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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacao em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

POIRETIA LATIFOLIA E POIRETIA TETRAPHYLLA:
EsTupo Dos OLEOS VOLATEIS E ATIVIDADES
B1oLOGICAS PRELIMINARES
AUTORA: CARLA PORTO DA SILVA
ORIENTADOR: ADEMIR FARIAS MOREL

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 21 de janeiro de 2005.

Os oleos essenciais das partes aéreas de folhas ¢ flores de Poiretia latifolia e
Poiretia tetraphylla foram analisados por CG, CG/EM e Cromatografia Gasosa
Enantiosseletiva (CGE), sendo que foram identificados quarenta e cinco componentes

destes Oleos volateis.

Os componentes principais dos oOleos volateis de P. latifolia, ricos em
monoterpenos, foram a carvona (50-69%), o limoneno (13-24%) e a trans-dihidrocarvona
(8-18%).

O odleo volatil das folhas de P. tetraphylla teve uma composi¢cdo dominada por

sesquiterpenos, onde o nerolidol-E (17-30%), o B-cariofileno (5-16%) e o germacreno-D

(3-9%) foram os componentes principais.

Os Oleos volateis de P. latifolia mostraram uma atividade frente a Artemia salina
bastante significativa (LCso= 67 - 85 ng mL™), exibindo também atividade antimicrobiana
contra algumas bactérias gram-positivas e gram-negativas, e alguns fungos, enquanto o

6leo volatil de folhas de P. tetraphylla foi inativos para estes ensaios.

Palavras-chaves: Oleos volateis, Poiretia, Carvona.
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ABSTRACT

POIRETIA LATIFOLIA E POIRETIA TETRAPHYLLA:
STUDY OF THE ESSENTIAL OILS AND

PRELIMINARY BIOLOGIAL ACTIVITY

AUTHOR: CARLA PORTO DA SILVA

ACADEMIC ADVISOR: ADEMIR FARIAS MOREL

The essential oils from the aerial parts of leaves and flowers of Poiretia latifolia
and Poiretia tetraphylla, were analysed by GC, GC/MS and Enantioselective Gas

Chromatography (EGC). Forty five constituents were identified from the essential oils.

The major constituents of the essential oils of P. latifolia, dominated by
monoterpenos, were carvone (50-69%), limonene (13-24%) and trans-dihidrocarvone (8-
18%).

The essential oil from leaves of P. tetraphylla was dominated by sesquiterpenes,

where nerolidol-E (17-30%), B-cariofilene (5-16%) and germacrene-D (3-9%) were the

major constituents.

The essential oils from P. latifolia shows activity against brine shrimp assay (LCs
=67 - 85 ng mL™"), and exhibited antimicrobial activity against some gram-positive and
gram-negative bacteria, and some yeasts, while the essential oil from leaves of P.

tetraphylla was inactive.

KEYWORDS: Essential oils, Poiretia and Carvone.
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I. INTRODUCAO E OBJETIVOS

AS PLANTAS MEDICINAIS E AROMATICAS

O uso de plantas medicinais pelo ser humano ¢ tdo antigo quanto as civilizagdes,
sendo encontrado em todas as populagdes, em todos os grupos étnicos conhecidos. No
inicio dos tempos, a fitoterapia representava a principal forma terapéutica conhecida. A

partir dela, foram descobertos diversos medicamentos na medicina tradicional'.

Com base na evolucao histérica do uso de plantas medicinais e aromaticas, a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS), em 1978, passou a reconhecer a fitoterapia como
terapia alternativa de eficdcia comprovada. Iniciaram-se entdo programas nacionais em
instituicdes, visando a pesquisa ¢ o desenvolvimento na area de plantas medicinais e

aromaticas’.

De acordo com a OMS, 80% da populagdo mundial faz uso de alguma planta
medicinal ou aromatica, dos quais 30% sdo por indicagdo médica. Devido ao crescente
interesse da populagdo por terapias alternativas e produtos naturais, atualmente o mercado

de plantas medicinais e aromaticas vem crescendo de forma expressiva em todo o mundo®.

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano e
vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos. Em 2000, o setor
faturou US$ 6,6 bilhdoes nos EUA e USS$ 8,5 bilhdes na Europa, sendo a Alemanha, de
longe, o maior mercado mundial de fitoterapicos. O extrato padronizado de Gingko biloba
¢ hoje um dos fitoterapicos mais vendidos no mundo e no Brasil. O pais exporta cerca de
USS$ 7 milhdes em extratos vegetais de alcaguz, aloés, bardana, catuaba, ipeca e quina. Por
outro lado, importa uma quantidade consideravel de hormonios esteroidais, produtos
cosméticos de fonte natural; um verdadeiro contra-senso para uma nagao que possui uma

das maiores populagdes vegetais do planeta’.

" MARTINS, E.R. Plantas Medicinais, Vigosa, Minas Gerais, Universidade de Vigosa, p.220, 1994.

2 VIEIRA, L.C. Fitoterapia da Amaz6nia: manual de plantas medicinais, 2* ed., Sdo Paulo, Agrondmica
Ceres, p.347, 1992.

3 FERNANDES, L.R.; ANTUNES, A.S. Informagcdes estratégicas sobre Plantas Medicinais obtidas a
partir de bases de dados em Linha Mimeo. Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
2000.



Um problema grave na comercializagdo de fitoterdpicos no Brasil, ou a
possibilidade de exportacao ¢ a falta do status de medicamento ético que lhe garanta
eficacia, seguranca e qualidade, padrdes estes mensurados em bases cientificas para a
seguranga do usuario’. Muitos exemplos da biota brasileira poderiam ser citados,
entretanto, a maioria das plantas medicinais comercializadas no Brasil sdo introduzidas.
Assim, as plantas medicinais endémicas ainda sdo pouco conhecidas e se constituem em

um fascinante assunto de pesquisa académica e de desenvolvimento’.

Mais recentemente, o estudo das plantas medicinais e aromdticas estd sendo
abordado também sob o enfoque agricola, servindo como alternativa na produgdo de
pequenos, médios e grandes produtores. Ja existe no Brasil, principalmente na Regidao Sul,
cooperativas de pequenos produtores de plantas medicinais, em especial produtores de
camomila, que estdo colocando seu produto no mercado interno e em alguns paises do

Mercosul, dentro dos melhores padrdes de qualidade®.

E unanimidade entre quimicos e farmacélogos brasileiros de reconhecida expressio
internacional, que os estudos com plantas medicinais ainda ndo receberam no Brasil, a
atencdo que o tema merece das agéncias financiadoras, embora ja existam muitos
pesquisadores qualificados nestas areas. Até o presente momento, ndo houve um processo
coordenado de todas as areas interessadas visando o desenvolvimento de farmacos a partir

de plantas’.

SIANI, A.C.; GILBERT, B. Riopharma, n.18, 2000.

°PINTO, A.C., et al. Produtos Naturais: Atualidade, Desafios e Perspectivas. Quimica Nova, v. 25, n. 1, 45-
61,2002.

SMING, L.C., et al. Plantas medicinais aromaticas e condimentares: Avancos da pesquisa agrondmica.
UNESP, Botucatu, SP, v. 2, p.129-132, 1998.



De acordo com o contexto dos trabalhos desenvolvidos no Nucleo de Pesquisa de Produtos
Naturais (NPPN), priorizando a pesquisa de 6leos volateis de plantas aromaticas do Sul do

Brasil”™*’ foram tragados os principais objetivos deste trabalho:

¢  Extracdo ¢ isolamento dos constituintes volateis de espécies do género Poiretia

encontradas no Rio Grande do Sul: Poiretia latifolia Vogel ¢ Poiretia tetraphylla Bukart.;

¢  Determinagdo da composicao dos dleos volateis destas espécies, por cromatografia

gasosa e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

¢ Determinagdo da constituicdo enantiomérica de alguns componentes quirais dos

6leos volateis obtidos utilizando técnicas de cromatografia gasosa enantiosseletiva;

¢  Realizacdo de testes de atividade bioldgica destes 6leos essenciais ¢ de substancias

isoladas, tais como, atividade antimicrobiana, citotoxica e antioxidante;

¢  Analises sazonais da composicao dos 6leos volateis das espécies estudadas bem

como das alteragdes de constitui¢ao entre espécies de diferentes regides.

"MOREL A. F., et al. Volatile constituent’s composition of Blepharocalix salicifolius leaf oil. Journal of
Essential Oil Research, v. 11, p. 45-48, 1999.

*MOREL A. F., et al. Chemical analysis and antifungal activities of the essential oil of Calea clematidea
(Asteracea). Planta Medica, v. 68, p. 836-838, 2002.

MOREL A. F., et al. Composition and antibacterial activity of the essential oils from Zanthoxylum
rhoifolium. Planta Medica, v. 69, p. 773-775, 2003.



I1. REVISAO DA LITERATURA

2.1. FAMILIA LEGUMINOSAE

Leguminosae Adans. ¢ uma familia vasta, cosmopolita e geologicamente antiga.
Esté ausente apenas nas regides artica e antartica, sendo pobremente representada na Nova
Zelandia. Os tropicos sdo particularmente ricos em espécies herbaceas e lenhosas dessa
familia'. E de grande importancia para a flora amazonica, cabendo-lhe o primeiro lugar
entre os vegetais lenhosos, quanto ao numero de géneros e espécies, sendo ainda “uma das
familias mais naturais do sistema botanico'”. E a terceira maior familia entre as plantas
com flores (faner6gamas) de acordo com Lima e col. (1980)". Sua importancia econdmica
¢ muito diversificada, sendo utilizada desde a alimentacdo humana e animal até na
producdo de corantes, Oleos, perfumes, inseticidas, e ainda apresenta uso medicinal,
agrondmico (enriquecimento de solos), ornamental e, principalmente, para produgdo de
madeiras nobres e valiosas usadas na marcenaria, entalhadura e constru¢des em geral®.
Lima e col. (1980)', relataram que as leguminosas vém sendo apontadas como uma das
principais fontes para a producdo de proteina vegetal, particularmente para os paises
subdesenvolvidos.

A familia, segundo Judd e col. (1999)", esta dividida em trés subfamilias
(Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae) com aproximadamente 18.000 espécies,
distribuidas em 619 géneros, sendo sua grande maioria oriunda da flora brasileira. Suas
espécies apresentam habito muito variado, desde grandes arvores, arbustos, ervas e
trepadeiras, tanto escandentes como voluveis, encontradas em diferentes ambientes".
Quase sempre apresentam folhas compostas; filotaxia alterna e sempre com estipulas na
base; flores actinomorfas ou zigomorfas, com calice mais freqlientemente gamossépalo,
podendo apresentar-se dialissépalo e corola dialipétala, androceu geralmente com 10

estames, podendo apresentar menor ou maior numero, livres ou soldados; ovério com

""BUKART, A. Las Leguminosas argentinas silvestres y cultivadas. ACNE Agency, Buenos Aires. 560p.,
1952.

"DUCKE, A. Notas sobre a flora neotropica II. Bol. Tec. Inst.Agron. Norte, n.18, 248p., 1949.

2LIMA, H.C.de. Revisio taxondmica do género Vataireopsis Ducke (Leg.Fab.). Rodriguésia, v. 32, n.54, p.
21-40, 1980.

13FERREIRA, G. C., HOPKINS, M.J.G., SECCO, R.S. Contribuicdo ao conhecimento morfologico das
espécies leguminosae comercializadas no estado do Para. Acta Amazdnica, v. 34, n.2, p. 219-232, 2004.

“JUDD, W. S., et al. Plant Systematics: a phylogenetic approach. Ed. Sinauer, USA, 464p. 1999.

SJOLY A. B. Botanica: introdugdo a taxonomia vegetal. Ed. Nacional, Sio Paulo, SP, 777p. 1993.



insercdo acima das pecas florais, com um ou muitos 6vulos; o fruto em geral ¢ um legume,
porém, podem apresentar outros tipos como lomento, foliculo e samara'’.

Estudos fitoquimicos de espécies de Leguminosae t€ém levado ao isolamento de
flavondides, taninos e alcaldides. Essas sdo ricas em alcaldides quinolizidinicos que sdo
uma caracteristica peculiar, principalmente da subfamilia Papilionoideae, na qual mais de
200 destes alcaloides ja foram identificados'’.

Os flavonodides também sdo encontrados em toda a familia Leguminosae, sendo que
os isoflavondides sdo restritos a subfamilia Papilionoideae. As catequinas e
proantocianinas ou galoilcatequinas ocorrem em todas as trés subfamilias, sendo que nas
subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae sdo encontradas em maior quantidade'.
Alguns flavonoides isolados de Leguminosae, como a rutina, sdo utilizados como
antioxidantes e no tratamento da fragilidade capilar".

Entre os terpenoides, todas as classes de terpenos tem sido encontradas em
Leguminosaes, como os triterpenos e saponinas esterdides (incluindo glicosideos
cardiotonicos em Securigera ¢ Corinilla, ambas Loteae). As Leguminosae também sdo
ricas em 6leos volateis, tendo como principais constituintes os monoterpenodides™.

A subfamilia Papilionoideae, na qual encontram-se as espécies alvo deste estudo, ¢
bastante vasta com 750 géneros e mais de 18.000 espécies. Varios tipos de alcaloides,
aminoacidos ndo protéicos, aminas, flavondides, isoflavondides, cumarinas,
fenilpropanoides, antraquinonas, sesqui-, di- e tri-terpenos, inibidores de protease e

lecitinas tem sido descritas nesta subfamilia'®.

"“Barroso, G.M., et al. Sistematica de Angiospermas do Brasil. Imprensa Universitaria, Minas Gerais, v. 2,
377p, 1991.

YKITE, G.C., et al. The use of hyphenated techniques in comparative phytochemical studies of legumes.
Biochemical Systematics and Ecology, n. 31, p. 813-843, 2003.

"WINK, M. Evolution of secondary metabolites from as ecological and molecular phylogenetic perspective.
Phytochemistry, n.64, p. 3-19, 2003.

PYLEITAO, G.G., et al. Avaliagio da atividade antioxidante do extrato e fragdes de Pseudopiptadenia
contorta (Leguminosae-Mimosoideae). 23% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Livro de
Resumos, v. tnico, p. 753, 2000.

SEIGLER, D.S. Phytochemistry of Acécia-sensu lato. Biochemical Systematics and Ecology, n. 31, p.
845-873, 2003.



2.1.1. O género Poiretia VENT. (Leguminosae- Papilionoideae)

Poiretia juntamente com os géneros Aeschynomene, Arachis, Chaetocalyx,
Stylosanthes e Zornia, constituem a tribo AESCHYNOMENEAE, no Rio Grande do Sul.

O género Poiretia foi dedicado ao botanico francés Juan Poiret (1755-1834). As
espécies distribuem-se pelas regides equatoriais e subtropicais das Américas, sendo seu
limite a Argentina, na regido da Patagonia. Ocorrem também nas Grandes Antilhas, nas
Guianas e no Chile. Sao plantas megatérmicas bem adaptadas a regides de clima frio. No
Brasil ocorrem quase todas as espécies deste género, sendo algumas delas endémicas®.

Segundo Muller (1984)*, o género Poiretia esta representado no Brasil por doze
espécies, dividido em duas se¢des: Secdo Poiretia Vent. e Se¢ao Virgata C. Muller, a
primeira constituida por uma tnica espécie polimorfa Poiretia puncata (Willd.) Desv. ex.
Rudd. e a segunda por onze espécies distintas.

Sao espécies campestres que ocorrem preferencialmente em solos com vegetagao
herbacea e/ou arbustiva®. O florescimento inicia-se na primavera ¢ atinge seu maximo no
verdo, declinando no outono, sendo praticamente nulo no inverno. A maior floracao
coincide com os periodos de maior intensidade luminosa®.

No Estado ocorrem em ambientes abertos, correspondendo a areas de campo,
sempre em manchas e sendo utilizadas como plantas medicinais, contra afecgdes
estomacais, ja tendo sido referidas inclusive como inseticidas sem, contudo haver estudos
farmacoldgicos das mesmas; parecem nao ser apreciada pelo gado, ndo existindo também
estudos sobre seu potencial forrageiro™.

Desde a época da criagdo do género Poiretia (Ventenat, 1807)”, dos trabalhos
efetuados por Rudd (1972)*, e dos mais recentes realizados por Muller (1984)* e Janke

(1988)*, as atengdes dispensadas ao género foram poucas e normalmente relacionadas com

2IBURKART, A. Estudios sistematicos sobre las leguminosas-hedisareas de la Republica Argentina y
regiones adjacentes. Darviniana, Buenos Aires, v. 3, n.2, p.222-228, 1939.

ZMULLER, C. Revisio do género Poiretia Vent. (Leguminosae) para o Brasil. Tese (Mestr-Biol. Veg.)
Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, 135p., 1984.

“RAMBO, B. S. J. Estudo comparativo das leguminosas riograndenses. An. Bot. Herb. “Barbosa
Rodrigues”, Itajai, v.3, n.5, p. 107-184, 1953.

HJANKE, H., OLIVEIRA, M.L.A.A., SIQUEIRA N.C.S. O género Poiretia VENT. no Rio Grande do Sul —
taxonomia e aspectos farmacogndsticos. lheringia, Série Boténica, Porto Alegre, v. 38, p.43-66, 1988.

BVENTENAT, N. Notice sur les plantes qui seront publiees dans les cinq dernieres livraison de I’ouvrage
intitulee “Chois des plantes”. Memoires de la Classe des Sciences, Mathematique et Physique de
I’Institut National de France, Paris, v.1, p.1-6, 1807.

RUDD, V.E. A new variety of Poiretia latifolia and a brief resume of the genus Poiretia Vent.
(Leguminosae). Phytllogia, Plainfield, v. 23, n. 1, p.141-148, 1972.



a descrigdo de uma nova espécie. Desta forma, a falta de maiores conhecimentos das
espécies do género, faz com que a bibliografia especifica sobre este seja minima,
dificultando principalmente a sua identificac¢do e estudos posteriores.

A literatura fitoquimica sobre as espécies pertencentes ao género Poiretia ¢ também
extremamente escassa. Um dos estudos encontrados foi realizado por Janke e col. (1988)*,
que efetuou uma analise farmacognostica preliminar de compostos fixos e volateis de
Poiretia latifolia e Poiretia tetraphylla do Rio Grande do Sul. O outro trabalho vem sendo

728 no estudo de dleos volateis de

desenvolvido na Bahia, por Martins e Guaré Cruz
Poiretia bahiana C. Muller, que apresentam como constituintes majoritarios os

monoterpenos umbellulona e sabineno.
Poiretia latifolia Vog.”

Subarbusto a arbusto ereto de at¢ 1,50 m de altura, rizomatoso, pouco ramificado na
base, folhas geralmente tetrafoliadas, podendo ocorrer folhas trifoliadas na base.
Inflorescéncias terminais em forma de cacho, flores de até 1,5 cm de comprimento e cerca

de 1,0 cm de largura com corola amarela.

Nome popular: erva-de-touro-gratda e limaozinho-do-campo (RS).

’MARTINS, D. et al. Constituintes volateis de Poiretia bahiana e Zornia flemmingioides (Leguminosae). In:
262 REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUIMICA, 2003, Pogos de Caldas, MG.
Anais eletrénicos. Disponivel em http://www.sbq.org.br/26RASBQ. Acesso em: 15 nov 2004.

ZMARTINS, D. et al. Composition and antimicrobial activity of essential oils from P. bahiana C. Miiller. In:
5™ INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON ESSENTIAL OIL, 2004, Messina, Italy. CD-ROM.

“LINNAEA 12:54, 1838.




Habitat: ocorre nos campos secos, pedregosos, graminosos ou arbustivos.

Floracdo: novembro a fevereiro.

Frutificacdo: novembro a fevereiro.

Ocorréncia no estado: Alto Uruguai, Campanha, Campos de Cima da Serra, Depressao
Central, Encosta Inferior do Nordeste, Encosta Superior do Nordeste, Missdes ¢ Planalto
Meédio.

Segundo Muller (1984)* sua ocorréncia se restringe ao Sul do Brasil, nos estados
do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul e nos paises vizinhos, Argentina, Paraguai e
Uruguai. Nao é muito freqiiente no estado, ocorrendo em pequenas manchas.

Segundo Aradjo (1940)*° ndo é espécie com potencial forrageiro, ndo sendo
apreciada pelo gado. De acordo com Muller (1984)*, as folhas de P. latifolia Vog. sdo
usadas no Rio Grande do Sul, como aromatizante do chimarrdo e, também sendo
considerada popularmente como possuidora de propriedades afrodisiacas, quando em
infusdo. O autor ainda cita a sua utilizacao por habitantes de Cuiaba e Rosario D’Oeste no
Mato Grosso como anti-hemético, sob a forma de ingestdo e banho de imersao da infusdo
de folhas desta espécie. Janke (1988)* cita o uso da decocgdo das folhas para afecgdes
estomacais, sendo também as mesmas misturadas a cachaga como aperitivo. Informagdes
etnofarmacolédgicas obtidas durante esta pesquisa demonstraram ser mais utilizada para
problemas de hemorrdidas e como afrodisiaca.

A analise farmacognostica preliminar realizada por Janke e col. (1988)* de foliolos
e caules separadamente de P. latifolia, verificou a presenga de taninos, flavonoéides e tragos
de saponinas, enquanto que as reacdes para alcaldides, glicosideos cardiotonicos, derivados
antracénicos livres, triterpenos e/ou esterdides foram consideradas negativas. O autor
também realizou a extracdo do oleo volatil das folhas de P. latifolia obtendo um
rendimento de 0,5%, sendo realizada apenas uma caracterizagdo do perfil cromatografico
dos componentes deste 0leo (hexano/acetato de etila, 9:1), onde observou oito manchas
com distintos Rf, duas visiveis em luz ultravioleta (254 nm), entretanto tais constituintes

ndo foram identificados.

ARAUJO, A. A. Leguminosas forrageiras do Rio Grande do Sul. Babosas, pega-pegas, urinarias e outras
(Estudo da Tribu Hedysareae). Boletim: Seccéo de Informacgdo e Propaganda Agricola. Secretaria do
Estado dos Negdcios da Agricultura, Indistria e Comércio do RS, Porto Alegre, v. 80, n. 2, p. 27-32,
1940.



Poiretia tetraphylla (Poir.) Burk.*

Erva a arbusto ereto de até 0,8 m de altura, pouco ramificado na base, folhas
geralmente tetrafoliadas, inflorescéncia terminal em forma de cacho e flores com cerca de

0,7 cm de comprimento, 0,8 cm de largura com corola amarela.
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Nome popular: erva-de-touro e cha-dos-pampas (RS).
Habitat: ocorre nos campos secos, pedregosos, graminosos ou arbustivos, podendo ocorrer
em terrenos Umidos.
Floracéo: outubro a abril.
Frutificacéo: dezembro a abril.
Ocorréncia no estado: Campanha, Campos de Cima da Serra, Depressdo Central, Encosta
do Sudeste, Encosta Inferior do Nordeste, Litoral, Missdes, Planalto Médio ¢ Serra do
Sudeste.
Ocorre em todas as regides fisiograficas do Estado excetuando-se o Alto Uruguai,
mas de forma escassa, formando pequenas manchas. Segundo Muller (1984)*, no Brasil e
mais freqliente nos Estados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais, Goias, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul e nos paises vizinhos, Argentina, Paraguai e Uruguai.
Difere de P. latifolia, principalmente pelo menor porte, forma e tamanho dos

foliolos e pelo fruto. Burkart®' refere-se a P. tetraphylla como planta inseticida e ictitoxica,

S'DARVINIANA, v. 3, p. 224, 1939.
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tendo usos medicinais (estomacal, tonica e sudorifera), além de ter observado na regido
Chaco, Argentina que esta espécie poderia ser toxica para o gado.

Uma analise farmacognoéstica preliminar realizada por Janke e col. (1988)* de
foliolos, caules e flores reunidos de P. tetraphylla, verificou a presenga de taninos,
flavondides e tracos de saponinas, enquanto que as reagdes para alcaldides, glicosideos
cardiotonicos, derivados antracénicos livres, triterpenos e/ou esterodides foram consideradas
negativas. Também realizaram a obten¢do do o6leo volatil do conjunto de folhas, caule e
flores de P. tetraphylla, com rendimento de 0,4%, sendo realizada apenas uma
caracterizagdo do perfil cromatografico dos componentes deste 6leo (hexano/acetato de
etila, 9:1), observando a presenca de seis manchas distintas, das quais cinco foram visiveis

em luz ultravioleta (254 nm), contudo os constituintes ndo foram caracterizados.
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2.2. OLEOS VOLATEIS

Os 6leos essenciais constituem os elementos volateis contidos em varios 6rgaos das
plantas e assim sdo denominados devido a composi¢cdo lipofilica que apresentam,
quimicamente diferentes da composi¢do gliceridica dos verdadeiros oleos e gorduras.
Estdo associados a varias fungdes necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu
ecossistema, exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores,

e também na atragdo de insetos e outros agentes polinizadores™.

Caracterizam-se também por se apresentarem naturalmente com uma grande
variedade de constituintes que, de forma quase exclusiva, podem ser divididos em duas
classes, com base na biossintese que lhe deu origem: (i) derivados dos terpendides,
formados pela via do mevalonato ou pela via do DXP (1-deoxi-D-xilose-5-fosfato) e (ii)
compostos aromaticos formados pela via do acido chiquimico, os fenil propandides. Sendo
que os terpenos representam o grupo mais importante de substancias quimicas secretadas,
derivadas do isopropeno (unidade ramificada de 5 carbonos) e classificadas de acordo com

, ros . r 33
o niimero minimo dessas unidades presentes na molécula™.

O uso farmacéutico dos Oleos volateis fundamenta-se nas suas propriedades
fisiologicas: o perfume e o sabor; o efeito irritante sobre a pele e as mucosas; as
propriedades desinfetantes e a agdo bactericida. As esséncias de anis, de funcho, etc.
(Pimpinella anisum, Foeniculum vulgare) sdao muitas vezes usadas como expectorantes,
pois sdo eliminadas pelos pulmdes e desinfetam assim diretamente as vias respiratorias,
libertando as mucosidades. Sdo usadas também em gargarejos, inalagdes ¢ gotas nasais’.
De um modo geral, os componentes presentes em Oleos volateis aumentam a circulagao
periférica do corpo, eles alteram o comportamento da circulagdo sangiiinea, do aparelho
digestivo, do aparelho urindrio, do sistema cardiovascular, do sistema pulmonar e, ainda, a

secrecdo dos horménios™.

No organismo humano, as substancias volateis exercem um mecanismo muito
interessante. Quando aspiramos um o6leo volatil, ele ¢ absorvido pelos nervos olfativos,
indo diretamente para o cérebro, onde atinge uma regido chamada de hipocampo. O

hipocampo ¢ relacionado ao comportamento, &8 memoria e a emogdo. E por isso que os

“SIANI, A.C. et al. Oleos Essencias. Biotecnologia, Ciéncia & Desenvolvimento, v. 76, p. 38-43, 2000.
3SIMOES, C.M.O. et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5* ed., Porto Alegre/Florian6polis,
Editora da UFRGS/Editora da UFSC, p. 467-497, 2003.
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aromas sao muitos indicados no tratamento de doencas psicossomadticas, ou seja, doengas

oriundas de distarbios psicologicos®.

Cerca de 3.000 6leos volateis sao conhecidos, dos quais aproximadamente 300 sao
comercialmente importantes, destinados principalmente para “flavours” e mercado de

fragrancias. J4 ha muito tempo se reconhece as propriedades antimicrobianas de alguns

34,35

Oleos volateis sendo estes bem revisados no passado’”, bem como as propriedades

antimicrobianas de plantas usadas como tempero**. Mas o recente aumento do consumismo

“verde” tem levado a uma renovagdo do interesse cientifico nestas substincias®. Além de

37,38,39

propriedades antimicrobianas , 0s Oleos volateis, ou os seus componentes, destacaram-

41,42 43,44

se por exibirem propriedades antivirais®, antimicoticas**, antiparasiticas*, e inseticida®.
Estas sdo caracteristicas relacionadas possivelmente a funcdo destes componentes nas
plantas®.

Viarios procedimentos sdo utilizados para a obtengdo de 6leos volateis. Os métodos
mais importantes, em nivel laboratorial, sdo a destilacio por arraste de vapor, a

hidrodestila¢do, a extragdo por fluido supercritico e a extragdo assistida por microondas®.

COWAN, M. M. Plant products as antimicrobial agents. Clinical Microbiology Reviews, v.12, n.4, p.564-
582, 1999.

SHELEF, L.A. Antimicrobial effects of spices. Journal of Food Safety, n.6, p. 29-44, 1983.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods — a review.
International Journal of Food Microbiology, v. 94, p. 223-253, 2004.

’’DEANS, S.G., RITCHIE, G. Antibacterial properties of plant essential oils. International Journal of Food
Microbiology, v. 5, p. 165-180, 1987.

¥CARSON, C.F., COOKSON, B.D., RILEY, T.V. Susceptibility of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus to the essential of Melaleuca alternifolia. Journal of Antimicrobial Chemotheraphy, v. 35, p.
421-424, 1995.

MOUREY, A., CANILLAC, N. Anti-Listeria monoyitogenes activity of essential oils components of
conifers. Food Control, v. 13, p. 289-292, 2002.

“BISHOP, C.D. Antiviral activity of the essential of Melaleuca alternifolia (tea tree) against tobacco mosaic
virus. Journal of the Essential Oil Research, v. 7, p. 641-644, 1995.

YAZ7Z0OUZ, M.A., BULLERMANN, L. B. Comparative antimycotic effects of the selected herbs, spices,
plant components and commercial antifungal agents. Journal of Food Protection, v. 45, n. 14, p. 1298-
1301, 1982.

“JAYASHREE, T., SUBRAMANYAM, C. Antiaflatoxigenic activity of eugenol is due to inhibition of lipid
peroxidation. Letters in Applied Microbiology, v.28, p. 179-183, 1999.

“PANDEY, R., et al. Essential oil compounds as potent source of nematicidal compounds. Journal of
Phytopathology, v. 148, n. 7-8, p. 501-502, 2000.

*“PESSOA, L.M..et al. Anthelmintic activity of essential oil of Ocimun gratissimun Linn. and eugenol
against Haemonchus contortus. Veterinary Parasitology, v. 109, n. 1-2, p. 59-63, 2002.

BKARPOUHTSIS, L., et al. Inseticidal and genotoxic activities of oregano essential oils. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 46, p. 1111-1115, 1998.

“MAHMOUND, S.S., CROTEAU, R.B. Strategies for transgenic manipulation of terpene biosynthesis in
plants. Trends in Plant Science, v. 7, n. 8, p. 366-373, 2002.

“MARRIOT PJ, SHELIE R, CORNWELL C. Gas chromatographic technologies for the analysis of essential
oils. Journal of Chromatography A, v. 936, p. 1-22, 2001.
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Ja em escala industrial, at¢ o momento a destilagdo por arraste de vapor e a extracao
supercritica dominam os processos de obtencdo de 6leos volateis®.
A composicdo de dleos volateis de cada espécie particular de planta pode diferir

930513533655 Tsto pode ser explicado,

entre as épocas de colheita e entre fontes geograficas
ao menos em parte, pela formagdo de substidncias antimicrobianas a partir de seus
precursores. Como exemplo, o p-cimeno e o j~terpineno sao os precursores do carvacrol e
do timol em espécies de Origanum e Thymus***. A soma das quantidades destes quatro
componentes presentes em oréganos de origem grega foram semelhantemente obtidas em
espécimes oriundas de diferentes regides geograficas™, os quais permanecem estaveis em
plantas colhidas durante as diversas estagdes do ano™. O mesmo ocorre no Thymus
vulgaris da Italia”. Isto indica que os quatros componentes sdo biologicamente e
funcionalmente associados e apdiam a teoria que o timol ¢ formado a partir do p-cymeno e
y~terpineno em T. vulgaris®. Geralmente, os 0leos volateis produzidos de plantas coletadas
durante ou imediatamente ap6és o periodo de florescéncia possuem a atividade
antimicrobiana mais forte’’. A composigdo de 6leos volateis de partes diferentes da mesma
planta também pode diferir expressivamente. Por exemplo, o o6leo volatil obtido das
sementes de coentro (Coriandrum sativum L.) tem uma composi¢do bastante diferenciada

do 6leo de coentro obtido das folhas da mesma planta™.

“SERAFINI, S.A., BARROS, N.M., AZEVEDO, J.L. Biotecnologia na agricultura e na agroindustria.
Ed. Agropecuaria, Guaiba, RS, 390p., 2001.

“COSENTINO, S., et al. In vitro antimicrobial activity and chemical composition of Sardinian Thymus
essential oils. Letters in Applied Microbiology, v. 29, p. 130-135, 1999.

'MARIOTT, M., PICCAGLIA, R., GIOVANELLI, E. Effects of planting time and mineral fertilization on
peppermint (Mentha piperita L.) essential oil composition and its biological activity. Flavour and
Fragance Journal, v. 9, p. 125-129, 1994.

J'WILKINS, C., MADSEN, J.O. Oregano headspace constituents. Zeitschrift fiir Lebensmittel-
Untersuchung und —Forschung, v. 192, p. 214-219, 1991.%"

S DAFERERA, D.J., ZIOGAS, B.N., POLISSIOU, M.G. The effectiveness of plant essential oils in the
growth of Botrytis cinerea, Fusarium sp. and Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis. Crop
Protection, v. 22, p. 39-44, 2003.

SJULIANO, C., MATTANA, A., USAI, M. Composition and in vitro antimicrobial activity of the essential
oil of Thymus herba-barona Loisel growing wild in Sardinia. Journal of Essential Oil Research, v. 12, p.
516-522, 2000.

S JERKOVIC, I, MASTELIC, J., MILOS, M. The impact of both the season of collection and drying on the
volatile constituents of Origanum vulgare L. ssp. Hirtum grown wild in Croatia. International Journal of
Food Science & Technology, v. 36, p. 649-654, 2001.

DELAQUIS, P.J., et al. Antimicrobial activity of individual and mixed fractions of dill, cilantro, coriander
and eucalyptus essential oils. International Journal of Food Microbiology, v. 74, p. 101-109, 2002.

K OKKINI, S., et al. Autumn essential oils of Greek oregano. Phytochemistry, v. 44, n.5, p. 883-886, 1997.

’PASTER, N., et al. Antifungal activity of oregano and thyme essential oils applied as fumigants against

fungi attacking stored grain. Journal of Food Protection, v. 58, n. 1, p. 81-85, 1995.
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2.2.1 Aplicacdes dos Oleos Volateis

Os o6leos volateis encontram aplicabilidade principalmente nos alimentos (como
flavourizantes), perfumes (fragrancias e pds-barba) e produtos farmacéuticos (pelas suas
propriedades bioldgicas)****. O famoso uso de 6leos volateis em aromaterapia constitui

pouco mais que 2% do mercado total”

. Componentes individuais de 6leos volateis também
sao usados como flavorizantes em alimentos, tanto extraidos de plantas, como
sinteticamente fabricados®. As propriedades antimicrobianas dos 6leos volateis e de seus
componentes sdo exploradas em diversos produtos comerciais para tratamentos
odontoldgicos®, anti-sépticos®, bem como alguns conservantes contendo 6leos volateis,
também ja estdo comercialmente disponiveis. “DMC Base Natural” ¢ um preservativo de
alimentos produzido na Espanha pela DOMCA S.A., e inclui 50% de o6leos volateis de
alecrim, salvia e citricos e 50% de glicerol®. Além disso, os efeitos fisiologicos dos 6leos
volateis sdo amplamente usados em diferentes produtos comerciais como o inibidor de

brotamento em batatas fabricado na Holanda (Talent™)* e uma série de repelentes de

insetos *.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial properties and potential applications in foods — a review.
International Journal of Food Microbiology, v. 94, p. 223-253, 2004.

*INOUYE, S. Laboratory evaluation of gaseous essential oils. International Journal of Aromatherapy,
v.13,n.2-3, p.96-107, 2003.

O0STERHAVEN, K., POOLMAN, B., SMID, E.J. S-carvone as a natural potato sprout inhibiting,
fungistatic and bacteristatic compound. Industrial Crops and Products, v. 4, p.23-31, 1995.

'MANABE, A., NAKAYAMA, S., SAKAMOTO, K. Effects of essential oils on erythrocytes and
hepatocytes from rats and liposomes. Japanese Journal of Pharmacology, v. 44, p. 77-84, 1987.

2COX, S.D., et al. The mode of antimicrobial action of essential oil of Melaleuca alternifolia (Tea tree oil).
Journal of Applied Microbiology, v. 88, p. 170-175, 2000.

MENDOZA-YEPES, M.]., et al. Inhibition of Listeria monocytogenes and other bacteria by a plant
essential oil (DMC) en Spanish soft cheese. Journal of Food Safety, v. 17, p. 47-55, 1997.

*HARTMANS, K.J., et al. The use of carvone in agriculture; sprout suppression of potatoes and antifungal
activity against potato tuber and other plant diseases. Industrial Crops and Products, v. 4, p. 3-13, 1995.
SCARSON, C.F., RILEY, T.V. Antimicrobial activity of the essential oil of Melaleuca alternifolia. Letters

in Applied Microbiology, v. 16, p. 49-55, 1993.
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2.3 Biossintese de Monoterpenos em Plantas

Os monoterpendides, ou isoprendides, sao a maior ¢ mais diversa familia de
produtos naturais, tendo variadas estruturas moleculares de lineares a policiclicas, desde
hemiterpenos de cinco carbonos a borracha natural, constituida de milhares de unidades de
isopreno. Todos os terpenodides sdo sintetizados através de condensagdes de unidades de
isopreno (dimetilalil difosfato e isopentenil difosfato) e sao classificadas pelo niimero de
unidades isoprénicas (cinco carbonos) presentes na estrutura. Monoterpenos sdo da classe
Cjo de isoprendides, alcangando quase 1000 metabdlitos volateis, incolores e lipofilicos.
Embora encontradas inteiramente na natureza, estas substincias sdo os constituintes mais
conhecidos de 6leos volateis, aromas florais e resinas protetoras de plantas aromaticas, as

quais lhes conferem aromas e sabores caracteristicos®.

O papel fisioldgico preciso da maioria dos monoterpenos de plantas ainda nao foi
bem definido, mas em geral, entende-se que eles atuam como mediador de interagdes entre
planta e ambiente, atuando na atragdo de polinizadores, defesa e comunicagdao entre as
plantas. Por exemplo, coniferas excretam uma complexa mistura de monoterpenos,
sesquiterpenos (C;s) e diterpenos (Cy), denominada de oleoresina, em resposta ao ataque
de insetos predadores. Esta secre¢do defensiva pode conter mais de 30 monoterpenos,
incluindo limoneno, pineno € mirceno, que sao tOxXicos tanto para os insetos como para
seus fungos simbioticos. Outros monoterpenos, como linalol, canfeno e cineol, sdo

envolvidos na atra¢ao de polinizadores e na alelopatia®.

Os monoterpenos também tém extensa aplicacdo industrial como agentes
flavorizantes, em medicamentos topicos, perfumes e inseticidas. Existem também
evidéncias de que os monoterpenos t€ém uso potencial como herbicidas, pesticidas, agentes
antimicrobianos e como agentes anticarcinogénicos em alimentos. Por causa de sua
toxicidade relativamente baixa aos vertebrados, os monoterpenos oferecem vantagens
significativas para a aplicacdo no controle de pragas, comparado com os métodos
convencionais. Além disso, muitos monoterpenos sdo rapidamente catabolisados por

microorganismos e nao persistem no ambiente®.

MAHMOUND, S.S.; CROTEAU, R.B. Strategies for transgenic manipulation of monoterpene biosynthesis
in plants. Trends in Plant Science, v. 8, p. 1360-1385, 2002.

STPHILLIPS, M.A.; CROTEAU, R. Resin-based defenses in conifers. Trends in Plant Science, v. 4, n.5,
p-184-190, 1999.
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Nos o6leos volateis e oleoresinas produzidas pelas plantas, a producao de
monoterpenos e sua acumulagao ¢ restrita a estruturas celulares altamente especializadas.
Por exemplo, a biossintese de monoterpenos em mentas ocorre nas células excretoras dos
tricomas, os quais cobrem a superficie das partes aéreas das plantas, e o 6leo volatil ¢
estocado em cavidades subcuticulares desses tricomas. Similarmente, a biossintese dos
constituintes das oleoresinas em coniferas ¢ localizada em varios tipos de dutos e bolsas de
resinas, compostas de células epiteliais, com uma cavidade central de armazenamento.
Plantas que ndo tem estas estruturas especializadas, tipicamente acumulam somente tragos

de monoterpenos®.

Pesquisas ao longo de décadas vém demonstrando conhecimento substancial sobre
o metabolismo de monoterpenos em plantas. As rotas biossintéticas para muitos
monoterpenos comercialmente importantes ja foram estabelecidas e os genes que
codificam as enzimas chave para a biossintese tem sido clonados para diversas espécies. A
disponibilidade de ferramentas moleculares e a importancia econdmica dos monoterpenos
tém impulsionado um grande interesse na engenharia dessas rotas biossintéticas nas

plantas®.

2.3.1 Biossintese dos Monoterpenos

Todos os monoterpenos sdo sintetizados através da condensacdo do isopentenil
difosfato (IPP) e seu isdmero alilico dimetilalil difosfato (DMAPP). Os chamados terpenos
“regulares” sdo produzidos pela adi¢do seqiiencial tipo “cabeca-cauda” do DMAPP e do
IPP e compde a grande maioria dos compostos desta categoria, entretanto os terpenos
“irregulares”, mais incomuns, sdo produzidos pela associacdo ndo “cabeca-cauda” de duas

unidades construtoras ou pelo rearranjo de uma estrutura regular (Figura 1)®.

STURNER, G.W. et al. Distribution of peltate glandular trichomes on developing leaves of peppermint.
Plant Physiology, v. 124, p. 655-664, 2000.

“DEWICK, P.M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. England: John Willey & Sons, cap.
5, p. 153-172, 2000.
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Esqueleto de monoterpeno regular Esqueleto de monoterpeno irregular

Figura 1. Exemplo de estruturas de monoterpenos regulares e irregulares.

A adicdo seqiliencial cabega-cauda de unidades de IPP ao DMAPP inicialmente
produz o geranil difosfato (GPP, Cj(), farnesil difosfato (FPP, C;s) e geranilgeranil
difosfato (GGPP, Cy), que sdo os precursores lineares da maior classe de terpendides

(Esquema 1)".

)\/\ /K/\
oPp ~—— oPP

IPP DMAPP

X1
i/\ ——— MONOTERPENOS (C,,)
X2
i/%\ < SESQUITERPENOS (C,5)
TRITERPENOS (Cs0)
X3 >

C\(/OPP < DITERPENOS (C,0)
GGPP

TETRATERPENOS (C,0)

Esquema 1. Biossintese de isoprenodides ¢ o papel das prenil-transferases em plantas superiores.
DMAPP: dimetilalil difosfato; FPP: farnesil difosfato; GGPP: geranilgeranil difosfato; GPP:
geranil difosfato; IPP: isopentenil difosfato.

"BICK, J.A.; LANGE, B.M. Metabolic cross talk between cytosolic and plastidial pathways of isoprenoid
biosynthesis: unidirectional transport of intermediates across the chloroplast envelope membrane. Archives
of Biochemistry and Biophysics, v. 415, p. 146-154, 2003.
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Monoterpenos regulares sao derivados exclusivamente do GPP, o qual ¢
freqiientemente ciclizado para produzir o esqueleto principal de varias subfamilias de
monoterpenos, relativamente poucos monoterpenos, como geraniol, linalol e ocimeno, sdo
aciclicos. Os monoterpenos do tipo p-mentano, caracteristicos de espécies de menta, sdo
cicloexandides, entretanto todos os outros grupos, incluindo os monoterpenos bornano,
canfano, fenchano, careno e tujano apresentam esqueletos carbonicos biciclicos (Esquema
2). Varias revisdes sobre biossintese de subfamilias de monoterpenos encontram-se

disponiveis’">".

"'DUBEY, V.S.; BHALLA, R.; LUTHRA, R. An overview of the non-mevalonate pathway for terpenoid
biosynthesis in plants. Journal of Bioscience, v.28, n.5, 637-646, 2003.

2EISENREICH, W; ROHDICH, F.;: BACHER, A. Deoxyxylulose phosphate pathway to terpenoids. Trends
in Plant Science, v. 6, n. 2, p. 78-84, 2001.

BWANKE, M.;: TUDEK-S. K.; SWIEZEWSKA, E. Isoprenoid biosynthesis via 1-deoxi-D-xylulose 5-
phosphate/2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (DOXP/MEP) pathway. Acta Biochimica Polonica, v.48,
n.3, p.663-671, 2001.
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Tipo estrutural Exemplos

OH
\ OH =
Alifaticos | |
| |

Geraniol cis-Ocimeno Linalol

e}
Boranos, 0o OH
canfanos e
fenchanos

Canfora Isoborneol Fenchona

OPP OH
Carenos
AN OH

3-Careno 4-Caranol 5-Carenol

[0}
GPP \

P-Mentanos

Limoneno Carvona Mentol

Pinanos @
0

a-Pineno B-Pineno Verbenona

OH
Tujanos ?

a-Tujeno Sabineno Sabineno hidrato

Esquema 2. Membros representativos de varias subfamilias de monoterpenos®.

Os monoterpenos irregulares sao obtidos pela unido diferenciada de duas unidades
de isopreno e rearranjos estruturais. Assim, embora DMAPP e IPP sejam utilizados na
biossintese, o geranil PP e o farnesil PP ndo parecem ser envolvidos. Como exemplo,
temos o acido crisantémico, precursor da piretrina, que ¢ um componente inseticida obtido
das flores de crisantemo (Crysanthenum cinerariaefolium). Sua estrutura ciclopropanoéide é
derivada de duas unidades isoprénicas unidas para a obtencao do acido crisantémico, como
¢ demonstrado na Figura 2. O mecanismo diferenciado envolve duas unidades de DMAPP,

com a formagdo do anel ciclopropanico®.
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&cido
crisantémico

perda do préton pela formagéo hidrélise do éster e oxidacdo do
do anel ciclopropano &lcool a acido

adicao eletrofilica fornecendo
carbocation terciario

Figura 2. Biossintese do acido crisantémico®

A maioria dos monoterpenos ¢ produzida pela modificacdo de um composto inicial
derivado do GPP. Por exemplo, a ciclizacdo do GPP pela principal enzima terpeno sintase
da Mentha x piperita origina o limoneno, que subseqiientemente por transformagdes redox
produz uma variedade de metabdlitos estruturalmente relacionados (Esquema 3). Entdo, a
biossintese de monoterpenos pode ser descrita em quatro fases: (i) produgdo da unidade
construtora de terpenodides (IPP e DMAPP); (ii) condensagdo do IPP e DMAPP por fenil
tranferases para formar o GPP; (iii) conversio do GPP ao esqueleto basico do
monoterpeno; e (iv) transformacdo da estrutura basica nos seus derivados. O catabolismo
dos monoterpenos e as perdas evaporativas parecem ndo influenciar no rendimento da

produgdo destes produtos naturais nas plantas™

e — —
o | [¢] [¢] 7 (0] Y OH

(-)-trans-Oxido de (+)-Oxido de Plpemenona (-)-Piperitona (+)-] Mcntofurano (-)-Mentol
piperitona piperitenona T
OPP
— —
| “on : ©
Geranil Lnnoneno (-)-trans-Isopiperitenol (-)-Isopiperitenona (+)-cis-Isopulegona (+)-Pulegona (-)-Mentona

difosfato

Esquema 3. Rota biossintética de monoterpenos no metabolismo da horteld-pimenta.

GERSHENZON, JI. et al. Regulation of monoterpene accumulation in leaves of peppermint (Mentha x
piperita L.). Plant Physiology, v.122, p.205-213, 2000.
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Producéo do IPP e DMAPP

Até pouco tempo atras, a rota classica do mevalonato (MVA) para biossintese de
isoprendides era considerada como uma rota universal para a producdo do IPP. Além do
mais, aceitava-se amplamente que o DMAPP era derivado do IPP via isomerizagdo
catalisada pela enzima IPP isomerase. Entretanto, agora se estabeleceu que as células de
plantas produzem IPP através de dois caminhos independentes e quimicamente distintos
(Figura 3). No citosol, o IPP (e, por isomerizagio o DMAPP) ¢ gerado pela Acetil-CoA
através do caminho do mevalonato (MVA), o qual fornece os precursores para a
biossintese dos sesquiterpenos (C;s) e triterpenos (Csg). Nos plastidios, a recentemente
descoberta rota do 1-deoxi-D-xilose-5-fosfato (DPX)™"® que opera em certos
microorganismos, produz o IPP para a biossintese de monoterpenos (Cjo), diterpenos (Cyo)
e tetraterpenos (Cs). O DMAPP surge independentemente do IPP neste caminho

biossintético’">.

A rota biossintética do DXP inicia por uma condensacdo do tipo transcetolase de
dois carbonos do piruvato com gliceraldeido-3-fosfato dando origem ao DXP e ¢ seguido
pela isomerizacdo e reducdo do DXP a 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, formagdo do
derivado citidil-difosfato, fosforilacio do C2 e ciclizacdo do 2-C-metil-eritritol-2,4-
ciclodifosfato, o qual finalmente leva ao 4-hidroxi-DMAPP e depois ao IPP e DMAPP. Os

genes que codificam as enzimas desta rota vem sendo isolados de plantas e bactérias’’.

Formacéao do GPP

A biossintese do precursor de terpenoides GPP, FPP ¢ GGPP a partir do IPP e
DMAPP ¢ catalisado por preniltransferases GPP sintase, FPP sintase e GGPP sintase,
respectivamente. Todas as trés enzimas podem usar IPP ¢ DMAPP para os passos de
elongacdo. Em adi¢do, FPP e GGPP sintases podem ampliar GPP e FPP para formar os

respectivos produtos (Cys) e (Cao)™.

” ROHMER, M. et al. Isoprenoid biosynthesis in bacteria: a novel pathway for the early steps leading to

isopentenil diphosphate. Biochemistry Journal. v.295, p. 517-524, 1999.

6 EISENREICH, W. et al. The deoxyxylulose phosphate pathway of terpenoid biosynthesis in plants and

microorganisms. Chemical Biology, v.5, R221-R233, 1999

"RODRIGUEZ, M. et al. Genetic evidence of branching in the isoprenoid pathway for the production of
isopentenyl diphosphate and dimethylallyl diphosphate in Escherichia coli. FEBS Letters, v.473, p.328-
332, 2000.
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Abreviacdes:

@ FOSFATO

AACT, acetil-CoA:acetil-CoA
C-acetiltransferase;

CMK, 4-(citidina-5'-difosfo)-2-
C-metileritritol quinase;
DXPS, 1-deoxixilulose-5-
fosfato sintase;

DXR, 1-deoxixilulose-5-fosfato
redutoisomerase;

HMGR, 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA redutase;
HMGS, 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA sintase;
IPPI, isopentenil difosfato
isomerase;

MCT, 2- C-metileritritol-4-
fosfato citidiltransferase;
MDC, mevalonate-5-difosfato
descarboxilase;

MECPS, 2- C-metileritritol-
2.4-ciclodifosfato sintase;
MK, mevalonato quinase;
PMK. fosfomevalonato

2-fosfo-4-(citidina 5'-difosfo)-
2-C-metil-O-eritritol

Figura 3. A rota biossintética do mevalonato. (a) rota independente do mevalonato (deoxixilulose

fosfato) (b) para a biossintese do isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP). O

fosfato livre é destacado em vermelho e as flechas mais largas indicam passos que ainda nao

foram identificados’
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2.4 O Monoterpeno Carvona

Carvona (Figura 4) ¢ um 6leo incolor ou amarelo, insoluvel em agua e miscivel em
etanol. Trata-se de um monoterpeno de grande interesse comercial, sendo obtido
industrialmente de fontes naturais, principalmente das sementes do cominho (Carum carvi
L.) e do endro (Anethum graveolens L.)”. Este terpeno se tornou de extrema importancia
neste trabalho ja que é o componente majoritario do 6leo volatil da espécie P. latifolia

estudada.

Figura 4. Formula estrutural do monoterpeno carvona.

A aplicacdo técnica mais importante da carvona ¢ o uso como inibidor do
brotamento de batatas durante armazenamento ¢ da abertura de bulbos florais™, também
exibiu atividade de fungicida protegendo os tubérculos de batatas do deterioramento, sem
alterar gosto e qualidade do produto tratado, e sem exibir toxicidade a mamiferos. Ja foi
introduzida para tais fins com o nome comercial de “Talent” na Europa® *'. Muitos outros
usos potenciais podem ser citados como: inibidor do crescimento de bactérias®**™®, de alguns

fungos®, como um repelente de insetos®, com agente nematicida®, antitumoral e como

BSTARMANS, D.A.J.; BAYSAL, T. Supercritical carbon dioxide extraction of carvone and limonene from
caraway seed. Journal of Supercritical Fluids, v. 14, p.225-234, 1999.

O0OSTERHAVEN, K, POOLMAN, B, SMID, E. J. S-Carvone as a natural potato sprout inhibiting,
fungistatic and bacteristatic compound. Industrial Crops and Products, 1995, 4:23-31.

STRIPATHI, P.; DUBEY, N.K. Exploitation of natural products as an alternative strategy to control
postharvest fungal rotting of fruit and vegetables. Postharvest Biology Technology, n. 32, p. 235-245,
2004.

S'IBAILER J, et al. Essential oil content and composition in commercially available dill cultivars in
comparison to caraway. Industrial Crops and Products, v. 14, p.229-239, 2001.

“HELANDER L. M., et al. Characterization of the action of selected essential oil components on Gram-
positive bacteria. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 46, n. 9, p. 3590-3595, 1998.

®NAIGRE, R., et al. Comparison of antimicrobial properties of monoterpenes and their carbonylated
products. Planta Medica, v.62, n. 3, p. 275-277, 1998.

$SMID E. J., DE WITTE, Y., GORRIS, L. G. M. Secondary plant metabolites as control agents of
postharvest Penicillium rot on tulip bulbs. Postharvest Biology and Technology, v. 6, p. 303-312, 1995.

$5SALOM SM, et al. Evaluation of natural products as antifeedants for the pales weevil and as fungitoxins
for Leptographium procerum. Journal of Entomological Science, v. 31, n.4, p. 453-465, 1996.

%ESTER, A., ROZEN VAN, K. Effect of Nemaslug®, salt or carvona on the slug damage in green asparagus.
Asparagus Research Newsletter, v.19, n.5, p.10-21,2003.
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regulador do crescimento de algumas plantas’’ Ainda a carvona, em suas duas formas
enantioméricas, ¢ amplamente usada como bloco construtor quiral na sintese de produtos

naturais®.

A composicdo enantiomérica da carvona obtida de fontes naturais é bem
diversificada, ela estd presente como o enantiomero S-(+) no cominho e no endro,
entretanto, nem sempre puro.” Outras espécies de plantas podem conter R-(-)-carvona,

como a Mentha spicata ou carvona na forma racémica®"”.

A composicao enantiomérica da carvona obtida de fontes naturais ¢ bem revisada e
rotas biossintéticas propostas sdo utilizadas em estudos visando o desenvolvimento de
processos fermentativos de produgdo industrial de carvona, em larga escala.”’”
Gershenzon, Maffei e Croteau (1989)” proporam a rota metabolica ¢ a enzimologia para a
obtengdo da R-(-)-carvona a partir da Mentha spicata (Esquema 4), o caminho biossintético

qual requer quatro passos metabdlicos, envolvendo reagdes muito freqiientes na biossintese

de terpenodides.

Y"VERSTEGEN-HAAKSMA, A. A., et al. Application of S- carvone in the synthesis of biologically active
natural products using chemical transformations and bioconversions. Industrial Crops and Products, v. 4,
p. 15-21, 1995.

*®GONZALEZ, M. A., et al. Synthesis of (+)- and (-)-isocarvone. Tetrahedron Letters, n. 45, p. 5039-5039-
5041, 2004.

¥FABER, B., BANGERT, K., MOSAMDL, A. GC-IRMS and enantioselective analysis in chemical studies
in dill (Anethum graveolens L.). Flavours Frangance Journal, v. 12, n. 5, p. 305-314, 1997.

“RANI K, AKHILA A. Biosynthesis of (+)- and (-)-carvone and limonene and their biogenetic relationship
with other oxygenated monoterpenes in Mentha cardiaca. Fitoterapia; v. 69, n. 4, p. 337-348, 1998.
’ICARTER, O., PETERS, R. J., CROTEAU, R. Monoterpene biosynthesis pathway construction in
Escherichia coli. Phytochemistry, v. 64, p. 425-433, 2003.

2HAUDENSCHILD, C., SCHALK, M., CROTEAU, R. Functional Expression of regiospecific cytocrome
P450 limonene hidroxylases from Mint (Mentha ssp.) in Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae.
Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 379, n. 1, p. 127-136, 2000.

GERSHENZON, J., MAFFEI, M., CROTEAU, R. Biochemical and hystochemical localization of terpene
biosynthesis in the glandular trichomes of spearmint (Mentha spicata). Plant Physiology, v. 89, p.1351-
1357, 1989.
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— OH tn,,
IPP
+ —> —>

DMAPP Geranil-difosfato (-)-limoneno (-)-trans-carveol (-)-carvona

Esquema 4. Rota para a biossintese de (-)-carvona a partir de precursores primarios isopentenil-

difosfato (IPP) e dimetil-alil-difosfato (DMAPP).

As enzimas indicadas s3o: 1. geranil difosfato sintase, 2. limoneno sintase, 3. citocromo P-450

limoneno-6-hidroxilase; 4. carveol desidrogenase.
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2.5 Técnicas Analiticas para Oleos Voléateis

A andlise, separacao e identificacdo de misturas complexas de multicomponentes,
como sao os Oleos volateis, pode ser realizada por técnicas de Cromatografia Gasosa (CQ),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e espectroscopicas, dentre as quais as
mais freqiientes sdo a Espectrometria na regido do Ultravioleta (UV), do Infravermelho
(IV), de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e de Carbono (RMN
BC)ea Espectrometria de Massas (EM), além do uso de bibliotecas contendo informacgdes
de um grande numero de substéncias ja conhecidas’.

Numerosas publicagdes tratam das diferentes composi¢des quimicas de inimeros

Oleos volateis extraidos de plantas® 2533

. Em grande parte, os 6leos volateis podem
incluir mais de sessenta componentes individuais, sendo que os componentes principais
podem constituir até 85% do 6leo volatil, considerando que outros componentes estejam
presentes como tragos™.

As técnicas analiticas permitem a avaliacdo da qualidade de Oleos volateis,
garantindo, assim, a constincia de constituintes quimicos e a seguranc¢a na utilizacdo. A
avaliacdo quantitativa e qualitativa envolve a utilizacdo de diversas técnicas basicas, que
passaram por algumas alteragdes nos ultimos anos, devido essencialmente a revolucio da
informatica (programa de computadores, niveis de automagdo, forma de integragdo dos
dados obtidos) e da sofisticagdo dos experimentos que podem ser realizados, resultando na
dedugio de estruturas coerentes™.

No contexto de pesquisa de 6leos volateis, a cromatografia gasosa tem sido a
ferramenta mais amplamente utilizada para a separacao, identificacdo e quantificacao dos

constituintes.

2.5.1 Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa ¢ um dos métodos mais atrativos para a analise de
substancias puras ou para a analise de uma mistura de substancias. Trata-se de um método
sensivel, que tem a vantagem de ndo ser afetado pela presenga de impureza na amostra,

além de ser um método de facil manuseio®.

% CHAAR, J.S. Estudos analiticos e modificagdo quimica por acetilagdo do linalol contido no éleo volatil da

espécie Aniba duckei Kostermans. Tese de Doutorado, USP/IQ-S4o Carlos, Sdo Paulo, 118p., 2000.

“HOSTETTMANN, K., QUEIROZ, E. F., VIEIRA, P.C. Principios Ativos de Plantas Superiores. Série de
textos da Escola deVerdo em Quimica, v. IV, EQUFSCar, Sio Carlos, 2003.
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Esta técnica de separacdo baseia-se na distribuicdo dos componentes da amostra
entre a fase estaciondria (solido ou liquido) e uma fase movel (gés), sendo aplicada a
compostos volateis ou volatilizaveis. O gas da fase movel tem a finalidade de transportar
as moléculas a serem separadas através da coluna, sendo por isso conhecido como gas de
arraste. Um detector é conectado na saida da coluna, onde é constatada a eficiéncia da
separacao pelo cromatograma registrado.

Oleos volateis sdo, geralmente, constituidos por uma série de componentes,
principalmente de terpendides volateis, os quais se apresentam naturalmente como
hidrocarbonetos, alcoois, cetonas, aldeidos, fenois, ésteres, etc. Devido a importancia desta
classe de metabolitos, pesquisadores desta area, procuram por tecnologias mais efetivas no

. o A N co i 96
que diz respeito a separagdo e identificacdo destes volateis .

2.5.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

Existem no mercado varias empresas que oferecem o conjunto cromatografico
gasoso-espectrometria de massas (CG-EM), acoplado através de uma interface que
aumenta a concentra¢do da amostra no gas de arraste. A velocidade de varredura é grande
o suficiente para permitir a obtencao de diversos espectros de massas por pico eluido no
cromatdgrafo”. E também a conexdo direta de colunas capilares de cromatografia gasosa
ao espectrometro de massas permite varias varreduras de massas rdpidas em pontos
diferentes de um pico cromatografico, de modo a testar sua homogeneidade. Desse modo, ¢
possivel resolver picos cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria
de massas acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentagdes dos componentes
individuais separados**.

Na técnica de impacto de elétrons (IE), mais comumente usada em espectrometria
de massas, um espectrometro de massas bombardeia moléculas na fase vapor com um feixe

de elétrons de alta energia e registra o resultado do impacto dos elétrons como um espectro

de ions separados na base da razdo massa/carga (Mm/z). A maior parte dos ions formados

BICCHI, C., D’AMARO, A., RUBIOLO, P. Cyclodextrin derivatives as chiral selectors for direct gas
chromatographic separation of enantiomers in the essential oil, aroma and flavours fields. Journal of
Chromatography A, v. 8, p. 843-899, 1999.

"BLOOR, S., PORTER, L. J. Mass Spectrometry. In: Bioactive natural products: detection, isolation and
structural determination. [edited by] Colegate, S. M. & Molyneux, R. J., CRC Press, Flérida, EUA,
p.105-120, 1993.

ADAMS, R. P. Identification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/Mass Spectroscopy.

Allured Publishing Corporation, Illinois, 451p., 1995.
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tem carga unitaria. Os espectros de massas sao obtidos rotineiramente com o uso de um
feixe eletronico de energia de 70 eV. A maior parte dos fons desintegra-se em 10" a 107
s, dando, no caso mais simples, um fragmento carregado positivamente ¢ um radical.
Assim, forma-se um certo numero de fragmentos i6nicos que podem ser posteriormente
decompostos em fragmentos menores”. No espectro de massas por impacto de elétrons,
gerado por um computador na forma de um grafico de barras, a abundancia relativa dos

picos ¢ apresentada como percentagem.

2.5.3 Cromatografia Gasosa Enantiosseletiva

Ao contrdrio de muitos outros metabodlitos obtidos de plantas, os componentes
quirais de 6leos essenciais sdo encontrados na natureza nas duas formas enantioméricas (-
/+) sendo, muitas vezes, apenas um dos enantidomeros o responsavel pelo aroma, sabor ou
atividade bioldgica do componente®.

A separagdo quiral através de CG pode ser indireta ou direta. O meio indireto
envolve a derivatizagdo de um composto quiral com auxiliar quiral. Os diastereoisdmeros
formados por esta associagdo podem ser separados por uma fase estaciondria aquiral. Pelo
meio direto, utiliza-se uma fase estacionaria quiral, como seletor, que forma um
intermediario diastereoisomérico transitorio com o composto.

Inicialmente eram utilizadas colunas empacotadas, com baixa resolugdo
principalmente quando se tratava de uma mistura complexa de componentes. Porém com o
advento das colunas capilares de silica fundida, mesmo misturas complexas de volateis
puderam ser resolvidas. A partir dos anos 80, com a descoberta de fases quirais derivadas
de ciclodextrinas, foi possivel realizar a identificacdo e a separacdo de enantiomeros
volateis de mono- e sesquiterpenos. A CG enantiosseletiva (CGE) tornou-se uma
ferramenta indispensdvel na analise da autenticidade desses Oleos, principalmente no
contexto industrial, na detec¢do de adulterantes, caracterizacdo do perfil do o6leo para
controle de qualidade e também associada a investigagdo dos mecanismos biossintéticos

dos terpenoides®’.

“SILVERSTEIN, R.M.; BASSLER, G.C.; MORRIL, T.C. ldentificacfo espectrométrica de compostos
organicos. 5 ed., Rio de Janeiro, Ed. Guanabara Koogan S.A., , 387p., 1994.
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I1l. PROSPECCAO DE COMPOSTOS BIOLOGICAMENTE
ATIVOS

O uso de plantas medicinais vem crescendo gradativamente ao longo dos Ultimos
anos, devido a varios fatores, como o baixo poder aquisitivo da maior parte da populacao,
que procura uma medicina alternativa a menores custos ¢ medicamentos destituidos de
efeitos colaterais, e produtos que também propiciem maior atividade contra
microorganismos, em especial, aquelas espécies resistentes aos antibioticos de uso

corrente'”.

No entanto, estes fatos, estdo relacionados, principalmente, aos estudos cientificos,
particularmente, aos estudos quimicos e farmacologicos que comprovam a eficacia das

propriedades medicinais existentes em uma grande variedade de espécies vegetais.

Muitos pesquisadores vém estudando a possibilidade de encontrar atividades
biolodgicas, entre elas, antibacteriana, antifungica e citotoxica em plantas superiores e
também nas inferiores, com o objetivo de obter novos compostos ou substancias que
possam ser eficientes na terapéutica medicamentosa. Por esta razdo, investe-se na pesquisa
de produtos naturais, para a obtencdo de principios ativos isolados, a partir de extratos ou
de fragdes, obtidas das plantas, para uma possivel aplicacdo pratica no tratamento de
infeccoes causadas por microorganismos como fungos, bactérias, parasitas, virus e

micobactérias'!.

Os Oleos volateis derivados de plantas sdo muito utilizados como agentes
flavorizantes na industria alimenticia ¢ devido a seu contetido versatil de compostos
antimicrobianos, eles possuem um grande potencial como agentes naturais para

preservacao de alimentos.

A atividade antimicrobiana de 6leos volateis ¢ atribuida a um numero de pequenos
terpenodides e compostos fendlicos, os quais quando isolados, também tem demonstrado
atividade antibacteriana e antifungica. Os mecanismos especificos de acdo dos
constituintes antimicrobianos dos 6leos volateis, como timol e carvacrol permanecem,

entretanto, pobremente caracterizados. As propriedades antibacterianas desses compostos

'BEEK, T.A., MAARTEN, A.P., LELYVELD, G.P. Phytochemistry, v. 26, n. 11, p. 3005-3010, 1987.
WICOLEGATE, S.M., MOLYNEUX, R. J. Bioactive Natural Products: detection, isolation and structural
determination. CRC Press, EUA, 507p., 1993.
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sao evidentemente associadas com seu carater lipofilico, levando a acumulacdo nas

membranas e subseqiientes eventos de rompimento celular, associados a essa membrana®™.

Neste trabalho realizaram-se triagens de algumas atividades bioldgicas, como
atividade antimicrobiana, citotoxica e antioxidante, consideradas importantes para dleos
volateis. Estes ensaios foram realizados utilizando metodologias rapidas, simples e
efetivas, ja bem estabelecidas no Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais através do

Laboratdrio de Microbiologia.

3.1 Oleos Volateis e suas propriedades antimicrobianas

Apesar do desenvolvimento de técnicas avangadas de producdao de alimentos, a
seguranga alimentar ¢ um assunto de saude publica de alta importancia. Estima-se que, a
cada ano, mais de 30% da populagdo de paises industrializados sofra de doengas causadas
por alimentos, sendo que no ano de 2000 cerca de dois milhdes de pessoas morreram de

12 'H4 ainda uma necessidade de buscar novos métodos

doenca diarréicas no mundo todo
para reduzir ou eliminar patdogenos de alimentos, possivelmente em combinacdo com
métodos ja existentes™. Ao mesmo tempo, a sociedade moderna vem experimentando uma

tendéncia de consumismo “verde”'®

, desejando menos aditivos alimentares sintéticos e
produtos com um menor impacto ambiental. Além disso, a Organizacdo Mundial de Saude
recomendou recentemente uma reducdo mundial no consumo de sal de forma a reduzir a
incidéncia de doengas cardiovasculares'™. Se o nivel de sal em alimentos processados for
reduzido, é possivel que outros aditivos venham a ser necessario para manter a seguranga
dos alimentos. Ha entdo, espaco para novos métodos de preservacdo dos alimentos que
tenham uma imagem natural ou “verde”. Uma destas possibilidades ¢ o uso de dleos
volateis como aditivo antimicrobiano de alimentos.

J4 hd muito tempo se reconhece as propriedades antimicrobianas de alguns 6leos

105,106

volateis sendo estes bem revisados no passado , bem como as propriedades

'WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Food safety and foodborne illness. World Health
Organization Fact, sheet 237, revised January 2002. Geneva.

'SMID, E.J., GORRIS, L.G.M. Natural antimicrobials for food preservation. In: Rahman M.S., Handbook
of Food Preservation. Marcel Dekker, New York, p. 285-308, 1999.

1“WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). World health report 2002. Reducing risks, promoting
healthy life. Geneva, 30 October 2002, p. 248, 2002.

'COWAN, M.M. Plant products as antimicrobial agents. Clinical Microbiology Reviews, v.12, n.4, p.564-
582, 1999.

'SHELEF, L.A. Antimicrobial effects of spices. Journal of Food Safety, n.6, p. 29-44, 1983.
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antimicrobianas de plantas usadas como tempero'”. Mas o recente aumento do
consumismo ‘“‘verde” tem levado a uma renovagdo do interesse cientifico nestas
substancias™.

Dentre os constituintes mais encontrados em O6leos volateis, os componentes
fenolicos sdo os principais responsaveis pelas propriedades antimicrobianas dos oleos
volateis®. Os componentes majoritarios de varios Oleos volateis com propriedades
antimicrobianas sdo apresentados na Tabela 1 e a formula estrutural de alguns desses

compostos antimicrobianos estdo na Figura 5.

Tabela 1. Principais constituintes de alguns Oleos volateis com propriedades

antimicrobianas.
Nome Nome cientifico® Constituintes Composicao Referéncia
comum majoritarios média
Coentro Coriandrum sativum Linalol 70% Delaquis et al., 2002
Orégano Origanum vulgare Carvacrol tragos- 80% Kokkini et al., 1997;
Timol tragos- 64% Daferera et al., 2000.
y-terpineno 2-52%
p-cimeno tragos-52%
Alecrim  Rosmarium officinalis L. a-pineno 2-25% Daferera et al., 2000,
acetato de bornila 0-17% 2003.
Canfora 2 - 14%
1,8-cineol 6 -14%
Tomilho Thymus vulgaris Timol 10 — 64% Cosentino et al., 1999;
Carvacrol 2-11% Marino et al., 1999;
y-terpineno 2-31% Daferera et al., 2000;
p-cimeno 10— 56% Juliano et al., 2000.

2 Oleos volateis que mostraram propriedades antimicrobianas em testes “in vitro” sendo que suas
composic¢des podem ser encontradas nas referéncias citadas.

Existem evidéncias claras de que os componentes secundarios de 6leos tenham uma
atuacdo critica na atividade antimicrobiana, possivelmente produzindo um efeito

sinergistico entre os demais componentes, isto tem sido considerado no caso de algumas

108,109

espécies de salvia'”, certas espécies de Timus ¢ também de orégano®.

"M ARINO, M., BERSANI, C., COMI, G. Impedance measurements to study the antimicrobial activity of
the essential oils from Lamiacea and Compositae. International Journal of Food Microbiology, v. 67, p.
187-195, 2001.

pASTER, N., et al. Antifungal activity of oregano and thyme essential oils applied as fumigants against
fungi attacking stored grain. Journal of Food Protection, v. 58, n. 1, p. 81-85, 1995.

"MARINO, M., BERSANI, C., COMI, G. Antimicrobial activity of the essential oils of Thymus vulgaris L.
measured using a bioimpedometric method. Journal of Food Protection, v. 62, n. 9, p. 1017-1023, 1999.
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Figura 5. Formula estrutural dos constituintes antimicrobianos de alguns 6leos volateis.

3.2 Modo de acao antimicrobiana

Embora as propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais € os seus componentes

35,37,106

tenham sido revisadas no passado , 0 mecanismo de agdo ainda ndo foi bem

determinado'"’.

Considerando o grande numero de diferentes compostos quimicos
apresentados nos 6leos volateis, € provavel que a atividade antimicrobiana deles nao esteja
ligado a um mecanismo especifico, mas que existam varios alvos na célula''"'">. Os locais
ou mecanismos na célula microbiana que sdo vistos como local de agdo para os
componentes de oleos volateis estdo indicados na Figura 6. Todos estes mecanismos nao

sdo alvos separados; alguns sao afetados como conseqiiéncia de outro alvo.

"L AMBERT, R.J.W., SKANDAMIS, P.N., COOTE, P., NYCHAS, G.-JE. A study of the minimum
inhibitory concentration and mode of action of oregano essential oil, thymol and carvacrol. Journal
Applied Microbiology, n. 91, p. 453-462.

"SKANDAMIS, P.N., NYCHAS, G.J-E. Effect of orégano essential oil on microbiological and physico-
chemical attributes of minced meat stored in air and modified atmospheres. Journal of Applied
Microbiology, n. 91, p. 1011-1022.

"2CARSON, C.F., MEE, B.I., RILEY, T.V. Mechanism of action of Melaleuca alternifolia (tea tree) oil on
Sthapylococcus aureus determined by time-kill, lysis, leakage and salt tolerance assays and electron
microscopy. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 46, n. 6, p.1914-1920, 2002.
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Figura 6. Localizagdo e mecanismos na célula microbiana que podem ser sitios de agdo dos

componentes de dleos volateis.

Uma caracteristica importante de o6leos volateis e de seus componentes ¢ sua
hidrofobicidade que os habilitam a particionar-se nos lipidios da membrana celular
microbiana e nas mitocondrias, perturbando as estruturas e tornando-os mais

permeaveis'*""*,  podendo ocasionar vazamentos de ions e outros conteudos

62,110,111,112 115

celulares , € possivelmente conduzir a morte'".

Os dleos volateis e seus componentes sdo conhecidos por serem ativos contra uma
ampla variedade de microrganismos, incluindo bactérias gram-negativas. Todas as
bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa que protege a célula com uma
superficie hidrofilica, devido a presenca de lipopolissacarideos. Apenas substancias
hidrofilicas pequenas conseguem permear esta membrana externa, entretanto tal membrana
serve como barreira para macromoléculas e compostos hidrofobicos e, por esta razdo que

bactérias Gram-negativas sdo relativamente resistentes a antibidticos hidrofobicos e outras

drogas™.

Geralmente, os 6leos volateis que possuem propriedades antimicrobianas mais

efetivas contra patdégenos alimentares, contém uma porcentagem alta de componentes

149,53,1 10,115

fendlicos, como carvacrol, eugenol e timo Sendo o mecanismo de agao

semelhante para outros compostos fendlicos; geralmente considera-se este como uma

I3 SIKKEMA, J., DE BONT, J.AM., POOLMAN, B. Interactions of cyclic hydrocarbons with biological
membranes. Journal of Biological Chemistry, v. 269, n. 11, 8022-8028, 1994.

14 SIKKEMA, J., DE BONT, J.A.M., POOLMAN, B. Mechanisms of membrane toxicity of hydrocarbons.
Microbiological Reviews, v. 59, n. 2, p.201-222, 1995.

'S DORMAN, H.J.D., DEANS, S.G. Antimicrobial agents from plants: antibacterial activity of plants
volatile oils. Journal of Applied Microbiology, n. 88, p. 308-316, 2000.
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perturbagdo da membrana citoplasmatica, levando ao seu rompimento, a um transporte
ativo e ou a coagulacdo de conteudos de célula'*''S.

As estruturas quimicas dos componentes individuais dos 6leos volateis regem o seu
modo preciso de agdo e sua atividade antimicrobiana'’. A importancia da presenga de
grupos hidroxila em compostos fenolicos como carvacrol e timol, ja é bem

reconhecida!'”!'"®

. Entretanto, a posi¢ao relativa da hidroxila no anel fendlico ndo parece
influenciar fortemente o grau de atividade antimicrobiana, j& que a a¢do de timol contra
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa parece ser comparavel
a do carvacrol, por exemplo'®"”, Porém, em outro estudo, o carvacrol ¢ o timol foram
citados por agirem diferentemente contra espécies de bactérias gram-positivas e gram-

negativas'"”

. A significancia do proprio anel fendlico foi também demonstrada pela falta de
atividade de mentol comparado ao carvacrol'” (Figura 5). Em mais outro estudo, a adigdo
de um acetato livre a uma molécula demonstrou o aumento da atividade antibacteriana,
pois o acetato de geranila foi mais ativo contra uma gama de espécies gram-positivas e

negativas do que o respectivo geraniol'"” (Figura 5).

SDAVIDSON, P. M., PARISH, M. E. Methods for testing the efficacy of food antimicrobials. Food
Technology, n. 43, p. 148-155, 1989.

"TULTEE, A., BENNINK. M. H. J., MOEZELAAR, R. The phenolic hydroxil group of carvacrol is essential
for action against the food-borne pathogen Bacillus cereus on rice. Applied and Environmental
Microbiology, v. 68, n. 4, p. 1561-1568, 2002.
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3.3 Testes “in vitro” de atividade antimicrobiana

Testes de atividade antimicrobiana podem ser classificados como difusao, dilui¢ao
ou métodos de bioautografia'®. Os métodos do NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards), para testar a suscetibilidade antimicrobiana, que sdo principalmente
apontados como prova para antibioticos, ja foram modificados para testar Oleos
volateis'*'%,

Pesquisadores tentam adaptar diversos métodos experimentais de forma a
representar possiveis aplicagdes focadas particularmente em suas areas de atuacdo. Porém,
como o resultado de um teste pode ser afetado por varios fatores como: o método extragao
do 6leo volatil da planta, o volume do indculo, a fase de crescimento do microorganismo,
meio de cultura usado, pH do meio de cultura e ainda o tempo e temperatura de
incubag¢do''®, uma comparagdo de dados publicados torna-se complicada'*""'*.

Viérias revisdes ja relataram os métodos usados para estudos de atividade

antimicrobiana realizados com oéleos volateis®''*"!

. Em documentos publicados desde
entdo, o nimero de variagdes do tipo de meio de cultura, tamanho do in6culo, escolha do
emulsificante e mesmo o método bésico de teste vém aumentando gradativamente.

Entre os principais métodos, a concentragdo inibitéria minima (CIM) ¢ citada pela
maioria dos investigadores como uma medida do desempenho antimicrobiano de 6leos
volateis. A definicdo do CIM difere entre publicagdes e isto € outro obstaculo para
comparagdo entre os estudos. Em alguns casos, a concentragdo bactericida/fungicida
minima, (CBM/CFM) ou a concentracdo bacteriostatica/fungiostatica também sdo citadas,
sendo que estes termos podem levar a situagdes que concordam de perto com o CIM. Uma
lista das condig¢des freqiientemente usadas em testes de atividade antimicrobiana de 6leos
volateis ¢ apresentado em Tabela 2. Em adicdo, o termo “concentragdo letal minima”

também vem sendo usado mas nao esta definido'".

8R10S, J.L., RECIO, M.C., VILLAR, A. “screening” methods for natural antimicrobial products with
antimicrobial activity: a review of the literature. Journal of Ethnopharmacology, v. 23, p. 127-149, 1988.

""HAMMER, K.A., CARSON, C.F., RILEY, T.V. Antimicrobial activity of essential oils and other plant
extracts. Journal of Applied Microbiology, v. 86, p. 985-990, 1999.

'NCCLS. Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically.
Approved Standard, 5th edition, NCCLS document M7-A5, 2000.

ZIJANSSEN, A.M.; SCHEFFER, 1.J.C.; BAERHEIM, S. A. Antimicrobial activity of essential oils: a 1976-
1986 literature review. Aspects of the test methods. Planta Medica, v.53, p. 396-398, 1987.

I2ERIEDMAN, M., HENIKA, P.R.; MANDRELL, R.E. Bactericidal activities of plants essential oils and
some of their isolated constituents against Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria monocytogenes
and Salmonella enterica. Journal of Food Protection, v. 65, n. 10, p. 1545-1560, 2002.



Tabela 2. Termos usados em testes de atividade antimicrobiana.
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Termo Definicao, com referéncia a concentracéo do 6leo volatil Referéncia
A menor concentra¢do que reduz a viabilidade do inoculo. Carson et al., 1995.
~ . e WA net al., 1998;
A menor concentragdo requerida para completa inibigdo do .
~ . . , . - Canillac and
Concentrac¢ao microrganismo teste apos 48 h de incubagdo
PR Mourey, 2001.
Inibitéria Minima — — - —
Menor concentragdo que inibe o crescimento visivel do Hammer et al., 1999;
(CIM) enor o ,
microrganismo testado Delaquis et al., 2002
A menor concentracdo que resulta em reducdo significativa da Cosentino et al.,
viabilidade do inoculo (>90%) 1999.
Carson et al., 1995,
Concentracdo Concentragdo onde 99,9% do indculo inicial foi morto. Cosentino et al.,
Bactericida/Fungicida 1999.
Minima (CBM/CFM) A menor concentra¢do na qual niio ha crescimento microbiano .
i Onawunmi, 1989.
apds uma nova cultura em caldo.
Concentracdo A menor concentragdo na qual o microorganismo nio cresce .
L . , Smith-Palmer et al.,
Bacteriostatica/ em caldo, mas quando pe cultivado sobre agar, volta a se 1998
Fungiostatica desenvolver. )
Concentragiio A menor concentragdo na qual o microorganismo nio cresce Smith-Palmer et al.,

Bactericida/Fungicida

em caldo, mas quando ¢ cultivado sobre agar, volta a se
desenvolver.

1998.

O “*screening” de odleos volateis para atividade antimicrobiana é freqiientemente

realizado pelo método de difusdo de disco ou pelo método de bioautografia. Isto ¢
geralmente usado como uma checagem preliminar para atividade antimicrobiana antes de
estudos mais detalhados. Fatores como o volume de 6leo volatil colocado nos discos de
papel, a densidade da camada de &4gar e o uso de alguns solventes, variam
consideravelmente entre estudos. Mesmo sendo este método 1til para selecdo entre 6leos
volateis, comparagdes de dados publicados ndo sdo possiveis'*!',

A quantifica¢do da atividade antimicrobiana pode ser determinada por dilui¢do de
6leo volatil em agar ou caldo. Os estudos publicados com diluigdo em &gar usaram
solventes diferentes para incorporar o 6leo volatil no meio'”, ¢ diferentes volumes de
inoculo (1-100 pL)"**"*. Apesar destas variagdes, o CIMs de 6leos volateis determinados
através de diluicdo em 4agar geralmente permanecem dentro da mesma ordem de

magnitude'>'>,

BPRUDENT, D., et al. Analysis of the essential oil of wild oregano from Martinique - evaluation of its
bacteriostatic and fungiostatic properties. Journal of Essential Oil Research, v. 7, p. 165-173, 1995.

124JUVEN, B.J, KANNER, J., SCHUED, F. Factors that interact with the antibacterial action of thyme
essential oil and its active constituents. Journal of Applied Bacteriology, v.76, p. 626-631, 1999.

I2PINTORE, G., et al. Chemical composition and antimicrobial activity of Rosmarinus officinalis L. oils
from Sardinia and Corsica. Flavour and Fragance Journal, v.17, p. 15-19, 2002.
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Em estudos de diluigdo em caldo, varias técnicas existem para determinar o ponto
final, na maioria dos métodos usados, sdo realizadas medidas de densidade Optica
(turvagdo) e a enumeracao de colonias através de contagem de vidveis. O método anterior
tem a vantagem de poder ser automatizado, enquanto o posterior ¢ bastante trabalhoso. A
determinagdo do ponto final através de monitoramento visual esta sendo cada vez menos

usada'®.

Novos métodos de microdilugdo para determinar o CIM de oOleos usam
indicadores de oxi-reducdo (sais de tetrazolio, resazurina, etc.) como um indicador visual
do ponto final. Os resultados foram comparados favoravelmente com aqueles obtidos por
contagem de viaveis e o0 método é mais sensivel que o método de dilui¢do de agar'*, sendo
que o método pode ser automatizado medindo o ponto final através de fluorescéncia em
vez de meios visuais'”.

Uma caracteristica das metodologias dos testes que variam consideravelmente ¢ o
uso ou ndo de um emulsificante ou solvente para dissolver o 6leo volatil ou estabiliza-lo

em meio de cultura a base de agua. Varias substancias sdo usadas para este proposito:

etanol'”"**'**  metanol'”, Tween-20""""*°, Tween-80°>*'**1* polietileno glicol'*”’, propileno

132,133 55,119,126

glicol™', dimetil sulfoxido e agar Porém, varios pesquisadores acharam

desnecessario usar algum elemento aditivo™''®"*'%,

3.4 Determinagéo de Atividade Antimicrobiana

A utilizagdo estratégica de bioensaios como bioautografia e CIM para rastreamento
de compostos antimicrobianos em misturas complexas (e.g., extratos organicos brutos de

produtos naturais e Oleos volateis) constituem uma abordagem amplamente

26MANN, C. M., MARKHAM, J. L. A new method for determining the minimum inhibitory concentration
of essential oils. Journal of Applied Microbiology, v. 84, p. 538-544, 1998.

LANCASTER, M. V., FIELDS, R. D. Antibiotic and citotoxic drug susceptibility assays using
resazurin and poising agents. US Patent and Trademark Office Patent, nr. 5, 501: 959, USA, 1996.

pACKIYASOTHY, E. V., KYLE, S. Antimicrobial properties of some herb essential oils. Food
Australia, v. 54, n. 9, p, 384-387, 2002.

'YONAWUNMI, G. O. Evaluation of the antimicrobial activity of citral. Letters in Applied Microbiology,
v. 9, p. 105-108, 1989.

BOWILKINSON, J. M., et al. Bioactivity of Backhousia citriodora: Antibacterial and antifungal activity.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, p. 76-81, 2003.

BINEGI, P. S., et al. Antibacterial activity of tumeric oil: a byproduct from curcumin. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 47, p. 4297-4300, 1999.

132FIROUZI, R., AZADBAKHT, M., NABINEDJAD, A. Anti-listerial activity of essential oils some plants.
Journal of Applied Animal Research, v. 14, p. 75-80, 1998.

BBURT, S., REINDERS, R. D. Antibacterial activity of selected plant essential oils against Escherichia coli
O157:H7. Letters in Applied Microbiology, v. 36, n. 3, p. 162-167.
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, ainda que bastante preliminar no sentido de nao fornecer informagdes
sobre 0 mecanismo de acao dos compostos testados. Entretanto, dado o custo relativamente
baixo se comparado a ensaios mais especificos como, por exemplo, a inibicdo de enzimas
isoladas, a bioautografia e a CIM, quando utilizadas em conjunto, sdo insuperaveis no
contexto de triagem. Sendo entdo as mesmas utilizadas para a triagem das amostras

selecionadas neste trabalho.

3.4.1 Determinacao da Atividade Antimicrobiana pelo Método de Bioautografia.

A Dbioautografia ¢ um método qualitativo aplicado a detec¢do de compostos
antimicrobianos em misturas de composi¢do variada e mesmo desconhecida. A amostra a
ser testada ¢ aplicada em silicagel, alumina, papel ou qualquer outro suporte adequado a
cromatografia em camada delgada (CCD). A separagdo dos componentes da amostra
aplicada com uma fase movel de escolha pode ser realizada se o interesse for a verificagao
dos principios ativos dentro de uma mistura complexa. O suporte contendo a amostra ¢
entdo depositado em uma placa de petri e uma fina camada de meio de cultura ¢ aplicada
sobre a placa, proporcionando o cultivo de um microrganismo sobre os componentes da

amostra (Figura 7).

A presenca de um composto antimicrobiano ¢ visualizada pela formagao de zonas
de inibi¢do no crescimento do microrganismo cultivado. O principio do teste € o da difusado
em agar, entretanto, na bioautografia, os compostos inibidores do crescimento microbiano
podem ser identificados por medidas de Ry. Isto torna a bioautografia uma ferramenta de
valor no sentido do monitoramento do processo de isolamento de produtos naturais

bioativos®.

34SAXENA, G., FARMER, S., TOWERS, G.H.N. Use of specific dyes in the detection of antimicrobial
compounds from crude plant extracts using a thin layer chromatography agar overlay technique.
Phytochemical Analysis, v. 6, p. 125-129, 1995.
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Figura 7. Colocagdo de CCD em placa de Petri para realizagdo de bioautografia

Possivelmente, a Gnica desvantagem em relagdo a outros testes ¢ o fato de que as
zonas de inibicdo do crescimento microbiano sdo formadas sobre um fundo opaco, a placa
cromatografica, o que na pratica dificulta a leitura do resultado, principalmente quando
bactérias sao utilizadas no ensaio. Nao obstante, o inconveniente ¢ facilmente superado por
meio de revelacdo quimica das placas com corantes indicadores de microrganismos vivos.
Sais de tetrazolio como TTC (cloreto de 2,3,5-trifenil-2H-tetrazolio) e MTT (brometo de
4,5-dimetil-2H-tetrazolio) sdo amplamente utilizados para este fim, pois formam espécies
altamente coloridas, conhecidas como formazanas, ao serem reduzidos por componentes da

cadeia transportadora de elétrons da mitocondria do microorganismo (Esquema 5)'%°.
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Cloreto de 2,3,5-trifenil-2H-tetrazélio Formazana

+ HCl

Esquema 5. Representacao da reagdo de reducdo do TTC, com a formagao da formazana.

Os ensaios de determinacdo de atividade antimicrobiana pelo método de

Bioautografia foram realizados de acordo com Hamburguer e Hostettmann'**'?’,

BSALTMAN, F.P. Tetrazolium salts and formazans. Stuttgart, Gustav Fischer Verlag, 56 p. 1976.

*HAMBURGUER, M, HOSTETTMANN, K. Bioactivity in plants: the link between phytochemistry and
medicine. Phytochemistry, v. 30, n. 12, p. 3864-3874, 1991.

"THAMBURGUER, A. L., FUCHS, A. Direct bioautography on thin-layer chromatograms as a method for
detecting fungiotoxic substances. Journal of Chromatography, v. 51, p. 327-329, 1970.
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3.4.2 Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) pelo Método de
Microdiluicéo.

A efetividade antimicrobiana de uma substincia ¢ freqiientemente descrita em
termos de sua Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), que é um ensaio quantitativo
aplicado a avalia¢do da poténcia da atividade antimicrobiana de misturas, principalmente
Oleos volateis, ou substancias puras. Este método pode ser realizado em macro- (1-5 mL)
ou microdiluigao (100-500 uL) e avalia o comportamento dos microrganismos frente a
concentragdes crescentes dos compostos antimicrobianos em meio de cultura liquido
(Figura 8). A menor concentracdo capaz de inibir a multiplicacdo dos microrganismos ¢

denominada de CIM?3%65-115:119.126

Diluigdes em série

v Ve Ve Ve Ve

T8 1111

Figura 8. Dilui¢des em série para determinagdo de CIM.

O método mais utilizado atualmente ¢ o de microdilui¢ao, no qual o CIM ¢
determinado em placas de cultura de 96 pocos, onde uma série de diluigdes da amostra ¢
realizada em meio liquido, podendo conter um elemento surfactante. Os pogos sdo entdo
inoculados com suspensdo microbiana e as placas sdo incubadas. O crescimento
microbiano (turvacao) e o CIM sdo observados visualmente, sendo que as culturas que ndo
apresentam crescimento sdo usadas para inocular placas com meio sé6lido, de forma a
determinar a Concentragdo Bactericida ou Fungicida Minima (CBM/CFM). Segundo
Hammer, et al. (1999)'"° trata-se da menor concentragdo da substincia que alcanga uma

reducdo maior que 99,9% do niimero de unidades formadoras de colonias (UFC).
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3.5 Determinacéo de Toxicidade “In Vivo”.

3.5.1 Teste de letalidade por Artemia salina

Artemia salina ¢ um pequeno crusticeo que se
desenvolve em habitat marinhos, com alta salinidade
(25%). Sao extremamente abundantes em seu habitat

natural, sendo bastante suscetiveis, durante o

desenvolvimento, a polui¢do e toxinas no ambiente

marinho tornando-se util como indicador biologico.

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi inicialmente proposto por Michael,
et al. (1956)"*, desenvolvido por Van Haecke, et al. (1981)"* e Meyer, et al. (1982)'*°. Tem
como base a habilidade de uma substancia em matar larvas de Artemia salina criadas em
laboratério.

Este método ¢ considerado como uma ferramenta bastante eficiente, rapida, simples
¢ barata de avaliagdo preliminar de atividade farmacoldgica'®'. Sendo muito usado na

avaliacdo da toxidade de substincias puras'

e de extratos de plantas, na detec¢dao de
toxinas fungicas, metais pesados ¢ pesticidas'. Além de *‘screening” teratologicos ¢
ecotoxicologicos'’. Uma boa correlagdo tem sido feita com teste de letalidade para
Artemia salina na detec¢do de compostos antitumorais'*’, anti-Trypanossoma cruzi'* e

antimalaricos'*.

O teste ¢ realizado pela eclosdo dos ovos de Artemia salina em solugdo salina e
apos a eclosdo, as larvas sdo submetidas a uma série de dilui¢des da amostra por um

periodo de 24 h. Determina-se a CLsy, a concentracdo letal capaz de matar 50% da

BSMICHAEL, A. S., THOMPSON, C. G., ABRAMOVITZ, M. Artemia salina as a test organism for
bioassay. Science, v. 123, p. 464, 1956.

VAN HAECKE, P., PERSUUNE, G. Report on an intercalibration exercise on a short term standard
toxicity test with Artemia nauplii (ARC test). Ecotoxicology Environmental Safety, v. 5, p. 352-387,
1981.

"“'MEYER, B.N, et al. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant constituents. Planta
Medica, v. 45, p. 31-34, 1982.

"ICADWELL, G.S. MATTHEW, G.B., PETER, J. W. The use of a brine shrimp (Artemia salina) bioassay
to assess the toxicity of diatom extracts and shot chain aldehydes. Toxicon, v. 12, p. 120-127, 2003.

"2CARBALLO, J. L. et al. A comparison between two brine shrimp assays to detect in vitro cytotoxicity in
marine natural products. BMC Biotecnology, v. 2, p.17-22, 2002.

"SALVES, T. M. A, et al. Biological “screening” of Brazilian medicinal plants. Memorial. Instituto
Oswaldo Cruz, v. 95, n. 3, p. 367-373,2000.

"CHENG, S-S., et al. Bioactivity of selected plant essential oils against the yellow fever mosquito Aedes
aegypti larvae. Bioresource Technology, v. 89, p. 99-102, 2003.



42

145

populagdo total de animais, pelo método de Probits'®’ ou por métodos de regressao linear.

As amostras sio consideradas ativas quando CLso < 1000 pg mL™.

3.6 Teste de Atividade Antioxidante

As espécies reativas do oxigénio sdo reconhecidas como responsaveis por um
grande nimero de doengas, assim como pelo processo de envelhecimento. Os radicais
livres constituem um alvo interessante para o desenvolvimento de novas drogas. Além
disso, os antioxidantes sintéticos mais utilizados em alimentos (butil hidroxitotolueno,
BHT; butil hidroxianisol, BHA; ter-butil hidroquinona, TBHQ; e galato de propila, PG)

estdo sendo apontados como promotores de efeitos maléficos a satde humana.'*

Neste contexto, os antioxidantes de origem natural merecem atencao especial, pois
as plantas sintetizam um grande nimero de metabolitos capazes de captar os radicais
livres. Os mecanismos de a¢cdo desses compostos sdo diversos, incluindo-se a captura de
oxigénio singlete, a desativacdo de radicais por reacdes de adi¢do covalente, a redugdo de

radicais perdxidos e a complexacdo de metais de transigdo'"’.

Por esta razdo ha um interesse crescente em estudos de aditivos naturais como
antioxidantes. Recentemente, muitas fontes de antioxidantes de origem vegetal vem sendo
estudados, sendo que os estudos envolvendo plantas aromadticas demonstraram
propriedades antioxidantes efetivas, pela inibicdo de processos de peroxidagdo de lipidios
em Oleos e alimentos gordurosos. Vérias compostos ndo-volateis como carnosol,
quercetina, acido cafeico e 4cido rosmarico sdo bem conhecidos como bons trapeadores de
radicais livres, porém alguns compostos volateis de 6leos essenciais também sdo potenciais

agentes naturais de preservagio de alimentos'*.

Existem varios métodos que sdo usados para estimar as propriedades antioxidantes
de uma substancia ou mistura complexa, dentre os quais, a determinacdo da habilidade de
trapear radicais livres ¢ bastante utilizada. Neste método, o ensaio empregando o radical

estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) tem recebido grande destaque por ser de facil

SEFINNEY, D. J. Probit Analysis: a statistical treatment of the sigmoid response curve. University Press,

Cambridge, p. 55-80, 1974.

MOMILOS, M., et al. Use of different methods for testing antioxidative activity of orégano essential oil.
Analytical, Nutritional and Clinical Methods, v. 85, p. 633-640, 2004.

YEN, G-C., DUH, P-D. Scavenging Effects of Methanolic Extracts of Peanut Hulls on Free-Radical and
Active-Oxigen Species. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 42, p. 629-632, 1994.
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realizagdo e baixo custo, sendo o teste mais amplamente usado para obter informagdes da

capacidade trapeadora de radicais livres de varios produtos naturais®'*,

3.6.1 Método do radical livre DPPH

A molécula do DPPH ¢ caracterizada como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizagao de um elétron disponivel na parte central da molécula, assim, a molécula
nao se dimeriza, como ocorre com muitos outros radicais. Esta deslocaliza¢ao também da
origem a uma coloracdo violeta intensa, caracterizada por uma banda de absor¢do, em

solugdo alcoolica, centrada em 520 nm'*.

Quando uma solucao de DPPH ¢ misturada com uma substancia que pode doar um
atomo de hidrogénio, isto d4 origem a sua forma reduzida com perda da coloragdo violeta,
permanecendo apenas um residuo de cor amarelo palido de algum grupo de picril presente.

A reagdo primaria que ocorre ¢ representada no Esquema 6, a seguir®.

O,N N—N + R—H ———3» O,N N—N
H
NO, NO,

molécula
doadora

difenil picril hidrazila difenil picril hidrazina
"radical livre" "forma reduzida"

Esquema 6. Representagdo esquemativa da reacao do radical livie DPPH com a molécula doadora

de H, dando origem a sua forma reduzida, DPPH-H.

Esta reagdo genérica pretende entdo promover uma ligagdo com as reacdes que
acontecem em sistemas oxidativos, como na autoxidacdo de lipideos ou outras substancias
insaturadas, a molécula de DPPH representa desta forma, os radicais livres formados no

sistema cuja atividade sera suprimida pela substancia testada®.

“SOREOPOULOU, V., TSIMOGIANNIS, D. I. Free radical scavenging and antioxidant activity of hydroxy-
substituted flavonoides. Innovative Food Science and Emerging Tchnologies, v. 5, p. 523-528, 2004.

"'MOLYNEUX, P. The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazy¢ (DPPH) for estimating
antioxidant activity. Songklanakarin Journal of Science Technology, v. 26, n. 2, p. 211-219, 2003.
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A reducao de radical DPPH permite entdo estimar a atividade antioxidante em
termos da habilidade do composto ou mistura de compostos como doador de elétrons (H)
ou trapeador de radicais livres. O teste bioldgico ¢ relativamente simples: os extratos,
fragdes, Oleos volateis ou produtos puros a testar sdo depositados em placa de
cromatografia em camada delgada (silica gel), sendo que a separagdo cromatografica com
um sistema solvente apropriado pode ser realizada. Apos a secagem, a CCD ¢ vaporizada
com uma solu¢do metanolica de DPPH. As atividades anti-radicalares aparecem na forma
de manchas amareladas sobre fundo violeta. A determinagdo da atividade antioxidante em
solugdo também ¢ possivel. O trabalho deve ser efetuado com a ajuda de microplacas com

96 orificios e de um leitor de microplacas'*'¥.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 GERAL.:
4.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de RMN foram registrados em um Espectrometro BRUCKER
DPX-400, do Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Santa Maria,
operando a 400 MHz para H e 100 MHz para 13C, em tubos de 5 mm, utilizando-se como

solvente o cloroféormio deuterado (CDCI3). Os deslocamentos quimicos (8) foram

registrados em "ppm", em relagdo ao TMS (6 = 0,00).

4.1.2 Espectrometria de Massas

As andlises foram realizadas em um cromatégrafo a gas marca HP modelo 6890, do
Instituto de Quimica da Unicamp disponibilizado pela Prof* Anita J. Marsaioli, equipado
com injetor split-splitless, coluna capilar HP-5 (polimetilfenilsiloxisano), 30 m, 0,32 mm
de didmetro interno, acoplado a espectrdmetro de massas marca HP 5973. Foi utilizado
como gas de arraste hélio ultrapuro, sendo a temperatura do injetor de 250°C ¢ a
programacdo de analise com Tiniciat = 35°C, Tgna = 310°C, rampa de aquecimento de
3°C/min, ¢ com uma pressdo de gas de arraste de 7 Psi. Os dados obtidos foram

comparados com os dados da biblioteca Willey de espectros de massas.

4.1.3 Cromatografia Gasosa

Os experimentos de CG foram realizados em cromatdgrafos a gas Varian modelos:
3800 e CP 3800. A detec¢ao dos sinais foi realizada através de um detector de ionizagado de
chama (DIC), utilizando hidrogénio ultrapuro como gés de arraste (fase mdvel), com uma
pressdo de gas de arraste de 7 Psi, split 10, temperatura do injetor de 220°C e do detector
de 280°C. As condigdes de cada injegdo estdo indicadas com os respectivos

cromatogramas.
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4.1.4 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram utilizadas cromatofolhas de silica-gel 60 Fs4, com 0,25 mm de espessura,
sobre aluminio (Merck, cdd. 1.05554.001), como fase estacionaria. As fases moveis
correspondem as misturas de solventes, descritas na literatura, ou criadas no decorrer deste
trabalho, para a adequagdo a problemas especificos. A revelagao foi realizada com luz UV
(A =254 nm) e, através da borrifagdo com solugdo etandlica de H,SO4 a 10%, seguida de

tratamento térmico.

4.1.5 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP)

Foram utilizadas placas de vidro recobertas com uma fina camada de silica-gel 60
GFys4 (Merck), com 2,0 mm de espessura, como fase estacionaria. As fases modveis
correspondem as misturas de solventes, criadas durante este trabalho, para a adequacdo a
problemas especificos. A revelacdo foi realizada com luz UV (A = 254 e 366 nm) e, através

da borrifagdo com solugdo etandlica de H,SO4 a 10%, seguida de tratamento térmico.

4.1.6 Solventes e reagentes purificados

Todos os solventes utilizados em extracdes e cromatografia de camada delgada,
foram solventes de nivel técnico que receberam tratamentos para melhorar suas condigdes

tanto de umidade como também de possiveis contaminantes.
Hexano: refluxado e destilado sobre 6xido de célcio.
Acetato de etila: seco sobre CaCl, e destilado.

Cloroférmio: seco sobre CaCl, e destilado.

Eter etilico: destilado.

Os solventes utilizados na preparacao de amostras para cromatografia gasosa foram

solventes de grau cromatografico.
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4.2 Coleta de material vegetal e identificagdo de plantas

As espécies selecionadas foram coletadas em locais diversos e armazenadas no
Herbério da Universidade Federal de Santa Maria, onde foram identificadas pela botanica
Prof.? Tais do Canto Dorow. As coletas foram efetuadas no periodo de novembro de 2002
a novembro de 2004, sendo realizadas em diversas €pocas do ano, de modo a avaliar todas

as fases de desenvolvimento da planta.

Poiretia latifolia Briq.: Foi primeiramente coletada na divisa das cidades de Santa
Maria e Sdo Pedro, sendo o material testemunho armazenado no Herbario da UFSM com a
exsicata de numero: SMDB 9502 (amostra denominada nativa). Devido ao interesse pelo
estudo desta espécie, alguns exemplares desta amostra foram transplantados para o Jardim
Botanico da UFSM para facilitar o monitoramento da espécie (amostra denominada

cultivada).

Poiretia tetraphylla Vog.: Esta espécie foi coletada no Jardim Botanico da UFSM,
unico local onde foi encontrada, sendo o material testemunho armazenado no Herbario da

UFSM com a exsicata de nimero: SMDB 9501 (amostra denominada cultivada).

4.3 Extracao do 6leo volatil de P. latifolia e P. tetraphylla.

Folhas e flores frescas de Poiretia latifolia Briq. foram coletadas, separadas e
submetidas a hidrodestilagao utilizando um aparelho de Clevenger modificado (Figura 15),

obtendo-se um 6leo de aspecto incolor a amarelo claro.

As folhas de Poiretia tetraphylla Vog. também foram coletadas ¢ submetidas a
hidrodestilacdo, obtendo-se um 6leo de aspecto amarelo claro. As flores desta espécie nao
foram analisadas devido ao seu pequeno porte ¢ também a pequena quantidade de planta

encontrada no unico ponto de coleta selecionado.
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Figura 9. Aparelho de Clevenger modificado, utilizado na extragdo do 6leo essencial.

4.4 Anélise dos 6leos volateis das espécies de Poiretia

As andlises de todas as amostras ¢ a determinacdo dos seus constituintes foram
realizadas em cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacdo de chama (CG-DIC),
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e determinagdo do
indice de retencdo de Kovats (IK). De posse do tempo de reten¢do, indices de Kovats e dos
espectros de massas dos constituintes dos dleos, comparou-se com a literatura existente®®,

identificando-se cada constituinte.

Também foram realizadas andlises das amostras com co-injecdes de padrdes de
algumas substancias disponiveis no NPPN. Os experimentos de CG foram realizados
utilizando-se colunas capilares de silica fundida (CCSF) com dimensoes: 25 m x 0,25 mm,
contendo fases estaciondria apolar SE-54 (Polimetilfenilsiloxano-5%fenil) e a fase polar
PEG-20M (Polietilenoglicol), ambas utilizando o mesmo programa de injecdo, indicados
nos respectivos cromatogramas. Os percentuais dos constituintes dos 6leos analisados
foram obtidos pela area do pico, considerando todos os fatores de resposta do detector DIC

igual a um.
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4.5 Determinacéo do Indice de Retencdo de Kovats para os Constituintes dos Oleos
Volateis.

Os indices de retengdo de Kovats™* foram determinados através da inje¢do de uma
mistura de n-alcanos (Cjp a Cyp) com tempo de retencao e ordem de eluigdo conhecidos,
juntamente com os constituintes que tiveram seus indices calculados. Em condi¢des de
variagdo linear de temperatura a formula utilizada € a seguinte:

Ir;=100n+ 100 An tr; - tr,

try, -try

onde:
Ir; = indice de reten¢do de i
n = namero de carbonos do alcano que elui antes de i
m = nimero de carbonos do alcano que elui depois de i
An = niimero de carbonos do alcano que elui depois de i menos niimero de carbonos do alcano que
elui antes de i
tr; = tempo de retengdo de i
tr, = tempo de retendo do alcano que elui antes de i

tr, = tempo de retencdo do alcano que elui depois de i.

Os indices de retengdo de Kovats (IK) dos constituintes dos o6leos foram
determinados através de calculos dos componentes do 6leo e comparagao destes, com os

padroes de igual indice de retengdo, encontrados na literatura™.

4.6 Amostras para Cromatografia Gasosa

Amostras para CG foram preparadas utilizando-se aliquotas de 10 uL do oleo
volatil, dissolvido em 500 uL de hexano para cromatografia e armazenados em frascos
com tampa de silicone e mantidas sob refrigeracdo. Em cada analise foram injetados 0,2

uL desta solucao utilizando seringas Hamilton com capacidade de 10 uL.
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4.7 Isolamento do monoterpeno carvona

Para separar o componente principal do 6leo volatil de P. latiofolia, empregou-se
cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP).

Utilizaram-se placas preparativas de silica gel previamente ativadas, onde foram
aplicadas 100 mg do oleo volatil, empregando como eluente uma mistura de hexano e

acetato (9:1).

4.8. Preparacao e fracionamento do extrato etandlico das raizes de P. latifolia nativa

O material vegetal (370 g de raiz) foi seco, inicialmente sob luz, evitando assim a
presencga de fungos e, apds em estufa de ar seco circulante, a temperatura de 50 °C, sendo
em seguida moido em moinho Wiley. De posse do material moido, realizou-se uma
extragcdo a frio, sendo utilizado como solvente etanol técnico, apds sucessivas extragdes,
evaporou-se o solvente em rotaevaporador sob pressdo reduzida, obteve-se um residuo
escuro e viscoso, denominado extrato etandlico com rendimento de 37 g (10% do peso da

planta).

Para o fracionamento, adicionou-se 500 mL de 4gua destilada e homogeneizou-se,
sendo esta solucdo extraida exaustivamente com solvente de polaridades crescentes como
hexano, cloroférmio, acetato de etila ¢ butanol. Cada fracdo obtida foi submetida a
secagem com sulfato de sodio anidro, filtrada e analisada por CCD. As fra¢des hexanica,

cloroférmica e acetato de etila foram usadas em estudos de atividade bioldgica.

4.9. Determinacdo da atividade antimicrobiana “in vitro”.

A atividade antimicrobiana dos 6leos foi investigada, utilizando cepas de ATCC
(American Type Culture Collection) e uma cepa isolada concedida pelo Laboratério de

Micologia do Departamento de Farmacia da UFSM.
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BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Staphylococcus aureus ATCC 6538p
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Bacillus subtillis ATCC 6633
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS:
Salmonella setubal ATCC 19796
Escherichia coli ATCC 25792
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
FUNGOS (LEVEDURAS):
Candida albicans ATCC 10231
Sacharomyces cerevisae ATCC 2601
Candida dubliniensis Isolado clinico SM-26
Cryptococcus neoformans ATCC 28952

Como substancias de referéncia, foram utilizados os antibidticos cloranfenicol para

bactérias e nistatina para fungos.

4.9.1 Meios de cultura empregados

Meio agar nutriente: meio utilizado para o repique de bactérias.

Férmula (g L)

agar bacteriologico 15,0
Cloreto de sodio 8,0
Extrato de carne 3,0
Peptona de gelatina 5,0

Meio agar Mueler Hinton: meio utilizado para bactérias nos ensaios de bioautografia.

Formula (g L)
Agar 17,0
Amido de batata 1,5
Extrato de carne 2,0

Hidrolisado -acido de caselna 17,5
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Meio agar sabouraud dextrosado: meio utilizado para repiques de fungos e também nos
ensaios de bioautografia.

Formula (g LY

Agar 15,0
Dextrose 40,0
Peptona de carne 5,0
Peptona de caseina 5,0

Meio caldo caseina de soja: meio utilizado em ensaios de concentragdo inibitéria minima

no cultivo de bactérias.

Formula (g LY

Cloreto de sodio 5,0
Dextrose 2,5
Fosfato dibasico de potéssio 2,5
Peptona de caseina 17,0
Peptona de soja 3,0

Meio caldo sabouraud dextrosado: meio utilizado para o cultivo de fungos nos ensaios

de concentracao inibitoria minima.

Formula (g L)

Dextrose 40,0
Peptona de carne 5,0
Peptona de caseina 5,0

Todos os meio foram preparados de acordo com as instrugdes do fabricante em

agua recém destilada e esterilizados em autoclave a 121 °C, 1 atm., por 15-20 minutos.

4.9.2 Preparo das suspensdes microbianas (indculo)

A culturas dos microorganismos utilizados foram mantidas em tubos de ensaio com
agar inclinado, foram realizadas manuteng¢des periodicas através de repicagem.
Para a preparacdo da suspensdo microbiana utilizaram-se repiques recentes,

retirando-se uma aliquota da cultura, com auxilio de al¢a de platina, sendo esta suspendida
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em uma solugdo salina previamente esterilizada. A suspensdo obtida foi padronizada de
acordo com a escala nefelométrica de Mc Farland em 0,5 que corresponde a

aproximadamente 1,5 x 10°* UFC mL™ (Unidades Formadoras de Colonia por mL).

4.9.3 Determinacao da Atividade Antimicrobiana pelo Método de Bioautografia.

Os ensaios de determinagdo de atividade antimicrobiana pelo método de
Bioautografia foram realizados de acordo com Hamburguer e Hostettmann*"'. As
amostras em solugdo foram aplicadas sob cromatoplacas em uma série de concentragdes na
faixa de 3,12 a 150 pg para os oOleos volateis e 25 a 300 pg para as fragdes do extrato
etanolico. Para cada cromatoplaca, aplicou-se um padrao de antibidtico, cloranfenicol para
bactérias e nistatina para fungos, em concentracdes adequadas, de acordo com o
microorganismo a ser testado.

Para a realizacdo deste teste foram utilizadas placas de petri (10 x 100 mm), onde
foram depositadas as cromatoplacas contendo as amostras aplicadas. Em seguida foram
adicionados, para cada placa, 10 mL do meio de cultura adequado ja contendo a suspensao
do microorganismo indicador. Apos a solidificacdo dos meios, as placas foram incubadas
na posicdo invertida a 35 °C por 16 a 24 horas para bactérias € a 27 °C por 48 horas para
fungos. Decorrido o periodo de incubagdo, as placas sao reveladas com uma solucao

aquosa de TTC (5 mg mL™).

4.9.4 Determinacao da CIM pelo método de microdiluicéo

Empregou-se a técnica descrita pela NCCLS', com algumas modificagdes'**'*,

0s
ensaios foram realizadas em placas estéreis de 96 micropogos (Costar, codigo 3596), onde

efetuou-se uma série de diluicdes das amostras em meio caldo caseina de soja e sabouraud,

" HAMBURGUER, M., HOSTETTMANN, K. Bioactivity in plants: the link between phytochemistry and
medicine. Phytochemistry, v. 30, p. 3864-3887, 1991.

I'HAMBURGUER, A.L., FUCHS, A. Direct bioautography on thin-layer chromatograms as a method for
detecting fungiotoxic substances. Journal of Chromatography, v. 51, p. 327-329, 1970.

2 HAMMER, K.A., CARSON, C.F., RILEY, T.V. Antimicrobial activity of essential oils and plant extracts.
Journal of Applied Microbiology, v. 86, p. 985-990, 1999.

'35 BURT, S. Essential oils: their antibacterial proprieties and potential applications in food-a review.
International Journal of Food Microbiology, v. 94, p.223-253, 2004.
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contendo 2% do surfactante Tween 80, iniciando da concentragdo de 20 mg mL™ de
amostra. Os pog¢os foram entdo inoculados com a suspensdo microbiana com intensa
homogeneizagéo, ¢ as placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C para bactérias e por 48
horas a 25 °C para fungos. Apds o periodo de incubagdo, observou-se o crescimento
microbiano, indicado pelo aparecimento de turvagao, possibilitando assim, a verificagdo da
CIM.

As culturas que ndo apresentaram crescimento nos pocos foram usadas para
inocular placas de Petri contendo meio agar onde foram determinados a CBM e CFM,
sendo consideradas como: a menor concentragdo da substdncia onde ndo ocorre
crescimento microbiano. Testes em branco foram efetuados simultaneamente e as amostras

foram realizadas em triplicatas.

4.10 Determinacéo de toxidade “in vivo”.

4.10.1 Teste de letalidade por Artemia salina

Os ovos de camarao, Artemia salina e o sal marinho (Ocean Water — Alcon), foram
adquiridos em uma loja de aquérios local. O teste de letalidade empregado foi adaptado do

11 "Os ovos de artemia foram eclodidos, em um

método descrito por Colegate ¢ Molyneaux
periodo de 48 a 72 horas, em um aquario utilizando-se 4gua do mar artificial obtidas de
acordo com as especificagdes do fabricante. O sistema foi sob forte aeracdo e temperatura

controlada (25 a 28 °C).

As amostras foram previamente dissolvidas em DMSO ou alcool etilico, sendo
misturadas a dgua do mar artificial contendo 2% de surfactante Tween 80, para auxiliar a
solubilizagcdo das mesmas. De 10 a 15 camardes foram adicionados em placas contendo 96
pogos, onde logo apds, a solucdo das amostras foram aplicadas em concentracdes finais de

100 a 1000 pg mL™".

Apds um periodo de 24 h observou-se o nimero total de camardes vivos e mortos,
determinando-se CLsp, por métodos de regressao linear. As analises foram realizadas em

triplicata, obtendo-se uma média dos resultados.
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4.11 Teste de Atividade Antioxidante
4.11.1 Método do radical livre DPPH

O ensaio empregando foi o do radical estavel 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH),

descrito por Hostettmann™.

As amostras em solug¢do foram aplicadas em cromatoplacas na forma de spots, tanto
em uma unica concentragdo como também em séries de concentragoes na faixa de 1 a 100
ug, como antioxidantes padrdes foram utilizadas substancias naturais (quercetrina e

isoquercetrina), sendo aplicadas juntamente com as amostras.

Apos a aplicagdo das placas preparou-se uma solucdo metandlica de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazila), a qual foi imediatamente borrifada sobre as cromatoplacas,
deixando-as em repouso por cerca de 1 hora. Aos poucos a coloragdo violacea do DPPH

foi diminuindo, com a formag¢ao de manchas com coloracao amarela sobre o fundo violeta.
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V. ESTUDO DOS OLEQOS VOLATEIS DAS ESPECIES DE Poiretia

APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Coleta do material

As espécies selecionadas foram coletadas em locais diversos e armazenadas no
Herbério da Universidade Federal de Santa Maria, onde foram identificadas pela botanica
Prof.? Tais do Canto Dorow. As coletas foram efetuadas no periodo de novembro de 2001
a novembro de 2004, em diversas épocas do ano, de forma a realizar uma analise sazonal

da planta, avaliando todas as fases de seu desenvolvimento.

O material testemunho deste trabalho permanece armazenado no Herbério da
UFSM com exsicatas de nimero: SMDB 9502 para Poiretia latifolia Brig. e nimero:
SMDB 9501 para Poiretia tetraphylla Vog.

5.2 Estudo do 6leo volatil de folhas e flores de Poiretia latifolia.

As folhas e flores das amostras de P. latifolia coletada na divisa entre os municipios
de Santa Maria e Sao Pedro do Sul (nativa) e das amostras coletadas no Jardim Botéanico
da UFSM (cultivada) foram submetidas a hidrodestilagio em sistema Clevenger
modificado. O rendimento médio para a extragdo do 6leo volatil das folhas foi de 0,6% e
para as flores de 0,15%, na amostra nativa, e 0,35% para as folhas e 0,12% para as flores,
na amostra cultivada.

A andlise destes Oleos através de cromatografia gasosa indicou uma diferenca
significante entre as amostras nativa e cultivada. Desta forma, os dados destas amostras

foram tratados separadamente.

5.2.1 Determinacao dos constituintes do 6leo das folhas de P. latifolia nativa.

Os Oleos volateis das folhas de P. latifolia foram submetidos a analise
cromatografica, sendo possivel a identificacdo da maioria dos constituintes quimicos. As

Figuras 10, 11 e 12 ilustram o perfil cromatografico das amostras durante os periodos da



Figura 10. Perfil cromatografico do 6leo das folhas de P. latifolia nativa na primavera (A).
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primavera (A), verdao (B) e outono (C), enquanto as respectivas constituigdes quimicas

encontram-se na Tabela 3. A numeragdo dos constituintes apresentada nos cromatogramas

corresponde a numeracdo dos mesmos na Tabela 3.
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Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m. Programa de analise: Tiyicia= 50 °C, Tgna= 250 °C, rampa
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Figura 11. Perfil cromatografico do 6leo das folhas de P. latifolia nativa no verdo (B). Utilizando

coluna SE-54, CCSF de 25 m. Programa de analise: Tiycia= 50 °C, Tgna= 250 °C, rampa de 4 °C

min™’.
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Figura 12. Perfil cromatografico do 6leo das folhas de P. latifolia nativa no outono (C). Utilizando

250 °C, rampa de 4 °C

coluna SE-54, CCSF de 25 m. Programa de analise: Tiyicia=

min_ .

1

50 °C, Tnar=

Tabela 3. Composicdo dos 6leos volateis das folhas de P. latifolia nativa.

N.°  Componente?® IKP IK® 1K A B C Identificacéo
Monoterpenos hidrocarbonetos 14,71 2958 17,53

01 o-tujeno 931 946 1030 - - - -

02  a-pineno 939 940 1020 0,35 0,97 0,07 CG-EM,Co

03 tuja-2,4(10)-dieno 957 959 nd - - - -

04 Sabineno 976 970 1042 0,07 0,65 0,12 CG-EM

05 B-pineno 980 975 1122 0,58 2,80 0,62 CG-EM,Co

06  B-mirceno 991 985 1160 0,19 1,06 0,02 CG-EM,Co

07  a-terpineno 1018 1015 1187 - - - -

08 para-cimeno 1026 1023 1275 - - - -

09 Limoneno 1031 1018 1206 13,52 24,10 16,70 CG-EM,Co

10 cis-B-ocimeno 1040 1041 1235 - - - -

11 trans-B-ocimeno 1050 1044 1253 - - - -
Monoterpenos oxigenados 84,12 69,58 80,75

12 1-octen-3-ol 978 973 1113 - - 0,50 CG-EM,Co

13  cis-sabineno-hidrato 1068 1056 1199 - 0,16 0,10 CG-EM

14 trans-sabineno-hidrato 1097 1078 1210 - 0,17 0,10 CG-EM

15 Linalol 1098 1090 1252 0,12 0,09 0,13 CG-EM,Co

16  o-tujona 1102 1100 1407 - - - -

17 B-tujona 1114 1113 1425 - - - -

18 cis-6xido de limoneno 1134 1123 1430 043 0,52 0,50 CG-EM

19 trans-6xido de limoneno 1139 1137 nd 0,19 - 0,10 CG-EM

20 Canfora 1144 1143 1518 - - - -
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21  3-isotujanol 1149 1149 nd - - - -

22  Citronelal 1153 1171 1453 - - - -

23  Pinocarvona 1158 1160 nd - - - -

24  cis-pinocanfona 1173 1170 nd - - - -

25 terpinen-4-ol 1177 1179 1460 0,93 0,14 - CG-EM,Co

26  a-terpineol 1189 1190 1492 - - - -

27 cis-dihidrocarvona 1193 1187 1588 - 1,30 - CG-EM

28 trans-dihidrocarvona 1200 1193 1595 17,53 1530 8,10 CG-EM,Co

29 trans-carveol 1217 1201 1604 0,87 0,90 1,50 CG-EM

30 cis-carveol 1229 1229 1679 - - 0,22 CG-EM

31 Carvona 1242 1234 1713 64,05 51,00 69,50 CG-EM,Co
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 0,20 0,10 1,30

32 B-cubebeno 1390 1392 nd - - - _

33 Belemeno 1391 1393 nd - - - -

34 p-cariofileno 1418 1430 1888 0,20 0,10 0,07 CG-EM

35  p-farneseno 1458 1460 1671 - - - -

36  Aloaromadendreno 1461 1477 nd - - - -

37 germacreno-D 1480 1488 nd - - 1,21 CG-EM,Co

38 Biciclogermacreno 1494 1496 1718 - - 0,02 CG-EM

39  Bbisaboleno 1508 1509 nd - - - -
Sesquiterpenos oxigenados 0,16 0,20 0,05

40 nerolidol-E 1564 1560 nd - - - -

41  Espatulenol 1576 1584 2110 - - - -

42  6xido de cariofileno 1581 1580 1954 0,16 0,20 0,05 CG-EM,Co

43 1-cadinol 1640 1646 nd - - - -

44 t-muurulol 1641 1649 nd - - - -

45  a-cadinol 1653 1655 nd - - - -

TOTAL 99,19 99,46 99,63

& Componentes listados em ordem de elui¢do na coluna SE-54; ® fndice de Kovats da literatura; ¢ Indice
de Kovats na coluna SE-54; ¢ Indice de Kovats na coluna PEG-20M; nd: nio determinado; Co: co-
injecdo com padrdes auténticos. A= coleta realizada na primavera; B= coleta realizada no verdo; C=
coleta realizada no outono.

De acordo com a Tabela 3, a andlise cromatografica indicou que o 6leo das folhas
de P. latifolia nativa é basicamente composto por monoterpenos (98-99%), sendo em sua
maioria, monoterpenos oxigenados (69-84%).

O componente majoritario (51-69%) foi separado por purificacdo cromatografica

em placa preparativa (CCDP) que segundo analise por CG, com 98% de pureza.

Determinacéo estrutural
Submetido a CG-EM, o componente majoritario apresentou ion molecular [M]"
com m/z de 150 (11%), além de fragmentos de m/z 108 (38%), 93 (39%), 82 (100%) e 54

(37%) (Figura 13), que em combinag¢ao com dados de ressonancia magnética nuclear de H
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e 1°C, (Figuras 14, 15 ¢ 16 e Tabela 4), sugeriram a formula molecular C;oH,40 para este

componente, sendo este entdo identificado como o monoterpeno carvona (31).
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Figura 14. Espectros de RMN de H da carvona (31).
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Figura 16. Espectros de RMN de "*C da carvona (31).

Tabela 4. Deslocamentos quimicos de RMN de H e 13C da carvona (31), em CDClL.

Posicao 5 H (ppm) 8 ©°C (ppm)
1 3 199.8
2 - 135,4
3 6,76 (1) 144.6
4 2,39 (m) 31,2
5 2,58 (did) 42,4
6 2,68 (m) 43,1
7 i 147,6
8 4,76 (d) 110,4
9 1,75 (s) 20,5
10 1,79 (d) 15,7
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Os dois outros constituintes majoritarios limoneno (9) e trans-dihidrocarvona
(28) foram identificados por co-injegdo com padrdes auténticos e pelos espectros de

massas obtidos (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Espectro de massas da trans-dihidrocarvona encontrada no 6leo das folhas de P.

latifolia nativa.
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Figura 8. Espectro de massas do limoneno encontado no 6leo das folhas de P. latifolia nativa.
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A andlise sazonal demonstrou um comportamento relativamente estavel na
composi¢do monoterpénica do oOleo, havendo algumas modificagdes nos teores dos
constituintes principais. Na fase crescimento e floracdo da planta (primavera) constatou-se
uma concentra¢do de carvona bastante acentuada, enquanto as concentracdes de limoneno
e trans-dihidrocarvona sofreram pequena alteragdo. Com a chegada do verao, e o inicio da
formacao de frutos, ocorre um decréscimo da concentracdo de carvona e um aumento na
mesma proporc¢ao principalmente do terpeno limoneno. Pelo grafico a seguir (Figura 19),
pode-se observar que a modificagdo da constituicdo acompanha as fases de
desenvolvimento da espécie, ja que a concentracdo dos monoterpenos limoneno e trans-
dihidrocarvona diminuem enquanto aumenta a concentracdo do monoterpeno carvona. Esta
modificacdo pode ser explicada pela a rota de biossintese da carvona onde o limoneno
sofre reacdes de oxidacdo levando a carvona, sendo que a trans-dihidrocarvona pode entao

ser um dos intermediarios destas transformagdes®.

% | [ Jlimoneno
N i [ Jtrans-dihidrocarvona
[ lcarvona

Figura 19. Representacdo grafica da variagdo sazonal dos trés principais constituintes do 6leo das

folhas de P. latifolia nativa.



64

5.2.2 Estudo do 6leo volétil de flores de Poiretia latifolia nativa.

As flores de Poiretia latifolia nativa foram coletadas no periodo de 2001 a 2003,
entre os meses de novembro e dezembro, época de floracdo da espécie, e submetidas a
extragdo por hidrodestilagdo utilizando aparelho de “Clevenger” modificado. Apds a
extragdo, o d0leo foi submetido a analise cromatografica, conforme ilustra a Figura 20 ¢ a
Tabela 5, sendo a numeragdo dos constituintes apresentada nos cromatogramas

corresponde a numera¢ao dos mesmos na Tabela.
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Figura 20. Perfil cromatografico 6leo volatil de flores de P. latifolia nativa, coletada em 2002 (B).
Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m x 0,25 mm. Programa de analise: Tipicia= 50 °C, Tgna= 250

°C, rampa de 4 °C min™.

A andlise por CG revelou que o 6leo das flores ¢ quase totalmente formado por
monoterpenos (98%), sendo a maior parte, monoterpenos oxigenados (51-82%). Pode-se
observar na Tabela 5 que o perfil do 6leo das flores foi um tanto diferenciado do perfil do
6leo das folhas do mesmo espécime. Os principais constituintes continuam os mesmos,
porém ocorre uma consideravel modificacdo nas concentragdes: limoneno (15-40%), trans-

dihidrocarvona (22-77%) e carvona (4-37%).



Tabela 5. Composigdo dos 6leos volateis das flores de P. latifolia nativa.
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N.° Componente?® IKP IKEIKC A B C Identificagio
Monoterpenos hidrocarbonetos 45,72 38,72 16,33

01  o-tujeno 931 946 1030 - - - -

02  o-pineno 939 940 1020 0,00 0,51 0,10 CG-EM,Co

03 tuja-2,4(10)-dieno 957 959 nd - - - -

04  sabineno 976 970 1042 1,06 030 0,63 CG-EM

05 B-pineno 980 975 1122 2,58 1,60 - CG-EM,Co

06  B-mirceno 991 985 1160 1,08 0,31 - CG-EM,Co

07  o-terpineno 1018 1015 1187 - - - -

08 para-cimeno 1026 1023 1275 - - - -

09 limoneno 1031 1018 1206 40,90 36,00 15,60 CG-EM,Co

10 cis-B-ocimeno 1040 1041 1235 - - - -

11 trans-B-ocimeno 1050 1044 1253 - - - -
Monoterpenos oxigenados 53,11 60,00 82,30

12 l-octen-3-ol 978 973 1113 0,55 - - CG-EM,Co

13  cis-sabineno-hidrato 1068 1056 1199 0,03 - - CG-EM

14  trans-sabineno-hidrato 1097 1078 1210 0,04 - - CG-EM

15 linalol 1098 1090 1252 0,11 - - CG-EM,Co

16  a-tujona 1102 1100 1401 - - - -

17 B-tujona 1114 1113 1425 - - - -

18 cis-6xido de limoneno 1134 1123 1430 - 0,20 - CG-EM

19 trans-6xido de limoneno 1139 1137 nd - - - -

20 canfora 1144 1143 1518 - - - -

21  3-isotujanol 1149 1149 nd - - - -

22 citronelal 1153 1171 1453 0,31 - - CG-EM,Co

23  pinocarvona 1158 1160 nd - - - -

24 cis-pinocanfona 1173 1170 nd - - - -

25 terpinen-4-ol 1177 1179 1460 - - - -

26  o-terpineol 1189 1190 1492 - - - -

27  cis-dihidrocarvona 1193 1187 1588 - - - -

28 trans-dihidrocarvona 1200 1193 1595 22,10 22,40 77,80 CG-EM,Co

29  trans-carveol 1217 1201 1604 0,14 - - CG-EM

30 cis-carveol 1229 1229 1679 0,50 - - CG-EM

31 carvona 1242 1234 1713 29,30 37,40 450 CG-EM,Co
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 045 055 0,60

32 B-cubebeno 1390 1392 nd - - - -

33 Belemeno 1391 1393 nd - - - -

34 [-cariofileno 1418 1430 1888 045 0,55 0,60 CG-EM

35  Bfarneseno 1458 1460 1671 - - - -

36  Aloaromadendreno 1461 1477 nd - - - -

37  germacreno-D 1480 1488 nd - - - -

38 Dbiciclogermacreno 1494 1496 1718 - - - -

39  pBbisaboleno 1508 1509 nd - - - -
Sesquiterpenos oxigenados - - -

40 nerolidol-E 1564 1560 nd - - - -

41  espatulenol 1576 1584 2110 - - - -
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42  oxido de cariofileno 1581 1580 1954 - - - -
43  t-cadinol 1640 1646 nd - - - -
44 t-muurulol 1641 1649 nd - - - -
45  a-cadinol 1653 1655 nd - - - -
TOTAL 99,46 99,27 99,23

 Componentes listados em ordem de eluig¢io na coluna SE-54; ° Indice de Kovats da literatura; © Indice
de Kovats na coluna SE-54; ¢ Indice de Kovats na coluna PEG-20M; nd: ndo determinado; Co: co-
injecdo com padrdes auténticos. A= coleta realizada em 2001; B= coleta realizada em 2002; C= coleta
realizada em 2003.

O acompanhamento anual da época de floracdo demonstrou uma mudanca
consideravel nas concentragdes dos constituintes majoritarios € também o desaparecimento
de alguns dos constituintes minoritarios entre os periodos de coleta, sendo que tais
modificagcdes podem ser explicadas por fatores relacionados ao ambiente externo, como:
quantidade de chuva no periodo, competi¢do com outras espécies nativas ¢ o ataque de
pragas (insetos, microorganismos, etc.)".

Durante as coletas efetuadas, foi possivel observar certas mudangas importantes
como no periodo de coleta de 2002, onde a espécie estava sendo atacada por formigas
cortadeiras, o que pode ter levado ao aumento na concentragdo do monoterpeno carvona e
o desaparecimento de constituintes minoritarios, ja& que este constituinte pode estar
relacionado com o mecanismo de defesa da planta®. Ja no periodo de coleta de 2003, foi
realizada apenas uma coleta no final da floracdo, sendo que os exemplares encontravam-se
em estado prematuro de desenvolvimento, ja que a area de coleta havia sido podada antes
deste periodo; sendo assim, a amostra ndo foi representativa. Isto pode explicar a grande
diferengca nas concentragdes dos constituintes, onde o Oleo apresentou uma alta
concentragcdo de trans-dihidrocarvona (77,8%) e uma concentracdo extremamente baixa de
carvona (4,5%).

Acredita-se que tais fatores foram os responsaveis nao so pela grande variacao de
composic¢ao do 6leo volatil das flores, mas também de algumas das varia¢des ocorridas nos
6leos das folhas de P. latifolia nativa. Principalmente nas concentragdes dos constituintes
majoritarios, pois estes devem estar diretamente ligados aos mecanismos de protecdo e

desenvolvimento da espécie'”.

154 ANDRADE, A. M., GOMES, S. S. Influéncia de alguns fatores ndo genéticos sobre o teor de dleo
essencial em folhas de Eucalyptus citriodora Hook. Floresta e Ambiente, v. 1, n.7, p. 181-189, 2000.

155 PICHESSKY, E., GERSHENZON, J. The formation and function of plant volatiles: perfumes for
pollinator attraction and defense. Current Opinion in Plant Biology, V. 3, p. 237-243, 2002.
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5.2.3 Determinacao dos constituintes do 6leo das folhas de P. latifolia cultivada.

A amostra de P latifolia do Jardim Botanico é denominada de “cultivada” por se

tratar do transplante de alguns exemplares da amostra de P. latifolia nativa de Santa Maria.

Os oleos volateis das folhas desta espécie de P. latifolia foram analisados por

cromatografia, o que possibilitou a identificagdo da maioria dos seus componentes. Estes

dados fazem parte da Tabela 6, sendo que a numeragdo dos constituintes nesta Tabela foi

utilizada para identificar os principais constituintes nos respectivos cromatogramas dos

oleos.

Tabela 6. Variagao da composigdo dos 6leos volateis das folhas de P. latifolia cultivada.

N.° Componente® IKP IK® O IKC A B C D Identificagio
Monoterpenos hidrocarbonetos 829 32,3 2996 38,87

01  «-tujeno 931 946 1030 0,08 005 0,15 027 CG-EM,Co

02  «-pineno 939 940 1020 0,06 0,84 0,60 0,55 CG-EM,Co

03 tuja-2,4(10)-dieno 957 959 nd 0,10 0,02 - 0,80 CG-EM

04 sabineno 976 970 1042 3,54 040 330 1,70 CG-EM

05 B-pineno 980 975 1122 0,06 253 211 0,11  CG-EM,Co

06  B-mirceno 991 985 1160 0,30 0,65 0,60 0,64 CG-EM,Co

07  a-terpineno 1018 1015 1187 - 0,21 0,10 9,10 CG-EM,Co

08 para-cimeno 1026 1023 1275 - - - - -

09 limoneno 1031 1018 1206 4,15 27,60 23,10 25,70 CG-EM,Co

10 cis-B-ocimeno 1040 1041 1235 - - - - -

11 trans-B-ocimeno 1050 1044 1253 - - - - -
Monoterpenos oxigenados 90,65 66,94 68,14 60,20

12 1-octen-3-ol 978 973 1113 - - - - -

13  cis-sabineno-hidrato 1068 1056 1199 0,20 0,03 - 0,02 CG-EM

14  trans-sabineno-hidrato 1097 1078 1210 - - - - -

15 linalol 1098 1090 1252 - - - - -

16  a-tujona 1102 1100 1401 1143 0,25 360 020 CG-EM,Co

17 B-tujona 1114 1113 1425 5567 0,3 16,1 0,11 CG-EM,Co

18 cis-6xido de limoneno 1134 1123 1430 - - - - -

19 trans-6xido de limoneno 1139 1137 nd - - - - -

20 canfora 1144 1143 1518 2,01 - 0,20 0,30 CG-EM,Co

21  3-isotujanol 1149 1149 nd 1,00 - - - CG-EM

22 citronelal 1153 1171 1453 - - - - -

23 pinocarvona 1158 1160 nd 0,06 - 0,30 0,02 CG-EM

24 cis-pinocanfona 1173 1170 nd 1,01 - - 0,01 CG-EM

25 terpinen-4-ol 1177 1179 1460 0,24 0,02 0,10 - CG-EM,Co

26  o-terpineol 1189 1190 1492 042 0,23 0,09 0,29 CG-EM,Co

27  cis-dihidrocarvona 1193 1187 1588 - - - - -
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28 trans-dihidrocarvona 1200 1193 1595 0,24 066 030 0,63 CG-EM,Co
29 trans-carveol 1217 1201 1604 0,40 L35 0,05 092 CG-EM

30 cis-carveol 1229 1229 1679 - - - - -

31 carvona 1242 1234 1713 1797 64,10 474 57,7 CG-EM,Co

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 052 021 055 0,21

32 B-cubebeno 1390 1392 nd 0,06 - - - CG-EM

33 Belemeno 1391 1393  nd - - - - -

34 B-cariofileno 1418 1430 1888 0,30 0,10 0,15 0,11 CG-EM,Co
35  p-farneseno 1458 1460 1671 - - - - -

36 aloaromadendreno 1461 1477 nd - - - - -

37  germacreno-D 1480 1488 nd 0,07 0,05 0,10 0,03 CG-EM,Co
38 biciclogermacreno 1494 1496 1718 0,09 0,06 0,30 0,07 CG-EM,Co
39  Bbisaboleno 1508 1509 nd - - - - -

Sesquiterpenos oxigenados 020 030 0,25 0,07

40 nerolidol-E 1564 1560 nd - - - - -

41  espatulenol 1576 1584 2110 - - - - -

42  6xido de cariofileno 1581 1580 1954 - - - - -

43 t-cadinol 1640 1646 nd - - - - -

44 t-muurulol 1641 1649 nd - - - - -

45  a-cadinol 1653 1655 nd 0,20 030 025 0,07 CG-EM,Co
TOTAL 99,66 99,75 98,90 99,35

* Componentes listados em ordem de eluigdo na coluna SE-54; ® fndice de Kovats da literatura; © Indice de
Kovats na coluna SE-54; ¢ indice de Kovats na coluna PEG-20M; nd: ndo determinado; Co: co-inje¢do com
padrdes auténticos. A= coleta logo apds o transplante; B= coleta realizada na primavera; C= coleta realizada
no verdo; D= coleta realizada no outono.

Logo ap6s o periodo de desenvolvimento, realizou-se a primeira coleta das folhas
de P. latifolia, no periodo do verdo. A analise cromatografica demonstrou uma constituigao
quimica bastante diferente da encontrada no espécime de P. latifolia nativa. De acordo
com a Tabela 6, amostra A e Figura 21, a composi¢do do 6leo volatil continua sendo
basicamente monoterpénica (98%) sendo a maioria monoterpenos oxigenados (90%). Os
terpenos limoneno (9), trans-dihidrocarvona (28) e carvona (31) continuam presentes na
amostra, mas agora em concentragdes bem inferiores (4,15%; 0,24%; 18%,
respectivamente). Houve o aparecimento de dois novos componentes majoritarios nas

concentragoes de 56% e 11%.
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Figura 21. Perfil cromatografico 6leo volatil de folhas de P. latifolia cultivada, coletada apds o
transplante (A). Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m x 0,25 mm. Programa de analise: Tiycia™
50 °C, Tgpa= 250 °C, rampa de 4 °C min’,

Determinacéo estrutural

Submetido a CG-EM, o componente majoritario (55,7%) apresentou ion molecular
[M]" com m/z de 152, além de fragmentos de m/z 41 (53%), 67 (100%), 81 (100%), 95
(81%) e 110 (64%) e comparando-se o IK obtido com os encontrados na literatura, a
formula molecular C;oH;¢O foi sugerida para este componente, sendo este entdo

identificado como o monoterpeno S-tujona (17), como mostra a Figura 22.
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Figura 22. Espectro de massas da B-tujona encontrada no 6leo das folhas de P. latifolia cultivada,

amostra A.

O outro constituinte em concentragdo expressiva, que ainda ndo havia sido
observado, também foi identificado por co-injecdo com padrao auténtico e pelo espectro de

massas obtido (Figura 23), como sendo a a-tujona (16).
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Figura 23. Espectro de massas da a-tujona encontrada no 6leo das folhas de P. latifolia cultivada,

amostra A.

Esta constituicdo diferenciada pode ser explicada pela modificagdo do habitat da
espécie, pois a mesma foi inserida em um canteiro de solo fértil, regularmente adubado,
ausente de outras espécies vegetais ¢ nem insetos predadores, tendo ainda grande
disponibilidade de agua. Esta condi¢ao pode ter causado um periodo de adaptacdo da

planta, modificando seu metabolismo durante a fase de crescimento e desenvolvimento'™.

Apods o periodo adaptativo, a espécie voltou a apresentar um perfil semelhante ao
apresentado pelo o6leo volatil da espécie nativa (Tabela 6, B,C e D). Os monoterpenos
continuaram sendo majoritarios (98%), e os monoterpenos oxigenados perfazendo 60-67%
desta constituicdo, como mostra as Figuras 24, 25 e 26. Os constituintes majoritarios

voltaram a ser os terpenos carvona (31) (47-64%), limoneno(9) (23-27%), entretanto,

136 FUENTE, E.B., GIL, A., LENARDIS, A. E., et al. Response of winter crops differing in grain yield and
essential oil production to some agronomic pratices and environmental gradient in the Rollig Pampa,
Argentina. Agriculture, Ecosystems and Environment, v. 99, p. 159-169, 2003.
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houve uma diminuicdo nos teores de trans-dihidrocarvona (28) (0,3-0,6%) e os

monoterpenos a- ¢ f-tujona (16 e 17) continuaram presentes, com modificagdes de

concentracao (0,20-3,6% e 0,11-16,10%, respectivamente).
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Figura 24. Perfil cromatografico do 6leo volatil das folhas de P. latifolia cultivada coletada na

primavera (B). Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m x 0,25 mm. Programa de analise: Ticia™
50 °C, Tgpa= 250 °C, rampa de 4 °C min’,
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Figura 25. Perfil cromatografico do 6leo volatil das folhas de P. latifolia cultivada coletada no
verdo (C). Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m x 0,25 mm. Programa de analise: Tiyicia= 50 °C,
Thna= 250 °C, rampa de 4 °C min’'.
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Figura 26. Perfil cromatografico do dleo volatil das folhas de P. latifolia cultivada coletada no

outono (D). Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m x 0,25 mm. Programa de analise: Tiyicia= 50

°C, Tgna= 250 °C, rampa de 4 °C min™'.

A analise sazonal destes oOleos revelou que a constituicdo quimica permanece

relativamente estdvel, verificando-se apenas um aumento consideravel do terpeno f-tujona

no periodo do verdo (16,1%).
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Figura 27. Representacdo grafica da variagdo sazonal dos principais constituintes do 6leo das

folhas de P. latifolia cultivada.
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5.2.3 Determinacao dos constituintes do 6leo das flores de P. latifolia cultivada.

A analise do 0Oleo volatil das flores de P. latifolia cultivada foi realizada em um

unico periodo de floracdo, com a coleta de duas amostras, entre o inicio e o término da

floragdo.

Conforme a Tabela 7, pode-se observar o mesmo perfil do 6leo volatil das flores de

P. latifolia nativa. Os monoterpenos constituem 99% da totalidade do 6leo, sendo que,

diferentemente da amostra nativa, os monoterpenos hidrocarbonetos perfazem 74% do 6leo

volatil, enquanto os monoterpenos oxigenados apenas 25%.

Tabela 7. Composicao do dleo volatil das flores de P. latifolia cultivada.

N.° Componente?® IKP IK® KA A Identificago
Monoterpenos hidrocarbonetos 74,16

01  a-tujeno 931 946 1030 0,09 CG-EM,Co

02  a-pineno 939 940 1020 1,55 CG-EM,Co

03 tuja-2,4(10)-dieno 957 959 nd - -

04 sabineno 976 970 1042 0,50 CG-EM

05 B-pineno 980 975 1122 3,65 CG-EM,Co

06  B-mirceno 991 985 1160 0,50 CG-EM,Co

07  a-terpineno 1018 1015 nd 0,06 CG-EM,Co

08 para-cimeno 1026 1023 nd - -

09 limoneno 1031 1018 1191 67,81 CG-EM,Co

10 cis-B-ocimeno 1040 1041 nd - -

11 trans-B-ocimeno 1050 1044 nd - -
Monoterpenos oxigenados 25,26

12 1-octen-3-ol 978 973 1113 - -

13  cis-sabineno-hidrato 1068 1056 1199 0,09 CG-EM

14  trans-sabineno-hidrato 1097 1078 nd - -

15 linalol 1098 1090 1252 - -

16 o-tujona 1102 1100  nd - -

17 B-tujona 1114 1113 nd - -

18 cis-6xido de limoneno 1134 1123 1430 - -

19 trans-6xido de limoneno 1139 1137 nd - -

20 canfora 1144 1143 nd - -

21  3-isotujanol 1149 1149 nd - -

22 citronelal 1153 1171 1453 - -

23  pinocarvona 1158 1160 nd - -

24 cis-pinocanfona 1173 1170 nd - -

25  terpinen-4-ol 1177 1179 1460 - -

26  a-terpineol 1189 1190  nd - -

27  cis-dihidrocarvona 1193 1187 1588 - -
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28 trans-dihidrocarvona 1200 1193 1595 - -

29 trans-carveol 1217 1201 1604 - -

30 cis-carveol 1229 1229 1679 - -

31 carvona 1242 1234 1713 25,17 CG-EM,Co

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 0,52

32 B-cubebeno 1390 1392 nd - -

33 pB-elemeno 1391 1393 nd - -

34 P-cariofileno 1418 1430 1888 0,30 CG-EM

35  p-farneseno 1458 1460  nd - -

36 aloaromadendreno 1461 1477 nd - -

37  germacreno-D 1480 1488 nd 0,15 CG-EM,Co
38  biciclogermacreno 1494 1496 1718 0,07 CG-EM,Co
39  p-bisaboleno 1508 1509 nd - -

Sesquiterpenos oxigenados -

40 nerolidol-E 1564 1560 nd - -

41  espatulenol 1576 1584 2110 - -

42  6xido de cariofileno 1581 1580 1954 - -

43 t-cadinol 1640 1646 nd - -

44 t-muurulol 1641 1649 nd - -

45  o-cadinol 1653 1655 nd - -
TOTAL 99,94

% Componentes listados em ordem de elui¢io na coluna SE-54; ° Indice de Kovats da
literatura; © Indice de Kovats na coluna SE-54; ¢ Indice de Kovats na coluna PEG-
20M; nd: n3o determinado; Co0: co-injegdo com padrdes auténticos. A= coleta
realizada em 2003.

Os constituintes majoritarios do 6leo volatil continuam os mesmos, sendo agora o
terpeno limoneno (9) encontrada em maior quantidade (67,8%), seguido de carvona (31)
com 25% da constituicdo do 6leo. Nao foi detectada a presenca de trans-dihidrocarvona

(28), nem mesmo dos monoterpenos a- ¢ f-tujona (16 e 17) (Figura 28).
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Figura 28. Perfil cromatografico do ¢6leo volatil das flores de P. latifolia cultivada. Utilizando

coluna SE-54, CCSF de 25 m. Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m. Programa de analise:
Tiniciai= 50 °C, Tgna= 250 °C, rampa de 4 °C min’.

5.3 Estudo do 6leo volatil de Poiretia tetraphylla Vog.

As folhas, juntamente com os talos de Poiretia tetraphylla Vog. foram coletadas ¢
submetidas a hidrodestilagao utilizando um aparelho de Clevenger modificado, obtendo-se
um o6leo de aspecto amarelo claro. O rendimento médio para a extragao do 6leo volatil das
folhas foi de 0,20 %. As flores desta espécie ndo foram analisadas devido ao seu pequeno

porte e também a pequena quantidade de planta encontrada no Unico ponto de coleta

existente.

5.3.1 Determinacédo dos constituintes do dleo de folhas e talos de P. tetraphylla.

O oleo volatil obtido dos talos e folhas de P. tetraphylla foi caracterizado por
cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada e espectrometria de massas sendo

30 constituintes identificados, representando cerca de 95% da constituicao total dos 6leos,

conforme Tabela 8.



76

Tabela 8. Composigdo dos 6leos volateis de talos e folhas de P. tetraphylla nativa.

N.° Componente? IKP IKSIKC A B C  Identificagio
Monoterpenos hidrocarbonetos 28,60 22,52 29,80

01  a-tujeno 931 946 1030 0,16 0,11 - CG-EM,Co

02  a-pineno 939 940 1020 1,52 0,98 1,00 CG-EM,Co

03 tuja-2,4(10)-dieno 957 959 nd - - - -

04 sabineno 976 970 1042 0,50 043 - CG-EM

05 B-pineno 980 975 1122 931 530 7,50 CG-EM,Co

06  B-mirceno 991 985 1160 0,60 0,80 - CG-EM,Co

07  a-terpineno 1018 1015 nd - - - -

08 para-cimeno 1026 1023 nd 3,74 - 3,50 CG-EM

09 limoneno 1031 1018 1191 12,70 420 178 CG-EM,Co

10 cis-B-ocimeno 1040 1041 nd 0,02 0,30 - CG-EM

11 trans-B-ocimeno 1050 1044 nd 0,05 10,4 - CG-EM
Monoterpenos oxigenados 2,84 4,07 -

12 l-octen-3-ol 978 973 1113 - - - -

13  cis-sabineno-hidrato 1068 1056 1199 - 1,40 - CG-EM

14  trans-sabineno-hidrato 1097 1078 nd - - - -

15 linalol 1098 1090 1252 0,53 0,10 - CG-EM,Co

16  o-tujona 1102 1100 nd - - - -

17 B-tujona 1114 1113 nd - - - -

18 cis-6xido de limoneno 1134 1123 1430 - - - CG-EM

19 trans-6xido de limoneno 1139 1137 nd - - - -

20  cénfora 1144 1143 nd - - - -

21  3-isotujanol 1149 1149 nd - - - -

22  citronelal 1153 1171 1453 - 0,08 - CG-EM,Co

23  pinocarvona 1158 1160 nd - - - -

24  cis-pinocanfona 1173 1170 nd - - - -

25  terpinen-4-ol 1177 1179 1460 - - - -

26  a-terpineol 1189 1190  nd - - - -

27  cis-dihidrocarvona 1193 1187 1588 - - - -

28  trans-dihidrocarvona 1200 1193 1595 0,25 0,55 - CG-EM,Co

29  trans-carveol 1217 1201 1604 0,14 0,23 - CG-EM

30 cis-carveol 1229 1229 1679 - - - -

31 carvona 1242 1234 1713 1,92 1,71 - CG-EM,Co
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 38,01 3595 18,84

32 fS-cubebeno 1390 1392 nd 290 0,70 0,10 CG-EM

33 f-elemeno 1391 1393 nd 1,04 250 2,10 CG-EM

34 p-cariofileno 1418 1430 1888 10,9 1580 530 CG-EM

35  Bfarneseno 1458 1460 nd 556 490 1,94 CG-EM,Co

36 aloaromadendreno 1461 1477 nd 0,18 1,00 0,60 CG-EM,Co

37 germacreno-D 1480 1488 nd 921 6,00 330 CG-EM,Co

38  Dbiciclogermacreno 1494 1496 1718 6,37 0,20 420 CG-EM

39  fbisaboleno 1508 1509 nd 1,85 485 1,30 CG-EM
Sesquiterpenos oxigenados 28,46 31,08 46,92
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40 nerolidol-E 1564 1560 nd 16,91 21,00 30,50 CG-EM,Co

41  espatulenol 1576 1584 2110 3,30 500 6,70 CG-EM,Co

42  oxido de cariofileno 1581 1580 1954 241 2,00 240 CG-EM

43 z-cadinol 1640 1646 nd 1,14 120 140 CG-EM

44 t-muurulol 1641 1649 nd 340 040 022 CG-EM

45  a-cadinol 1653 1655 nd 1,30 148 570 CG-EM,Co
TOTAL 97,91 93,62 95,56

® Componentes listados em ordem de elui¢do na coluna SE-54; ® Indice de Kovats da literauta; °

Indice de Kovats na coluna SE-54; ¢ indice de Kovats na coluna PEG-20M; nd: ndo determinado;
Co: co-inje¢do com padroes auténticos. A= coleta realizada na primavera (PT-3); B= coleta
realizada no verdo (PT-1); C= coleta realizada no outono (PT-2).

Os sesquiterpenos representaram a maioria dos componentes dos 6leos analisados
(65-67%), sendo estes principalmente sesquiterpenos oxigenados (28-47%). Um
constituinte majoritario em concentragdes de 16,9 a 30%, foi observado sendo entdo,

identificado por espectrometria de massas e co-inje¢ao com padrao.

Determinacéo estrutural

Submetido a CG-EM, o componente majoritario apresentou ion molecular [M]"
com M/z de 222 (2%), além de fragmentos de m/z 161 (26%), 136 (30%), 107 (53%), 93
(83%), 69 (100%) e 41 (70%) (Figura 36), e comparando o IK obtido com dados da
literatura, a formula molecular C;sH,sO foi sugerida para este componente, sendo

identificado como o sesquiterpeno nerolidol-E (40).

P e ana e Boamn SO (2T OG0 mueng PT3 D (<)
]

OH

(40)

at
OO0 veir

AS00

2000

Figura 29. Espectro de massas do nerolidol encontrado no 6leo de talos e folhas de P. tetraphylla.
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Os seguintes constituintes de maior concentracdo siao o0s sesquiterpenos [3-
cariofileno (34) ¢ germacreno-D (37), com concentragdes de 5,3-15,8% ¢ 3,3-9,2%,
respectivamente. Os demais sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados, constituem
cerca de 10 e 40% do 6leo, respectivamente, como pode ser observado nas Figuras 30, 31 e

32 onde os constituintes estdo identificados com a numeragao da Tabela 8.
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Figura 30. Perfil cromatografico do dleo volatil de talos e folhas de P. tetraphylla coletados na
primavera (A). Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m x 0,25 mm. Programa de analise: Tipicia=
50 °C, Tgna= 250 °C, rampa de 4 °C min™,
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Figura 31. Perfil cromatografico do 6leo volatil de talos e folhas de P. tetraphylla coletados no

verdo (B). Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m x 0,25 mm. Programa de analise: Tiyicia= 50 °C,
Tfna= 250 °C, rampa de 4 °C min’,
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Figura 32. Perfil cromatografico do 6leo volatil de talos e folhas de P. tetraphylla coletados no
outono (C). Utilizando coluna SE-54, CCSF de 25 m x 0,25 mm. Programa de analise: Tiyici= 50
°C, Tgna= 250 °C, rampa de 4 °C min’'.

A composi¢do monoterpénica destas amostras ¢ caracterizada pela presenga do
limoneno (9) em concentragdes de 4 a 17%, seguido do S-pineno (5), nas concentragdes de
53 a 9.3% ¢ do trans-f-ocimeno (11) (4,28-10,4%) e demais monoterpenos que
constituem 30% da composicao total das amostras. O terpeno carvona e seus derivados,
constituintes caracteristicos da espécie P. latifolia também foram identificados, porém em
pequenas concentracdes. (Tabela 8, Figura 30, 31 e 32).

A andlise sazonal revelou que o perfil do oleo volatil ¢ modificado
significativamente no outono, onde se observou uma maior concentragao de nerolidol-E

(40) e limoneno(9) e a auséncia de muitos monoterpenos minoritarios (Figura 33).
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Figura 33. Representacdo grafica da variagdo sazonal dos principais constituintes do 6leo das

folhas de P. tetraphylla.
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5.4 Determinacdo da composicdo enantiomérica de terpenos presentes nos 6leos
volateis de P. latifolia

Com o intuito de caracterizar o perfil dos 0leos volateis da espécie Poiretia latifolia
utilizou-se a cromatografia gasosa enantiosseletiva (CGE) como ferramenta para avaliar e
estabelecer a composicao enantiomérica de alguns terpenos quirais, presentes nestes 6leos
e ainda, verificar possiveis modificagdes enantioméricas entre os Oleos extraidos em
diferentes estagdes do ano e também de espécies de diferentes procedéncias. Foram
realizadas andlises enantioméricas dos monoterpenos o-pineno, limoneno e carvona, em
coluna capilar usando ciclodextrina modificada como fase estacionaria quiral,
desenvolvidas no proprio NPPN, possibilitando assim, avaliar o desempenho de novas

colunas quirais frente a amostras reais.

Inicialmente, os terpenos quirais presentes nos 6leos volateis de P. latifolia foram
selecionados de acordo com a disponibilidade de padrdes racémicos, sendo escolhidos os
referentes terpenos: carvona, limoneno, a-pineno, tujeno, linalol, terpinen-4-ol, citronelal,
1-octen-3-o0l, B-pineno. Realizando-se entdo, os testes de separacdo quiral destes padrdes
na coluna capilar contendo a fase estacionaria quiral, AM-B-CD a qual ainda se encontra
em periodo de testes”’. Os testes realizados demonstraram que a coluna AM-B-CD
proporcionou uma Otima separagdo para os terpenos o-pineno, limoneno e carvona, sendo
assim, utilizada para analisar a composi¢ao enantiomérica destes terpenos. Os resultados e

as condicdes de cada inje¢do estdo ilustrados nos respectivos cromatogramas.

A coluna foi otimizada para a separacdo das misturas de (+/-)-a-pineno, (+/-)-
limoneno e (+/-)-carvona, determinando-se também a ordem de elui¢do dos respectivos

enantidomeros (Figura 34, 35 e 36).

7 Mallmann, A. S. Sintese e aplicagdo de p-ciclodextrinas modificadas como fases estaciondrias quirais em
cromatografia gasosa capilar enantiosseletiva. Tese de Doutorado, em andamento, UFSM, Santa Maria, RS.
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Figura 34. (a) Separagdo enantiomérica do (+/-)-oi-pineno (2) e (b) determinagdo da ordem de

elui¢do com co-inje¢do de (+)-a-pineno, em CCSF de 25 m x 0,25 mm recoberta com AM-3-

CD/OV 1701 (1:1). 7 psi Hy, Tinicia= 35 °C € Thina = 170 °C, rampa de aquecimento de 1 °C min™,
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Figura 35. (a) Separagdo enantiomérica do (+/-)-limoneno (9) e (b) determinacdo da ordem de

eluicdo com co-inje¢do de (+)-limoneno em CCSF de 25 m x 0,25 mm recoberta com AM-B-CD

JOV 1701 (1:1). 7 psi Ha, Tinicia= 35 °C € Tgina = 170 °C, rampa de aquecimento de 1 °C min™.
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Figura 36. (a) Separagdo enantiomérica do (+/-)-carvona (31) e (b) determinagdo da ordem

de eluigdo com co-inje¢do de (-)-carvona, em CCSF de 25 m x 0,25 mm recoberta com

AM-B-CD /OV 1701 (1:1). 7 psi Ha, Tinicial= 50 °C e Tfinal = 170 °C, rampa de

aquecimento de 1 °C min™.

Possuindo a ordem de cluigdo destes enantidmeros otimizou-se uma mistura destes

padrdes para realizar co-injecdes com as amostras de 6leo volatil a serem analisadas

(Figura 37). Os terpenos B-pineno (5) ¢ (+)-trans-dihidrocarvona (28) foram adicionados a

mistura apenas para auxiliar na visualizagdo do comportamento dos 6leos volateis durante

a analise.
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Figura 42. Separagdo enantiomérica da mistura de padrdes racémicos: de (+/-)-a-pineno, (+/-)-

limoneno e (+/-)-carvona, em CCSF de 25 m recoberta com AM-B-CD /OV 1701 (1:1). 7 psi Ha,

Tinicial= 35 °C e Tfinal = 170 °C, rampa de aquecimento de 1 °C min’

1
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Posteriormente, realizou-se a verificagdo da composi¢do enantiomérica dos
terpenos nos 6leos volateis de folhas e flores P. latifolia nativa e cultivada, utilizando os

6leos que representam a anélise sazonal das espécies.

5.4.1 Determinacgdo enantiomérica de terpenos no 6leo volatil de P. latifolia nativa

A determinagdo enantiomérica foi realizada com as mesmas amostras de Oleo
utilizadas para a analise sazonal da espécie, sendo que devido aos resultados bastante
semelhantes, alguns dos cromatogramas foram omitidos. Para ilustracdo estdo
demonstrados as separacdes quirais dos oleos das folhas coletados na primavera (amostra
A) (Figura 37 e 38), coletados no verdo (amostra B) (Figura 39 e 40) e das flores coletadas
em 2002 (amostra B) (Figura 41 e 42).

Figura 37. Cromatograma do 6leo volatil das folhas de P. latifolia nativa, coletadas na primavera
(A), em CCSF de 25 m x 0,25 mm recoberta com AM--CD/OV 1701(1:1). 7 psi Hy, Tipicia= 35 °C

€ Tgina = 170 °C, rampa de aquecimento de 1 °C min’.
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Figura 38. Identifica¢do enantiomérica dos componentes do déleo volatil das folhas de P. latifolia

nativa (A), com co-inje¢cdo da mistura racémica dos padrdes de terpenos, em CCSF de 25 m

recoberta com AM-B-CD/OV 1701(1:1). 7 psi H,, Tiicia= 35 °C e Thpal

aquecimento de 1 °C min-1.

= 170 °C, rampa de
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Figura 39. Cromatograma do dleo volatil das folhas de P. latifolia nativa, coletadas no verdo (B),

em CCSF de 25 m recoberta com AM-B-CD /OV 1701(1:1). 7 psi Ha, Tinicia= 35 °C € Tfina = 170

°C, rampa de aquecimento de 1 °C min-1.
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Figura 40. Identifica¢do enantiomérica dos componentes do déleo volatil das folhas de P. latifolia
nativa (B), com co-inje¢ao da mistura racémica dos padrdes de terpenos, em CCSF de 25 m x 0,25

mm recoberta com AM-B-CD/OV 1701 (1:1). 7 psi Hy, Tiicia= 35 °C e Tgna = 170 °C, rampa de

aquecimento de 1 °C min™",
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Figura 41. Cromatograma do 6leo volatil das flores de P. latifolia nativa, coletadas em 2002 (B),
em CCSF de 25 m x 0,25 mm recoberta com AM-B-CD /OV 1701 (1:1). 7 psi H,, Tinicia= 35 °C e

Tfna = 170 °C, rampa de aquecimento de 1 °C min’’.



87

Figura 42. Identificagdo enantiomérica dos componentes do éleo volatil das flores P. latifolia
nativa (B), com co-inje¢ao da mistura racémica dos padrdes de terpenos, em CCSF de 25 m x 0,25
mm recoberta com AM-B-CD/OV 1701(1:1). 7 psi Hy, Tinicia= 35 °C e Tgpa = 170 °C, rampa de

. .-l
aquecimento de 1 °C min™.

Nao foi possivel determinar de forma consistente a constitui¢do enantiomérica do
terpeno o-pineno em todas as amostras, devido a sua baixa concentra¢do em relagdo aos
demais constituintes dos 6leos, sendo levado em conta os resultados obtidos nas amostras
onde este terpeno se encontra em maior concentragdo. A analise do 6leo volatil de Poiretia
latifolia nativa, revelou que os terpenos analisados encontram-se na forma de um tnico
enantiomero sendo estes (-)-a-pineno, (-)-limoneno e (-)-carvona, com eXcessos

enantioméricos > 99%.

4.4.2 Determinacao enantiomerica de terpenos no 6leo volatil de P. latifolia cultivada

A determinagdo enantiomérica foi realizada da mesma forma que com a espécie
nativa, com as amostras de Oleo utilizadas para a analise sazonal da espécie, sendo os
resultados também semelhantes, somente algumas separagdes enantioméricas estdo
demonstradas, sendo elas: dos 6leos das folhas coletados apds o transplante (amostra A)
(Figura 43 e 44), coletados no verdo (amostra C) (Figura 45 ¢ 46) e das flores coletadas em
2003 (amostra A) (Figura 47 e 48). Nesta espécie foi muito dificil realizar a andlise

enantiomérica do terpeno o-pineno, nao se obtendo resultados confidveis.
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Figura 43. Cromatograma do dleo volatil das folhas de P. latifolia cultivada, coletadas logo apds o

transplante (A), em CCSF de 25 m x 0,25 mm recoberta com AM-B-CD/OV 1701 (1:1). 7 psi Hy,

Tinicia= 35 °C € Tgna = 170 °C, rampa de aquecimento de 1 °C min’,
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Figura 44. Identificacdo enantiomérica dos componentes do éleo volatil das folhas P. latifolia

cultivada (A), com co-inje¢do da mistura racémica dos padrdes de terpenos, em CCSF de 25 m x

0,25 mm recoberta com AM-B-CD/OV 1701 (1:1). 7 psi Ha, Tiicia= 35 °C € Tgpa = 170 °C, rampa

de aquecimento de 1 °C min™.
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Figura 45. Cromatograma do 6leo volatil das folhas de P. latifolia cultivada, coletadas no verdo
(C), em CCSF de 25 m x 0,25 mm recoberta com AM--CD/OV 1701 (1:1). 7 psi Hy, Tinicia= 35 °C

e Tgina = 170 °C, rampa de aquecimento de 1 °C min’.
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Figura 46. Identificagdo enantiomérica dos componentes do d6leo volatil das flores P. latifolia
cultivada (C), com co-injecdo da mistura racémica dos padroes de terpenos, em CCSF de 25 m x

0,25 mm recoberta com AM-B-CD/OV 1701 (1:1). 7 psi Hy, Tiicia= 35 °C € Tgpa = 170 °C, rampa

de aquecimento de 1 °C min™"
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Figura 47. Cromatograma do 6leo volatil das flores de P. latifolia cultivada, coletadas realizada
em 2003 (A), em CCSF de 25 m x 0,25 mm recoberta com AM-B-CD/OV 1701 (1:1). 7 psi H,,

Tinicia= 35 °C € Tgna = 170 °C, rampa de aquecimento de 1 °C min’,
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Figura 48. Identificagdo enantiomérica dos componentes do o6leo volatil das flores P. latifolia
cultivada (A), com co-inje¢do da mistura racémica dos padrdes de terpenos, em CCSF de 25 m x

0,25 mm recoberta com AM-B-CD/OV 1701 (1:1). 7 psi Ha, Tinicia= 35 °C € Tgpa = 170 °C, rampa

de aquecimento de 1 °C min™.

A analise do 6leo volatil de Poiretia latifolia cultivada, revelou que os terpenos
encontram-se na forma de um unico enantidmero sendo estes o S-(-)-limoneno e a R-(-)-

carvona, com excessos enantioméricos > 99%, resultado idéntico ao a espécie de P.

latifolia nativa.
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Os resultados da determinagdo enantiomérica de P. latifolia demonstraram que
apesar das diferencas na constitui¢do quimica total do 6leo volatil entre as espécies de
diferentes locais, a constitui¢do enantiomérica dos constituintes majoritarios permanece a
mesma, mesmo durante o desenvolvimento do vegetal, o que pode ser comprovado pela
avaliacao das amostras sazonais destas espécies.

Estas informagdes também demonstraram a espécie P. latifolia provavelmente
utilize a mesma rota biossintética da Mentha spicata, demonstrada por Gershenzon e
Croteau (1989)”, para a obtenc@o dos seus metabolitos secundarios, ja que o (-)-a-pineno é
o precursor do (-)-limoneno que se oxida levando a formagao da (-)-carvona®.

De qualquer forma, pode-se afirmar que a espécie P. latifolia deve ser considerada
uma nova fonte de carvona, principalmente por apresentar apenas o enantiomero de
configuracdo (R), em altas concentragdes. Uma das poucas espécies exploradas
comercialmente como fonte de R-(-)-carvona ¢ a Mentha spicata que, de acordo com a
literatura, muitas vezes produz uma mistura de isomeros®. Estes resultados sdo bastante
significativos ja que este terpeno ¢ muito utilizado na industria alimenticia e de cosméticos
e como intermedidrios quirais em sintese assimétrica e na sintese de alguns agentes

antivirais’.
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VI.ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA PRELIMINAR DE

POIRETIA LATIFOLIA BRIQ. E POIRETIA TETRAPHYLLA VOG.

Diversas metodologias de andlise estdo disponiveis para auxiliar na busca de
compostos biologicamente ativos, dentre muitos métodos alguns sdo de facil manuseio,
rapidos, com um custo relativamente barato ¢ ndo requerem muitos equipamentos
especiais. Com isso, o0 NPPN mantém um laboratorio de atividades bioldgicas onde sao
desenvolvidas algumas técnicas para a avaliacdo preliminar do potencial antimicrobiano,
antioxidante e citotoxico de substincias naturais isoladas e misturas complexas. Tais
técnicas foram aplicadas a amostras de Poiretia latifolia e tetraphylla de forma a avaliar os

seus metabolitos ativos.

6.1. Determinacdo da atividade antimicrobiana “in vitro”.

6.1.1. Determinacéo da Atividade Antimicrobiana pelo Método de Bioautografia.

Os ensaios de determinagdo de atividade antimicrobiana pelo método de
Bioautografia foram realizados de acordo com Hamburguer e Hostettmann'’,"*’. As
amostras selecionadas para a bioautografia foram: o 6leo volatil das folhas de Poiretia
latifolia nativa, coletadas na primavera; os monoterpenos R-(-)- ¢ S-(+)-carvona
separadamente; o oOleo volatil das folhas de Poiretia latifolia cultivada, coletadas na

primavera; e o 6leo volatil das folhas de Poiretia tetraphylla, coletadas na primavera.

Além das amostras de dleos volateis e terpenos, o ensaio também foi utilizado para
avaliar um extrato etanolico obtido das raizes de P. latifolia nativa, o qual apds o
fracionamento originou trés fracdes consideradas interessantes: fragdo hexanica (FH),

fragdo cloroformica (FC) e fracdo acetato de etila (FA).

Todas as amostras foram aplicadas em cromatoplacas, juntamente com um padrao
adequado e, submetidas ao ensaio. As Tabelas 9 10 ilustram os resultados médios obtidos

nos testes realizados em triplicata.
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Tabela 9. Determinagdo da quantidade inibitoria minima dos oéleos volateis ¢

monoterpenos de P. latifolia e P. tetraphylla.

Microrganismo® PL PH R-carv S-carv  PT  Padrédo®
S. aureus 250ug 25 ug NA NA NA 0,7 pg
S. epidermidis 50,0 ug 50 pg NA  150pg NA  0,7pg
B. subtilis 100,0 ug 100 pg 200 pg 150 ug  NA 0,7 pug
E.coli 100,0 pg 100 pg 200 pg  200pug  NA 0,5 pug
S.setubal 150,0 ug 150 pg NA NA NA 0,7 pg
K. pneumoniae 50,0 ug 50 pg NA  150pg NA  04pg
P. aeruginosa 100,0 ug 100 pug 200 pug 150 ug NA 0,7 ng
C. albicans 125pug  250png  125pg  12,5pg  NA 2,0 ug
S. cerevisiae 125ug  250ug  12,5ug  12,5ug NA 2,5 ug
C. dublinensis 50,0 ug 100 pg NA NA NA  25pug
C. neoformans 50,0 ug 100 ug NA NA NA  25ug

& Cloranfenicol para bactérias e nistatina para fungos; NA: Nio Ativo;
PL: Poiretia latifolia nativa; PH: Poiretia latifolia cultivada; PT: Poiretia tetraphylla; R-
carv: isomero R da carvona e S-carv: isomero S da carvona.

De acordo com os dados da Tabela 9, os 6leos volateis de P. latifolia nativa (PL) ¢
cultivada (PH) mostraram baixa ou nenhuma atividade frente a maioria dos
microorganismos testados. A inibicdo mais expressiva ocorreu frente aos fungos C.
albicans e S. cerevisiae (12,5 pg). Comparando-se com o padrao de nistatina (2,5 ug), e
levando em conta que se trata de misturas de substancias e ndo de amostras puras, pode-se

considerar que as amostras de Poiretia latifolia foram bem ativas contra estes fungos.

Os monoterpenos R-(-)- e S-(+)-carvona mostraram um comportamento semelhante
aos oleos volateis de P. latifolia nativa e cultivada, com pouca atividade contra as bactérias
e uma inibi¢do dos fungos C. albicans ¢ S. cerevisae (Figura 49) equivalente aquela
observada nos o6leos volateis, ricos no terpeno R-carvona. Este fato pode indicar que este
constituinte pode ser o principal responsavel pela acdo inibitéria de fungos e ainda,
demonstra que os dois enantidmeros apresentaram atividade antimicrobiana semelhante,

como ja observado por Verstegen e col.”.
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100 ng 50pug 25pug 12,5pug 6,25 pug 3,12 ug

PL

Figura 49. Teste de bioautografia do 6leo volatil de P. latifolia nativa (PL), R-carvona e S-carvona

frente ao fungo Candida albicans.

Ja a amostra de oleo volatil de Poiretia tetraphylla (PT), ndo apresentou nenhum
tipo de inibi¢cdo microbiana, este fato deve estar ligado a constituicdo deste 6leo, rico em
sesquiterpenos, os quais segundo a literatura, ndo possuem caracteristicas antimicrobianas

tdo expressivas quanto a apresentada pelos monoterpenos™**.

Conforme a Tabela 10 e a Figura 50, as trés fragdes do extrato etandlico das raizes
de P. latifolia nativa, fragdo hexanica (FH), fracdo cloroformica (FC) e fragdo acetato de
etila (FA), foram moderadamente ativas contra as bactérias testadas, sendo que a FH teve a
melhor atividade, com concentracdes inibitorias de 50 pg para todos os microorganismos,
seguida da FA que mostrou o mesmo perfil antibacteriano, exceto para a cepa
Sthaphylococcus aureus, concentra¢do inibitéria minima de 200 pg. A fragdo FC
demonstrou atividade consideravel apenas para as bactérias S. epidermidis, B. subtillis, e E.
coli, inibindo-as também na concentracdo de 50 pg. Porém, frente aos fungos, as fragdes
do extrato demonstraram uma alta atividade para as cepas C. albicans e S. cerevisiae com
concentragdo inibitoria de 12,5 pg e apenas a FH teve uma atividade moderada contra os

fungos C. dublinensis e C. neoformans (100 pg).
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Tabela 10. Determinacdo da quantidade inibitoria minima das fragdes do extrato etandlico

das raizes de Poiretia latifolia nativa.

Microrganismos FH FC FA Padréo®
S. aureus 50 pg 200 pg 200 pg 0,7 ug
S. epidermidis 50 pug 50 ug 50 pg 0,7 ug
B. subtilis 50 ug 50 pug 50 pg 0,7 ng
E.coli 50 ug 50 pug 50 ng 0,5 ng
S.setubal 50 pg 200 pg 50 ng 0,7 ng
K. pneumoniae 50 ug 200 ug 50 pug 0,4 nug
P. aeruginosa 50 ug 200 pg 50 ng 0,7 ng
C. albicans 12,5 ug 12,5 pug 12,5 ng 2,0 ug
S. cerevisiae 12,5 ug 12,5 ug 12,5 ug 2,5 ug
C. dublinensis 100 pg NA NA 2,5 pg
C. neoformans 100 pg NA NA 2,5 ug

& Cloranfenicol para bactérias e nistatina para fungos; NA: Ndo Ativo;
FH: Fracao hexanica; FC: Fragdo cloroférmica; FA: Fragdo acetato de etila.

50 pg 100 g 50 pg 100 pg 200 pg
FH

50 pg 50 ug
FA

O alE

Padrao Padrao

Figura 50. Ensaios de Bioautografia realizados com as fragdes do extrato etandlico da raiz de
Poiretia latifolia nativa, (A) frente a bactéria S.setubal; (B) frente a bactéria K. pneumoniae. FH:

fragdo hexanica; FC: fragdo cloroférmica; FA: fragdo acetato.

6.1.2. Determinacgédo da CIM pelo Método de Microdiluicéo.

Para realizagdo de ensaios de CIM (Concetragdo Inibitéoria Minima) foram
selecionadas amostras do 6leo volatil das folhas de Poiretia latifolia nativa, coletada na
primavera (PL), Poiretia latifolia cultivada (PH), Poiretia tetraphylla, coletada na

primavera (PT), além de alguns monoterpenos majoritarios nestes 6leos: R- e S-carvona,
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limoneno, dihidrocarvona e nerolidol. Foram escolhidas duas amostras de P. latifolia
cultivada por apresentarem dois perfis de constituicdo diferentes: amostra PH; coletada na
verdo (alto contetido de o~ e f-tujona: 3,6 e 16,1%; respectivamente) e amostra PH>
coletada na primavera (baixo conteudo de o e f-tujona: 0,25 e 0,3%; respectivamente).
Além da determinacdo do CIM, estes testes também possibilitaram determinar os valores
de CBM (Concentracdo Bactericida Minima) e CFM (Concentracdo Fungicida Minima).
As amostras foram testadas em triplicata e as médias dos resultados obtidos encontram-se

listados nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11. Resultados de CIM, CBM e CFM para os 6leos de P. latifolia e P. tetraphylla.

Microrg. PL PH, PH, PT Padrio®
CiMm CBM CiM CBM CiM CBM CIM CBM CIM
S. aureus 2,50  >20,0 5,0 >20,0 5,0 >20,0 >20,0 - 6,25 x10”
S.epidermidis 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 >20,0 - 6,25 x10”
B. subtilis 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 50  >20,0 - 3,12 x10°
E. coli 5,0 >20,0 5,0 >20,0 5,0 >20,0 >20,0 - 3,12 x10°
S. setubal 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 >20,0 - 3,12 x10°
K. pneumoniae 5,0 5,0 2,5 2,5 2,5 2,5 >20,0 - 3,12 x107
P. aeruginosa 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 >20,0 - 3,12 x107
CiM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM
C. albicans 50 100 50 10,0 50 20,0 >200 - 10,3 x10°
S. cerevisiae 2,5 2,5 2,5 5,0 2,5 50  >20,0 - 10,3 x10°
C. dubliniensis 2,5 5,0 2,5 5,0 2,5 10,0  >20,0 - 10,3 x107
C. neoformans 2,5 5,0 2,5 5,0 5,0 20,0 >20,0 - 5,15 x107

& Cloranfenicol para bactérias e Nistatina para fungos.

PL: 6leo das folhas de P. latifolia nativa; PH;: dleo das folhas de P. latifolia cultivada com alto teor
de a- e B-tujona; PH, amostras de 6leo das folhas de P. latifolia cultivada com baixo teor de a- e -
tujona; PT: 6leo das folhas de P. tetraphylla.
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Limoneno PL R-carvona S-carvona limoneno PH, PH, dihidrocarvona

Figura 51. Placas contendo os CIMs de algumas amostras analisadas.

Concentracdes de 20 a 0,62 mg mL"; C.I: controle do indculo, CB: controle branco.

Pode-se observar que o 6leo volatil das folhas de P. latifolia nativa (PL) apresentou
uma atividade moderada (2,5 a 5,0 mg mL™") contra todas as bactérias testadas, tendo uma
atividade mais efetiva apenas frente a bactéria K. pneumoniae (2,5 mg mL™), sendo que o
mesmo apresentou caracteristica bactericida, j& que o valor de CIM coincide com o de
CBM, frente a maioria da bactérias, exceto S. aureus e E. coli onde a CIM foi bem inferior
ao CBM, sendo entdo bacteriostatico. Ja frente aos fungos, o 6leo teve uma atividade bem
mais expressiva com CIMs de 1,25 a 5,0 mg mL™ e o 6leo foi mais efetivo contra o fungo

S. cerevisiae, apresentando carater fungicida (CIM=CFM= 2,5 mg mL™).

Ambas as amostras do 6leo das folhas de P. latifolia cultivada (PH; ¢ PHy)
mostraram um perfil de atividade antimicrobiana semelhante entre elas e comparadas ao
6leo de P. latifolia nativa (PL), sendo que elas foram moderadamente menos efetivas para
os fungos S. cerevisae e C. neoformans, com CIM de 2,5 mg mL™" ¢ CFM de 5,0 mg mL™
e ainda, a amostra PH,, contendo maior teor de f-tujona, apresentou menor atividade
frente ao fungo C. neoformans, comparada com a amostra PHj. Estes resultados sdo
ilustrados na Figura 51 e indicam que a presenca do terpenos f-tujona praticamente nao

acentuou a atividade antimicrobiana deste 6leo.

O dleo volatil de P. tetraphylla (PT) ndo apresentou atividade antimicrobiana frente
as bactérias e fungos testados, o que reafirma os resultados obtidos no teste de

bioautografia (Tabela 9).



98

Ensaios de CIM de alguns de seus constituintes majoritarios dos Oleos volateis
estudados foram realizados paralelamente, de modo a relacionar a atividade antimicrobiana

destes 6leos volateis com a de seus principais constituintes. (Tabela 13, Figura 51)

Tabela 13. Resultados de CBM, CBM ¢ CFM para os terpenos puros, em mg mL ™"

M.O. A B C D E Padrio?

CIM ckmMm CiM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM

Sa 5,0 >20,0 50  >20,0 5,0 >20,0 10,0 >20,0 NA NA  6,25x107

Se 5,0 5,0 5,0 5,0 10,0 >20,0 10,0 >20,0 NA NA  6,25x107

Bs 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 >20,0 10,0 >20,0 NA NA  3,12x10°

Ec 5,0 >20,0 50 >20,0 50  >20,0 10,0 >20,0 NA NA  3,12x107

Kp 2,5 2,5 2,5 2,5 50 >20,0 10,0 >20,0 NA NA  3,12x10°

Pa 5,0 5,0 5,0 5,0 20,0 >20,0 20,0 20,0 NA NA  3,12x10°

Ca 2,5 5,0 2,5 5,0 5,0 5,0 50  >20,0 NA NA  10,3x10”

Sc 1,25 5,0 125 50 5,0 50 100 200 NA NA 103x10°

cd 125 2,5 125 50 5,0 50 100 100 NA NA 103x10°

Cn 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 20,0 10,0 10,0 NA NA  515x107

? Cloranfenicol para bactérias e Nistatina para fungos.
A: R-carvona; B: S-carvona; C: limoneno; D: trans-dihidrocarvona; E: nerolidol-E

Observou-se que os dois isomeros da carvona mostraram o mesmo tipo de agdo
antimicrobiana, como ja citado no teste de bioautografia. Comparando os resultados do
CIM da R-carvona, constituinte majoritario das amostras de P. latifolia nativa e cultivada,
com aqueles obtidos para os respectivos oOleos, nota-se um comportamento muito
semelhante, sendo que a R-carvona na forma pura mostrou-se mais ativa frente aos fungos,

porém com carater fungiostatico.

Ja os constituintes secundarios P. latifolia nativa e cultivada, limoneno e
dihicrocarvona, demonstraram uma atividade moderada, com CIMs de 2,5 a 20mg mL' e
um carater basicamente inibitorio. O sesquiterpeno nerolidol, um dos principais
constituintes do 6leo volatil de P. tetraphylla ndo demonstrou nenhum caracter inibitorio

contra os microorganismos testados, repetindo o comportamento do 6leo volatil.
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6.2. Determinacao de toxidade “in vivo™.
6.2.1. Teste de letalidade por Artemia salina

O teste ¢ realizado submetendo-se ovos recém-eclodidos de Artemia salina a uma
solucdo contendo a amostra em diversas concentragdes. Apos um periodo de 24 h observa-
se o numero total de larvas. Determinou-se a CLs, concentracao letal capaz de matar 50%
da populacdo total de animais, por métodos de regressdo linear. As amostras sao

consideradas ativas quando CLso< 1000 pg mL™.

Foram testadas as mesmas amostras de 6leos volateis selecionadas para o teste de
CIM, sendo que as analises foram realizadas em triplicata, obtendo-se uma média dos

resultados, conforme a Tabela 14.

Tabela 14. Concentragdo letal das amostras frente a Artemia salina.

Amostras LCso (ug mL™)

P. latifolia nativa 67,0

P. latifolia cultivada 85,0

R-carvona 550,0
S-carvona 540,0
limoneno 980,0
trans-dihidrocarvona > 1000
P. tetraphylla 428,0
sulfato de quinina 250,0
K,Cr,0; 14,2

Assim, comparando com dados da literatura'®"'**'¥ as amostras dos Oleos das
folhas de P. latifolia nativa (PL) e cultivada (PH) apresentaram uma alta toxicidade frente
A. salina, com CLs, de 67 ¢ 85 ug mL™, respectivamente. Os terpenos R- ¢ S-carvona
foram moderadamente ativos apresentando CLsy de 550 e 540 ug mL™, respectivamente e
o limoneno e a trans-dihidrocarvona foram praticamente inativos. J& o 6leo das folhas de
P. tetraphylla (PT) apresentou uma toxicidade mais baixa, em relagdo aos 6leos volateis
anteriores, com CLso de 428 ug mL™. Os padrdes de toxidez utilizados foram o sulfato de
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quinina que ¢ um agente citotoxico e inseticida'”’ e dicromato de potéssio, sal de metal

pesado usado para monitorar o desempenho do teste''.
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6.3 Teste de Atividade Antioxidante pelo Método do radical livre DPPH

As amostras selecionadas para este teste foram as mesmas utilizadas para a
Bioautografia (6.1.1): o 6leo volatil das folhas de Poiretia latifolia nativa, coletadas na
primavera (PL); os monoterpenos R-(-)- e S-(+)-carvona separadamente; o 6leo volatil das
folhas de Poiretia latifolia cultivada, coletadas na primavera (PH); e o 6leo volatil das
folhas de Poiretia tetraphylla, coletadas na primavera (PT). O ensaio também foi utilizado
para avaliar fracdes hexanica (FH), cloroférmica (FC) e acetato de etila (FA) do extrato
etanolico das raizes de P. latifolia nativa, como antioxidantes padrdes foram utilizados os
flavonodides quercetrina e isoquercetina, sendo aplicadas juntamente com as amostras. As

Figuras 52 e 53 ilustram os resultados obtidos para os 6leos e fragdes.

100pg 75pug  SO0pg  25ug Sug 2,5ug 1,25pg

PL

" quercetrina

Figura 52. Resultado do teste do DPPH para os 6leos volateis.

100 pg 150 pg

50 pg

quercetrina 100 pg 150 pg

Figura 53. Resultado do teste do DPPH para as fragdes do extrato etandlico de P. latifolia nativa.

Pelas figuras anteriores pode-se verificar que todos os 6leos volateis testados e seus
constituintes ndo foram ativos como trapeadores do radical livre DPPH, porém todas as
fragdes do extrato etandlico de P. latifolia apresentaram tal atividade. A fra¢des hexanica e
cloroféormica apresentaram quantidade minima ativa de 50 pg, enquanto que a fracao

acetato de etila foi a mais ativa, apresentando quantidade ativa inferior a 50 pg.
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VII. CONCLUSOES

Considerando-se os objetivos propostos para a realizagdo deste trabalho, e
analisando-se os métodos desenvolvidos, juntamente com os resultados obtidos, pode-se

concluir que:

As técnicas analiticas empregadas neste trabalho demonstraram alta eficiéncia na
determinagdo da constituicdo dos dleos volateis das espécies em estudo, sendo possivel a

identificacdo da grande maioria dos constituintes destes oleos.

O estudo dos o6leos volateis das folhas e flores de Poiretia latifolia demonstrou que
a espécie € rica em monoterpenos, sendo o componente majoritario a carvona, seguido do
limoneno e da trans-dihidrocarvona. Uma variagdo consideravel na constitui¢do dos 6leos
volateis foi observada em plantas de diferentes procedéncias, com o aparecimento de dois
novos metabolitos: a o- e P-tujona. A analise da variagdo sazonal revelou um
comportamento relativamente estavel na composicdo monoterpénica dos 6leos, sendo que

as modificag¢des ocorrem nos teores dos constituintes majoritarios.

O estudo dos oleos volateis de talos ¢ folhas de Poiretia tetraphylla revelou que,
diferentemente da anterior, esta espécie € rica em sesquiterpenos, tendo como componentes
majoritarios o nerolidol, seguido do B-cariofileno e do germacreno-D. A analise sazonal
demonstrou uma variacdo consideravel da constituicdo dos oleos, principalmente pelo
desaparecimento dos monoterpenos minoritarios, durante o periodo do outono, seguido do

aumento significativo do sesquiterpeno nerolidol.

O estudo da composi¢ao enantiomérica de alguns constituintes dos 6leos volateis de
Poiretia latifolia demonstrou que os monoterpenos o-pineno, limoneno e carvona
encontram-se todos na forma de um unico enantiomero, sendo estes: (-)-o.-pineno, S-(-)-
limoneno e a R-(-)-carvona, com excessos enantioméricos > 99%, ndo ocorrendo nenhuma
alteracdo em todo periodo de desenvolvimento da planta, nem mesmo em plantas de

diferentes procedéncias.

Pode-se observar que a cromatografia gasosa enantiosseletiva ¢ uma ferramenta

versatil, ideal para o estudo da composi¢ao de 6leos volateis e que a nova fase estacionaria
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quiral AM-B-CD, em fase de testes no NPPN, mostrou-se altamente eficiente na separagdo

enantiomérica de terpenos e matrizes mais complexas como os 6leos volateis.

Através dos ensaios de atividade antimicrobiana verificou-se que os dleos volateis
de P. latifolia foram moderadamente ativos, principalmente contra os fungos
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans, ndo ocorrendo mudangas significativas na
atividade dos o6leos de plantas de diferentes procedéncias. As fragdes do extrato etandlico
das raizes dessa espécie demonstraram um potencial antimicrobiano maior do que o
observado nos 6leos. Ja o o6leo volatil de P. tetraphylla ndo apresentou nenhum tipo de

atividade antimicrobiana.

Os testes de letalidade contra Artemia salina revelaram que os 6leos P. latifolia
apresentaram uma alta toxicidade, podendo ser considerados com propriedades citotoxicas.
Ja os oOleos de P. tetraphylla apresentaram uma toxicidade bem inferior, em relagdo aos

oleos volateis de P. latifolia.

Com o teste de atividade antioxidante, pelo método do DPPH, verificou-se que os
oleos volateis das duas espécies estudadas e seus constituintes nao demonstraram atividade
como trapeadores do radical livie DPPH, porém todas as fragdes do extrato etandlico de P.

latifolia apresentaram alta atividade antiradicalar.

Com a conclusao deste trabalho, pode-se observar que existe a necessidade de uma
continuagdo nas pesquisas sobre estas espécies de Poiretia, devido a importincia da
espécie P. latifolia como fonte de R-carvona enantiomericamente pura ¢ ainda, pelas
propriedades antioxidante e antimicrobiana apresentadas pelas fragdes do extrato etanolico
de P. latifolia. Além disso, trata-se de espécies caracteristicas da regido Sul, muito pouco

estudadas até o presente momento.



