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RESUMO

Os compostos volateis caracterizados principalmente por seu forte e intenso aroma, extraidos
de fontes naturais, ou seja, plantas arométicas ou especiarias sao denominados como 06leos
essenciais. Para a obtencéo destes 0leos, a destilacdo por arraste de vapor d’agua € 0 método
mais empregado. No entanto existem outras técnicas mais sofisticadas como enfloracéo,
extracdo com solventes organicos, prensagem e extracdo com CO, supercritico. Sabendo que
0s Oleos essenciais sdo a matéria-prima primordial para a producdo de perfumes, fragrancias e
esséncias, este trabalho foi desenvolvido visando a extracdo e caracterizagcdo do 6leo essencial
de cravo-da-india (Syzygium Aromaticum) em escala de laboratério. O constituinte majoritario
do 6leo essencial de cravo-da-india é o eugenol, que possui inimeras aplicagées. Os métodos
empregados neste estudo foram a hidrodestilacdo, que possibilita informac6es referentes ao
processo industrial de destilagdo por arraste com vapor d’agua, para obtencdo do Oleo
essencial, teste de Bayer para analise qualitativa e cromatografia gasosa para andlise
quantitativa. Os objetivos propostos foram atingidos, comprovando a viabilidade da obtengéo
do oleo essencial de cravo-da-india por hidrodestilagdo, com sua composi¢do confirmada
pelas analises cromatogréficas.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Cravo-da-india. Eugenol. Hidrodestilacao.



ABSTRACT

The volatiles compounds mainly characterized by their strong and intense aroma, extracted
from natural sources, aromatic plants or spices, are referred to as essential oils. To obtain
these oils, the steam distillation is the most used method. However there are other more
sophisticated techniques such enfleurage, solvent extraction, expression and CO; hypercritical
extraction. Knowing that essential oils are the primordial feedstock for the manufacturing of
perfumes, fragrances and essences, this work was developed in order to extract and
characterize the essential oil of cloves (Syzygium Aromaticum) on laboratory scale. The major
constituent of the essential oil of cloves is the eugenyl, which has numerous applications. The
methods used were hydrodistillation, which provides information relative to industrial process
by steam distillation, to obtain the essential oil, Bayer test for qualitative analysis and gas
chromatography for quantitative analysis. The proposed objectives were achieved, proving the
feasibility of obtaining the essential oil of cloves by hydrodistillation, with its composition
confirmed by gas chromatographic analysis.

Keywords: Essential oils. Cloves. Eugenyl. Hydrodistillation.
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1 INTRODUCAO

Oleos essenciais sdo definidos como compostos organicos volateis, sendo
caracterizados principalmente devido ao seu forte sabor e intenso aroma. S80 extraidos a
partir de fontes naturais, ou seja, de plantas aromaticas ou especiarias. A composi¢do quimica
destes 6leos depende de varios fatores, sobretudo da origem da planta, a vista disso, cada 6leo
essencial apresenta composi¢des quimicas peculiares. Assim sendo, estes compostos podem
conter centenas de componentes quimicos diferentes, o que o torna um produto muito
valorizado (SILVA, OLIVEIRA e SOUZA, 2011).

Um aspecto muito relevante é o fato de que apesar de apresentar compostos iguais
qualitativamente, diferencas quantitativas tornam os 0Gleos Unicos, com caracteristicas
exclusivas para aquela espécie, ou seja, com propriedades quimicas e bioldgicas distintas
(PROBST, 2012).

As estruturas dos dleos essenciais sdo formadas de diversas moléculas orgénicas, tais
como hidrocarbonetos, acidos carboxilicos, acetatos, alcodis, ésteres, aldeidos, cetonas e
fenois, além de derivados de fenilpropanoides ou de terpendides, que sdo 0s componentes
predominantes (LINARD, 2008).

Os perfumes e fragrancias, produtos obtidos a partir dos 6éleos essenciais, ja fazem
parte da histéria da humanidade ha varios séculos, pois estdo associados diretamente ao
sentido mais primitivo do ser humano, o olfato. Este sentido é capaz de remeter ao individuo,
experiéncias nostélgicas, uma vez que as mensagens olfativas sdo transmitidas a uma area
especifica do cérebro, responsavel pela atividade emocional, criativa e memorial. Por isso,
cada pessoa, homem ou mulher, possui diferentes preferéncias a determinados aromas (DIAS
e SILVA, 1996).

Hoje, j& sdo catalogados cerca de 3.000 6leos essenciais diferentes, sendo que apenas
300 vém sendo estudados. Existem também muitos éleos ja explorados e utilizados pelas
industrias com origem em outros paises, que poderiam ser produzidos no Brasil com pequenas
adaptacGes no sistema produtivo. O mercado de produtos farmacéuticos e cosmeéticos é
bastante promissor, levando o Brasil aos paises que mais produzem e vendem cosméticos no
mundo. As fragrancias ja compdem 15% do faturamento de empresas cosméticas,
representando o segundo lugar nas vendas do pais, perdendo apenas para produtos capilares
(MONTEIRO et al, 2011).
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Todo esse lucro se deve ao fato, principalmente da grande valorizagcdo comercial
destas substancias, pois cada 6leo essencial possui mais de 300 componentes diferentes, sendo
gue sua composicdo quimica depende do tipo e origem da planta aromatica utilizada como
matéria prima para a extragdo (WOLFFENBUTTEL, 2007).

Dentre varias plantas e especiarias, 0 cravo-da-india foi o escolhido para o
desenvolvimento deste trabalho, pois este apresenta grande disponibilidade no Vale do
Paraiba e diversas aplicacdes. Denominado como eugenol e designado como 4 alil-2-metoxi-
fenol, a esséncia de cravo estad presente também na canela, sassafras e mirra. Além do mais,

dentre suas propriedades, segundo Silva, Oliveira e Souza (2011):

O Eugenol é muito eficiente quanto a suas finalidades terapéuticas, possui efeitos
anti-inflamatérios, anestésicos, cicatrizantes e antibactericidas, principalmente em
consultdrios odontoldgicos, além de combater micoses de unha e frieiras, e de seu
agradavel aroma.

Como objetivo principal, pretende-se avaliar a possibilidade de extracdo de 6leos
essenciais em escala laboratorial para isolamento do composto majoritario na espécie
Syzygium aromaticum, cravo-da-india, seguindo os principios de hidrodestilagdo. Como
objetivos especificos, abordar por meio de revisao de literatura, outros métodos de isolamento
de Oleos essenciais em plantas aromaticas em escala industrial, suas principais caracteristicas,
aplicacdes e propriedades do cravo-da-india e apresentar conceitos e teorias importantes em

relagdo aos 6leos voléteis e seu controle de qualidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Oleos Essenciais

2.1.1 CONCEITO

Oleos essenciais, também chamados de 6leos volateis, sdo definidos segundo a 1SO
(International Standart Organization), como produtos obtidos de parte de plantas através de
destilacao por arraste com vapor d’dgua ou como produtos obtidos por prensagem dos
pericarpos de frutos citricos (SIMOES e SPITIZER, 2004). Sd0 compostos aromaticos,
volateis, geralmente liquidos e de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, e por esta razdo, a
designacdo de Gleo. No entanto, existem Oleos essenciais que se apresentam sélidos a
temperatura ambiente, como é o caso da canfora. O aroma é quase sempre agradavel, porém é
importante ressaltar que nem todos os 0Oleos essenciais possuem aroma agradavel e nem
sempre todas as espécies que os contém apresentam propriedades terapéuticas (TRANCOSO,
2013).

Quimicamente falando, 6leo essencial é um éleo natural, com odor distinto, segregado
pelas glandulas de plantas aromaticas, obtido por processo fisico, cuja estrutura quimica é
formada por carbono, hidrogénio e oxigénio, dando origem a complexa mistura de
substancias, que podem chegar a varias centenas delas, havendo predominancia de uma a trés
substancias que caracterizam a espécie vegetal em questdo. Estas substancias apresentam
estruturas diversas como acidos carboxilicos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, fendis e
hidrocarbonetos dentre outras, cada qual com sua caracteristica aromatica e acao bioquimica
(WOLFFENBUTTEL, 2007).

Sua principal caracteristica é a volatilidade, diferindo-se assim, dos 6leos fixos. Eles
também sdo sollveis em solventes organicos apolares, como o éter. Em agua eles possuem
solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as solugbes aquosas, que Sao
denominadas hidrolatos. Possuem sabor acre (&cido) e picante e quando recentemente
extraidos sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados. Em geral, 0s 6leos essenciais
ndo sdo muito estaveis, principalmente na presenca de ar, luz, umidade, calor e metais. A sua
maioria possui indice de refracdo e sdo opticamente ativos, propriedades estas usadas na sua
identificacdo e controle de qualidade (SIMOES e SPITIZER, 2004).

Estes 6leos possuem grande importancia industrial e sdo empregados nas industrias de
perfumaria, cosmética, alimenticia e farmacéutica, sendo geralmente os componentes de agdo
terapéutica de plantas medicinais (TRANCOSO, 2013).
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2.1.2 CLASSIFICACAO QUIMICA E BIOGENESE

A maioria dos Oleos essenciais é constituida de derivados de terpendides ou de
fenilpropandides, sendo que os primeiros preponderam. Os terpenos sdo um grupo de
compostos que devido a sua insolubilidade em &gua e seu longiquo parentesco com
esterdides, sdo classificados como lipideos (BERGAMASCHI).

Os terpenoides sdo derivados de unidades do isopreno, conforme Figura 1, e o0s
fenilpropandides se formam a partir do &cido chiquimico, representado na Figura 2, que forma
as unidades basicas dos acidos cinamico e p-cumaérico (LUPE, 2007). Segundo Bergamaschi:
“Os terpendides podem ser considerados como terpenos modificados, onde os grupos metila
sdo rearranjados, removidos, ou sdo adicionados atomos de oxigénio oxidados”. Estas
estruturas constituem também uma grande variedade de substancias vegetais, sendo que esse
termo é empregado para designar todas as substancias cuja origem biossintética deriva de
isopreno. Os compostos terpénicos mais frequentes nos 6leos volateis sdo 0s monoterpenos
(cerca de 90% dos 6leos volateis) e os sesquiterpenos (SIMOES e SPITIZER, 2004).

CHs

NCHP

H5C

Figura 1 - Férmula estrutural do Isopreno (metil-buta-1,3 dieno). Fonte: Bergamaschi, p. 2

HOy, -

HO™
OH

Figura 2 - Formula estrutural do Acido Chiquimico 3,4,5- trihydroxycyclohex-1-ene-
carboxylic acid. Fonte: Bergamaschi, p. 2
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Outros terpendides, como os diterpenos, sdo encontrados apenas em Oleos volateis
extraidos com solventes orgénicos. Os monoterpenos podem, ainda, ser divididos em trés
subgrupos: aciclicos, monociclicos e biciclicos. Em cada um destes subgrupos, ha ainda
outras classificaces: hidrocarbonetos insaturados, lactonas, alcoois, aldeidos ou cetonas e
tropolonas. As variagdes estruturais dos sesquiterpenos sdo da mesma natureza que as
precedentes, podendo ser aciclicos, monociclicos ou biciclicos. Em cada um destes subgrupos,
classificam-se inUmeras substancias, caracterizadas por cerca de 200 tipos diferentes de
estruturas. O numero de compostos terpénicos conhecidos ultrapassa a 8000 e como
componentes descritos em 0leos volateis é estimado um namero superior a 150 monoterpenos
e 1000 sesquiterpenos (SIMOES e SPITIZER, 2004), conforme Figura 3.

N*de | N*dtomos Esquel etos carbonados dos terpendides Nome ou classe
Umdades | de carbono

| 5 /k,/ Isopreno

10 M Monoterpenoides
Sesquiterpendides
20 ,)\/\/]\/\/K/\/K/ Diterpendides
25 AAAAAAANAA/ Sesterpenos

Triterpendides

40 )\./\/K/\/l\/\/l\/\/l\/\/l\/\/'\/\*/ Tetraterpendides

n Sn /k/ n Polisoprendides

P

i

=< = AV
Lad
=

Figura 3 - Sintese de estruturas do isopreno para a formacdo de terpendides.
Fonte: Simdes e Spitizer, 2004, p. 470

2.1.3 QUIMIOTAXONOMIA E LOCALIZACAO

Oleos volateis sdo encontrados em abundancia em angiospermas dicotileddneas, tais
como nas familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Myristaceae, Piperaceae,
Rutaceae, entre outras. Sdo raramente encontrados em gimnospermas (exce¢do de coniferas).
Em angiospermas monocotileddneas, a ocorréncia é relativamente rara, com excecdo de
gramineas e zingiberaceas (SILVA et al, 2012).

Dependendo da familia, os Oleos volateis podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, tais como em glandulas (Lamiaceae), células parenquimaticas diferenciadas
(Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae), ou em bolsas lisigenas ou

esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Os 0Oleos volateis podem ser estocados em certos
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6rgdos, tais como nas flores (laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-limao, eucalipto, louro)
ou ainda nas cascas dos caules (canelas), madeira (séndalo, pau-rosa), raizes (vetiver),
rizomas (curcuma e gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou sementes (noz-
moscada). Embora todos os 6rgdos de uma planta possam acumular Oleos volateis, sua
composicao pode variar segundo a localizagédo (COLE, 2008).

De acordo com Simdes e Sptizer (2004):

[...] Encontram-se em formas de pequenas gotas entre as células das plantas, onde
agem como hormonios reguladores e catalisadores, e um exemplo a ser dado é a
canela, o 6leo retirado das cascas é rico em aldeido cindmico, enquanto que o das
folhas e das raizes sdo ricos em eugenol e canfora, respectivamente. Os 0leos
volateis obtidos de diferentes érgdos de uma mesma planta podem apresentar
composicao quimica, caracteres fisico-quimicos e odores bem distintos.

2.1.4 FUNCOES BIOLOGICAS

Consoante a Bergamaschi: “As substancias odoriferas em plantas foram consideradas
por muito tempo como “desperdicio fisiologico”, porém atualmente, ja sdo conhecidas
algumas funcgdes destas substancias nas plantas”.

Embora existam poucos trabalhos de pesquisa desenvolvidos e publicados sobre o
assunto, a vista de que trata-se de uma abordagem relativamente recente, acredita-se que a
sintese de alguns terpendides em vegetais é essencial para seu proprio crescimento.
Atualmente sdo consideradas como principais funcdes ecoldgicas atribuidas a estes 6leos a
inibicdo da germinacdo de agentes patogénicos, a protecdo contra predadores, dgua, aumento
de temperatura, atracao de polinizadores (abelhas e borboletas por exemplo), devido ao forte e
intenso aroma exalado pelos mesmos e também contra herbivoros, reduzindo seu apetite para
tais plantas (KNAAF e FIUZA, 2010).

Estudos também comprovam um dos motivos pelos quais ocorre a protecdo contra
predadores e infestantes, devido a toxicidade de alguns componentes contituintes dos 6leos,
como por exemplo o mentol e mentona, que sdo inibidores do crescimento de varios tipos de
larvas. E interessante citar ainda que alguns insetos aproveitam-se destas propriedades e
sequestram tais substancias das plantas, para fins defensivos contra predadores (SIMOES E
SPITZER, 2004).
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2.1.5 FATORES DE VARIABILIDADE

A composicdo do oOleo essencial de uma planta é determinada geneticamente, sendo
geralmente especifica para um determinado 0Orgdo e caracteristica para 0 estagio de
desenvolvimento, mas as condi¢cbes ambientais sdo capazes de causar variagdes significativas.
Segundo Teuscher (apud SIMOES e SPITIZER, 2004), existem quatro aspectos

determinantes de variabilidade, que sdo citados a seguir:

- Quimiotipos: também chamado de ragas quimicas, sua ocorréncia é frequente em plantas
ricas em Oleos volateis. Neste determinante, seriam as plantas botanicamente idénticas, mas
que diferem quimicamente. Para a catinga-de-mulata (Chrysanthemum vulgare), apenas na
Hungria, foram caracterizados 26 quimiotipos, com diferencas significativas na composi¢éo
dos oleos.

- Ciclo vegetativo: A concentracdo de cada um dos constituintes do seu 6leo, em determinada
espécie, pode variar durante o desenvolvimento do vegetal. Pode se ter como exemplo o
Coriandrum sativum L. (coentro), onde o teor de linalol € 50% maior nos frutos maduros do

que nos verdes.

- Fatores Extrinsecos: O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e é cultivado também
influencia na composicdo quimica dos 6leos volateis. Alguns fatores sdo a temperatura, a
umidade relativa, a duracdo de exposicdo ao Sol e a intensidade e frequéncia dos ventos.
Quando as estruturas de um vegetal ficam localizadas mais profundamente, a qualidade dos
6leos volateis € mais constante. A horteld-pimenta (Mentha x piperita L., Lamiaceae), quando
cultivada em periodos de dias longos e noites curtas, apresenta maior rendimento do 6leo,
com teor aumentado de mentofurano. E em noites frias, favorecem a formacédo de mentol.
Plantas ricas em Oleos vegetais devem ser coletadas preferencialmente, bem cedo pela manha
ou a noite, pois o periodo de exposicdo ao Sol pode provocar uma perda quantitativa
importante do 6leo existente no vegetal. Outros fatores extrinsecos sdo o grau de hidratagédo
do terreno e a presenca de micronutrientes (nitrogénio, fosforo, potassio). E importante
ressaltar que cada espécie reage de forma diferenciada, portanto ndo se pode prever ou

estabelecer um unico padréo.
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- Processo de obtencgdo: A instabilidade dos constituintes dos dleos volateis explica porque a
composicdo dos produtos obtidos por arraste de vapor d’agua difere da mistura dos
constituintes inicialmente presentes nos 6rgdos secretores do vegetal. Durante o processo de
destilacdo, a 4gua, a acidez e a temperatura podem provocar a hidrolise de ésteres, rearranjos,

isomerizagOes, racemizacdes e oxidagoes.

2.1.6 EXTRACAO

De acordo com a localizacdo do 6leo volétil na planta e a sua utilizagdo, os métodos de

extracdo sofrem variagdes, 0s mais comuns sdo citados a seguir:

2.1.6.1 Enfloracéo

O processo de enfloracdo consiste na deposicdo de pétalas de flores frescas cortadas
sobre uma superficie de um preparado especial a base de gorduras, por determinado tempo,
até que a gordura se torne saturada com o6leo de flores. Em seguida, estas pétalas esgotadas
sdo substituidas por novas até a saturacdo total, quando a gordura € tratada com &lcool. Para
se obter o Gleo volatil, o alcool é destilado a baixa temperatura e o produto assim obtido
possui alto valor comercial. Muito empregado para a obtencdo de 6leos de rosas e jasmim
(GRAMOLELLI JUNIOR et al, 2006).

2.1.6.2 Destilagio de Arraste por Vapor d’Agua

Os oleos volateis possuem tensdo de vapor mais elevada que a agua, sendo, por isso,
arrastados pelo vapor d’agua. O dleo volatil obtido, apds separar-se da agua, deve ser seco
com Na,SO, anidro. Este procedimento, embora classico, pode levar a formacéo de residuos
em funcéo da alta temperatura empregada (SIMOES E SPITZER, 2004). Devido a estas altas
temperaturas, ndo é recomendavel o emprego deste método para flores, pois estas se
decompdem facilmente em presenca de calor. Em nivel industrial, a destilagdo por arraste de
vapor, segue 0s mesmos principios do aparelho de Clevenger, porém em maiores dimensdes.
Processa-se numa caldeira de destilacdo com um prato perfurado, sobre o qual é depositada a
massa vegetal em mistura com agua, em outra caldeira carregada somente com agua ha um
fornecimento de calor para a geracdo do vapor, este vapor € injetado na parte inferior da

caldeira contendo o vegetal e arrasta o 6leo essencial por meio de um condutor, que passa por
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uma serpentina de resfriamento e atravessa o prato perfurado, condensando a mistura éleo-
4gua (GRAMOLELLI JUNIOR et al, 2006).

2.1.6.3 Hidrodestilacéo

A hidrodestilagdo consiste em volatilizar e em seguida condensar uma mistura de
vapor d’agua com os componentes volateis do vegetal. Este processo ¢é bastante eficiente para
obter informacdes referentes ao processo industrial de destilacdo por arraste de vapor
(SARTOR, 2009).

A diferenga entre a hidrodestilacdo e a destilagdo por arraste de vapor d’agua, € que na
primeira, a massa vegetal estd submersa na agua, j& na segunda, o vapor passa pela matéria-
prima (CHAVEZ, 2007).

2.1.6.4 Extragdo com Solventes Organicos

Os 6leos essenciais sdo extraidos, preferencialmente, com solventes apolares (éter, éter
de petrdleo ou diclorometano). O material é colocado dentro de extratores em temperaturas
adequadas com o solvente, e este penetra nas flores e dissolve-lhes o perfume natural e
também ceras e corantes. Este € um método mais eficaz do que o de destilacdo, pois
reproduzem mais fielmente o aroma da planta, no entanto, sua aparelhagem € muito complexa
e seu custo é muito elevado, portanto, dependendo do caso, torna-se inviavel.
(GRAMOLELLI JUNIOR et al, 2006).

2.1.6.5 Prensagem (ou Expressdo)

Esse método é empregado para a extracdo de 6leos volateis de frutos citricos. Os
pericarpos destes frutos sdo prensados e a camada que contém o 6leo volatil é separada.
Posteriormente, o 6leo € separado da emulsdo formada com a agua através de decantacéo,
centrifugacéo ou destilacdo fracionada (SIMOES E SPITZER, 2004).

2.1.6.6 Extracdo por CO, Supercritico

Este método permite recuperar 0s aromas naturais de varios tipos e ndo somente éleo

volétil, de modo bastante eficiente e, atualmente, € o método de escolha para extracdo
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industrial de 6leos volateis. Nenhum traco de solvente permanece no produto obtido,
tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracdo, o CO, é
primeiramente liquefeito através de compressao e, em seguida, aquecido a uma temperatura
superior a 31°C. Nesta temperatura, 0 CO, atinge um quarto estado, no qual sua viscosidade ¢é
anéloga a de um gés, mas sua capacidade de dissolucao é elevada como de um liquido. Uma
vez efetuada a extracdo, faz-se o CO, retornar ao estado gasoso, resultando na sua total
eliminacdo (SIMOES E SPITZER, 2004). E o tipo de extracdo mais eficaz em comparagéo
com os anteriores, a excecdo do alto custo, j& que 0s equipamentos devem ser muito
resistentes (GRAMOLELLI JUNIOR et al, 2006).

2.1.7 TRATAMENTO

O tratamento de Gleos essenciais consiste em eliminar possiveis componentes irritantes
ou com odor desagradavel presente nestas substancias, objetivando a obtencdo de um produto
final com maior valor comercial. Como métodos sdo empregados a retificacdo, a seco ou por
jato de vapor d’agua sob pressdo reduzida. Existe um processo de retificagdo especial, que
permite a desterpenizacdo, ou seja, retira os hidrocarbonetos terpénicos. Além disso, a
cromatografia de exclusdo também é muito utilizada, para separar os 6leos volateis dos outros
componentes lipofilicos ndo volateis, e até mesmo um fracionamento dos mono- e
sesquiterpenos (SIMOES e SPITIZER, 2004).

2.1.8 CONSERVACAO

Conforme descrito por Simdes e Spitizer (2004):

A relativa instabilidade das moléculas que constituem os 6leos volateis torna dificil
sua conservacdo. A deteriorizacdo dos dleos voléateis reduz seu valor comercial, além
de constituir um fator de risco quando eles sdo destinados ao uso externo, ja que
podem causar alergias ou dermatites de contato.

AlteracBGes ocorrem principalmente, por reacfes de oxidacdo e de polimerizagéo.
Um fendmeno particular de deterioragdo é conhecido como resinificacdo e consiste
na oxidacdo ao ar, sob a luz, com consequente mudanca de odor, sabor, cor e
viscosidade [...]

Os 0leos essenciais devem ser conservados dessecados com Na,SO4 anidro e livres de
impurezas insoluveis. Seu armazenamento deve ser feito em frascos de pequeno volume,
feitos de aluminio, aco inoxidavel ou vidro &mbar, ja que tais substancias sdo opticamente
ativas e podem sofrer variacfes quando expostos a luz, de preferéncia hermeticamente
fechados e sua estocagem deve ser realizada a baixas temperaturas, preferencialmente em

atmosfera de nitrogénio. O uso de recipientes plasticos, vedacgdes de borracha ou couro devem
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ser evitadas, ja que estes materiais podem liberar substancias contaminantes ao produto, no
caso 0 Oleo, acarretando em uma perda significativa de seu valor comercial (SIMOES e
SPITIZER, 2004).

2.1.9 AVALIACAO DA QUALIDADE

O controle de qualidade é essencial no comércio dos Oleos volateis, primeiramente
porque estes apresentam diversos fatores de variabilidade em sua composi¢cdo. Além disso,
para evitar possiveis falsificacbes, adulteragdes e para a identificacdo correta de seus
componentes e origem, torna-se tdo necesséria e importante a avaliagcdo da qualidade destes
produtos.

Steinegger e Hansel descrevem que desde 0s tempos mais antigos ja é conhecida a
adulteragfo e até mesmo a falsificacdo de dleos volateis (apud SIMOES e SPITIZER, 2004).
As consequéncias deste tipo de fraude ao consumidor podem ser negativas. Portanto, deve-se
ter uma atencédo especial para este tipo de problema. Os principais procedimentos usados para
falsificar 6leos volateis séo:

- adi¢do de compostos sintéticos, de baixo preco, tais como alcool benzilico, ésteres do acido
ftalico e até hidrocarbonetos clorados;

- mistura do Oleo volatil de qualidade com outros 6leos de menor valor para aumentar o
rendimento;

- adicdo das substancias sintéticas que sdo 0s compostos principais do 6leo em questao;

- falsificagdo completa do 0Oleo através de misturas de substancias sintéticas dissolvidas num
veiculo inerte.

Consoante Karl (apud SIMOES E SPITIZER, 2004), dentre os 6leos volateis
disponiveis no mercado, cerca de 80% ndo apresentam sua composicdao original, e este
namero se deve a grande variedade de estratégias de falsificacao.

Os procedimentos empregados no controle da qualidade de matérias-primas vegetais
ricas em 6leos volateis, geralmente estdo codificados em farmacopéias. Séo realizados exames
morfolégicos e microscopicos comuns, pode-se também realizar a visualizagdo in situ dos
Oleos volateis, através de corantes lipofilicos apropriados, embora néo-especificos. A
avaliacdo quantitativa e qualitativa também compreende andlises do 6leo em Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).



23

2.1.9.1 Testes Organolépticos

O odor é a caracteristica mais evidente de um 6leo essencial. O olfato do ser humano é
muito potente e por isso, pode ser até mais sensivel do que muitos métodos instrumentais,
quando treinado. Podem ocorrer casos em que, ao triturar o material vegetal, pode-se
reconhecer falsificagdes somente pelo aroma, que sdo dificilmente detectaveis através de
andlise anatdbmica com lupa. Porém, existe a desvantagem que é dada pela falta de
objetividade, ja que a descricdo verbal de um odor é extremamente dificil e pode variar de
acordo com o individuo. Muitas Farmacopéias exigem que a analise organoléptica seja feita
por comparacgdo direta do 6leo volatil em questdo com a planta da qual o dleo foi extraido.
Para isto, € necessario que o analista tenha uma certa experiéncia para poder expressar
fielmente o verdadeiro odor presente na amostra de 6leo essencial. A metodologia empregada
no teste organoléptico de odor em Oleos essenciais, € efetuada através de sua aplicacdo em
papel de filtro apropriado, que deve ser inalado varias vezes durante sua evaporagdo, no
entanto apenas com muito treino é possivel distinguir cada componente presente na amostra,
ja que estes possuem temperaturas e tempos de volatilizacdo diferentes. Quando o aroma
exalado esta fraco ou desagradavel, significa que a substancia ja perdeu grande parte de seus
componentes volateis ou que houve degradacdo quimica ou microbiana, provenientes de ma
conservacdo (SIMOES e SPITIZER, 2004).

2.1.9.2 Controle da ldentidade e Pureza

Avaliar uma matéria-prima rica em 6leo volatil ndo consiste apenas na disposicao de
informacdes isoladas, referentes as caracteristicas de sua substancia majoritaria, mas sim na
obtencdo de informacGes analiticas sobre a identidade e pureza destes compostos. Caso 0s
resultados sejam iguais aos encontrados na literatura, a possibilidade de falsificagdo torna-se
minima. Para controle de pureza de 6leo volatil, Hartke, Stahl e Schild, Bohme e Hartke
propdem varios métodos de rotina (apud SIMOES e SPITIZER, 2004):

- Fracdo soluvel em agua: este método detecta a presenca de substancias polares, tais como
alcoois, glicais, éteres de glicol e acetato de glicerila. Neste teste o 0leo € adicionado a uma
solucdo saturada de NaCl e apos, misturar-se as duas fases, o volume da fase oleosa nao deve
alterar-se. Caso isto ocorra, € indicativo da presenca de substancias sollveis em &gua. A

verificacdo da presenca de agua consiste em um teste simples, especificado pela maioria das
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Farmacopéias, em que deve ser observada uma possivel turvacdo quando se adiciona CS;, ao

oleo.

- Hidrocarbonetos halogenados: neste método é utilizada uma placa de porcelana onde o
6leo volétil é mineralizado. Quando o éleo volatil contém hidrocarbonetos halogenados,
forma-se um residuo de sais de cloreto, sollvel em &cido nitrico e que h& precipitacdo na
forma de cloreto de prata, quando sao adicionadas algumas gotas de uma solucdo de nitrato de

prata.

- Metais Pesados: neste teste ocorre a extracdo do dleo volatil com uma solucédo de HCI
diluida. E feita a adicio de tiocetamida em solugdo tamponada, na fase aquosa, e esse

reagente libera ions sulfito, que sdo usados para a deteccdo de metais pesados.

- Esteres de &cido ftalico: trata-se de um método onde é realizada uma saponificagio com
uma solucdo etanolica de KOH. Nos casos de falsificacdo hd ocorréncia de precipitado

cristalino formado pelo ftalato de potassio que nédo ¢ soltvel em etanol.

- Residuo de evaporacdo: neste método o residuo é obtido ap6s aquecimento em banho-
maria, durante um tempo definido. Com isso pode-se observar a qualidade do 6leo volatil,
pois se houver residuo significa ma qualidade do 6leo. A partir dai se torna facilmente
detectavel a presenca de 6leos fixos ou de outras substancias pouco volateis. E comum a
presenca de produtos pouco volateis em 6leos oxigenados ou polimerizados (antigos ou mal
armazenados). Também é possivel detectar a adicdo de dleos fixos nos 6leos volateis
colocando uma gota do 6leo em papel de filtro, onde deve ser observado a presenca de

mancha; se houver, significa que ocorreu adicao.

- Miscibilidade em etanol: é um método que permite a deteccdo de falsificacdes com éleos
fixos, 6leos minerais ou outro 6leo volatil. Para cada 6leo volatil natural, existe um valor que
indica sua miscibilidade numa solugdo de etanol/agua (20°C), em que o 6leo volatil é miscivel

de forma transparente ou opalescente.
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2.1.9.3 Analise Quantitativa dos Componentes de Oleos Essenciais

Consoante a Simdes e Spitizer (2004), os o6leos essenciais sdo constituidos de
estruturas quimicas muito complexas. Em funcdo disto, existe uma grande variedade de
métodos de andlise para quantificar as substancias presentes em cada 6leo diferente. Abaixo,

seréo listados os principais:

- Ponto de solidificacdo: este método também pode ser aplicado para analises qualitativas,
quando a substancia principal também estd em maior quantidade. Consiste na avaliacdo do
ponto de solidificacdo dos componentes do Oleo. Para a concentracdo de eucaliptol, esse
procedimento é bastante empregado.

- Determinacéo alcalimétrica de alcoois terpénicos ap0s acetilacdo: este método toma
como base, o fato de que durante uma acetilagdo em piridina, determinada quantidade de
anidro acético é consumido, e esta quantidade pode ser quantificada através de uma titulacdo
com NaOH. O volume gasto desta base em uma analise em branco permite calcular a
quantidade necessaria de acido acético para esterificar os alcoois livres, gerando um padréo a
ser comparado numa analise com a prdpria amostra. O principal dleo que emprega este

método é o mentol.

- Determinacdo de terpendides cetbnicos e aldeidicos através de titulagdo oximétrica:
durante a transformacdo das cetonas para oxima com cloridrato de hidroxilamina, é liberada
uma quantidade equivalente de prétons, que sdo titulados com uma solucdo etandlica de
hidroxido de sodio. O citral, substancia majoritaria de frutos citricos, € o principal constituinte

gue emprega este método de andlise quantitativa.

- Determinacéo volumétrica de fendis: Esta determinacdo baseia-se no fato de que os fendis
formam ions fenolatos em meio alcalino. Quando estes fendis estdo presentes nos 6leos
volateis, uma solucdo alcalina provoca uma reducdo de volume proporcional ao teor de
compostos fendlicos. Além disto, caso esta mistura de alcali e 6leo seja aquecida, pode-se
obter a saponificacdo dos esteres dos fenois. Dessa forma, & possivel determinar o teor de

eugenol livre e esterificado em 6leos de cravo-da-india, timol e carvacrol no 6leo de tomilho.

- Determinacdo espectrofotométrica: este método permite quantificar substancias que
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absorvem luz UV ou visivel, ou ainda, substancias que podem ser transformadas em
compostos corados através de reagentes cromogénicos. Na determinacdo de azulenos em
Oleos de camomila esse procedimento € bastante empregado. Contudo, geralmente as
substancias de interesse estdo contidas em quantidades insuficientes, ou nao absorvem luz,
impossibilitando 0 uso da espectrofotometria. Neste caso, sdo utilizadas substancias que
podem ser identificadas com maior facilidade, no entanto, com maior risco de que a

adulteracdo ou falsificacdo nédo seja percebida.

2.1.9.4 Andlise de Teor Voléatil em Drogas Vegetais

Vaérias Farmacopéias especificam para cada planta um teor minimo de 6leo essencial.
Séo utilizados métodos baseados na grande volatilidade dos 6leos volateis, arrastados por

vapor d’agua, para avaliar esse teor. O aparelho de Clevenger ¢ muito utilizado neste caso

(SIMOES e SPITIZER, 2004).

2.1.9.5 Analise por Cromatografia

A cromatografia em camada delgada (CCD) é o método mais empregado na
identificacdo dos constituintes do 6leo essencial, devido a sua alta eficacia e eficiéncia, uma
vez que, atraves da CCD é possivel obter diversas informac6es analiticas referentes a amostra
em curtos espacos de tempo, com pequenas quantidades de amostra (menos de 1uL). Nao
exige equipamentos sofisticados, consequentemente ndo possui custos elevados e possibilita a
confirmacéo da identidade e na deteccdo de falsificacGes em 6leos essenciais.

Para este método sdo utilizadas placas de gel de silica como fase fixa, e como fase
movel um solvente especifico para cada caso. As placas sdo submetidas a luz UV e em
seguida reveladas com a fase mével, gerando manchas de cores e intensidades diferentes, que
auxiliam na visualizacdo dos componentes do dleo. Além disto, através desta variagdo de
intensidade, também é possivel realizar testes semi quantitativos, em que sdo aplicados
padrbes de concentragdo conhecida ao lado da amostra, e apos revelagdo, sdo comparadas as
manchas da amostra e do padréo.

A cromatografia gasosa € o método de escolha para separar e quantificar substancias
componentes de 6Oleos volateis. Como os Gleos sdo suficientemente volateis, a amostra €

somente solubilizada em solventes como hexano, antes de ser injetada no cromatografo. Para
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a separacdo, utilizam-se colunas capilares. As colunas empacotadas sdo obsoletas para a
anélise de dleos volateis (SIMOES e SPITIZER, 2004).

Abaixo, na Figura 4, é apresentado um Cromatograma encontrado na literatura, que
serve como um comparativo para 0s Cromatogramas que serdo obtidos neste trabalho.

Este Cromatograma representa o método por padronizacdo interna, que pode ser
utilizado para analises quantitativas com pouca reprodutibilidade, como no caso das inje¢des
manuais (LIGIERO, 2009).

mV
Atten: 7
Solvente
100
Carvona
o0 Eugenol
ﬂ ' L L | -
0 5 10 min

Figura 4 - Cromatograma Padrao, utilizando padronizag&o interna. Fonte: LIGIERO, 2009.

O padrdo interno empregado, neste caso a carvona, deve ser altamente puro,
guimicamente semelhante ao analito de interesse e seu pico deve ser bem resolvido em
relacdo aos demais constituintes da amostra, por isso ndo pode reagir com nenhum de seus
componentes (LIGIERO, 2009).

Além disto, este Cromatograma comprova a possibilidade de separacdo do eugenol e
solvente em Cromatografia Gasosa.

Além da cromatografia gasosa, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE/HPLC), também vem sendo bastante explorada atualmente na analise de oOleos

essenciais.
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2.1.9.6 Teor de Agua por Titulagdo Karl Fischer

Existem alguns tipos de ensaios para determinar teor de agua, porém um dos mais
precisos é a titulacdo coulométrica de Karl Fischer. Neste método emprega-se metanol e
reagente de Karl Fischer.

O reagente de Karl Fischer é preparado com iodo, dioxido de enxofre, metanol ou éter
glicolico e piridina. No entanto ja existem fabricantes que ndo acrescentam piridina a solucao
(ABNT, 2010).

O aparelho de Karl Fischer é provido de uma bureta e um frasco de titulacdo em
sistema fechado, com eletrodo duplo de platina, bastdo magnético (peixinho) e sensor
eletromagnético. Em proporcdo direta com a agua presente na amostra, 0 iodo da solucdo de
Karl Fischer, é reduzido a iodo incolor. O ponto final eletrométrico se da quando o eletrodo
detecta a presenca de iodo livre no frasco de titulacdo, quando o contetido do frasco passa de
amarelo para ambar, momento no qual o aparelho apresenta o resultado (%) em seu display
(ABNT, 2010).

2.1.9.7 Teste de Bayer

Reagindo o eugenol com permanganato de potassio 0,05 mol/L, ocorre uma reacdo de
oxidacdo, que causa a quebra da dupla ligacao fora do anel aromatico. O diéxido de manganés
(MnO,), subproduto da reacdo e precipitado, € o responsavel pelo desenvolvimento da
coloracdo marrom-amarelada, confirmando a presenca do composto aroméatico de funcéo
fenolica, eugenol (MORRISON, 1996).

2.1.10 PESQUISA E MERCADO DE OLEOS ESSENCIAIS

Segundo Dias (apud SOUZA et al, 2010), a magnitude da biodiversidade brasileira é
imensa. Estima-se a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas, sendo
catalogadas 55.000 dentre 350.000 a 550.000 no mundo. No Brasil, somente na Floresta
Amazodnica h4 a concentragdo de 16% das espécies de plantas encontradas no planeta
(KNAAK e FIUZA, 2010).

Devido a enorme riqueza da flora brasileira, o estudo destas espécies torna-se uma
alternativa cada vez mais importante na agricultura nacional, pois valoriza o extrativismo na
zona rural, gerando empregos. Além disto, também servem como objeto de estudo no

desenvolvimento de cura e prevencao de doencas (CORREIA; apud SOUZA et al, 2010).
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De acordo com Bizzo et al, (2009, p. 589) o pais apresenta lugar de destaque ao lado
da India, China e Indonésia que s&o considerados os 4 maiores produtores mundiais, e essa
posicdo deve-se a producédo de 6leos citricos, como laranja, liméo e lima, matérias-primas na
industria de sucos, sendo que em 2004, o Brasil contribuiu com 5% do total de dleos
importados no mundo. Antigamente o Brasil exportava 6leos de pau-rosa, sassafras e menta,
entretanto atualmente passou apenas a condicao de importador.

Levando em consideracdo que o mercado de 6leos essenciais gira em torno de ddlares
(US$), o crescimento do volume de producdo e consumo destas substancias no pais aumentou
significativamente de R$ 4,9 bilhGes, em 1996 para R$ 21,7 bilhdes (cerca de US$ 12
bilhGes), em 2008. Além disto, os Oleos volateis sdo indispensdveis na inddstria de
perfumaria, produtos de limpeza, de alimentos, quimica e de medicamentos, setores
dominantes na realidade atual (B1ZZO, et al, 2009). Conforme Figura 5, Quadros 1 e 2.

IMPORTAGOES DE OE PELOS EUA (2004-2007)

S0
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= o //;' W 2004
E AHE0 / W 2005
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ERASIL I=-'-.=l.‘-\.|:.-!l. IHDN& ARCENTIMA  THIKNA
MAIDRES EXPORTADDRES

Figura 5 - Crescimento das importacGes de 6leos essenciais pelos EUA de 2004 a
2007. Fonte: BI1ZZO et al, (2009)
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Quadro 1 - Principais 0leos essenciais no mercado mundial. Fonte: Adaptado de BI1ZZO et al, (2009)

Oleo essencial Espécie
Laranja (Brasil) Citrus sinsnsis (L) Osbeck
Menta japonesa(India) Menthaarvensis L. f. piperascens

Maliv. ex Holmes

Eucalipto (tipo cineol)

Eucalypius globuwlus Labill., E. polybracicaR.T.
Bakere Eucalypius spp.

Citronela

Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus (L)
Eendle

Horteld-Pomenta

Menthax piperital..

Limao

Citrus limon (L) WL, Bum.

Eucalipto (tipo citronela))

Eucalyptus citriodora Hook.

Cravo-da-india

Sveyvgium Aromaticum (L) Memr. e L. M. Pemry

Cedro (EUA) Juniperusvirginianal.e J aschei Buchholz
Lima destilada (Brasil) Citrus aurantifolia (Chrstm. & Panz) Swingle
Speanmmint (nativa) Menthaspicatal.

Cedro (China) Chamaecyparis funebriz (Endl )Franco
Lavandim Lavandula intermedia Emenc ex Loisel
Sassafras{China) Cinnamonum micranthwm (Hayata) Havata
Canfora Cinnamonum camphora (L) I Presl

Coentro Coriandrumsativum L.

Grapefnut Citrus paradisiMacfady

Patchouli Pogosiemon cablin (Blanco) Benth.

Quadro 2 - Importacao de 6leos essenciais pela Unido Europeia, em 2004, de paises em
desenvolvimento. Fonte: Adaptado de BIZZO et al, (2009)

OE Importagio (US3) milhies Pais
: Brasil (38%), Cuba (2%),
2 ;
Laranja 62 Africa do Sul (1%)
- . Argentina (30%), México (4%),
Limdo - Brasil (3%)
Horteli-pimenta 35 India {12%), China (13%)
7 o 1 S0 /
Outras mentas 18 India (12%), Ch::.t;.:agl 3%, Marmocos
. - Brasil {3%), Cuba (3%) Africa do
Cutros citricos 37 Sul (20%)
Lavanda 19 China (3%), Gedrgia {1%)
. Mexico (33%), Peru (14%), Brasi
Lima 18 (4%%). Argentina (2%)
Bergamota 15 Costa do Marfim {4%)
Cravo-da-india 15 Madagascar (26%), Comores {18%),
Melalenca {niauli) B Maiote (9%)
. - Egito (34%), China (24%), Africa do
(Geranio 2 Sul (2%)
0 S .
Vetiver g Haiti (36%), Indnr}esm (99%), India
(29%)
: 5 Egito (44%), India (28%),
Ja B Madagascar (1%)
] 0. 1] 504 ]
Total 601 China (%), Brasil (3%, Argentina

(5%). India (5%)
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Para Souza et al, (2010), apesar de o Brasil ser o terceiro maior exportador de 6leos
essenciais do mundo, infelizmente existem diversos problemas a serem considerados, como
falta de manejo no extrativismo, falta de investimentos governamentais e representatividade
nacional, o que ocasiona em um baixo padrdo de qualidade dos produtos e em um quadro
estagnado do setor.

Todavia, para beneficiar esse setor, recentemente foi fundado a Associagdo Brasileira
de Produtores de Oleos Essenciais (ABRAPOE), cuja busca principal é colaborar na
aproximacao entre os produtos e 0s centros de pesquisa nacionais, para agregar qualidade aos
produtos finais. Os fatores econdmicos sdo 0s Unicos a gerenciarem o setor, ja que o dominio
destas conversdes € importante para tornar o comércio de 6leos essenciais mais lucrativo,
agregando-se tecnologia quimica ao processo (SOUZA, 2010).

Consoante a Knaak e Fiuza (2010), vale ressaltar ainda que menos de 1% das espécies
da flora brasileira é conhecida quanto a sua composi¢do quimica, por essa razao tornam-se
necessarias avaliacdes criteriosas quanto a exploracdo destas substancias, como seus efeitos
toxicoldgicos, sua capacidade de extracdo, aplicacdo em campo, conservacao e seletividade

dos vegetais.
2.2 Cravo-da-india e o Eugenol

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é o botdo seco da flor pertencente a familia
Myrtaceae de origem das ilhas Molucas, localizadas na Indonésia, € a denominacdo do
constituinte majoritario de seu dleo essencial é eugenol. E uma planta tropical de porte
arbéreo com copa alongada caracteristica e que pode medir em média 8 a 10 metros de altura.
Seu ciclo vegetativo é longo, podendo alcancgar mais de cem anos (AFFONSO et al, 2012).

Conforme Mazzafera (2003): “O cravo é constituido de Eugenol, Acetato de eugenol,
Beta-cariofileno, Acido oleanico, Triterpeno, Benzaldeido, ceras vegetais, Cetona, Chavicol,
resinas, taninos, acido galico, esterdis, esterOis glicosidicos, kaempferol e quercetina”,
conforme Quadro 3, ressaltando o principal consituinte (eugenol).

O cravo-da-india é picante ao paladar e possui um forte aroma. A ilha de Zanzibar,
que faz parte da Tanzénia, € o maior produtor mundial de cravo, além de Madagascar e
Indonésia. Uma curiosidade é seu nome - cravo, em portugués, deriva da palavra latina
clavus, que significa “prego”, devido a sua aparéncia fisica (AFFONSO et al, 2012).

De acordo com a IUPAC a nomenclatura para o eugenol é 4-Alil-2-Metoxifenol; sua

formula molecular: CyoH1,0,; peso molecular: 164,20 g/mol; ponto de ebulicdo:
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255°C; densidade: 1,0664 g/L; suas caracteristicas fisicas: liquido incolor ou amarelado,
solivel em alcool etilico, éter, cloroférmio e 6leo, pouco soltvel em &gua e forte odor
(MAZZAFERA, 2003), sua formula molecular é apresentada na Figura 6.

Quadro 3 - Teores de constituintes do 6leo de cravo identificados e quantificados por Cromatografia
Gasosa. Fonte: Adaptado de AFFONSO, 2012

Componentes U area

FF* F35* FSE* Pen® BFs*
Eugenol 8247 87.07 2264 2041 2838
[ - Canofileno 10,78 229 1045 3,61 0.64

o - Humuleno 1.44 1.08 1.63 0,60 -
Acetato de eugenila 1,20 - - 3,76 10,98

Omxido de canofilenc 047 - 051 - -
Classes FF* F35* FSE* Pen® BFs*
Fenilpropanoides 2436 g87.07 22,64 04,17 0036
Sesquiterpenos nio 1222 | 937 12,08 421 0,64

oxigenados

Sesquiterpenos oxigenados 047 - 0,51 - -

Total identificado (%) 07.05 96,44 0323 Bg.38 100.0

*FF: Folhas frescas; F55: Folhas secazaozol; FSE: Folhas zecas em estufa, Pen: Pedimeculos e BFS:
EBotdez floraiz zecos de 5. aromaticum

OH

=

Figura 6 - Estrutura quimica molecular do eugenol. Fonte: Santos, 2010

No Brasil, a Bahia é o principal produtor comercial, principalmente na regido do baixo
sul, em cidades como Valenca, Itubera, Taperod, Camamu e Nilo Pecanha. De acordo com o
Centro de Extensdo Rural da Ceplac, a area plantada € estimada em cerca de 8.000 hectares e
producdo de 4.000 toneladas. E uma cultura de grande importancia socioeconémica para 0s
municipios produtores, ja que a maioria dos agricultores que cultivam o craveiro é de mini e
pequenos produtores (LOPES et al, 2010).

Segundo Affonso et. al., (2012), os principais produtos obtidos dessa planta no
mercado nacional atualmente, além do uso de seu botdo seco na culinaria, sdo o 6leo puro
propriamente dito ou derivados dele, cujas principais aplicagdes sdo como anestésicos locais e

como antissépticos em odontologia. No entanto, existem muitas patentes que envolvem
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pesquisas relacionadas a usos diversos desse composto, desde lengos umedecidos com aroma
de eugenol e filtros solares, até inseticidas e dispositivos de liberacdo programada contendo
uma mistura de agentes repelentes, que incluem o 6leo de cravo-da-india em sua composicao.

Além de apresentar varias aplicacdes, como ditas acima, o eugenol também é utilizado
na composicdo de perfumes a base de cravo, como flavorizante de bebidas ndo alcodlicas,
gomas de mascar, doces, sorvetes, chocolates, produtos de panificacdo, gelatinas e pudins,
além de matéria-prima para a obtencéo de baunilha (LINARD, 2008), e as pequenas flores em
forma de botdo quando desidratadas, sdo usadas como especiaria, para fins medicinais e
cosmeticos (LOPES et al, 2010).

Em escala laboratorial, o eugenol € extraido principalmente por hidrodestilagdo, ja nas
industrias, prefere-se a utilizacdo do sistema de destilacdo por arraste de vapor. Todavia,
métodos de extracdo com solventes e com CO, supercritico também podem ser empregados,
quando se pretende resultados mais eficazes (AFFONSO et al, 2012).

O eugenol é um composto aromatico muito eficiente que vem despertando o interesse
dos cientistas devido a sua lipossolubilidade, baixa toxicidade e por possuir atividades
bioldgicas (LINARD, 2008).

Segundo os fabricantes Vimontti e Bioesséncia, o preco do 6leo essencial de cravo-da-
india no comércio, numa quantidade correspondente a 10 mL de produto 100% puro, custa em
média R$ 26,90.

2.2.1 APLICACOES E PROPRIEDADES

O oleo essencial de cravo-da-india possui uma infinidade de aplicacdes, dentre elas as
terapéuticas. Para Linard (2008), essa substancia:

Possui varias propriedades farmacoldgicas, dentre elas podemos destacar:
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante, modulador de respostas
imunes, anticarcinogénica, cardiovasculares, antinociceptiva e anestésica
local. Podemos destacar também atividade espasmolitica, antisséptica,
relaxante muscular, redutor de edema de lingua induzido por envenenamento
de plantas, atividade anti-helmintica em ruminantes, antipirética (quando
administrado periférica ou centralmente reduzindo a febre por acdo central,
igualmente ao acetominofeno).

Segundo testes realizados com ratos de laboratdrio, o extrato etandlico de Syzygium
aromaticum atua no Sistema Nervoso Central (SNC) do individuo estimulando a libido em
seu organismo. Isso se deve ao fato da existéncia de compostos fendlicos e esteroidicos no

extrato etandlico, portanto o cravo-da-india apresenta propriedades afrodisiacas. Sua
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utilizacdo como anestésico em odontologia também é uma aplicagdo muito consagrada,
devido ao fato de n&o irritar a mucosa bucal e possuir grande facilidade de decomposic¢éo no
meio ambiente (AFFONSO, 2012). Sua fungdo anestésica se da porque o eugenol inibe a
atividade nervosa através de sua penetracdo no feixe nervoso, bloqueando a geracdo e a
conducdo do impulso nervoso, promovendo o efeito analgésico e anestésico local. Apds sua
remocdo, hd um retorno da normalidade do local, passando tal efeito (LINARD, 2008, p. 26).

Vale ressaltar ainda que o 6leo essencial de cravo-da-india vem sendo muito
empregado como repelente contra 0 mosquito Aedes aegypti, devido a sua acdo eficaz na pele
humana (AFFONSO, 2012).

2.2.2 TOXIDADE E INTERFERENCIA DO SYZYGIUM AROMATICUM

Toda substancia, do ponto de vista toxicoldgico, é considerada téxica conforme suas
condigdes de exposicdo, como dose administrada ou absorvida, tempo e frequéncia de
exposicdo e vias de administracdo. Assim sendo, € muito importante conhecer as formas
seguras de sua utilizacdo, afim de se prevenir possiveis efeitos indesejados (VALENTE,
2010). No Quadro 4 ¢ apresentada a verificagcdo da letalidade progressiva do extrato etanolico
de cravo-da- india diluido em solucdo fisioldgica para via intraperitoneal em ratos, apresenta
um estudo realizado, também com ratos, apontando sintomas frequentes observados em uma

dada exposicdo ao eugenol.

Quadro 4 - Verificacao da letalidade progressiva do extrato etandlico de cravo-da-india diluido em
solucdo fisiolégica para via intraperitoneal em ratos. Fonte: Adaptado de AFFONSO, 2012.

Dose (mg/'Eg) Sintomas Mortalidade
30024375 Piloerecio, edema de focinho, proptose, contorgdes Acima de 30% dos
abdorminais, baixas excregdes urinanas, excrecdes fecais grupos

commuco, redugio da frequéncia respiratona, distensio

abdorminal e agressividade.

187.5;250e 373 Piloerecdo, palidez generalizada, amtacdomotora e posterior | Entre 33 e 67% das
£d0.p g gag P

sonoléncia, lacrimejamento, convulsdes, contorgbes amostras
abdominais, dispnéia, baixa diurese e excregio fecalintensa.
137.5e 180 Anszéncia de diurese, excrecdo fecal abundante, redugdo da Abaixo de 17%

frequéncia respiratona, alteracfes de marcha e tremores
leves.
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3 METODO

3.1 Materiais e Vidrarias

Para a parte experimental deste trabalho, os seguintes materiais e substancias

empregados foram:

Reagentes:

- Aproximadamente 200 g de cravo-da-india;
- Agua destilada;

- Permanganato de potassio;

- Alcool etilico PA;

- Eter etilico PA;

- Acetona PA;

Equipamentos e vidrarias:

- Espatula metélica, balanca analitica;
- Bico de Bunsen,

- Liquidificador;

- 1 Tela de amianto;

- 1 bal&o de fundo chato de 250 mL;

- 2 béqueres de 100 mL,;

- 4 frascos de vidro &mbar de 100 mL e 4 de 10 mL;
- 4 balGes volumétricos de 25 mL;

- 1 termbmetro;

- 1 proveta de 100 mL,;

- 1 condensador de vidro de tubo reto;
- Pérolas de vidro;

- 2 suportes universais;

- 2 garras;

- Mangueiras para conexao;

- 1 pipeta de Pasteur;

- 5 funis de separacao;

- 1 micro-seringa de 10 pL;
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- Cromatografo Gasoso CG modelo CP 3800 da Varian;
- Cilindros de géas: Nitrogénio, Hidrogénio e Ar Sintético.

Obs: Os botbes secos de cravo-da-india foram adquiridos no Mercado Municipal da

cidade de Taubaté.

3.2 Procedimentos

Foram realizados seis testes de destilacdo, sendo que os volumes de agua e as massas

de cravo-da-india utilizadas podem ser observadas segundo a Tabela 1.

Tabela 1 - Massas de cravo-da-india e seus respectivos volumes de agua, para cada teste

Teste | Massa vegetal (g) | Volume de agua (mL)
1 20,4685 100

2 20,4775 100

3 25,2700 150

4 30,1097 180

5

6

35,0023 200
42,6211 230
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A Figura 7 ilustra o sistema de hidrodestilacdo adotado nestes procedimentos.

Figura 7 - Sistema de destilacdo simples, com principios de hidrodestilacao.

A massa vegetal de cravo-da-india, primeiramente foi triturada em
liquidificador, para maximizar a obtencéo de seu 6leo, devido ao aumento de sua superficie de
contato. Em seguida, o material em p6 foi depositado no baldo de fundo chato juntamente
com &gua destilada e as pérolas de vidro, com posterior homogeneiza¢do da mistura por
agitacdo manual.

Foram acopladas as mangueiras ao destilador e a mangueira do condensador a uma
torneira. Acendeu-se a chama do bico de bunsen e por fim aguardou-se uma hora desde o
ponto de ebulicdo da mistura e obtengédo da primeira gota, sendo que o primeiro destilado foi
coletado em um béquer de 100 mL, e em frascos de vidro ambar de 100 mL nos demais.

O primeiro destilado foi separado em béquer de 100 mL para a realizacdo do teste de
Bayer, cuja reacdo caracteriza o grupo funcional da dupla ligacdo presente na substancia
analisada, no caso o eugenol. Para isso, foram adicionadas algumas gotas de solucdo de
permanganato de potassio 0,05 mol/L recém- preparada, com o auxilio da pipeta de Pasteur.
Observou-se 0 ocorrido e posteriormente essa amostra foi descartada.
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O segundo destilado foi colocado em funil de separagcdo com aproximadamente 50 mL
de éter etilico PA, para separar o0 Oleo da agua, ja que o solvente apolar é soltivel no dleo.
Contudo, houve perda do material devido a formacdo de uma emulsdo estavel, por isso optou-
se por realizar a separacao direta nas demais amostras.

Os demais destilados foram colocados em funis de separacdo para separar o 6leo da
agua, sendo que o dleo foi coletado em frascos &mbar de 10 mL e reservado (Figura 8). O
Oleo, neste caso, apresenta maior densidade que a agua, por issO, permaneceu na parte

inferior.

Figura 8 - Funil de separagdo contendo a mistura 6leo-agua.

Posteriormente, foram preparadas solucgdes de propor¢do aproximada 1:50 para injecéo
no Cromatografo Gasoso, em 4 balGes volumétricos de 25 mL. A amostra 6 foi a Unica cuja
massa foi inferior a proporcdo dada. Devido a pequena quantidade de material obtido, o

volume foi completado com alcool etilico PA (Tabela 2).
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Tabela 2 - Massas de 6leo para o preparo das soluc¢des a serem injetadas no Cromatégrafo Gasoso

Teste Massa de oleo ()
1 -
2 -
3 0,5160
4 0,5193
5 0,5325
6 0,2220

As valvulas dos cilindros de hidrogénio, ar sintético e nitrogénio, localizados na parte
de fora do laboratorio e os reguladores de fluxo localizados dentro do laboratério, foram
abertos, o computador e 0 Cromatdgrafo foram ligados.

Para a analise do eugenol por Cromatografia gasosa, foi criado um programa em
especifico para essa analise, seguindo as condi¢fes conforme Pinto (2006):

- Coluna Capilar: DB1 (metilfenilsiloxano);
- Gas de arraste: Nitrogénio;

- Vazdo do gas: 1,5 mL/ min;

- Detector: FID,;

- Temperatura da coluna (inicial): 80°C;

- Temperatura da coluna (final): 280°C;

- Temperatura do injetor: 250°C;

- Temperatura do detector: 280°C;

- Taxa de temperatura (rampa): 15°C/min.

Foi injetado 1,0 pL de cada amostra em triplicata, com uma micro-seringa
devidamente limpa com acetona PA.

Como a cromatografia gasosa ndo identifica &gua foi necessario o uso de outro método
para sua determinacao nas amostras. O metodo escolhido foi o de titulacdo Karl Fischer, para
obter o valor da concentragdo de agua e correcdo da area % do eugenol. Em funcdo disto, 0s

quatro destilados foram submetidos a este ensaio.
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4 RESULTADOS

Em todos os testes realizados obteve-se o Oleo essencial de cravo-da-india,
diferenciando-se apenas da quantidade de 6leo extraido em cada procedimento.

Em todos os casos, a temperatura de destilacho da primeira gota foi de
aproximadamente 89°C, sendo que houve estabilizacdo da temperatura em 98°C até o término
do processo.

O destilado caracterizou-se por um aspecto aquoso turvo, contendo diversas goticulas de

6leo, com forte e intenso aroma caracteristico, com um fundo perfumado, conforme Figura 9.

Figura 9- Destilado contendo as goticulas de 6leo de cravo

No primeiro destilado, ap6s o teste de Bayer com permanganato de potassio 0,05 mol/L,
houve a formacdo de uma cor marrom amarelada, de acordo com a Figura 10 e Figura 11.



Figura 11 - Confirmacéo da presenca de eugenol
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4.1 Teste de Bayer — Mecanismo de Reagédo

Abaixo, na Figura 12 é apresentado o mecanismo de reacdo ocorrido durante o teste de
Bayer. Como previsto, 0 permanganato de potassio quebrou a dupla ligacdo fora do anel
aromatico do eugenol, formando o precipitado de didxido de manganés, que quando sofre

oxidagéo passa para uma coloracdo marrom amarelada.

H,C
1€ Z2 2kunos+2H,0 0
2 > —_—-
Permanganato de potdssio
HO e dgua HO
Eugenol Eugenol Mn
NS
" O// X0
HO
HAC + MnO, ¥ + K,MnO,
2 diéxido de manganés tetraoxomanganato (V1)
de dipotéssio
HO

Figura 12 - Mecanismo de reacdo do teste de Bayer

4.2 Concentracdes e Teor de Agua (Titulacdo Karl Fischer)

Na Tabela 3 sdo apresentadas as quantidades obtidas de dleo e teor de agua por Karl

Fischer.

Tabela 3 - Massas de 6leo obtidas em cada destilacdo, teor de agua e concentragéo (g/mL)

Relagéo: Massa | Massa de
Teste Massa Yolume de vegetal/volume 6leo ,Teor ((j)e
vegetal (g) | agua (mL) de 4gua (g/mL) | obtido (g) agua (%)
1 20,4685 100,0 0,2047 - -
2 20,4775 100,0 0,2048 - -
3 25,2700 150,0 0,1685 1,0499 1,0600
4 30,1097 180,0 0,1673 1,1036 1,4020
5 35,0023 200,0 0,1750 0,9318 1,5050
6 42,6211 230,0 0,1853 0,7040 1,7060




4.3 Resultados da Cromatografia Gasosa
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A Tabela 4 apresenta os resultados da Cromatografia Gasosa, com a identificacao e

distribuicéo percentual dos constituintes de cada amostra.

Tabela 4 - Constituintes do leo essencial de cravo-da-india, identificados por cromatografia gasosa

1° teste em cromatografia

Constituintes

Distribuicao Percentual (area %) injecoes

12 injecao 2% injecao 3% injecdo
Eugenol 75,46 76,42 75,00
Acetato de eugenol 22,35 21,49 22,62
Beta-cariofileno 2,19 2,08 2,38

2° teste em cromatografia

Constituintes

Distribuicdo Percentual (area %) injecoes

12 injecao 2% injecdo 3% injecdo
Eugenol 69,17 68,06 67,29
Acetato de eugenol 22,08 22,81 23,92
Beta-cariofileno 2,22 2,19 2,29

3° teste em cromatografia

Constituintes

Distribuicdo Percentual (area %)

12 injecao 2% injecdo 3% injecdo
Eugenol 66,51 67,61 67,22
Acetato de eugenol 30,57 29,45 29,99
Beta-cariofileno 2,92 2,94 2,79

4° teste em cromatografia

Constituintes

Distribuicdo Percentual (area %)

12 injecdo 22 injecao 32 injecao
Eugenol 63,27 62,40 63,87
Acetato de eugenol 33,00 34,21 36,13
Beta-cariofileno 2,97 3,39 -
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Foram calculadas ainda, as médias aritméticas de cada teste e seus respectivos desvios

padrdo, que podem ser visualizadas abaixo, na Tabela 5, sequindo as equagdes (1), (2) e (3).

1)

Tabela 5 - Resultados da analise de Cromatografia Gasosa em termos de média, desvio padrdo e média
da populacdo em (area %) para o eugenol.

Testes X S H(-) M (+)
1° Teste 75,63 0,32 75,12 76,14
2° Teste 68,17 0,89 66,75 69,59
3° Teste 67,11 0,39 66,50 67,73
4° Teste 63,18 0,52 62,35 64,01
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4.4 Célculos de Correcdo da Area % com o Teor de Agua

Com base nos resultados que foram levantados em cromatografia gasosa e titulacéo
Karl Fischer, abaixo sdo apresentados os célculos de correcdo da area % do constituinte
majoritario do dleo essencial de cravo-da-india (eugenol), que podem ser visualizados abaixo,

na Tabela 6, sequindo a equacéo (4).

média (% inj).
somatoria das areas

area corrigida (%) = X (100 - teor de 4gua) 4)

Tabela 6-Média das injecGes corrigidas (%)

Testes | Area corrigida (%)
1° Teste 74,83
2° Teste 67,46
3° Teste 66,01
4° Teste 62,10

5 DISCUSSAO

Seguindo os principios da hidrodestilacdo, o 6leo essencial pdde ser obtido, porque
possui uma tensdo de vapor maior do que da dgua. Desta forma, a 4gua o arrasta e o extrai do
vegetal.

Os valores quantitativos do eugenol, acetato de eugenol e cariofileno se apresentaram
préximos aos valores encontrados na literatura: 70 a 80% de eugenol, 15% de acetato de
eugenol e 5 a 12% de beta-cariofileno (MARQUES, 2006). Todavia, as distribuicdes
percentuais (area %) apresentaram variagdes significativas, devendo-se a varios fatores:

Ao longo do processo extrativo, no caso a hidrodestilacdo, outro fator também
ocasionou o comprometimento da extracdo, que foi a variacdo da concentracdo de cravo-da-

india em agua, conforme demonstrado na Tabela 7.
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Tabela 7 - Concentracdo (m/v), de massa vegetal em agua

Teste Massa Concentracgao

vegetal (g) (m/v)

1 20,4685 -

2 20,4775 -

3 25,2700 0,17

4 30,1097 0,17

5 35,0023 0,18

6 42,6211 0,19

Este item interferiu na quantidade de &gua evaporada e consequentemente na
transferéncia de calor inicial, portanto, contribuindo para tais desvios.

A exposicdo do 6leo essencial ao meio ambiente apds sua extracdo também pode ter
ocasionado em sua degradacdo, ja que é muito volatil e podem ter ocorrido perdas para o
meio, por evaporacao.

Durante os procedimentos praticos de andlise do Oleo essencial obtido, algumas
dificuldades foram encontradas, que seguem abaixo:

Na separacdo da mistura 6leo-agua, foi realizado o primeiro teste com éter etilico em
funil de separag&o, no entanto, houve a formagdo de uma emulsdo estavel, levando a perda do
material extraido, entretanto, ja que a separacgdo direta do 6leo essencial da agua no funil de
separacdo foi eficiente e para evitar a perda das outras amostras, optou-se por ndo realizar o
procedimento com o solvente apolar.

Para a filtracdo, devido a pequena quantidade extraida, esta se tornou inviavel, pois o
6leo essencial poderia ficar retido no papel de filtro, durante a filtracdo, ocasionando em
grande perda de massa na microfibra.

Também devido a pequena quantidade extraida, ndo foi realizada a secagem com
sulfato de sodio, por isso, 0 método de titulacdo Karl Fischer foi empregado para obtencéo
dos valores de teor de umidade presentes nas amostras para corre¢cdo do resultado em area %
de eugenol encontrado na cromatografia gasosa.

Em laboratdrio é comum o uso de sulfato de sédio como dissecante, ndo sendo comum
seu uso em escala industrial até mesmo em func¢édo do residuo solido formado.

Também em laboratoério, as referéncias consultadas indicam o uso de solventes como

éter etilico ou solventes clorados, que sdo de dificil manuseio quando se fala de uma escala
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industrial. O interesse pela possibilidade de uso de solventes de manuseio mais simples deve
ser considerado como uma continuidade deste trabalho.
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6 CONCLUSOES

Através de todos os experimentos e estudos realizados ao longo do desenvolvimento
deste trabalho, foi possivel comprovar a possibilidade de extracdo do 6leo essencial de cravo-
da-india (Syzygium Aromaticum), em escala laboratorial, seguindo os principios de
hidrodestilacdo, método simples que ndo requer grandes conhecimentos técnicos, por isso a
facilidade de implementacdo em grande escala com baixo custo operacional.

Como melhorias, recomenda-se um maior tempo de destilagdo com uma massa vegetal
maior, utilizando os equipamentos e vidrarias adequadas, permitindo o estudo de outros
métodos de purificacdo, tornando o experimento mais produtivo e efetivo. Além disto, outras
metodologias podem ser empregadas, conforme a disponibilidade de equipamentos e
reagentes. A extracdo com CO; supercritico é mais eficiente, porém mais complexa.

Como sugestdes futuras para a continuidade deste trabalho referentes a matéria-prima
empregada, o cravo-da-india, cujo Oleo essencial possui uma vasta gama de aplicacdes e
efeitos, podendo ser medicinais, aromaticos para a producdo de cosméticos e flavorizantes
para a industria alimenticia, ficam como propostas: estudos de estabilidade do 6leo e sua
toxicidade, efeitos fitoterapicos, producdo de sabonetes aromaticos e perfumes com aroma de
eugenol e inclusdo do balanco de energia com o estudo das propriedades termo fisicas da
matéria-prima.

Quanto ao processo: obter repeticbes dos experimentos, garantindo a validacdo dos
parametros para determinadas condicdes e ainda, modificar as condicdes operacionais para

testes em escala piloto.
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Abaixo sdo apresentados os Cromatogramas obtidos nas analises, com suas respectivas

ampliacdes para melhor interpretacdo. O primeiro pico foi inibido, ja que se trata do solvente,

0 segundo pico representou o eugenol e 0s outros o restante dos componentes identificados.
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Index Mame Time | Cuantity Height Area | Area %
[Min] | [% Area] [W] | [HV-Min] [%e]
1 | eugenal 10,81 67,291 4239772 [ 19012,7 | &7.250
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3° teste - 22 injecao
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3° teste - 32 injecao
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Peak results :

Index | Name Time | Quantity Height Area| Area %
[Min] | [% Areal] [pV] [uV Min] [%]
1 | eugenol 10.74 67,22|311210,1 | 13450,5| 67.607
2 | acetato de eugenol | 12.05 2999 1171880.7| 5658.8| 29.449
3 | canofileno 12,46 279 166863 65857 2944
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4° teste — 12 injecao
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Peak results :

Index | Name Time | Quantity Height Area| Area %
[Min] | [% Area] [pV] [uV.Min] [%]
1| eugenol 10.73 6327 | 2889951 | 12276.7| 67.266
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3 beta- cariofileno 12,45 297 | 157624 5419 2969
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4° teste — 22 injecao
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4° teste — 32 injecao
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