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RESUMO

Contexto: O 6leo de Melaleuca armillaris (M. armillaris) é aplicado em vérias formulacfes
farmacéuticas, proporcionando muitos beneficios nas areas de sadde e estética. E amplamente
utilizado como antibacteriano, antiflngico e cicatrizante em lesdes teciduais. Entretanto,
existem poucos estudos relacionados as caracteristicas fisico-quimicas do 6leo, o que leva a
falta de padronizacdo nos medicamentos e produtos que utilizam o mesmo como principal
matéria-prima. Objetivo: Caracterizar o 6leo essencial de M. armillaris. Métodos: A obtencéo
do 6leo foi realizada por hidrodestilacdo, utilizando arraste a vapor. Para avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de M. armillaris foram empregados os testes: densidade,
pH, rotagdo especifica, indice de refracdo, osmolaridade, viscosidade, contagem de particulas,
determinacdo de umidade e termogravimetria. Para identificar os componentes do 6leo de M.
armillaris foram realizadas as técnicas de: cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de massa (HPLC), Raman e infravermelho préximo (NIR). Foi
avaliado também os constituintes do hidrolato de M. armillaris obtido durante a
hidrodestilacdo. Resultados: O 6leo de M. armillaris apresentou densidade de 0,9146 g/mL,
pH 4,36, Rotacdo especifica 2,38, indice de refragdo 1,45958, Viscosidade de 3 centipoise,
35901 Particulas > 10um e 1743 Particulas de tamanho entre 10 e 25 um, Umidade 0,84%,
Temperatura de decomposi¢do de 115,19°C e Osmolaridade ndo foi detectada. Foram
identificados 24 compostos por CG, sendo o principal deles o 1,8 cineol, e 145 substancias
quimicas por HPLC. Na identificacdo por Raman obteve-se a transmitancia do 6leo em 785nm
e, pela técnica de NIR, apresentou maior absorbancia em 2350nm. No hidrolato de M.
armillaris, foram detectados, por HPLC, 23 constituintes. Concluséo: O éleo de M. armillaris
foi caracterizado através de analises fisico-quimicas, permitindo assim futuros estudos com o0s
compostos encontrados e aumentando a possibilidade de aplicacdo em formulacdes

farmacéuticas.

Palavras-chave: Melaleuca. Oleos Essenciais. Analise Fisico-Quimica. Caracterizacao.



ABSTRACT

Context: Melaleuca armillaris oil (M. armillaris) is applied in several pharmaceutical
formulations, providing many benefits for the areas of health and aesthetics. It is widely used
as an antibacterial, antifungal and healing agent in tissue lesions, however, there are few studies
related to the physical-chemical characteristics of the oil, which leads to a lack of
standardization in medicines and products that use it as the main raw material. Objective: To
characterize M. armillaris oil. Methods: The oil was obtained by hydrodistillation, using steam
drag. The following tests were used to evaluate the physicochemical characteristics of M.
armillaris oil: density, pH, specific rotation, refractive index, osmolarity, viscosity, particle
count, assay water and thermogravimetry. To identify the components of M. armillaris oil, the
following techniques were used: gas chromatography (GC), high performance liquid
chromatography with mass detector (HPLC), Raman and near infrared (NIR). The constituents
of the M. armillaris hydrolate obtained during hydrodistillation were also evaluated. Results:
The M. armillaris oil presented density 0.9146 g/mL, pH 4.36, Specific rotation 2.38, Refractive
index 1.45958, Viscosity 3 centipoise; 35901 particles > 10um and 1743 particles between 10
e 25um, Humidity: 0.84%, Decomposition temperature 115.19° C, and Osmolarity was not
detected. Were identified 24 compounds by CG, being the main one the 1,8 cineol, and 145
chemical substances by HPLC. In Raman identification, the transmittance of the oil was
obtained at 785nm and showed the highest absorption at 2350nm by NIR technique. In the M.
armillaris hydrolate, 23 constituents were detected by HPLC.Conclusion: M. armillaris oil was
characterized through physical-chemical analysis, thus allowing future studies with the

compounds found, and increasing the possibility of application in pharmaceutical formulations.

Keywords: Melaleuca. Essencial oil. Chemical Physical Analysis.Characterization.



1. CONTEXTO

Os 0leos essenciais ou 6leos volateis, como sdo conhecidos, sdo misturas de
substancias lipofilicas, produzidas por plantas arométicas como parte de seu
metabolismo. As caracteristicas dos 6leos tornam possivel que 0os mesmos atuem como
agentes de defesa contra insetos, atrativos de polinirizadores e antimicrobianos em
relacdo a algumas bactérias e fungos. O 6leo é produzido em estruturas de secregdo como
tricomas glandulares, podendo ser armazenado em varios 6rgaos da planta, como raizes,
rizomas, folhas, frutos e sementes. Tem solubilidade limitada em agua, porém sao
facilmente dissolvidos em éter. Sao liquidos em temperatura ambiente, menos densos que
a agua e apresentam baixa estabilidade na presenca de calor, luz e umidade (FURTADO
etal., 2017).

O crescente interesse em relacdo aos Oleos essenciais deriva de sua
capacidade bioldgica, que incluem efeitos antibacterianos e antioxidantes, dentre outras
propriedades (ELMI et al., 2019). Por sua forte fragrancia, os 6leos essenciais sdo muito
utilizados na industria como matéria-prima para a fabricacdo de medicamentos
(FURTADO et al., 2017).

Existem inameros conglomerados internacionais que negociam o0leos
essenciais, sendo 0s mais importantes empregados como matéria-prima para
medicamentos, aromas e fragrancia, cosméticos e esséncia para alimentos (B1ZZO et al.,
2009).

Os Oleos essenciais sdo utilizados com diversas finalidades, como por
exemplo, o Oleo extraido da copaibeira (Copaifera langsdorffii), que tem indicacdo da
medicina tradicional para inimeras finalidades, das mais diferentes naturezas, e tem sido
alvo de estudos, visando novas terapias (PIERI et al., 2009)

Do 6leo das sementes do cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), extrai-se o
acido eugénico, que é incolor e de sabor picante. Apresenta efeito anti-inflamatorio e
cicatrizante, utilizados no tratamento de nduseas, flatuléncias, indigestdo e diarreia
(SILVESTRI et al., 2010).

A Melaleuca armillaris (M. armillaris) pertence a familia Myrtaceae, é nativa
da Australia e llhas do Oceano Indico, com floragdo principalmente em areas pantanosas
proximas aos rios. O principal produto da M. armillaris é o 6leo essencial tea tree oil
(TTO), o qual possui acdo antimicrobiana e antifingica contra diversos patdgenos
humanos (BULDAIN et al., 2018 ; FARAG et al., 2004), sendo utilizado em formulagdes



topicas (KONG et al., 2019) e com acdo antioxidante (FARAG et al., 2004; CHABIR et
al., 2011; RIZK et al., 2012). O TTO pode ser obtido a partir da hidrodestilacdo de ramos
terminais e folhas e sua composicdo quimica varia com o método de extracdo e com a
regido de cultivo. Dentre os componentes do 6leo essencial da espécie, o 1,8 cineol
(eucaliptol) é o principal (aproximadamente 30% da composi¢do), seguido pelo terpinen-
4-ol (aproximadamente 19%). Estes dois terpenos sdo considerados como 0s responsaveis
pelas propriedades terapéuticas do 6leo essencial da M. armillaris. (RI1ZK et al., 2012;
FARAG et al., 2004; BULDAIN et al., 2018). Entre as varias propriedades do TTO,
destacam-se sua acdo bactericida, cicatrizante, expectorante, fungicida, anti-infecciosa,
balsdmica, anti-inflamatéria, antisséptica, antiviral, inseticida, imunoestimulante, e acbes
parasiticidas, antiacne e para tratamento de onicomicose (PAULIELLO et al.,2019).

Na Austrélia, estdo os principais produtores do 6leo essencial da planta, os
quais sdo o0s principais responsaveis pela dominacédo das técnicas de cultivo. O mercado
consumidor desse Oleo esta nas industrias farmacéuticas, de cosméticos e de limpeza,
sendo os principais centros consumidores a América do Norte e a Europa (CASTRO et
al., 2005).

O dleo essencial obtido da M. armillaris tem propriedades que favorecem a
penetracdo em tecidos, porém pode sofrer alteracdes de acordo com a umidade, exposi¢do
ao calor e presenca de luz (OLIVEIRA et al., 2011).

Outras espécias de Melaleuca incluem a Melaleuca leucadendra oriunda da
Australia, conhecida pela producdo de 6leos essenciais com aroma forte, em que é
identificado um quimiotipo com predominancia do composto (E)-nerolidol para os 6leos
de folhas, caule, flores e frutos, de importancia no controle de pragas (SILVA et al.,
2020).

A Melaleuca alternifolia € nativa da Australia, e o principal produto é o 6leo
essencial TTO considerado uma alternativa promissora no tratamento de estomatites
causadas por proteses, problema recorrente em idosos (OLIVEIRA et al., 2018; FELIPE
et al., 2018). Na segunda Guerra Mundial, os combatentes australianos utilizavam o 6leo
de Melaleuca alternifolia de forma topica, no tratamento de feridas (OLIVEIRA et al.,
2011). Essa espécie é estudada também devido seu efeito antimicrobiano contra
patogenos orais, auxiliando na inibicdo e acdo bactericida (GRAZIANO et al., 2016).

Mediante a grande importancia ecoldgica dos 6leos volateis para as plantas que
os produzem e a aplicacdo clinica dos mesmos, ha interesse da comunidade cientifica em
investigar as caracteristicas dos 6leos essenciais e de seus constituintes quimicos, mesmo
com a eficacia comprovada (FURTADO et al., 2017).



As técnicas de amostragem disponiveis hoje tém possibilitado a extracdo de
Oleo volatil a partir de quantidades cada vez menores de material vegetal. Por outro lado,
apesar das varias atividades bioldgicas in vitro de 6leos volateis e de seus constituintes
quimicos na literatura, 0 nimero de estudos in vivo, sobretudo em humanos, ainda é muito
pequeno (FURTADO et al., 2017).

Produtos de origem sintética sdo a maioria nas industrias farmacéuticas,
porém atualmente a producdo de medicamentos e produtos fitoterapicos estd em ascensdo
(PAINE e ROE, 2018). Na induastria farmacéutica de medicamentos fitoterapicos, 0s
principios ativos de origem vegetal constituem o principal grupo de matéria-prima, e,
portanto deve-se concentrar toda a atencdo possivel, sendo que a padronizacdo botanica,
qualidade quimica dos vegetais, verificacdo da pureza e técnica de extracdo adequada dos
seus principios ativos, sdo fatores imprescindiveis para a producdo racional destes
fitoterapicos (NUNES et al., 2005).

Um dos métodos de extracdo mais utilizados para a obtencéo de oleos volateis
em escala industrial é a destilacdo por arraste a vapor. Neste procedimento, o vapor de
agua produzido por um aquecedor separado do destilador é conduzido atraves de um tubo
até encontrar o material vegetal e, devido a alta pressdo e temperatura, o tempo de
extracdo € menor. A mistura condensada de agua e 6leo é coletada em um frasco de vidro
e devido a imiscibilidade podem ser facilmente coletados (FURTADO et al., 2017).

A caracterizacdo de matéria-prima vegetal é realizada pela correta
qualificacdo do vegetal. Esse objetivo € alcancado através de adequado protocolo de
coleta, de uma correta classificacdo farmacobotanica e, posteriormente, da determinagéo
de outros parametros, como teor de metabdlitos, residuos e perfil qualitativo-
cromatografico (NUNES et al., 2005).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2019),
o profissional envolvido no desenvolvimento farmacotécnico deve conhecer amplamente
as caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas da mateéria-
prima, selecionando os adjuvantes farmacotécnicos (excipientes) mais adequados, além
de operacdes unitarias apropriadas para a fabricacéo.

Técnicas fisico-quimicas e de identificacdo sdo vastamente utilizadas para
caracterizacdo de matérias primas vegetais. Dentre elas, destaca-se a densidade,
conceituada como a razdo da massa de um corpo e de outro corpo definido como padréo,
que, na maioria das vezes, é a agua destilada (OLIVEIRA et al., 2013).

O potencial hidrogeniénico (pH) é definido como concentracdo de ions

hidrogénio verificando a acidez presente em uma solucdo (MONTEIRO et al., 2012).



A rotacdo especifica ou polarimetria € uma técnica conveniente para
diferenciar entre si isbmeros opticamente ativos a partir da medida de rotagdo Optica de
uma substéncia. Trata-se de um critério importante de identidade e pureza enantiomérica,
podendo ser empregada para fins quantitativos (BRASIL, 2019).

O indice de refracdo de uma substancia é a relacdo da velocidade da luz no ar
e a velocidade da luz na substancia. E valioso na identificagdo de substancias e na
deteccdo de impurezas. O indice de refracio é empregado para caracterizar
principalmente gorduras, 6leos graxos, ceras, agUcares e solventes organicos, bem como
alguns farmacos. E utilizado para determinar a pureza de 6leos volateis (BRASIL, 2019).

O teste de osmolalidade tem por finalidade a verificagdo da pressao osmotica
que o 6leo exerce sobre uma membrana, ¢ uma forma pratica que da uma medida total da
contribuicéo de varios solutos numa solugéo pela pressdo osmética da solucéo, utilizando
0 equipamento osmometro (BRASIL, 2019).

Viscosidade é a expressdo da resisténcia de liquidos ao escoamento, ou seja,
reflete o deslocamento de parte de suas moleculas sobre moléculas vizinhas. A
viscosidade dos liquidos vem do atrito interno, ou seja, das forcas de coesdo entre as
moleculas relativamente juntas. Com o aumento da temperatura, aumenta a energia
cinética média das moléculas, reduz o intervalo de tempo que as moléculas passam umas
junto das outras, menos efetivas se tornam as forgas intermoleculares e menor viscosidade
(UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).

O material particulado consiste em particulas moveis ndo dissolvidas, além
de bolhas de gas, presentes involuntariamente, e se encaixa em duas categorias gerais de
fontes: extrinseco e intrinseco. O material extrinseco € aditivo, estranho e imutavel, e ndo
faz parte da formulacdo, geralmente ndo mudam ao longo da vida do produto. (UNITED
STATES PHARMACORPEIA, 2019).

Para a determinacdo de agua em drogas vegetais sdo empregados trés
métodos: método gravimétrico (dessecacdo); método azeotrdpico (destilacdo com
tolueno) e método volumétrico (Karl Fisher) (BRASIL, 2019). Muitas matérias primas
contém agua na forma adsorvida. Como caracteristica, a determinacdo do teor de agua é
importante para estabelecer parametros de qualidade (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2019).

A analise térmica é um conjunto de técnicas que possibilitam medir as
propriedades fisico-quimicas de uma substancia em funcéo da temperatura, por exemplo,
se h& decomposicdo de componentes. As técnicas mais comumente utilizadas séo as que

medem as varia¢des de energia ou de massa de uma substancia. O aparelho pode ser
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associado a um sistema que possibilita detectar e analisar os produtos volateis (BRASIL,
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019).

Na analise termogravimétrica, a massa de uma amostra em uma atmosfera
controlada é registrada continuamente, em funcdo do tempo. A temperatura da amostra é
elevada linearmente com o tempo e gera um gréafico chamado de curva de decomposicao.
Os fornos de equipamentos de termogravimetria (thermogravimetric analysis, TGA)
podem variar desde a temperatura ambiente até 1000°C, embora alguns possam ser
utilizados em temperaturas até 1600°C permitindo, assim, avaliar as propriedades
térmicas da amostra e sua estabilidade (HOLLER et al., 2009). Uma das principais
aplicacdes da técnica é caracterizar matéria prima. (DECURSIO et al., 2018).

As técnicas de separacdo cromatografica sdo métodos em estagios multiplos,
nos quais 0s componentes de uma amostra s@o distribuidos entre duas fases, sendo uma
denominada de estacionaria e outra denominada de movel. A fase estacionaria pode ser
empacotada em uma coluna, espalhada em uma camada ou distribuida como um filme. A
fase mdvel pode ser um géas, um liquido ou um fluido supercritico. A separacao baseia-se
na adsorc¢éo, distribuicdo em massa (parti¢do) ou troca idnica, além de estar relacionada
com as diferencas entre as propriedades fisico-quimicas da molécula e dos constituintes
da fase estacionaria, como tamanho, massa e volume (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2019).

Raman é uma técnica espectroscopica vibracional e, portanto, esta
relacionada a espectroscopia de infravermelho (IR). Um espectro Raman é gerado pela
excitacdo da amostra através de uma fonte monocromatica, normalmente um laser. A
espectroscopia Raman € vantajosa, pois medicOes rapidas e precisas geralmente podem
ser feitas sem destruir a amostra e com preparacdo minima ou inexistente (UNITED
STATES PHARMACORPEIA, 2019).

Um espectro de Raman raramente é suficiente para a identificacdo de um
composto organico. Contudo, em conjunto com a espectrometria de massas e outras
técnicas de identificacdo, torna-se uma ferramenta poderosa para caracterizacdo de
compostos puros. Os epectros sdo adquiridos, irradiando-se a amotra com uma fonte de
laser monocromatica visivel ou equivalente ao IR proximo (ARVID et al., 2009). As
medi¢bes qualitativas de Raman fornecem informacdes espectrais sobre a estrutura
molecular da amostra. Como o espectro Raman é especifico para um determinado
composto, as medicdes qualitativas podem ser usadas como um teste de identificacéo
(UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).



O infravermelho proximo (Near Infrared, NIR) identifica uma amostra
através de bandas. A faixa de leitura abrange o comprimento de onda curto que se estende
de aproximadamente 780 a 1100 nm e comprimentos de onda mais longos, entre 1100 e
2500 nm. As aplicacdes da andlise qualitativa incluem a identificacdo de matéria-prima,
amostra em processo ou produto acabado. Geralmente, a técnica envolve a comparacao
de um espectro NIR de uma amostra com espectro de referéncia (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2019).

O oleo de M. armillaris, apesar de sua eficacia comprovada, ndo possui todas
as suas caracteristicas fisico-quimicas elucidadas e, consequentemente, ainda ndo foi
caracterizado para tal aplicacdo. Dessa maneira, faz-se necessario um estudo realize estes
testes e, assim, atenda as necessidades do mercado interno e externo de matéria-prima

vegetal.



2. OBJETIVO

Caracterizar e identificar de componentes do Oleo essencial de Melaleuca
armillaris.



3. METODOS

3.1 Locais de realizacdo do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Boténica da Universidade do Vale
do Sapucai (UNIVAS), no Laboratério de Controle de Qualidade Fisico-Quimico da
empresa Unido Quimica Farmacéutica Nacional, ambos localizados no municipio de
Pouso Alegre-MG. Além disso, foram utilizados os laboratérios das empresas Agilent
Technolog, Metrohm, Partitec, Mettler Toledo e Waters Corporation, situadas na cidade
de Séo Paulo-SP.

3.2 Extracéo do 6leo e do hidrolato de Melaleuca armillaris

A extracao do oleo e do hidrolato de M. armillaris foi realizada por destilagéo,
utilizando autoclave 2540 Greco e condensador, disponiveis no laboratério de botanica
da UNIVAS.

Foram utilizados 5kg de folha seca de M. armillaris (Figura 1) para obtencéo
de 150 mL de 0leo essencial. A autoclave, apés atingir temperatura adequada, arrastou o
vapor e 0leo até o condensador (Figura 2), onde o mesmo foi circundado por uma lamina
de agua, que fez os compostos sairem do estado gasoso e migrarem para o estado liquido.
Os liquidos que nédo sd@o soluveis entre si formam duas fases e 0 06leo, por apresentar

densidade menor, fica na parte superior (Figura 3).

Figura 1. Folhas secas de Melaleuca armillaris para extracdo do 6leo (Laboratorio de
Botanica — UNIVAS).



Figura 2. Condensador para separacao por hidrodestilagdo de compostos volateis do dleo
de Melaleuca armillaris (Laboratério de Botanica — UNIVAS).

Figura 3. Separacdo das fases oleosa e aquosa do Gleo de Melaleuca armillaris
(Laboratorio de Botanica — UNIVAS).

3.3 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de Melaleuca armillaris.

Para caracterizar o 6leo de M. armillaris foram realizados os testes fisico-
quimicos de densidade, pH, rotacdo especifica, indice de refracdo, osmolaridade,
viscosidade, contagem de particulas, determinacdo de teor agua (umidade),
termogravimetria e identificacio dos componentes do Oleo de M. armillaris por
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), Raman e
NIRS. Esses testes sdo vastamente utilizados para matérias primas vegetais (BRASIL.

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2019).

3.3.1 Densidade
O densimetro é um equipamento que fornece a densidade de liquidos sem a

necessidade de balanca, utilizando o principio de Arquimedes, que baseia-se na
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flutuabilidade. A calibracdo do equipamento é realizada a uma temperatura de referéncia
e para confiabilidade do teste o equipamento deve estar devidamente limpo e seco. O
instrumento € indicado para a determinacdo de densidades em liquidos puros ou de
solugdes de determinado soluto, sendo de extrema importancia para a caracterizagao de
materiais (OLIVEIRA et al., 2013).

O Densimetro 30 PX® (Mettler Toledo, Brasil) (Figura 4), utilizado no
presente trabalho, € um instrumento de medicdo portatil adequado para determinacgéo da
densidade de liquidos utilizando o método do corpo oscilante. Os resultados sdo
calculados e exibidos automaticamente juntamente com a identificacdo da amostra,
temperatura, coeficiente de temperatura, data, hora e identificacdo do instrumento,
podendo ser via interface infravermelha integrada, ser transferido para o computador ou
uma impressora.

Antes de realizar o teste, foi avaliada a descricdo do 6leo que, segundo Brasil,
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2019), deve ser um liquido incolor a amarelo
palido. Devido ao carater oleoso da amostra, o instrumento foi ambientado com alcool
isopropilico para evitar possivel interferéncia da agua residual utilizada para limpar o
equipamento, e desta forma eliminar erros nos resultados, ressaltando a importancia da
rinsagem do equipamento com 0Oleo a ser analisado. A leitura da amostra foi realizada no
Laboratdrio de Controle de Qualidade Fisico-Quimico da Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A.

Figura 4. Equipamento Densimetro 30 PX® (Mettler Toledo, Brasil) aspirando amostra
(Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A- Unidade de Pouso Alegre).
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3.3.2 Anélise de pH

Para avaliacdo do pH do 6leo de M. armillaris, foi utilizado o equipamento
pHmetro modelo 913 (Metrohm, Estados Unidos) (Figura 5). Uma aliquota da amostra
de aproximadamente 20mL foi introduzida em um béquer de 50mL. Em seguida, 0
eletrodo que estava submerso em uma solugdo de cloreto de potéssio (KCI) 3 molar (M),
foi lavado com &gua ultrapurificada e o orificio superior foi aberto para equilibrar a
pressdo no interior do eletrodo e permitir a leitura. Posteriormente, o bulbo do eletrodo
foi imerso na amostra e a medida de pH realizada. Para dar confiabilidade ao teste, o
equipamento foi calibrado com tampdes de pH 4, 7 e 9 e os resultados obtidos para pH
assimétrico e slope, que sdo parametros utilizados para medir sensibilidade e eficiéncia
do eletrodo.

Figura 5. pHmetro modelo 913 (Metrohm, Estados Unidos) (Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A- Unidade de Pouso Alegre).

3.3.3 Rotacéo especifica

O teste de rotacdo especifica, ou rotacdo Optica, foi realizado como
complemento para identificacdo de componentes do 6leo de M. armillaris e através dele
foi determinado desvio angular fornecido pela amostra, sendo o equipamento utilizado
para a execucédo do teste um polarimetro ADP220 Alemmar® (Bellingham & Stanley,
Estados Unidos) (Figura 6).

A leitura foi realizada de forma direta, sem nenhum preparo da amostra, e 0
teste executado no Laboratério de Controle de Qualidade Fisico Quimico da Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A em equipamento devidamente calibrado. A
temperatura da amostra foi mensurada, pois a mesma deve ser realizada a 20°C.

Antes do inicio do teste, foi realizado um ‘“‘autozero” no equipamento

utilizando ar e posteriormente a amostra foi inserida dentro do tubo de vidro, préprio do
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equipamento, e colocada na cdmara de leitura (Figura 7). O display do equipamento,
apos alguns segundos, forneceu o valor do angulo de rotacdo, permitindo medir o valor
da luz polarizada. A rotag&o especifica é calculada levando em consideracéo a umidade
da matéria prima (BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019).

Figura 6. Polarimetro ADP220 Alemmar® (Bellingham & Stanley, Estados Unidos)
(Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A- Unidade de Pouso Alegre).

Figura 7. Compartimento de amostra do polarimetro ADP220 Alemmar® (Bellingham &
Stanley, Estados Unidos) (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A- Unidade de Pouso
Alegre).

3.3.4 indice de refracgdo

Para atingir a precisdo teorica de 0,0001, erro maximo permitido entre o valor
tedrico e o valor obtido, é necessario calibrar o instrumento contra um padrdo fornecido
pelo fabricante e verificar frequentemente o controle de temperatura e o instrumento,

determinando o indice de refracdo de agua destilada, que é 1,3330 em 20°C, 1,3325 aos
12



25°C; embora a temperatura padrdo para medidas farmacopéica seja 25°C, muitas das
especificacdes de indice de refracdo nas monografias individuais pedem a determinacao
do valor em 20°C. A temperatura deve ser cuidadosamente ajustada e mantida, uma vez
que o indice de refracdo varia significativamente com a temperatura (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2019).

O teste foi realizado no Laboratério de Controle de Qualidade Fisico Quimico
da Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A e, antes da realizacdo da andlise, o
refratdmetro digital automéatico ATAGO RX 5000 ALPHA (Cetec, Brasil) passou por
uma verificacdo utilizando agua a 25°C (Figura 8).

Apos preenchimento de todo o orificio e ajuste da temperatura no display,

realizou-se a verificagéo e posteriormente a leitura da amostra (Figura 9).

Figura 6. Refratbmetro digital automatico ATAGO RX 5000 ALPHA (Cetec, Brasil)
(Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A- Unidade de Pouso Alegre).
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REFRACTIVE INDEX

nb 1.33250

PRESENT 24.98TC FIX 25.007TC

TARGET 25.00TC OPERATION READY

Figura 7. Display do equipamento refratdbmetro digital automatico ATAGO RX 5000
ALPHA (Cetec, Brasil) com as informac6es da calibragdo realizada com &gua (Unido
Quimica Farmacéutica Nacional - Unidade de Pouso Alegre).
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3.3.5 Osmolaridade
O equipamento para avaliacdo de osmolaridade consiste de um contéiner

refrigerado para a medida, sistema de medi¢cdo de temperatura munido de um
termosensor (termopar) e dispositivo de medicdo de diferentes potenciais que sé&o
convertidos em medidas de osmolaridade (BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, 2019).

O osmometro utilizado foi o Vapro modelo 5520 (Wescor, Estados Unidos),
que foi calibrado com padrédo de 290mmol/kg, 100mmol/kg e 1000mmol/kg, para
assegurar precisao do resultado (Figura 10). A limpeza do termopar do equipamento foi
realizada com agua e posteriormente com uma solugdo de hidréxido de aménio 10M.
Para realizar a leitura do 6leo de M. armillaris empregou-se uma pipeta de Pausteur
com capacidade para aspirar 10ul, volume este dispensado no orificio metalico do
equipamento. Apoés insercdo da amostra, a membrana de papel foi recolhida pelo

equipamento para leitura no termopar.

Figura 8. Osmbmetro Vapro modelo 5520 (Wescor, Estados Unidos) (Unido Quimica

Farmacéutica Nacional S/A-Unidade de Pouso Alegre).

3.3.6 Viscosidade

O teste de viscosidade foi realizado no Laboratério de Controle de Qualidade

Fisico Quimico da Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A. O equipamento utilizado
foi viscosimetro BROOKFIELD modelo LVDV (Braskq, Brasil), que através de um
display permite que seja ajustada a rotagdo por minuto e tipo de acessorio rotacional
utilizado para determinacéo (Spindle). O equipamento foi ajustado para uma velocidade
14



de 10 rotacOes por minuto (RPM), e posteriormente foi realizado auto ajuste para
certificar que ndo haveria nenhum tipo de interferéncia, em seguida foi selecionado o
spindle nimero 34 (Figura 11). A unidade dindmica analoga do Sistema Internacional de
Unidades (SI) para viscosidade é o centipoise (BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, 2019).

Figura 9. Acessorio Spindle 34 utilizado no viscosimetro BROOKFIELD modelo LVDV
(BraskEq, Brasil) (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A - Unidade de Pouso
Alegre).

3.3.7 Contagem de particulas

Foi utilizado um contador de particulas com funcionamento baseado no
principio de bloqueio de luz, que possibilita determinacdo do tamanho das particulas e
seu numero conforme suas dimensdes-

O contador HIAC, modelo 8000A (fabricante Hach, Brasil) realiza a leitura
com auxilio de um amostrador acoplado, sugando 5 ml por 3 vezes, descartando a
primeira leitura e realizando os calculos com as outras duas (Figura 12).

Dos canais de leitura, um canal fornece resultados para particulas menores
gue 10um e outras particulas maiores que 25um. Foram utilizadas membranas Millex de
caracteristica lipofilica com tamanho de 0,22 e 0,45um, que eram substituidas a cada 5mL

de 6leo filtrado.
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Figura 10. Contador de particulas HIAC, modelo 8000A (fabricante Hach, Brasil) (Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A- Unidade de  Pouso Alegre).

Devido ao alto numero de particulas encontradas no oleo foi realizada a
filtracdo, pois o material particulado pode ter indicio de contaminacdo oriundo do
processo de extracdo, manipulacdo apos a coleta ou poluicdo. O 6leo foi filtrado com
membranas filtrantes de 0,22 pm e 0,45um (marca Millipore®, Brasil) (Figura 13 e 14) e
direcionado a um equipamento (empresa Partitec) com 16 canais de deteccdo de particulas
(Figura 15).

Figura 11. Filtracdo do Oleo de Melaleuca armjllaris com membrana lipofilica
(Millipore®, Brasil) (Laboratério de botanica - UNIVAS).
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Figura 14. Amostras do 6leo de Melaleuca armillaris apds filtracdo (Laboratério de
botanica- UNIVAS).

Figura 15. Equipamento Klotz (Laborat6rio da empresa Partitec).

3.3.8 Determinacao de Umidade

A analise de Umidade foi realizada no laboratério da empresa Metrohm
utilizando o equipamento Karl Fischer 915 KF Ti-Touch® (fabricante Metrohm, Suica).
Antes de iniciar a realizacdo da andlise, o equipamento foi condicionado com solucdo de
Karl Fischer para equilibrio e eliminacéo de agua.

A analise foi realizada em duplicata para minimizar risco de possiveis erros
analiticos. A guantidade pesada para a primeira amostra foi 1,3831 gramas e para a
segunda amostra foi 1,3743 gramas. No momento em que a titulagdo comegou um grafico
de volume por tempo foi fornecido pelo software acoplado no equipamento e apos alguns
minutos ocorreu formacgéo da inflexacdo da curva e volume constante, desta forma os

resultados foram exibidos pelo programa.
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3.3.9 Andlise termogravimétrica

A anélise foi realizada no laboratério da empresa Mettler Toledo, 0 modelo
do equipamento utilizado foi 0 TGA, DSC® (fabricante Mettler Toledo, Estados Unidos)
(Figura 16). A amostra foi depositada em uma pequena panela feita de platina e a
temperatura do equipamento foi programada. Posteriormente, 80,3182 mg da amostra foi
inserida no equipamento e 0 mesmo foi programado com uma variagao de temperatura de

30°C até 600°C com taxa de aquecimento de 10°C por minuto.

Figura 16. Equipamento TGA, DSC® (Mettler Toledo, Estados Unidos), utilizado para o
teste de termogravimetria.

3.3.10 Identificacdo de componentes do dleo e Hidrolato de Melaleuca armillaris por
Cromatografia

Diversas técnicas sdo utilizadas para a separacdo e identificacdo dos
constituintes dos 6leos. No presente estudo foram utilizadas cromatografia liquida de alta
eficiéncia e cromatografia gasosa, sendo que a escolha é dependente da complexidade e
quantidade de amostras do 6leo a ser analisado. Para 6leos pouco complexos utiliza se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, e para a separacao dos 6leos volateis a técnica

mais utilizada é a cromatografia gasosa (FURTADO et al, 2017).

3.3.10.1 Cromatografia gasosa

No presente estudo foi elaborado um novo método de identificacdo do 6leo
de M. armillaris por cromatografia gasosa. Foi utilizado como método comparativo o

desenvolvido no estudo de Falci et al., 2015.
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Foi desenvolvido um método que apresentou perfil cromatogréfico
semelhante ao demostrado na literatura, porém com tempo e risco de contaminacéo
reduzidos, denominado Carrier over, utilizando Flame ionizition detector, ja que o
método comparativo utilizou detector seletivo de massas.

A identificagdo dos compostos do Oleo foi realizada no laboratério da
empresa Agilent Technology através de método desenvolvido sem utilizacdo de
headspace, utilizando amostrador modelo 7693, Agilent® (Estados Unidos) (Figuras 17-
22). O solvente utilizado para a extracdo dos componentes do 6leo foi o diclorometano
marca: Merck/ lote: K51006944911, sendo indispensavel a utilizacdo de vials de 2mls de
vidro sem cortes no septo para que o solvente e os analitos ndo sofressem perdas
significativas de componentes. As condi¢des cromatogréaficas para o novo método estéo

descritas no Quadro 1.

Figura 17. Cromatégrafo Gasoso modelo 7890B Agilent® (Estados Unidos) (Laboratorio
cientifico Agilent Technology).

Figura 18. Amostrador para cromatografia gasosa modelo 7693 Agilent®, Estados Unidos
(Laboratério cientifico Agilent Technology).
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Figura 19. Amostrador para cromatografia gasosa modelo G4513, Agilent®, Estados
Unidos (Laboratdrio cientifico Agilent Technology).

Figura 20. Rack de vials do amostrador G4513, Agilent®, Estados Unidos (Laboratorio
cientifico Agilent Technology).

Figura 21. Linha de gases: Hidrogénio, Nitrogénio, Hélio e Ar sintético para
cromatografia gasosa (Laboratdrio cientifico Agilent Technology).
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Figura 22. Coluna cromatografica Agilent ligada no forno do equipamento de
cromatografia gasosa (Laboratdrio cientifico Agilent Technology).

Quadro 1: Parametros da Cromatografia Gasosa para analise do 6leo de Melaleuca
armillaris

Volume de ar amostrado: 0,2uL

Coluna: DB 5 - 30m x 320um x 0,25um

Gas Carreador: HE (Pureza:99,9999):

Injetor: 260C,

Forno: Omin >200°C (7,5°C/min); 250°C (0 min) >250°C (15°C/min); (O min)

Tempo de corrida: 26 min

Detector: Detector de chama

Temperatura de aquecimento do vial: 80 °C

Tempo de aguecimento do vial: 1 minuto
Modo: Divisdo (Split)

Razao da Divisao: 5:1

Profundidade da agulha no frasco: 15mm

Amostra: A amostra foi dissolvida em diclorometano 1:1

3.3.10.2 Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (High performance liquid
chromatography, HPLC)

Para realizar a identificacdo dos compostos do 6leo e do hidrolato de M.
armillaris, foi utilizada cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas.
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Comparou-se o cromatograma obtido com uma biblioteca de 6000 compostos do proprio
equipamento, auxiliando assim a identificacdo de outras substancias.

A andlise de cromatografia liquida foi realizada no laboratério de aplicagdo
da empresa Waters Corporation. O equipamento utilizado foi o ACQUITY H-class
UPLC, XEVO® (Fabricante Waters, Estados Unidos) (Figura 23). As condicdes

cromatogréaficas foram elaboradas nesse estudo e estdo descritas nos Quadros 2-4.

Figura 23. Cromatdgrafo liquido com espectrometro de massas AcquityH G2 XS qtof ©

Quadro 2. Parametros da Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia para analise do 6leo
de Melaleuca armillaris

Coluna Acquity HCLASS UPLC HSS T3 2.1 X100MM,
1.8um

Temperatura da coluna 40°C

Volume de injecao 0,3-1,0 uL

Fase movel A AGUA + 0,1% de Acido férmico V / V

Fase movel B METANOL + 0,1% de Acido formico V / V

Purga da agulha AGUA + 0,1% de Acido férmico V / V

Lavagem da agulha ACETONITRILA + 0,1% de Acido formico V / V

Lavagem do selo AGUA, METANOL 80: 20V /V

Fluxo 0,5 Gradiente
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Quadro 3. Pardmetros de gradiente utilizando cromatografo liquido para analise do dleo
de Melaleuca armillaris.

Tempo (minutos) Fluxo (ml/min) Canal A Canal B
Inicial 0,5 99,0 1

7,5 0,5 99,0 1

8,0 0,5 1,0 99,0
8,1 0,5 1,0 99,0
10,0 0,5 99,0 1

Quadro 4. Parametros da corrida utilizando detector de massas para analise do 6leo de
Melaleuca armillaris.

Detector utilizado Espectrometro de massas Leu- Enk
(M+H), M/Z 556.2771

Lockmass Olsacadal5s

Software MassLynx 4.1 Unifi 1.8

Modo de detecgdo Detector de ionizagédo

Tempo de Varredura 0,2 s/spectro

A andlise de cromatografia liquida utilizando detector de espectrometro de
massas foi realizada utilizando o software Mass lynx 4.1 UNIFI 1.8. As amostras foram
injetadas sem a utilizacdo de diluente e a fase movel utilizada foi agua e acido fosforico,
o referido reagente tem a capacidade de separar os ions. As identificacbes foram
realizadas através de um espectrémetro de massas que converte a molécula em ions que

sdo separados no espectrémetro de acordo com a razdo massa sobre carga.

3.3.11 Identificacdo de componentes do 6leo de Melaleuca armillaris por Raman

O teste foi realizado no laboratério da empresa Metrohm. O equipamento
utilizado foi o Raman, modelo Mira M3 (fabricante Metrohm, Estados Unidos) (Figura
24). A amostra foi introduzida em um vial proprio para o equipamento e posteriormente

colocada em um compartimento para a leitura.
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Figura 24. Raman, modelo Mira M3 (fabricante Metrohm, Estados Unidos)

3.3.12 Identificacdo de componentes do 6leo de Melaleuca armillaris por NIR

O teste foi realizado no laboratorio da empresa Metrohm utilizando equipamento
de espectroscopia de infravermelho proximo Modelo NIRS XDS® (fabricante Metrohm,
Estados Unidos) (Figura 25). Foi introduzida na probe do laser uma ponteira prépria para
a leitura de amostras liquidas utilizando um anel de acordo com a viscosidade do 0Oleo e

posteriormente realizou-se leitura espectral do 6leo da M. armillaris.

NIRS !Il!_‘s__lj_a-pidquuid Analyrae

- _—

Figura 25. Equipamento de espectroscopia de infravermelho proximo Modelo NIRS
XDS® (fabricante Metrohm, Estados Unidos)
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4. RESULTADOS

4.1 Descrigéo dos resultados

O o6leo de M. armillaris extraido foi submetido a analises fisico-quimicas que
possibilitaram tracar caracteristicas e padrGes de trabalho desta matéria-prima. Além
disso, o hidrolato obtido na extracao, foi avaliado quanto a seus componentes (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de Melaleuca armillaris

Parametro Resultado
Densidade 0,9146g/mL

pH 4,36
Rotacdo especifica 2,38°

indice de refracio 1,45958
Osmolaridade Né&o detectada
Viscosidade 3 centipoise
Numero de particulas > 10um 35901
Numero de particulas entre 10 e 25um 1743
Umidade 0,84%
Temperatura de decomposicao 115,19°C
Identificacdo por CG 24 compostos?
Identificacdo por HPLC (6leo M. armillaris) 145 moléculas®
Identificacdo por HPLC (hidrolato M. armillaris) 23 moléeculas®
Identificacdo por RAMAN Absorcao em 785nm
Identificacdo por NIR Absorcao em 2350nm

CG: Cromatografia Gasosa

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High performance liquid
chromatography)

NIR: Infravermelho proximo (Near infrared)

& = descritos na Tabela 2

® = descritos na Tabela 3
¢ = descritos na Tabela 4

O valor de densidade da M. armillaris avaliado em Densimetro 30PX foi de
0,9146g/mL obtida com uma temperatura de 20,3° C (Apéndice 1). Para o teste de pH o
valor obtido foi de 4,36 em uma temperatura de 25°C (Apéndice 2). O teste de rotacdo
especifica apresentou valor de 2,38°. O resultado do teste foi obtido através de célculo
realizado na base anidra (Apéndice 3), conforme preconizado em Brasil, Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria (2019). O valor obtido para teste de indice de refracdo
da &gua, utilizada como substancia de calibracéo do instrumento foi de 1,33250, conforme

leitura demonstrada na figura 9 e o resultado para o 6leo de M. armillaris foi de 1,45958
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(Apéndice 4). Para o teste de osmolaridade o sensor do equipamento conhecido como
termopar ou termocouple ndo detectou oscilagdo em seu capilar, ndo sendo possivel medir
a osmolaridade do 6leo. Foi encontrado para o teste de viscosidade um resultado de 3
centipoise. Para o teste de contagem de particulas foi obtido um resultado de 35901 de
particulas maiores que 10 um e 1743 para particulas entre 10 e 25 um (Apéndice 5).
Foram utilizadas membranas com poros de filtragdo de tamanho 0,45um (Apéndice 6) e
0,22um (Apéndice 7) e houve maior retencdo de material particulado utilizando
membrana 0,22 pum.

Ao se utilizar o teste Karl Fisher para determinacéo do teor de 4gua (umidade),
obteve-se o valor de 0,84% (Apéndice 8).

Foi observado, a partir da utilizacdo do teste de Termogravimetria, que 0s
componentes do dleo de M. armillaris se decomp8em a partir de 115,19°C (Apéndice 9).

O teste de identificacdo dos compostos do 6leo de M. armillaris por
cromatografia gasosa com o método desenvolvido no presente estudo identificou 24
compostos, observados como picos nos cromatogramas. A Figura 26 destaca o pico do
1,8 Cineol, o principal componente do 6leo de M. armillaris. A Figura 27 ilustra a
quantificacdo de todos os picos do 6leo de M. armillaris, incluindo o 1,8 Cineol
(eucaliptol). Na Tabela 2 estdo presentes as informagdes dos compostos detectados no
6leo de M. armillaris. O tempo de retencéo (TR) é 0 momento (em minutos) em que cada
componente do 6leo de M. armillaris foi observado como pico na cromatografia gasosa;
o0 tempo de retencao relativo é em referéncia ao pico principal (1,8 cineol); a porcentagem
na amostra (%A) é a quantidade do composto observada no 6leo de M. armillaris. Os
compostos foram nomeados de acordo com as informacdes contidas na literatura (Falci
et al, 2015).
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Oleo de Melsleuca Seca— Cromatagrama Original — Escala ajustada para par de picosem 7,54 min

Figura 26. Cromatograma do 0leo de Melaleuca armillaris destacando o pico de 1,8

Cineol.
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Tabela 2. Compostos detectados no Oleo de Melaleuca armillaris utilizando
cromatografia gasosa
Pico _TR TR. Nome do composto %A
(minutos)  relativo
1 5,64 0,75 Trimetil biciclico hepteno 11,63
2 6,47 0,86 Dimetil metileno biciclico heptano 2,58
3 6,64 0,88 Mirceno 0,04
4 6,79 0,90 Metileno metiletenil ciclohexano 3,28
5 7,02 0,93 Metil metiletilideno ciclohexano 0,22
6 7,28 0,96 Tetrametil benzeno 0,23
7 7,51 0,99 Limonemo 9,42
8 7,56 1,00 Eucaliptol 69,70
9 8,12 1,07 Terpineno 0,41
10 8,70 1,15 Isopropilideno metil biciclico hexano 0,08
11 10,28 1,36 Terpineol isbmero 0,02
12 10,45 1,38 Terpineol isbmero 0,09
13 10,70 1,42 Terpineol isbmero 0,45
14 17,43 2,31 Decahidro trimetil metileno 0,12
15 19,81 2,62 Ciclopropuzuleno 0,06
16 21,17 2,80 Aloaromadendreno 0,05
17 22,20 2,94 Octahidro tetrametil ciclopropazuleno 0,10
18 22,47 2,97 Hexahidro Dimetil metil etil naftaleno 0,66
19 23,50 3,11 desconhecido 0,08
20 24,00 3,17 desconhecido 0,05
21 24,32 3,22 Globulol 0,09
22 24,53 3,24 Octahidro Dimetil metil etenil azuleno 0,38
23 24,85 3,29 Eudesmol 0,12
24 25,12 3,32 Hexahidro Dimetil metiletil naftaleno 0,09

TR = Tempo de retencdo

TR relativo = tempo de retencdo em relacdo ao 1,8 cineol
%A = porcentagem do componente na amostra

Pela técnica de HPLC acoplada a detector de massas identificou-se 0s

componentes do 6leo e do hidrolato de M. armillaris através dos picos cromatograficos

(Figura 28). A Tabela 3 mostra as 145 substancias quimicas detectadas no 6leo de M.

armillaris e na Tabela 4 contém as 23 substancias quimicas detectadas no hidrolado de

M. armillaris. Em ambas as tabelas estdo presentes, além da substancia, sua respectiva

massa molecular e a massa molecular da substancia de referéncia (massa considerada).
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Tabela 3. Componentes do 6leo de Melaleuca armillaris identificados em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia acoplado a detector de massas.

Identificacdo do componente Mass?gglrtlcs::)erada MasiaDgﬁzenr)vada
1  Acetato de trans carveol 194.13068 194.1309
2  Esculentosideo A 826.43509 826.4318
3  Gomisin S 418.19915 418.1985
4  Oxifilediol B 238.15689 238.1571
5 Cimidahuside H 618.37678 618.3742
6 Benzoato de Benzila 212.08373 212.0840
7 B Mirceno 136.12520 136.1255
8  Vellerdiol 236.17763 236.1779
9  Deoxypaeonisuffrone 182.09429 182.0945
10 Dihydroeugenol 166.09938 166.0996
11  Oxyphyllenodiol B 238.15689 238.1570
12 A1(10)-Aristolen-9-ol 220.18272 220.1827
13  1B-Hydroxycolartin 268.16746 268.1680
14 Dihydroactinidiolide 180.11503 180.1154
15 Dihydroeugenol 166.09938 166.0995
16  3-fenil-2-butanona 148.08882 148.0893
17  (25R)-Spirostan-4-ene-3,12-dione 426.27701 426.2751
18 Nardosinona 250.15689 250.1572
19  Al1(10)-Aristolen-9-ol 220.18272 220.1829
20 Dihydroeugenol 166.09938 166.0996
21 Timol Isobutirato 220.14633 220.1462
22 Al(10)-Aristolen-9-ol 220.18272 220.1830
23 M Isopropiltolueno 134,10955 134.1099
24  3-fenil-2-butanona 252.17254 252.1730
o5 14(R )-Hydroxy-7R-isovaleroyloxyplop- 336.23006 336.2304
8(10)en-2-0ne
26  Nardosinona 250.15689 250.1575
27 Dihydroeugenol 166.09938 166.0996
28 Orientalol E 254.18819 254.1887
29 Nardosinona 250.15689 250.1572
30 Cavacrol 150.10447 150.1047
31 Nardosinona 250.15689 250.1575
32 Nardosinonediol 252.17254 252.1729
33 Cumeno 120.09390 120.0944
34 25-O-Acetil-cimigenol 530.36074 530.3582
35 Progesterona 314.22458 314.2253
36 Cloridrato de Dietilamina 108.05800 108.0579
37 Debilone 234.16198 234.1624
38 3[3-Hudrosantgmarine-l-O-B-D- 428.20463 428.2040
glucopyranoside
39  1-methil-3-(1methil-ethil)-benzeno 148.12520 166.0995
40 Dictamnol 178.13577 178.1359
41 Vellerdiol 236.17763 236.1777
42 Furanodieno 216.15142 216.1516
43  Shizonol 168.11503 168.1152
44  Nardosinona 250.15689 250.1573
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

Debilone

313 Hydrohyatractylon
m-Isopropiltolueno
Nardosine

A1(10)- Aristolen-9-ol
Debilone

Epi-a- Bisabolol
Furanodieno

Debilone

A1(10)- Aristolen-9-ol
Debilone

Debilone

A1(10)- Aristolen-9-ol
Chenodiol

(-) Calameneno
Metileugenol

Vellediol

(-) Calameneno

1 metil-3-(1metil-etil)-benzene
Bufalin

Orientalol E

Vellediol

Spinasterone

Calameneno

3,3 5,5 Tetramethoxy-trans-stilbene
Piperitone

Debilone

Flavenochromane
Apocinina

Turmerone
Campest-7,24(28)-dien-33-ol
Turmerone

Debilone
1-Metil-3(1-metil-etil)-benzeno
1-Metil-3(1-metil-etil)-benzeno
Nardosino

A7-Stigmasterol

2-octifenol

Debilone

Turmerone
m-Isopropiltolueno
A(10)-Aristolen-9-ol
Dendronobilin B
Ergot-7,22-diene-303,5a,6R-triol
Allyl Disulfide

Carvacrol

1,3-cicloctadieno
m-Isopropiltolueno
Epi-a-Bisabolol
A(10)-Avristolen-9-ol
Calameneno
Chenodeoxycholic acid

234.16198
232.14633
134.10955
250.15689
220.18272
234.16198
222.19837
216.15142
234.16198
220.18272
234.16198
234.16198
220.18272
392.29266
202.17215
178.09938
236.17763
202.17215
148.12520
386.24571
254.18819
236.17763
410.35487
202.17215
300.1347
152.12012
234.16198
440.18350
166.06299
218.16707
398.35487
218.16707
234.16198
148.12520
148.12520
252.17254
410.35487
206.16707
234.16198
218.16707
134.10955
220.18272
284.16237
430.34470
146.02239
150.10447
108.09390
134.10955
222.19837
220.18272
202.17215
392.29266

234.1622
232.1466
134.1098
250.1573
220.1832
234.1624
222.1986
261.1518
243.1625
220.1828
234.1622
234.1623
220.1831
392.2914
202.1722
178.0993
236.1779
202.1724
148.1256
386.2463
254.1889
236.1779
410.3555
202.1726
300.1347
152.1202
234.1625
440.1818
166.0633
218.1674
398.3544
218.1873
234.1624
148.1257
148.1256
252.1730
410.3553
206.1675
234.1624
218.1677
134.1099
220.1830
284.1611
430.3445
146.0228
150.1048
108.0942
134.1100
222.1988
220.1832
202.1728
392.2908

32



97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113

114

115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145

Turmerone

Turmerone
Tetratriacontanamine
Guaiene

Calameneno

Turmerone

Vellerdiol

Cavacrol

Guaienes

Metil arteannate
1-Metil-3-(1 metil-etil)-benzeno
Turmerone

Calameneno

Piperitone

R-Myrceno

Nardosinone
Dehydrololiolide

14(R ) Hydroxy-7R-
isovaleroyloxyoplop-8(10)-en-2-one
Turmerone
Chenodeoxycholic acid
2a-Acetoxycostic acid
Diisobutyl phatel
Sinenofuranol
3-Butanone

Guaiene

Vellerdiol

Turmerone

Carvacrol

Guaiene
Chenodeoxycholic acid
Turmerone

Calameneno
1-Methyl-3-(1 methyl-ethyl)-benzeno
Debilone

Dictamnol

Guanina
Chenodeooxycholic acid
Epi-a-Bisabolol
Calamenene
Atractylodin

Guaiene

Calameneno

Vellerdiol

Olibanumols |
Calameneno

A 7- Stigmasterol
Guaiene

Guaiene
Stigmast-4-en-63-0l-30ne

218.16707
218.1607
493.55865
204.18780
202.17215
218.16707
236.17763
150.10447
204.18780
248.17763
148.12520
218.16707
202.17215
152.12012
136.12520
250.15689
194.09429

218,16707

218.16707
392.29266
292.16746
278.15181
238.19328
72.05751
204.18780
236.17763
218.16707
150.10447
204.18780
392.29266
218.16707
202.17215
148.12520
234.16198
178.13577
204.18780
392.29266
222.29837
202.17215
182.07316
204.18780
202.17215
236.17763
428.36543
202.17215
410.35487
204.18780
204.18780
428.36543

218.1677
218.1674
493.5580
204.1881
202.1725
218.1675
236.1780
150.1048
204.1882
248.1784
148.1257
218.1677
202.1728
152.1204
136.1257
250.1573
194.0946

218,1677

218.1677
392,2908
292.1683
278.1527
238.1939
72.0575
204.1884
236.1781
218.1676
150.1049
204.1881
392.2908
218.1678
202.1726
148.1258
234.1627
178.1361
204.1884
392.2908
222.1989
202.1728
182.0736
204.1885
202.1728
236.1782
428.3654
202.1727
410.3552
204.1886
204.1886
428.3653
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Tabela 4. Componentes do hidrolato de Melaleuca armillaris identificados em

cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia acoplado a detector de massas

Identificacdo do componente Massa considerada Massa observada

(Dalton) (Dalton)
1  Cornutaside D 766.45034 766.4520
2 Apocinina 166.06299 166.0633
3  Guaiene 204.18780 204.1878
4 Spinasterone 410.35487 410.3558
5  Bis(2-ethylhexyl)phthalate 390.27701 390.2771
6  Methyl arteannuate 248.17763 248.1777
7 B Mirceno 136.12520 136.1256
8  Diisobutyl phatel 278.15181 278.1520
9  Dehydrololiolide 194.09429 194.0948
10 Sinenofuranol 238.19328 238.1935
11 Isofucosterol 412.37052 412.3700
12 Allyl disulfide 146.02239 146.0226
13 Picfeltarraenin IA 762.41904 762.4171
14  Tetratriacontanamine 493.55865 493.5582
15 Debilone 234.16198 235.1696
16  Gomisin 402.20424 402.2043
17  Galbelgin 372.19367 372.1986
18 Cubenol 222.19837 222.1986
19  Atractylodin 182.07316 182.0737
20 2-butanona 72.05751 72.0573
21  Muberrofuran N 392.19876 392.2001
22  Spinasterone 410.35487 410.3556
23  Isofucosterol 412.37052 412.3705

Na identificacdo dos componentes do 6leo de M. armillaris pela técnica Raman,

observou-se as bandas e a intensidade nas quais 0s compostos sdo absorvidos. Um laser

de comprimento de onda Unico foi emitido a 785nm sendo possivel verificar o

espalhamento da luz emitida (Figura 29).
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Figura 29. Espectro obtido através da leitura do 6leo de Melaleuca armillaris utilizando
a técnica de Raman.

Na identificacdo dos componentes do 6leo de M. armillaris pela técnica NIR,

observou-se maior absor¢do em aproximadamente 2350nm (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de Melaleuca armillaris obtido com a utilizagéo do equipamento
NIRS XDS

35



4.2 Produto

Os produtos do presente estudo sdo:
- Artigo em desenvolvimento a ser publicado em revista cientifica.
- Deposito de patente em fase de busca de anterioridade
(Inovacéo: protocolo para realizacdo de cromatografia gasosa e cromatografia liquida de
alta eficiéncia para o 6leo essencial de Melaleuca armillaris).
-Laudo de caracterizagdo do 0Oleo essencial e Hidrolato de Melaleuca armillaris
(Figura 31)
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GIENCIAS APLICADAS UNIVAS

A SAUDE

LAUDO DE CARACTERIZACAQO
Oleo essencial de Melaleuca armillaris

TESTES RESULTADO
Densidade 0,9146g/mL
pH 4,36
Rotacdo especifica 2,38°
indice de refracio 1,45958
Osmolaridade Né&o detectada
Viscosidade 3 centipoise
Numero de particulas > 10um 35901
Numero de particulas entre 10 e 25um 1743
Umidade 0,84%
Temperatura de decomposicao 115,19°C
Numero de compostos identificados por Cromatografia Gasosa 24
Numero de compostos identificados por Cromatografia Liquida 145
de Alta Eficiéncia
Identificacdo por RAMAN Absorcdo em 785nm
Identificacdo por NIR Absorcao em 2350nm

Observacdes: O teste de densidade foi realizado utilizando o equipamento Densimetro 30PX®
(Mettler Toledo, Brasil). Para andlise de pH foi utilizado pHmetro modelo 913 (Methron,
Estados Unidos). Para avaliar rotagédo especifica foi utilizado Polarimetro ADP 220 Alemmar
(Bellinghan & Stanley, Estados Unidos). Indice de refracdo foi avaliado utilizando
refratbmetro digital automatico Atago RX5000 Alpha (Cetec, Brasil). A osmolaridade foi
medida em osmoémetro Vapro, modelo 5520 (Wescor, Estados Unidos). A viscosidade foi
avaliada em viscosimetro Brookfield LVDV (BraskEq, Brasil). As particulas foram contadas
em Contador HIAC, modelo 8000A (Hach, Brasil). A umidade foi avaliada em Karl Fischer
915 KF Ti-Touch (Methron, Suica). A temperatura de decomposicdo foi avaliada por
termogravimetria em TGA, DSC® (Mettler Toledo, Estados Unidos). O cromatdgrafo gasoso
utilizado foi o 7890 Agilent (Estados Unidos). Para HPLC foi utilizado o cromatdgrafo
ACQUITY H-Class UPLC Xevo (Waters, Estados Unidos). Para identificacdo por Raman foi
utilizado o Mira M3 (Metrohn, Estados Unidos) e para o NIR foi utilizado o NIRS XDS
(Methron, Estados Unidos).

RESPONSAVEL: FARMACEUTICO LEONARDO CURIEL ALVES
Pag 1/1

Figura 31. Laudo de caracterizacdo do dleo essencial de Melaleuca armillaris
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5. DISCUSSAO

A pesquisa cientifica acerca da eficacia do uso dos 6leos essenciais é necessaria
para uso dos mesmos nas industrias farmacéutica e cosmética (BRITO, 2013). Além
disso, a caracterizacdo de dleos essenciais também se faz necessaria para identificacdo de
novos compostos e consequentemente aplicagcdes em estudos clinicos.

O oleo de Melaleuca armillaris vem sendo utilizado em varios estudos in vitro e
in vivo (RIZK et al., 2012; YVON et al., 2012; CHABIR et al., 2011; BULDAIN et al.,
2018), porém ainda ndo foram pesquisados todos os seus elementos com potencial de
atuacdo (OLIVEIRA et al., 2011; YVON et al., 2012; CHABIR et al., 2011). Sendo
assim, no presente trabalho foram utilizadas técnicas de referéncia para avaliar as
caracteristicas do 0leo de M. armillaris e, a partir desse estudo, o 6leo podera ter seu uso
padronizado.

A densidade do oleo de M. armillaris foi avaliada, pois € um parametro de
importancia na caracterizacdo de materiais utilizados na producao de medicamentos, para
evitar erros na formulacgéo, problemas na otimizacdo de processos de fabricacdo, além de
verificar a presenca de impurezas (OLIVEIRA et al., 2013). O valor encontrado para o
teste de densidade da M. armillaris (0,9146g/mL) foi muito proximo ao que, segundo
Brasil, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2019), é a especificacdo de densidade
da Melaleuca alternifolia (0,885 a 0,906g/mL). Pequenas variacdes devido a vidraria ou
instrumento utilizado para fazer o teste podem ocorrer e a espécie da planta também
influencia.

Em escala industrial, o valor de densidade & muito importante para determinacéo
de volume de envase. Resultados muito discrepantes do esperado podem ser indicio de
adulteracdo ou algum outro tipo de desvio de qualidade. Outro 6éleo de densidade proxima
ao da M. armillaris, porém com acdes distintas, é o extraido das sementes da Noz-
Moscada (Myristicae fragrans aetheroleum) que, segundo Brasil, Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (2019), € de 0,885 a 0,905 g/mL.

A avaliacdo do pH é de extrema importancia, pois esse € o principal fator de
influéncia na decomposicdo de farmacos. A associacdo de farmacos com valores de pH
distintos pode gerar instabilidade, aumentando o risco de incompatibilidade
(MONTEIRO et al., 2012). Além disso, se o0 produto a utilizar o éleo for utilizado, for
destinado a aplicacdo topica, o controle do pH cutdneo é necessario, devido a
agressividade de produtos topicos inadequados (RICCI et al., 2002). O pH &cido da M.

armillaris encontrado no presente estudo favorece sua agdo antimicrobiana, ja que valores
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de pH entre 6,5 e 7,5 sdo os mais favoraveis para o desenvolvimento da maioria dos
microorganismos, tanto deteriorantes quanto patogénicos (JACOBI et al., 2019).

O teste de rotacao especifica ou polarimetria auxiliou na identificacéo do 6leo
de M. armillaris, demonstrando que ocorreu um desvio da luz polarizada em 2,38°. A
rotacdo especifica para M. alternifolia estd entre 5-15° e o resultado pode ser
influenciado por diversos fatores como temperatura e constituintes quimicos distintos
(BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019).

O indice de refracdo é empregado para caracterizar principalmente gorduras,
6leos graxos, ceras, aclcares e solventes organicos, bem como alguns farmacos. E
utilizado para determinar a pureza de 6leos volateis. O valor obtido para o 6leo de M.
armillaris (1,45958) estd pouco abaixo dos valores que se encontra para M. alternifolia
(1,475 —1,482), possivelmente pela diferenca quimica entre os d6leos (BRASIL, Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019).

A pressdo osmatica ou osmolaridade desempenha um papel critico em todos
0s processos bioldgicos que envolvem difusdo de solutos ou transferéncia de fluidos
através de membranas (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019). O equipamento
ndo detectou leitura para osmolaridade do 6leo de M. armillaris, o que significa que em
temperatura ambiente ndo ha evaporacao dos componentes desse 6leo..

No teste de viscosidade, o valor obtido mostra baixa resisténcia do fluido ao
escoamento. A baixa viscosidade influencia diretamente nas caracteristicas de cremes e
pomadas, garante estabilidade e qualidade do medicamento fitoterapico e auxilia na
aceitacdo por parte do consumidor, ja que essa depende da aparéncia, sensacao pelo
contato inicial com a pele, espalhabilidade e oleosidade residual depois da aplicacéo
(LOCH et al., 2011). A baixa viscosidade do 6leo de M. armillaris proporciona tais
resultados e também facilita o envase do 6leo, utilizando maquinas em escala industrial.

O material particulado consiste em material solido ou liquido sob a forma de
particulas, gerando alteracbes na fotossintese, composicdo quimica do solo e
modifica¢bes no crescimento e reproducdo de plantas. A vegetacdo exposta a poluentes
atmosféricos apresenta lesdes como quedas de flores e alteraces fisicas ou quimicas
(MOSCOSO-VANEGAS et al., 2019). Para o teste de material particulado, o alto nimero
de particulas pode ser o indicio de poluentes oriundos do ambiente, coleta e outros que
levam a efeitos indesejaveis na formulacdo. A filtracdo utilizando membranas de 0,22um
mostrou-se eficiente na remoc¢éo de material particulado, mostrando, ent&o, a necessidade
de filtracdo do 0Oleo antes da incorparacdo do mesmo como principio ativo. Observou-se

que, devido ao grande numero de particulas presente no 6leo, o processo de filtracdo
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necessita de trocas frequentes da membrana, e, portanto, para utilizacdo do mesmo em
escala industrial, devera ser desenvolvido e validado um novo método de filtracéo.

O Oleo de M. armillaris apresentou baixo teor de agua (umidade), o que é
favoravel a utilizagdo do mesmo em formulacBes. O dleo de caléndula, por exemplo,
apresenta valor maior para umidade (10%). A umidade de dleos essenciais interfere na
qualidade da formulacdo, na vida de prateleira e estabilidade do mesmo. Quantidade
elevada de agua incorporada ao 6leo influencia de forma negativa a formulacéo final. O
excesso de dgua em matérias-primas vegetais possibilita a acdo de enzimas, além de
propiciar o desenvolvimento de fungos e bactérias (BORGES et al., 2005).

A andlise de termogravimetria demonstra a temperatura inicial de
decomposicdo do dleo e apresentou valores que permitem o seu armazenamento fora da
geladeira, o que evitaria 0 aumento de umidade, hidrolise e outros fenbmenos. Além
disso, o teste tambem permitiu a determinacdo de cinzas que avaliou a quantidade de
impurezas inorganicas presentes na materia-prima, como exemplo, ion metalico.

A identificacdo por cromatografia gasosa € uma técnica eficiente para a
identificacdo de compostos, embora tenha o custo elevado, principalmente em relacéo a
consumiveis e gases utilizados. Os métodos cromatograficos fizeram um grande
progresso e alcancaram uma ampla aceitacdo como ferramenta analitica qualitativa e
quantitativa de analise de medicamentos, em estabilidade de mistura e outros (MEREY
etal., 2017).

No presente estudo foi desenvolvido um novo método de cromatografia
gasosa, em que o tempo de corrida cromatografica foi reduzido de 39 para 26 minutos,
comparado ao de Falci et al, 2015. Outra vantagem alcancada pela substituicdo do método
foi o ajuste da seringa do injetor parametrizada somente para coleta do gas formado pela
ebulicdo do diclorometano (solvente), que pode diminuir significativamente o0s
fendmenos de contaminacdo. Com a cromatografia gasosa foram identificados 24
compostos quimicos no éleo de M. armillaris, sendo que o principal deles foi 0 1,8 Cineol,
assim como ja estudado (OLIVEIRA et al.,2011. Rizk et al., 2012; CHABIR et al., 2011,
FARAG et al., 2004; BULDAIN et al., 2018).

O teste de identificacdo utilizando HPLC com espectrébmetro de massa
permitiu a identificacdo de 145 compostos do éleo de M. armillaris, utilizando como
comparagao o banco de dados Unifi®. Tais compostos ndo sio identificados com técnicas
usuais, porém, o nimero de picos exibidos no cromatograma é menor que o nimero total
de picos demonstrados na tabela, pois a técnica tem alta sensibilidade e resolugéo e varios

picos ndo s@o aparentes por ter baixa intensidade, ficando abaixo do sinal dos compostos
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mais abundantes, ocultados na linha de base; esses picos s6 podem ser visualizados
extraindo o cromatograma do espectrometro. Como o equipamento reconhece isbmeros,
alguns dos compostos aparecem de forma repetida. Além da identificagdo por massa, o
equipamento emite a férmula molecular dos compostos encontrados.

S&o inimeras as possibilidades de estudo com os compostos do 6leo de M.
armillaris, assim como as formulac6es. Além do 1,8 Cineol e Terpinen-4-ol, que possuem
acBes como: anti-helmintica (FARAG et al., 2004), antioxidante (YVON et al., 2012),
anti-inflamatéria e relaxante muscular (PEREIRA-GONCALVES et al., 2018),
antimicrobiana (SAGAVE et al., 2015), acdo protetora em lesdo gastrica (ROCHA
CALDAS et al., 2015), outros exemplos de constituintes do 6leo sdo: o Furanodiene, que
inibe o crescimento de células de leucemia HL-60 e induz a apoptose de células de cancer
(ZHONG et al., 2012); Benzoato de benzila, com ac¢do acaricida; Apocinina, com agdo
antioxidante (MARCHI et al., 2016); Carvacrol, com acdo conservante de alimentos
(Llana-Ruiz-Cabello et al, 2016), entre outros.

O 6leo de M. armillaris tem muitas propriedades a serem exploradas. Seus
compostos podem diversificar a sua utilizacdo, porém mais estudos devem ser realizados
com finalidade de elucidar os efeitos.

Foi observado que o hidrolato e o 6leo de M. armillaris apresentam perfis
cromatograficos diferentes, sendo que o hidrolato ndo apresenta alguns componentes
encontrados no 6leo por se tratar de um subproduto, sendo assim, possuem propriedades
e acOes distintas.

Na identificacdo do 6leo de M. armillaris por Raman, o espectro mostrou uma
identidade unica para o 6leo de M. armillaris (comprimento de onda de 785nm), sendo
que qualquer espectro obtido com a mesma técnica apresentando bandas diferentes pode
ser indicio de adulteracdo, problemas na obtencao 6leo, contaminacdo cruzada ocasionada
por limpeza inadequada dos aparatos de extracdo. Da mesma maneira, na
espectrofotometria NIR, obteve-se uma identidade Unica para o 6leo de M. armillaris
(absorcao em 2350nm).

Uma das limitacGes do estudo foi a ndo avaliacdo de presenca de metais
pesados no 6leo de M. armillaris, por indisponibilidade de instrumentos. A presenca de
metais pesados pode inviabilizar a utilizacdo do 6leo em formulages, por isso € de grande

importancia a sua avaliag&o.
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5.1 Aplicabilidade

A caracterizagdo do Oleo de M. armillaris permite a padronizacdo na
utilizacdo do mesmo e também resultados mais previsiveis em formulagdes que o
utilizem. Além disso, a identificacdo dos compostos do 6leo auxilia na criacdo de novos
produtos e medicamentos, diversificando a aplicacdo do 6leo de M. armillaris na area da
satde. O conhecimento da biomassa do 6leo de M. armillaris permite também identificar
possiveis interacdes com outras substancias quimicas que podem levar riscos aos

pacientes.

5.2 Impacto para a sociedade

Para a industria farmacéutica, principalmente aquelas voltadas a producéo de
fitoterapicos, a caracterizacdo da matéria-prima utilizada é de extrema importancia para
garantir um produto de qualidade para o consumidor.

A caracterizacdo do Oleo de M. armillaris aumenta o interesse em
investimentos e comercializacdo do mesmo. Além disso, com os componentes do dleo ja
identificados, ha maior possibilidade de estudos clinicos que beneficiardo a populacao,
que terad disponivel mais opg¢des de produtos fitoterapicos, que, na maioria dos casos,

possui valor mais acessivel comparado aos sintéticos.
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6. CONCLUSAO

O 6leo de M. armillaris foi caracterizado utilizando diferentes técnicas e seus
componentes foram identificados.
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9. APENDICE

Apéndice 1. Valor de densidade do 6leo de Melaleuca armillaris avaliado em
Densimetro 30 PX (Unido Quimica Farmacéutica — Unidade de Pouso Alegre)

Fonte: Autor, 2019

Apéndice 2. pH do 6leo de Melaleuca armillaris avaliado em 25°C.

Fonte: Autor, 2019

Apéndice 3. Célculo de rotacdo especifica

o=_a a= 4,32
Ixd 2x0,9146

a= 2,36

o = Rotagdo observada no display do equipamento (a=4,32) conforme figura 6
| = Comprimento do tubo do polarimetro em decimetro (2 decimetros)

d= Densidade relativa do liquido (Obtida no teste de densidade)

Umidade= umidade determinada por Karl Fischer (0,84%)
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Apéndice 4. indice de refragio do 6leo de Melaleuca armillaris avaliado em 25°C.

Fonte: Autor, 2019

Apéndice 5. Contagem de particulas presente no éleo de Melaleuca armillaris avaliado
em equipamento HIAC 8000A

51



Apéndice 6. Contagem de particulas entre 1 e 50 um presentes no 6leo de Melaleuca
armillaris avaliado apos filtracdo, utilizando filtro 0,45 pum

>z {pm( >= 2pm| >= Spm|>= 10 pm{>= 15 ym|>= 25 ym|{>= 40 pm {>= 50 pm

Testh.1-R.#1| 126783] 16222| 1991 282 12 3 10 2
Testh.1-M.#1[ 141542| 19164 2256 278 129 3 : 1
Testh.1-M.#2[ 142439 19440) 2142 269 115 23 6 1
Testh.1-M.#3| 140044| 19165 2140 264 122 2 6 .
Average| 141662) 19256 2179 270 12 25 S 2

Total average| 141662 19256 2179 200 12 P 9 2

Apéndice 7. Contagem de particulas entre 1 e 50 um presentes no 0leo de Melaleuca
armillaris, avaliado apos filtracdo utilizando filtro 0,22 pm

a= 1|_|-|1 a2 :|-""' a2 E.“n' s= 10 um| == ]5ur1 5= 5 um|>= 4 IS &0 um

Testb-R.#1| 16353 S667| 8% | 41 18

o
el

Testh1-M.31) 3753 1704 12 G 41 16 T 3

Testh.M.82) 3362) 1578 438 B3 3 g 2 1
Testh1-M. 23| 3378) 1488 438 16 LY, 14 3 2
Average|  3498) 1583 450 16 3 k : 2

Total average| 3486|1583 430 76 3 13 4 2
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Apéndice 8. Registro da obtengdo do valor de umidade do dleo de Melaleuca armillaris

Amostra 1

RESULTADO DE ANALISE

DADOS DA DETERMINAGAD

03-KFT Ipol - KFT Ipol

i

15 1 /
13 1 /
1.1 1 !
0.0 ] /
0.7 - /
0.5 | /

o/

Wo[miL]

= I KFV
IMICIODA AMALISE - _ . .. ... ... 2012-D6-04 13:20:44 UTC-3
F T I
DADOS DA AMOSTRA
| MELALELICA
D L e e e e e e e LOTE 070512
Bample siZe . L L L. e i e i a e e 1383 g
RESULTADOS QOBTIDOS
Fontos de Equivaléncia (EPs)
KFTlpol  O3-KFT lpol
EP1 _ .. 2288 mL___ ... _._____._.... 06520 s
Resultados
KFT content (%) (1C.RY) . . . e 0.83 %
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Amostra 2

RESULTADO DE ANALISE

DADOS DA DETERM IHAl:.HLD

L 0 KFV

INIGIODAANALISE - .. ... i 2018-06-04 13:26:38 UTC-3

F I
DADOS DA AMOSTRA

1 MELALELICA

D o e e e e e e e e e e LOTE 070519

B = 13743 g

RESULTADOS OBTIDOS

Pontos de Equivaléncia (EPs)
KFTlpol  03-KFT Ipol
EF1

Resultados
KFTeontent (%) (1C. BT} . . . ... 0.84

03-KFT Ipol - KFT Ipol
343
18 e
LT /
1.5 3 /

- {
1.3 1 /
1.1 /
0.8 -
0.7 /
0.5 - /

0.3 1 /

W [miL]
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Apéndice 9. Avaliacdo da temperatura de decomposicdo dos componentes do 6leo de
Melaleuca armillaris por teste Termogravimetria

Curve: 1&0LEO DE MELALEUCA

Sample: OLEO DE MELALEUCA, 80,3182 mg
Module: TGA/DSC 3+ LF/1100/402, 08.02.2017 14:46:03
Sample Holder: Alumina 150ul

Weight - 0

Material: Ceramic
Method: 30..600 10cMIN.

dt1,00s

[1]30,0.600,0 °C, 10,00 K/min, N2 50,0 ml/min
Synchronization enabled

User: METTLER
Results: Step -99,8996 %
-80,2376 mg

Residue 82,2374e-03 %
66,0516e-03 mg

Onset 115,19 °C

Curve: !1&O0LEO DE MELALEUCA

A

%

uthor:  METTLER TOLEDO METTLER _ TOLEDO

ate: 24/07/2019
atabase: STARe Default DB V14.00: METTLER

Evaluation:
rexo
L L
BOLED DEMELALBUCA
Sarrple Vieight
Sy ) OO B -‘H\-\"' OLED DEMELALBICA, 80,3182 rg
Iy
o Reside  EL2TMel %
& Mike g
Omset 11519°C
1

\\ 150U DE MELALEUCH
\ Hemtflow
05

OLED DE MELALELIG, BO,3182 mg /
Wgta —‘-‘\—\R_\ /
s N A e N ™ Wk ekl T R N Rl 7 S "™ 17 e Nk AR N "
DEMO Version STAR® SW 15.00
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10. FONTES CONSULTADAS

DECS:http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?lsisScript=../cqi-
bin/decsserver/decsserver.xis&interface language=p&previous page=homepage&previ
ous task=NULL &task=start

MESH: https://www.nchi.nlm.nih.gov/mesh
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