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RESUMO

A familia Lauraceae se destaca por sua importancia em diversos ramos e abrange
uma variedade muito grande de espécies. Dentre elas, existem as espécies Aniba canelilla
e Aniba rosaeodora que possuem aplicacdes diversas tais como: medicinais, na construcéo
civil, imobiliaria, confecc¢éo de artesanato e perfumaria.

O trabalho teve como objetivo estudar processos analiticos alternativos para a
extracdo dos o6leos, bem como avaliar a atividade antimicrobiana de ambos os oOleos
essenciais. O material vegetal foi obtido na empresa Mil Madeira e Reserva Ducke
respectivamente.

Para as duas espécies foram utilizadas cinco diferentes técnicas de extracdo e, em
trés delas foram testadas variaveis (tempo e proporcao) para analisar o rendimento do 6leo
essencial.

Foi realizado ensaio de atividade antibacteriana para verificar a eficacia dos 6leos
obtidos frente as cepas testadas. Por fim, o 6leo essencial foi submetido a analise
guantitativa em cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo de chama (CG-
DIC) e gualitativa em cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG- EM) para observar os constituintes quimicos das espécies.

Os Oleos essenciais apresentaram rendimentos distintos nas metodologias
realizadas para Aniba canelilla. A seguir constam as variaveis que se destacaram em cada
método de extracdo: por hidrodestilacdo foi obtido um rendimento de 0,40% no tempo de 4
horas; a metodologia de arraste a vapor apresentou rendimento de 0,02% e a técnica de
extracdo e destilacdo simultanea (SDE) um rendimento de 0,52%. Pela metodologia de
mistura de baixa polaridade de solventes e metodologia de rompimento celular com silica
nao foi possivel a obtencéo do dleo essencial.

Os rendimentos também foram diferentes para Aniba rosaeodora. A variavel em
destaque na hidrodestilacdo foi o tempo de 2 horas com rendimento de 0,34%. Na técnica
de mistura de baixa polaridade de solventes, o sistema hexano/ acetato de etila 20%
apresentou rendimento de 1,38%. Pelo método de rompimento celular com silica ndo foi
possivel obter 6leo essencial e as técnicas de arraste a vapor e de extracao e destilacao
simultanea (SDE) tiveram rendimentos de 0,02% e 0,80%, respectivamente.

Quanto aos ensaios hiolégicos somente Aniba canelilla apresentou resultado positivo

no 6leo essencial contra Staphylococcus aureus exibindo um halo de inibicdo de 19 mm.

Palavras-chave: Aniba canelilla, Aniba rosaeodora e 6leo essencial.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de matérias primas
para varias industrias, notadamente as de perfumaria, alimentos e farmacéutica. Estes
Oleos, constituidos principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides,
ésteres e outras substancias de baixo peso molecular, normalmente sdo usados “in natura”,
pois as propriedades organolépticas estdo associadas a varios componentes. (CRAVEIRO
E QUEIROZ, 1993).

Atualmente, a procura por esséncias € muito grande devido ao valor agregado as
mesmas. E urgente a necessidade de preservar a biodiversidade amazonica, pois a floresta
ja sofreu grande devastacdo pela exploragdo madeireira e pela pratica agricola. Visando
diminuir o impacto de degradacdo do meio ambiente, pesquisadores tentam desenvolver
métodos que possam extrair a0 maximo os Oleos volateis das espécies, minimizando o
desmatamento e aproveitando o material vegetal das espécies ja retiradas da natureza
(BARATA, 2012).

Neste trabalho, foram estudados os 6leos essenciais de duas espécies pertencentes
a familia Lauraceae que é uma das mais amplas em questédo de diversidade e uma das
mais importantes. Aniba rosaeodora e Aniba canelilla apresentam em sua composi¢ao
substancias majoritarias de bastante interesse, as quais sdo exportadas no 6leo essencial
para posterior purificagdo nas empresas de destino.

A obtencdo de uma fragdo rica nesses componentes através de processos mais
rapidos que o arraste a vapor torna-se uma opcao viavel, uma vez que podem ser obtidos
produtos purificados e quantificados de altissimo valor agregado.

Diante disso, 0 presente trabalho se justifica hdo somente pela necessidade de
estudos sobre outros métodos de obtencdo desses constituintes majoritarios a partir do 6leo
essencial, mas também pela possibilidade de geracdo de produtos de alto valor agregado,

para um importante segmento das industrias do Amazonas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A familia Lauraceae destaca-se por apresentar espécies com grande importancia
econOmica. Dentre essas estdo Aniba rosaeodora Ducke e Aniba canelilla (Kunth) Mez,
ambas as espécies nativas da regido Amazébnica. A. rosaeodora esti presente tanto na
floresta de terra firme quanto na capinarana, enquanto que A. canelilla ocorre comumente
na floresta de terra firme (LORENZI & MATQOS, 2008).

Aniba canelilla

Aniba canelilla, popularmente conhecida como “casca-preciosa’, é bastante utilizada
devido a 6tima qualidade da madeira tanto para a construcao civil quanto para mobiliario. O
chéa das cascas e folhas é considerado antiespasmédico, digestivo, eupéptico e excitante, 0
gual é empregado para artrites, hidropsia, catarro cronico, sifilis, leucorréia e males do
coracao (LORENZI & MATOS, 2008). A espécie apresenta um 6leo essencial no caule, rico
em 1-nitro-2-feniletano e metileugenol (GOTTLIEB & MAGALHAES, 1960; OGER et al.,
1994; TAVEIRA et al., 2003). Atividades antioxidante e citotoxica em Artemia salina foram
observadas para este 6leo essencial (SILVA et al., 2007). Seu composto majoritario, o 1-
nitro-2-feniletano mostrou atividade analgésica, provavelmente de origem periférica (LIMA et
al., 2009).
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Figura 1: Estruturas do 1-nitro-2-feniletano e do metileugenol.

Aniba rosaeodora
Aniba rosaeodora Ducke, popularmente conhecida como “pau-rosa”, apresenta 6leo
essencial rico em linalol, substancia utilizada como fixador na perfumaria com elevado valor
agregado, sendo que seu extrativismo quase levou a extincdo da espécie no passado. A
producdo do Oleo essencial de pau-rosa apesar de estar baseada na extracdo de um
recurso natural renovavel, tem conduzido a uma atividade n&o-sustentavel ((MAY &
BARATA, 2004). A extragcdo do 6leo essencial teve inicio em 1924, no Para, chegando a

250 tambores por ano na década de 1960. O 6leo essencial foi amplamente utilizado por



varias empresas, como a Perfumarias Phebo Ltda., fundada em 1932, em Belém, Pard, que
fabricava o conhecido sabonete Phebo e cerca de duzentos tipos de perfumes tinha como
componente basico a utilizacdo do 6leo essencial de pau-rosa. Na década de 1970, o
consumo caiu para 100 tambores por ano, com a entrada no mercado do linalol sintético
(HOMMA, 2005). Posteriormente, a escassez do produto fez com que seu uso ficasse
restrito para a perfumaria fina, por exemplo, como componente do Chanel n°® 5, criado na
década de 1920, pela estilista Gabrielle Chanel. Atualmente, o preco do 6leo essencial da
madeira esta em US$ 80,00/Kg.

Além do linalol, outras substancias que também estdo presentes no 6leo essencial
de A. rosaeodora sdo a-terpineol, geraniol, benzoato de benzila (Figura 2)(SAMPAIO et al.,
2012). Estudos indicam as atividades citotoxica frente a Artemia franciscana e larvicida
(SOUZA et al., 2007) e sedativa (ALMEIDA et al., 2009) do 6leo essencial do caule de Aniba
rosaeodora. Recentemente, foi observada atividade frente a enzima adenilato ciclase
(SAMPAIO et al., 2012).
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Figura 2: Estruturas quimicas de substancias presentes no 6leo essencial de A. rosaeodora.



3 METODOLOGIA

3.1 Material

O material vegetal dos caules das espécies A. rosaeodora e A. canellila, foram
coletados na Reserva Ducke e na empresa Mil Madeireira respectivamente. O material
vegetal foi seco e triturado em moinho de facas.
3.2 Metodologias para obtencdo dos 6leos essenciais de A. rosaeodora e A. canellila:
Hidrodestilacdo em Clevenger modificado (A) - Os 6leos essenciais dos caules de A.
rosaeoeodora e A. canellila foram obtidos por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger
modificado, onde a variavel testada foi o tempo de extracdo (1h, 2h, 3h, 4h).
Extracdo com mistura de baixa polaridade de solvente (B) - Foram obtidos extratos de
baixa polaridade, com hexano em gradiente crescente de acetato de etila (0, 5, 10 e 20%).
Extracdo pelo método com rompimento celular com silica (C) - Foram feitas extracdes
através de um método que utiliza silica para romper as células do material vegetal
facilitando a liberacdo das substancias presentes no material vegetal para o solvente de
extracdo. Nessa metodologia foi avaliada a relagdo entre a massa de silica e a massa de
material vegetal, com proporcdes de 10:1, 6:1 e 4:1 (DAWIDOWICZ & CZAPEZYNSKA,
2011).
Extracao por arraste a vapor (D) - método mais utilizado na industria (Cassel et al., 2006).
Extracéo e destilagdo simultanea (E)

Os 6leos essenciais foram obtidos em triplicata, posteriormente secos em sulfato de
sédio anidro e armazenados em freezer -20°C para analises posteriores.
3.3 Identificagdes das substancias presentes nos 0leos essenciais

As fragbes oleosas obtidas pelas metodologias foram analisados em cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e ionizagcdo de chama. Foram
calculados os indices de retencéo, relacionando os tempos de retencdo das substancias
presentes nas amostras com 0s tempos de retengcdo das substancias obtidas a uma série
homéloga de hidrocarbonetos lineares (C7-C30) injetados nas mesmas condicfes de
andlise do Oleo essencial. Os indices de retencdo e os espectros de massas foram
comparados com os dados da espectroteca Wiley 7.0 e da literatura (Adams, 2007).
3.4 Ensaios de atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram elaborados na FIOCRUZ sob
supervisdo da Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Nogueira. Inicialmente, foram feitos ensaios
pelo método de difusdo em Agar para verificar a presenca da inibicdo frente as cepas.
Sendo ao final avaliada se a concentracdo inibitéria minima foi bactericida ou

bacteriostética. Os ensaios bioldgicos foram realizados em triplicata (Cursino et al., 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aniba canelilla

O Oleo essencial de Aniba canelila é bastante procurado devido as suas
propriedades quimicas, especialmente 1-nitro-2-feniletano e metileugenol.

O quadrol apresenta os rendimentos e o teor das principais substancias obtidas
através de cada metodologia.

Quadro 1: Dados dos resultados das metodologias realizadas para Aniba canelilla

Metodologia Variaveis Rend.(%) + Desv. Pad. C.V. (%) Teor de 1-nitro-2-feniletano(%) Teor de metileugenol(%)
1 hora 0,23 £ 2,1E-02 8,87 83,94 14,89
A 2 horas 0,29 + 2,4E-03 8,37 86,00 12,80
0,36  4,4E-03 1,23 [ 88,04 ] 11,10
4 horas 0,40 + 1,2E-02 3,02 87,64 10,70
B nao extraiu 6leo essencial
C n&o extraiu 6leo essencial
D 1 0,02 + 1,3E-03 6,01 78,81 12,77
E 1 0,52 + 5,1E-02 9,75 57,15 31.09
Legenda: (A) Hidrodestilagdo. (B) Extracdo com mistura de baixa polaridade de solvente. (C) Extragdo por rompimento utilizando silica.
(D)Extra arraste a vapor. (E) Extragéo e destilagdo simultanea (SDE)

Na técnica (A) observa-se que o rendimento é crescente conforme o tempo. A partir
das informagbes apresentadas, tem-se que no tempo de 4 horas foi obtido maior
rendimento do Oleo essencial de Aniba canelilla. No entanto, pela andlise da relagdo do
rendimento com a capacidade de extracdo do principal constituinte, tem-se que no tempo de
3 horas foi alcangado maior teor de substancia majoritaria, 1-nitro-2-feniletano. Além das
principais constituintes, na metodologia (A) foram identificadas outras substancias como
metileugenol, benzaldeido, linalol, benzenoacetaldeido e bezenoacetonitrila

Pela metodologia (B) e (C) nao foi possivel obter 6leo essencial dessa espécie. O
método (D) apresentou um alto teor de 1-nitro-2-feniletano e bom teor de metileugenol
apesar do baixo rendimento do 6leo essencial.

Nas metodologias (D) e (E) ndo foram adicionadas variagbes de tempo, proporgao,
etc. Essas técnicas foram utilizadas para comparar com os demais métodos de extragdo por
meio de tratamento de dados estatisticos.

A metodologia (E) apresentou melhor rendimento do O6leo essencial quando
comparada com as demais metodologias.

Analisados os rendimentos, foi realizado o teste t ndo pareado cujo objetivo é
comparar um grupo de medidas com outro, afim de decidir se sdo ou nao diferentes com
base nas médias. O resultado foi negativo para todas as metodologias quando comparadas
com o método (D) (usado como padrao por se tratar do método mais utilizado nas
industrias), pois apresentaram valores fora do intervalo de confianca de 95%, mostrando
gue todas as metodologias comparadas sdo estatisticamente diferentes. Isso se deve ao

fato das variagbes como tempo e propor¢do de massa serem distintas em cada método, o
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gue impossibilitou a comparacédo. O teste F é utilizado para comparacdo com base na
variancia, e para todos os métodos foram obtidos valores dentro do intervalo, admitindo que
este seja de 95% de confianca. Sendo assim, em termos de precisdo ndo houve diferenca
significativa entre as variancias dos métodos comparados.

Foi observado, na comparacdo dos métodos que a metodologia (A) foi a que mais
se destacou, pois extraiu maior quantidade do constituinte majoritério, 1-nitro-2-feniletano. A
metodologia (E) foi mais eficiente na obtencdo de metileugenol.

Os trés cromatogramas de metodologias diferentes a seguir apresentam um perfil
semelhante e mostram os constituintes majoritarios da espécie.
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Figura 3: Cromatogramas das metodologias (A), (D) e (E), respectivamente.

O ensaio de atividade antibacteriana mostrou resultado positivo somente para a
bactéria Staphylococcus aureus que expbs um halo inibicdo de 19 mm, testado com 6leo
essencial de Aniba canelilla.

Figura 4: Ensaio de atividade antibacteriana com Staphylococcus aureus
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Aniba rosaeodora

Ndo menos importante que a primeira espécie estudada neste trabalho Aniba
rosaeodora € muito procurada, principalmente pelas industrias de cosméticos porque seu
Oleo essencial é rico em linalol, substancia utilizada como fixador em perfumes. Por esta
razdo o estudo de métodos mais eficientes € necessario para obter maior quantidade de
Oleo essencial a fim de atender a demanda.

O quadro 2 apresenta os rendimentos, desvios padrdo, coeficientes de variacdo e
teores referentes a Aniba rosaeodora que foi submetida aos mesmos métodos da primeira
espécie.

Quadro2: Dados dos resultados das metodologias realizadas para Aniba rosaeodora

Rendimentos e teores dos constituintes majoritarios presente no 6leo essencial de Aniba rosaeodora
Metodologia Variaveis  Rend.(%) + Desv. Pad. C.V. (%) Teor de linalol (%)
A 0,22 = 2,0E-02 9,41
2 horas 0,34 = 2,9E-02 8,62 39,36
3 horas 0,30 + 1,0E-02 3,57 31,45
4 horas 0,33 + 2,8E-03 0,87 28,85
Hexano 100% 0,09 +7,3E-02 8,13 0,22
B Hex/acet 5% 0,15 + 2,6E-03 1,73 3,68
Hex/acet 10% 0,67 + 3,4E-02 5,15 474
Hex/acet 20% 1,38 + 3,3E-02 2,40 4,81
C nao extraiu 6leo essencial
D 1 0,02 + 5,7E-04 3,27 3,49
E 1 0,60 +4,0E-02 6,67 0,22
Legenda: (A) Hidrodestilagao. (B) Extracao com mistura de baixa polaridade de solvente. (C) Extragdo por rompimento
utilizando silica. (D) Extra arraste a vapor. (E) Extragdo e destilagdo simultanea (SDE)

No método (A), nota-se uma leve oscilagéo nas variaveis 2,3 e 4horas, sendo que 0s
dois ultimos séo estatisticamente iguais, verificados através do teste t. Portanto, o tempo de
2h foi melhor em termos de rendimento. Mas em se tratando de capacidade de extracdo do
principal constituinte, o tempo de 1 hora obteve melhor resultado.

Na metodologia (B) sédo exibidos os rendimentos de forma crescente. A mistura de
hexano/acetato 20% foi a variavel que mais se destacou com 1,38%, mas nao extraiu um
teor significativo da substancia majoritaria.

A metodologia (C) néo foi eficiente na obteng&o do 6leo essencial. A metodologia (D)
apresentou um baixo rendimento, 0,02% e, além disso, apresentou baixo teor de linalol.

O método (E) apresentou um rendimento de 0,60%, um baixo desvio e
reprodutibilidade razoavel, e ainda, baixo teor da principal substancia.

De acordo com os resultados apresentados, tem-se que a metodologia (A) foi a

melhor, porque foi capaz de obter maior teor de linalol.
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Os testes foram aplicados para comparar as metodologias. Pelo teste t ndo pareado
tem-se que os métodos sdo significativamente diferentes. Em se tratando de precisdo as
variancias dos métodos sdo estatisticamente iguais, realizados pelo teste f.

No cromatograma a seguir, tem-se o linalol como constituinte majoritario os
cromatogramas das demais metodologias ndo foram adicionados, porque 0s picos sao
muito pequenos e de dificil visualizacao.

Figura 5: Cromatograma da metodologia (A)

O dleo essencial de Aniba rosaeodora apresentou resultado negativo para todas as
cepas testadas no ensaio de atividade antibacteriana.
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5 CONCLUSAO

Para Aniba canelila, tem-se que a hidrodestilagéo (A) foi a técnica mais eficiente,
apresentando bons rendimentos, sendo expressivos no tempo de 3 horas por exibir um teor
significativo de 1-nitro-2-feniletano com 88,04%. A metodologia (E) foi mais eficiente na
obtencdo de metileugenol com 31,09%.

Para a Aniba rosaeodora a metodologia (A) também foi a mais eficiente. O tempo de
1h foi o melhor método de extracdo porgue apresentou maior porcentagem da substancia
majoritaria da espécie com 45,55%, mesmo que ndo tenha sido alcancada uma boa
guantidade de oleo essencial; que apresentou rendimento de 0,22%. Sendo assim, ndo é
necessario prolongar o tempo de extracdo, visto que em um curto tempo € possivel obter
um alto teor de linalol.

Nos ensaios de atividade biolégica somente o 6leo de Aniba canelilla apresentou

atividade frente a bactéria Staphylococcus aureus com halo de inibicdo de 19 mm.
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