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Resumo

Neste trabalho foi investigado a influéncia das condi¢des de preparo de “chas” de capim liméo, no perfil quimico do
material extrativo obtido. Para tal, variou-se a forma de armazenamento das folhas e a metodologia empregada
durante o processo de extracdo por infusdo e decocgdo, aplicando planejamento fatorial e anélise estatistica. Foram
construidas duas matrizes de anélise relacionando: o emprego de vegetal fresco, seco ou refrigerado com o tipo de
extracdo empregada, nas quais variou-se o tempo de contato entre material vegetal e dgua fervente. A andlise dos
extratos envolveu microextracdo liquido-liquida dispersiva, seguida por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. O processamento dos dados indicou que, ndo ha diferenca estatistica no uso de folhas secas
ou frescas, enquanto emprego de folhas armazenadas, por 7 dias, em refrigerador, conduziu a extratos empobrecidos
em fitofarmacos. As infusdes realizadas sem e com auxilio de ultrassonificacdo apresentaram capacidade de extragdo
similar. A decoccdo conduziu a extratos com presenga de metabolitos epoxidados. Quanto maior o tempo de contato
entre solvente e material vegetal maiores foram o0s teores dos compostos bioativos extraidos. Posteriormente,
construiu-se uma matriz para estudo univaridado, variando o tempo de extragdo entre 5 a 65 minutos, com intuito de
determinar o ponto maximo de extragdo. Conclui-se que, a metodologia que garante a extracdo dos terpenos bioativos
em maior propor¢do e a auséncia dos produtos oxidados, no fitoterdpico, é a infusdo de folhas secas ou frescas do
capim limdo, onde estas a e agua fervente permanecem em contacto por periodo de 25 minutos.

Palavras-chave: Capim liméo; Extracdo; Fitoterapico; Perfil quimico; Cromatografia gasosa; Microextracéo liquido-
liquido dispersiva.

Abstract

In this work, the influence of the conditions of preparation of lemongrass tea preparation on the chemical profile of
the specified herbal medicine was investigated. To this end, the form of storage of the leaves and the methodology
used during the process of extraction by infusion and decoction were varied, applying factorial planning and statistical
analysis. Two matrices were built, for analysis relating: the use of fresh vegetable, dry or refrigerated with the type of
extraction used, in which the contact time between the vegetable material and boiling water was varied. An analysis of
the extracts involved dispersive liquid-liquid microextraction, followed by gas chromatography coupled with mass
spectrometry. Data processing indicated that there is no difference in the use of dry or fresh leaves, while the use of
leaves stored for 7 days in a refrigerator lead to extracts depleted in phytopharmaceuticals. Infusions performed
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without and with the aid of ultrasonication dissipate similar capacity. The decoction led to extracts with the presence
of epoxidized metabolites. The longer the contact time between solvent and plant material, the higher the levels of
extracted bioactive compounds. Subsequently, a matrix for univariate study was constructed, varying the extraction
time between 5 and 65 minutes, in order to determine the maximum extraction point. It is concluded that the
methodology that guarantees the extraction of bioactive terpenes in greater proportion and the absence of oxidized,
non-phytotherapic products is the infusion of dry or fresh lemon grass leaves, where these and boiling water remain in
contact for a period of 25 minutes.

Keywords: Lemon grass; Extraction; Herbal medicine; Chemical profile; Gas chromatography; Dispersive liquid-
liquid microextraction.

Resumen

En este trabajo, se investigo la influencia de las condiciones de preparacion de la preparacion del té de limoncillo en el
perfil quimico de la medicina herbal especificada. Para ello se varid la forma de almacenamiento de las hojas y la
metodologia empleada durante el proceso de extraccion por infusion y decoccién, aplicando planificacion factorial y
andlisis estadistico. Se construyeron dos matrices, para andlisis relacionados: el uso de verdura fresca, seca o
refrigerada con el tipo de extraccion utilizada, en las que se vari6 el tiempo de contacto entre la materia vegetal y el
agua hirviendo. Un andlisis de los extractos involucr6 microextraccion liquido-liquido dispersivo, seguido de
cromatografia de gases junto con espectrometria de masas. El procesamiento de datos indic6 que no hay diferencia en
el uso de hojas secas o frescas, mientras que el uso de hojas almacenadas durante 7 dias en un refrigerador condujo a
extractos empobrecidos en fitofarmacos. Las infusiones realizadas sin y con la ayuda de ultrasonidos disipan una
capacidad similar. La decoccion dio lugar a extractos con presencia de metabolitos epoxidados. Cuanto mayor sea el
tiempo de contacto entre el disolvente y el material vegetal, mayores seran los niveles de compuestos bioactivos
extraidos. Posteriormente, se construy6 una matriz para estudio univariante, variando el tiempo de extraccién entre 5y
65 minutos, con el fin de determinar el punto maximo de extraccion. Se concluye que la metodologia que garantiza la
extraccion de terpenos bioactivos en mayor proporcion y la ausencia de productos oxidados no fitoterapicos es la
infusién de hojas de limoncillo secas o frescas, donde estas y el agua hirviendo permanecen en contacto por un
periodo de 25 minutos.

Palabras clave: Hierba de limon; Extraccion; Medicina herbaria; Perfil quimico; Cromatografia de gases;
Microextraccion liquido-liquido dispersivo.

1. Introducéo

A fitoterapia é empregada, pelo homem, desde a antiguidade e ainda exibe importancia na tradicdo popular (Stam,
2003; Firmo et al., 2011). Nas politicas publicas de salde de nosso pais é considerada como uma pratica complementar de
atencdo a satde (ANVISA, 2018). A fitoterapia se fundamenta no emprego de vegetais ou produtos preparados a partir destes,
para o tratamento de enfermidades ou seus sintomas. A acdo bioldgica dos vegetais depende da presenca dos fitofarmacos -
metabdlitos bioativos, que sdo resultantes do metabolismo secundario das plantas, que ndo estdo diretamente envolvidos nos
processos de crescimento, desenvolvimento e reprodugdo, mas que auxiliam nas interagcBes destas com o ambiente (Firmo et
al., 2011).

Atualmente ha uma crescente busca de tratamentos com base em produtos e processos naturais, seja pela falta de
recurso financeiro de algumas camadas da populagdo, seja pela agdo de grupos que seguem ideais de estilo de vida “mais
natural”, evitando-se a0 maximo, a utilizacdo de alimentos processados industrialmente, remédios sintéticos e até vacinas
(ANVISA, 2018). Neste contexto, muitas desses grupos buscam, na cultura popular, tratamentos menos agressivos, mais
naturais e baratos, como a producao de extratos a partir de plantas, usando os vegetais como recurso disponivel para tratamento
de enfermidades corriqueiras.

Além de ser uma alternativa para a populagdo, o uso de plantas medicinais também significa valorizagdo das tradi¢Ges
populares e da flora de nosso pais, que é muito rica - estima-se que a biota brasileira compreende entre 170 e 210 mil espécies,
dentre as quais deve haver aquelas com substancias ainda ndo conhecidas e de grande potencial farmacolégico (Simdes et al.,
2017).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima que 65% da populagdo mundial utiliza as plantas medicinais e os

fitoterapicos para se tratar, porém, as condi¢des de cultivo, armazenamento do material vegetal e metodologias de preparo dos
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fitoterapicos podem conduzir a obtengdo de extratos de composicfes quimicas diversas (Singi et al., 2005). Muitas vezes, tais
condigdes podem promover a volatilizagdo, degradacdo e até a conversdo dos metabdlitos bioativos em substancias toxicas.
Sendo assim, os fitoterapicos obtidos podem se tornar ineficazes ou até causar danos a sadde. Neste sentido, fica claro que é de
interesse publico a intensificagdo nos estudos que envolvem a quimica de produtos naturais, farmacobotanica e farmacognosia,
no intuito de garantir um uso seguro e eficaz das plantas medicinais e seus fitoterapicos (Simdes et al., 2017).

Pertencente da flora brasileira o capim-limdo ou capim-cidreira (Cymbopogon citratus Stapf,) é uma planta
amplamente utilizada como calmante, antiespasmaédico, diurético, contra gripes, dores de cabeca, disenteria e ainda apresenta
acdes antifungica e antibacteriana (Shah et al., 2011; Negrelle e Gomes, 2007). A preparacdo dos fitoterapicos, de capim
limdo, mais comumente empregados ¢ realizada pelo processo de infusfo ou decocgdo, originando os chamados “chas” (Singi
et al., 2005). Tais chas sdo preparados a partir das folhas frescas ou secas - a secagem das folhas tem como objetivo a remocao
da &gua para a sua conservacdo (Martinazzo et al., 2007). As caracteristicas farmacoldgicas do capim-cidreira sdo atribuidas a
presenca dos terpenos volateis, como: nerol, geraniol, mirceno, linalol, neral, geranial (Guimaraes et al., 2008).

Os 6bleos essenciais onde o geraniol e o nerol sdo majoritarios, encontram-se misturados com neral e geranial exibiram
atividade antiflngica sobre Botrytis cinérea e inseticida sobre Aedes aegypti (Oyedele et al., 2002; Giteru et al., 2015). O nerol
isolado, apresentou propriedades: antiprotozoario sobre Leishmania chagasi e Trypanosoma cruzi, neurofarmacoldgicas,
antioxidantes e antivirais sobre o virus da Herpes (Topal et al., 2008; Escobar et al., 2010; Burke et al., 1997; Friedman et al.,
2002). O geraniol isolado apresentou acdo antibacteriana sobre H. Influenzae, S. Aureu, E. coli, L. Monocytogenes e S.
entérica, atividade antioxidante, e acdo antineoplésica sobre cultura de células tumorais pancreéticas, atividade acaricida sobre
Tyrophagus putrescentiae, além de atividades anti-helmintica e anti-inflamatérias (Si et al., 2006; Cantrell et al., 2009; Jeon et
al., 2009; Chen e Viljoen, 2010). O citral, que corresponde a mistura de dois isdmeros, neral e geranial, apresentou agéo anti-
inflamatoria, atividade fungicida sobre Cryptococcus neoforman e antibacteriana sobre Campylobacter jejuni, L.
monocytogenes e Pseudomonas fluorescens, além de ter promovido o fortalecimento imunolégico, por estimular as citocinas,
(Bachiega e Sforcin, 2011; Marques et al., 2013; Allahverdiyev et al., 2004). O mirceno exerceu efeito analgésico
significativo, na administracdo em camundongos, tendo, sua acdo sedativa sido comparavel a do fenobarbital com efeito
aumentado pela administracdo simultanea de citral. Este terpeno também mostrou potente atividade anti-inflamatoria e
anticatabdlica (Rao et al., 1990; Gurgel do Vale et al., 2002; Rufino et al., 2015). O linalol exibiu a¢do anti-inflamatéria e
analgésica pela inibicdo da ciclooxigenase-2 (COX-2) (Li et al., 2016), atuou na inibicdo da proliferacdo de células de
leucemia humana, células do carcinoma do colo do Utero e células do adenocarcinoma do pulméo (Maeda et al., 2012; Sobral
et al., 2014), também demonstrou atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli e C. albicans (Herman et al., 2016).

E importante ressaltar que a presenca dos metab6litos secundarios vegetais em um fitoterapico pode variar conforme
as condi¢des de armazenamento do material vegetal e do processo extrativo empregado.

As preparacOes caseiras com vegetais, como por exemplo da horteld, partem do material vegetal fresco, seco ou
refrigerado. O processo de secagem é vantajoso por propiciar uma maior concentragdo dos metabélitos, mas o aquecimento
pode acarretar volatilizacdo, oxidacao, hidrélise e decomposicdes dos metabdlitos. O armazenamento do material vegetal, em
refrigerador, tem como objetivo minimizar as perdas dos metabdlitos, em temperatura ambiente podem se volatilizar ou que
sdo sensiveis a agdo de enzimas vegetais, que sejam ativas nesta temperatura, assim como de minimizar a agdo de
microrganismos que aceleram o processo de apodrecimento do material pos colheita (Robbers et al., 1996)

A preparagdo dos “chas” se da pelos processos de infusdo ou decocgdo. A infusdo consiste em deixar em repouso, um
sistema no qual tenha sido vertida agua fervente sobre o material vegetal, enquanto a decoc¢do consiste em aquecer o sistema
formado por material vegetal e 4gua até seu ponto ebulicdo. Nestes processos, as principais variaveis que podem interferir na

composicdo quimica do extrato obtido sdo o fato do o material vegetal ser empregado fragmentado ou inteiro e o tempo de
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contacto entre material vegetal e solvente. A fragmentacdo do material vegetal pode ser vantajosa por aumentar a superficie de
contacto entre droga e solvente, mas pode ser prejudicial, pois ao fragmentar o material, enzimas podem ser liberadas dos
intersticios celulares, e acelerar a degradacdo de metabdlitos. Ja o aquecimento, pode facilitar a extracdo, mas também
promover perda de metabdlitos por volatilizagdo ou degradagdo (Simdes et al., 2017).

Um outro parametro que pode atuar na extracdo dos metabolitos vegetais é o emprego do ultrassom durante o periodo
em que o material vegetal e a dgua ficam em contato. Este recurso é uma técnica potencial para aumentar as taxas de
transferéncia de massa pela difusdo entre as membranas devido ao aumento da penetracdo do solvente no produto devido ao
rompimento das paredes celulares produzidas pela cavitagdo acustica (Maran et al., 2017). Outra vantagem € que 0 processo
pode ocorrer em temperaturas mais baixas, portanto, mais adequado para aumentar a extracdo de compostos termicamente
instaveis. Deste modo, a ultrassonificacdo reduz consideravelmente o tempo de extragdo e pode aumentar o teor de metabdlito
bioativos no extrato (Falleh et al., 2012).

A decoccéo e a infusdo sdo métodos que apresentam caracteristicas que englobam metodologias verdes, por utilizar
agua como solvente (ndo toxico), menor gasto energético e menor tempo do processo, ja que a extragao se baseia entre tempos
que variam de 5 e 25 minutos. O Unico residuo gerado que necessita de tratamento é a parte vegetal que podera ser utilizada em
plantagGes como adubo (Nishiyama et al., 2010; Gnoatto et al., 2007).

Em busca de aperfeicoar os processos de obtencdo de extratos de capim-limdo utilizando metodologias que
possibilitam a extracdo dos terpenos volateis de acordo com os principios da Quimica Verde, foi proposto o presente trabalho
no qual empregou-se ferramentas estatisticas de estudos fatoriais.

O planejamento fatorial € uma ferramenta que pode ser muito Util quando aplicado ao desenvolvimento de um
fitoterdpico, pois nestes processos, estdo envolvidas diversas varidveis, e a introducdo desta ferramenta, torna possivel a
realizacdo de uma quantidade reduzida de experimentos com economia no tempo, além de conduzir a produtos mais faceis de
serem obtidos. Dentro do planejamento de experimentos, onde ha duas ou mais variaveis independentes, é usual o emprego do
planejamento fatorial completo, onde é possivel medir influéncias entre as varidveis (fatores). Com intuito de detectar os
efeitos entre os fatores é importante fazé-los variar e observar a resposta dessa varia¢do (Cunico et al., 2008).

Esse trabalho teve como objetivo definir as condi¢bes de armazenamento do material vegetal e do método de
extracdo, em agua, que permitem a obtencéo de maiores concentragdes dos metabdlitos secundarios bioativos nos “chas” de
capim limdo. Para orientar a definicdo das variaveis, empregou-se, na metodologia, o planejamento fatorial. Em relagdo a
condigdo de armazenamento, foram empregadas folhas frescas, secas e armazenadas em refrigerador por periodo de 7 dias. Em
relagdo as variaveis avaliadas nas condicdes de preparo foram empregados os métodos de infusdo e de decocgdo, onde o
contacto entre material vegetal e agua foi mantido por diferentes periodos e, foram preparadas infusbes com e sem
ultrassonificacdo, durante o periodo de contato.

2. Metodologia
2.1 Cultivo e colheita do capim-limé&o

O material vegetal (C. citratus) foi cultivado no municipio de Contagem — MG/Brasil (coordenadas: latitude -
19.9694499 e longitude - 44.0628486). A coleta das folhas foi realizada no periodo da manhd, garantindo-se que o tempo de
vida fosse equivalente a seis meses. Foram coletadas folhas jovens, cortadas a uma altura de 30 cm do solo (Costa et al., 2005).
O material vegetal foi armazenado no herbario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob ndmero de tombamento
da amostra vegetal BHCB 205100.
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2.2 Preparagdo dos extratos

Os extratos foram elaborados na proporgdo de 0,50 g de material vegetal para 10,0 mL de agua destilada (solvente).
Apos o periodo de contato entre material vegetal e solvente, a porgdo liquida foi separada, utilizando um aparato de filtracao
simples, com funil de vidro e papel de filtro, resultando em aproximadamente 8,0 mL de extrato aquoso.

Por sua vez, a otimizacdo do processo de extracdo dos compostos bioativos de C. citratus foi realizada de acordo com

0 topico a sequir.

2.3 Planejamento Fatorial e estudo de modelos de regresséo

Inicialmente, realizou-se dois planejamentos fatoriais completos 23, com ensaios em duplicata, sendo o primeiro
relacionado aos seguintes fatores e niveis: método de extracdo (infusdo sem ultrassonicacdo e infusdo com ultrassonicacéo),
condicdo do material vegetal (folhas frescas ap6s a colheita e folhas resfriadas por 7 dias, por aproximadamente 5°C) e periodo
de contato entre o material vegetal e a agua (5 e 25 min). Por sua vez, o segundo planejamento fatorial levou em conta os
seguintes fatores e niveis: método de extracdo (decocgdo sem sonicacdo e decoc¢do com sonicacdo), condicdo do material
vegetal (folhas frescas apds a colheita e folhas desidratadas) e periodo de contato entre o material vegetal e a 4gua (5 e 25
min). A variavel resposta foi composta pela soma das areas dos picos dos compostos volateis, obtidas via GC-MS, e cada
matriz foi composta por 16 ensaios realizados em ordem aleatoria.

Em seguida, com base nos dados quantitativos do periodo de extragdo e nas demais varidveis qualitativas otimizadas,
aplicou-se um modelo de regressdo buscando relacionar o tempo de extracéo (5, 25, 35, 45 e 65 min) com a soma das areas dos
picos dos compostos volateis, em duplicata. Para sonicagdo dos extratos foi utilizado uma lavadora ultrassénica L-220 da
Schuster, com capacidade de 1,0 L e frequéncia de 20 kHz. Todos os dados foram processados com o software Minitab®
19.2020.1 (64-bit).

2.4 Microextracéo liquido-liquido dispersiva

Para possibilitar a anélise em CG-MS, os compostos organicos dos extratos foram obtidos por meio de
microoextragdo liquida-liquida dispersiva, na qual os extratos oriundos da infusdo e da decoc¢do foram homogeneizados e 700
pL do volume foi transferido para um eppendorf, ao qual foram adicionados 100 pL de etanol como solvente dispersor, 250 pL
de diclorometano como solvente extrator e cerca de 10 mg de cloreto de sodio. A mistura foi levada ao voértex, agitada por 1
min e posteriormente centrifugada por 2 min a 4000 rpm. Por fim, com o auxilio de uma microseringa, transferiu-se a fase

organica para um microvial que foi levado & analise cromatografica (Caldas et al., 2011).

2.5 Analise cromatografica

As anélises foram realizadas em um Cromat6grafo Gasoso acoplado a um Espectrdmetro de Massas (Marca: Agilent
Technologie/Modelo: 7890A) composto por uma coluna capilar de silica fundida (HP-5), com fluxo de gas hélio (gas de
arraste) igual a 1,3 mL/min, split 1:25, temperatura do injetor igual a 250°C, aquecimento com temperatura programada de
60°C por 1 minuto, 5°C/min até 100°C, 4°C/min até 150°C, temperatura mantida por 2 min (Oliveira et al., 2020a; Oliveira et
al., 2020b).

Os cromatogramas foram analisados de acordo com seus perfis cromatograficos para a identificagdo e obtencdo da
area absoluta dos picos dos metabdlitos volateis presentes nos extratos. O processo de identificagdo foi realizado com base por
meio dos indices de Kovats, segundo o qual uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos ndo ramificados C6 até C15 foi

utilizada como mistura padrdo. Para tanto, os indices de Kovats calculados foram comparados com os valores da literatura
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(Adams, 2017). Paralelamente, os espectros de massas obtidos foram comparados com os disponiveis no equipamento

(biblioteca NIST; similaridade minima > 60%).

3. Resultados e Discusséo
3.1 Perfil cromatogréafico dos extratos

Os compostos organicos identificados nos extratos foram os monoterpenos nerol, neral, geraniol e geranial. Também
foi verificada a presenca de dois epdxidos: éxido de epdxi-linalol e um epéxido ndo identificado. As formulas estruturais dos

referidos compostos, bem como os dados de indice de Kovats estdo evidenciados na Tabela 1.

Tabela 1 - Substancias identificadas nos extratos, e com seus respectivos tempos de retencédo, indice de Kovats teoricos e
calculados e similaridade com a biblioteca do espectrdmetro de massas.
Nome Estrutura® TR (min) KT KC EK (%)

Nerol 13.087 1229 1228 0.05

H

§
Ol
X
Neral % 13.480 1238 1240 0.18

X OH
Geraniol

AZEN

OH

;OD

13.931 1252 1252 0.08

Geranial iA 14.444 1267 1267 0.05

Epdxido ndo

Identificado® 14.734 1275

Oxido de epoxi-

: o 14.927 1281
linalol®

TR = Tempo de retencdo. KT = Kovats Tedrico. KC = Kovats Calculado. EK = Erro relativo do Kovats. 2Estruturas desenhadas pelos autores
utilizando o programa ChemStetch, 1994. ’N4o identificado pelo espectro de massas nem pelo indice de Kovats. ‘ldentificado apenas pelo
espectro de massas. Fonte: Dados da pesquisa (2021).

O nerol, neral, geraniol e o geranial apresentaram erros relativos ao indice de Kovats calculado (KC) com o indice de
Kovats tabelado (KT) menores que 1,00 %, sendo, portanto, indices correspondentes. Por sua vez, a substancia de tempo de
retencdo igual a 14,734 minutos, ndo apresentou equivaléncia do espectro de massas com os disponiveis na biblioteca NIST,
além de ndo ser identificada por meio do indice de Kovats. Com base em seu perfil de fragmentac@o no espectro de massas, foi
possivel identifica-la como um composto organico epoxidado. Os espectros de massas do primeiro epoxido ndo identificado e
do epoxi-linalol apresentaram fragmentagdes caracteristicas de epdxidos exibindo picos em m/z de 109, 81, 59, 55 e 43
(Nicolle et al., 2015).

Ao verificar as fragmentagdes apresentadas nos espectros de massas do nerol, neral, geraniol e do geranial, percebeu-
se considerdvel semelhanca refor¢ando a similaridade estrutural, uma vez que todos sdo monoterpenos aciclicos alco6licos ou
aldeidicos. Os fons m/z 69 e m/z 84 (m/z 83 para os aldeidos) sdo resultados de uma clivagem bialilica da cadeia desses

compostos. Em particular, o ion m/z 69 sofre uma eliminagdo e perda de uma molécula de eteno, formando o ion m/z 41
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(Rodrigues e Almeida, 2018). Os monoterpenos estdo sujeitos a processos de isomerizacdo, provocado pelo aumento da
conjugacdo das ligacOes covalentes. Em seguida, é possivel ocorrer uma clivagem alilica formando ions m/z 69 e m/z 109
(Silverstein et al., 2005). Com relacéo aos extratos, aqueles obtidos por meio de infusdo, com e sem uso de sonicagdo, em sua
maioria ndo apresentaram os compostos epoxidados. Este resultado indica, possivelmente, que 0os compostos epoxidados néo
sdo representativos no metabolismo secundario do capim limdo. Por sua vez, estdo presentes nos extratos obtidos a partir da
decoccdo, com ou sem sonicacdo. A partir deste resultado, infere-se que a formacdo dos compostos epoxidados esteja mais
relacionada ao aumento do tempo de contato entre solvente aquecido e material vegetal, mediante fornecimento de energia na
forma de calor. Visto que o linalol € um monoterpeno comum no capim liméo e sua similaridade estrutural com o composto
organico epoxidado, estima-se que o linalol foi oxidado nas posi¢Ges dos carbonos olefinicos dando origem aos anéis epoxido
(Meesters et al., 2007).

3.2 Anélise do primeiro planejamento experimental
Tendo como base a matriz de ensaios (Tabela 2) e as areas absolutas dos picos nos cromatogramas (Tabela 3),

verifica-se que as folhas resfriadas ndo apresentaram nerol em seus extratos.

Tabela 2 - Matriz de ensaios para o primeiro planejamento experimental.

Ensaio Método de extragéo Tipo de folhas Periodo de extracgéo (min)
1 InfUS Fresca 5
2 In Fresca 5
3 InfUS Resfriada 5
4 In Resfriada 5
5 In/US Fresca 25
6 In Fresca 25
7 In/US Resfriada 25
8 In Resfriada 25
9 InflUS Fresca 5
10 In Fresca 5
11 InfUS Resfriada 5
12 In Resfriada 5
13 In/US Fresca 25
14 In Fresca 25
15 In/US Resfriada 25
16 In Resfriada 25

Sendo: In = método de extragdo por infusdo, sem sonicagdo. In/US: método de extracdo por infusdo, com sonicagdo. Fonte: Dados da
pesquisa (2021).
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Tabela 3 - Areas absolutas dos picos relacionados aos ensaios do primeiro planejamento experimental.

Epoxido n&o Oxido de

Ensaio Nerol Neral Geraniol Geranial . o .
identificado epoxi-linalol

1 716894 1201500 3623459 1735171
2 224761 2024913 1282715 4263783
3 172396 211420 282916
4 847438 352912 1513559
5 681805 5318526 3325583 9789237
6 1326979 3434550 6245262 4317817 531842 776005
7 2140666 715024 4053710
8 1804857 508919 3288258
9 236081 377442 1046010 548481
10 1358275 2299656 5923193 3306411
11 142347
12 849259 428554 1735057
13 187748 532322 911088 735055
14 718538 1367423 3188255 1824982 305275 321514
15 1285515 395234 2714327
16 1883523 690058 3457786

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Nos cromatogramas, observou-se que as areas dos picos correspondentes aos metabdlitos sdo menores para 0s
extratos provenientes de folhas resfriadas quando comparadas com as amostras proveniente de folhas frescas, indicando que a
extragdo foi mais eficiente para as folhas que ndo passaram pelo armazenamento a frio. Deste modo, afirma-se que chés
preparados por infusdo de folhas de capim-limdo refrigeradas por sete dias podem ndo apresentar a mesma eficiéncia
farmacoldgica do que chas preparados com folhas frescas. Tal resultado pode ser compreendido se considerar que no
refrigerador, a temperatura ndo foi suficientemente baixa para prevenir a volatilizacdo dos compostos, e/ou reacbes de
degradacdo dos metabdlitos pelas enzimas presentes nas folhas.

Os compostos epoxidados, por sua vez, foram formados apenas nos extratos obtidos com o0 método de infusdo, sem
sonicacdo, a partir de folhas frescas com periodo de extracdo de 25 min. Tal comportamento pode estar relacionado a maior
oferta de substrato nas folhas frescas e ao maior periodo disponivel para o processo oxidativo.

Feita a analise descritiva dos resultados, em seguida realizou-se o tratamento dos dados do planejamento
experimental. Entre os componentes dos extratos, observou-se um padrdo de comportamento para os monoterpenos alcodlicos
nerol e geraniol onde apenas o efeito principal do tipo de folhas foi significativo (o = 0,05) (Figura 1), sendo o valor do efeito -
3461816, t-value -3,44 e o p-value 0,009. Portanto, as areas dos picos dos monoterpenos alcodlicos aumentam

significativamente se usadas folhas frescas ao invés de folhas resfriadas.
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Figura 1 - Andlise dos efeitos padronizados dos dados do primeiro planejamento experimental.

Termo 2365
Fator Nome
A Extracao
B B Preparo
C Tempo (min)
A
AB
ABC
C
AC
BC ‘
0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 30

Efeitos Padronizados

Fonte: Software: Minitab® 19.2020.1 (64-bit).

3.3 Anélise do segundo planejamento experimental

Considerando como base a matriz de ensaios (Tabela 4) e as areas absolutas dos picos nos cromatogramas (Tabela
5), verificou-se a auséncia do nerol na maioria dos extratos, principalmente aqueles provenientes de folhas secas e obtidos por
decoccéo. A auséncia desse monoterpeno em todos os extratos de folha seca pode indicar sua volatilizagdo ou degradacéo
durante o processo de secagem. E a inexisténcia do nerol nos extratos de folha fresca obtidos via decoccdo também pode
indicar volatilizagdo ou degradacéo, j& que a decocgao é uma técnica mais severa.

Em relacdo aos compostos da classe dos epdxidos, estes foram detectados na maioria dos extratos preparados a
partir das folhas secas, mostrando que, possivelmente, o processo de secagem estimula a formagéo dos compostos oxidados ou
cria condigfes possiveis para extracdo desses compostos, como remocao da 4gua ou degradacdo de algum tecido da matriz
vegetal. Os epdxidos também sdo observados nos extratos decorrentes de decocgdo de folhas frescas. Logo, essa técnica de
extracdo aparenta ser severa o suficiente para que a extracdo de determinadas substancias possibilite sua oxidacdo gerando os
derivados epoxidos.

Em seguida, realizou-se o tratamento dos dados do planejamento experimental. Como ocorrido no primeiro
planejamento experimental, entre 0s componentes dos extratos, observou-se um padrdo de comportamento para a soma das
areas dos monoterpenos, neste caso, dos compostos epoxidados, onde os efeitos principais do método de extracdo e do periodo
de extracdo foram significativos (a = 0,05), bem como o efeito de interagdo entre ambos (Figura 2). O fator método de extracao
apresentou efeito igual a 10300034, t-value 4,42 e p-value 0,002. O fator periodo de extracdo teve efeito igual a 7287524, t-
value 3,13 e p-value 0,014. Por fim, o efeito de interacdo teve efeito igual a 6309294, t-value 2,71 e p-value 0,027. Dessa
forma, afirma-se que as areas dos picos dos monoterpenos epoxidados aumentam significativamente se o método de xtragdo

por decoccgdo ndo estiver associado ao processo de sonicagdo e se o periodo de extragdo for maior (25 min).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i11.19413
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i11.19413
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i11.19413

Research, Society and Development, v. 10, n. 11, e234101119413, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i11.19413

Tabela 4 - Matriz de ensaios para o segundo planejamento experimental.

Ensaio Método de extracéo Tipo de folhas Periodo de extracao (min)
1 In/US Fresca 5
2 Dc Fresca 5
3 In/US Seca 5
4 Dc Seca 5
5 In/US Fresca 25
6 Dc Fresca 25
7 In/US Seca 25
8 Dc Seca 25
9 InflUS Fresca 5
10 Dc Fresca 5
11 InflUS Seca 5
12 Dc Seca 5
13 In/US Fresca 25
14 Dc Fresca 25
15 In/US Seca 25
16 Dc Seca 25

Sendo: Dc = método de extracéo por decocgéo, sem sonicagdo. In/US: método de extragdo por infusdo, com sonicagdo. Fonte: Dados
da pesquisa (2021).

Tabela 5 - Areas absolutas dos picos relacionados aos ensaios do segundo planejamento experimental.

Ensaio Nerol Neral Geraniol Geranial I.EpOXI.d.O nao Ox!dg de
identificado epoxi-linalol

1 716894 1201500 3623459 1735171
2 9878017 1512971 13410881 2214962 2603393
3 2817211 4326021 407054 491897
4 879399 45437 1131910 273933 293280
5 681805 5318526 3325583 9789237
6 2565213 401612 3644353 4071405 4215813
7 6700743 497904 9623062 1016922 1335721
8 6156662 564892 8571999 9562711 10316180
9 236081 377442 1046010 548481
10 1465934 11209722 2634264 3575404
11 1800639 2968377 313282 294640
12 9392720 660974 13515842 2456484 3418113
13 187748 532322 911088 735055
14 875880 1456284 12608151 13336851
15 8463732 601829 11868500 1346986 1720166
16 18033194 1642572 22363858 7982394 9763600

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Figura 2 - Andlise dos efeitos padronizados dos dados do segundo planejamento experimental.

Termo 2306
: Fator MNome
A A Extracdo
B Preparo
C Tempo (min)
C
AC
BC i
AB i
B i
I
!
ABC ;
|
0 1 2 3 4 5

Efeitos Padronizados

Fonte: Software: Minitab® 19.2020.1 (64-bit).

3.4 Modelo de regressao

Buscou-se avaliar se o tempo de extragdo dos compostos volateis do capim-liméo, relacionado as areas absolutas,
poderiam ser ajustados por meio de modelos de regressdo. Isso, pois no estudo dos monoterpenos alcodlicos o periodo de
extracdo, até 25 min, ndo foi significativo, ao contrario dos monoterpenos epoxidados, cujo periodo foi significativo. Assim,
considerando a importancia dos compostos volateis bioativos do capim-limdo, objetivou-se avaliar o menor periodo de
extragdo maxima.

Tendo em vista a grande disponibilidade das folhas secas para o consumidor, selecionou-se esta matriz. Por sua vez, a
técnica de extragdo utilizada foi a infusdo com sonicagdo, pois foi responsavel pela extragdo majoritaria dos monoterpenos
alcodlicos e aldeidicos em detrimento dos monoterpenos peroxidados. Os resultados dos processos de extracdo e analise dos
compostos volateis estdo evidenciados na Tabela 6.

Ao avaliar os resultados, observou-se que o nerol nao foi identificado em nenhum dos extratos, possivelmente por este
metabdlito ter volatilizado ou degradado durante o processo de secagem. Do mesmo modo, o geraniol ndo foi detectado nos
extratos cuja infusdo foi promovida em 5 min. Estima-se que o processo de secagem tenha sido responsavel por dificultar a
extracdo do metabdlito no curto periodo. Em periodos mais longos, o contato entre a matriz vegetal e o solvente, em meio a
sonicacdo, foi eficaz.

Ao longo do periodo de extragdo, observou-se 0 aumento das areas dos picos dos monoterpenos ndo epoxidados,
indicando uma maior eficiéncia de extracdo para 65 min. Paralelamente, ao considerar os monoterpenos epoxidados, observa-
se que ha um aumento da extracdo entre 5 e 25 min, uma variagdo moderada entre 25 e 45 min e um aumento abrupto em 65
min. Uma hipétese para este comportamento pode ser a extracdo dos monoterpenos epoxidados, provenientes da secagem, cujo
valor méximo foi identificado entre 25 e 45 min. O posterior aumento de sua concentragdo, possivelmente se deve a novas

reacBes de oxidacao relacionadas a sua sintese ao longo da extracdo, ap6s 45 min.
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Tabela 6 - Areas absolutas dos picos dos compostos volateis de capim cidreira relacionados ao estudo de regressao.

Tempo (min) Neral Geraniol Geranial Epoxido ndo identificado  Oxido de epoxi-linalol
5 2817211 - 4326021 407054 491897
5 1800639 - 2968377 313282 294640
25 6700743 497904 9623062 1016922 1335721
25 8463732 601829 11868500 1346986 1720166
35 10902819 1253772 19150209 1042773 1532715
35 12423025 1232436 22486918 1007433 1326232

45 16092557 1574660 27043066 1226846 1797581
45 15181215 1522217 27581427 1019929 1472038
65 28535523 3635468 45134478 2884991 3983794
65 31923379 3545312 54698795 2551871 3904743

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Ao considerar a soma das &reas dos monoterpenos aldeidicos, obteve-se uma regressdo quadratica (area = 4180621
+ 263008*tempo + 13899*tempo?) de boa qualidade (R? = 0,9816). Somado a isso, 0 modelo foi adequado, pois o teste
ANOVA apresentou estatistica F elevada, igual a 186,67, com valor p = 0,000, bem como a andlise de variancia sequencial (F
= 18,84; valor p = 0,003). Ao final, os residuos se apresentaram de forma aleatoria, com distribuicdo normal, independentes e
homocedasticos, sendo apenas a variabilidade dos pontos em 65 min um pouco mais destacada (Figura 3a). Por sua vez, a
soma das areas do geraniol foi modelada com uma regressdo quadratica (area = - 16820 + 3144*tempo + 795,8*tempo?) de
6tima qualidade (R? = 0,9902). O modelo foi adequado, (ANOVA: F 355,19, valor p 0,000; variancia sequencial: F 18,84,
valor p 0,003), com residuos aleatérios, distribuidos normalmente, sendo independentes e homocedasticos (Figura 3b).
Também foi possivel aplicar a regressdo quadrética & soma das areas dos monoterpenos aldeidicos com o geraniol: &rea =
4163801 + 266151*tempo + 14695*tempo?, R? = 0,9830; ANOVA: F 202,16, valor p 0,000; variancia sequencial: F 20,75,
valor p 0,003), com residuos aleatdrios, distribuidos normalmente, sendo independentes e homocedasticos (Figura 3c).

Ao considerar os monoterpenos epoxidados, os modelos de regressdo testados ndo apresentaram todas as
caracteristicas de qualidade e ajuste atendidas, resultado possivelmente associado as peculiaridades do aumento das areas ao
longo de periodo de extracao.

De modo geral, o éxito na obtencdo dos modelos para os monoterpenos ndo epoxidados permite a previsdo de
obtencdo dos monoterpenos ao longo do periodo de estudo, dentro do contexto de analises quantitativas. A referida previsao

tem potencial de uso associada a estudos de aplicagdo fitoquimica dessas substancias, bem como da matriz vegetal.
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Figura 3 - Modelos de regressao aplicados a das areas absolutas dos picos dos monoterpenos aldeidicos, geraniol e da soma da
ambos com relagdo ao tempo. Sendo: a = monoterpenos aldeidicos, b = geraniol e ¢ = soma dos monoterpenos aldeidicos com

0 geraniol.

T » )

ita do geran

Fonte: Software: Minitab® 19.2020.1 (64-bit).

4. Concluséo

O preparo dos extratos aquosos de capim limdo, utilizando folhas frescas, refrigeradas e secas e, empregando
variacfes nas metodologias de decocgdo e maceracdo, apds microgeracao, levou a identificagdo da presenca dos monoterpenos
aciclicos alcodlicos (nerol e geraniol), aldeidicos (neral e geranial) e epoxidados (6xido de epoxi-linanol e outro ndo
identificado).

O uso de folhas resfriadas reduz a obtencdo dos monoterpenos alcodlicos e aldeidicos, que séo identificados na
literatura como bioativos. O uso de folhas frescas e secas, conduz a extratos de perfis quimicos semelhantes. Em relacdo aos
processos de extracdo, foi observado que o aumento do periodo de aquecimento durante a decocgdo resulta no acimulo de
monoterpenos epoxidados, que sdo espécies indesejadas em fitoterapicos. Tal acimulo pode ser decorrente de uma maior
extracdo ou da conversdo quimica dos monoterpenos nestas espécies oxidadas, mediante a acdo do calor. Portanto, para
obtencdo de extratos livres, deste tipo de metabdlito, a infusdo seria o processo de extragdo mais indicado.

Do ponto de vista estatistico é possivel destacar que a obtengdo do geraniol e dos monoterpenos aldeidicos pode ser
modelada via regressdo quadrética, sendo tal comportamento fundamental na previsdo dos teores dentro do periodo estudado e

em paralelo com as aplicag@es do fitoterapico em diferentes condicGes de extragao.
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