2 Compostos presentes em Valerianaceae

A presenca de uma grande diversidade de compostos organicos e inorganicos
tem sido descrita em espécies de Valeriana. O caminho biossintético mais conhecido
€ aguele que acumula os terpenos gerando tanto os valepotriatos como os 6leos
volateis. Existem outros caminhos biossintéticos descritos que levam ao acumulo de
derivados do acido chiguimico e de seus precursores (substancias Cs — C;), assim

como dos compostos derivados do acido pirtvico Y,

A primeira rota biossintética considerada foi a da transformacdo do &cido
chiguimico em acido pré-fénico ou &acido fenolpirdvico (Cs — C3) e em
arilbenzenos 829 A segunda rota biossintética é a dos derivados do acido pirtvico
e seus precursores gque levam a formacao, respectivamente, do acido cindmico e o
acido p-cumarico que sao unidades essenciais para que o metabolismo secundario

origine os alcaloides, os flavonoides e os fenilpropanoides %8,
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A literatura especializada que descreve que a espécie V. officinalis é capaz de
sintetizar alcaloides. Esta realidade foi comprovada pelo isolamento dos compostos:
valtroxal, naftiridilmetilcetona, valerianina e actinidina ?® 2% a partir de extratos de
raizes. Da espécie V. wallichii foi possivel o isolamento dos alcaloides chantinina, n-
p-hidroxi-fenitil, actinidina e 6,7diidro-4-(hidroxi-metil)-2-(p-hidréoxi-fenetil)-7-metil-5H-
piridina %2,

Também ha relatos de flavonoides quercetina, diosgenina, luteolina,
apigenina, acacetina e campferol que foram isolados e identificados nas partes
aéreas de diversas espécies de Valeriana: V. ajanensis, V. fasciculata,
V. eriophila, V. cardamines, V. rossica, V. tuberosa, V. palustris, V. grosheimi,
V. fedtschenkoi, V. chionophila, V. ficariifolia, V. coreana, V. jacutica,

V. turkestanica, V. capitata, V. stolonifera, V. nitida, V. amaurensis [61:63:212-223]

Thies ?* relatou a presenca do flavonoide isovalerianato de linarina em

s 225 jsolaram e identificaram

V. wallichii e, posteriormente, Waswski e colaboradore
também a 6-metilapigenina. A Ultima substancia, linarina e resperidina foram
identificadas em extratos hidroalcodlicos de raizes e rizomas de V. officinalis por

Mader e colaboradores B9,

Estes as preconizam como as substancias ativas
responsaveis pela acdo farmacoldgica sedativa de espécies de Valeriana. Até o
momento ndo ha descricdo da ocorréncia de diterpenoides nestas espécies,
contudo, existem relatos da ocorréncia de triterpenoides como 0 ursano e oleano que

podem estar na forma glicosilada, formando a classe dos compostos das saponinas
[220-221]

As classes de compostos farmacologicamente ativa em espécies de
Valeriana, os valepotriatos, tém seu uso comprovado no tratamento medicamentoso
das desordens psicovegetativas e psicossomaticas na ansiedade, na depresséo, na

agonia, na tensdo e na falta de concentracéo !+ 1%,

A espécie V. officinalis possui tanto valepotriatos diterpénicos: valtrato,
isovaltrato e acevaltrato, como o0s valepotriatos monoénicos: diidrovaltrato,

isovaleréxiidroxidiidrovaltrato, numa concentracdo que varia em torno de

[68;76;129]

0,5-2 % (m/m) quando correlacionado a massa seca O composto
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majoritario nesta espécie é o valtrato . Por este motivo sdo empregados como

marcadores quimicos e farmacoldgicos.

[224]

Wienschierz realizou os primeiros estudos quimicos relacionados a

deteccdo da presenca e a composicdo dos valepotriatos na espécie V. wallichii
cultivada. Identificaram a presenca de valtrato, isovaltrato e diidrovaltrato. Outros
estudos descreveram os valepotriatos relacionados a espécie V. edulis. Citaram a
presenca de valtrato, isovaltrato, acevaltrato, diidrovaltrato e
isovaleréxiidroxidiidrovaltrato numa concentracdo em torno de 7 %. Os valepotriatos
diterpénicos majoritarios relatados entre estes os compostos foram isovaltrato e

o [201951%] g produtos de degradacdo destes compostos levam a

diidrovaltrat
formacdo de baldrinal e seus derivados que por sua vez também exercem acao
farmacolégica sobre o SNC tanto quanto os valepotriatos. Os valepotriatos parecem

ser pro-farmacos.

Até o momento as espécies brasileiras, em especial as localizadas no Rio
Grande do Sul, tiveram reportadas na literatura estudos relacionados somente a
presenca destes iridoides ndo glicosilados (valepotriatos) em extratos cloroférmicos.
Ndo ha outras publicacbes que descrevam quaisquer presencas de outros

metabdlitos secundarios nestas espécies ou mesmo dos produtos de degradacao
[74;75]

4.1.3 Preparacao para a extragao do material vegeta |

A extracdo de uma planta inteira ou dividida em fragmentos grosseiros sera
incompleta, devido o poder de penetracdo do solvente nos tecidos vegetais é muito
lenta uma vez que as membranas celulares atuam como verdadeiras barreiras
dificultando o processo extrativo. No caso da droga previamente dividida, tais
membranas encontram-se parcialmente destruidas tornando mais facil e eficiente a
dissolucdo dos constituintes celulares no liquido exterior. Entretanto, a divisdo
excessiva, com a formacgdo de pos muito finos, pode causar problemas no decorrer
do processo de extragdo. No processo de maceragdo, as particulas muito finas
podem passar para 0 extrato e conferir ao mesmo uma aparéncia turva. A filtracao
destes extratos € extremamente dificil, necessitando de adicdo de auxiliares de

filtracdo com terra de diatomaceas, e lenta, com retengcdo de parte do extrato da
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droga esgotada, que pode ser minorado pela prensagem ou centrifugacdo do

residuo 4,

4.1.3.1 Selecdo do material vegetal para preparacdo do preparado fitoterapico

intermediario

O processo de selecdo visa a separacdo de impurezas organicas e
inorganicas da matéria-prima vegetal. Nesta operagdo se afastam manualmente
materiais estranhos como pedacos grandes de vegetais, metais ou de materiais de
outra natureza. Terra, areia e pds muito finos devem ser retiradas pela passagem em
peneiras com aberturas que os deixem passar retendo somente o material vegetal de

interesse.
4.1.3.2 Classificacédo de pos

A droga vegetal moida deve ser classificada de acordo com o tamanho de
particulas que devem ser adequadas para 0 processo de extragcdo considerando o
equipamento empregado. A operacdo pode ser realizada de acordo com o material.
Os moinhos de facas, que atuam por corte sédo indicados para drogas vegetais como
folhas, talos, cascas e raizes. A granulometria da droga moida é dada pela abertura
das peneiras adaptadas ao moinho. Os moinhos que atuam pelo esmagamento sédo

indicados para drogas friaveis e para as que contém resina.
4.1.3.3 Operacéo de classificacédo de pos

O material vegetal moido deve ser classificado de acordo com o tamanho de
particulas. Estas devem estar adequadas para 0 uso no processo de extracao
considerando 0 método e os equipamentos selecionados. Sendo assim, a operacao
de moagem deve ser acoplada a tamisagem do material vegetal obtido, separando
as particulas que excederem a faixa de granulometria escolhida que deverao voltar
para 0 moinho para serem novamente cominuidas, sendo as particulas mais finas
retiradas da mistura final do material vegetal. Nesta classificagdo empregam-se
diferentes nimeros de tamises, que sdo especificados pela Associacao Brasileira de
Normas Técnicas — ABNT, e estes representam uma maneira pratica para identifica-
los. Industrialmente sdo utilizados pdés de vegetais classificados como
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moderadamente grosso ou o semifino. O primeiro corresponde a passagem da
totalidade do material vegetal pelo tamis 22 (450 um) e no maximo 40 % pelo tamis
60 (160 um), o segundo pela passagem da totalidade pelo tamis 44 (224 um) e no
méaximo 40 % pelo tamis 85 (125 pm) Y,

4.1.3.4 Extracdo e suas peculiaridades

Para que se possa propor um processo extrativo em escala piloto ou industrial
deve-se definir a seletividade do solvente a ser empregado no processo extrativo
primeiramente em bancada. A escolha do solvente extrator esta diretamente ligada a
constancia na composicdo quimica do mesmo, sendo uma etapa critica para
implementacdo de qualquer processo de fabricacdo. Pode-se obter um extrato que
contenha a maior parte dos constituintes quimicos da planta ou um extrato que
apresente somente constituintes quimicos com uma determinada caracteristica
dependendo da finalidade a que se destina este extrato. No primeiro caso utilizam-se
solventes ndo seletivos como no caso de etanol e metanol. No segundo caso
emprega-se um solvente seletivo, de menor polaridade como o hexano para retirada

de graxas, ceras e compostos apolares.

A penetracdo do solvente utilizado na célula vegetal induz um momento
dipolar nas moléculas dos compostos a extrair fazendo com que ocorra a associagcéo
forte as moléculas dos solventes. Esta capacidade pode ser expressa pela constante
dielétrica que é uma funcédo derivada das propriedades do solvente. Quanto mais
polar for o solvente maior sera sua constante dielétrica, desta maneira compostos
ionizaveis e ou altamente polares serdo dissolvidos e por consequéncia, extraidos. O
inverso também acontece, solventes apolares solubilizam compostos com
constantes dielétricas baixas. A selecdo destes solventes deve levar em conta além
da seletividade, a facilidade de manipulacao, preco, a seguranca, a toxicidade e uma

possivel contaminagdo ambiental.
4.1.4 Métodos extrativos para prospeccao de fitoter — apicos

A escolha do solvente extrator e do método de extracdo pode influenciar de
maneira determinante na composi¢cao quimica do extrato vegetal (fitoterapico). Pode-

se obter um extrato que contenha a maior parte dos constituintes quimicos da planta
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(usando solventes néo seletivos), ou um extrato que apresente somente constituintes
guimicos com uma determinada caracteristica (solventes seletivos). Esta escolha se
da em relacao a finalidade a que se destina este extrato vegetal. Uma destas
finalidades é o preparo industrial de extratos secos padronizados (preparado
fitoterapico intermediario) base do desenvolvimento das mais diversas formas
farmacéuticas: drdgeas, comprimidos, entre outros. Para se efetuar a padronizacéo
de um extrato seco € preciso que se eleja 0 composto quimico marcador que ao

longo do processo de extracdo possa ser monitorado.

Os processos de extracdo de bancada sdo muitas vezes a partida para o
aperfeicoamento de técnicas extrativas a serem escalonadas para a industria.
Portanto, o estudo relacionado a novas técnicas de desenvolvimento na preparacao
de amostras pode ser um bom inicio viabilizando a passagem do “nivel de bancada”
para o nivel de producao industrial. Adicionado a este fato ha um melhoramento nas
técnicas de avaliacdo da qualidade dos produtos vegetais, com significantes
vantagens sobre o0s meétodos convencionais, também chamados oficiais

farmacopéicos (maceracgéo, percolacao e hidrodestilacao).

Um conjunto de novas técnicas de extracdo foi instituido nos ultimos quinze
anos. O objetivo foi o de tornar os processos extrativos mais rapidos, utilizando
menor quantidade de solventes, diminuindo a degradagcdo dos compostos ativos na
amostra complexa, eliminando muitas vezes as varias etapas de “clean-up” e de
concentracdo da amostra. Estes fatores melhoram as diminui¢cdes da concentracéo e
perdas do analito (metabolito secundario) causadas pelos efeitos exercidos pela

matriz complexa.

O desempenho de cada processo de extracdo € avaliado por técnicas
analiticas. Os métodos de separacdo cromatograficos acoplados a detectores séo
capazes e robustos para comprovar a eficiéncia, seletividade e melhor cinética de

extracdo com a vantagem de serem passiveis de automacao.

A micro-extracdo em fase solida (SPME), a extracdo em fase sélida (SPE),
extracdo por fluido supercritico (SFE) (discutida no capitulo anterior), a extracéo
assistida por microondas (MAE) e a extracdo com liquidos pressurizados (PLE)

(conhecida também como extracdo por fluido pressurizado — PFE, ou extracao
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acelerada com solventes — ASE®) despontam como as técnicas de preparacdo de
amostra mais promissoras. A substituicdo dos métodos convencionasi por métodos
modernos de extracdo (validados) somente pode ser realizadas quando sao
comparados em termos de performance. Leva-se em conta o custo, o percentual (%)
de residuo seco, o percentual (%) de principio ativo, a economia de tempo e a
diminuicdo do uso de solventes.

4.1.4.1 Processos tecnologicos de extracdo para o p reparado fitoterapico

intermediario utilizados neste trabalho
4.1.4.1.1 Extragcao por Maceragao (EMAC)

A definicdo da maceragdo, como processo, € a de ser um método extragdo o
qual permite que a droga vegetal permaneca em contato como o solvente por varios
dias, sob agitacdo ou ndo e a temperatura ambiente, para obtencdo do extrato
vegetal. Este processo resulta no equilibrio da concentracdo entre a droga e o
solvente, que depende de fatores ligados a droga vegetal (tais como sua natureza, a
granulometria, o teor de umidade e a quantidade — relacdo droga/solvente) e dos
fatores ligados ao solvente (tais como sua seletividade, quantidade, polaridade e
viscosidade). O rendimento em extrato diminui quando a relacdo droga/solvente
aumenta, indicando a saturac&o do solvente 2.

O processo tecnolégico de maceracao pode ser dividido em estatico, dinamico
e por digestdo. O processo classico é conhecido como maceragdo simples ou
estatica e consiste em deixar a droga em contato com o solvente por varios dias,
com agitacdo ocasional, sendo uma operagcdo € extremamente lenta. A segunda
técnica de extracdo € a maceracdo dinamica que consiste em movimentar o sistema
extrativo constantemente, o que abrevia o tempo da operacdo de extracdo. O
terceiro método de maceracdo é o emprego de temperatura, em torno de 40-50 °C,
sendo denominado de processo de digestdo e pode estar ou ndo associado a

movimentacao do solvente e da droga vegetal #%15°],

A desvantagem deste processo tecnolégico, além da lentidao, é o fato de que
nao ha o esgotamento do material vegetal. A fim de diminuir as perdas do extrato

vegetal no residuo de extracao inserem-se outras técnicas a operacdo maceracao. A
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primeira é a de repetir o processo de maceracao por duas a trés vezes, depois de
ser retirado o solvente da extrac&o anterior. Este procedimento diminui a quantidade
de extrato retida no residuo, porém aumenta a quantidade de solvente a ser
recuperado. Este inconveniente pode ser superado, adotando-se o esquema de
processamento em série. Estas técnicas séo utilizadas em preparacdes de pequena
escala. O emprego industrial da maceracdo € limitado a fabricacdo de extratos a
partir de drogas vegetais ricas em mucilagem. Isso porque o entumescimento da
droga € um fator importante, porque aumenta a permeabilidade da parede celular,

aumentando a difusao do solvente.

Os vegetais contendo mucilagem entumescem rapidamente podendo
aumentar em até 4 vezes o seu volume original e dificultam a passagem do solvente
0 que contra-indica o uso de processo de percolagdo ou extragdo contracorrente. A
etapa final do processo € a prensagem ou a centrifugacdo do residuo para a
recuperacdo da parte do extrato retido no residuo. Portanto, como mencionado
acima, a velocidade de obtencao do equilibrio estd em funcdo da granulometria da
droga, do grau de entumescimento das células e das propriedades do

solvente 251591,

O monitoramento da influéncia da granulometria foi realizado em Hipericum
perforatum. O experimento foi realizado partindo-se de 20,0 g de material vegetal,
em dois diferentes intervalos de tamanho de particulas (1-3 mm e < 0,25 mm). Os
resultados da extracdo por maceracao dinamica evidenciaram que o equilibrio da
maceracdo € enriquecido mais rapidamente (1 a 3 min) quando o grau de
cominuicdo aumenta. Os rendimentos finais e a quantidade de taninos nao foram
afetados pelo tamanho de particula, contudo, o tempo gasto para o equilibrio é
sensivelmente menor. Ha fatores que limitam a extrapolacdo destes resultados a
uma grande escala de producéo, pois, a separacdo dos sedimentos finos inchados
se da por centrifugacdo, sendo a filtracdo extremamente prejudicada como processo
de separacdo pelo entupimento das membranas filtrantes, assim como pela
passagem de particulas para o extrato vegetal 52515,

A definicdo da macerac¢ao, como processo, € a de ser um meétodo de extragdo
que permite que a droga vegetal permane¢a em contato com o solvente por Varios

dias, sob agitacdo ou ndo, e a temperatura ambiente, para obtencdo do extrato
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vegetal. Esse processo resulta no equilibrio da concentragdo entre a droga e o
solvente, que depende de fatores ligados a droga vegetal (tais como sua natureza, a
granulometria, o teor de umidade e a quantidade — relacdo droga/solvente) e dos
fatores ligados ao solvente (tais como sua seletividade, quantidade, polaridade e

viscosidade).

O rendimento em extrato diminui quando a relacdo droga/solvente aumenta,
indicando a saturacdo rapida do solvente. A desvantagem deste processo
tecnolégico, além da lentiddo, é o fato de que ndo ha o esgotamento do material

vegetal e por consequéncia a duvida se ha ou ndo a presenca do composto
alvo [P1155],

4.1.4.1.2 Extracao por Soxhlet (ESOX)

E um sistema de extracéo solido-liquido continua, em que a extracio se faz
num equipamento composto de um baldo de fundo redondo, um corpo extrator e um
corpo de refrigeracdo. E utilizada, sobretudo, para extrair sélidos com solventes
volateis. Em cada ciclo da operacdo o material vegetal entra em contato com o
solvente renovado, assim o processamento possibilita uma extracao eficiente em
rendimento em massa assim como a manutencdo de volumes reduzidos de
solventes. Este processo extrativo demonstra um grande avanco quando
comparados a qualidade e a quantidade extraida com as quantidades de solventes
empregadas nos outros processos extrativos a Figura 4.1 ilustra o equipamento
Soxhlet 29,
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amostra

t [227]

Figura 4.1: Equipamento de Soxhle

As vantagens da extracdo convencional Soxhlet incluem (1) o deslocamento
do equilibrio por transferéncia repetida de solvente fresco em contato com o sélido, a
matriz complexa; (2) mantendo uma temperatura relativamente elevada extracdo
com o calor do baldo de destilacdo, e (3) ndo ha exigéncia de filtracdo apos
lixiviagdo %%,

As principais desvantagens da extracdo convencional Soxhlet incluem (1) a
extracdo € de longo prazo; (2) a utilizacdo de uma grande quantidade de solvente;
(3) agitacdo nao pode ser prevista Soxhlet no dispositivo para acelerar o processo;
(4) as grandes quantidades de solvente utilizado requerem o procedimento de
evaporacdo / concentracdo; (5) a possibilidade de decomposicdo térmica dos
compostos nao pode ser ignorada como a extracdo geralmente ocorre no ponto de
ebulicdo do solvente por um longo tempo. A necessidade de um longo tempo
empregado no desenvolvimento desta técnica e de grandes quantidades de solvente

sdo as grandes criticas ao método de extracdo Soxhlet %,
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4.1.4.1.3 Extragdo com ultrassom (USE)

O ultrassom € definido como uma onda sonora com frequéncias acima de
20.000 Hz. A extracdo ultrassonica é a técnica que emprega essa energia, na forma
de ondas, que criam variagbes na pressao do solvente extrator e por consequéncia
formando o fenémeno conhecido como “cavitagdo”. Esse se d& pela formacéo
espontanea de bolhas no solvente, mesmo em temperaturas abaixo de seu ponto de
ebulicdo. Essas bolhas rompem a tensédo superficial e estouram gerando um forte
stress dindmico e mecéanico fazendo com que a célula vegetal passe por uma

interface poderosa de friccdo, o que permite que o conteudo intracelular seja extraido
[21;155]

O aumento da permeabilidade das paredes celulares, producdo de cavitacdes
(formacdo espontanea de bolhas em um liquido abaixo do seu ponto de ebulicéo,
resultando num forte estresse dinamico) e aumento do estresse mecéanico das
células vegetais (friccdo interfacial) sdo os principais episddios da extracdo por

ultrassom 49

A extracdo de metabdlitos contidos em glandulas (externas ou internas) €
justificada pela espessura fina das membranas (externas). Elas podem ser rompidas
pelo colapso das bolhas de cavitacdo proxima as paredes das células vegetais,
facilitando a penetracdo dos solventes nas células e a liberagdo do
contelido 21491591,

O tamanho das particulas do material vegetal é fundamental para a retirada
de constituintes internos. A diminuicdo do tamanho das particulas do material
aumenta o namero de células diretamente expostas a extracdo por solvente com
ultrassom gerando um incremento em massa seca enriquecida com metabolitos

secundarios.

As propriedades exercidas pelo ultrassom facilitam a dilatacéo e hidratacao do
material vegetal causando a abertura poros da parede celular e consequentemente
h&4 a melhora da razdo de transferéncia de massa, resultando no aumento da

eficiéncia de extracdo e/ou reducéo do tempo de extracao 8.
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A acdo do ultrassom no processo de extracdo tem influéncia direta da
frequéncia, poténcia do aparelho e do tempo de extracdo. Desta forma, o aumento
da transferéncia de massa, rompimento das células vegetais, 0 aumento na
penetracdo do solvente, diminuicdo de efeitos capilares e custo viavel colocam o

[15%] Existem dois

ultrassom como uma técnica promissora na utilizacdo industrial
tipos distintos de aparelhos geradores de ondas ultra-sonora: o banho de ultrassom

e a sonda, que podem ser visualizados na Figura 4.2 .

No banho de ultrassom, o transdutor € diretamente preso no fundo da cuba do
aparelho e a energia ultrassonora é transmitida através de um liquido, usualmente a
agua. A energia € irradiada verticalmente pelas ondas sonoras geradas na base do
banho e transmitidas através das paredes do vaso para o frasco com a mistura

extratora.

ZELLT] - Banho
de US indireto de US direto

Figura 4.2: Esquema geral de sistemas de aplicagdo de ondas ultrassonoras no
campo da quimica: (a) banho indireto, (b) banho direto e (c) sonda 7.

Na &rea de quimica analitica e em alguns processos industriais, a emissao de
ultrassom tem sido usada no pré-tratamento de amostras solidas, o que facilita e
acelera operacdes, tais como a extracdo de compostos organicos e inorganicos,
dispersdo, homogeneizacdo, nebulizacdo, lavagem e derivatizacdo de amostras

acidas para cromatografia [#232%],
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A técnica é de facil execugdo. A amostra é misturada ao solvente, sendo
colocada em um recipiente aberto que € parcialmente imerso em um banho de
ultrassom. Esse procedimento pode ser realizado sucessivamente com 0 mesmo
solvente até a exaustdo do material vegetal, ou ainda, realizar extracbes com
solventes em ordem crescente de polaridade para retirar o material de protecao
celular, entre estes lipidios e acucares, para chegar até o metabdlito secundario alvo.
O tempo de extracdo deve ser determinado para cada matéria prima vegetal e
dependera das interacbes as quais 0 metabdlito secundario esta ligado a matriz
vegetal. Exemplos de trabalhos publicados utilizando ultrassom como técnicas de

extracdo de plantas estao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.I: Resumo da literatura existente sobre a aplicacdo de ultrassom na

extracao de vegetais.

Amostra Analitos Referéncia N°

V. officinalis L. borneol Valachovic et al. |'%*°
Hibiscus tiliaceus L. ésteres, acidos carboxilicos | Melecchi etal. [
Mentha piperita mentol Shotipruk etal. |!%
Chresta spp esteroides e triterpenos | Schinor et al. [239]
Macleaya cordata alcaloides Zhang et al. [240]

cis-sabineno hidratado, (241]
Manjerona e orégano terpineol-4 e a-terpineol, |Rodrigues M.R.

timol e carvacrol

Panax ginseng saponinas Wu et al. [242]
Rosmarinus officinalis vitamina E Torre et al. [(243]
V. chamaedryfolia
V. eichleriana
V. eupatoria
V. glechomifolia valepotriatos Silva et al. (73]
V. saricarifolia
V. scandens
V. polystachia
V. tajuvensis

O primeiro estudo no preparo de tinturas de V. officinalis foi realizado por

s %3¢ compararam o comportamento da extracdo ultras-

Valadovich e colaboradore
sbnica contra a maceracao estatica. Foram aferidos os residuos secos obtidos das
amostras submetidas a extracdo ultrassbnica, em intervalos regulares. Os
marcadores quimicos utilizados para o controle da extracdo foram borneol, cineol e a
mistura de beta-tujonas. Os resultados demonstraram uma melhor eficiéncia da

extracao ultrassonica.
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Hromadkova e colaboradores 44

compararam o método classico de extracao
alcodlica com a extracdo assistida por ultrassom na preparacdo de tinturas de
Valeriana. Novamente foram estabelecidos controles sobre o residuo seco e 0s
marcadores eleitos foram os polissacarideos: xilano, manano e glucano. Os
resultados confirmaram que na extragdo ultrassénica hd um aumento tanto do
residuo seco como na concentracdo de polissacarideos (candidatos a marcadores

quimicos).

Silva e colaboradores!” quantificaram cinco valepotriatos diavaltrato,
acevaltrato, diidrovaltrato, diavaltrato e valtrato em nove espécies de Valeriana
empregando a técnica de extracdo cloroférmica por ultrassom. A quantificacdo

destes compostos foi realizada por HPLC.

Recentemente Kobuz * propds um estudo sobre a extracdo de compostos
bioativos (valepotriatos e Oleos volateis) de raizes secas de V. officinalis com o
ultrassom. As condicbes de extracdo foram variadas quanto a intensidade de
radiacdo e o tempo de exposicdo. O estudo também incluiu a avaliacdo do
coeficiente de hidratacdo do material vegetal seco, o rendimento de extracdo e o
contedado em residuo seco. O pesquisador concluiu que o uso do ultrassom é mais

eficiente que as técnicas convencionais extrativas.
4.1.4.1.4 Extracao com liquido pressurizado (PLE/AS E)

A extracdo com liquidos pressurizados (do inglés “Pressurized Liquid
Extraction” — PLE ou “Accelerated Solvent Extraction” — ASE®) é um método
automatizado para a extracdo de amostras soOlidas e semi-solidas empregando
solventes organicos sob elevada pressédo e em temperaturas proximas ao ponto de

ebulicao.

Diferente do método da extracdo por solventes ele emprega solventes em
temperaturas e pressdes elevadas sobre as células de extracdo, as quais sao
mantidas sob aquecimento durante todo o tempo do processo. O extrato € liberado
da extracdo sem que o solvente esteja saturado. A mesma célula € submetida
novamente ao contato com um novo solvente aquecido (“flushing”). Apds a extracao,

0 extrato € liberado através da passagem de gas inerte (N, ultra-puro). Entretanto, o
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extrato ndo é submetido ao aquecimento costumeiro que ocorre no baldo da

extragao por Soxhlet.

Ressalta-se que a quantidade dos ciclos do solvente pode ser fixada até que o
material vegetal possa ser esgotado. Dois produtos sao formados nesta extracao que
podem ser fixos ou volateis. Se houver interesse nos compostos volateis segue-se o

procedimento de destilacao.

No sistema PLE a extracdo € realizada em temperaturas que excedem o
ponto normal de ebulicdo do solvente. A presséo alta € mantida para que o solvente
permaneca no estado liquido. Além disto, devido as altas pressdes e temperaturas
do processo ha um incremento na capacidade de solubiliza¢do, na difusividade e na
cinética de extracdo, com diminuicdo dos tempos de extragdo e nos volumes de

solventes.

Desde o desenvolvimento do primeiro aparelho de extragcdo acelerada com
solvente, em 1995, poucas referéncias podem ser encontradas quanto a aplicagédo
da mesma na extracéo de plantas 384,

Como todo o processo de extragdo hé vantagens e desvantagens no uso da
PLE. Entre as vantagens pode-se enumerar: exaustdo da amostra, conservacao de
compostos termolabeis, a automatizacdo que proporciona altos indices e
reprodutibilidade dos parametros de extracdo (T, P, t: tempo estatico, volume do
“flush”), reducdo do tempo de extracdo e de solvente com extracdo de varias
amostras em um ciclo. Entre as desvantagens o alto custo do equipamento e a
frequente necessidade de um “clean-up” das amostras para andalise cromatografica.
Na Tabela 4.1 estdo descritos métodos de extracdo acelerada por solventes

aplicadas a plantas medicinais.
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Figura 4.3: (A) Esquema geral do Equipamento e (B) Etapas da extragdo com
liquido pressurizado no sistema ASE™: 1) colocagio da célula no forno;
2) preenchimento da célula com solvente; 3) extracdo estatica; 4) flushing com solvente
novo; 5) purga do solvente do sistema com liberagdo da pressdo residual e

6) esvaziamento da célula ™.
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Tabela 4.11: Resumo da literatura existente sobre a aplicagcdo da extracdo com

liquido pressurizado (PLE/ASE) a plantas.

Amostra Analitos Referéncia N°
Calluna vulgaris
Sambucus nigra Compostos fendlicos Rieger et al. [246]
Vaccinium myrthilus
Cyperus rotundus Oleos volateis Tam et al. [247]
Copis chinensis Franch Acaloides Chen et al. [248]
Spirulina platensis Antioxidantes Herrero et al. (2491
Juniperus virginianna Cedrol, cedreno Eller et al. [230]
Angelica sinensis Acido ferrilico Lao et al. [2>1]
Curcuma phaeocaulis Sesquiterpenos Yang et al. [£>2]
Plantas medicinais Ginsenosideos Choi et al. [253]
Plantas medicinais Alcaloides Ong et al. [2>4]
Plantas medicinais Timol, saponinas Benthin et al. (23]

4.1.4.2 Critérios de escolha entre os processos de  extracéo

Leach ®°® estabeleceu o primeiro estudo com dados comparativos entre as

diferentes técnicas de extracdo solido-liquido para metabdlitos secundérios. Os
critérios empregados foram o custo, o tempo de extracéo e a quantidade de solvente

necessario para a realizacdo do processo. A Tabela 4.1l descreve os resultados

desta pesquisa.

Tabela 4.lll: Comparacdo entre meétodos de extracdo para matrizes
vegetais 7],
Método de Extragéo Soxhlet USE ASE MAE SFE
Custo Baixo Baixo Alto Médio Alto
Tempo de extracao 6—48 h <30min | <30min | <30min | <60 min
Quantidade de
200-600 <50 <100 < 40 <10
Solvente [mL]

Designacao: USE — extracdo ultrassbnica; ASE — extragcdo acelerada por solvente; MAE —
extracdo assistida por microondas -; SFE — extracao por fluido supercritico.

A comparacdo de diferentes métodos extracdo foi estudada também para
nutracéuticos por Wang e Weller *°). Para melhorar a efetividade e a qualidade dos
extratos € necessario levar em conta as caracteristicas constitucionais de cada

vegetal, dos materiais empregados na confeccdo de produtos nutracéuticos e das
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caracteristicas quimicas dos principios ativos e de suas relagcbes com a matriz
nutracéutica. Além disto, deve-se levar em conta a natureza dos solventes e

procedimento empregado de extracao.

As vezes, o elevado rendimento do extrato ndo ira garantir um alto rendimento
de componentes bioativos no extrato. Alguns componentes bioativos tais como
acidos graxos livres e tocoferois sdo muito sensiveis ao oxigénio e calor. Neste caso,
mais cuidados devem ser tomados para evitar a oxidacdo e a degradacao térmica
dos componentes. Portanto, o rendimento e a qualidade dos componentes bioativos

também devem ser considerados quando for selecionado um método de extracao.
4.1.4.3 Metodologia analitica aplicada a extratos v egetais

A cromatografia em fase gasosa (GC) pode ser usada para compostos ditos
fixos (semivolateis), mas em alguns casos necessita-se de derivatizacéo para reduzir
a polaridade e aumentar a volatiidade dos compostos em analise. Metabdlitos
secundérios de peso molecular (500 uma), com pontos de ebulicdo inferiores a
300 € podem ser analisados por GC. A GC também pode ser usada para
compostos semivolateis de peso molecular um pouco mais elevado. Os demais que
tém massa molecular elevada apresentam dificuldade de volatilizagdo e podem

apresentar degradacdes quimicas a altas temperaturas.

Um dos artificios para aumentar a volatilidade destas substancias é a
diminuicdo das interag6es quimicas (ligagcbes de hidrogénio, forcas de van der
Waals/forcas de Keesom, forcas de Debye, forcas de dispersdo de London) através
da derivatizacdo reduzindo a polaridade e aumentando a volatilidade para serem
analisados cromatograficamente. Na cromatografia gasosa o analito € transportado
por uma fase mdvel gasosa conhecida como gas de arraste. A separacdo de
analitos, em uma coluna apolar, ocorre segundo a ordem crescente do ponto de

ebulicao ¢

. A deteccao desses compostos € realizada por espectrdmetros de
massas que utilizam o mesmo principio (PE, interagcdes quimicas e PM) para a

lonizagao dos compostos.

ApOs a separacao na coluna da matriz complexa 0s compostos organicos sao

fragmentados por bombardeio com uma fonte ionizante (geralmente impacto por
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elétrons). A analise dos ions formados é realizada num analisador, quadrupolar,
submetidos a um campo eletromagnético. Interacées dos fragmentos i6nicos com o
campo eletromagnético fazem com que apenas ions de determinada relacéo
massa/carga (m/z) passem intactos sem colidir com as barras do quadrupolo e sejam
detectados. A técnica de GC é uma das mais sensiveis e versateis para compostos
organicos. O espectro de massas de cada composto (modo SCAN ou de varredura)
permita a sua identificacdo. Além disso, ha possibilidade de aumentar a sensibilidade
e assim promover a quantificacdo e a seletividade do processo usando-se o0 método
SIM (do inglés “Single lon Monitoring” ou monitoramento seletivo de ions) no qual,

alguns ions especificos de determinados compostos sao monitorados.

Muitos métodos foram propostos para a analise de metabdlitos secundarios
da familia Valerianaceae. Entre estes do doseamento de valepotriatos, acidos
valerénicos e seus derivados. Estas técnicas séo titulométricas, densitométricas
(cromatografia de alta resolucdo - HPTLC) e cromatografia gasosa com detectores

de massas e de ionizagéo de chamas [60:6%203]

. A Tabela 4.1V relaciona a espécie, 0s
compostos e o tipo de amostras analisadas na caracterizagdo quimica de compostos

em Valeriana GC.

Tabela 4.IV. Resumo da literatura existente sobre a aplicacdo da Cromatografia
Gasosa na quantificacdo de compostos em espécies de Valeriana.

Espécie estudada Composto Tipo de Referéncia N°
amostras
V. officinalis Acevaltrato, Extratos de | Verzar-Petri et al [257]
diidrovaltrato, raizes e
valtrato rizomas
V. officinalis Esteres e | Extratos de | Hendriks & Bruins [258]
isovaleratos e | raizes e
acetatos rizomas

O emprego de técnicas e tecnologias economicamente e ecologicamente vidveis no
preparo de extratos vegetais enriquecidos com principios farmacologicamente ativos € o que se
busca. Os métodos tradicionais de extracao utilizam uma grande quantidade de solvente que ndo

s6 aumenta 0s custos operacionais, mas também causam dos problemas ambientais adicionais.

O desenvolvimento das técnicas de extracdo tem sido uma das alternativas a extracao
realizada pelos métodos convencionais. Tem por finalidade oferecer vantagens em relacédo a
extracdo tempo, solvente consumo, extracdo teores e reprodutibilidade. Contudo, as técnicas

modernas extracao s se encontram em um campo limitado de aplicacdes.
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A fim de mudar este panorama devem-se criar estudos que esclarecam o funcionamento
do mecanismo de extracao, eliminando os entraves técnicos, melhorando a concepcéo e escala

dos sistemas de extracdo e de suas aplicagOes industriais.

O objetivo deste estudo foi o de estabelecer o perfil qualitativo dos extratos alcoodlicos
obtidos por maceracgdo, Soxhlet, ultrassom e extracdo acelerada por solvente sobre o material
vegetal proveniente de V. chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis a fim de eleger o
método de melhor desempenho. De posse destes indicios, proceder-se a quantificacdo do
extrato alcodlico total e das fragbes obtidas por fracionamento em coluna cromatogréafica

preparativa através do uso de solventes de polaridades crescentes.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Os métodos selecionados para este estudo comparativo de desempenho foram a
maceracdo, Soxhlet, ultrassom e extracdo com liquido pressurizado. Este estudo teve por

objetivo a eleicdo do melhor método de preparo do preparado fitoterapico intermediério. Para

tanto se aperfeicoou o processo de extracdo somente com o solvente extrator etanol:agua (70:30
v/v) seguido de avaliagdo quantitativa por cromatografia gasosa, tanto do extrato hidroalcodlico
total quanto das fracdes obtidas por fracionamento em coluna cromatografica preparativa,
usando solventes de polaridades crescentes. Para a selecdo da metodologia extrativa levou-se
em conta o custo, o rendimento em residuo seco e em principio ativo, a economia de tempo e a

reducao do uso de solventes.
4.2.1 Ainvestigacao e o delineamento metodologico

Os estudos extrativos foram realizados com trés espécies de Valeriana nativas
do estado do Rio Grande do Sul: V. chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis.
As trés espécies vegetais foram selecionadas a partir da analise estatistica
multivaridvel aplicada aos compostos volateis no Capitulo 2 que demonstrou a
aproximacdo quimica com a espécie V. officinalis. Os procedimentos extrativos,
divididos em classicos e modernos, e os métodos de andlise (qualitativos e
qguantitativos) aplicados neste estudo estdo resumidamente apresentados no

organograma apresentado na Figura 4.4 .
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Selecao da Espécie Vegetal J

Aclmulo de
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QUALITATIVAS E QUANTITATIVAS

Figura 4.4: Organograma da conducdo dos procedimentos para eleicdo da espécie
vegetal e para a selecdo de metodologias de extracdo e analise aplicadas as
espécies de Valeriana estudadas.

4.2.2 Produtos quimicos e equipamentos

Todos os solventes empregados (agua, etanol, éter de petréleo, metanol,
acetato de etila, n-hexano e cloroformio) foram de grau p.a. e submetidos a

bidestilacdo, marca Merck® ou similar. Usou-se, quando necessario, &gua Millig®.

Além desses, foram usados os reagentes o acido cloridrico, acido férmico,
hidroxido de amoénio, sulfato de sodio anidro, Gel de silica 60 GF para cromatografia
em camada delgada e Gel de silica 60 mesh para cromatografia em coluna também

grau p.a. da marca Merck ou similar.

Os reagentes especificos (reativo de Folin, reativo de Mayer, reativo de
Dragendorff, reativo de Bertrand e iodo metalico) foram preparados a partir de seus
reagentes originais, grau p.a. Merck ou similar.
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Os padrdes para a analise quantitativa foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich com aproximadamente 99,9 % de pureza (acido miristico, &cido
hexadecanoico, acido estearico, esqualeno, eicosano, docosano, hexacosano,
nonacosano, tricosano, heneicosano, heptacosano, triacontano, linolenato de metila,
linoleato de metila, (-sitosterol, pentadecanoato de etila, hexadecanoato de metila,

hexadecanoato de etila, estearato de metila, tetracosano, vitamina E, estigmasterol,

fitol e bifenila).

Os equipamentos usados no desenvolvimento deste trabalho estéo listados na

Tabela 4.V.

Tabela 4.V: Descricdo aparelhos e equipamentos.

Descrigao Marca ©
Aparelho ultrassom Ultrasonic
Balanca analitica Shimadzu
Balanca semi-analitica Bel
Evaporador rotatorio Fisatom
Lampada UV-VIS 254/356 nm Boitton
Liofilizador Edwards
Moinho de facas Marconi
Placas cromatogréficas analiticas 0,25mm gel de silica GF254 Merck
Extrator por solvente acelerado ASE 300° — Dionex
Soxhlet Vidrotec

4.2.3 O material vegetal para extragao

A matéria-prima vegetal empregada nesta pesquisa foi coletada de acordo

com a Tabela 2.1 tendo as amostras testemunhas (exsicatas) depositadas em

Herbéario desta Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As amostras utilizadas

para realizar todos 0s processos extrativos foram as partes aéreas secas por

liofilizacdo das espécies V. chamedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis.

Os procedimentos das coletas e estabilizacdo do material vegetal foram os

mesmos citados no Capitulo 2 e levaram em conta a manutencao e a integridade dos

compostos volateis.
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4.2.4 Métodos de extracdo empregados
4.2.4.1 ExtracOes classicas

4.2.4.1.1 Extracao por maceracao dinamica (EMAC)

Para as triplicatas de maceracao dinamica (EMAC) foram usadas porcdes de
10,0 g + 0,05 g de cada amostra vegetal com um volume de 100 mL de etanol:agua

(70:30 viv) perfazendo a proporcao de droga:solvente 1:10 (m/v) 83153154

O solvente foi renovado a cada 7 dias num total de 21 dias de extragao. A
EMAC transcorreu a temperatura ambiente (temperaturas médias de 25 °C a
30 °C), com agitacdo uma vez ao dia, na auséncia de luz. A cada troca de solvente,

procedeu-se a filtracdo do extrato.

Os extratos foram recolhidos em balBes levados a evaporagcdo em rota-vapor
(RV2 Buchi ®), & temperatura inferior a 60 °C, posteriormente sendo transferidos para
frascos ambar, sendo submetidos a um fluxo de nitrogénio para a preservacgao ate que
fossem preparadas as SEAEMAC (Solucdes Extrativas Analiticas obtidas por

Maceragcdo Dindmica) para analise cromatografica.

O rendimento percentual foi calculado a partir dos residuos secos e da relagcéo
com a massa seca provenientes das partes aéreas das trés espécies de Valeriana. O
preparo das SEAEMACs foi realizado através da preparacdo de solucoes

cloroférmicas de concentracdo de 1000 ug mL™.
4.2.4.1.2 Extracao por Soxhlet (ESOX)

As extracbes com Soxhlet utilizaram como solvente a mistura etanol:agua
(70:30 v/v). A fim de evitar contaminantes os cartuchos extratores foram previamente
extraidos (limpos) por extragdo em Soxhlet com solvente apolar (hexano) e polar
(acetona), secos em estufa a 40 °C.

A extracdo do material vegetal foi realizada com 10,0 g £ 0,05 g de amostra

vegetal e 100 mL da mistura de solventes (medida de um sifonamento e meio). As

Andréia Loviane Silva 123



PPG-IQ-Tese de Doutorado

condicdes extrativas foram as preconizadas pela Farmacopeia Brasileira IV °! com a
ressalva de se realizar trés ciclos extratores por minuto. O tempo de extragdo total

empregado nesta técnica foi de 8 h.

Apés, os extratos foram concentradas por evaporagdo em rota-vapor (RV2
Buchi ®), & temperatura inferior a 60 °C, para preservacéo dos constituintes extraidos.
O residuo seco foi avaliado calculando-se o rendimento % em massa seca vegetal
(liofilizada). Os extratos foram mantidos em frascos ambar e submetidos a fluxo de
nitrogénio para garantir a conservacado até o procedimento cromatografico, sendo

armazenados em freezer a — 4 °C.

Os extratos foram filtrad os e retomados em cloroférmio na concentracédo de
1000 pg mL™? e analisados por GC/MS. Estas soluces foram denominadas de

SEASOX. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
4.2.4.2 Extragcdes modernas e tecnologicas

4.2.4.2.1 Extracdo com ultrassom (USE)

O equipamento de ultrassom (Ultrasonic Cleaner®, mod. USC-4800), com
poténcia de 120 W, frequéncia de 40 KHz e intensidade de radiacdo de
0,27 W cm™ foi o utilizado para as extracdes ultrassénicas de partes aéreas de trés
espécies de Valeriana. As dimensdes do banho de ultrassom usado foram de 24 cm X
14 cm X 10 cm. Utilizaram-se erlemeyers de 250 mL, com boca esmerilhada,
conectados a um condensador de ar com 30 cm de altura. A agua do banho do
equipamento foi mantida, a uma temperatura de 25 € + 5 <C, para evitar possivel

influéncia desta variavel no processo de extracao.

O procedimento de extracéo por ultrassom foi otimizado segundo o descrito por
SILVA e colaboradores ®? trocando-se o solvente cloroférmio pela mistura extratora
etanol:adgua (70:30 v/v). O parametro extra estudado foi o ganho de massa seca

empregando-se a variavel: tempo de extracdo (5, 10 e 15 min).

Os extratos foram submetidos a secagem por rota-vapor (T < 60 °C), sendo

submetidos a fluxo de nitrogénio antes do armazenamento a — 4 °C. O rendimento de
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extracdo foi calculado em relacdo a matéria-prima vegetal seca. A andlise
cromatografica por GC/MS foi realizada com solugdes cloroférmicas preparadas na
concentracdo de 1000 pg mL™, sendo denominadas de SEAUSE. Os procedimentos

extrativos foram realizados em triplicata.

4.2.4.2.2 Extracdo com liquido pressurizado (ASE ~ ®)

De forma geral a técnica de extracdo PLE usando o equipamento ASE® 300™

(Dionex) € constituido de 6 etapas: 1) colocacdo da célula no forno; 2)
preenchimento da célula com solvente; 3) extragdo estatica; 4) flushing com solvente
novo; 5) purga do solvente do sistema com liberacdo da presséo residual e 6)
esvaziamento da célula. Um esquema geral do equipamento assim como a descricao

das principais etapas, pode ser visualizado na Figura 4.3 .

O processo foi realizado empregando-se 0 equipamento de extracdo acelerada

OTM

com solvente ASE® 30 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) equipado com células

extratoras de aco inoxidavel com capacidade de 34 mL, um frasco de lavagem (rinse)

e frascos coletores (vidro transparente) com capacidade de 250 mL.

A quantidade de amostra de 10,0 g + 0,05 g foi misturada a pérolas de vidro
com a finalidade de reduzir o volume do solvente empregado na extracéo **% em cada

célula extratora. Os seguintes fatores de influéncia sobre a extra¢do foram definidos:
- a proporcao da mistura etanol agua: 70:30 v/v;
-a temperatura de extragao: 80 °C;
- 0 tempo de extracdo: 30 min;
- 0 n° de ciclos de extracao: 3;
- a presséao de extragdo constante: 1500 psi.

ApoOs a extracdo o conteudo da célula foi submetido ao processo de lavagem
(“flushing”) com a mesma quantidade de solvente (100 % do volume de extracdo da

célula), com purga de 60 s usando nitrogénio gasoso. A analise cromatografica por
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GC/MS foi realizada com solug@es cloroférmicas preparadas na concentragdo de 1000
ug mL?, sendo denominadas de SEAASE. Os procedimentos extrativos foram

realizados em triplicata.
4.2.5 Fracionamento dos extratos
4.2.5.1 Cromatografia liquida preparativa (PLC)

O extrato vegetal total de cada procedimento extrativo foi submetido ao
fracionamento em coluna cromatografica preparativa empregando-se como suporte

silica 60 G (Quimex ®).

Pesaram-se cerca de 1,0 g £ 0,05 do extrato bruto re-suspendido em metanol e
procedeu-se a diluicdo geométrica em 10,0 g = 0,05 de silica gel 60 G. Esta mistura foi
colocada sobre a coluna cromatografica preparativa (empacotada previamente com
silica gel 60 G) (Figura 4.5). Foram usados 250 mL de cada solvente para o
fracionamento dos extratos usando-se o critério de reducdo de polaridade na seguinte

ordem: metanol, acetato de etila e hexano.

Figura 4.5: Esquema do fracionamento dos extratos das partes aéreas de
V. chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis (SILVA, 2008).
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As fracdes obtidas foram evaporadas a uma temperatura inferior a 40 °C sendo
submetidas a um fluxo de nitrogénio e conservadas a temperatura de 4 °C a 8 °C até a

preparacao das Solucdes Extrativas Analiticas Fracionadas (SEAFR).

Estas solucbes foram preparadas por dissolucdo do residuo seco em
cloroférmio (1000 pg mL™). Todas as SEAFR foram filtradas pela passagem por
membrana hidrofébica com 0,22 pm de diametro nominal de poro e 13 mm de

diametro (MHB22P) a fim de evitar particulados no sistema cromatografico.

4.2.6 Andlise dos extratos por cromatografia em cam  ada delgada (CCD)

A partir do fracionamento anterior, as fracdes obtidas provenientes do USE
foram cromatografadas por CCD. O extrato bruto total também foi cromatografado

contra as fracdes obtidas de acordo com o item 4.2.5.1.

A deteccdo dos constituintes separados foi realizada com o auxilio de uma
lampada (UVGL-58 Mineral Light ®) UV-Vis (254 nm e 365 nm) e posteriormente foram
reveladas com o agente cromogénico Folin, que possui afinidade por compostos
fendlicos, o que pode vir a ser o indicativo da presenca de compostos do tipo
flavonoides ou de precursores de biossintese. Ressalta-se que o método analitico de
eleicdo para flavonoides é a HLPC devido as interagcdes quimicas e o alto peso
molecular, entretanto, neste trabalho optou-se pela GC/MS que teve por objetivo
detectar volateis presentes nas fracdes obtidas com os extratos USE das espécies em
investigacdo. Desta forma, a caracterizacdo por CCD foi adotada como critério
preliminar de selecdo das amostras a serem analisadas por GC/MS. O eluente usado

na CCD foi uma mistura hexano/éter etilico na propor¢éo 80:20 v/v.

4.2.7 Andlise dos extratos por cromatografia gasosa (GC/MS)

Os extratos brutos obtidos foram analisados via GC/MS no modo SCAN
(varredura de espectro total) que propiciou a qualificacdo de todas SEAs. A
identificacdo dos compostos foi realizada com base na coinjecdo de padrdes,
comparacao com o0s espectros de massas e com dados de literatura. As condicdes

cromatograficas empregadas nestas analises estao descritas na Tabela 4.VI.
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Tabela 4.VI: Parametros e condi¢cdes cromatograficas utilizadas na analise dos
extratos por GC/MS.

Equipamento GC-MS: (SHIMADZU MODELO QP-5050 A)
Coluna: OV5, 30 m; 0,25 mm de diametro; 0,25 um de espessura de fase.
Temperatura do forno: 100 °C — 280 °C (7 °C min™)

Temperatura do injetor e interface: 290 °C

Volume injetado: 0,5 pL, modo de inje¢éo: Split 1:10

Gés de arraste: He (1 mL min™)
Modo de operacédo: SCAN MS: 41 a 550

4.3 RESULTADOS

4.3.1 ldentificacdo e caracterizacdo da matéria-pri  ma vegetal

O material vegetal foi identificado como proveniente das espécies
V. chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis. Posteriormente, os vegetais foram
submetidos aos processos de liofilizacdo e moagem conforme descrito no Capitulo 2 ,
sendo classificados como pé fino. Estes foram transferidos para frascos ambar e

conservados em temperatura em torno de - 20 °C até 0s processos extrativos.
4.3.2 Critérios de selecdo do material vegetal

A matéria-prima vegetal foi selecionada segundo os critérios de similaridade
guimica demonstrados pela andlise estatistica (Ward e PCA) relacionada aos
compostos volateis e aos estudos de Silva 2 que constataram a presenca de

valepotriatos nas trés espécies: V. chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis.

Logo apos a estabilizacdo do material vegetal, através da operacdo unitaria de
liofilizacdo, as partes aéreas foram submetidas a quatro diferentes métodos de
extracdo: maceracao dinamica (EMAC), Soxhlet (ESOX), ultrassom (USE) e extracao
acelerada por solventes (ASE - do inglés: “Accelerated Solvent Extraction”). Os
métodos EMAC e ESOX foram capazes de produzir extratos com residuo seco
suficiente para o preparo das SEAEMAC e SEASOX na concentracdo de
1000 pg mL™.
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O método de ultrassom (USE) foi realizado passando por testes preliminares
relacionados ao tempo de exposicdo da matéria-prima vegetal e o solvente para

obtencéo de quantidade viavel de residuo seco.

Fixou-se a proporcao droga/solvente e variou-se o tempo de selecionando-se
15 min como tempo de extragéo, pois foi 0 que viabilizou o preparo das triplicatas de

preparacao das SEASUSE (Solucdes Extrativas Analiticas obtidas por Ultrassom).

As amostras obtidas pelos quatro métodos extrativos foram concentradas em
evaporador rotatorio (rota-vapor), submetidas a um fluxo de nitrogénio e conservadas

a— 4 °C antes da preparacédo das SEAs.

Todas as SEAs foram filtradas através da passagem por membrana hidrofébica
com 0,22 um de diametro nominal de poro e 13 mm [0 (MHB22P) a fim de evitar

particulados para o sistema cromatografico.

4.3.3 Rendimento de extracdo — residuo seco

O estudo sobre o rendimento percentual em residuo seco foi utilizado para
selecionar o método de extracdo a ser adotado na preparagdo de extratos que foram
submetidos ao fracionamento. Essas fragbes foram caracterizadas através da
cromatografia  em camada delgada (CCD). Testaram-se varios eluentes
(cloroféormio:metanol 100:0,5 v/v; BAW 80:6:2 v/v; n-hexano: éter etilico [95:5; 90:10;
80:20...]) selecionando-se o eluente n-hexano: éter etilico na propor¢édo 80:20 v/v com
a de melhor separacdo e resolucdo para os trés extratos de Valeriana. O agente

cromogénico selecionado foi o Reagente de Folan.

A Tabela 4.VIlI descreve de forma geral o primeiro estudo de rendimento em
massa seca (g % m/m) para as trés espécies de Valeriana. Foram aplicados os testes
estatisticos para verificacdo da diferenca entre os percentuais de residuos secos

obtidos por cada método de extracao através da Anova, descrita na Tabela 4.VIII.
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Tabela 4.VIl: Rendimento em percentual de massa seca para espécies de Valeriana.

Espécies estudadas Rendimento (%,m/m) XS (CV %); (n=3)
(partes aereas) EMAC SOX USE ASE
, 6,43+0,18 553 +0,15 10,92 + 0,17 2,23 £ 0,04

V. chamaedryfolia (0.28) 0.27) (0.16) (0.18)

V. glechomifolia 8,51+ 0,07 6,83+ 0,38 12,47 + 0,05 5,09+0,18
(0,08) (0,56) (0,16) (0,35)

V. tajuvensis 10,82 + 0,28 5,25+ 0,35 14,02+ 0,09 4,98 £0,23
(0,26) (0,67) (0,06) (0,46)

x = média; S = desvio padréo; CV (%) = coeficiente de variagdo percentual.

Tabela 4.VII: Diferenca entre médias dos tratamentos extrativos aplicados as
espécies de Valeriana, segundo a ANOVA 1169,

Espécie Fonte da variagio SQ gl MQ Featc valor-P Feit

Entre grupos 115097 3 38,363  11684,021 6,67E-15 4,066
V. chamaedryfolia  Dentro dos grupos 0,026 8 0,003

Total 115,114 11

Entre grupos 88,482 3 29,493 197,425  7,72E-08 4,066
V. glechomifolia Dentro dos grupos 1,195 8 0,149

Total 89,677 11

Entre grupos 361,898 3 120,633 538,723 145E-09 4,066
V. tajuvensis Dentro dos grupos 1,791 8 0224

Total 363,689 11

SQ: soma dos quadrados; gl: graus de liberdade; MQ: minimo quadrado; P: Probabilidade;
F.ac: calculado; F: critico.

Como os valores de F¢y.. sdo maiores do que F.i. para as trés espécies
vegetais, estatisticamente comprova-se que ha diferencas entre os rendimentos em
residuos secos obtidos para os quatro métodos de extracdo. Além disto, as espécies
vegetais apresentaram F¢,c. diferenciados, o que estatisticamente mostra a influéncia

dos métodos de extracdo propostos sobre a matriz vegetal.

A granulometria média do material vegetal foi a mesma para as trés espécies
vegetais. A espécie que apresentou a maior variabilidade foi a matriz vegetal
V. chamaedryfolia, seguida de V. tajuvensis e depois por V. glechomifolia. Estes
resultados sédo indicativos de que o material vegetal influencia de forma decisiva 0s

resultados extrativos.

Os resultados demonstraram que o ultrassom (USE) foi o método que produziu
a maior quantidade, seguindo-se da maceracédo dinamica (EMAC), Soxhlet (ESOX) e
da extracao acelerada por solvente (ASE) para as trés espécies vegetais submetidas a

extracao.
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A literatura relata as vantagens do uso da USE sobre a maceracdo para
extracdo cloroférmica de valepotriatos [®, extracéo hidroalcodlica de polissacarideos

244 & para extracdo de valepotriatos e 6leos volateis ?*®! de espécies de Valeriana.

Os resultados apresentados na literatura sugerem o melhor desempenho da
ultrassonicagéo sobre a maceracédo convencional sempre comparando a relagcado do
residuo seco e a massa seca. A justificativa relatada pelos autores é devida ao ataque
efetivo a integridade das paredes celulares, pelos efeitos de pronunciados de

cavitacdo, 0s quais ndo ocorrem com as outras técnicas extrativas.
4.3.4 Andlise cromatografica (GC/MS) dos extratos b rutos

As SEAS obtidas pelos quatro modos de extracdo: EMAC, SOX, ASE e USE,
foram preparadas em cloroférmio na concentracdo de 1000 pg mL™, sendo

analisadas por cromatografia gasosa (GC/MS), conforme as Figuras 4.6 a 4.8.

Estudo : Métodos de Extragao

el Valernana chamaedryfolia
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Figura 4.6: Cromatogramas (GC/MS) dos extratos brutos de V. chamaedryfolia

originados de quatro formas diferentes de extrag&o. Condicbes cromatograficas descritas na
Tabela 4.VI.
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Estudo : Métodos de Extragdo
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Figura 4.7: Cromatogramas (GC/MS) dos extratos brutos de V. glechomifolia
originados de quatro formas diferentes de extracdo. Condi¢bes cromatograficas descritas na
Tabela 4.VI.
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Figura 4.8: Cromatogramas (GC/MS) dos extratos brutos de V. tajuvensis originados
de quatro formas diferentes de extracdo. Condi¢bes cromatograficas descritas na Tabela 4.VI.

Os compostos qualitativamente identificados por espectrometria de massas e

contra padrdes estdo relacionados na Tabela 4.VIII.
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Tabela 4.VIIl: Compostos identificados nos extratos de espécies de Valeriana nos
extratos totais obtidos por USE.

N° Nome do composto V. chamaedryfolia V. glechomifolia V. tajuvensis

Acido isovalérico + * *
Acido 3 -metil valérico
Acido pentanoico
Limoneno
Acetofenona

L-prolina
Benzocatequina
Cumarina

Neral +

10 Isoeugenol + +
11 Xantosina +
12 Octadecano

13 Nondecano +
14 Acido undecanoico

15 Epoxido de Aromadendreno

16 Miristaldeido

17 Germacreno B

18 Espatulenol

19 Globulol +
20 Tetradecanoato de metila
21 Acido miristico (C14:0)
22 Guaiol

23 Ester metil hexanoico

24 Acido palmitico (C16:0)
25 N N-dimetilpalmitamida
26 Coniferol

27 Longiborneol

28 Baldrinal

29 Linoleato de a-glicerila
30 Octadecanoato metila

31 Acido oleico (C18:1)

32 Oleamida +
33 Di-O-glicosideo flavona +

34 2-benzoil Guaiazuleno

35 [.-copaen-4 .a-ol +
36 Octadecadienoato de metila (9,12) +

37 Octadecatrienoato de metila + +
38 Oxo octadecanoatp de metila + +
39  Oxido de (-)-cariofileno

40 Tetracosanoato de metila +
41 Acido tetracosanoico +
42 Octadecadienoato de metila (8.11) +
43 Octadecadienoato de etila (8.11)
44  AHD-valtrato

45 Fitol

46 Hidroxifarnesilacetona

47 Esqualeno

48  Vitamima E (a-tocoferol)

49 Estigmasterol

+
+
+

+ + + +
+ + + +

+
+

OO NOOOTI B> WN —
+
+
+

+ + + + +
+ + + + + + + + + + + +

+ + + +

+ + + + +
+

+ + + + + + + + + + + + +

+ + + + + + +
+ + + + + + + +

+ + + + + +

+: presenca em abundancia superior a 85 % pelo GC/MS.
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A Figura 4.9 mostra os picos cromatograficos identificados por espectrometria
de massas e pela literatura. Estes picos cromatograficos foram numerados de acordo
com a Tabela VIIl. Percebe-se que ha varios compostos com tempo de retencéo
coincidentes. Por outro lado, a espécie mais rica nestes compostos parece ser

V. tajuvensis, seguida de V. glechomifolia e V. chamaedryfolia.

Comparacéo qualitativa entre espécies de Valeriana

35

?3

Valeriana chamaedryfolia

439
4y 3

Valeriana glechomifolia
4.
f 59

Valeriana tajuvensis|
48

Resposta CG/EM % Detector

23 I D
Tempo (min)

Figura 4.9: Cromatogramas (GC/MS) dos extratos brutos de V. chamaedryfolia,

V. glechomifolia e V. tajuvensis originados do modo de extracao ultrassonico. Condi¢bes
cromatograficas descritas na Tabela 4.VI.

Os perfis dos compostos extraidos por ESOX, EMAC, USEM e ASE
apresentaram certa similaridade. Os extratos que cromatograficamente apresentaram
a maior variabilidade de compostos foram os provenientes de USE, sendo coincidente
com o método que apresentou 0s maiores rendimentos percentuais em residuo seco,
um indicativo de que ha uma relacéo entre variabilidade de constituintes e percentual
em massa seca ** % A identificacdo de parte destes compostos foi realizada com
base na co-injecdo de padrdes. Adicionalmente foi adotado o método da comparagéo
dos espectros de massas e dos tempos de retencéo para a elucidacao da identidade
dos compostos do extrato. Os demais compostos foram identificados por comparacao
com o0s espectros de massas da biblioteca Wiley do proprio equipamento. Foram
considerados tentativamente identificados os picos quando as probabilidades de
semelhanca do espectro de massa foram superiores a 85 %.
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Relata-se a presenca marcante do &cido isovalérico (pico n°® 1) que tem
aparecido em maior ou menor quantidade desde a hidrodestilacdo no Capitulo 2
como na SFE para a espécie V. tajuvensis podendo ser considerado um dos
compostos com propriedades que detém quimiomarcadoras para as espeécies

brasileiras de Valeriana.

A identificacdo da presenca de baldrinal e AHD-valtrato, mesmo nao sendo o
método de eleicdo para sua caracterizacdo, € um indicio de que a espécies

estudadas por Silva, Salles e colaboradores 576828

, mantém a capacidade de
acumular valepotriatos que tem acéo declarada sobre o SNC [#338283 316m disto a
técnica cromatografica € capaz de identifica-los. Como o solvente de eleicdo para
extracdo dos valepotriatos é o cloroférmio ou o diclorometano, os resultados
apresentados aqui podem ser comparados qualitativamente. Entretanto, ha
possibilidade de otimizagdo da técnica para que a mesma seja capaz de quantificar
ao mesmo tempo os O6leos volateis e os valepotriatos em uma Unica analise

cromatografica.

Importante relatar que houve a deteccao de trés outras familias de compostos,
qgue possuem atividade farmacoldgica diferenciada dos valepotriatos e 6leos

420 "que tradicionalmente s&o analisadas por meio de HPLC: catequinas,

volateis
cumarinas e flavonas. Mesmo que ja relatado em literatura especializada %" 2°8, o
fato da técnica por GC/MS ser capaz de separar e detectar tais compostos é de
suma importancia na economia do tempo, materiais e analistas, além de ser uma

alternativa para os locais que ndo possuem as sua disposi¢cao os dois equipamentos.

Os ésteres graxos (ésteres de acidos carboxilicos de cadeias longas) formam
uma das principais classes na composicdo das ceras epicuticulares. Essa classe &
composta, principalmente, por derivados do acido miristico (C14), acido palmitico
(C16) e &cido oléico (C18:1) .Também € evidente, em concentra¢des significativas, a
presenca de ésteres metilicos e etilicos de alto peso molecular, assim como dos
respectivos acidos. Estes compostos foram detectados assim como a presenca de
alcanos lineares, tanto nos hidrodestilados estudados no Capitulo 2, como nos
extratos SFE de V. tajuvensis no Capitulo 3 e novamente estdo em destaque nos

extratos hidro-alcoolicos por USE, o que demonstra € um forte indicativo para que 0s
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extratos provenientes das espécies estudadas devam ser tratados previamente com

algum tipo de processo de concentracdo e “clean up” para estes extratos.

Outro achado relevante foi constatacdo da presenca de vitamina E e de
estigmasterol nos extratos hidroalcoolicos, confirmando os resultados descritos no
Capitulo 3 para os extratos de V. tajuvensis. A vitamina E é declaradamente um
agente antioxidante empregado na conservacdo de alimentos e de alguns
nutracéuticos. Sua identificacdo e futura quantificacéo seréao Uteis para a agregacao
de valor ao extrato vegetal. Outra aplicacdo para a sua identificacdo e quantificacéo
sera na qualificacdo e padronizacdo do preparado fitoterapico intermediario,

2611 tam sido estudados como

principal alvo deste estudo. Além disto, os fitoesterois
composto ativo na prevencao contra 0 cancer, portanto as trés espécies estudadas

poderdo apresentar atividade inibidora contra o crescimento tumoral.
4.3.5 Fracionamento por PLC e CCD

Na Tabela 4.1X estdo descritos os rendimentos das frac6es obtidas por PLC

dos extratos brutos quando correlacionados a cada espécie de Valeriana em estudo.

Tabela 4.IX: Rendimentos dos extratos obtidos por cromatografia liquida em coluna
preparativa das espécies de Valeriana.

Rendimento (% m/m)

Fragao Mistura/Eluente V. chamaedryfolia V. glechomifolia V. tajuvensis
1 Metanol 6,81 5,38 2,98
2 Metanol: Acetato de etila
(50:50 VIv) 13,74 24,36 17,35
3 Acetato de etila 29,14 38,25 23,01
4 Acetato de etila: n-hexano
(50:50 VAv) 19,81 20,54 31,27
5 n-hexano 30,5 11,47 25,39

A cromatografia liquida preparativa (PLC) de cada extrato bruto obtido por USE,
gerou de 5 fragcbes que foram submetidas a CCD e os perfis cromatograficos
encontrados por CCD estdo apresentados na Figuras 4.10, enquanto os perfis
cromatograficos por GC/MS estao nas Figuras 4.11 a 4.13.
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Figura 4.10: Perfil cromatografico obtido por CCD (eluente hexano:éter etilico
80:20 v/v) das fracbes obtidas por PLC do extrato ultrassdnico de V. chamaedryfolia
(@), V. glechomifolia (b) e V. tajuvensis (c) EB: extrato bruto hidroalcéolico USE. Fr:
FracGes por gradiente de polaridade.
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Figura 4.11 : Cromatogramas (GC/MS) das fracdes obtidas por PLC a partir do extrato
ultrassénico de V. chamaedryfolia. Condigdes cromatograficas descritas na Tabela 4.VI.
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Figura 4.12 : Cromatogramas (GC/MS) das fracdes obtidas por PLC a partir do extrato
ultrassonico de V. glechomifolia. Condi¢des cromatograficas descritas na Tabela 4.VI.

Valeriana tajuvensis

Fr&

_—Ll\‘ﬂ i

Fr3

Resposta CGEM % Detector

Fr2

Fr1

e
Tempo({min)

Figura 4.13 : Cromatogramas (GC/MS) das fracdes obtidas por PLC a partir do extrato
ultrassdnico de V. tajuvensis. Condi¢des cromatograficas descritas na Tabela 4.VI.

Através  destes resultados pode-se inferir que a  espécie
V. chamaedryfolia é a que apresenta maior quantidade de compostos apolares
extraiveis, provaveis hidrocarbonetos e acidos graxos e ésteres de cadeia longa,
devido ao maior rendimento obtido para a Fr5, eluida com hexano.
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O grafico apresentado na Figura 4.14 mostra o comportamento em relacao
ao rendimento obtido para cada fragéo.
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V.chamaedryfolia V.glechomifolia V.tajuvensis

Metanal % Metanol:Acetato de etila 50:50 viv % Acetato de etila :.:-

Acetato de etila: n-Hexano 50:50 viv ﬁ n-Hexano ||||

Figura 4.14 : Distribuicdo das fragOes obtidas para as trés espécies de Valeriana em
estudo, por cromatografia liquida preparativa (PLC).

A fracdo de perfil mais complexo foi aquela obtida com o solvente acetato de
etila que corresponde a 29,14 % da massa total do extrato bruto. As presencas de
polissacarideos foram confirmadas na Fr3 no Trpedo 26 min. Esse pico
cromatografico teve sua resolugcdo prejudicada, pois a coluna OV-5 ndo é a mais
adequada para andlise de compostos polares %%, Dois outros picos majoritarios o n°
23 e 0 n° 38 correspondem a ésteres metilicos de acido graxos provavelmente

constituintes de cuticula foliar jA que as amostras néo foram derivatizadas.

Duas fracbes Fr2 e a Fr5 foram as mais abundantes e enriquecidas em
compostos para V. glechomifolia. A Fr2 apresentou um perfil cromatogréfico do tipo
polar e de média polariadade apresentando compostos do tipo monterpenos e
sesquiterpenos, além de ésteres e acidos de graxos de cadeia longa. O &cido
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valerénico foi caracterizado, apresentando-se nesta fracdo em baixas concentragdes.
A Fr5 apresentou perfil de média polaridade a apolar ressaltando-se as presencas de
ésteres metilicos e etilicos de cadeia longa, além de acidos e alcanos lineares de

cadeia longa.

V. tajuvensis foi a espécie que mostrou a maior influéncia dos solventes em
relacdo ao fracionamento, tendo a maior parte dos compostos extraidos na fracao
hexanica (Fr5) rica em ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos de cadeia longa e
alcanos lineares de cadeia longa, contendo o maior numero destes compostos. A
partir da Fr2 também foram evidenciadas as presencas de polissacarideos e do &cido

isovalérico.

A presenca de vitamina E, estigmasterol nas trés espécies analisadas foi
evidenciada nas fracbes com caracteristicas apolares e nas fracbes de média
polaridade. As evidéncias de sua presenca desapareceram por completo nas fragcoes
polares metanolicas. Este fato denota a influéncia da matriz complexa (ésteres
metilicos e etilicos de cadeia longa, alcanos lineares de cadeia longa) proveniente das
partes aéreas das trés espécies analisadas comprovando as interagfes quimicas

existente entre os analitos e a matriz complexa vegetal.

4.4 CONCLUSOES PARCIAIS

. Os procedimentos de padronizacdo da matéria-prima vegetal: secagem
(liofilizacdo), indices de umidade (perda por dessecacdo), afericdo de
granulométrica, conservacao da matéria-prima vegetal e dos extratos vegetais sob
refrigeracdo, além dos estudos sobre as variaveis de extracdo como temperatura e
tempo de extracdo para os metodos modernos foram fundamentais para viabilizar
todos 0s processos extrativos e, com isto, obter residuos secos enriquecidos com

compostos cromatografaveis por GC/MS e com possiveis empregos farmacéuticos;

. Os métodos de extracdo EMAC, ESOX, ASE e USE foram capazes de extrair
residuos secos em quantidade suficiente para serem analisados

cromatograficamente;
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. As condicfes cromatograficas propostas foram adequadas para a separacao e
a deteccao dos compostos volateis e semivolateis provenientes dos quatro métodos
de extracdo EMAC, ESOX, ASE e USE;

. Os extratos obtidos por USE demonstraram a maior diversidade de compostos
e maiores percentuais de residuos secos provenientes das trés matérias-primas

vegetais;

. O perfil cromatografico dos extratos hidroalcoolicos obtidos pelos métodos
EMAC, ESOX, ASE e USE demonstraram-se complexos, apresentando varias
classes de metabdlitos primarios e secundarios possiveis de serem localizados em

sistemas vegetais de acumulacgao;

. Apbs analise cromatogréfica por GC/MS foram identificados nos extratos brutos

das trés espécies de Valeriana 49 compostos com abundancia maior que 85 %.

. A mistura etanol:agua (70:30 v/v) mostrou-se capaz e adequada para extrair
compostos de diferentes pesos moleculares e diferentes polaridades, entretanto,
sem demonstrar seletividade por alguma classe de compostos;

. O método USE foi capaz de extrair estruturas quimicas como as apresentadas
iridoides nado glicosilados AHD-valtrato e o por seu produto de decomposicéo, o

baldrinal;

. O USE foi capaz de extrair monoterpenos, limoneno e acetofenona, assim como

sesquiterpenos: longiborneol, coniferol, espatulenol, globulol e éxido de cariofileno;
. Houve a deteccdo de compostos catequinicos e da flavona glicosilada;
. Foi evidenciada a presenca de compostos com caracteristicas de cumarinas.

. Segundo a literatura presenca de palmitamida e oleamida indica que os extratos
obtidos por USE possam ter atividade sobre o SNC, sem que estejam presentes as

classes de compostos 6leos volateis ou valepotriatos;

. O fracionamento dos trés extratos brutos permitiu a melhor separacdo e

visualizacao cromatografica dos compostos proporcionando para
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V. chamedryfolia o “clean-up” para compostos polares, e para a
V. glechomifolia, a separacéo de duas fracdes enriquecidas uma apolar e outra polar,

assim como ocorreu com V. tajuvensis;

. As fracBes das trés espécies vegetais viabilizaram a melhor separacdo dos
compostos, 0 que pode permitir a posterior quantificacdo, tanto dos compostos da

matriz complexa, como dos alvos com possivel atividade farmacoldgica;

. A presenca de esqualeno e estigmasterol (fitosterol) € indicativo que a via acetil
CoA-piruvato esta ativada nas trés espécies em estudo, indicando que estes extratos

podem ser testados com a finalidade de provocar a apoptose de tumores malignos;

. A vitamina E nos extratos provenientes das trés espécies vegetais foi
evidenciada e confirmada indicando a ativacdo da via biossintética de formacao de

terpenoides;

. A técnica cromatografica gasosa foi capaz de separar boa parte dos
constituintes dos extratos e o0 detector MS mostraram boa sensibilidade para
compostos em baixa concentracdo fornecendo dados elucidativos para
discernimento varias classes de compostos incluindo polissacarideos, aminoacidos,
monoterpenos e sesquiterpenos, passando por precursores de flavonoides e
cumarinas, os compostos do tipo iridoides néo glicosilados (valepotriatos e produtos
de degradacdo - baldrinal), chegando a detec¢cdo de compostos provenientes da
formacéo das cuticulas foliares das trés espécies em estudo.
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CAPITULO 5

CONSIDPERACOES FINAIS
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5.1 DISCUSAO GERAL

As preparacdes de plantas do género Valeriana foram aprovadas pela German
Comission E como calmante e como promotor do sono B8 sendo recomendada a
administracdo de varias vezes ao dia na forma de infuséo preparada com 2 a 3 g de
raizes e rizomas sexos ou través de quantidades equivalentes de tintura ou extrato.
Nestas preparacdes devem ser usadas preferencialmente plantas frescas ou recém
coletadas ou estas cuidadosamente secas em temperaturas inferiores a 40 °C, pois
0S principios ativos descritos apresentam estruturas quimicas instaveis. A
variabilidade da composicdo dos extratos pode ser afetada pelas condi¢cdes de
crescimento, coleta, secagem e processamento, etapas fundamentais para a

manutencao de teores e da qualidade dos metabdlitos secundarios 1382,

Valeriana officinalis que detém acdo sob o SNC, além de outras atividades
farmacoldgicas relatadas em literatura 1%68434%1 esta sob vasta investigacéo quimica,
farmacoldgica e toxicoldgica desde os anos 60. Os estudos para revelar a identidade
da(s) substancia(s) responsavel pela acdo farmacologica ainda sdo propostos, pois
ha muitas controvérsias sobre este tema. Varios autores propuseram que 0S
valepotriatos e os 0leos volateis seriam o0s responsaveis diretos sobre os efeitos

relacionados & ansiedade e a indugéo do sono [#%77:8283:136-140]

Valeriana € comercializada sob a forma medicamentos licenciados pela MS-

ANVISA, entre estes Valeriane® e Valmane® ou ainda em associacdo com Passiflora
sp [33;36]

da droga vegetal. Tal fato € relevante porque o cultivo e o processo de fabricagédo

, preferindo-se o0 uso destes medicamentos fitoterapicos em relacdo ao uso

sdo padronizados, implantando-se métodos de controle de qualidade que garantem
a qualidade e, consequentemente, a eficacia terapéutica. Muitos métodos de
investigacdo foram propostos tanto para o doseamento de valepotriatos como para
Oleos volateis, entretanto, a forma de extracdo permanece praticamente a

farmacopeica ou a atual metodologia de extrag&o por ultrassom [82]

Os meétodos cromatograficos empregados no desenvolvimento deste trabalho
permitiram a qualificacdo e a quantificacdo de Oleos volateis de sete espécies de
Valeriana brasileiras, nativas do Estado do Rio Grande do Sul, sendo estudadas as

composic¢des quimicas dos compostos volateis de V. chamaedryfolia, V. eichleriana,
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V. eupatoria, V. glechomifolia, V. salicarifolia, V. scandens e V. tajuvensis. O
processo de estabilizagcdo vegetal foi estabelecido assim como as condi¢cdes de
extracdo por aparelho de Clevenger modificado, através da selecdo de parametros
analiticos e da cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama (GC/FID) e
0 detector de espectrometria de massas (GC/MS). Os compostos foram
tentativamente identificados por co-injecao de alguns padrdes, por comparagao com
0s espectros de massas, indices de retencdo e dados de literatura o que permitiu a
identificacdo de 243 compostos. Trés espécies de Valeriana tiveram mais de 92 %
dos compostos identificados, duas outras espécies com 86 % e duas espécies
restantes apresentaram indices mais baixos. Compostos quimicos marcadores da
atividade farmacolégica foram identificados em baixa concentracdo em seis
espécies, excecdo do 6leo volatil de V. eichleriana. Os resultados foram comparados
com os dados apresentados para V. officinalis L. A analise hierarquica de
agrupamentos de constituintes permitiu a separagcdo em dois grupos pela correlagéo
do conjunto de variaveis multivariadas. A analise de componentes principais (PCA)
selecionou os compostos que contribuiram significativamente para o agrupamento ou

dispersao de espécies de Valeriana.

Desta forma foram aplicados diferentes métodos extrativos para serem
estudados no decorrer do Capitulo 3 e Capitulo 4 visando um estudo minucioso das
influéncias de diferentes métodos sobre a qualidade e quantidade de compostos
organicos retirados da matéria-prima vegetal que demonstrasse similaridade quimica
com a especie referéncia V. officinalis para a fabricacdo de fitoterapicos, com a
finalidade de estudar sua possivel substituicdo por uma espécie nacional adaptada

as condicoes edaficas do Estado do Rio Grande do Sul.

A técnica de SFE foi estudada para partes aéreas (talos e folhas) de V.
tajuvensis no Capitulo 3 através da acdo de dois solventes extratores CO, e
propano, em condi¢des supercriticas, com diferentes condigbes de T e P, visando

localizar o farmacdgeno.

A estabilizacdo do material vegetal e a classificacdo granulométrica permitiram
a realizacdo de testes estatisticos de comparacdo. Houve a possibilidade da eleicédo
de condi¢Oes extrativas tanto para o fluido CO, como para o propano.
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Os resultados foram confrontados com os obtidos pela técnica de HD.
O rendimento percentual da SFE com o fluido CO, foi superior ao do HD,
apresentando maior rendimento médio para folhas a condicdo de 45 °C e
200 atm e para talos 45 °C e 100 atm.

Empregando-se o propano (CsHg), a condicdo mais favoravel para talos foi a de
60 °C 200 atm e para folhas 60 °C 100 atm. Houve a possibilidade de deteccéo e
quantificacdo de acido isovalérico como o representante mais significativo na fracédo
monoterpénica para a acao farmacoldgica, enquanto que na sesquiterpénica houve a
possibilidade de caracterizacdo de a-copaeno, a-cubebeno, [-cariofileno, &
cadieneno, y-cadineno, germacreno D, valeranal e biciclogermacreno, além de
compostos ainda néo relatados na técnica de HD como a vitamina E (a-tocoferol), y-

tocoferol, esqualeno e estigmasterol.

A partir do levantamento estatistico das espécies de maior similaridade quimica
foram estabelecidos estudos relacionados a maceracdo (EMAC), Soxhlet (ESOX),
ultrassom (USE) e a extracéo acelerada por solventes (ASE) empregando a mistura
solvente etanol:agua (70:30 v/v) sobre a qualidade dos componentes volateis
extraiveis de V. chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis. O método extrativo
selecionado levando em conta o perfil cromatografico mais complexo, foi o USE. A
analise cromatografica evidenciou-se a presenca de 49 diferentes compostos entre
eles polissacarideos, aminoacidos monoterpenos, sesquiterpenos, catequina,
cumarina, flavona glicosilada, valepotriato e seu produto de decomposicdo baldrinal

e duas amidas de cadeia longa,;

Desta forma as técnicas cromatograficas foram capazes de separar boa parte
dos constituintes dos extratos analisados e os detectores FID e MS mostraram boa
sensibilidade para compostos em baixa concentracdo fornecendo dados que
proporcionaram o discernimento e a elucidacdo estrutural dos compostos volateis e

semivolateis.
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5.2 CONCLUSOES

» A estabilizacdo do material vegetal através do processo de liofilizagdo permitiu a
otimizacdo do processo de extracdo, melhorando, de forma significativa, o
rendimento dos hidrodestilados das sete espécies de Valeriana, dos extratos obtidos
por SFE de V. tajuvensis e dos extratos de EMAC, ESOX, USE e ASE de V.
chamaedryfolia, V. glechomifolia e V. tajuvensis, sendo a condicdo de secagem de
liofilizacdo a eleita por apresentar baixos indices de umidade residuais e influenciar
de forma positiva os rendimentos de extragao;

* O aumento da massa vegetal empregada nas hidrodestilacbes das sete espécies
de Valeriana viabilizou a extracdo de compostos volateis que foram caracterizados e
quantificados por GC/MS e GC/FID, através da coinjecédo de padrdes, dos indices de
retencdo calculados pelo indice de Kovats experimental com aqueles publicados em
literatura e pela identificacéo coincidente dos espectros de massas;

» As técnicas cromatograficas GC/MS e GC/FID aplicadas as diferentes etapas do
processamento do material vegetal propiciaram a qualificacdo e a quantificagdo de
Oleos volateis acumulados em V. chamaedryfolia, V. eichleriana, V. eupatoria,
V. glechomifolia, V. saricarifolia, V. scandens e V. tajuvensis (Capitulo 2);

» Os fluidos supercriticos CO, e C3Hg foram capazes de produzir extratos de talos e
folhas de V. tajuvensis (Capitulo 3), sob condic6es de temperatura e pressao, que
apresentaram compostos conhecidamente volateis: monoterpenos, monoterpenos
oxigenados, sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados, assim como compostos
semivolateis como ésteres e acidos graxos de cadeia longa e alcanos lineares, além
de permitirem a extracdo de vitamina E e derivados. Além disto, a técnica foi capaz
de extrair fitoesterois fitol e estigamasterol;

* O solvente etanol:agua (70:30 v/v) quando atrelado as diferentes formas de
extragdo propostas: maceracao, Soxhlet, ultrassom e extracdo acelerada por
solventes foi capaz de extrair varias classes de metabdlitos que foram elucidados
por GC/MS, co-injecao contra padrdes e por dados da literatura;

» Os extratos obtidos de partes aéreas através de métodos classicos (maceracao e
Soxhlet) e modernos (ultrassom e extracdo acelerada por solvente) (Capitulo 4)
apresentaram perfis diferenciados, sendo o mais rico em residuo seco e em
variabilidade de compostos o produzido por ultrassom.

» Os diferentes 6leos volateis e os diferentes extratos provenientes de espécies de
Valeriana apresentaram composicdes elucidadas por GC, as quais englobaram tanto
metabdlitos primarios quanto secundarios. Entre os metabdlitos primarios foram
detectados polissacarideos, aminoacidos, acidos graxos de cadeia longa e alcanos
lineares de cadeia longa. Entre os metabdlitos secundarios foram detectados
compostos como monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos,
sesquiterpenos  oxigenados, catequinas, cumarinas, flavonas-glicosiladas,
valepotriatos e seus produtos de decomposi¢cdo, assim como amidas de cadeia
longa.

* As técnicas cromatograficas aplicadas neste trabalho foram capazes de separar
boa parte dos constituintes dos extratos analisados. Os detectores FID e MS
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acoplados a esta técnica mostraram boa sensibilidade para compostos em baixa
concentracdo e forneceram dados que proporcionaram o discernimento e a
elucidacao estrutural dos compostos volateis e semivolateis;

 Os testes estatisticos aplicados aos resultados obtidos no Capitulo 2 e
Capitulo 3 foram essenciais para separacdo do material-vegetal candidato a
substituir a matéria-prima V. officinalis como base do preparado intermediario
fitoterapico desenvolvido no estudo do Capitulo 4 ;

« Os resultados demonstrados indicam que mesmo a matriz vegetal assim como 0s
diferentes métodos extrativos (variaveis T, P, tempo de contato entre soluto e
solvente, entre outros...) influenciam de forma marcante a qualidade e a quantidade
de residuo seco obtido e, por consequéncia, o n° de compostos volateis e
semivolateis das espécies de Valeriana, alvo deste estudo.
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8 ATIVIDADES PROPOSTAS PARA A CONTINUACAO DO TEMA

Promover a SFE de V. glechomifolia e V. chamaedryfoilia analisando partes
aéreas quanto a presenca de compostos volateis;

Analisar os extratos de SFE de V. tajuvensis quanto aos compostos fixos por
CCD contra padrdes de valepotriatos;

Analisar a presenca de flavonoides (em especial hesperidin e hesperitin) nos
extratos das trés espécies de Valeriana ja que as CCD indicaram a presenca
de compostos com estas caracterristicas;

Quantificagdo dos extratos obtidos por maceragao, Soxhlet, ultrassom e
extracdo acelerada por solvente pelo método cromatografico GC/MS no modo
SIM;

Implementacdo de metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, a fim de caracterizar os compostos fixos presentes nestas
amostras;

Quantificacdo dos valepotriatos e dos produtos de degradacéo (baldrinal e
homobaldrinal nos extratos hidroalcodlico obtidos por USE e ASE das trés
espécies de Valeriana selecionadas como candidatas a substituir a matéria-
prima referéncia ;

Isolamento de substancias com perfil alcaloidico como oleamida, palmitamida
detectadas nos extratos USE das trés espécies de Valeriana selecionadas
como candidatas a substituir a matéria-prima referéncia Valeriana officinalis;

Desenvolvimento dos processos de validacdo de metodologia por GC/MS e
GC/FID para a quantificacéo de alcanos lineares, ésteres e acidos graxos de
cadeia longa provenientes das trés espécies e Valeriana: V. chamaedryfoilia,
V. glechomifolia e V. tajuvensis;

Desenvolvimento de testes farmacoldgicos relacionados aos extratos hidro-
alcélicos USE e ASE provenientes de V. chamaedryfoilia, V. glechomifolia e V.
tajuvensis;

Desenvolvimento de forma farmacéutica com os extratos USE hidroalcodlico
de V. chamaedryfoilia, V. glechomifolia e V. tajuvensis e a instituicdo do
doseamento de 6leos volateis, compostos volateis e semivolateis por GC.
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9. ANEXOS
9.1 Anexo |
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Fig. Al: Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial dos ramos e folhas de Valeriana chamaedryfolia dividido
em partes para melhor visualizacdo em (a) Primeira parte; (b) Segunda parte e (c) Terceira parte. Condigbes cromatogréficas de
acordo com a Tabela IV e Identificacdo dos picos na Tabela A I.
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Fig. A2: Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial dos ramos e folhas de Valeriana eichleriana dividido em

partes para melhor visualizacdo em (a) Primeira parte; (b) Segunda parte e (c) Terceira parte. Condi¢Bes cromatogréaficas de acordo
com a Tabela IV e Identificac@o dos picos na Tabela All.
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Fig. A3: Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial dos ramos e folhas de Valeriana eupatoria dividido em

partes para melhor visualizacdo em (a) Primeira parte; (b) Segunda parte e (c) Terceira parte. Condi¢cdes cromatograficas de acordo
com a Tabela IV e ldentificagdo dos picos na Tabela Alll.
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Fig. A4: Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial dos ramos e folhas de Valeriana glechomifolia dividido em

partes para melhor visualizacdo em (a) Primeira parte; (b) Segunda parte e (c) Terceira parte. Condi¢Bes cromatogréaficas de acordo
com a Tabela IV e Identificagdo dos picos na Tabela AlV.
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: Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial dos ramos e folhas de Valeriana saricarifolia dividido em

para melhor visualizacdo em (a) Primeira parte; (b) Segunda parte; (c) Terceira parte e (d) Quarta parte. Condi¢Bes
cromatogréficas de acordo com a Tabela IV e Identificacdo dos picos na Tabela AV.
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Fig.A6: Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial dos ramos e folhas de Valeriana scandens dividido em

partes para melhor visualizacdo em (a) Primeira parte; (b) Segunda parte e (c) Terceira parte. Condi¢cdes cromatograficas de acordo
com a Tabela IV e Identificac@o dos picos na Tabela AVI.
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Fig.A7: Cromatograma do ion total para os compostos do 6leo essencial dos ramos e folhas de Valeriana tajuvensis dividido em
partes para melhor visualizagdo em (a) Primeira parte; (b) Segunda parte; (c) Terceira parte; (d) Quarta parte e (f) Quinta parte.
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Condi¢des cromatogréficas de acordo com a Tabela IV e Identificag&o dos picos na Tabela AVII.
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Tabela /A: Identificagdo dos picos apresentados na Figura A1, para os dleos essenciais de ramos e
folhas de Valeriana chamedryfololia. Numeragéo apresentada na Figura A1.

N° Nome do composto Indice de retencdo de Kovats (IR) Conc Método de
a b c D (%) identificacdo
1 E-2-hexenal 804 802 1190 1192 0,22 1,2
2 Furfural 836 829 1452 1455 e 1,2
3 Acido isovalérico 838 836 1664 1665 0,64 1,2
4 Butanoato de alila 887 886 Trago 1,2
5 Heptanal 900 902 1171 1174 Trago 1,2
6 [-pineno 929 939 1015 1014 1,15 1,2
7 Canfeno 937 954 1051 1050 0,13 1,2
8 Monoterpeno oxigenado 941 - E 2
9 Acido 3 metil valérico 945 947 0,29 1,2
10  Benzaldeido 962 960 1497 1495 0,13 1,2
11 2-B-pineno 981 979 1089 1088 0,14 1,2
12 3- octenol 982 979 1388 1386 Trago 1,2
13 2- pentil furano 983 984 Trago 1,2
14 Octanal 996 997 1277 1280 Trago 1,2
15 (2)-B-ocimeno 1050 1051 1264 1263 Traco 1,2
16 yterpineno 1061 1060 1176 1178 0,10 1,2
17 Terpinoleno 1089 1088 1192 1195 0,15 1,2
18 Linalol 1101 1097 1506 1508 0,22 1,2
19 Nonanal 1103 1118 1387 1385 1,60 1,2
20  Borneol 1166 1162 1662 1660 0,74 1,2
21 n-Nonanol 1167 1169 1500 1502 0,15 1,2
22 Terpinen-4-ol 1174 1177 1567 1568 0,26 1,2
23 2-metdxi-3-(1-metil propil) pirazina 1187 1183 0,38 1,2
24 Acido graxo de cadeia longa - - - - 0,13 1,2
25 Mirtenol 1199 1196 1749 1750 0,51 1,2
26 Citronelol 1229 1226 1759 1762 0,26 1,2
27 Decanal 1254 1251 1507 1506 0,40 1,2
28 (2-Z) Decenal 1267 1264 1608 1611 3,52 1,2
29  Acetato de bornila 1287 1289 1549 1551 1,19 1,2
30  (2-E4-Z) decadienal 1293 1293 1634 1632 2,28 1,2
31 Tridecano 1299 1300 1304 1300 0,68 1,2
32 2-Undecanal 1305 1307 1708 1712 1,89 1,2
33  (2-E/4-E) decadienal 1317 1319 1711 1710 0,77 1,2
34 Sesquiterpeno oxigenado 1320 - 1,09 2
35  Sesquiterpeno oxigenado 1335 - 1,15 2
36  Sesquiterpeno oxigenado 1340 - 0,90 2
37 a-cubebeno 1346 1350 1438 1438 4,35 1,2
38  Eugenol 1354 1357 2143 2141 1,15 1,2
39 Aldeido de cadeia longa - - - - 0,84 2
40  (+)-clicloisosativeno 1369 1371 1549 1549 1,44 1,2
41 O-copaeno 1373 1377 1479 1477 2,33 1,2
42 Acetato de geranila 1380 1381 1715 1711 1,30 1,2
43 B-bourbuneno 1386 1388 1524 1524 1,96 1,2
44 (+)-sativeno 1392 1392 1593 1595 2,67 1,2
45  B-elemeno 1395 1393 1566 1565 0,82 1,2
46 Acido graxo de cadeia longa - - - - 1,24 2
47 Acido graxo de cadeia longa - - - - 1,01 2
48  (E)-cariofileno 1408 1409 1579 1578 6,25 1,2
49 Germacreno D 1483 1485 1709 1712 0,74 1,2
50  Valenceno 1498 1496 1724 1724 1,24 1,2
51 y-cadineno 1515 1514 1737 1736 7,71 1,2
52 Isovalerato de metila 1518 1517 1,07 1,2
53  &-cadineno 1524 1523 1732 1732 0,82 1,2
54 Quessano 1540 1539 0,60 1,2
55 o-calacoreno 1549 1546 2207 2207 1,28 1,2
56 Germacreno B 1563 1560 1860 1864 0,55 1,2
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Continuacdo da Tabela IA ...

N N Indice de retengdo de Kovats (IR) Conc Método de
ome do composto 0 e
a b c d (%) identificagao

57  Tridecen-1-al 1568 1569 0,47 12
58 (+)-spatulenol 1574 1578 1750 1755 1,13 1,2
59 Benzanoato de hexila 1597 1597 1,50 1,2
60 Longiborneol 1601 1599 0,64 1,2
61 y-eudesmol 1630 1631 2179 2182 0,96 1,2
62 Isoborneol 1634 1634 1653 1661 0,73 1,2
63 Valerenal 1670 1668 0,60 1
64 Valeranona 1675 1673 1,34 1
65  (Z, E)-a - bergamotol 1689 1691 1509 1505 1,15 1,2
66 (Z,E) - farnesol 1697 1697 2042 2044 0,68 1,2
67 Valerenal — isdmero 1711 1708 0,90 1
68 14-hidréxi -a - humuleno 1714 1714 1978 1975 0,82 1,2
69 (E,E)- Acetato de farnesila 1726 1726 1755 1755 0,72 1,2
70 Tetradecanoato de metila 1728 1727 7,65 1,2
71 (E)-B-santalol 1737 1740 5,31 1,2
72 6S,7R bisaboleno 1752 1750 1,15 1,2
73 Benzotato de benzila 1759 1760 1,1 1,2
74 Drimenol 1766 1767 2525 2525 0,26 1,2
75 n-pentadecanol 1775 1774 0,77 1,2
76 Acetato de (2)-a-santalol 1780 1777 0,64 1,2
77 Acetato de y - eudesmol 1783 1784 0,32 1,2
78 Tetradecanoato de etila - 1796 1795 0,77 1,2
79 n-octadecano 1800 1800 1801 1800 0,83 1,2
80  Acetato de (Z) epi-B-santalol 1806 1806 0,40 1,2
81 Hexadecanal — Aldeido palmitico 1815 1813 2154 2153 0,13 1,2
82 Ester do acido 3 metil fenil benzenoacético 1827 1828 0,38 1,2
83 Tetradecanoato de isopropila 1831 1830 0,12 1,2
84 7-hidréxi coumarina 1836 1836 0,13 1,2
85 Neofitadieno 1841 1837 0,14 1,2
86 Octanoato de fenil etila 1848 1847 0,26 1,2
87 Acetato de (Z) lanceol 1858 1857 0,52 1,2
88  Salicilato de benzila 1863 1865 0,51 1,2
89 n-Hexadecanol 1875 1871 2221 2218 0,66 12
90 Laureneno 1881 1880 Trago 1,2
91 (8- isobutiriloxi) isobutanoato de isobornila 1892 1890 Trago 1,2
92  Acetato de (Z) valerenila 1894 1896 Trago 1
93  8S, 13 Cedrenediol 1898 1898 0,31 12
94 Acetato de fenil etil fenila 1912 1914 0,14 1,2
95 Hexadecanoato de metila 1921 1922 0,42 1,2
97 Fitol 1943 1943 2570 2571 0,27 1,2
98 Rimuneno 1964 1962 0,51 1,2
99 n-Eicosano 1986 1988 0,77 1,2
100  Hexadecanoato de etila 1991 1993 0,90 1,2
101 Hexahidrofarnesil acetona 2012 2014 0,77 1,2
102  Hexadecanoato de isopropila 2025 2022 0,26 1,2
103 Manool 2066 2057 0,38 1,2
104  n—Octadecanol 2078 2078 Trago 1,2
105 n-Eneicosano 2104 2104 2104 2100 0,10 1,2
106 Ester de 4cido graxo de cadeia longa 2198 - 0,85 1,2

RI=indice de retengéo; -:ndo foi possivel determinar Rl experimentalmente; tr:tragos.
Identificagdo ou tentativa de identificagéo: a-coinjegdo com padrdes; comparagado com RI experimental OV-5; b - comparagao

com Rl da literatura, comparagéo com Rl experimental e dados de espectro de massas com dados da literatura.
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Tabela lIA: Identificagdo dos picos apresentados na Figura A2, para os 6leos essenciais de

ramos e folhas de Valeriana eichleriana. Numeragéo apresentada na Figura A2.

N°  Nome do composto Lndlce de getengaocde Kovatz (R) OCA)onc. Método de Identificagao
1 Acido 3 metil valérico 949 947 13,51 1
2 Benzaldeido 960 959 1497 1495 4,78 12
3 3 - Octenol 982 979 1388 1386 0,66 12
4 n-decano 1000 1000 998 1000 1,32 1,2
5 Limoneno 1026 1029 1194 1195 3,67 1,2
6 Fenil acetaldeido 1042 1039 2,78 1,2
7 Linalol 1095 1097 1506 1508 4,90 12
8 o-terpineol 1189 1187 1657 1652 1,46 1,2
9 n-dodecano 1200 1199 1201 1200 0,87 1,2
10 Alcano de cadeia longa - - - - 0,51 1,2
11 Isovalerato de (E)-3-hexenila 1244 1247 1,29 1
12 Geraniol 1251 1253 1750 1748 1,82 12
13 n-tridecano 1302 1300 1304 1300 1,32 12
14 Eugenol 1357 1359 2139 2141 1,40 12
15 o-copaeno 1377 1374 1480 1479 0,83 1,2
16  Isovalerato de benzila 1388 1385 2,04 1,2
17 n-tetradecano 1400 1400 1405 1400 1,20 1,2
18  (E)-a-bergamoteno 1432 1435 1510 1507 0,68 1,2
19 Ester de acido graxo de cadeia longa - - - - 1,19 2
20  Epi- 3 -santaleno 1447 1450 1642 1638 0,60 12
21 B-santaleno 1460 1458 1650 1653 0,14 1,2
22 Alcano de cadeia longa - - 0,12 2
23 Isovalerato de linalila 1478 1475 0,44 1
24 (E)-nerolidol 1563 1560 1605 1605 Trago 1,2
25  Oxido de cariofileno 1583 1578 1970 1966 0,12 1,2
26 Sequiterpeno oxigenado - - 0,15 2
27  Tetradecanal — Miristaldeido 1612 1613 1667 1665 1,68 1,2
28  Acido (E)-2-hexenoico 1616 1614 1962 1962 2,31 1,2
29  n-Tetradecanol 1673 1671 Trago 1,2
30 Neofitadieno 1842 1843 19,99 1,2
31 Hexadecanoato metila 1921 1922 0,53 1,2
32 Hexahidrofarnesil acetona 2013 2021 2,71 1,2
33 Acido oléico 2080 2082 2436 2430 2,84 12
34  Linoleato de metila 2097 2098 2434 2430 6,19 12
35 Linoleato de etila 2195 2193 12,88 1,2
36 Alcool de cadeia longa - - 0,77 2

RI=indice de retengéo; -:ndo foi possivel determinar Rl experimentalmente; tr:tracos.
Identificacdo ou tentativa de identificagéo: a-coinje¢do com padrdes; comparagdo com Rl experimental OV-5; b - comparagéo

com RI da literatura, comparagéo com Rl experimental e dados de espectro de massas com dados da literatura.
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Tabela /Il A: Identificacdo dos picos apresentados na Figura A3, para os 6leos
essenciais de ramos e folhas de Valeriana eupatoria. Numeracao apresentada
na Figura A3 .

0 indice de retencéo de Kovats (RI) 0 Método de
N Nome do composto : » - 5 Conc. % \dentificaao
1 (E)-2-hexenal 804 802 1190 1192 0,09 1.2
2 Furfural 836 829 1452 1455 0,61 1.2
3 Acido isovalérico 836 836 1664 1665 512 1,2
4 Heptanal 900 902 1171 1174 0,09 12
5 Acido 3 metil valérico 949 947 1,82 1,2
6 Benzaldeido 950 960 1497 1495 0,09 1.2
7 2 - pentil furano 983 984 0,11 1,2
8 (2-Z,4-Z) heptadienal 1000 1000 1370 1373 0,11 12
9 Limoneno 1026 1029 1185 1187 0,11 12
10 O-cimeno 1026 1026 1222 1225 0,07 12
1 (E)-B-ocimeno 1037 1039 1259 1257 0,08 12
12 (2)-B- ocimeno 1050 1051 1240 1238 0,09 12
13 y-terpineno 1061 1060 1175 1178 0,07 1,2
14 Terpinoleno 1088 1088 1197 1195 0,07 1,2
15 Linalol 1095 1097 1506 1508 2,66 12
16 Isovalerato de isopentinila 1103 1103 0,06 1,2
17 Borneol 1164 1165 1659 1660 0,02 1
18 o terpineol 1188 1189 1650 1652 0,72 12
19 Mirtenol 1199 1196 1751 1750 0,05 12
20 Decanal 1200 1202 1505 1506 0,59 12
21 Citronelol 1226 1226 1760 1762 0,02 12
22 Nerol 1228 1230 1755 1757 0,29 12
23 Neral 1238 1238 1678 1680 0,06 12
24 Isovalerato de hexila 1244 1245 0,13 1,2
25 Isovalerato de (E)-3-hexenila 1244 1247 0,18 1,2
26 Geraniol 1251 1253 1838 1842 0,89 12
27 (2-Z) decenal 1264 1264 1587 1590 0,21 12
28 Diidro acetato de linalila 1275 1275 0,12 1,2
29 Acetato de bornila 1282 1285 1598 1599 0,34 12
30 (2-E,4-Z) Decadienal 1293 1295 1634 1632 0,29 12
31 Acetato de 4-terpineol 1300 1300 0,25 1.2
32 (2-E,4-E)-Decadienal 1317 1319 1712 1710 2,02 12
33 (E) Dimetoxi citral 1341 1341 0,42 12
34 a-cubebeno 1352 1350 1440 1438 0,63 12
35 a-longipineno 1353 1353 1539 1541 0,81 12
36 Eugenol 1357 1359 2143 2141 0,34 12
37 0-copaeno 1377 1378 1551 1549 2,05 1,2
38 Acetato de geranila 1380 1381 1708 1711 3,18 1,2
39 Isovalerato de benzila 1388 1389 1,68 1,2
40  (E)-a-damascona 1396 1393 0,59 1,2
41 [3-longipineno 1401 1402 1608 1612 0,26 1,2
42 (2) cariofileno 1413 1409 1580 1578 1,08 12
43 4,8-a-epdxi cariofilano 1416 1416 0,62 1,2
44 (E)-cariofileno 1419 1422 1530 1533 0,19 12
45 [3-copaeno 1433 1432 1621 1626 0,14 12
46 y-elemeno 1438 1437 1641 1642 0,22 1,2
47 a-patchuleno 1458 1457 0,09 1,2
48 [3-santaleno 1459 1459 1649 1653 1,62 1,2
49 Deidro aromadendreno 1462 1465 0,21 1,2
50 Dodecen-1-ol 1474 1472 0,72 12
51 [3-ionona 1480 1482 1910 1912 1,21 12
52 Isovalerato fenil etila 1492 1491 0,75 1,2
53 Valenceno 1496 1496 1724 1722 1,02 12
54 Biciclogermacreno 1499 1498 1742 1744 0,18 1,2
55 y-cadineno 1514 1515 1792 1792 2,77 1,2
56 d-cadineno 1523 1521 1781 1784 0,63 12
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Continuacdo da Tabela Ill A ...

N°  Nome do composto Indice de retencao de Kovats RI) - o, Metodo de
a b c D Identificagao

57 Quessano 1543 1539 0,39 1,2
58 Maaliol 1558 1558 0,27 12
59 Germacreno B 1561 1561 1867 1864 3,65 1,2
60 (+) spatulenol 1575 1578 2154 2153 1,44 12
61 Isovalerato de nerila 1586 1584 0,68 1,2
62 Viridiflorol 1593 1593 2104 2103 0,54 12
63 Carotol 1595 1594 0,36 12
64 Dodecanoato de etila 1595 1595 1,09 1,2
65 Tetradecanal — Aldeido miristico 1612 1613 2152 2153 573 1,2
66 (E)-acetato de isoeugenol 1616 1618 0,36 1,2
67 Valerianol 1627 1625 2230 2231 0,61 1
68 d-eudesmol 1631 1631 2178 2182 0,20 12
69 Isoborneol 1634 1634 1508 1506 0,18 12
70 Epoxi alloaromadendreno 1641 1641 0,08 1,2
71 [3-eudesmol 1650 1651 2245 2248 0,52 12
72 Valerianol 1661 1658 0,30 1
73 Valeranal 1669 1668 0,49 1
74 Valeranona 1673 1673 0,13 1
75 Acido valerénico 1684 1686 0,83 1
76 (Z,E)-a- bergamotol 1690 1691 1,23 12
77 (Z,E)-farmesol 1701 1697 0,45 12
78 Valeranal — isdmero 1708 1711 0,67 1
79 Tetradecanoato de metila 1721 1724 1997 1999 1,79 1,2
80 (E)-B-santalol 1741 1740 1657 1660 3,06 12
81 Isospatulenol 1778 1777 2,67 1,2
82 Acetato de a-bisabolol 1798 1798 0,54 12
82 Isovalerato de isoeugenila 1810 1814 0,36 1,2
83 Hexadecanal- aldeido palmitico 1817 1816 2153 2153 0,32 1,2
84 (2)-B-santalol 1820 1819 0,53 1.2
85 Neofitadieno 1843 1837 1,98 12
86 Salicilato de benzila 1866 1965 0,68 1.2
87 n-hexadecanol 1875 1876 2222 2218 0,35 12
88 (Z)-acetato de valerenila 1897 1896 0,33 1,2
89 Acetato de fenil etil fenila 1915 1914 4,90 1,2
90 Hexadecanoato metila 1922 1922 0,39 1,2
91 Fitol 1945 1943 0,13 12
92 Isovalerato de (Z) valerenila 1985 1984 0,18 1
93 Hexadecanoato de etila 1991 1993 2432 2430 0,56 1,2
94 Hexahidrofarnesil acetona 2013 2014 0,16 1,2
95 Isovalerato de (E) valerenila 2020 2021 0,27 1,2
96 Acido oleico 2080 2082 2430 2430 0,11 1
97 Linoleato de metila 2097 2096 2430 2430 5,89 12
98 Linoleato de etila 2123 2125 4,40 1,2
99 Sequiteropeno oxigenado 2146 - 0,64 12
100  Acido dodecanoico 2162 2159 2515 2517 3,55 1,2
101  Sequiteropeno oxigenado 2176 - 0,59 12
102  n-docoseno 2190 2190 2202 2200 0,83 12
103 Ester de 4cido graxo de cadeia longa 2198 - 0,85 12
104  Sequiteropeno oxigenado 2297 - 3,61 12
105  Alcool de cadeia longa 2351 - 1,03 1,2
106  Maanol 2362 2360 0,27 1,2

RI=indice de retengéo; -:nao foi possivel determinar Rl experimentalmente; tr:tragos.
Identificagdo ou tentativa de identificagéo: a-coinjegdo com padrdes; comparagado com RI experimental OV-5; b - comparagao
com Rl da literatura, comparac&o com RI experimental e dados de espectro de massas com dados da literatura.
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Tabela IV A: Identificacdo dos picos apresentados na Figura A4, para os 6leos
essenciais de ramos e folhas de Valeriana glechomifolia. Numeracéo

apresentada na Figura A4 .

N°  Nome do composto In:|ce de re;engao deCKovats (F;I) C‘j/':"' Método de Identificagao
1 Butanoato de etila 804 804 1,61 1,2
2 Acido isovalérico 836 836 1664 1665 2,37 1,2
3 Decano 1001 1000 1000 1000 1,05 1,2
4 Limoneno 1029 1027 1185 1187 0,12 1,2
5 1,8 cineol 1031 1031 1225 1228 0,33 1,2
6 Undecano 1100 1100 1105 1100 0,18 1,2
7 Isovalerato de (Z)-3-hexenila 1244 1245 0,11 1,2
8 Isovalerato de (E)-2-hexenila 1247 1249 0,46 1,2
9 a-cubebeno 1351 1349 1483 1481 0,72 1,2
10  o-copaeno 1377 1375 1552 1551 5,51 1,2
11 Isovalerato de benzila 1388 1386 0,95 1,2
12 B-elemeno 1391 1389 1605 1608 1,81 1,2
13 (E)-B-cariofileno 1409 1408 1534 1533 8,24 1,2
14 a-humuleno 1453 1455 1675 1672 4,28 1,2
15 B-santaleno 1460 1459 1655 1653 2,63 1,2
16 Aromadendreno 1463 1462 1648 1650 0,70 1,2
17 a-amorfeno 1485 1483 1690 1691 12,35 1,2
18 Germacreno D 1485 1486 1717 1712 2,20 1,2
19  (E)-B-ionona 1489 1490 1910 1912 0,88 1,2
20  Biciclogermacreno 1496 1497 1748 1744 0,46 1,2
21 o -muurulleno 1500 1499 1727 1730 0,68 1,2
22 y-patchuleno 1501 1502 0,84 1,2
23 y-cadineno 1514 1515 1792 1792 0,65 1,2
24 3-cadineno 1523 1523 1781 1784 11,33 1,2
25  (E)-cadina-1(2),4 dieno 1535 1532 1784 1786 0,65 1,2
26  a-calacoreno 1547 1547 1928 1926 2,93 1,2
27 (Z)-éter cadineno 1554 1552 1,17 1,2
28 (E)-nerolidol 1563 1561 2004 2000 1,62 1,2
29  Acido dodecanoico 1567 1565 7,94 1,2
30  Benzoato de (Z) -3- hexenila 1567 1567 2,11 1,2
31 Tridecanol 1572 1573 0,19 12
32 o-epoxi cedreno 1575 1574 1950 1951 1,01 1,2
33 (+)spatulenol 1578 1579 2150 2153 1,07 12
34  Benzoato de hexila 1580 1581 1803 1805 2,11 12
35  (-) oxido de cariofileno 1583 1582 1996 2000 1,33 1,2
36  Globulol 1585 1586 2101 2104 1,19 1,2
37  Viridiflorol 1593 1594 2102 2103 1,07 1,2
38  Cedrol 1600 1600 2098 2100 0,06 1,2
39  Isovalerato de geranila 1607 1607 1820 1821 2,01 1,2
40  Tetradecanal - Adeido miristico 1612 1613 3,56 1,2
41  Hexadecanal - Aldeido palmitico 1817 1815 2150 2153 0,77 1,2
42  Neofitadieno 1843 1837 8,15 1,2
43  Hexahidrofarnesil acetona 2018 2021 0,59 1,2

RI=indice de retengéo; -:ndo foi possivel determinar Rl experimentalmente; tr:tragos.

Identificagdo ou tentativa de identificagéo: a-coinjegdo com padrdes; comparagado com RI experimental OV-5; b - comparagao
com RI da literatura, comparac&o com RI experimental e dados de espectro de massas com dados da literatura.
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Tabela V A: Identificacdo dos picos apresentados na Figura A5, para os 6leos

essenciais de
apresentada na Figura A5 .

ramos e folhas de Valeriana saricarifolia.

Numeracao

N°  Nome do composto Ind;ce de retbengéo deCKovats (F;I) OC/oonc. Método de Identificagao
1 Acido isovalérico 836 835 1664 1665 1,31 1,2
2 Acido 3 metil valérico 947 945 0,20 1,2
3 Esterde acido graxo - 0,70 2
4 (E)-2- octenol 995 997 0,30 1,2
5 Linalol 1101 1099 1540 1556 4,63 1,2
6  Alfa-terpineol 1134 1134 1660 1687 2,82 1,2
7 Nerol 1226 1226 1769 1771 2,37 1,2
8 Isovalerato de (Z)-3-hexenila 1244 1244 0,27 1
9 Isovalerato de (E) -2-hexenila 1247 1246 0,24 1
10  Geraniol 1253 1250 1841 1842 2,28 1,2
11 2-(E)-decenal 1264 1262 1587 1590 0,15 1,2
12 Geranial 1267 1266 1729 1730 0,12 1,2
13 Formato de citronelila 1274 1272 1598 1600 0,12 1,2
14 (2-E/4-Z) decadienal 1293 1291 1707 1710 0,21 1,2
15  Formato de geranila 1298 1296 1687 1684 0,47 1,2
16 (2-E4-E) decadienal 1317 1315 1630 1632 0,40 1,2
17 a-longipineno 1353 1352 1538 1541 0,24 1,2
18  (Z)-a-damascona 1358 1356 0,25 1,2
19  Eugenol 1361 1359 2137 2141 0,32 1,2
20  B-damascenona 1364 1365 1801 1801 0,60 1,2
21 Isovalerato de benzila 1388 1387 6,73 1,2
22 (E)- B-damascona 1387 1389 1802 1805 0,81 1,2
23 (Z) - cariofileno 1419 1418 1530 1533 0,33 1,2
24 B-gurjuneno 1424 1424 1654 1656 1,16 1,2
25  a-(E)-bergamoteno 1435 1435 1777 1779 6,93 1,2
26 Acetato de nerila 1436 1437 1740 1742 0,22 1,2
27  Ester de acido graxo de cadeia longa - - - 0,19 2
28  o-humuleno 1455 1455 1674 1672 0,37 1,2
29  Alloaromadendreno 1460 1458 1648 1650 0,18 1,2
30  a-amorfeno 1485 1483 1688 1691 0,22 1,2
31 Germacrene D 1486 1485 1696 1692 0,30 1,2
32 (E)-B-ionona 1489 1488 1910 1912 0,93 1,2
33 Isovalerato de fenil etil 1491 1490 1,03 1,2
34  &-cadineno 1523 1523 1760 1760 0,41 1,2
35  Valerato de citronelila 1558 1556 1705 1705 0,78 1,2
36  (+)-spatulenal 1578 1576 2125 2129 0,84 1,2
37 Oxido de cariofileno 1586 1583 1864 1867 1,93 1,2
38  Dodecanoato de etila 1595 1595 0,32 1,2
39  Isovalerato de geranila 1607 1605 1794 1795 1,68 1,2
40  Germacreno B 1635 1633 1570 1572 2,15 1,2
41  Sesquiterpeno oxigenado 1637 1637 0,71 1,2
42 a-muurulol 1646 1641 2151 2148 0,62 1,2
43 a-cadinol 1654 1653 1895 1891 0,51 1,2
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Continuacdo da Tabela V A ...

indice de retengéo de Kovats (RI)  Conc.

N°  Nome do composto Método de Identificagao

a b c d %
44 Valerianol 1658 1659 2228 2231 419 1
45  Valeranona 1673 1672 0,53 1
46  Valerenol 1734 1730 0,71 1
47  Acido graxo de cadeia longa - - - - 0,43 2
48 Acido graxo de cadeia longa - - - - 1,35 2
49  Acido graxo de cadeia longa - - - - 7,08 2
50  Sesquiterpeno hidrocarbonado - - - - 0,66 2
51  Neofitadieno 1842 1837 - - 1,25 2
52  Sesquiterpeno oxigenado - - - - 2,40 2
53  Acido graxo de cadeia longa - - - - 3,55 2
54 Acido graxo de cadeia longa - - - - 27,91 2
55  Ester de 4cido graxo de cadeia longa - - - - 2,38 2
56  Fitol 1943 1943 2568 2571 0,57 1,2

RI=indice de retengéo; -:nao foi possivel determinar Rl experimentalmente; tr:tragos.
Identificagdo ou tentativa de identificagéo: a-coinjegdo com padrdes; comparagado com RI experimental OV-5; b - comparagao
com Rl da literatura, comparac&o com Rl experimental e dados de espectro de massas com dados da literatura.

Tabela A VI: Identificacdo dos picos apresentados na Figura A6 , para os 0Oleos
essenciais de ramos e folhas de Valeriana scandens. Numeracdo apresentada
na Figura A6 .

indice Retencéo de Kovats (IR)

Ne Nome do composto C.onc%  Método de Identificagdo

a b c d
1 Pentanoato de metila 827 827 0,07 1,2
2 Acido isovalérico 836 836 1664 1665 1,41 12
3 Hexenol 865 865 1358 1360 0,90 12
4 Heptanal 903 903 1171 1174 0,12 12
5  2,5-dietil 2-metil tetrahidrofurano 916 921 0,11 1,2
6 a-pineno 939 933 1021 1020 0,90 12
7 Canfeno 954 954 1077 1075 0,32 12
8 Verbeno 968 968 0,48 12
9 B-pineno 979 977 1108 1109 0,08 12
10 m-menta -1(7)8 dieno 1001 1001 1,53 12
11 p-menta -1(7)8 dieno 1004 1004 0,23 12
12 Limoneno 1029 1029 1189 1190 1,94 12
13 Linalol 1097 1097 1549 1553 1,71 12
14 Undecano 1100 1100 1100 1100 0,24 12
15 Dodecano 1200 1200 1202 1200 0,66 12
16 Isovalerato de hexila 1240 1238 0,28 1,2
17 Isovalerato (E)-2-hexenila 1245 1242 0,37 1,2
18 Isovalerato (Z)-3-hexenila 1247 1247 0,27 1,2
19  Acetato de linalila 1257 1257 1519 1522 0,09 12
20 n-Tridecano 1300 1300 1304 1300 2,33 1.2
21 Undecenal 1308 1308 0,78 1,2
22 n-Tetradecano 1400 1400 1402 1400 1,68 1,2
23 Isoeugenol 1407 1407 0,11 1,2
24 a-gurjuneno 1410 1411 1591 1587 0,24 1,2
25 (E)-cariofileno 1409 1407 1617 1610 0,24 12
26 Isobutanoato de isobornila 1434 1434 2,90 1,2
27 Propanoato de citronelila 1446 1446 0,35 1,2
28 a-humuleno 1455 1455 1665 1664 0,70 12
29 Germacreno D 1485 1483 1696 1698 0,94 1,2
30 PB-selineno 1490 1490 1715 1710 1,76 12
31 Biciclogermacreno 1500 1500 1731 1733 0,51 1,2
32 y-patchuleno 1504 1504 0,17 1,2
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Continuacdo da tabela A VI ...

indice Retencéo de Kovats (RI)

N° Nome do composto . b . Conc. %  Método de Identificagao
33 (2)-nerolidol 1533 1533 1961 1964 2,37 1,2
34 Diidroacetato de eugenol 1538 1538 0,67 1,2
35 Valerato de citronelila 1558 1556 0,07 1,2
36 Germacreno B 1561 1559 1572 1570 0,28 1,2
37 Benzoato de 2-(E) hexila 1588 1588 3,78 1,2
38 n-hexadecano 1600 1600 1604 1600 1,34 1,2
39 Tetradecanal — Aldeido miristico 1613 1613 1663 1665 0,19 1,2
40 Acetato de isoeugenol 1615 1615 8,15 1,2
41 Cedranona 1630 1630 3,04 1,2
42 Amil cinamaldeido 1649 1649 0,55 1,2
43 Valerianol 1656 1656 2233 2231 9,89 1,2
44 Pentanoato de geranila 1657 1657 15,78 1,2
45  Acetato de (Z) nerolidol 1678 1678 0,91 1,2
46  Epi-a-bisabolol 1685 1684 2219 2217 0,20 1,2
47  Acetato de longiborneol 1686 1686 0,79 1,2
48 (E,E)-a- Bergamotol 1682 1681 0,72 1,2
49  Zinzal 1697 1697 0,85 1,2
50 Valerenol 1734 1731 5,54 1,2
51 n-Pentadecanol 1775 1775 4,55 1,2
52 n-Hexadecanol 1777 1778 2221 2218 0,78 1,2
53 Acetato de fenil etil fenila 1914 1914 6,54 1,2
54  Fitol 1943 1944 2568 2571 5,62 1,2
55 Isobergapteno 2035 2038 0,09 1,2
56 Antranilato de citronelila 2167 2167 2,88 1,2

RI=indice de retengéo; -:ndo foi possivel determinar Rl experimentalmente; tr:tragos.
Identificagdo ou tentativa de identificagéo: a-coinje¢do com padrdes; comparagado com RI experimental OV-5; b - comparagao
com RI da literatura, comparac&o com Rl experimental e dados de espectro de massas com dados da literatura.

Tabela VIl A: Identificacdo dos picos apresentados na Figura A7 , para os 0leos
essenciais de ramos e folhas de Valeriana tajuvensis. Numeracgéo apresentada
na Figura A7 .

indice Retencao de Kovats (RI)

N° Nome do composto b . Conc. % Método de Identificagao
1 Pentanal 706 706 934 935 0,04 12
2 (E)-Octeno 821 821 0,04 12
3 Acido isovalérico 836 835 1664 1665 0,38 1,2
4 o-pineno 939 939 1033 1032 0,01 12
5 Canfeno 954 954 1083 1084 0,03 12
6 Heptanol 967 967 1271 1273 0,01 12
7 B-pineno 979 979 1124 1127 0,01 12
8  (2)-pineno 986 989 1075 1078 0,38 12
9  Mirceno 991 984 1156 1154 0,04 12
10  Limonene + 1,8 cineol 1029 1029 1196 1206 0,04 1,2
11 1,8 cineol 1031 1031 1127 1129 0,34 12
12 Pentanoate de pentinila 1059 1058 1928 1929 0,06 1,2
13 Acetophenona 1065 1065 1642 1645 0,01 1,2
14 n-octanol 1067 1068 1387 1389 0,03 12
15 (2)-Oxido de linalol 1071 1073 1417 1420 0,03 12
16 a-terpinoleno 1093 1089 1192 1195 0,06 12
17  Linalool 1101 1099 1540 1556 0,13 12
18  a-terpineol 1134 1134 1646 1647 0,09 12
19  Acetato de isobornila 1295 1286 1582 1587 0,03 1,2

20 Monoterpeno oxigenado 1334 - - - 0,25 1,2

21 a-cubebeno 1354 1351 1597 1626 0,06 12

22 Hidroxi eugenol 1367 1369 2137 2141 0,04 12
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Continuacao da tabela VII A...

indice Retengao de Kovats (IR) ~ Conc.

N° Nome do composto o Método de Identificagao
a b c d %o

23 a-ylangeno 1374 1375 1500 1525 0,15 1,2
24 a-copaeno 1378 1377 1626 1627 414 1,2
25 Acetato de geranila 1380 1381 1754 1726 1,46 1,2
26 (Z)-B-damascenona 1387 1387 1801 1801 2,61 1,2
27  (-bourbuneno 1401 1388 1582 1585 1,72 1,2
28  (E)-cariofileno 1406 1409 1596 1594 474 1,2
29 Nerona 1414 1414 1,74 1,2
30 p-2,5dimetdxi cimeno 1427 1427 1270 1272 0,21 1,2
31 Butanoato isobornila 1435 1434 1676 1679 0,28 1,2
33 o -humuleno 1454 1455 1868 1874 2,36 1,2
34  Alloaromadrendeno 1469 1460 1662 1660 1,78 1,2
35 Germacreno D 1488 1485 1696 1692 1,15 1,2
36  Valenceno 1496 1496 1722 1718 6,36 1,2
37 Biciclogermacreno 1499 1500 1731 1731 3,08 1,2
38 o - muuruleno 1502 1500 1378 1389 0,57 1,2
39 (E)-calameneno 1516 1512 1837 1828 1,96 1,2
40 d-cadineno 1528 1523 1760 1760 5,46 1,2
41 (Z)-nerolidol 1536 1533 2000 2000 0,46 1,2
42  Quessano 1541 1539 0,31 1,2
43  Elemol 1548 1550 2078 2081 0,74 1,2
44  Eter cadineno 1553 1554 1761 1760 0,74 1,2
45  (E) éter cadineno 1557 1559 1714 1718 3,30 1,2
46 B -ionona 1567 1567 1908 1912 0,41 1,2
47  Sequiterpeno oxigenado 1571 - 0,37 1,2
48  (-)Oxido de cariofileno 1586 1583 1864 1867 0,59 1,2
49  Viridiflorol 1592 1593 2112 2115 0,46 1,2
50 Carotol 1599 1595 1,15 1,2
51 Tetradecanal —Aldeido miristico 1610 1610 1665 1660 1,19 1,2
52 (Z)isolongifolano 1614 1613 1541 1544 0,50 1,2
53  (E)isolongifolano 1618 1627 1612 1619 2,09 1,2
54  Diidromirceno 1622 1621 1,06 1,2
55  Isoborneol 1631 1632 2182 2178 0,38 1,2
56  Epi-a-cadinol 1638 1640 2224 2223 0,56 1,2
57 a-cadinol 1656 1654 1895 1891 0,24 1,2
58  T7-epi-a-eudesmol 1664 1664 2224 2223 0,56 1,2
59 Valeranona 1670 1673 1617 1619 1,38 1,2
60 Drimenol 1795 1793 2522 2525 1,69 1,2
61 Benzoato de (Z) 3-hexenila 1809 1811 0,52 1,2
62 Acetato de (2)-B-santalol 1819 1819 0,35 1,2
63  Antranilato (Z) 3-hexenila 1822 1821 2260 2265 0,41 1,2
64 Ester do acido 3 metil, etil benzenoacético 1828 1828 2,36 1,2
65 Salicilato de benzila 1868 1866 0,62 1,2
66 n-hexadecanol 1876 1876 2220 2218 0,46 1,2
67 Isobutanoato isobornila 1890 1890 2,71 1,2
68 Cubenol 1944 1944 2037 2035 0,82 1,2
69  Acido palmitico 1948 1946 0,49 1,2
70  Acetato de (Z) valerenila 1975 1977 0,50 1,2
71 Isovalerato (Z) valerenila 1982 1984 0,56 1,2
72  Eicosano 1991 1988 2002 2000 2,03 1,2
73 Acido graxo de cadeia longa - - 7,54 1,2
74 Palmitato de etila - - 2247 2250 1,15 1,2
75 7 hidroxi 4,8 dimetil coumarina 2011 2014 0,15 1,2
76 Isovalerato de (E) valerenila 2022 2024 0,72 1,2
77  Isopentanoato de isopropila 2028 2025 0,52 1,2
78  Santalol 2067 2062 1658 1660 0,44 2
79  Ester de acido graxo de cadeia longa - - 0,96 2
80 Ester de cido graxo de cadeia longa - - 1,18 2
81 Ester de 4cido graxo de cadeia longa - 0,40 2

RI=indice de retengéo; -:ndo foi possivel determinar Rl experlmentalmente tr:tragos.
Identificacéo ou tentativa de identificagéo: a-coinje¢do com padrdes; comparagdo com Rl experimental OV-5; b - comparagao
com RI da literatura, comparagéo com Rl experimental e dados de espectro de massas com dados da literatura.
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9.2 Anexo Il
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V.tajuvensis por HD eSFE com V. officinalis
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Comparacéo da Extracéo de Folhas e Talos
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@ Compound tipe Valepotriate (AHD-Valtrato)

0 s-Elemene

@ Spatulenol

@ Farnesyl acetate
O Stigmasterol

-Cadinene Ether
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@ (Z)- b-Caryophyllene
O Valerenic Acid
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G (8

O b-Bourbonene

@ Bicyclogermacrene
@ Valerenol

0 Docosanol

O Vitamin E
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B a-Copaene(a)
O Germacrene D
8 N-Docosane
B8 g- tocoferol

@ Valerenal

dos compostos mais abundantes em extratos de SFE de folhas e talos de V. tajuvensis comparada a HD e

m a-Cubebene

O Alloaromadendrene
@ Acetoxyvaleranone
m Olic Acid

@ Hexadecanol

ao

100%
80% -
60% -
40% +

@ Cariophylene oxide
B (Z)-Valerenyl Acetate
@ Tetracosanoic acid

0O Limonene(a)
@ a- Humulene

SFE V. officinalis, * Vt. folhas ou talos + temperatura e pressédo do solvente extrator = R1-R17.

Figura A 8: Distribuig
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Tabela VIl A: Identificagdo dos picos relacionados a composicao dos extratos obtidos por SFE de talos e folhas de V. tajuvensis em diferentes condicées de T e P.

V.o

SFE

V.t

Compostos RIOVSRIWax (0 14 'D R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R1I0 R11 R12 R13 R4 R15 RI16 RI17
Pentanal 706 - - - 004 016 012 080 126 104 245 235 007 025 071 185 102 135 201 244 265 296
2-(E)-Octeno 821 - - - 004 034 021 035 0,45 - - - - - - - - - - - - -
Acido isovalérico® 836 1665 090 23,80 038 163 090 050 1,89 156 1,91 101 049 155 150 256 205 214 208 249 258 265
a-Pineno® 939 1014 1,40 001 0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Camfeno® 954 1050 2,10 - 0,03 - - - - - - - - - - - - - - - - -
4-(Z)-Heptanol 944 - - - 001 014 012 045 1,26 - - - 1,07 125 130 1,42 - - - - - -
B-Pineno® 979 1089 0,50 - - 037 041 056 152 - - - 142 147 145 154 - - - - - -
1-Octen-3-ol 991 1387 - - 0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - -
n- Octanal 999 - - - 0,04 - - - - - - - - - - - - - - - - -
p-Cimeno® 1025 - 0,10 - - 026 012 034 058 008 029 017 008 012 032 037 009 007 014 025 035 0,95
Limoneno® 1029 1187 1,00 - 004 018 035 1,05 141 035 191 066 145 093 072 150 089 132 098 149 151 201
1,8-Cineol® 1031 1129 0,30 - 0,34 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Eg:tt”a;oato de 1056 - ; - 006 - ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;
Acetofenona 1065 - - - 0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - -
%'_dl‘i’ngﬁml 1087 1438 - - 0,03 - - - - - - - - - - - - - - - - -
a -terpinoleno® 1089 - - - 0,06 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Linalool® 1097 1540 - - 0,13 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Borneol® 1169 1660 0,40 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-Terpineol® 1177 1568 - - 0,09 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Citronellol® 1226 1597 0,80 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Acetato bornila 1289 - 11,60 7,10 0,03 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Acetato mirtenila 1327 - 1,30 0,80 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Acetato a-terpinila 1349 - 0,20 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-Cubebeno 1350 1438 0,00 - 006 035 058 089 134 023 045 069 018 021 101 154 085 09 123 155 197 223
Eugenol® 1359 2141 0,00 - 0,04 - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-Ylangeno 1375 - 0,00 - 0,15 - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-Copaeno® 1377 1626 0,00 - 414 068 074 08 017 074 092 098 021 024 030 036 031 035 056 059 087 094
b-Elemeno 1391 1565 0,20 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Acetato geranila 1381 1711 0,00 - 1,46 0,23 0,19 0,27 tr - - - - - - - - - - - - -
b-Bourboneno 1388 1524 0,00 - 1,72 148 154 152 187 020 087 059 074 042 057 08 067 078 074 078 054 0097
(2)-b-Damascona 1387 1801 0,00 - 2,61 - - - - - - - - - - - - - - - - -
(2)- b-Cariofileno 1409 1617 5,10 - 474 295 103 160 2,09 341 416 664 144 182 197 241 134 157 1,74 1,85 1,99 2,56
a-Gurjuneno 1410 1587 1,20 0,70 - 0,18 0,25 0,21 tr - - - - - - - - - - - - -
(2)-Nerono 1414 - - - 1,74 - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Continuagdo ...Tabela VIl A.

Compostos RI OV5 RI Wax \{_'% SlF4E \{_”tD R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17
é?nz:]”;etox' P- 1427 1272 - - 021 - ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;
:zgggﬁﬁga‘o 1434 1679 - - 028 - ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;
b-Gurjuneno 1434 1656 0,40 0,30 - 0,23 0,35 0,54 - - - - - - - - - - - - - -
s-Elemeno 1437 1642 0,40 0,70 0,07 0,15 0,05 0,14 0,37 0,12 0,19 0,52 0,14 0,52 0,78 1,37 1,08 1,27 1,35 1,17 1,39 1,62
a-Humuleno 1455 1672 0,70 0,60 2,36 0,78 0,35 0,13 0,59 0,12 0,81 0,77 0,31 0,39 0,45 0,52 0,21 0,27 0,30 0,34 0,36 0,54
:l!g)madendreno 1460 1650 4,10 5,20 1,78 0,30 0,11 0,24 0,24 0,14 0,48 0,15 0,25 0,37 0,41 0,65 0,10 0,17 0,24 0,22 0,34 0,71
2recl>(r11:gdendreno 1463 . 2,70 2,30 . . . . . . . . ) . . . ) . . . . .
b-Chamigreno 1478 - 0,40 0,20 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Germacreno D 1485 1715 0,00 1,90 0,30 437 625 583 684 498 529 785 4,61 4,89 6,37 6,97 4,37 4,85 4,91 5,64 521 6,33
a-amorpheno 1485 1691 0,00 - 1,15 0,50 0,62 tr tr - - - - - - - - - - - - -
(E)-b-lonona 1489 1912 0,40 - - - - tr tr 0,16 0,25 0,20 tr tr tr tr

b-Selineno 1490 1710 0,20 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
cis-b-guaieno 1493 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Valenceno 1496 1718 - - 6,36 - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-Muuruleno 1499 1714 - - 0,57 025 041 0,112 017 005 0,22 0,0 0,98 1,04 1,28 2,31 2,07 2,15 2,18 2,20 2,67 291
Biciclogermacreno 1499 1731 0,10 1,90 3,08 1,23 1,52 0,23 0,31 0,32 0,77 0,95 - - - - - - - - - -
g-Cadineno 1514 1792 0,50 - - 0,03 009 0,08 010 0,02 006 005 0,01 0,05 0,03 0,08 - - - - - -
s-Cadineno 1523 1760 0,80 - 5,46 345 381 398 019 0,07 019 025 0,14 0,21 0,17 0,22 0,35 0,56 0,62 0,48 0,49 0,61
(E)-Calameneno 1529 1828 - - 1,96 - - - - - - - - - - - - - - - - -
b-bisaboleno 1506 1746 0,40 0,70 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
(E)-Nerolidol 1533 2000 - - 0,46 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Quessano 1539 1927 3,30 0,70 0,31 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Elemol 1550 2078 0,40 - 0,74 014 029 041 056 0,17 0,29 0,32 - - - - - - - - - -
Eter (2)-Cadinene 1552 1761 - - 0,74 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Eter (E)-Cadinene 1559 1714 - - 3,30 033 038 0,19 0,22 0,14 0,22 0,27 0,40 0,59 0,85 0,99 0,78 0,81 0,89 0,92 1,00 1,03
Germacreno B 1560 1570 1,00 2,00 - - - tr tr - - - - - - - - - - - - -
b-lonono 1567 1912 - - 0,41 - - tr tr - - - - - - - - - - - - -
Tridecen-1-al 1569 - - - 0,59 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Espatulenol 1578 1750 4,70 - - 1,24 1,01 2,65 1,74 1,96 2,09 1,61 - - - - - - - - - -
Oxdo de 1583 1966 - . . 023 027 220 25 115 181 169 198 235 233 256 201 297 104 106 139 147
Globulol 1585 2104 2,10 0,80 - 058 069 0,78 0,83 - - - - - - - - - - - - -
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Continuagdo ...Tabela VIl A

V.o

SFE

Compostos RI OV5 RI Wax HD 14 HD R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17
Copaen-4 -ol 1591 - - - 460 450 803 595 521 794 735 4,28 4,92 5,87 5,93 5,69 5,86 5,91 5,77 599 6,75
Viridiflorol 1593 2112 - - 0,46 - - tr - - - - - - - - - - - - - -
Guaiol 1601 - - 0,40 - - - - tr - - - - - - - - - - - - -
n-Tetradecanal 1610 1663 - - 1,19 - - - - - - - - - - - - - - - - -
10-epi-g-Eudesmol 1624 - 0,60 0,70 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Diidromirceno 1621 - - - 1,06 tr tr tr tr tr tr - - - - - - - - - - -
Acetoxivaleranona 1627 - 7,60 7,70 - 1,34 1,39 2,20 1,44 0,22 0,56 0,34 - - - - - - - - - -
8-isobutiriloxi
Isoborneol 1634 . . . 0,38 . . . . . . . . . . . . . . . . .
7-epi-a-Cadinol 1640 - 2,80 - 0,56 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Hinesol 1642 - - 1,60 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
b-Eudesmol 1651 2248 1,80 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-Cadinol 1653 1891 - - 0,24 0,33 025 008 0,21 012 031 0,34 - - - - - - - - - -
Valerenal 1658 - 1,50 0,60 - 0,16 0,056 0,07 023 021 0,78 0,62 0,51 0,57 0,60 0,76 - - - - - -
Valeranona 1675 - 1,70 - 1,38 0,33 0,10 1,56 1,23 0,91 1,51 1,35 - - - - - - - - - -
Acetato elemol 1681 - - 0,40 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Valerenol 1684 - 4,30 4,20 - tr tr tr tr tr tr tr - - - - - - - - - -
Acido valerenico 1684 - 8,00 10,60 - tr tr tr tr tr tr tr - - - - - - - - - -
Epi-a-Bisabolol 1685 - 0,60 1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Acetato (Z)'a' 1690 - 1’10 0,60 _ - - - - - - - _ - - _ _ - - _ _ -
trans-bergamotol
(2)-Isolongifolano 1727 1719 - - 0,50 0,58 0,71 1,10 0,73 014 0,12 0,19 - - - - - - - - - -
14-Hidroxi-a- 1780 - 020 1,10 - tr tr - - - - - - - - - - - - - - -
muuroleno
Drimenol 1767 2525 - - 1,69 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Benzoato de 3-(2)- 1811 ) ) } 052 ) } } } } } } ) ) ) ) ) } } ) ) )
Hexenila
(2)-b-Santalol 1819 - - - 0,35 0,14 0,15 0,13 0,29 - - - - - - - - - - - - -
Antranllat(_) de 3- 1821 2260 ) ) 0.41 } ) } } ) } } } } } ) ) ) ) ) ) }
(2)-hexenila
Tetradecanoate de
3- metil fenil 1827 - - - 2,36 8,72 6,84 10,95 6,85 1,15 1,66 1,45 5,45 5,89 6,63 7,84 5,61 5,60 574 6,10 6,87 8,17
benzeneacético
Tetradecanoato g5 - - - - - - - - - - 033 042 071 101 053 078 08 09 075 104
isopropila
Valepotriato
(AHD-Valtrato) 1835 - - - - - - - - 051 0,87 0,98 0,14 0,41 0,29 0,53 0,97 1,41 1,52 1,38 1,84 2,37
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Continuagédo ... Tabela VIl A.

V.o SFE V.t

Compostos RI OV5 RI Wax HD 14 HD R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16 R17
Fitol 1844 - - - - 0,37 0,26 0,12 0,25 - - - - - - - - - - - - -
Acetato de (Z)' 1857 _ _ _ 0,62 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
lanceol

Salicilato de 1865 ) ) ) 046 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
Benzila

8-Isobutiriloxi-

isobutanoato de 1890 - - - 2,71 - - - - - - - - - - - - - - - - -
bornila

Cubenol 1944 2037 - - 0,50 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Acido Palmitico 1946 - - - 0,49 047 049 041 054 - - - - - - - - - - - - -
Cgféraé?m(? 1977 - 790 550 050 695 637 668 827 095 108 1,36 069 074 078 108 123 137 139 144 158 2,30
Isovalerato

(2)-Valerenila 1984 . . . 0,56 . . . . . . . . . . . . . . . . .
Egéadeca”"ato 1993 2430 - - 203 121 210 153 673 - - - - - - - - - - - - -
n-Eicosano 1991 2000 - - - 1,04 1,29 1,43 1,51 0,05 0,08 0,21 - - - - - - - - - -
Eicosanol 2004 2004 - - - 054 187 1,34 429 132 160 1,98 - - - - - - - - - -
7-Hidr6xi-4,8- 2014 B B N 0,15 B B B B B B B - B B . . B B . . B
Dimetil cumarina

Isovalerato de (E)- 2024 ) ) ) 072 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
Valerenila

Isopentanoato 2025 ) ) ) 0.12 ) ) ) ) ) ) ) ) ) } ) ) ) ) ) ) )
Isopropila

Santalol 2062 - - - 0,12 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Acido Oleico 2087 - - - - 281 352 389 401 203 237 256 4,37 5,15 5,81 6,03 4,10 4,38 4,59 5,78 581 6,01
N-Docosano 2190 - - - - 0,21 0,52 0,47 0,58 0,21 0,45 0,83 0,23 0,27 0,30 0,41 0,21 0,55 0,69 0,71 0,93 1,57
Docosanol 2299 - - - - 0,63 2,28 0,97 3,41 0,64 0,87 0,99 - - - - - - - - - -
Tetracosano 2400 - - - - 3,64 1,13 2,55 1,65 1,98 2,69 2,74 - - - - - - - - - -
Acetato farnesila 2419 2422 - - - - - - - 1,02 1,23 1,54 - - - - - - - - - -
Acido . 2430 - - - - 2,68 245 248 252 035 142 1,22 - - - - - - - - - -
tetracosanoico

Hexadecanol 2494 2494 - - - 0,39 0,34 0,55 0,59 0,02 0,05 0,08 0,87 0,88 0,97 1,36 0,55 0,88 0,74 0,89 1,06 1,79
y- tocoferol 2518 - - - - 233 236 08 09 102 1,74 181 091 1,02 1,11 1,55 0,49 0,84 0,97 1,01 1,25 1,90
Vitamina E 2528 - - - - 224 233 265 282 338 312 346 0,85 0,99 1,01 1,90 0,34 0,71 0,72 0,79 1,21 1,46
Esqualeno 2660 - - - - 1,45 2,45 383 2,75 1,45 1,58 1,70 - - - - - - - - - -
Estigmasterol 2721 - - - - 10,31 12,99 12,79 13,04 11,58 14,95 15,11 2,38 2,91 3,54 4,93 3,37 4,59 4,66 5,97 5,10 7,32

Rl=indice de retengdo; OV5 —coluna apolar Wax coluna polar; -:n&o foi possivel determinar Rl experimentalmente; tr= tracos.
Identificagdo ou tentativa de identificagéo: a - coinjegdo com padrdes; comparagdo com Rl experimental OV-5 com Carbowax; b - comparagdo com Rl da literatura, ¢ - comparagao com Rl experimental e dados de
espectro de massas com dados da literatura.
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9.3 Anexo

Alguns espectros de massas — compostos candidatos a marcadores
guimiotaxondmicos:
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Int.
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Figura A9: Espectro de massas dos compostos candidatos a marcadores
guimiotaxondmicos da familia Valeriana .
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