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Introducéao

A Mansoa hirsuta D.C pertence a familia das Bignoniaceae, compreendendo
aproximadamente 800 espécies, com ocorréncia predominante nas regides tropicais. O Brasil
possui uma enorme diversidade de espécies dessa familia, possuindo uso popular como
adstringente, para tratamento de reumatismo, contra febre, diarreia e infecgdes microbianas?.
Compostos como naftoquinonas, lignanas, triterpenos e flavonoides foram isolados de
espécies da familia Bignoniaceae, porém sua composi¢do quimica continua desconhecida?.

Os constituintes conhecidos da M. hirsuta D.C incluem terpenoides e esterdis isolados
das folhas e alcoois alifaticos mono- e di-hidricos que sdo considerados como 0s
constituintes antifungicos de fragdes menos polares, extratos brutos de M. hirsuta D.C
inibiram o crescimento de culturas padronizadas de Aspergillus niger e Fusarium
oxysporum?. Diversas plantas da familia Bignoniaceae s&o popularmente utilizadas no Brasil
para amenizar a febre, como adstringente, para tratar reumatismo, diarreia, cancer e
infeccBes microbianas®.

A principal forma de obter os constituintes volateis biologicamente ativos e de interesse
farmacoldgico em laboratérios de recursos naturais € através de métodos de extracdo por
arraste a vapor. Existem varios tipos de sistemas extratores de 6leos essenciais eficientes,
mas o sistema clevenger é o mais conhecido e bastante utilizado em escala laboratorial,
podendo operar em circuito aberto ou fechado®.

Para realizar analises bioquimicas e elucidativas dos compostos de enxofre presentes
no oleo essencial, necessita-se de quantidades preparativas desse material. Um estudo que
possibilite otimizar o processo de extracdo desses volateis pode permitir obter volumes
quantitativos tornando viavel a prospecgdo por componentes com atividade bioldgica®.

Alguns espécimes vegetais possuem em sua estrutura foliar compostos com enxofre,
que sdo metabolitos secundarios derivados de aminoacidos. As substancias com atividade
bioldgica originam-se apos a hidrolise de um precursor contido no vegetal pela acdo de
enzimas que se encontram em compartimentos distintos no vegetal intacto, esta so entra em
contato com o seu substrato apds o rompimento das paredes celulares®.

Segundo Carvalho’, existem duas principais classes moleculares de origem vegetal
que possuem enxofre com importancia bioldgica. Uma dessas classes sdo 0s tio-



glicosideos, apresentando em sua composi¢do uma aglicona ligada a uma unidade de agUcar,
que, através de uma reacao de rearranjo espontaneo, da origem ao isotiocianato 0 composto
majoritario e responsavel por grande nimero de atividades bioldgicas. Outra classe de
compostos de enxofre é a aliina, tendo sua principal ocorréncia no alho. A aliina, pela a¢éo
da enzima aliinase, origina a alicina que, juntamente com seus produtos de degradacéo, €
responsavel pelas atividades biologicas e pelo odor caracteristico do alho. Um odor
semelhante é bastante caracteristico da M. hirsuta D.C, por essa caracteristica organoléptica
essa planta é popularmente conhecida como cipé-de-alho,

Através da andlise dos volateis obtidos com etanol por aparelho de clevenger, foi
descrita a presenca de disulfeto de dialila e trisulfeto de dialila na M. hirsuta D.C.
Considerando a importancia biolégica de compostos de enxofre derivados de plantas e que
no unico estudo que relata a extracdo desses compostos extraidos da M. hirsuta D.C as
quantidades citadas no artigo sdo apenas qualitativas®. Este trabalho foi realizado com o
intuito de conseguir padronizar uma metodologia, utilizando o aparelho de clevenger para
que se obtenha quantidades preparativas do 6leo com alta concentracdo destes sulfetos
possibilitando, em um futuro préximo, a realizagdo de prospeccdo farmacoldgica e
elucidacdo estrutural, afim de seguir um planejamento racional na descoberta de novas
moléculas e novas atividades bioldgicas, agregando conhecimento sobre as plantas que
ocorrem na regido semiarido do sudoeste baiano.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Farmacognosia do Departamento de
Quimica e Exatas - UESB. O material vegetal utilizado constituiu-se de folhas de M. Hirsuta
D.C coletadas no municipio de Boninal-BA (S 12° 26" 36,5~ W 41° 55" 9.77"). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo comparadas as amostras de
folhas secas e in natura, os tempos de extracdo de 1, 2 e 3 horas, e a extragdo em cada tempo
foi realizada em triplicata. A secagem do material ocorreu a 40°C por 12h em estufa da marca
DelLeo™, modelo TLK48 e a trituragdo em moinho tipo forrageira.

Foi escolhido como metodologia para extracdo do 6leo essencial o arraste a vapor,
sendo essa metodologia amplamente descrita na literatura, possuindo artigos que corroboram
com a ideia dessa metodologia ser a mais eficaz dentro do ambito laboratorial para realizar
a extracdo de compostos volateis®. Outro ponto positivo é o baixo custo, quando comparado
com os métodos tecnoldgicos mais avangados como, por exemplo, a extracdo com fluido
supercritico®.

Para otimizar o processo de extracdo foi realizado uma revisdo sistematica integrativa
na literatura, a fim de observar os intervalos de tempos em que ocorrem o0s melhores
rendimentos para a extragdo de vegetais.

Os artigos foram obtidos e consultados no periodo de junho a outubro de 2018. Os
termos na lingua portuguesa foram utilizados para pesquisa junto ao SciELO (cientific
Electronic Library Online) e Portal CAPES (coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior), os termos na lingua inglesa foram utilizados para pesquisa no banco de
dados internacional ERIC (Educational Resources Information Center). Mediante todos 0s
resultados das buscas, foi realizada a selecdo dos documentos de interesse. O critério de
escolha dos artigos foram a presenca de termos encontrados no titulo e resumos, referente ao
tempo de extracdo de volateis e necessariamente com a utilizacdo do aparelho de clevenger
11,12,13, 14, 15,16, 17 _prosseguiu-se 0 experimento com a extracdo em trés diferentes intervalos
de tempo, 1,2 e 3 horas, todos em triplicata.

O equipamento empregado na extracdo dos Oleos essenciais por destilacdo por

arraste a vapor € composto por uma manta aquecedora, um baldo de fundo redondo com
volume de 2L); e um aparelho clevenger. O fluido de refrigeracdo utilizado no
condensador € agua refrigerada em um banho termostatico com reciclo (em torno de 10°C).
Ap0s a obtencdo de quantidades preparativas dos compostos volateis, para otimizar



a retirada dos volateis do aparelho é realizada uma adicao de cloroférmio para solubilizar os
componentes oleosos. Através da evaporacdo do cloroférmio o resultante é ainda submetido
aum processo de secagem utilizando o agente secante sulfato de sodio. A retirada do solvente
das amostras foi realizada com gés argénio pressurizado. Posteriormente realizou-se uma
analise comparativa com os volumes de volateis obtidos, para a identificacdo do tempo de
extracdo que apresenta um melhor rendimento.

Foi realizado um teste de cromatografia em camada delgada em placa de silica. A
partir de uma placa de 25 x 25 cm, aplicando um corte limpo com tesoura, formando uma
placa de 4 cm de largura e 8 cm de altura. A cerca de 1 cm da beirada inferior foi demarcado
uma linha paralela de largada, utilizando um lapis de grafite macio. Os solventes utilizados
na fase movel foram uma mistura de acetato de etila/n-hexano, na respectiva proporcao de
7/3. As placas foram posteriormente analisadas sobre feixes de luz de 254nn e 356nn.A
analise por cromatografia gasosa-espectrometria foi realizada em aparelho Shimadzu
QP5050 (no Departamento de Quimica da UFAL). Operando em coluna capilar apolar HP-
1 (30 m x 0,25 mm i.d x 0,25 pumde espessura do filme), o gas de arraste utilizado foi o hélio
(1 ml/min). A amostra foi energizada com 70 eV, corrente do filamento 220 pA, a
temperatura da fonte foi de 190°C e a voltagem do multiplicador 2000 V.

A reacdo de caréater qualitativo para identificacdo de compostos de enxofre que foi
realizada é denominada ensaio de Lassaigne. Foi realizado o preparo da solucdo de
Lassaigne, obedecendo as seguintes etapas: foi cortado uma pequena amostra de sédio
metalico (cinco vezes a mais que a amostra a ser analisada) com uma pinga, enxugando a
amostra de sodio metalico com papel absorvente em um tubo de ensaio seco, Adicionado
aproximadamente 0,030 g da amostra e aquecer o tubo em chama baixa e depois lentamente
em chama alta, durante aproximadamente 60 segundos, deixando-o esfriar posteriormente,
acrescentou-se alcool etilico (etanol) aos poucos, até nao haver mais residuos de sodio, por
fim, Adicionar 5 ml de 4gua e filtrar a mistura. Para a determinacdo da presenca de enxofre
na amostra é necessario acidificar a amostra com ml de &cido acético, acrescentando
posteriormente 5 gotas de acetato de chumbo 1%, a formacéao do precipitado negro indica a
formacédo de PbS, consequentemente a presenca de compostos de enxofre nos volateis da
Mansoa hirsuta DC8.

Resultados e Discussao

A O processo de extracdo foi realizado inicialmente utilizando um aparelho de
clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo com capacidade para 10L, a manta
aquecedora utilizada possuia uma concavidade proporcional ao baldo. O volume e a
temperatura do vapor d’agua foram maiores do que a capacidade de resfriamento do
termocirculador, ocorrendo o extravasamento da mistura de agua e material vegetal,
inviabilizando assim a continuagdo do experimento nessas referidas proporgoes.

O volume do baléo foi alterado para 2L, bem como o modelo da manta aquecedora,
visando a compatibilidade com o volume do bal&o. Apds essa alteracdo ndo ouve incidentes
que comprometessem o experimento.

A primeira extracdo foi realizada com 35g da folha da M. Hirsuta D.C in natura e
triturada. Apds uma hora de extracdo ndo foi possivel coletar quantidades preparativas do



6leo essencial, o procedimento de extracdo por uma hora foi realizado em triplicata
(totalizando 105g), sendo que em nenhuma das tentativas foi possivel quantificar o dleo
extraido, devido a baixissima quantidade. Seguindo os mesmos materiais, métodos e
amostra, foi realizado o procedimento de extracdo em triplicata com o tempo de duas horas,
também néo sendo possivel observar quantidades preparativas de 6leo apos esse periodo.

A Figura 1 mostra o resultado obtido da extracdo nesse periodo de tempo, ilustrando

semelhantemente o ocorrido na repeticdo em triplicata desses procedimentos.
Figura 1:0leo resultante de uma hora de extragéo da M. hirsuta D.C

onte: Prépria.

A extracdo por clevenger das folhas de M. hirsuta DC. secas a 60°C e trituradas
seguiu a mesma metodologia, porém, o total de material vegetal utilizado nas extracfes em
triplicata foi de 580g (o processo de secagem das folhas torna seu volume menor,
possibilitando o uso de uma maior quantidade amostral), também ndo apresentando
quantidades preparativas do 6leo apos os periodos de extracdo de uma e duas horas.

No processo de extragdo das folhas in natura da M. hirsuta D.C por trés horas foi
observado visualmente um aumento no rendimento do 6leo, tanto nas folhas in natura quanto
nas secas em estufa a 60°C, sendo replicado o procedimento 3 vezes antes de retirar o éleo
do aparelho, sendo que sua retirada separadamente nas trés etapas poderia suscitar uma perda
amostral significativa, preferiu-se entdo acumular no aparelho o resultado das



extracOes em triplicata de trés horas e depois da sua retirada com a adi¢do de um solvente
apolar.

O solvente utilizado para otimizar a retirada do 6leo essencial do aparelho de
clevenger foi o cloroférmio. Apos a retirada do 6leo, este possuia uma certa quantidade de
agua, decorrente da natureza do processo de extracéo por arraste a vapor. A amostra foi posta
em um refrigerador para que a agua que compunha a mistura solidificasse, sendo assim
extraida com maior facilidade, retirada a porcédo solidificada de agua, foi adicionado um
agente secante, o sulfato de sédio anidro (Na2SO4). O recipiente utilizado para armazenar o
extrato foi previamente pesado e o valor identificado e fixado com um adesivo, esse
recipiente possui vedacao para evitar a perda de compostos volateis. (Figura 2)

Figura 2: Resultado das extragbes em triplicata de 3 horas, contendo o solvente cloroférmio.

Fonte: Prépria.

Para retirar o solvente do extrato foi realizado um processo de evaporagao por sopro
utilizando o gas argbnio, direcionando o gas para as amostras através de uma agulha, criando
um fluxo sobre a superficie do liquido, mudando assim o equilibrio entre a fase de vapor e a
fase liquida, permitindo a evaporagdo do cloroformio. Os frascos foram novamente pesados,
sendo calculada a diferenca entre o peso final e o inicial, obtendo assim o valor em gramas
do 6leo essencial obtido.



O peso do 6leo obtido da amostra in natura da M. hirsuta D.C ap0s evaporacdo do
solvente foi de 0,031g, representando um rendimento de 0,031%. Para a amostra seca o valor
foi de 0,177¢g representando 0,030% de rendimento.

Ainda na Fifura 2 esquerda esté representada o 6leo obtido da M. hirsuta D.C in
natura e triturada, a direita a amostra seca e triturada e ao centro a mistura de ambas. A
amostra in natura apresentou uma grande porcentagem de retencdo no ponto de partida,
enguanto a amostra seca apresentou pontos distintos de retencdo na placa, indicando uma
maior quantidade de compostos apolares no 6leo obtido através da amostra seca. Esse
processo pode ser explicado por conta dos diferentes processo de trituracdo que as amostras
foram submetidas, sendo a planta in natura triturada manualmente (menos eficiente),
enquanto a amostra seca foi triturada em moinho. N&o foi possivel a trituragdo por moinho
da amostra in natura por conta do seu maior volume e resisténcia a cisdo laminar. Segundo
Ankri®®, compostos de enxofre principalmente os volateis responsavel pelo aroma e por
caracteristicas microbioldgicas como o dissulfeto de dialila, sdo formados através do
rompimento de estruturas celulares contidas no alho, fazendo com que a enzima alicina
degrade aminoacidos gerando esses compostos. Se esse processo enzimatico que ocorre no
alho ocorrer também nas folhas da M. hirsuta DC, isso resultaria em uma menor formacéo
desses compostos volateis de enxofre, sendo o processo de trituracdo manual menos eficiente
do que por moinho.

Em parceria com o departamento de quimica da UFAL, o dleo essencial obtido
através da extracdo de clevenger por 3 horas em triplicata da amostra in natura, foi submetido
ao aparelho de cromatografia gasosa-espectrometria.

Figura 5: Cromatografia gasosa-espectrometria do dleo obtido da extragéo por clevenger da M. hirsuta DC. in natura
triturada.
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Fonte: Prépria.



Tabela 1: Dados dos picos do fragmentograma referente ao dleo obtido da amostra da M. hirsuta D.C in natura
triturada.

Picos Tempo de M/Z Abundancia Nome
retencao relativa
(minutos) (%)
1 15.74 148 10.51 Dissulfeto de
dialila
2 18.07 138 6.35 1,2-Diotiolato,
1,1-dioxido
3 22.62 178 54.09 Trissulfeto de
dialila
4 24.38 89 3.98 1,2
diacilciclopentano
5 28.99 210 22.63 Tetrasulfeto de
dialila

Fonte: Prépria

A anélise do gréfico da Figura 5 possibilita a observacdo da existéncia de 6 picos,
possuindo um intervalo significativo, ndo ocorrendo sobreposicdo, indicando diferentes
compostos com polaridades distintas, esses compostos sugeridos estdo descritos na Tabela
1. O tempo de retencdo esta associado a polaridade, por conta da coluna utilizada como fase
estacionaria ser apolar, o tempo de retencéo torna-se inversamente proporcional a polaridade.

A padréo de afastamento dos picos 1,3 e 5 indicam uma séria homdloga, com tempos
de retencdo de 15,7, 22,6 e 29 minutos, com abundancia de 10,5, 54 e 22,6%
respectivamente. A da andlise das massas dos ions moleculares representadas na Figura 6,
sugere que o primeiro pico represente o diallyl dissulphide (M/Z 146, CsH10S2, tempo de
retencdo 15,7 minutos e abundancia de 10,51%, o pico dois: 1,2-Dithiolane, 1,1 dioxide
(M/Z 138, C3HeO2S>, tempo de retencdo 18 minutos e abundéncia de 6,35%), pico trés:
trisulfide, di-2-propenyl (M/Z 178, CsH10Ss, tempo de retencdo 22,6 minutos e abundéncia
de 54%), pico quatro: dithiacyclopentane (M/Z 89, C3HyO3S1, tempo de retengdo 24,38
minutos e abundancia de 3,98%), pico cinco: (M/Z 210, CsH10S4, tempo de retencédo de 28,99
minutos e abundancia de 22,63%). N&o foi possivel sugerir a molécula referente ao pico de
menor abundancia relativa (2,44%), pois o indice de similaridade encontrado pelo



espectrometro de massa € inferior a 90%, indice levado em conta para sugerir 0s outros
compostos.

Figura 6: Perfis moleculares determinados pela espectrofotometria de massa do dleo obtido pela extragdo de clevenger
das folhas in natura trituradas da M. hirsuta D.C
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Fonte: Prépria.

O ensaio de Lassaigne consiste em uma forma qualitativa de detectar a presenca de
compostos de enxofre através da formacao de um precipitado. Esse teste foi realizado apenas
com o 6leo essencial obtido através da extracdo das folhas da M. hirsuta D.C seca e triturada,
pois pontos presentes na cromatografia em camada delgada indicavam similaridades nos
compostos de maior concentracdo. Outro fator que indicava a presenga de compostos de
enxofre foi o resultado da cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massas, indicando
a presenca de diferentes compostos contendo enxofre.

Essa reagdo envolve inicialmente a adicdo de sddio metalico, responsavel pela
mineralizacdo da amostra orgénica através da pir6lise, facilitando a identificacdo de
heteroatomos como o enxofre. Apos a degradagdo completa do sodio metélico € adicionado
agua, com o intuito de interagir com o excesso de sodio, solubilizando esses



sais. O acetato de chumbo é adicionado a mistura com o intuito de reagir com os sulfetos,
formando o Sulfeto de chumbo PbS, que possui uma coloragéao preta, podendo ser observado
na forma de precipitado. Essa reacdo pode ser visualizada em diferente etapas na Figura 7,
a solucdo 1 representa a solucdo de Lassaigne antes da filtracdo, a numero 2 ap0s a filtracéo
e a 3 com a adicédo de acetato de chumbo.

Figura 7: Diferentes etapas da reagdo de Lassaigne, realizadas com o dleo essencial obtido da extragdo de clevenger das
folhas secas e trituradas da M. hirsuta D.C

Fonte:propria.

Conclusdes

. Foi possivel obter quantidades preparativas de 6leo essencial das folhas in natura
trituradas e secas trituradas da Mansoa hirsuta D.C, através da extracdo em triplicata por
aparelho de clevenger por trés horas. A cromatografia indicou o perfil cromatogréafico
diferente, em relacdo as concentra¢fes dos compostos.

Através da andlise do dleo obtido em quantidades preparativas por clevenger,
avaliou-se o perfil cromatografico e sugerindo e detectando alguns compostos volateis de
enxofre. Tendo como perspectiva futura estudos que avaliem o perfil farmacoldgico e
trabalnem a purificacdo e isolamento destes compostos, para sugestdo de picos néo
identificados e confirmacéo das sugestdes feitas neste trabalho, com a realizacdo de outros
métodos fisicos como infra vermelho ressonancia magnética nuclear e outras injegdes em
espectrometria de massas em programacgdes mais resolutivas.
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