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RESUMO

Caracterizacdo quimica e atividade biologica de dleos essenciais de plantas do
Cerrado contra fungos xil6fagos

Autor: Fernando César Magalhaes de Medeiros
Orientador: Claudio Henrique Soares Del Menezzi
Coorientador: Roberto Fontes Vieira

Programa de Pé6s-graduacao em Ciéncias Florestais

Brasilia, maio de 2014

Os componentes voldteis de seis plantas do Cerrado foram investigados. Os dleos
essenciais foram extraidos pelo método de hidrodestilacdo, por duas horas, e o rendimento
dos 6leos foi: 0,14% (Psidium myrsinites Mart. ex DC.), 0,75% (Hyptis sp.), 0% (Hyptis
saxatilis A.St.-Hil. ex Benth.), 0,33% (Psidium laruotteanum Cambess.), 0,46% (Lippia
lacunosa Mart. & Schauer) e 2,92% (Lippia origanoides Kunth). Os principais
componentes dos 6leos sdo: 6xido de cariofileno (26,1%), epéxido de humuleno II (8,8%)
e B-cariofileno (7,4%) (P. myrsinites); B-pineno (17,6%), espatulenol (11,3%) e a-pineno
(10,0%) (Hyptis sp.); p-cimeno (34,8%), 1,8-cineol (11,9%) e a-pineno (11,4%) (P.
laruotteanum), linalol (38,7%), B-elemeno (18,3%) e B-cariofileno (5,4%) (L. lacunosa) e
timol (71,1%), p-cimeno (9,6%) e B-cariofileno (4,8%) (L. origanoides). Este é o primeiro
trabalho em que a composicdo quimica dos Oleos de P. myrsinites, Hyptis sp. e P.
laruotteanum € descrita e a primeira descricdo do 6leo de L. lacunosa coletado de
individuos nativos do Cerrado. Todos os 6leos foram utilizados em testes de inibi¢do de
fungos apodrecedores de madeira, Trametes versicolor (podridao branca) e Gloeophyllum
trabeum (podriddo parda), pelo método da difusdo em dgar com algumas modificacdes. O
6leo de cravo também foi utilizado nos ensaios com fungos. Como esperado os 6leos de L.
origanoides e de cravo foram bastante efetivos contra ambos os fungos. O dleo de L.
lacunosa também apresentou boa atividade, porém, os demais 6leos nao demonstraram
efeito significativo. Esse resultado pode ser explicado pela dificuldade de difusdo desses
6leos, visto que s@o compostos por monoterpenos nao oxigenados ou sesquiterpenos. A
metodologia usada mostrou algumas vantagens quando comparada as técnicas tradicionais.

Palavras-chave: Oleos essenciais, Cerrado, linalol, timol, atividade bioldgica, fungos

apodrecedores de madeira.



ABSTRACT

Chemical characterization and biological activity of essential oils of plants from
Brazilian Cerrado against wood decay fungi

Author: Fernando César Magalhaes de Medeiros
Supervisor: Claudio Henrique Soares Del Menezzi
Co-supervisor: Roberto Fontes Vieira

Programa de Pé6s-graduacao em Ciéncias Florestais

Brasilia, may of 2014

The volatiles components of six plants from Brazilian Cerrado were investigated. The
essential oils were extracted by hydrodestillation during two hours and the oil yields were:
0.14% (Psidium myrsinites Mart. ex DC.), 0.75% (Hyptis sp.), 0% (Hyptis saxatilis A.St.-
Hil. ex Benth.), 0.33% (Psidium laruotteanum Cambess.), 0.46% (Lippia lacunosa Mart. &
Schauer) and 2.92% (Lippia origanoides Kunth). The principal chemical components were
caryophyllene oxide (26.1%), humulene epoxice II (8.8%) and B-caryophyllene (7.4%) (P.
myrsinites); B-pinene (17.6%), spathulenol (11.3%) and a-pinene (10.0%) (Hyptis sp.); p-
cymene (34.8%), 1,8-cineole (11.9%) and o-pinene (11.4%) (P. cambess); linalool
(38.7%), P-elemene (18.3%) and PB-caryophyllene (5.4%) (L. lacunose) and thymol
(71.1%), p-cimene (9.6%) and B-caryophyllene (4.8%) (L. origanoides). It’s the first time
the oils from P. myrsinites, Hyptis sp. and P. laruotteanum are chemically characterized
and it’s the first description of the oil of L. lacunosa collected from specimens belonging to
the Brazilian Cerrado. All these oils were used to inhibit de development of some wood
decay fungi, Trametes versicolor (white rot) and Gloeophyllum trabeum (brown rot), by
the well-diffusion method with some modifications. Clove oil was also used in the fungi
essay. As expected the oils from L. origanoides and clove were very effective against both
rot fungi. The oil from L. lacunosa also showed a good activity, but the others didn’t
demonstrate any significant effect. This might be due to the difficult of the oils to diffuse
into the culture medium as the chemical components of those oils with low activity show
monoterpenes without oxygen or sesquiterpenes. The methodology used showed some
advantages when compared to the current methods.

Keywords: Essential oil, Brazilian Cerrado, linalool, thymol, biological activity, wood

decay fungi.
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1-INTRODUCAO

A fascinag¢do do ser humano por substancias aromaéticas e por odores agradaveis
remonta ha milhares de anos. No Egito, hd relatos da utilizacdo de plantas medicinais na
mumifica¢do de corpos a fim evitar o apodrecimento (EDRIS, 2007). Na Roma antiga,
eram bastante conhecidas as casas de banho, locais em que se realizavam negdcios e
politica. A higiene dos banhos ficava a cargo de extratos e esséncias vegetais que
perfumavam as pessoas. Na Biblia, a mirra, uma goma resinosa e odorifera, é tratada
como um produto muito importante e até hoje € utilizada em cerimodnias religiosas por
todo o mundo.

A histéria dos 6leos essenciais inicia-se antes de 3.500 a.C., data da mais antiga
destilaria conhecida utilizada para extrag¢do de 6leos essenciais (BRUD, 2010). Percebe-
se, portanto, que, apesar de ndo possuir nenhum conhecimento de quimica ou biologia,
o homem, desde a Antiguidade, j4 buscava formas de utilizar substincias de aromas
agraddveis. Com o passar do tempo e a sistematizacdo do conhecimento nas mais
diversas dreas, identificou-se que os odores e as fragrancias, tdo apreciados, eram
resultado de metabdlitos secundérios produzidos por certas plantas. Convencionou-se,
entdo, o termo dleo essencial.

Hoje os 6leos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis ou etéreos,
possuem atuacdo significativa nos ramos de alimentacdo, perfumaria e medicamentos,
porém, sua utilizacdo pode ser bem diversificada, sobretudo em razdo de sua
composi¢do bastante complexa. Embora haja 6leos de baixo custo como os de frutas
citricas (obtidos como subproduto da industria de sucos), os 6leos essenciais estao
geralmente associados a produtos de alto valor agregado, pois sua obtencdo ainda é
dispendiosa em virtude das baixas quantidades de 6leo existentes nas plantas.

Ao contrario do que se pensava no inicio dos estudos dos metabdlitos
secunddrios, os 6leos essenciais apresentam uma grande variedade de func¢des na planta
que o produz. Situagdes que envolvem desde a atragdo de animais polinizadores até a
regulagdo hormonal. A principal fun¢ao, entretanto, parece ser a protecao do individuo
contra ataques externos como de herbivoros ou de micro-organismos patogénicos ou
mesmo da radiacao solar.

A capacidade dos O6leos essenciais de repelir e até eliminar os predadores
naturais da planta suscitou a hipdtese de que tais substdncias pudessem possuir

atividade bioldgica também ex situ. Efetivamente muitos estudos ja comprovaram



diversas atividades contra fungos, bactérias, virus e insetos. Apesar disso, os Oleos
volateis apresentam baixa toxicidade aos mamiferos em geral.

As crescentes preocupacdes ambientais e as descobertas das consequéncias a
saude de varios compostos sintéticos tém levado cada vez mais pesquisadores a
investigar a possibilidade dos Oleos essenciais substituirem, pelo menos em parte,
pesticidas e defensivos agricolas a base de organoclorados ou metais pesados. E nesse
contexto que os Oleos etéreos surgem como uma solucdo para o controle biolégico de
pragas tanto na lavoura como nos animais e até mesmo nas madeiras.

Atualmente os produtos utilizados para evitar o apodrecimento da madeira sdo
substancias toxicas compostas por metais pesados como arsénio € cromo ou compostos
organicos como o creosoto. Apesar de sua toxicidade, ndo € tarefa simples substituir os
preservantes de madeira atualmente em uso. Ja existem, todavia, varios estudos que
avaliam o potencial e a eficiéncia de alguns produtos naturais nesse sentido. Substancias
como resinas ou extrativos de madeiras sdo exemplos de produtos que foram
identificados como promissores caminhos para substituir os preservantes oleosos e
hidrossoltveis.

Embora ja existam intimeras aplicagdes para os 6leos essenciais e haja muito
potencial de uso, ha poucas informacdes sobre esses Oleos e espécies brasileiras capazes
de produzi-los. A auséncia de informacdes € notdria, especialmente quando se trata do
Cerrado, um bioma extremamente heterogéneo e bastante diverso. Além da grande
diversidade, o Cerrado € hoje considerado um hot spot e estd cada vez mais ameacado
com o aumento das fronteiras agricolas brasileiras. A literatura ja descreve a existéncia
e a composi¢do de dleos de algumas plantas nativas do Cerrado, demonstrando o efetivo
potencial desse bioma, porém, restam ainda muitas espécies e até familias cuja
capacidade de produzir 6leos volateis ainda é desconhecida, assim como, as possiveis
atividades bioldgicas que tais substancias podem apresentar.

O presente trabalho se justifica devido a auséncia de informagdes sobre 6leos
essenciais do Cerrado. O conhecimento da existéncia, da composi¢ao e da atividade
biologica de Oleos volateis do Cerrado pode trazer novas fontes para compostos
relevantes e razdes para incentivar a manutencao de dreas nativas de Cerrado.

Além disso, a possivel descoberta de principios ativos contra fungos
apodrecedores de madeiras pode ser o inicio de pesquisas mais profundas no sentido de

reduzir ou eliminar os téxicos preservantes de madeira utilizados hoje em dia.



Por fim, ressalta-se que os capitulos 5 e 6 foram redigidos no formato de artigos

cientificos a fim de facilitar futuras publicacdes.

2 -OBJETIVOS

Objetivo geral: O objetivo deste trabalho é extrair 6leos essenciais de plantas nativas
do Cerrado e avaliar a acao fungicida desses 6leos em fungos xil6fagos.

Objetivos especificos: Estabelecer um banco de dados com informacdes
cromatogréificas sobre a composi¢do quimica de alguns 6leos de plantas nativas do
Cerrado. Avaliar a acdo fungicida de alguns dleos essenciais a fim de subsidiar novas

pesquisas no campo da conservagdo da madeira com produtos naturais.

3 -HIPOTESE

Os ¢6leos essenciais de plantas do Cerrado apresentam atividade fungicida contra

fungos apodrecedores de madeira.

4 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1- OLEOS ESSENCIAIS

Durante muito tempo, a comunidade cientifica acreditou que os metabdlitos
secundérios produzidos pelas plantas simplesmente ndo possuiam nenhuma utilidade
para seus produtores. Muitos estudos, entretanto, demonstraram que essas substancias
nao sé t€ém uma funcdo como sua presenca ¢ muitas vezes fundamental para o
desenvolvimento do individuo (KUTCHAN, 2001). Um bom exemplo desse fato s@o os
6leos essenciais.

Estes 6leos podem ser definidos como um mistura de compostos volateis
originados do metabolismo secundério de plantas (BASER e DEMIRCI, 2007 e BURT,
2004). Tais substancias sdo encontradas em diferentes partes do individuo tais como
casca, folhas, flores e frutos (BURT, 2004), e podem apresentar odores agradaveis
(IBRAHIM et al., 2001). Formalmente apenas € considerado 6leo essencial o produto
obtido a partir de matéria-prima vegetal por destilagdo com dgua ou vapor, ou a partir
do epicarpo de frutas citricas por processo mecanico ou por destilacdo a seco (ISO
9235, 1997). Quando se utiliza solventes organicos ou fluidos supercriticos, os produtos
obtidos sdo comumente conhecidos como absolutos ou espiritos (SAAD, MULLER e

LOBSTEIN, 2013 e BASER e DEMIRCI, 2007).



4.2- COMPOSICAO QUIMICA

A composi¢do quimica € talvez a mais complexa varidvel nos trabalhos com os
Oleos essenciais. Embora a pequena quantidade comumente obtida nas extragdes de
plantas (os rendimentos médios estdo em torno de 0,2 a 0,7%), quando comparados a
massa inicial dmida (CASTRO et al., 2004), os 6leos apresentam diversidade muito
grande de constituintes. S30 comuns Oleos nos quais sdo identificados mais de 60
compostos distintos (BURT, 2004 e CASTELO, DEL. MENEZZI e RESCK, 2010). As
classes mais encontradas sdo os fenilpropanoides, terpenos (monoterpenos e
sesquiterpenos) e seus derivados oxigenados (ISMAN et al., 2011 e SANGWAN et al.,
2001). Uma caracteristica comum entre essas moléculas € o baixo peso molecular e a
pouca variedade de dtomos (basicamente hidrogénio, carbono e oxigénio). Também sao
conhecidos alguns compostos contendo dtomos de nitrogénio ou enxofre que conferem
aos Oleos odores caracteristicos e geralmente desagraddveis ao homem (CARSON e
HAMMER, 2011).

Os terpenoides, entendidos como os terpenos e seus andlogos oxigenados,
representam uma classe bastante variada e extensa de compostos. Eles sdo formados por
varias unidades de isoprenos (CsHg) unidas, isso implica que os terpenoides seguem a
razdo de cinco dtomos de carbono para oito, de hidrogénio quando nao h4 insaturagdes
(duplas ligagdes ou anéis). Esses compostos sdo subdivididos em algumas classes de
acordo com o numero de unidades de isopreno existentes. Os monoterpenos, espécie
mais comum nos O6leos essenciais, sdo isomeros compostos por duas unidades de
isopreno, isto €, possuem 10 dtomos de carbono. Os sesquiterpenos, por sua vez, sao
formados por trés unidades, ou seja, 15 carbonos, enquanto, os diterpenos, os triterpenos
e os tetraterpenos (carotenoides) sdo formados, respectivamente, por quatro, seis € oito
unidades (CARSON e HAMMER, 2011). Existem ainda os norterpenos que sao
oriundos de uma clivagem especifica de carotenos, resultando em compostos de 13
carbonos, mas que ndo sdo muito comuns nos 6leos (BASER e DEMIRCI, 2007).

Tanto os triterpenos como os carotenoides sdo compostos muito pesados
(elevado peso molecular) e, por essa razao, ndo sdo encontrados em Oleos essenciais
(CARSON e HAMMER, 2011). Apesar de nao fazerem parte do escopo dos Oleos
essenciais, os triterpenos tém funcio relevante no metabolismo das plantas, pois fazem
parte dessa classe os esteroides (CLAYDEN et al., 2005).

Os fenilpropanoides, por outro lado, sdo consideravelmente menos variados do

que os terpenos, porém, ndo menos importantes. Os fenilpropanoides sdo caracterizados
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por um anel aromadtico ligado a uma hidroxila e a uma cadeia de trés 4tomos de
carbonos (BASER e DEMIRCI, 2007; CARSON ¢ HAMMER, 2011). Geralmente,
quando os fenilpropanoides estdo presentes, eles ocorrem em quantidades significativas

e tendem a ser os compostos majoritarios (CARSON e HAMMER, 2011).

4.2.1 - Variabilidade na composiciao dos 6leos

A composi¢do quimica de cada 6leo depende de uma grande variedade de
fatores que vao desde as especificidades edafoclimaticas do local onde a planta se
encontra até o método utilizado para a obtengcdo do produto. A literatura considera os
tipos e as caracteristicas do solo (macro e micro nutrientes), a disponibilidade hidrica e
a intensidade luminosa como importantes fatores na determinacio tanto da quantidade
de o6leo essencial produzida como de sua composi¢cio (GOBBO-NETO e LOPES,
2007). Outros fatores como clima, época do ano, localizacdo geografica do espécime,
ataque de patdgenos e fatores genéticos também influenciam no tipo de material obtido
(CASTELO, DEL MENEZZI e RESCK, 2012 e FIGUEIREDO et al., 2008). Os fatores
genéticos sdo especialmente importantes, Paula er al. (2011) estudaram diversos
individuos de Pimenta pseudocaryophyllus em condi¢des semelhantes e concluiram que
as diferencas significativas na composicdo dos O6leos (polimorfismo quimico) sé
poderiam ser atribuidas a fatores genéticos (PAULA et al., 2011). Conquanto o fator
genético seja muito importante, essa conclusiao deve ser avaliada com cuidado, visto que
ja foi comprovado que fatores ambientais exercem influéncia significativa na
composi¢do e quantidade dos 6leos.

O estdgio em que se encontra o individuo € outro fator que modifica de forma
significativa o conteido dos metabdlitos secunddrios. Provavelmente isso ocorre em
virtude das necessidades da planta se modificar conforme a etapa de seu
desenvolvimento (OLIVEIRA et al., 2005).

Do ponto de vista prético, € consenso na literatura, a influéncia da forma de
extracdo na composi¢do quimica obtida (JALALI-HERAVI e PARASTAR, 2011). A
hidrodestilacdo e a destilagdo por arraste de vapor, os métodos mais comuns, sao
baseados em um principio fisico. Apds a quebra das paredes celulares da planta pelo
vapor e a liberacao do 6leo, este forma uma mistura heterogénea com a dgua. A pressao
de vapor desse sistema € dada pela soma das pressdes parciais de cada componente.
Associado a isso, sabe-se que um liquido entra em ebuli¢do na temperatura em que sua

pressdo de vapor se iguala a pressdo externa (a atmosférica na maioria dos casos). O
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vapor d’agua, entdo, atua aumentando a pressao de vapor do sistema, permitindo que o
6leo ebula a uma temperatura abaixo daquela normalmente observada para a substancia
pura (TANDON, 2008). Essa peculiaridade traz consequéncias marcantes para 0S
produtos obtidos por essa rota: 1) substancias pouco voldteis como triterpenoides
(C50Hag), carotenoides (C4oHgs), flavonoides, alcaloides entre outros ndo sido
encontradas (SCHMIDT, 2010); 2) compostos com pressdes de vapor menores sao
destilados mais rapidamente; 3) a temperatura adequada para gerar o vapor d’agua é, as
vezes, suficiente para degradar algumas moléculas mais sensiveis (DONELIAN et al.,
2009).

Embora tanto a hidrodestilacdo como a destilagdo por arraste de vapor sejam
técnicas que utilizem dgua existem algumas diferencas entre elas. Na hidrodestilacdo, as
folhas entram em contato direto com a 4gua, enquanto, na destilacdo por arraste de
vapor, o material da planta é colocado em um compartimento acima da dgua e apenas o
vapor passa pelas folhas. Ao analisar os trabalhos cientificos, observa-se que a
hidrodestilagio € a técnica mais comumente empregada nas investigacOes de
composi¢ao quimica.

Adotando uma concepg¢ao mais ampla de 6leos essenciais, € possivel considerar
também as extracOes realizadas com solventes e fluidos supercriticos. H4 uma série de
referéncias que demonstram que as extracdes com fluidos supercriticos ou solventes
(extracdo acelerada, com auxilio de micro-ondas entre outras) geram resultados
diferentes entre si ou quando comparadas com a destilacdo por arraste de vapor ou a
hidrodestilagdo (TAM et al., 2007; DONELIAN et al., 2009 e ISSATIER et al., 2013).
A variagdo na solubilidade dos componentes do 6leo em solventes organicos de
polaridades distintas faz com que suas concentragdes sejam diferentes em cada solvente,
incluindo-se a 4gua (SCHANEBERG e KHAN, 2002).

O tempo empregado em um determinado processo também € um fator que
influencia a quantidade de 6leo obtido e a sua composi¢do. Cannon ef al. (2013)
mostraram que a porcentagem dos componentes principais de alguns 6leos é modificada
a medida que o tempo de destilacio aumenta. Mimmica-Dukic et al. (2003) também
demonstraram a influéncia do tempo de destilagdo, tanto na quantidade de 6leo obtida,
quanto na sua composi¢do. Ambos os trabalhos concluem que ocorrem mudangas na
composi¢do dos Oleos devido a perdas de elementos mais voldteis durante longas
extragdes. Sabe-se ainda que terpenos com maior peso molecular como sesquiterpenos e

diterpenos levam mais tempo para serem destilados, pois possuem menor pressdo de
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vapor e, por isso, a composicao desses elementos na fase de vapor, durante a destilagdo,
serd sempre menor do que outros compostos mais voléteis (SCHMIDT, 2010).
Acredita-se que a influéncia do tempo seja reflexo principalmente do mecanismo
de liberacdo dos 6leos dos tricomas (glandulas de armazenamento) (MILOJEVIC et al.,
2013). Navarrete et al. (2011) mostraram que um pré-tratamento com micro-ondas €
capaz de aumentar a eficiéncia de destilacdes de vapor, pois a radiagdo quebra as

paredes dos tricomas liberando mais facilmente os 6leos.

4.2.2 - Analise quimica da composicao dos 6leos

Como ja mencionado, 0s 6leos essenciais constituem uma mistura extremamente
complexa. O conhecimento sobre a composicao desses 6leos avancou muito nos ultimos
anos em virtude do desenvolvimento e popularizacdo das técnicas de cromatografia
gasosa acoplada com espectrometria de massas (DUDAREVA, PICHERSKY e
GERSHENZON, 2004).

A metodologia para determina¢@o dos compostos existentes em cada dleo e suas
respectivas quantidades baseia-se na utilizagdo de técnicas cromatograficas, ou seja,
emprega-se uma coluna para separar os diversos compostos que sdao em seguida
analisados quantitativamente por um detector.

Atualmente a caracterizagdo quimica dos O6leos essenciais emprega
principalmente a cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas (CG-
EM) embora sejam cada vez mais importantes técnicas de cromatografia bidimensionais
(MARRIOTT, SHELLIE e CORNWELL, 2001; BROCHINI e LAGO, 2007 e JALALI-
HERAVIe PARASTAR, 2011).

A CG-EM ¢ uma ferramenta de andlise poderosa, pois, além de fornecer o tempo
de retengdo dos diferentes constituintes da amostra, ainda prové informagdes sobre suas
estruturas através dos espectros de massas gerados em cada pico. Espectros obtidos por
ionizagdo eletrOnica apresentam elevado numero de picos e reprodutibilidade bastante
grande em razdo da alta energia transferida pelos elétrons, da ordem de 70 eV, e em
virtude a reduzida quantidade de varidveis envolvidas no processo (apenas temperatura
e energia fornecida) (HUBSCHMANN, 2009). A reprodutibilidade desses espectros
permitiu a construcio de bibliotecas comerciais de compostos como NIST/WPA/NIH e
Wiley Registry of Mass Spectral Data (HUBSCHMANN, 2009 e SHELLIE et al.,
2002). Com o advento das bibliotecas espectrais foram desenvolvidos procedimentos de

busca que utilizam ferramentas estatisticas e computacionais para identificar os
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compostos da amostra através da comparacdo do espectro de massas obtido
experimentalmente com espectros de referéncia (SPARKMAN, PENTON e KITSON,
2011; HUBSCHMANN, 2009 e STEIN, 1995).

Embora muito qtil, a CG-EM néo ¢ suficiente para identificar inequivocamente
os componentes de uma amostra, pois existem moléculas distintas com padrdes de
fragmentacdo bastante semelhantes como pode ser observado na Figura 4.1.
Considerando que os Oleos essenciais sdo constituidos de muitos isOmeros,

identifica¢des inadequadas podem ser comuns.
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Figura 4.1 — Espectros de massa de 6-2-careno (a), canfeno (b) e terpinoleno (c) e suas
respectivas estruturas. Fonte: Adams (2007)

No intuito de melhorar a confianga na identificacdo de compostos, os dados

estruturais sdo analisados em conjunto com os {indices de retencdo. Com o
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desenvolvimento da cromatografia, percebeu-se que as variacdes instrumentais
impediam uma reprodutibilidade confidvel dos tempos de retencdo de um mesmo
composto, isto €, dois laboratérios com cromatdgrafos idénticos, utilizando a mesma
metodologia e os mesmos reagentes obteriam tempos de retencdo distintos. O tempo de
retencdo varia com o comprimento da coluna, a composi¢ao quimica e a espessura da
fase estaciondria, as temperaturas de operacdo, o fluxo e o tipo de gés carreador
(CASTELLO, 1999).

Para contornar esse problema, vislumbrou-se a possibilidade de se medir o
tempo de reten¢do de um composto em relagdo a uma substancia padrao. Gera-se, entdo,
uma grandeza cujo valor pode ser comparado entre instrumentos diferentes. Tal
grandeza sdo os chamados indices de retencdo. Em 1958, Kovats percebeu que, em
eluicdes isotérmicas, existia uma relacao linear entre o nimero de atomos de carbono de
uma série homdloga de n-alcanos e o logaritmo do tempo de retengdo ajustado (tempo
de retencdo real menos o tempo de retencdo do gis carreador) conforme observado na

Figura 4.2 (SPARKMAN, PENTON e KITSON, 2011).
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Figura 4.2 — Relacdo linear entre o logaritmo do tempo de retencdo ajustado e os indices
de retencdo. Fonte: Sparkman, Penton e Kitson (2011) com modificagdes.



Kovats definiu, entdo, os indices para os n-alcanos como o nimero de dtomos de
carbono multiplicados por 100 (MUHLEN e MARRIOTT, 2011). Dessa forma, a partir
da elui¢do de dois n-alcanos, n-octano (c) € n-nonano (c+1), por exemplo, era possivel
determinar um indice para uma substancia qualquer, através da equacdo 4.1, desde que

um dos padrdes fosse eluido antes e o outro, depois, conforme observado na Figura 4.3.

logt'g(iy — logt'grem

IK = 100n + 100 —= :
logt'rin+1) — l0g t'rmy

4.1

Onde:

IK = indice de reten¢do de Kovats;

t’ra) = tempo de retencio ajustado do composto desconhecido;

t’rRm) = tempo de retengdo ajustado do n-alcano eluido antes do composto desconhecido;
t'rRm+1y = tempo de retencdo ajustado do n-alcano eluido depois do composto

desconhecido;

1
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n-Alcano c+1
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Figura 4.3 — Determinacao do indice de reten¢do de uma substancia desconhecida (X)
através da interpolacio dos tempos de reten¢do. Fonte: Hiibschmann (2009) com
modificagdes.
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No caso de dleos essenciais, sdo empregadas elui¢des com gradiente de
temperatura. Nesse caso, os indices de Kovats ndo podem ser utilizados, pois a relacao
de linearidade nio € observada. Van den Dool e Kratz (1963) constataram, no entanto,
que o tempo de retencdo (e ndo o logaritmo) podia ser diretamente empregado no
calculo dos indices de reten¢do quando houvesse um gradiente de temperatura. Define-
se, assim, indice de retencdo como o tempo de retencdo de um composto normalizado
pelo tempo de retencao de dois n-alcanos eluidos adjacentemente através da equacdo 4.2

(MUHLEN e MARRIOTT, 2011 e CASTELLO, 1999):

tpriy —
IRL = 100n + 100 —&_ F® 4.2)

trin+1) — tR(n)

Onde:

IRL = indice de retencao linear;

tr() = tempo de retencdo do composto desconhecido;

trmn) = tempo de retencdo do n-alcano eluido antes do composto desconhecido;

tr(n+1) = tempo de retencdo do n-alcano eluido depois do composto desconhecido;

Os indices de retencdo, apds determinados, sio comparados com valores de
tabelas de referéncia (HUBSCHMANN, 2009). Esses indices estio fortemente ligados a
polaridade da coluna, ou seja, um composto eluido em uma coluna do tipo DB-5
necessariamente apresentard um indice de retencdo diferente se eluido em uma coluna
DB-Wax (BIANCHI et al., 2007). Ao contrario dos indices de Kovats, os indices de
retencdo linear podem variar com as condi¢des operacionais como o fluxo do gas
carreador ou a programacdo de temperatura, assim, € importante que as condicOes
experimentais sejam sempre as mesmas e iguais aquelas empregadas na referéncia
utilizada para comparagdes (ZHAO et al., 2005).

Além da cromatografia, outras técnicas de andlise instrumental também podem
ser utilizadas para a identificacdo da composi¢do dos 6leos essenciais. A ressonancia
magnética nuclear (RMN) € especialmente util para atribuicdo da estrutura e da
configuracdo espacial de moléculas ainda ndo conhecidas, situagdo muito corriqueira
quando se trabalha com a familia dos sesquiterpenos (BROCHINI e LAGO, 2007 e
KONIG, BULOW e SARITAS, 1999). Infelizmente o emprego de RMN exige a

realizagdo de corridas cromatogrificas preparativas, que demandam equipamentos
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sofisticados, e uma série de cuidados ao isolar as amostras, ou seja, ¢ um procedimento
complexo e dispendioso.

As especificidades das técnicas de CG-EM ndo permitem, no entanto, a
quantificacdo dos componentes nos 6leos essenciais (BICCHI et al., 2008). Para tal sao
necessarios detectores com amplo intervalo de resposta linear e alta sensibilidade, em
razdo da necessidade de quantificacdo de elementos tracos. Atualmente os detectores de
ionizagdo de chama s@o os mais utilizados na andlise quantitativa de 6leos essenciais

(BICCHI et al., 2008).

4.3- BIOATIVIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Devido a imensa variedade de compostos, os 6leos essenciais, € os metabolitos
secundarios como um todo, tém uma extensa gama de efeitos e atividades tanto para as
plantas que os originam como para os animais e seres humanos que entram em contato
com essas substancias. A funcdo dos 6leos essenciais nas plantas ja € conhecida e
acredita-se que essas moléculas sejam responsdveis pelas interacdes da planta com
outros seres vivos (CHOU, 2006), pela regulacdo hormonal e da expressdo génicas e
principalmente pela protecao do individuo contra ataques externos (KUTCHAN, 2001 e
FIGUEIREDO et al., 2008).

Um belo exemplo da interacdo benéfica entre plantas e insetos € observado
durante a reproducdo daquelas. Durante a etapa de floragdo muitas espécies liberam
substancias volateis capazes de simular o aroma de alimentos ou do parceiro do inseto
atraindo o polinizador que carrega o pdlen de uma planta para outra e permite a
reproducdo sexuada dos vegetais (KLIEBENSTEIN, 2004 e DUDAREVA e
PICHERSKY, 2000). Alguns compostos originados do metabolismo secunddrio ja
foram identificados como responsaveis pela transdugdo de genes (KUTCHAN, 2001),
regulacdo da producdo de vitaminas e enzimas (STWEART, 2006) e longevidade e
dorméncia de sementes (BEDNAREK e OSBOURN, 2009).

As plantas, ao contrdrio dos animais, ndo podem se deslocar ou modificar sua
posic@o tornando-se assim muito suscetiveis as intempéries do ambiente e ao ataque de
patégenos e herbivoros. Com o intuito de se proteger, as plantas desenvolveram grande
quantidade de compostos dentre eles os Oleos essenciais. Estes podem bloquear e
absorver a radiacdo ultravioleta (KLIEBENSTEIN, 2004), inibir o crescimento de
outros individuos reduzindo a competicao local (KNAAK e FUIZA, 2010), repelir e
matar herbivoros (ISMAN, 2000). Turlings, Tumlinson e Lewis (1990) demonstraram
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uma situacdo bastante interessante: espécies de milho, quando atacadas por lagartas,
liberam grande quantidade de terpenos que atraem uma determinada espécie de vespa,
sendo esta a predadora natural da lagarta. A literatura é muito rica na descri¢ao de 6leos
essenciais com atividade bioldgica contra insetos (ISMAN, MIRESMAILLI e
MACHIAL, 2011), bactérias (BURT, 2004) e fungos (NAGHETINI, 2006; SINGH e
SINGH, 2012; GRAIKOU et al., 2012 e BOULOGNE et al., 2012), seja de forma direta
ou indireta (BALDWIN et al., 2001). Em virtude dessa caracteristica é cada vez maior o
emprego de 6leos essenciais como substitutos de pesticidas sintéticos principalmente

nas culturas organicas (ISMAN, 2006).

4.3.1 - Oleos essenciais e a preservacao de madeiras

No contexto atual de poluicdo do meio ambiente por elementos de origem
antrépica, o combate a fungos e outras pragas com 6leos essenciais € bastante promissor
devido a sua baixa toxicidade ao homem e aos animais (ISMAN, 2008). Além disso, os
principios ativos serdao biodegraddveis e, portanto, nio permanecerao no meio ambiente
por longos periodos (HUTER, 2011). O combate a fungos xiléfagos, especialmente,
enquadra-se nessa situacdo, pois os preservantes hoje utilizados em madeiras, tanto
inorganicos (arseniato de cobre cromatado, CCA, ou arseniato de cobre amoniacal,
ACA, por exemplo) como organicos (creosoto ou pentaclorofenol entre outros),
possuem toxicidade elevada (BRAND, ANZALDO e MORESCHI, 2006). Alguns
preservantes de madeira como o CCA ja sao proibidos nos Estados Unidos e na Europa
para alguns usos mais restritivos (IBACH, 2005).

A preservagdo de madeiras com produtos naturais ainda € muito incipiente
esbarrando, sobretudo, na falta de estudos a respeito da viabilidade econdmica
(BRAND, ANZALDO e MORESCHI, 2006). Observa-se que os principais esforcos
estdo concentrados nos extrativos de madeira, todavia, existem alguns resultados com
Oleos essenciais que podem ser considerados promissores (SINGH e SINGH, 2012).

CHENG et al. (2006) avaliaram a atividade contra fungos apodrecedores dos
Oleos essenciais de nove linhagens de Cinnamomum osmopholeum existentes em
Taiwan. Os pesquisadores observaram que as linhagens com maiores concentracoes de
cinamaldeido e acetato de cinamila apresentaram excelente atividade fungicida
(CHENG et al., 2006).

Cheng et al. (2008) analisaram o efeito do cinamaldeido, eugenol (figura 4.4) e

seus congéneres e identificaram que, além dos dois compostos originais, o-metil-
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cinamaldeido, 4cido (E)-metilcindmico, e isoeugenol também exibiram significativa
capacidade de inibir o crescimento de fungos xiléfagos (Lenzites betulina e Laetiporus
sulphureus). O estudo conseguiu mostrar ainda que a lipofilicidade, a presenca de
grupos aldeido e 4cido, duplas ligagdes conjugadas e o tamanho da cadeia carbdnica
fora do anel aromético influenciavam na atividade dos compostos (CHENG et al.,
2008). O acido cinamico, o acido ferdlico e o cinamaldeido também foram identificados
por Kartal et al. (2006) como eficientes na prevencdo da degradacdo de madeira. Os
dois primeiros, no entanto, sé se mostraram eficazes contra o fungo da podridao branca,

Trametes versicolor.
Q CH50 >
HO
(a) (b)

Figura 4.4 — Estrutura quimica do cinamaldeido (a) e eugenol (b)

Yang e Clausen (2007) constataram que os 6leos essenciais de algumas plantas
como tomilho, geranio do Egito e alecrim possuiam poder fungicida contra algumas
espécies de mofos. O mais eficaz foi o 6leo de tomilho cujo componente principal € o
timol, um monoterpeno com grupo fenol (YANG e CLAUSEN, 2007). Oliveira et al
(2007) ja identificaram que o Sleo de Lippia origanoides tem agao contra fungos. Tal
6leo apresenta em sua composi¢do principalmente carvacrol e timol cujas estruturas

quimicas podem ser observadas na figura 4.5 (OLIVEIRA et al., 2007).

OH

OH

(a) (b)

Figura 4.5 — Estrutura quimica do carvacrol (a) e timol (b).

Em uma abordagem mais pratica, Chittenden e Singh (2011) realizaram testes de
durabilidade com blocos de madeira utilizando cinamaldeido e eugenol. Os resultados

obtidos corroboram a hipétese de que esses fenilpropanoides previnem a acdo dos
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fungos, porém, notou-se grande lixiviacdo demonstrando que ainda sdo necessdrias
solucdes técnicas para permitir testes de campo (CHITTENDEN e SINGH, 2011)

Além dos compostos citados, ha indicios que uma classe de sesquiterpenoides,
os cadinanos, apresenta atividade bioldgica contra fungos apodrecedores de madeira.
Chang et al. (2000) mostraram que a-cadinol, T-cadinol e T-muurolol extraidos da
Taiwania cryptomerioides (Hayata) inibiram o crescimento de Trametes versicolor e L.
sulphureus. Corroborando esses resultados, Cheng et al. (2004) também observaram
que os sesquiterpenos o-cadinol e T-muurolol se mostraram eficientes no combate a
fungos xiléfagos (Lenzites betulina, Pycnoporus coccineus, T. versicolor e Laetiporus
sulphureus), porém, os autores relataram que muitos outros compostos (limoneno, a-

pineno, B-pineno, B-mirceno e B-cariofileno) ndo apresentaram nenhuma atividade.

4.4 - OLEOS ESSENCIAIS NO CERRADO

Apesar da importancia dos dleos essenciais, estes recursos ainda permanecem
desconhecidos em muitos biomas, entre eles o Bioma Cerrado. Embora a savana
brasileira seja considerada um hot spot e um bioma megadiverso, pouco ainda se tém
estudado sobre os 6leos obtidos das folhas, frutos, flores das muitas espécies do Cerrado
(CASTELO, DEL MENEZZI e RESCK, 2010).

A exploracio comercial de OE seria uma 6tima maneira de incentivar o
extrativismo vegetal sustentdvel, pois, na maioria dos casos, ndo é necessario o abate da
individuo vegetal para retirar os elementos dos quais serdo extraidos os 6leos (folhas,
flores, frutos, casca).

Uma das grandes discussdes em voga atualmente diz respeito 2 manutencdo e a
recuperacdo das areas de reserva legal no pais. De acordo com o Cdédigo Florestal
Brasileiro, a reserva legal € definida como a “drea localizada no interior de uma
propriedade ou posse rural (...) com a fun¢do de assegurar o uso econdmico de modo
sustentdvel dos recursos naturais do imével rural, auxiliar a conservagado e a reabilitacdao
dos processos ecologicos e promover a conservacdo da biodiversidade, bem como o
abrigo e a protecao de fauna silvestre e da flora nativa” (BRASIL, 2012). A lei informa
ainda que, no bioma Cerrado, 20% da propriedade rural ndo podem ser suprimidas, a
titulo de reserva legal.

Dados levantados pelo Instituto de Economia Agricola do estado de Sao Paulo
(IEA) mostram que a recuperacdo de todas as areas de reserva legal desse ente da

federagdo representaria, em 2006, um montante de R$ 14,8 bilhdes (equivalente a 3,7
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milhdes de hectares) e perdas da ordem de R$ 5,6 bilhdes em terras que deixariam de
ser produtivas a agricultura ou a pecudria (GONCALVES, 2006). Esses nimeros
evidenciam um dilema vivido pela sociedade brasileira: de um lado estdo os
ambientalistas e a propria sociedade que se beneficia dos servigos ambientais prestados
pela preservacdo de dreas nativas; enquanto que, do outro lado, encontram-se 0s
produtores rurais que t€m que arcar com custos de manutengdo e de opcdo sem poder
repassar isso aos precos de seus produtos.

Segundo Aquino et al. (2007), apesar de véarias espécies da flora do Cerrado se
destacarem como medicinais ou alimenticias, faltam ainda estudos profundos que
permitam a utilizacdo dessas plantas em todo seu potencial. Associada a isso, observa-
se que e a expansdo da agropecudria e a desordenada coleta de frutas e sementes na
regido do Cerrado causam perdas na variabilidade genética de muitas espécies

(POTZERNHEIM et al., 2012). Consequentemente, t€m-se um cenario pouco propicio

para a conservacao das plantas arométicas do Cerrado.
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5 - CARACTERIZACAO QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS DE

PLANTAS DO CERRADO
5.1- INTRODUCAO

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro ocupando mais de 2.000.000 km?,
ou seja, aproximadamente 22% do territério brasileiro (BRASIL, 2013). O Cerrado
recobre vérios estados na regido central do Brasil principalmente Goids, Distrito
Federal, Tocantins e Minas Gerais, além da existéncia de algumas regides disjuntas
incrustadas no interior de outros biomas como a Floresta Amazonica (RIBEIRO e
WALTER, 2008).

Embora seja classificado como uma savana tropical, o Cerrado apresenta 11
fitofisionomias diferentes que incluem formacdes florestais, savanicas propriamente
ditas e campestres (RIBEIRO e WALTER, 2008).

A existéncia de diversas fitofisionomias proporciona um intrincado mosaico de
ecossistemas e permite um grande endemismo das espécies do Cerrado (AGUIAR,
MACHADO e MARINHO-FILHO, 2004). Estima-se que haja 12.356 espécies da flora
nativas do Cerrado (MENDONCA et al., 2008). Segundo Klink e Machado (2005),
449% da flora aqui existente € endémica, o que torna o Cerrado a savana tropical mais
biodiversa do planeta. Aguiar et al. (2004) apontam que essa grande diversidade
bioldgica deve-se também ao fato de, em épocas remotas, o Cerrado ter ocupado areas
distintas daquela que ocupa hoje, as vezes invadindo areas das Florestas Amazonica e
Atlantica, as vezes sendo invadido por esses biomas. Essa interacdo resultou em um
intenso fluxo génico.

Apesar de toda essa riqueza e dos beneficios econdmicos e sociais que isso pode
trazer, o Cerrado € hoje considerado um dos hot spots da biodiversidade em virtude
sobretudo da agropecudria que, atraida por baixos custos e politicas publicas de
incentivo, ja consumiu mais da metade das terras do Cerrado (KLINK e MACHADO,
2005 e KLINK et al., 2008).

O avanco indiscriminado da agropecudria negligencia os beneficios que a
manutencdo de parte da vegetacdo original pode proporcionar. Além de permitir a
continuidade dos servicos ambientais, a preservacdo da fauna e da flora nativas
possibilita a utilizacdo de plantas de usos miultiplos que podem agregar renda a

propriedade como a comercializacdo de pequi, gueroba e baru (AQUINO et al., 2008).



Dentre as vérias utilizagdes para a flora destaca-se no cendrio mundial o emprego de
plantas na producao de 6leos essenciais.

Oleo essencial é definido como o produto obtido a partir de matéria-prima
vegetal por destilagdo com dgua ou vapor, ou a partir do epicarpo de frutas citricas por
processo mecanico ou por destilacdo a seco (ISO 9235, 1997). Embora a defini¢do
formal esteja atrelada ao modo de obtencdo do 6leo, existem outros métodos de extracdao
das substancias aromadticas de plantas tais como extracdo por solvente, por fluidos
supercriticos € com o auxilio de micro-ondas (ISSATIER et al., 2013 ¢ BASER e
DEMIRCI, 2007).

Segundo Aquino et al. (2007), apesar de vérias espécies da flora do Cerrado se
destacarem como medicinais ou alimenticias, faltam ainda estudos profundos que
permitam a utilizagdo dessas plantas em todo seu potencial. Os dleos essenciais nao
fogem a essa regra. Apesar de crescente, o conhecimento sobre plantas arométicas do
Cerrado ainda € incipiente.

Ao pesquisar trabalhos recentes sobre plantas arométicas no Cerrado (2003-
2014), identificou-se o estudo de 52 espécies diferentes conforme mostrado na Tabela
5.1

Observou-se que a maior parte dos estudos se concentra nas familias Lamiaceae
e Myrtaceae envolvendo varios géneros como Hyptis, Hypenia, Eugenia, Myrcia e
Psidium. Outras familias como Asteraceae, Piperaceac e Verbenaceae também
aparecem como importantes produtoras de Oleo. Pode-se destacar os géneros
Lychonopohora e Baccharis (Asteraceae), Piper (Piperaceae) e Lippia (Verbenaceae).

As plantas aromadticas do Cerrado geralmente apresentam porte herbiceo ou
arbustivo, no entanto, também existem algumas espécies arbdreas principalmente na
familia Myrtaceae como a Blepharocalyx salicifolius e Eugenia dysenterica. De forma
geral, o rendimento de plantas nativas € baixo, porém, em alguns casos, o rendimento
pode ser maior que 2% como nos Oleos de Hyptis passerina (ZELLNER et al., 2009) e
de frutos de Pterodon emarginatus (ALVES et al., 2013).
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Tabela 5.1 — Plantas do Cerrado produtoras de 6leo essencial e seus principais constituintes quimicos relacionadas na literatura.

Baccharis reticularia A.DC.
Bidens graveolens Mart.
Blepharocalyx salicifolius (Kunth)
O. Berg
Campomanesia adamantium

(Cambess.) O. Berg
Caryocar brasiliensis Cambess.

Duguetia furfuracea (A.St.-Hil.)
Benth. & Hook.f.

Eugenia dysenterica Mart. Ex DC

Eugenia langsdorffii O. Berg

Hesperozygis myrtoides (A.St.Hil.)
Epling
Hypenia aristulata (Epling)
R.Harley
Hypenia brachystachys (Pohl ex
Benth.) R.Harley

a-pineno, B-felandreno, e biciclogermacreno

a-pineno, sabineno, B-pineno, d-3-careno

p-cimeno, y-terpineno a-pineno, aromadendrene,
globulol e 6xido de cariofileno

Cariofileno e limoneno
Hexanoato de etila, hexanoato de isopropila e 2-
metil-butanoato de isopentila
Sabineno, B-felandreno, biciclogermacreno e
espatulenol
B-pineno, a-pineno, d-cadineno, y-cadineno,
limoneno e B-cariofileno

epi-longipinanol, y-eudesmol, 10-epi-y-eudesmol e
1,10-di-epi-cubenol

Limoneno, isomentona, pulegona e acetato de
isomentila

Espatulenol e selin-11-4a-ol

Citronelol, espatulenol e selin-11-4a-ol
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(SILVA,R. F. et al., 2012a)
(SILVA, R. F. et al., 2012b)

(COSTA et al., 2014)

(VALLILO et al., 2006)
(GEOCZE et al., 2013)

(VALTER et al., 2008)

(DUARTE et al., 2009) e
(DUARTE et al., 2010)

(MORAES et al., 2012)

(CASTILHO et al., 2012)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)



Hypenia crispata (Pohl ex Benth.)
R.Harley
Hypenia durifolia (Epling) R.Harley
Hypenia glauca (St.-Hill. ex Benth.)
R.Harley
Hypenia macrantha (St.-Hil. ex
Benth.) R.Harley
Hypenia macrosiphon (Briquet)
R.Harley
Hypenia marifolia (Benth. In DC)
R.Haley
Hypenia niquelandiensis R.Atkinson
Hypenia paradisi (R.Harley)
R.Harley
Hypenia reticulata (Mart. Ex
Benth.) R.Harley
Hypenia sphaerocephala (R.
Atkinson) R.Harley
Hypenia subrosea (R.Harley)
R.Harley

Germacreno D e espatulenol
Germacreno D, espatulenol e 6xido de cariofileno

Germacreno D e espatulenol

Germacreno D, espatulenol e selin-11-4a-o0l

B-cariofileno, germacreno D, espatulenol e 6xido de
cariofileno

Neo-isopulegol, citronelol e 6xido de cariofileno
Citronelol, geraniol e germacreno D

Espatulenol e 6xido de cariofileno

Espatulenol, 6xido de cariofileno e selin-11-4a-ol

B-cariofileno, espatulenol, 6xido de cariofileno

Espatulenol, 6xido de cariofileno e selin-11-4a-ol
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(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)

(SILVA et al., 2011)



Hyptidendron canum (Pohl ex
Benth.) R.Harley
Hyptis conferta Pohl ex Benth.

Hyptis lythroides Pohl ex Benth.

Hyptis marrubioides Epling

Hyptis ovalifolia Benth.

Hyptis passerina Mart. Ex Benth.

Hyptis spicigera Lam.
Hyptis suaveolens

Hyptis velutina Pohl ex Benth

Hyptis villosa Pohl ex Benth.

Lippia origanoides Kunth

Lippia rotundifolia Cham.

Lippia stachyoides var. martiana
(Schauer) Salimena & Miilgura

Lychnophora ericoides Mart.

Memora nodosa (Manso) Miers

Myrcia linearifolia Cambess.

Mpyrcia tomentosa (Aubl.) DC.

[B-cariofileno, amorfa-4,7(11)-dieno e
biciclogermacreno
T-cadinol, a-bisabolol, germacreno D e B-pineno

Espatulenol, B-pineno, biciclogermacreno e hidrato
de (E)-sesquisabineno
Cariofila-4(14),8(15)-dien-5B-0l, epi-longipinanol e
B-cariofileno
(R)-6-[(z)-1-heptenila]-5,6-diidro-2H-piranona,
viridiflorol, y-cadineno

-epi-acorenol, espatulenol e biciclogermacreno

a-pineno, 1,8-cineol e B-pineno

Sabineno, limoneno, 1,8-cineol, B-cariofileno e
espatulenol

B-cariofileno, biciclogermacreno, y-muuroleno

espatulenol, kessano, epi-a-cadinol e
biciclogermacreno
a-selineno, a-humuleno, biciclogermacreno e
germacreno D

Linalol, germacreno D e biciclogermacreno

(E)-nerolidol, 6-cadineno, espatulenol e 6xido de
cariofileno
o-bisabolol; o-cimeno; 6xido de cariofileno e o-
elemeno

benzaldeido e 1-octen-3-ol
B-pineno, a-pineno e p-menta-2,4(8)-diene

(2E,6F)-metil fanesoato, 4cido hexadecandico e
biciclogermacreno
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(FIUZA et al., 2010)
(FERREIRA, E. C., et al., 2005)

(SILVA,R. F., et al., 2013a)
(SALES et al., 2007)

(OLIVEIRA et al., 2004)

(ZELLNER et al., 2009)
(TAKAYAMA et al., 2011)

(OLIVEIRA et al., 2005)
(BATISTA et al., 2003)

(SILVA, R. F. et al., 2013b)

(SILVA, R. F. et al., 2013c)
(SILVA, R. F. et al., 2013d)

(SILVA,R. F. et al., 2013e)

(LYRA et al., 2008)

(TRESVENZOL et al., 2010)
(SILVA, R. F. et al., 2013f)

(SA et al.,, 2012)



Mpyracrodruon urundeuva (Allemao)

Pimenta pseudocaryophyllus
(Gomes) Landrum
Piper aduncum L.

Piper arboreum Aubl.
Piper dilatatum L.C.Rich
Piper hispidum Sw.
Piper xylosteoides (Kunth) Steudel
Porophyllum angustissimum
Gardner

Pseudobrickellia brasiliensis

(Spreng.) R.M.King & H.Rob.
Psidium myrsinites DC

Psidium myrsinoides O. Berg

Pterodon emarginatus Vogel

Spiranthera odoratissima A. St. Hil.

B-mirceno, B-cariofileno e linalol

Geranial; neral; (E)-asarona, eugenol, (E)-metil
isoeugenol e chavibetol

4-terpineol; piperitona e dilapiol

Biciclogermacreno; 10-epi-y-eudesmol e 6xido de
cariofileno

cis-B-ocimeno e f-cariofileno
B-pineno e a-pineno

Mirceno e y-terpineno

Mirceno, dodecanal e limoneno

Terpinen-4-ol, y-terpineno e o-terpineno

Mirceno, 6xido de carifileno, B-cariofileno, 3-
guaiano, o-humuleno e viridiflorol

B-cariofileno e 6xido de cariofileno

y—muuroleno, biciclogermacreno, -cariofileno,
espatulenol e B-elemeno

B-cariofileno, y-muuroleno, biciclogermacreno e o-
cadineno
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(COSTA et al., 2014)

(PAULA et al.. 2011)

(POTZERNHEIM et al., 2012)

(POTZERNHEIM, BIZZO e VIEIRA 2006)

(POTZERNHEIM, BIZZO e VIEIRA 2006)
(POTZERNHEIM, BIZZO e VIEIRA 2006)

(POTZERNHEIM et al., 2006)

(FERREIRA, R. et al., 2012)

(SILVA,R. F. etal., 2013g)

(CASTELO; DEL MENEZZI; RESCK, 2012)

(FREITAS et al., 2002)
(SANTOS et al., 2010) e
(ALVES et al., 2013)
(GALDINO e al., 2012) e
(CHAIBUB et al., 2013)



Ao analisar a composicao dos 6leos essenciais listados acima, observa-se que
predominam terpenos e terpenoides. Estes, por sua vez, compostos principalmente por
alcodis e epoxidos, pois ndo foram encontrados muitos componentes com grupos cetona
ou aldeido. Como excecdo nota-se os 6leos de: Hesperozygis myrtoides que apresenta
elevadas concentragdes de pulegona e isomentona na época seca (CASTILHO et al.,
2013); Porophyllum angustissimum com dodecanal (FERREIRA, R. et al., 2012); Piper
aduncum com piperitona (POTZERNHEIM et al, 2012); Memora nodosa com
benzaldeido (TRESVENZOL et al., 2010) e Hyptis ovalifolia com (R)-6-[(z)-1-
heptenila]-5,6-diidro-2H-piranona (OLIVEIRA et al., 2004).

Os dleos essenciais de plantas de uma mesma familia ou até de um mesmo
género nao mostraram semelhancgas significativas na maioria dos casos, corroborando as
conclusdes de Imatomi et al. (2013) de que a produgdo de metabdlitos secundérios nao
segue padrdes por género ou familia.

Percebe-se, através da tabela 5.1, que as espécies estudadas demonstraram uma
preferéncia pelas rotas metabdlicas do 4cido mevaldnico e da deoxi-xilulose em
detrimento daquela do 4cido chiquimico. Apenas as espécies Pimenta
pseudocaryophyllus e Piper aduncum apresentaram concentragdes significativas de
fenilpropanoides em seus Oleos. Ambas as espécies, no entanto, possuem grande
variabilidade, visto que Paula et al. (2011) e Potzernheim et al. (2012) mostraram que
tanto a P. pseudocaryophyllus como a P. aduncum, respectivamente, possuem
populacdes, no Cerrado, com quimiotipos distintos em que ha predominio de
fenilpropanoides em alguns e de terpenos em outros.

A andlise da composicdo de todos os Oleos citados permite inferir que os
sesquiterpenos sao mais frequente que os monoterpenos em especial os isomeros de
cariofileno, biciclogermacreno, espatulenol e germacreno. Tal caracteristica torna a
identificacdo dos componentes desses Oleos essenciais bastante dificeis em alguns
casos, em razdo da inexisténcia de padrdes (produzidos comercialmente) de vdrios
sesquiterpenos. Além disso, ha grande quantidade de isdmeros (muito maior do que nos
monoterpenos) que muitas vezes coeluem e apresentam espectros de massa e indices de
retencdo praticamente idénticos tornando impossivel a correta identificacdo sem a
utilizacdo de técnicas de ressonancia magnética ou de separacdes cromatograficas em
colunas especiais (por exemplo separacdes enantioméricas) (KONIG, BULOW e

SARITAS, 1999) e (ZELLNER et al., 2010).
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Apesar de o Cerrado ser um bioma com grande endemismo, existem muitas
espécies nativas que possuem dispersdo em vdrios outros biomas brasileiros e até em
outros locais do mundo. Potzhernheim, Bizzo e Vieira (2006) mostraram, em um estudo
com o gé€nero Piper, que espécies iguais, existentes tanto no bioma Cerrado como na
Floresta Atlantica, fornecem Oleos essenciais com caracteristicas diferentes. Tais
diferencas originam-se tanto de fatores ambientais como genéticos (POTZHERNHEIM,
BIZZO e VIEIRA, 2006). Dessa forma, seria interessante caracterizar adequadamente a
regido de onde os individuos foram coletados, pois existem estados como Maranhio,
Mato Grosso, Minas Gerais, entre outros que estdo inseridos em &areas de fronteiras
entre biomas (IBGE, 2004) e, como j4 explicado, uma espécie em uma bioma pode ndo
ter as mesmas caracteristicas em outro. Considerando ainda a grande quantidade de
fitofisionomias presentes no Cerrado e os efeitos que os fatores ambientais podem
exercer nos 6leos (SANGWAN et al., 2001), julga-se importante inclusive a descri¢ao
da fitofisionomia dominante na drea de forma a caracterizar todos os elementos que
podem influenciar quantitativa e qualitativamente os 6leos. Futuramente pode-se avaliar
o efeito que a fitofisionomia tem sobre as plantas, visto que hd espécies que ocupam
diferentes habitats.

O Cerrado como um todo é uma fonte rica em metabdlitos bioativos. Existem
muitas espécies identificadas como inseticidas, bactericidas, fungicidas e até
moluscicidas (NOVAES et al., 2013). Embora as pesquisas concentrem-se na avaliacao
de extratos aquosos ou alcodlicos, alguns 6leos essenciais ja sao conhecidos por suas
atividades bioldgicas. O 6leo da Hyptis passerina apresentou acdo contra bactérias
(tanto Gram-positivas como Gram-negativas) e fungos (ZELLNER et al., 2009). Santos
et al. (2010) mostraram que o Sleo extraido das folhas de Pterodon emarginatus era
capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. O 6leo da
Spiranthera odoratissima demonstrou um efeito semelhante a ansioliticos em
camundongos (GALDINO et al., 2012). A Arnica do Cerrado (L. ericoides) é talvez a
espécie mais comumente conhecida em virtude de suas propriedades medicinais (LYRA
et al., 2008).

O presente trabalho pretende continuar os estudos de bioprospec¢ao de plantas
arométicas no Cerrado com o intuito de agregar valor e ampliar o conhecimento sobre
essas espécies. Assim futuramente serd possivel tanto a utilizacdo comercial como a

melhor preservagao desse bioma tao rico e tdo ameacado.
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5.2- MATERIAIS E METODOS
5.2.1 - Coleta das espécies

Foram utilizadas duas espécies para treinar a metodologia de extracdo: alecrim-
pimenta (Lippia origanoides Kunth) e craveiro (ou cravo) (Syzygium aromaticum (L.)
Merr. & L. M. Perry).

Folhas de alecrim-pimenta foram coletadas em maio de 2013 nas dependéncias
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) localizada em Brasilia,
Distrito Federal.

Para a obtencdo do 6leo de cravo foram utilizados botdes secos de suas flores
adquiridos no mercado local.

Ap6s devidamente conhecida a metodologia, foram coletadas folhas e
inflorescéncias de cinco espécies nativas do Cerrado: Psidium myrsinites Mart. ex DC.
(Aragéa-bravo), Hyptis sp., Hyptis saxatilis A.St.-Hil. ex Benth., Psidium laruotteanum
Cambess. (Araca-cascudo) e Lippia lacunosa Mart. & Schauer. Embora nédo tenha sido
possivel identificar inequivocamente a segunda espécie, acredita-se tratar-se de Hyptis
viscaria Harley & J.F.B. Pastore ou Hyptis foliosa A.St.-Hil. ex Benth. Assim a espécie
serd tratada apenas como Hyptis sp.. Buscou-se amostras representativas, folhas e flores
em bom estado de conservagdo, visto que partes murchas ou muito danificadas nao
contém 6leo como as sadias. As coletas foram realizadas na Fazenda Agua Limpa
(FAL) em dareas de Cerrado sentido restrito denso e tipico (RIBEIRO e WALTER,
2008) com baixo grau de antropizacdo, visto que ha estudos que mostram que a
quantidade e a composicao dos 6leos essenciais altera-se em razdo da pressao antropica
sofrida pela planta (MORAIS et al., 2012). Foram apanhadas as plantas com odor mais
pronunciado no campo. As coletas foram realizadas em 11 de junho de 2013 no periodo
de seca. A Tabela 5.2 traz algumas informagdes sobre os pontos de coleta e as
caracteristicas dos individuos coletados.

Espécimes das cinco espécies coletadas foram depositados no herbério da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN).

Folhas e flores de cada espécie foram secas em estufa a 38 °C com ventilacao até
atingirem peso constante (exceto os botdes de cravo). Uma amostra do material foi
segregada e pesada antes da secagem para posterior avaliagdo do teor de umidade de

cada espécie.
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Tabela 5.2 — Informagdes sobre as amostras.

Espécie Altitude (m) Habito Substrato

P. myrsinites 1096 Arvoreta com 2,5 m de altura Latossolo vermelho
amarelo

Hyptis sp. 1096 Subarbusto com 1 m de altura Latossolo vermelho
amarelo

H. saxatilis 1096 Erva com 1 m de altura Latossolo vermelho
amarelo

P. laruotteanum 1113 Arvoreta com 2 m de altura Latossolo vermelho
amarelo

Arbusto entre 2,5 a 3 m de

L. lacunosa 1113
altura

Arenoso
5.2.2 - Extracao dos 6leos essenciais e calculo do rendimento

O material biolégico coletado foi submetido ao processo de hidrodestilagdo em
aparelho do tipo Clevenger modificado (Figura 5.1) para extracdo de dleos essenciais na

Embrapa Recurso Genéticos e Biotecnologia.

Figura 5.1 — Montagem do experimeflto de extragdo. Detalhe do aparelho de Clevenger
modificado

Ap6s a secagem, todo o material vegetal foi colocado em um baldo de 12 L e
preenchido com 3,5 a 4 L de dgua destilada para proceder a destilacdo. A extracdo foi
realizada em apenas uma etapa para reduzir as perdas no processo experimental e

garantir o maximo de 6leo possivel.
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A extracdo foi realizada pelo periodo de trés horas, pois se trata da investigacio
de espécies ainda ndo estudadas ou com poucas informagdes a respeito dos Oleos
produzidos, e com folhas em geral rigidas, tipicas do cerrado.

Os 6leos essenciais das plantas estudadas sdo menos densos que a dgua e foram
retirados pela parte superior do aparato Clevenger utilizando uma pipeta de vidro
(Figura 5.2). Antes da pesagem dos O6leos, foi adicionado sulfato de sddio anidro
(Na;SO4) com o intuito de remover toda a umidade do produto. Os 6leos foram pesados

em balanca analitica.

Figura 5.2 — Aparéncia do 6leo essencial apds o término da extragdao

O célculo do rendimento foi realizado através da equacdo 5.1:

M-
R(%) =Mﬂx 100 (5.1)

planta

Onde:
R(%) = rendimento da produgdo de 6leo essencial;
Mgieo = massa de dleo obtida (em g);

Mpianta = massa das partes aéreas, flores e folhas (em g).
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Depois da pesagem, as amostras de 6leo foram mantidas em refrigerador e ao

abrigo da luz para posterior anélise cromatografica.

5.2.3 - Anadlise da composicao quimica dos dleos

Os 6leos de plantas do Cerrado foram analisados nas dependéncias da Embrapa
Agroindiustria de Alimentos no Rio de Janeiro, enquanto, os 6leos de alecrim-pimenta e
cravo foram analisados na Embrapa Recurso Genéticos e Biotecnologia. Ambas as
caracterizacdes, no entanto, utilizaram um cromatdgrafo a gas Agilent 7890A, com
coluna capilar de 5%-fenil-95%-metilsilicone (HP-5, 30 m x 032 mm x 0,25 um),
programacdo de temperatura de 60 a 240°C (variagdo de 3°C/min), hidrogénio como gas
carreador (1,5 mL/min) e injetor operando no modo com divisdo de fluxo (split 1:20) a
280°C. O ¢leo analisado foi diluido a 1% (V/V) em diclorometano e 1 uL. de solucao foi
injetada no cromatégrafo. A quantificagdo dos compostos foi realizada pela
normalizacdo da drea dos picos obtida com detector de ionizacdo por chama calculada
como a média de trés injecdes sem a utilizagao de fatores de resposta.

Os espectros de massas foram obtidos em cromatégrafo Agilent 5973N acoplado
a espectrometro de massas operando nas mesmas condi¢cdes acima, porém, empregando
o gés hélio como carreador (1,5 mL/min).

Os indices de retenc¢do linear foram obtidos por meio da inje¢do da série
homdloga de n-alcanos (Cy-Cpg) nas condi¢des ja relatadas e na mesma coluna
(ADAMS, 2007). Utilizou-se a equagdo proposta por van den DOOL e KRATZ (1963)
para calcular os indices de retengao linear.

A identificacdo dos componentes de cada Oleo foi realizada através da
comparacdo com a biblioteca espectral NISTO8 (NIST/EPA/NIH Spetral Data base
2008) e com os indices de retencdo linear encontrados na literatura em especial aqueles

disponibilizados por Adams (2007).

5.3- RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 - Extracao dos 6leos essenciais

A secagem do material vegetal das cinco espécies coletadas resultou nos teores
de umidade mostrados na Tabela 5.3. O objetivo foi tdo somente eliminar a umidade de

maneira a possibilitar a comparacdo dos rendimentos obtidos com os valores da
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literatura. Como os botdes de cravo foram adquiridos ja secos nao foi possivel

determinar seu teor de umidade.

Tabela 5.3 — Teor de umidade das espécies coletadas

P. myrsinites 48.4
Hyptis sp. 66,8
H. saxatilis 66,3
P. laruotteanum 20,0
L. lacunosa 61,0
L. origanoides 66,6

A hidrodestilacao das sete espécies estudadas resultou em rendimentos de até
2,92% conforme pode ser observado na Tabela 5.4. A hidrodestilacdo de Hyptis
saxatilis ndo resultou em quantidades detectdveis de dleo essencial, embora o material
vegetal apresentasse aroma no campo. Nao foi possivel calcular o rendimento da
extracdo do 6leo de cravo, pois, apds as trés horas de extragdo, ainda havia muito 6leo
sendo destilado e, portanto, o valor do rendimento ndo seria correto.

Compostos com maior peso molecular e, consequentemente com menor pressao
de vapor, como sesquiterpenos e diterpenos levam mais tempo para serem destilados,
pois a quantidade do composto na fase vapor ¢ menor (SCHMIDT, 2010). Em razao
disso, acredita-se ser melhor a utilizacdo de tempos de destilacdo maiores para assegurar
uma composi¢do mais fidedigna do 6leo. Assim havera a destilagdo da maior parte dos
componentes € a obtencdo de quantidades maiores de produto, embora tempos mais
elevados acarretem a perda de alguns compostos por degradacdo (principalmente) ou
volatilizacdo (CANNON et al., 2013 e ISSATIER et al., 2013).

O fato de as extracOes terem sido realizadas em apenas uma etapa (sem
repeti¢des) e ndo ser possivel calcular um desvio padrdo nos dados de rendimento ndo
traz problemas ao estudo, pois o objetivo ndo era comparar os valores entre as diferentes
espécies. Quanto a comparacdes com dados da literatura da mesma planta (quando eles
existirem) também ndo sdo muito significativos, porque as varidveis (genéticas e
edafocliméticas) que influenciam na quantidade de 6leo sdo muitas e de dificil controle
quando se trata de individuos em seu habitat natural (PAULA et al., 2011). Por essas

razdes nao foi realizado nenhum tratamento estatistico com o rendimento dos 6leos.

29



Tabela 5.4 — Rendimento das extracdes dos 6leos essenciais

P. myrsinites 353,93 0,5092 0,14
Hyptis sp. 213,41 1,5979 0,75
H. saxatilis 162,13 - 0,00
P. laruotteanum 156,9 0,5121 0,33
L. lacunosa 299,10 1,3830 0,46
L. origanoides 229,44 6,6949 2,92

5.3.2 - Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais

Os viérios constituintes dos 6leos obtidos sdo mostrados na Tabela 5.5 e 5.6. Os
componentes estdo dispostos na ordem de eluicao em coluna HP-5. Foram identificados
9, 5 (tabela 5.5), 44, 61, 36 e 38 (tabela 5.6) compostos nos 6leos das espécies L.
origanoides, S. aromaticum, P. myrsinites, Hyptis sp., P. laruotteanum e L. lacunosa
respectivamente, o que representa 98,5; 100; 80,9; 95,7; 95,1 e 97,5% dos dSleos

essenciais. Os cromatogramas de fons totais (TIC) sdo apresentados no Apéndice A.

Tabela 5.5 — Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de L. origanoides e S.

aromaticum.
o-terpineno 1014 1016 1,7 -
p-cimeno 1026 1023 9,6 _
1,8-cineol 1026 1031 1,8
y-terpineno 1054 1056 5,9 i,
NI 1141 1.6 ]
terpinen-4-ol 1174 1179 0,9 -
salicilato de metila 1189 1190 - 1,3
metil-timol éter 1232 1228 1,8 -
timol 1289 1289 71,1 i
eugenol 1356 1350 - 81,6
0-copaneno 1374 1372 0,9 -
B-cariofileno 1417 1415 4.8 7.3
a-humuleno 1452 1451 - 1,7
acetato de eugenol 1521 1511 - 8,1

*Indice de retenco linear obtido na literatura (Adams, 2007).

®Indice de retencdo linear obtido através da equagdo de van den Dool e Kratz (1963).

¢ A quantificacdo dos compostos foi realizada pela normalizagio da drea dos picos obtida com detector de
ionizagdo por chama calculada como a média de trés injecdes. Nao foram usados fatores de resposta.

¢ NI = composto ndo identificado.
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Tabela 5.6 — Composicdo quimica dos 6leos essenciais de P. myrcinites, Hyptis sp., P. laruotteanum e L. lacunosa.
Concentragio (%)°

Composto IRL? IRL®

P. myrsinites Hyptis sp. P. laruotteanum L. lacunosa
3-hexen-1-ol 850 £ 0,3
tricicleno 921 919 0,6
a-tujeno 924 925 4,7
0-pineno 932 932 0,8 10,0 11,4 2,2
canfeno 946 947 04
o-fencheno + Canfeno 951 e 953 947 0,8
tuja-2,4(10)-dieno 953 952 0,2
sabineno 969 972 4,3 0,3
B-pineno 974 975 0,3 17,6 2,5
mirceno 988 990 5,4 0,9 0,3
3-octanol 988 994 0,3
a-felandreno 1005 1005 0,2
d-3-careno 1011 1010 1,5
a-terpineno 1014 1016 0,3 0,2
p-cimeno 1020 1023 0,2 0,8 34,8
limoneno 1024 1026 1,5 7,9 0,2
limoneno + B-felandreno 1024 e 1025 1027 1,6
1,8-cineol 1026 1029 2,5 11,9
E-B-ocimeno 1044 1045 0,3
y-terpineno 1054 1056 0,8 7,0
cis-hidrato-sabineno 1065 1064 0,1
oxido de cis linalol 1067 1070 0,2
terpinoleno + NI* 1086 1087 0.4
terpinoleno + p-cimeno 1086 ¢ 1089 1087 0,9
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linalol + NI
linalol
endo-fenchol
a-canfolenal
trans-pinocarveol
cis-verbenol
trans-verbenol
6xido de B-pineno
pinocarvona
borneol + p-menta-1,5-dien-8-ol
borneol
isopinocanfona
4-terpineol
NI + 4-terpineol
p-8-cimenol
a-terpineol
mirtenal
mirtenol
NI
verbenona
2,6-dimetil-3,5,7-octatrieno-2-ol

trans-carveol + acetato de endo-fenchila

acetato de isobornila
timol
p-T-cimenol
acetato de mirtenila

1095
1095
1114
1122
1135
1137
1140
1154
1160
1165 e 1166
1165
1173
1174
1174
1179
1186
1193
1194

1204
1207
1215e 1218
1283
1289
1289
1324

1099
1099
1111
1124
1135
1138
1141
1154
1159
1162
1162
1171
1174
1174
1182
1188
1193
1193
1199
1206
1207
1216
1282
1284
1290
1322

2,5

0,5

0,2

0,3
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0,6

0,2
0,7
0,2
0,7

0.4
1,2

0,2
1,7

0,2
1,2

0,3

2,0
0,5
0,3
0,2

1,2

2,6
0.4
5.3

0,3

0,3
1,1
0,2
0,6

38,7

0,2

0,5

0,5

0,2

0.4

0,4



d-elemeno
a-cubebeno
NI
a-copaeno
NI
-bourboneno
-cubebeno
B-elemeno
0-gurjuneno
B-cariofileno
-copaeno
aromadendreno
NI
a-cariofileno
a-humuleno
allo-aromadendreno
NI
9-epi-E-cariofileno + cis-muurola-
4(14),5-dieno
NI
y-muuroleno + NI
y-muuroleno
germacreno D
B-selineno
metil-isoeugenol
cis-p-guaieno
d-selineno + biciclogermacreno

1335
1345

1374

1384
1390
1389
1409
1417
1430
1439

1452
1452
1458

1464 e 1465

1478
1478
1484
1489
1491
1492
1492 e 1500

1333
1345
1371
1371
1381
1379
1385
1387
1404
1413
1423
1432
1444
1447
1447
1454
1457
1454

1468
1471
1471
1475
1479
1481
1479
1490

0.4

7.4

1,0

54

0,2
0,2

0,7

1,3
0,7

33

0,5
0,3

0,3

1,7
0,2
0.4
0,3
1,3
0,3
0,5
0,3
1,0

2,8
0,2

0,5
5,5

0.4

0,2

0,4

0,1
1,0

18,3
0,1
5.4

0,6

0,5
5,3
0,6

3,5



a-selineno
a-muuroleno
biciclogermacreno + epizonareno
NI
germacreno A
y-cadineno
y-cadineno + cubebol
NI
d-cadineno
NI
NI
a-cadineno
NI
NI
NI
germacreno B
palustrol
alcool cariofileno
NI
NI
NI
germacreno D-4-ol + espatulenol
espatulenol
oxido de cariofileno + NI
oxido de cariofileno
globulol

1498
1500
1500 e 1501

1508
1513
1513 e 1514

1522

1537

1559
1567
1570

1574 e 1577
1577
1582 e NI
1582
1590

1488
1495
1490
1505
1498
1508
1508
1513
1518
1518
1528
1531
1545
1552
1552
1549
1559
1562
1568
1576
1576
1570
1571
1577
1575
1584

1,0

0,4

0,3

0,2

1,3
0,6

0.4

0,5

26,1

34

7,2
0,2

1,0

1.4

2,5

11,3

33

0,2

0,5

0,3

1,8

0,9

24
1,3

2,6

0,2

0,7

1.9

0,8



globulol e 11-cubebanol
viridiflorol
NI
NI
NI
11-cubebanol
rosifoliol
epoxido de humuleno II
NI
1,10-di-epi-cubenol
NI
NI
NI
NI
NI
1-epi-cubenol
caria-4(12),8(13)-dien-5-o0l
epi-a-cadinol e epi-a-muurolol
epi-a-muurolol
a-muurolol e
6-acetil-2,2-dimetilcromeno
NI
a-muurulol
NI
B-eudesmol
B-eudesmol e NI
a-cadinol

1590 e 1595
1592

1595
1600
1608

1618

1627
1639
1638 e 1640
1640

1644 e 1646

1644

1649
1649 e NI
1652

1584
1583
1591
1594
1595
1586
1594
1602
1609
1607
1615
1621
1621
1625
1622
1621
1629
1634
1635

1635

1635
1639
1640
1641
1644
1647

4,3

1,5
0,8

8,8
0,4

2.4

54

4,7

2,5

0,5

L5
1,7

35

0.4

0.4

0,3

0.4

0,4

0,7

0,5

0,3

0,7
0,6

1.8

0.4

0,7

0,7

0,6

2,3

0,5

2,3



NI
NI
NI
NI
NI
6xido de 13-epi-manool 2009
manool 2056
NI
Monoterpenos totais
Sesquiterpenos totais
Monoterpenos (hidrocarbonetos)
Monoterpenos oxigenados
Sesquiterpenos (hidrocarbonetos)
Sesquiterpenos oxigenados

*Indice de retencdo linear obtido na literatura (ADAMS, 2007 ¢ PHEROBASE).

1650
1664
1678
1687
1716
1999
2045

2,0
2,3

0,3
0,3

12,0
88,0
9,0
3,5
19,0
68,2

®Indice de retencdo linear obtido através da equagdo de van den DOOL e KRATZ (1963).
© A quantifica¢do dos compostos foi realizada pela normalizagio da drea dos picos obtida com detector de ionizagdo por chama (FID) calculada como a média de trés

inje¢des. Nao foram usados fatores de resposta.
4 NI = composto nio identificado.

0.4

0,5
0,2

52,5
47,6
42,0
10,5
25,3
21,2

92,1
7,7
64,8
27,3

N

0,3
47,0
52,6

6,1
40,9
44,3

8,3

¢ No foi possivel calcular o IRL do composto, pois ele foi eluido antes do primeiro n-alcano (nonano). Assim ndo foi possivel identificar a estereoquimica do composto.
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Os o6leos de L. origanoides e S. aromaticum sao bastante conhecidos e muito
utilizados pela populacio ou pela inddstria em geral. Os O6leos aqui estudados
demonstraram predominancia de timol (L. origanoides) e eugenol (S. aromaticum) cujas

férmulas estruturais podem ser vistas na figura 5.3.

CHjs

OH
OCH;

H,C CH; OH
(a) (b)

Figura 5.3 — Férmulas estruturais do (a) timol e do (b) eugenol.

5.3.2.1 - Lippia origanoides

A espécie L. origanoides também é conhecida como Lippia sidoides Cham.
Embora alguns estudos julguem tratar-se de espécies diferentes, este trabalho adota o
entendimento de Forzza et al. (2010) e os nomes serdo tratados como sindénimos. O éleo
de L. origanoides apresenta tradicionalmente, na literatura, trés quimiotipos distintos
(STASHENKO et al., 2010 e GALVIS et al., 2011). Oliveira et al. (2007) relataram a
existéncia de um quimiotipo, rico em carvacrol, diferentemente daquele mais comum
existente na literatura (com alto teor de timol) originado de plantas cultivadas no Para.
Stashenko et al. (2010) identificaram o terceiro tipo em que 0s compostos majoritarios
eram p-cimeno e [-cariofileno. Morais et al. (2012) identificaram ainda individuos
pertencentes a um possivel quarto tipo no estado de Goids cujo 6leo essencial possui
perfil quimico bem diferente daqueles relatados acima com 1,8-cineol, isoborneol e
acetato de bornila como compostos mais abundantes. Os autores, no entanto, ndo
puderam determinar se as diferencas observadas originaram-se em virtude de variagdes
genéticas ou das condi¢des ambientais (MORAIS et al., 2012). Silva et al. (2013c)
identificaram recentemente um quinto quimiotipo totalmente diferente dos demais em
areas de cerrado nativo em que predominaram sesquiterpenos (69,5%) como a-selineno
(27,8%), o-humuleno (18,3%), biciclogermacreno (15,9%) e germacreno D (7,5%).

O ¢leo estudado no presente trabalho pertence ao quimiotipo timol, visto o
elevado teor deste composto (71,1%). E interessante notar a presenca de certa

quantidade de p-cimeno (9,6%), um precursor tanto do timol quanto do carcacrol. Os
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estudos com esses quimiotipos mostram esse composto sempre presente em quantidades
razoaveis (5 — 34%) semelhante ao observado no presente trabalho (OLIVEIRA et al.,
2007; GALVIS et al., 2011; STASHENKO et al., 2010; VERAS et al., 2012 ¢
FARIAS-JUNIOR et al., 2012).

5.3.2.2 - Syzygium aromaticum

O ¢leo de S. aromaticum, ao contrario do 6leo de L. origanoides, apresenta
variagdes bem menores em sua composi¢ao sendo o eugenol o composto majoritario (47
— 88%) e o B-cariofileno, o acetato de eugenol e o dlcool benzilico outros constituintes
importantes (CHAIEB et al., 2007). O 6leo estudado mostrou-se bem semelhantes ao
relatado na literatura: eugenol (81,6%), acetato de eugenol (7,3%) e [-cariofileno

(8,1%)

5.3.2.3 - Psidium myrsinites e Psidium laruotteanum

O Oleo essencial de P. myrsinites apresenta principalmente compostos
oxigenados e sesquiterpenos como o O6xido de cariofileno (26,1%), epdxido de
humuleno II (8,8%) e B-cariofileno (7,4%). Pode-se observar pela Figura 5.4 que os
compostos principais guardam grande semelhanca entre si indicando uma possivel
interconversdo conforme a necessidade da planta ou as exigéncias do meio (SILVA et

al., 2007).

(a) (b) (c)

Figura 5.4 — Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do 6leo de P. myrsinites.
Oxido de cariofileno (a), epéxido de humuleno II (b) e B-cariofileno (c). Imagens
retiradas de NIST (2013).

Castelo, Menezzi e Resck (2012) relataram a extracdo do 6leo essencial da P.
myrsinites, porém, os componentes nao foram quantificados. Esse estudo identificou
que o 6xido de cariofileno, o B-cariofileno, o o-humuleno e o viridiflorol eram os

compostos majoritdrios do 6leo, o que é condizente com os resultados aqui obtidos.
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Os compostos do 6leo de P. laruotteanum, por outro lado, sdo basicamente
monoterpenos. Observou-se que 0s compostos majoritarios possuem estrutura quimica
muito semelhante, conforme pode ser observado na Figura 5.5. Nota-se nitidamente a
existéncia de um anel de seis carbonos com grupos metila e iso-propila em posi¢cao
oposta. Acredita-se novamente que haja uma possivel plasticidade quimica da espécie
para produzir os compostos mais necessarios (SILVA et al., 2007). Essa é a primeira
caracterizacdo quimica do 6leo essencial de P. laruotteanum.

O género Psidium é bastante comum no Cerrado. De acordo com Mendonga et

al. (2008) existem 35 espécies distintas nativas desse bioma, embora muitas nao sejam

Qb ¢

(a) (b) (c) (d) (d)

Figura 5.5 — Estruturas quimicas dos compostos majoritarios do 6leo de P.
laruotteanum: p-cimeno (a), 1,8-cineol (b), a-pineno (c), limoneno (d) e y-terpineno (e).
Imagens retiradas de NIST (2013)

endémicas.

A espécie mais conhecida do género Psidium ¢é seguramente a goiabeira
(Psidium guajava L.), espécie nativa das Américas Central e do Sul. Em razdo disso,
seu Oleo essencial é ricamente descrito. O 1,8-cineol e o [-cariofileno sdo os
componentes mais abundantes, porém, existem outros tais como o-terpineol e o selin-
11-en-4-a-ol em quantidades significativas (LIMA et al., 2010).

No bioma Cerrado, Freitas, Morais e Silveira (2003) estudaram a espécie P.
myrsinoides. Esse trabalhou mostrou que o 6leo de P. myrsinoides € bastante
semelhante ao da P. myrsinites, sendo o B-cariofileno e o 6xido de cariofileno os
compostos majoritarios (FREITAS, MORALIS e SILVEIRA, 2002).

A Floresta Amazodnica também apresenta algumas espécies de Psidium
produtoras de 6leo essenciais. Silva et al. (2003) descreveram a composicao quimica
dos 6leos de Psidium acutangulum DC, Psidium striatulum DC, Psidium guineense Sw

e Psidium guajava. Os resultados indicaram como compostos principais o-pineno, 1,8-
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cineol (P. acutangulum); B-cariofieno, a-selineno (P. striatulum); B-bisabolol, limoneno
(P. guineense); a-pineno e 1,8-cineol (P. guajava) (SILVA et al., 2003).

Também foram identificadas algumas espécies de Psidium pertencentes ao
bioma Caatinga. Andrade Neto et al. (1994) avaliaram os 6leos de Psidium pohlianum
Berg e Psidium guyanensis Pers. Observou-se que a composi¢ao dos dleos era muito
similar com o 1,8-cineol sendo o componente majoritirio em ambas as plantas e
também a presenca de a-pineno, -eudesmol e y-eudesmol (ANDRADE-NETO et al.,
1994).

Na Floresta Atlantica, Marques et al. (2008) identificaram que o o-tujeno, o 1,8-
cineol e o B-cariofileno eram os compostos principais no dleo de Psidium cattleyanum
Sabine.

E possivel perceber que a producio de terpenos é preferencial no género, visto
que praticamente nao sao relatados fenilpropanoides. Embora ndo haja um padrao
definido, as moléculas majoritdrias frequentemente se repetem como € o caso do 1,8-
cineol, do B-cariofileno e do a-pineno. Observa-se também uma tendéncia na produgdo
de moléculas menos oxidadas como hidrocarbonetos, alcodis e 6xidos com baixa
presenca de grupos cetona, aldeidos e fendis.

Percebe-se que algumas espécies de distribuicdo mais ampla, que também sao
nativas do Cerrado, como P. acutangulum, P. guineense e P. cattleyanum, ja foram
estudadas, porém, coletadas em outros biomas. Nao foram identificados trabalhos
descrevendo a composi¢ao quimica dos o6leos dessas plantas quando coletadas no
Cerrado demonstrando uma area em potencial para estudos futuros a fim de comparar a

influéncia do meio sobre a produgdo dos metabdlitos secunddrios.

5.3.2.4 - Hyptis sp.

O o6leo de Hyptis. sp. tem composi¢do bastante variada que inclui tanto
monoterpenos como sesquiterpenos sejam oxigenados (alcodis ou epdxidos) ou ndo. Os
principais compostos sdo B-pineno (17,6%), espatulenol (11,3%) e a-pineno (10,0%).
Acredita-se que o O6leo essencial dessa espécie ainda ndo tenha sido descrito na
literatura, pois, embora nao tenha havido a identificacdo precisa, ambas as espécies
possiveis (H. viscaria e H. foliosa) ainda ndo tiveram seus Oleos essenciais
caracterizados.

O género Hyptis € um dos mais vastos existentes no Cerrado. Segundo

Mendonca et al. (2008), ha mais de 130 espécies diferentes do género nativos no bioma.
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Como j4 citado, conhece-se a caracteristica dos 6leos de oito espécies de Hyptis
nativas do Cerrado: H. conferta, H. lythorides, H. marrubioides, H. ovalifolia, H.
passerina, H. spicigera, H. suaveolens, H. velutina e H. villosa. Essas plantas, a
excecdo da H. spicigera, mostraram tendéncia na producdo de sesquiterpenos
(principalmente espatulenol e biciclogermacreno), enquanto que na espécie estudada
houve equilibrio (52% de monoterpenos e 48% de sesquiterpenos). Assim como nas
demais espécies, identificou-se a presenca do espatulenol como um composto
majoritario.

Aguiar et al. (2003) estudaram o 6leo de Hyptis mutabilis (Rich.) Briq. na
Floresta Amazonica e identificaram os principais componentes como sendo timol, p-
cimeno, §-3-careneno, terpinoleno, B-cariofileno e (E)-cinamato de metila. Zoghbi et al.
(2002) estudaram o 6leo de Hyptis crenata Pohl ex Benth na Amazonia e identificaram
terpinoleno, 1,8-cineol, borneol, a-pineno e B-cariofileno como compostos majoritarios.
O 6leo de H. crenata também foi avaliado por Rebelo et al. (2009) que encontraram
compostos semelhantes como a-pineno, 1,8-cineol, B-pineno e canfora.

Na Caatinga, o género Hyptis também ¢é abundante. Caldas et al (2013)
estudaram o 6leo de Hyptis martiusii Benth. Os autores identificaram 1,8-cineol, 9-3-
careno e canfora como os compostos principais (CALDAS et al., 2013). Franco et al.
(2011) investigaram a espécie Hyptis fruticosa Salzm. ex Benth. em drea de Caatinga e
detectaram o 1,8-cineol, espatulenol, a-pineno e [B-pineno como 0s componentes
majoritarios do 6leo essencial. A planta Hyptis pectinata (L.) Poit também é comum no
nordeste brasileiro e estudos recentes indicam que seu Oleo essencial é composto
basicamente por B-cariofileno e 6xido de cariofileno (RAYMUNDO et al., 2011).

Além de produtores de 6leos essenciais, as espécies desse género sdo bastante
utilizadas na medicina tradicional em razdo de suas propriedades farmacoldgicas
(FALCAO e MENEZES, 2003). A H. suaveolens é seguramente a espécie mais
estudada do género (FALCAO e MENEZES, 2003 ¢ ZELLNER et al., 2009) e possui
diversas atividades biolégicas (MOREIRA et al., 2010; JAYA et al., 2012; CONTI et
al., 2011 e OLIVEIRA et al., 2005).

O ¢6leo de H. ovalifolia também demonstrou atividade bioldgica ao inibir o
crescimento dos fungos Microsporum canis, Microsporum gypseum, Tricophyton
mentagrophytes e Tricophyton rubrum (OLIVEIRA et al., 2004).

Oliva et al. (2006) mostraram que o 6leo de H. mutabilis é capaz de inibir a

atividade de fungos Mucor sp. Os autores atribuem o efeito a presenca do B-cariofileno,
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espatulenol e germacreno D (compostos majoritarios). Ressalta-se que a composicdo do

Oleo testado era diferente daquela obtida por Aguiar et al (2003).

5.3.2.5 - Lippia lacunosa

O oleo de Lippia lacunosa apresentou quantidade significativa de linalol
(38,7%) além de outros compostos como B-elemeno (18,3%), B-cariofileno (5,4%) e
germacreno D (5,3%).

O género Lippia possui mais de 90 espécies distintas no Cerrado de
caracteristicas arbustivas ou subarbustivas (MENDONCA et al., 2008).

Em 2001, Pascual et al. revisaram as informagdes existentes sobre 52 espécies
do género e constataram que p-cimeno, canfora, linalol, a-pineno, B-cariofileno e timol
sao as moléculas que mais frequentemente aparecem na composi¢cdo dos Oleos
essenciais.

Como j4 descrito na introdugdo, foram identificadas algumas espécies de Lippia
no Cerrado produtoras de dleos volateis. Percebe-se que o 6leo de L. lacunosa guarda
certa semelhanga com as demais espécies do Cerrado j4 estudadas, visto a presenca do
B-cariofileno e o germacreno D, embora em pequenas quantidades. Deve-se destacar a
semelhanga com o 6leo de L. rotundifolia que também apresentou teores elevados de
linalol (62,6%) e a existéncia de germacreno D (6,8%) e biciclogermacreno (6,8%)
(SILVA et at., 2013e). Leitdo et al. (2008) inclusive mencionam que ambas as plantas
costumam ser tratadas comum sindnimos em muitos herbérios.

Leitdao et al. (2008) também analisaram a composi¢do do dleo essencial de L.
lacunosa. Diferentemente do presente trabalho, as plantas utilizadas foram cultivadas a
partir de clones originados em Diamantina (MG). A composicao dos 6leos obtidos em
Minas Gerais (a partir das folhas e flores) apresentou diferengas significativas quando
comparado ao 6leo estudado nesse trabalho. Inicialmente destaca-se o rendimento aqui
obtido de 0,46% contra 0,33%. Quanto a composicao, os 6leos obtidos por Leitdo et al.
(2008) apresentaram o limoneno e o mirtenal como compostos majoritarios, enquanto,
no presente estudo o linalol e o B-elemeno responderam por quase 60% do 6leo. Embora
as diferencas parecam grandes, ndo é possivel determinar se as diferengas observadas
sdo em razdo de fatores genéticos (quimiotipos diferentes) ou fatores edafocliméticos
(quantidade de nutrientes no solo, disponibilidade hidrica, competicdo). Essa é a

primeira caracterizagdo do 6leo de L. lacunosa no Cerrado.
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Além do Cerrado, muitas espécies de Lippia foram estudadas em outros biomas.
Na Floresta Amazonica, Sarrazin et al. (2012) avaliaram a produgdo de 6leos essenciais
da espécie Lippia grandis Schauer e observaram que os principais constituintes foram
carvacrol, p-cimeno e timol. No caso da Lippia glandulosa Schauer, foram identificados
dois quimiotipos: um com timol e outro com P-cariofileno como 0s componentes
majoritarios (MAIA et al., 2005). O 6leo de L. origanoides, como ja comentado, possui
varios quimiotipos sendo carvacrol, timol, p-cimeno, 1,8-cineol, isoborneol, [-
cariofileno, a-selineno e a-humuleno algumas das moléculas majoritarias (OLIVEIRA
et al., 2007; GALVIS et al., 2011; STASHENKO et al., 2010; MORAIS et al., 2012 ¢
Silva, R. F. et al., 2013c).

A espécie Lippia triplinervis Gardner € uma planta nativa da Floresta Atlantica
cujo dleo apresenta carvacrol, timol e p-cimeno como componentes majoritarios (LAGE
et al., 2013). Silva et al (2010) investigaram quatro espécies de Lippia na Serra do Cip6
(bioma Floresta Atlantica) e identificaram os constituintes do Oleo de Lippia
microphylla Cham. (a-pineno, o-humuleno, biciclogermacreno e germacreno D), Lippia
aristata Shauer (B-cariofileno e germacreno D), Lippia martiana Shau (a-pineno e -
cariofileno) e Lippi salviifolia Cham. (nerolidol e germacreno D). Nota-se que as
plantas descritas por Silva et al (2010) ndo seguem o padrao percebido por Pascual et al
(2001).

A Caatinga também mostra vdrias espécies de Lippia produtoras de o6leos
essenciais. Vale destacar a Lippia gracilis Schauer com timol, p-cimeno e timol metil
éster (FERRAZ et al., 2013), a Lippia alnifolia Schau. com limoneno e piperitona
(MATES et al., 2000) e a Lippia microphylla Cham. com 1,8-cineol, timol e a-pineno
(COSTA et al., 2005).

Em razao da vasta gama de efeitos bioldgicos apresentados por muitas espécies
de Lippia (PASCUAL et al., 2001), percebe-se que esse género € bastante estudado
inclusive em experimentos agrondmicos com destaque para a L. origanoides e Lippia
Alba (Mill.) N. E. Br. (SILVA, VICCINI, et al., 2010) que apresentam principalmente
timol, carvacrol, 1,8-cineol, B-cariofileno e p-cimeno no caso da primeira (LIMA et al.,
2011; MEDEIROS et al., 2011; MORAIS et al., 2012 e VERAS et al., 2012) e linalol,
citral, mirceno, limoneno e carvona na segunda (JANNUZZI et al., 2010 e FORERO-
PENULA et al., 2013).
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Nota-se, portanto, a presenga significativa de compostos oxigenados, sejam
terpenoides ou fenilpropanoides, o que demonstra que ambas as rotas metabdlicas sio
empregadas pelo género.

Assim como observado no género Hyptis, muitas das espécies descritas acima,
como L. alba, L. gracilis, L microphylla, L. martiana, L. aristata, L. saviifolia, L.
grandulosa e L. alnifolia, ocorrem no bioma Cerrado, porém, somente foram estudadas
em outros habitats.

Pascual et al. (2001) identificaram que o uso mais comuns das espécies do
género € o tratamento de problemas respiratérios, mas varios outros efeitos bioldgicos
sdo observados. A atividade bioldgica demonstrada pela L. origanoides (L. sidoides)
frente a bactérias (VERAS et al., 2012) e protozodrios (MEDEIROS et al., 2011) deve-
se sobretudo em virtude dos isdmeros timol e carvacrol. O 6leo de L. gracilis, também
rico em timol, apresentou efeitos citotoxicos em cobaias (FERRAZ et al., 2013) e
bactérias (BITU et al.,, 2012). A espécie L. triplinervis mostrou efeito bastante
pronunciado na mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus (LAGE et al., 2013),
enquanto a L. grandis foi efetiva na inibi¢ao de bactérias como Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e escherichia coli (SARRAZIN et al., 2012).

E importante destacar que o linalol, principal componente do 6leo de L.
lacunosa, ¢ um monoterpeno oxigenado muito utilizado como aditivo de comidas e na
inddstria de perfumaria além de apresentar atividades biolgicas em uma série de casos
(CHENG et al., 2012). As principais fontes tradicionais de linalol natural sdo os 6leos
do Pau-rosa (Aniba rosaeodora) e da lavanda (Lavendula angustifolia), porém, sua
obtencdo traz problemas ambientais ou baixos rendimentos (CHENG et al., 2012).
Embora ja exista producdo de linalol sintético a precos competitivos, os setores de
perfumaria fina exigem o linalol de fontes naturais (OHASHI et al., 1997). Dessa forma
existe a necessidade se encontrar novas fontes de produgdo de linalol. Considerando o
razodvel rendimento apresentado pela L. lacunosa (0,46%), seria interessante a
realizacdo de futuros estudos sobre a variabilidade quimica, a composicdo
enantiomérica do linalol e a domesticagdo da espécie no intuito de avaliar a

possibilidade de produ¢ao industrial de seu dleo essencial.

5.4 - CONCLUSOES E RECOMENDACOES
Foi possivel identificar a composi¢cdo quimica dos dleos essenciais de quatro

plantas nativas do Cerrado, das quais os 6leos de P. laruotteanum (0,33%) e Hyptis sp.
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(0,75%) ainda nao haviam sido descritos e o 6leo de P. myrsinites (0,14%) nao havia
sido caracterizado quantitativamente. Especial atencdo deve ser dada ao d6leo de L.
lacunosa (0,46%), pois foi identificada a presenca de linalol em quantidades
significativas. A espécie H. saxatilis, embora apresentasse odor no campo, nao produziu
quantidades significativas de 6leo essencial pelo método da hidrodestilagio. E possivel
que a utilizacdo de técnicas de headspace permitam a identificacdo de alguns dos
componentes voldteis emitidos pela planta, porém, acredita-se que a espécie ndo seja
produtora de 6leos essenciais. A L. origanoides € uma espécie de ampla distribuigao e,
portanto, ja bastante estuda. O estudo em questdo, porém, mostra a existéncia no

Cerrado do quimiotipo rico em timol.
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6 - AVALIACAO DA ATIVIDADE FUNGICIDA

6.1- INTRODUCAO

A utilizacdo da madeira pelo ser humano comega nos primoérdios da humanidade
quando o homem descobriu o fogo e passou a usa-lo para melhorar sua forma de vida. O
combustivel mais disponivel obviamente era a madeira (RISBRUDT, 2005). Com o
tempo e a evolugao do conhecimento, a madeira recebeu destinagdes mais nobres € mais
importantes como a construcao de estruturas moveis, ferramentas, embarcagdes entre
outros (WIEMANN, 2010).

Essa diversidade de usos apenas é possivel em virtude da ampla faixa de
variacdo das propriedades macroscépicas das madeiras. Existem espécies leves ou
pesadas (densidade), flexiveis ou rigidas, duras ou macias que podem ser empregadas
sozinhas ou em combinacdes para atingir uma caracteristica especifica (WIEMANN,
2010).

As propriedades macroscépicas das madeiras sao resultado do complexo arranjo
bioldgico (células) e quimico (moléculas) que compde a parede celular das arvores. O
lenho de uma éarvore é composto por um intrincado conjunto de células ligadas e as
propriedades observadas s@o resultado da interacdo entre suas paredes celulares. Nestas
ha trés regides distintas: a lamela média, a parede primdria e a parede secundaria. Cada
uma dessas camadas possui uma composicdo quimica especifica com diferentes
quantidades de lignina, hemicelulose e celulose (cristalina ou amorfa)
(WIEDENHOEFT e MILLER, 2005).

Atualmente o mundo enfrenta uma série de problemas ambientais como a
intensificacdo do efeito estufa, os desastres naturais e a perda da biodiversidade. E nesse
cendrio que a madeira e seus derivados (MDF, HDF, compensado, OSB) passaram a
ocupar um lugar de destaque principalmente na constru¢do civil. Enquanto materiais
mais tradicionais como concreto ou 0 aco consomem muita energia na sua produgio e
sdo obtidos a partir de recursos naturais finitos (minérios), a madeira € um recurso
renovavel de baixo custo, contribui com o sequestro de carbono da atmosfera reduzindo
o efeito estufa e, se manejado corretamente, pode fornecer matéria-prima
indefinidamente (FALK, 2010 e SCHULTZ, NICHOLAS e PRESTON, 2007).

Embora haja muitas vantagens na utilizacdo da madeira para fins estruturais, a

durabilidade ao longo do tempo desse material ainda é um problema. Espécies de lenho
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naturalmente resistente ao ataque de micro-organismos € insetos como O mogno
(Swietenia macrophylla King), o jacaranda da Bahia (Dalbergia nigra (Vell.) Allemao
ex Benth.) e o cedro (Cedrela odorata L.) levam muitos anos para atingir a maturidade
necessdria para o corte e muitas delas estdo na lista de espécies ameacadas de extingao.
A alternativa vidvel desenvolvida foi a utilizacdo de madeiras de menor resisténcia,
porém, de crescimento mais acelerado associadas a um tratamento quimico para
artificialmente evitar o seu apodrecimento. Surgiram, entdo, os preservantes ou
preservativos de madeira (SCHULTZ, NICHOLAS e PRESTON, 2007).

Os preservantes de madeira sdo classificados em oleossoliveis e hidrossoliveis
dependendo do solvente empregado na sua formulacdo (hidrocarbonetos ou dgua
respectivamente). Como exemplo dos primeiros, destacam-se os vdrios tipos de
creosoto e o pentaclorofenol, enquanto, o arseniato de cobre cromatado (CCA) e os
boratos pertencem a segunda classe (LEPAGE, 1986).

Apesar de eficientes, os preservativos sao substancias toxicas ao homem e ao
meio ambiente (IBACH, 2005). Além dos possiveis impactos na satide dos
trabalhadores da drea de preservacdo de madeiras, pecas expostas ao ar livre estdo
sujeitas a lixiviagdo, que pode carrear compostos toxicos para o solo ou para 0s corpos
hidricos. Essas substancias geralmente apresentam baixa solubilidade em 4gua e alta
lipofilicidade e, portanto, sua concentragdo no ambiente tende a aumentar gradualmente
com o tempo (LEBOW, 2010). H4 inclusive alguns preservativos, como o CCA e o
pentaclorofenol, que sdo proibidos nos Estados Unidos, no Japao e na Europa para usos
mais restritivos (SCHULTZ, NICHOLAS e PRESTON, 2007).

Os riscos associados a utilizacao dos preservantes t€ém levado os pesquisadores a
buscarem novos produtos capazes de proteger a madeira sem acarretar em danos ou
riscos tdo significativos (BRAND, ANZALDO e MORESCHI, 2006). Uma das
alternativas mais interessantes € o emprego de produtos naturais obtidos de plantas ou
micro-organismos (SINGH e SINGH, 2012).

O desenvolvimento de um novo preservante, no entanto, requer uma série de
testes, tanto em laboratério, quanto em campo para verificar a eficiéncia e a eficcia do
produto. De acordo com Singh e Singh (2012) uma das principais barreiras ao
desenvolvimento de novos preservativos, especialmente os naturais, € a discrepancia
observada entre os resultados obtidos nos diferentes tipos de teste.

Atualmente para determinar a eficicia de um composto na protecdo de madeiras

sao adotados trés procedimentos de maneira encadeada. Inicialmente sdo realizados
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testes em meio de cultura nos quais € avaliada a toxicidade da substancia contra alguns
agentes xil6fagos em um ambiente altamente controlado e de resposta rdpida.
Encontrando-se resultados promissores, procede-se a uma segunda etapa na qual sdo
realizados ensaios com blocos de madeira. Nesse momento, empregam-se condigdes
mais parecidas com a realidade como o uso de madeira e solo, avalia¢do da lixiviagao e
a resposta do teste € mais demorada. Por fim, antes de um preservativo ser colocado no
mercado, sdo necessdrios ensaios de campo no qual estacas ou outros objetos tratados
sd0 expostos as intempéries e a a¢ao de toda a sorte de agentes deterioradores no solo,
no ar ou na agua. Esse tltimo ensaio € longo e consome varios anos.

A avaliacio em campo, embora demorada, possui regulamentacdo bastante
avancada. A tabela 6.1 traz algumas normas internacioanis de entidades como a
American Society for Testing Methods (ASTM), American Wood Protection Association
(AWPA) e Comitée Européen de Normalisation (CEN) que estabelecem os

procedimentos de testes de campo para avaliacdo de preservantes de madeira.

Tabela 6.1 — Normas internacionais sobre ensaios de campo.

Entidade Norma Aplicacdo

ASTM D1758-06 | Ensaio de campo com estacas

ASTM D2278-06 | Ensaio de campo com postes

ASTM D2481-05 | Ensaio de campo contra brocas marinhas

AWPA E3 Ensaio de campo com estacas e postes
AWPA ES Ensaio de campo contra brocas marinhas
AWPA ES8 Ensiao de campo com postes
AWPA E9 Ensaio de campo para usos sem contato com solo
CEN EN 252 ensaio de campo em contato com o solo
CEN EN 275 Ensaio de campo contra brocas marinhas
CEN EN 330 E:liaio de campo para usos internos € sem contato com O

Assim como os ensaio de campo, também existe grande normatizacao sobre os
chamados ensaio acelerados em laboratério. A tabela 6.2 mostra algumas normas
internacionais que regulamentam essa etapa. Embora haja variagdes, os experimentos
consistem basicamente em colocar um bloco de madeira pouco resistente, apds ser
submetido ao tratamento, em um recipiente contendo solo e um fungo xiléfago. Apds
algumas semanas o bloco € retirado e sua massa é medida, sendo avaliada a eficiéncia

do preservativo com base na perda de massa do corpo de prova (ASTM D1417, 2007).
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Tabela 6.2 — Normas internacionais sobre ensaios acelerados em laboratorios.

Entidade Norma Aplicagdo

ASTM D1417-07 | Ensaio com solo e bloco de madeira

ASTM D3345-08 | Ensaio contra cupins

AWPA El Ensaio contra cupins

AWPA E10 Ensaio com solo e bloco de madeira

AWPA El4 Ensaio de eficiéncia de preservativos em contato com solo
CEN EN 113 Ensaio contra fungos Basidiomycetes
CEN EN 599 Ensaio bioldgicos especificos para cada tipo de uso

Constata-se, entretanto, que 0os passos iniciais ndo possuem a regulamentagdo
observada nos demais casos. Nao existe norma que estabeleca os procedimentos para os
testes in vitro (em meio de cultura), o que resultada em uma vasta gama de
metodologias distintas.

No caso especifico de novos produtos fungicidas, existem duas metodologias
comumente utilizadas: o método da difusdo em dgar e método da diluicao (PAULI e
SCHILCHER, 2010; LANG e BUCHBAUER, 2012 e SAAD, MULLER e LOBSTEIN,
2013).

No método da difusdo, emprega-se placas de petri preenchidas com meio de
cultura sélido no qual € realizado um pequeno furo no centro onde se insere uma gota
do produto a ser testado. Alternativamente utiliza-se também um pequeno disco de
papel embebido no produto colocado no centro da placa. A substincia, entdo, forma um
gradiente pelo 4gar de tal forma que a concentracio no meio € inversamente
proporcional a distancia do centro (WHITE et al., 2001). O meio de cultura, por sua
vez, deve estar previamente inoculado com os micro-organismos (HAMMER e
CARSON, 2011; PAULI e SCHILCHER, 2010 e WHITE et al., 2001).

O método da dilui¢do pode ser executado tanto em meio liquido como em sélido
(SAAD, MULLER e LOBSTEIN, 2013). A técnica consiste em diluir o produto alvo no
meio de cultura em diferentes concentra¢des de acordo com uma progressao geométrica
e, em seguinda, inocular o micro-organismo a ser avaliado (WHITE et al., 2001).
Determina-se, entdo, a concentracdo de inibi¢io minima (CIM) como sendo a menor
concentracdo na qual ndo ha crescimento do micro-organismo (PAULI e SCHILCHER,
2010). O meio sdlido é geralmente mais utilizado sendo mais conhecido como método
de dilui¢ao em 4gar.

Assim a identificagdo de um produto realmente efetivo envolve vdrias etapas.

Muitos produtos naturais capazes de inibir o desenvolvimento de agentes xil6fagos ja
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foram estudados como extrativos de madeira, 6leos essenciais, ceras, resinas, taninos,
quitosana (SINGH e SINGH, 2012) e até exudacdes de microorganismos (BRAND,
ANZALDO e MORESCHI, 2006).

Recentemente os o6leos essenciais vém despertando crescente interesse nas
pesquisa em virtude de sua baixa toxicidade ao homem e da existéncia de vasta
informagdo sobre as atividades antimicrobianas nas dreas médicas e alimenticias
(ISMAN, 2008; KARTAL et al., 2006 e CHITTENDEN e SINGH, 2011).

Os oOleos essenciais, compostos volateis produzidos a partir do metabolismo
secundério de algumas plantas (BASER e DEMIRCI, 2007), sao formados por varias
moléculas com atividades bioldgicas ja conhecidas como limoneno (IBRAHIM et al.,
2001), acido cinamico (SOVA, 2012), cinamaldeido, eugenol (CHENG et al., 2008),
timol (CLAUSEN et al, 2010), carvacrol (LIMA et al., 2013), linalol (LOPEZ et al.,
2012). Além da bioatividade de alguns componentes, a grande variedade de moléculas
nos Oleos dificulta o desenvolvimento de resisténcia nos organismos a serem
combatidos e permite o surgimento de efeitos sinérgicos (RATTAN, 2010).

No estudo da acdo biologica de dleos essenciais contra fungos xiléfagos e
quaisquer outros micro-organismos a principal metodologia empregada na literatura é o
método da diluicdo em 4gar (VARELA et al., 2008; SAAD, MULLER e LOBSTEIN,
2013; PAULI e SCHILCHER, 2010; JUSOH et al, 2013; AMUSANT et al, 2009;
CHANG et al., 1999; CARILLO et al, 2010; SINGH e CHITTENDEN, 2008 ¢ YEN e
CHANG, 2008).

A auséncia de uma norma sobre o assunto, no entanto, resulta em trabalhos com
metodologias semelhantes, porém, com vdarios pontos diferentes. Inicialmente observou-
se a utilizacao de repeticoes distintas: trés (BOUCHRA et al., 2003; JUSOH et al, 2012
e PEREIRA et al., 2006); quatro (TAVARES e SOUZA, 2005 ¢ ZACARONI et al.,
2009) e cinco (SINGH e CHITTENDEN, 2008 e CARILLO et al, 2010). O tipo de
solvente também é constantemente alterado: etanol 95% (CLAUSEN et al., 2010),
acetona (JUSOH et al., 2012), acetona com dgua (CARILLO et al., 2010), 4gua com
emulsificante (MOHAMMADI e AMINIFARD, 2013), dgua e dissolucdo através de
ultrassom (BOUCHRA et al., 2003) e éter etilico (ZACARONI et al., 2009).
Independentemente do solvente, a dispersdo uniforme do 6leo no meio € fundamental,
portanto, geralmente faz-se necessaria a adigdo de emulsificantes devido ao carater
lipofilico dos o6leos essenciais (SAAD, MULLER e LOBSTEIN, 2013 e PAULI e

SCHILCHER, 2010). Outros aspectos menos relevantes também sdo modificados como
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o tamanho do micélio do fungo inoculado e a quantidade de meio de cultura em cada
placa.

A principal varidvel do experimento € a concentra¢do do produto a ser avaliado.
Essa concentracao € calculada considerando-se o meio de cultura como o solvente.
Dessa forma, os trabalhos encontrados na literatura empregam concentracdes bastante
variadas. H4 desde valores maximos baixos como 100 ppm (CHANG et al., 1999 e
CHANG et al., 2000) ou 250 ppm (BOUCHRA et al., 2003) até valores mais elevados
como 1000 ppm (JUSOH et al., 2012 e TAVARES e SOUZA, 2005) e 10.000 ppm
(CARILLO et al., 2010; SINGH e CHITTENDEN, 2008 e AMUSANT et al., 2009).

Embora pouco empregado nos ensaios com fungos xiléfagos, o método da
difusdo € bastante aceito nos trabalhos com outros micro-organismos. Obviamente essa
metodologia ndo € capaz de fornecer a CIM com a validade observada no método de
diluicao, porém, informagdes qualitativas importantes podem ser obtidas.

Ambas as técnicas possuem pontos fortes e fracos na avaliacdo da atividade
bioldgica de dleos essenciais. O principal aspecto negativo do método de difusdo € a
dificuldade de dispersdo de compostos hidrofébicos no meio de cultura que pode
induzir a resultados incorretos em virtude da baixa solubilidade dos compostos na dgua
(SAAD, MULLER e LOBSTEIN, 2013 ¢ BAGAMBOULA, UYTTENDAELE e
DEBEVERE, 2004). Como o6leos essenciais sdo misturas de varios compostos, iSso
pode resultar numa dispersdo heterogénea dos componentes do 6leo. Além disso, a
forma de inocular os fungos no meio de cultura pode niao ser homogénea, pois envolve
pulveriza¢do ou diluicdo no meio de uma solu¢do com uma concentragdo de esporos
conhecida, o que, por si s0, ja acarreta dificuldades (MARIN et al., 2012 e SCORA e
SCORA, 1998).

Por outro lado, a metodologia da diluicilo em &4gar também apresenta
desvantagens. A principal € a grande quantidade de trabalho dispendida para sua
execugdo, além de requerer extenso treinamento daqueles que executardo o ensaio e
apresentar valores elevados para sua execucdo quando o teste envolve muitos micro-
organismos (VARELA et al., 2008 ¢ WHITE et al., 2001). Percebe-se também que a
quantidade de produto necessaria para os ensaios é maior do que no método da difusio,
0 que O torna mais oneroso.

Considerando-se que a extracdo de O6leos essenciais ainda é, em geral, um
procedimento dispendioso € com baixo rendimento (FIGUEIREDO et al., 2008 e

SCHMIDT, 2010), identificou-se a necessidade de alteracdes na metodologia mais
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comum para investigar a acdo desses Oleos contra fungos xil6fagos de maneira a
consumir uma quantidade menor de produto sem prejudicar as informacdes suficientes
as proximas etapas e de modo a tornar o ensaio mais adequado a realidade dos 6leos

essenciais.

6.2- MATERIAIS E METODOS
6.2.1 - Testes antifiingicos

Para a realizacdo dos testes antiftingicos foram escolhidos um fungo de podridao
branca (Trametes versicolor) e outro de podridao parda (Gloeophyllum trabeum). O
meio de cultura utilizado para a realizacio dos testes era composto por uma mistura de
30 g de extrato de malte e 18 g de 4gar em 1 L de dgua deionizada. Apds a esterilizacdo
do material (120°C por 20 min), cada placa de petri (9 cm) foi preenchida com 15 mL
do meio de cultura ainda liquido. Apds a solidificacdo do meio, as placas foram seladas
e colocadas em repouso por duas semanas a fim de garantir a inexisténcia de
contaminacao.

A inoculacdo dos fungos e a aplicagdo do produto a ser testado foram realizadas
com o auxilio de um mapa de posicionamento (figura 6.1). A utilizagdo do mapa
garantiu que o micélio de fungo e o produto fossem colocados sempre na mesma
posicao.

Utilizando-se de um furador cilindrico de 5 cm, foram abertos orificios no centro
do meio de cultura (posicdo A) no qual foram adicionados 20 pl. da solugdo a ser
testada. As placas foram inoculadas na posicio B com discos de 6 cm de didmetro
retirados de meio de cultura contendo micélio dos fungos com cinco semanas (G.
trabeum) e quatro semanas (7. versicolor).

Foram utilizados ao todo seis 6leos essenciais (L. origanoides, S. aromaticum, P.
myrsinites, Hyptis sp., P. laruotteanum e L. lacunosa) em quatro concentragdes
distintas: 100, 50, 25 e 12,5% (volume/volume). Os 6leos foram dissolvidos com etanol
até as concentracdoes de interesse. As solucdes foram preparadas com metodologia
semelhantes aquela descrita na norma ASTM D 4445 (2003) em que se prepara
inicialmente a solugdo com maior concentracdo e utiliza-se metade desta solug¢do para,

através de diluicoes em série, obter as demais.
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Figura 6.1 — Mapa de posicionamento utilizado para posicionar os micélios de fungos e
o produto a ser testado (as letras A e B sdo apenas ilustrativas).

Empregou-se um branco negativo no qual foram adicionados apenas 20 pL de
etanol no ponto A. Com o intuito de comparar a acdo dos 6leos testados com produtos
comerciais, foi usado um produto a base de tribromofenol (Jimo TBF Export 64) como
referéncia, o qual foi diluido conforme recomendacdo do fabricante (4% em &4gua
deionizada).

As placas foram incubadas a temperatura de 27°C e com umidade relativa de
70% até os dois micélios nas posicdes B do grupo controle (aplicagdo apenas de
solvente) encontrarem-se, o que levou, em média, cinco dias, no caso do 7. versicolor, e

10 dias, para o G. trabeum. Para cada tratamento foram realizadas 10 repeticoes.

6.2.2 - Avaliacio do efeito antifiingico dos 6leos essenciais

A avaliagdo do efeito das concentragdes dos Oleos foi realizada através do
célculo dos indices de inibicdo conforme a equacdo 6.1. Esta foi modificada da
literatura para se adequar a situacdo em questdo (CHANG et al., 1999; CHENG et al.,
2006 e CARILLO et al., 2010):
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1(%) = (1 —ﬁ—z) X 100 6.1)

Onde:
I(%) = indices de inibi¢do percentual
A, = area ocupada pelo fungo no experimento com produto a ser testado

Ay, = drea ocupada pelo fungo no experimento controle (solvente)

A drea ocupada pelos fungos foi medida através de fotografias e posterior
tratamento de imagens. As fotografias foram feitas com uma camera digital Sony
Cyber-shot modelo DSC-WX7 de 16,2 Megapixels. A ciAmera estava ajustada para ndo
utilizar flash e sem zoom. O equipamento foi posicionado a uma distancia vertical de 12
cm das placas que seriam fotografadas conforme observado na figura 6.2. O ambiente
foi controlado de forma que as placas fossem posicionadas em cima de um material

escuro e apenas com luz difusa com o objetivo de realgar o contraste.

/P
& ?lﬁ‘r"‘-"'f:t‘ ‘?—5 "!‘#5.0#.8;?:’5 . 3

Figura 6.2 — local utilizado para a obtencdo das fotografias

As imagens obtidas do tipo RGB color no formato JPEG foram analisadas no
software Image] pelo processo de limiarizacio (GONZALEZ e WOODS, 2007 e
MARQUES FILHO e VIEIRA NETO, 1999). A imagem colorida foi transformada em

uma imagem em escala de cinza (8-bit) e em seguida foi limiarizada obtendo-se uma
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imagem bindria na qual a drea em branco corresponde a drea ocupada pelo fungo. O
processo pode ser visualizado na figura 6.3. O tratamento das imagens foi realizado
através de programagdo macro. Em razdo das diferencas de coloracdo entre os dois
fungos, foram necessarias macros distintas para cada fungo (mostradas no Apéndice C).
Com o intuito de obter uma melhor imagem para o cdlculo da area foram utilizadas
algumas técnicas de morfologia matemética (FERREIRA e RASBAND, 2012).

A partir da imagem bindria, o software foi capaz de calcular a drea ocupada pelo

fungo (FERREIRA e RASBAND, 2012).

(c)
Figura 6.3 — Processo de tratamento das imagens: (a) imagem colorida, (b) imagem em
escala de cinza e (c¢) imagem limiarizada.

6.2.3 - Analise estatistica
O trabalho desenvolvido pode ser entendido como o conjunto de experimentos
distintos compostos por um 6leo e um fungo. Dessa forma tém-se varios delineamentos

inteiramente casualizados com quatro tratamentos e 10 repeticoes.
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O tratamento estatistico dos dados foi realizado com o auxilio dos softwares
SPSS e Microsoft Excel®. Os dados foram analisados através de andlise de variancia
(ANOVA) com teste de Tukey e buscou-se a melhor regressdo para as situacdes em
questdo (linear ou logaritmica). O teste de Tukey foi realizado através de uma macro
para Excel disponibilizada pela Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar)

disponivel em http://www.cca.ufscar.br/servicos/teste-de-tukey/.

6.3- RESULTADOS
6.3.1 - Atividade antifiingica dos éleos essenciais

A figura 6.4 mostra a aparéncia de uma tipica placa de petri apés o término dos
experimentos. As tabelas 6.3 e 6.4 mostram os indices de inibicio do crescimento
fingico de G. trabeum e T. versicolor respectivamente para os Oleos nas diversas
concentracdes avaliadas enquanto que o fungicida comercial apresentou indices de
inibicdo de 96,81% (G. trabeum) e 59,99% (T. versicolor). As informagdes sobre o

tratamento estatistico das regressoes estdo descritas no Apéndice B.

(a) (b)
Figura 6.4 — Imagens do crescimento dos fungos ao término do experimento: (a) G.
trabeum e (b) T. versicolor.

Quando nao havia o desenvolvimento do fungo, como na figura 6.5, definiu-se o
indice de inibi¢do igual a 100% e ndo foi realizado nenhum tratamento na imagem.
Houve também placas em que o fungo cresceu mais do que o valor controle (placas
tratadas com etanol). Nesse caso atribuiu-se o valor de 0% de inibicao.

Os oleos de P. myrsinites e P. laruotteanum mostraram atividade bioldgica
muito baixa ja com a concentracdo de 100% contra G. trabeum (indices de inibi¢do de

18,76 e 9,42% respectivamente, ver tabela 6.3) e, por essa razdo, ndo foram avaliadas

56



em concentragdes menores. Além disso, ndo houve material suficiente dos 6leos de P.
myrsinites, Hyptis sp. e P. laruotteanum para a realizacdo dos ensaios com o fungo 7.

versicolor.

Tabela 6.3 — Indices de inibi¢do dos Sleos essenciais contra G. trabeum.

L. origanoides 100,00 a* 100,00 a 100,00 a 100,00 a
S. aromaticum 100,00 a 94,78 a 76,81 b 26,04 ¢
P. myrsinites 18,76 - - -
Hyptis sp. 34,06 a 21,93 ab 11,57 bc 0,00 ¢
P. laruotteanum 9,42 - - -
L. lacunosa 83,16 a 32,71 b 29.87 bc 14,55 ¢

*valores com as mesmas letras na linha indicam que, ao nivel de significancia de 5%, ndo ha diferenca
estatistica entre as médias pelo teste de Tukey.

Tabela 6.4 — Indices de inibi¢do dos 6leos essenciais contra 7. versicolor.

L. origanoides 100,00 a* 98,85 a 94,50 a 65,38 b
S. aromaticum 70,49 a 67,06 ab 54,58 ¢ 57,08 bc
L. lacunosa 100,00 a 75,09 b 26,84 ¢ 1,19 d

*valores com as mesmas letras na linha indicam que, ao nivel de significancia de 5%, ndo ha diferenca
estatistica entre as médias pelo teste de Tukey.

Figura 6.5 — Resultado do experimento com fungo 7. versicolor com dleo de L.
origanoides, no qual o fungo foi totalmente inibido.
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6.4- DISCUSSAO
6.4.1 - Atividade biologica
6.4.1.1 - Lippia origanoides

Observa-se claramente que o Oleo de L. origanoides apresenta atividade
antifingica bastante elevada. Esse resultado corrobora as pesquisas de que esse dleo
possui atividade biolégica, porém, esta € a primeira vez que o 6leo de L. origanoides é
testado contra fungos apodrecedores de madeira.

Oliveira et al. (2007) avaliaram o efeito do 6leo essencial em questdo contra
diversos fungos e algumas bactérias. Os resultados foram interessantes, entretanto, ao
contrario deste trabalho, o 6leo testado era rico em carvacrol. Galvis et al. (2011)
também mostraram que o Oleo de L. origanoides € ativo contra fungos do género
Aspergillus e Candida.

H4 vaérios outros estudos que comprovam a atividade biolégica do dleo de L.
origanoides contra protozodrios (FARIAS-JUNIOR et al., 2012), insetos (LIMA et al.,
2011) e bactérias (VERAS et al., 2012), além de efeitos antigenotéxicos (VICUNA,
STASHENKO e FUENTES, 2010). Todos esses artigos relatam que os efeitos
observados dependem dos isomeros timol e carvacrol.

A completa inibicdo do G. trabeum em todas as concentragdes testadas
evidencia a sensibilidade desse fungo ao 6leo. Contra o 7. versicolor a inibi¢do foi
menor, porém, ainda bastante significativa principalmente considerando que ndo houve
diferenca significativa entre as trés primeiras concentragdes (ver tabela 6.4).

A aproximacdo logaritmica dos indices de inibi¢do do 6leo de L. origanoides
contra o fungo T. versicolor em funcdo da concentracdo (2 = 0,511) foi mais
representativa do que a regressdo linear (12 = 0,331), embora ambas tenham sido
significativas (figura 6.6).

Embora ainda ndo tivesse sido avaliado contra fungos xil6fagos, o principal
composto do 6leo de L. origanoides, o timol, ja foi estudado contra 7. versicolor e
Coniophora puteana e demonstrou elevada capacidade de inibir o crescimento flingico
(VODA et al., 2003).

Considerando a baixa toxicidade do timol ao ser humano (EPA, 2009), tanto o
timol como o 6leo de L. origanoides sao potenciais candidatos a constituirem principios
ativos de preservativos de madeira menos agressivos e, para tanto, serdo necessarios
estudos mais aprofundados como os ensaios acelerados em laboratério com blocos de

madeira.
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Figura 6.6 — Regressoes linear e logaritmica do indice de inibi¢do do fungo 7.
versicolor em fungdo da concentragdo de dleo de L. origanoides.

6.4.1.2 - Syzigium aromaticum

O dleo de S. aromaticum também apresentou atividade interessante, embora nao
tao eficiente quanto a L. origanoides. Contra o fungo G. trabeum, observou-se que nao
houve diferenga estatistica entre as concentragdes mais altas (100 e 50%), todavia, a
inibicdo decresceu acentuadamente nas demais concentracdes (ver tabela 6.3).
Novamente observou-se que a regressdo logaritmica é mais adequada para representar
os dados conforme observado na figura 6.7 (12 = 0,714 e 2 = 0,508 respectivamente).

O dleo de S. aromaticum demonstrou certa atividade contra o fungo T.
versicolor. Ambas as regressoes (linear e logaritmica) foram significativas, porém, nao
foram capazes de explicar grande parte das variacdes dos dados observadas (12 = 0,308 e
2 = 0,302 respectivamente). A figura 6.8 mostra que hd grande variacdo nos dados
principalmente naqueles relacionados a concentracdo de 12,5% cuja média do indice de
inibicdo foi maior do que a média relativa a concentracdo de 25%. Isso sugere a
existéncia de algum erro sistémico, pois em todos os resultados com os demais 6leos o
indice de inibicdo sempre foi diretamente proporcional a concentragdo embora essa

relac@o nao tenha se mostrado linear.
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Figura 6.7 — Regressoes linear e logaritmica do indice de inibi¢do do fungo G. trabeum
em funcdo da concentracdo de 6leo de S. aromaticum.
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Figura 6.8 — Regressoes linear e logaritmica do indice de inibi¢do do fungo G. trabeum
em funcdo da concentracdo de 6leo de S. aromaticum.
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Existem muitas informacdes sobre a atividade bioldgica do dleo de S.
aromaticum contra insetos, bactérias e fungos (CHAIEB et al., 2007). Matan e Matan
(2007) investigaram o efeito do 6leo de cravo contra fungos emboloradores de madeira
(Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e Penicillium sp.) tanto em testes in vitro
como em ensaios acelerados de laboratério. Os pesquisadores mostraram que o 6leo foi
capaz de inibir o crescimento do bolor na madeira de Hevea brasiliensis por pelo menos
12 semanas.

Mais recentemente Ma-in, Kittikun e Phongpaichit (2014) estudaram o efeito do
6leo de S. aromaticum contra fungos semelhantes (Penicillium sp., Aspergillus niger e
Aspergillus versicolor). Conquanto os resultados in vitro tenham sido promissores, 0
6leo ndo foi capaz de inibir o crescimento desses fungos quando testado em madeira (H.
brasiliensis) (MA-IN, KITTIKUN e PHONGPAICHIT, 2014).

Rana, Rana e Rajak (2011) avaliaram os efeitos do dleo de S. aromaticum contra
fungos patégenos e obtiveram resultados interessantes. Mostrou-se ainda que a
atividade antiftingica é devida ao eugenol presente em grande quantidade nesse 6leo
(RANA, RANA e RAJAK, 2011).

Cheng et al. (2006) avaliaram a capacidade do eugenol de inibir o
desenvolvimento de fungos de podridao parda (Laetiporus sulphureus) e podridao
branca (7. versicolor e Lenzites betulina). O estudo identificou que o eugenol possui
boa atividade em especial contra o fungo de podridao parda de forma semelhante ao
observado neste trabalho (CHENG et al., 2006).

Yen e Chang (2008) também mostraram a efetividade do eugenol contra fungos
xil6fagos e novamente houve maior inibicdo do fungo de podridio parda. E interessante
notar que o eugenol apresentou efeito sinergético quando combinado com o
cinamaldeido (YEN e CHANG, 2008).

Cheng et al. (2008) estudaram o efeito de alguns congéneres do eugenol contra
fungos xiléfagos (L. sulphureus e L. betulina). Os autores identificaram que a
modificacdo do grupo hidroxila (-OH) por grupos menos polares ou apolares (acetil e
metil) reduz drasticamente a atividade do composto (CHENG et al., 2008). Por outro
lado, a mudanca de posicao da dupla ligagdo tornou o composto mais efetivo. O
isoeugenol (figura 6.9) apresenta maior deslocalizacdo dos elétrons, em razdo da
conjugacao das ligacdes duplas, o que se reflete, por exemplo, em um maior potencial

antioxidante (MARTEAU et al., 2013).
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A atividade do eugenol é bem conhecida e, por isso, ja estd sendo utilizado nas
proximas etapas dos testes de preservacdo de madeira. Chittenden e Singh (2011)
avaliaram a eficiéncia desse composto em ensaios acelerados de laboratério de acordo
com a norma EN113. Foi comprovada a capacidade do eugenol de evitar a perda de
massa em madeira de pinho, porém, ficou evidente a facilidade de lixiviacdo do

composto (CHITTENDEN e SINGH, 2011).

O . CH
HSCK D/\/ 3
HO

Figura 6.9 — Férmula estrutural do isoeugenol

6.4.1.3 - Psidium myrsinites

O 6leo de P. myrsinites era muito viscoso, portanto, acredita-se que isso tenha
dificultado sua difusdo para o meio de cultura, o que poderia explicar sua baixa
atividade. Esse 6leo € muito rico em sesquiterpenos (88% dos compostos), porém, ao
contrario dos O6leos de P. laruotteanum e Hyptis sp., predominam o0s terpenos
oxigenados (68%) como 6xido de cariofileno (26,1%) e epéxido de humuleno II (8,8%).
Embora a presenca do oxigénio permita ligacdes de hidrogénio e outras interagdes com
a agua, as grandes cadeias organicas (15 carbonos) devem ser preponderantes na
determinacdo da solubilidade desses compostos em dgua. Taherpour et al. (2011)
calcularam a solubilidade tedérica de alguns terpenos em dgua e mostraram, como
esperado, que sesquiterpenos sao bem menos soliveis do que monoterpenos

(TAHERPOUR et al., 2011).

6.4.1.4 - Hyptis sp.

Embora a inibi¢do causada pelo 6leo de Hyptis sp. tenha sido pequena (inibi¢dao
maxima de 34,06%), € possivel observar que tanto a regressao logaritmica como a linear
foram capazes de explicar razoavelmente as variacdes dos dados, porém, a logaritmica
foi ligeiramente superior a linear (12 = 0,568 e r2 = 0,527 respectivamente). As curvas
sdo mostradas na figura 6.10.

Em razdo dos baixos valores de inibi¢do de Hyptis sp. obtidos contra o G.

trabeum, esse 6leo ndo foi testado contra o fungo T. versicolor.
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Figura 6.10 — Regressdes linear e logaritmica do indice de inibi¢do do fungo G. trabeum
em funcdo da concentracdo de 6leo de Hyptis sp..

6.4.1.5 - Psidium laruotteanum

O d6leo de P. laruotteanum apresentou a menor atividade de todos os 6leos
testados.

E possivel que a baixa atividade observada para os Gleos de Hyptis sp. e P.
laruoatteanum se deva ao elevado teor de terpenos ndo oxigenados (67 e 65%
respectivamente) que possuem baixa solubilidade em dgua, o que pode dificultar sua
difusdo no meio de cultura. O B-pineno, um dos principais compostos do 6leo de Hyptis
sp. (17,6%), possui solubilidade em dgua de 1,9 ppm e o a-pineno (10,0%) de apenas
0,9 ppm (GRIFFIN et al., 1999). No 6leo de P. laruotteanum, ocorre fato semelhante
em que os principais componentes, o-pineno (11,4%) e p-cimeno (34,8%), possuem
baixa solubilidade (0,9 e 6,2 ppm respectivamente) (GRIFFIN et al., 1999). De forma
geral, Griffin et al. (1999) mostraram que terpenos, sem grupos funcionais (hidroxilas
ou carbonilas por exemplo), ndo apresentam atividade bioldgica significativa em razao
de sua baixa solubilidade em 4gua. Lang et al. (2011), todavia, relatam que tanto o a-

pineno como o p-cimeno possuem alguma atividade contra fungos.
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6.4.1.6 - Lippia lacunosa

O dleo de L. lacunosa foi mais eficiente no combate aos fungos testados. A
atividade desse 6leo contra o fungo G. trabeum mostrou-se razoavelmente eficiente,
enquanto, a inibicao do 7. versicolor foi boa (Tabelas 6.3 e 6.4). O indice de inibi¢ao do
fungo de podriddo parda decresceu rapidamente. O modelo linear foi capaz de explicar
melhor a variacdo (12 = 0,823), embora a regressdo logaritmica também tenha elevado
coeficiente de determinacdo (12 = 0,730). Ambas as curvas podem ser observadas na

figura 6.11.
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Figura 6.11 — Regressdes linear e logaritmica do indice de inibi¢do do fungo G. trabeum
em funcdo da concentracdo de 6leo de L. lacunosa.

Contra o fungo de podridao branca, o indice de inibi¢do ajustou-se muito bem ao
modelo logaritmico (12 = 0,950), porém, o modelo linear também foi capaz de explicar
grande parte dos dados (12 = 0,862) (Figura 6.12).

O 6leo de L. lacunosa € rico em linalol (38,7%), um dlcool monoterpénico. O
linalol é uma substincia com bioatividade ja conhecida (CHENG et al., 2012). Lang et
al. (2011) apontam que O6leos essenciais contendo linalol sdo ativos contra micro-
organismos inclusive contra fungos. Cheng et al. (2006), mostraram, entretanto, que a
atividade do 6leo essencial de Cinnamomum osmophloeum rico em linalol é menos
intensa contra fungos xil6fagos do que os 6leos de outros quimiotipos com eugenol ou

cinamaldeido.
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Figura 6.12 — Regressodes linear e logaritmica do indice de inibi¢do do fungo 7.
versicolor em fungdo da concentragdo de dleo de L. lacunosa.

Ha na literatura certo entendimento de que os 6leos essenciais atuam por Varios
mecanismos em virtude da diversidade de compostos existentes (LANG e
BUCHBAUER, 2012 e CARSON, MEE e RILEY, 2002). Embora o linalol possua
razodavel solubilidade em dgua (754 ppm) se comparado a outros terpenos (GRIFFIN et
al., 1999), mais de 50% do 6leo de L. lacunosa é composto por sesquiterpenos, grande
parte ndo oxigenados, que possivelmente t€ém baixa solubilidade (TAHERPOUR et al.,
2011) e, consequentemente, difusdo heterogénea no meio de cultura. Nao foram
encontradas, entretanto, muitas informagdes sobre a solubilidade em dgua ou sobre o
coeficiente de particio octanol-dgua (Kow) de sesquiterpenos para corroborar esse
raciocinio. Isto mostra um interessante campo para pesquisas, visto que alguns estudos
(GRIFFIN et al., 1999 ¢ SAAD, MULLER e LOBSTEIN, 2013) demonstram a
existéncia de forte correlagdo entre a atividade de monoterpenos e fenilpropanoides com
sua hidrofobicidade.

Conquanto tenha sido identificado apenas um trabalho em que um 6leo com
quantidades considerdveis de linalol foi avaliado contra fungos xil6fagos, existem
alguns trabalhos que investigaram a ac¢do de outros terpenos nao fendélicos na inibi¢ao
de tais micro-organismos.

Yang e Clausen (2007) mostraram que 6leos contendo citronelol e carvona sdo

efetivos contra fungos emboloradores. Cheng et al. (2004) testaram alguns terpenos
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contra alguns fungos apodrecedores e observaram que o a-cadinol e o T-muurolol
apresentaram elevados {indices de inibi¢do. Outros terpenos como limoneno, o-
terpineno, B-mirceno, B-cariofileno e 6xido de cariofileno ndo demonstraram qualquer
atividade (CHENG et al., 2004).

A literatura mostra que terpenos oxigenados sdo mais ativos contra bactérias do
que hidrocarbonetos. Enquanto isso os fendis possuem maior atividade do que os
alcodis que, por sua vez, sdo mais eficientes do que aquelas substancias com grupo
carbonila (cetonas e aldeidos) (GALLUCCI er al., 2009 e GRIFFIN er al., 1999).
Segundo Gallucci et al. (2009) e Griffin et al. (1999), a principal caracteristica atrelada
a bioatividade € a capacidade de formar ligacdes de hidrogénio.

A posicao dos grupos funcionais também aparenta ser importante. O a-cadinol e
o T-muurolol, ndo obstante serem isdmeros de posi¢do, demonstraram indices de
inibicao elevados, porém, o a-cadinol foi significativamente mais eficiente do que o T-
muurolol (CHENG et al., 2004).

Os estudos com componentes isolados de dleos essenciais concentram-se em
estudos com monoterpenos ou fenilpropanoides, provavelmente devido a maior
facilidade para obtencdo da matéria prima, visto que poucos sesquiterpenos sao
disponiveis comercialmente. Ao estudar a atividade bioldgica de dleos de plantas do
Cerrado, encontram-se algumas dificuldades nesse sentido, pois os sesquiterpenos

geralmente estio presentes em grandes quantidades.

6.4.2 - Mecanismo de acio

Muitas referéncias na literatura destacam que dentre os componentes de 6leos
essenciais, os fendis, principalmente timol, carvacrol e eugenol, possuem acgdo
antimicrobiana muito elevada em especial contra fungos (SAAD, MULLER e
LOBSTEIN, 2013; BURT, 2004; LANG e BUCHBAUER, 2012; LIMA et al., 2013;
SCORA e SCORA, 1998 e PAULI e SCHILCHER, 2010).

A madeira, que é atacada pelos fungos apodrecedores, ¢ formada por uma
intrincada rede de polimeros naturais: celulose, hemicelulose e lignina. A celulose é
constituida apenas de D-glicose e forma microfibrilas as quais sdo envolvidas por
misturas de hemicelulose e lignina (PEREZ et al., 2002). Macroscopicamente a madeira
€ constituida pela medula (centro), cerne, alburno, regido cambial, casca interna e casca

externa (CHIMELO, 1986).

66



Muitos autores atribuem a durabilidade da madeira a presenca dos extrativos
existentes no cerne principalmente nas regides mais afastadas da medula (OLIVEIRA et
al., 1986 e ROWELL et al., 2005). Alguns estudos com madeiras durdveis mostraram
que seus extrativos tém pouca atividade fungicida, porém, ainda sim sdo capazes de
proteger a madeira da deterioragdo por fungos xiléfagos (SCHULTZ e NICHOLAS,
2000). A explicagdo mais plausivel seria que os extrativos agem de vdarias maneiras
diferentes. Além da atividade fungicida, a propriedade de preservar a madeira exibida
pelos extrativos € atribuida ao poder antioxidante e a capacidade de complexac¢do com
metais (SCHULTZ e NICHOLAS, 2000 e SCHULTZ e NICHOLAS, 2002). Os
extratos de madeiras durdveis t€m em sua composi¢cdo polifendis como flavonoides e
taninos condensados e hidrolisdveis (figura 6.13) (ROWELL et al., 2005). A essas

substancias € atribuida a alta durabilidade das madeiras.
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Figura 6.13 — Exemplo de (a) flavonoide (2-fenil-1,4-benzopirona) e (b) tanino
hidrolisavel (acido tanico).

Hé duas categorias bdsicas de fungos xil6fagos. Micro-organismos que nado
causam a degradacdo da parede celular como os fungos emboloradores e os
manchadores que se utilizam das substincias presentes no limen das células da
madeira. Micro-organismos, por outro lado, que degradam a parede celular como os
fungos de podridao branca e parda sdo capazes de atacar a celulose, a hemicelulose
(podridao branca e parda) e a lignina (apenas podriddo branca).

De acordo com Martinez et al. (2005), a a¢ao dos fungos de podridao branca, ao
consumir a madeira, inicia-se com a degradagdo da lignina através de processos de
oxirredugcdo. Estes processos envolvem vdrias enzimas extracelulares que utilizam
alguns metais e compostos (H,O, e *OH) para iniciar a oxida¢do da lignina. As enzimas

em si s30 muito grandes e, por isso, ndo sdo capazes de penetrar na estrutura compacta
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da madeira (HAMMEL et al., 2002 e MARTINEZ et al., 2005). Dessa forma, a
alternativa encontrada € a liberacao de pequenos compostos como Mn’*, H,0, e *OH a
fim de iniciar a fragmentacio da lignina (MARTINEZ et al., 2005).

Assim como no caso da lignina, a celulose e a hemicelulose também sao
degradadas por mecanismos de oxirredu¢io (HAMMEL et al., 2002 e OLIVEIRA et
al., 1986). Segundo Pérez et al. (2002), as enzimas que atacam a celulose o fazem na
sua por¢cdo amorfa onde existe mais espago para sua penetracdo, ou seja, € possivel que
seja necessario também o langamento de pequenos compostos nas primeiras etapas de
consumo da celulose.

Hammel et al. (2002) sugerem que a geragdo de espécies com oxigénio reativo
sdo produzidas por reagdes que envolvem a oxidacdo de metais como o Fe?*, mostrando
novamente o papel de alguns metais no processo.

Observa-se, portanto, que, assim como sugerido por Schultz e Nicholas (2002), o
poder antioxidante e a capacidade de complexacdo influenciam na eficicia de um
preservativo de madeira, pois essas propriedades interferem nos mecanismos de
obtencdo de alimento pelos fungos através da degradacdo da madeira.

Os compostos fendlicos podem inibir o apodrecimento da madeira em razdo de
sua capacidade de reagir com radicais livres e oxidantes (devido ao efeito da
deslocalizacao dos elétrons em duplas ligacdes conjugadas, conforme observado na
figura 6.14) e também pela presenca de hidroxilas (-OH) disponiveis para interagir com
metais (efeito quelante) (SOVA, 2012). Essas conclusdes vao ao encontro daquelas
obtidas por Cheng et al (2008) ao estudar a atividade dos congéneres do cinamaldeido e
do eugenol. A atividade dos congéneres aumenta quando ha duplas ligagdes conjugadas,
grupos acidos ou aldeidos, pois se aumenta o efeito da deslocalizacdo dos elétrons e
assim a capacidade de reagir com radicais livres e oxidantes.

Em estudo recente, Teixeira et al (2013) avaliaram o potencial antioxidante de
17 Oleos essenciais comerciais e identificaram que quase todos os Oleos com
fenilpropanoides ou terpenos fendlicos em suas composicdes apresentaram boa

atividade antioxidante (TEIXEIRA et al., 2013).
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Figura 6.14 — Mecanismo de deslocalizacdo dos elétrons na captura de radicais livres de
um composto fendlico. Fonte: Sova (2012).

Voda et al (2003) avaliaram o crescimento dos fungos 7. versicolor e
Coniophora puteana em meios contendo compostos fendlicos ou derivados e
perceberam que o timol, trans-anetol, cuminaldeido, carvacrol e metil-chavicol inibiam
o desenvolvimento dos organismos xiléfagos. Nesse mesmo estudo, os autores
observaram que os fendis menos oxidados apresentavam maior atividade corroborando
o fato de a atividade antioxidante influenciar na inibicao, pois a capacidade de capturar
elétrons torna-se maior (VODA et al., 2003).

Apesar da importancia da atividade antioxidante, ela ndo € determinante para a
inibicdo dos micro-organismos xiléfagos. Assim como comprovado no presente estudo,
Voda et al. (2003) mostraram que o timol é mais eficiente do que o eugenol embora este
tenha maior poder antioxidante do que aquele (MARTEAU et al., 2013), ou seja, ndo
serd apenas um fator que determinard a bioatividade de um composto. E importante
ressaltar que 6leos contendo timol ou seu isdmero carvacrol exibem elevado poder
antioxidante, porém, menor do que aqueles 6leos com eugenol (TEIXEIRA et al.,
2013).

Saad, Muller e Lobstein (2013) relataram que a acdo do carvacrol resulta na
alteracdo do gradiente de ions e atribuem tal efeito a capacidade do composto, quando
desprotonado, de se ligar a cdtions e transportd-los através da membrana celular. Lima
et al. (2013) mostraram que o mecanismo de ac¢do toxica do carvacrol contra fungos ndao

envolve a quelacdo de cétions, mas o aumento da permeabilidade da célula através de
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alteracdes na sua parede. Embora a despolarizagao da célula ndo seja por meio de
quelagdo, a principio nada impede a interagdo dessa molécula com os metais liberados
pelos fungos conforme a proposi¢do de Martinez ef al. (2005). Dada a semelhanca entre
carvacrol e timol, acredita-se que o timol atue pelos mesmos mecanismos.

Além de eficientes contra fungos apodrecedores, muitos Oleos essenciais
também sdo téxicos a cupins (VERMA, SHARMA e PRASAD, 2009; KARTAL et al.,
2006 e CHENG et al., 2004). No que concerne aos Oleos estudados aqui, Park e Shin
(2005) identificaram que o 6leo de cravo foi bastante eficiente no combate a cupins
atribuindo sua atividade ao eugenol.

Por essas razdes e pelos varios compostos citados acima, acredita-se que os
fenilpropanoides e os terpenos fendlicos, bem como os Oleos essenciais que o0s
contenham, sejam uma classe interessante de composto a serem avaliados quanto as

suas propriedades como preservativo de madeiras.

6.4.3 - Avaliacao da metodologia

Apesar de o método da diluicdo em 4gar ser reconhecidamente o mais
empregado na literatura com 6leos essenciais, como ja mencionado, existem algumas
situacOes em que o método da difusdo pode ser uma alternativa interessante.

O método da diluicdo tem custos mais elevados, demanda mais trabalho
laboratorial e os resultados ndo sao absolutos. Pauli e Schilcher (2010) explicam que ha
muitas varidveis nesses ensaios bioldgicos (tipo do meio de cultura, tamanho do
inéculo, pH do meio, tempo e temperatura de incubacdo) que podem dificultar a
obtencdo de resultados reprodutivos. Pode-se citar os trabalhos de Cheng et al. (2006) e
Cheng et al. (2008), elaborados pela mesma equipe com exatamente a mesma
metodologia, porém, no estudo mais antigo, o valor de Clsp (a menor concentragao
capaz de inibir 50% dos micélios de fungos) para o eugenol foi de aproximadamente 71
pg/mL (L. sulphureus) e 95 pg/mL (L. betulina), enquanto que, no trabalho mais
recente, os valores de Clsy obtidos foram 62,9 pg/mL (L. sulphureus) e 36,9 pg/mL (L.
betulina). Considerando a qualidade das pesquisas, nao é provavel que tenham ocorrido
erros de manipulacdo dos materiais, entdo, a diferenca pode ser atribuida realmente as
incertezas da metodologia.

A informacdo importante retirada dos trabalhos citados acima é que o eugenol é
um bom produto para testes futuros contra fungos xiléfagos. E possivel, todavia, obter

informacao semelhante através do método da difusdo. Na presente pesquisa, os valores
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do indice de inibicdo foram compardveis a um produto comercial utilizado contra
fungos apodrecedores indicando a existéncia de atividade no eugenol.

A dificuldade de trabalhar com compostos hidrofébicos ndo impede a obtencao
de resultados vélidos. Neste trabalho, o timol demonstrou maior poder inibidor do que o
eugenol, embora este seja mais solivel na dgua (2406 ppm) do que aquele (846 ppm)
(GRIFFIN et al., 1999).

A seu favor, a metodologia de difusdo mostra-se muito mais simples, mais
barata ¢ demanda menos trabalho para sua execugdo, caracteristicas ideais para um
procedimento de avaliagao preliminar.

O emprego de técnicas de processamento imagens permitiu a utilizagdo de
procedimentos de inoculacio mais reprodutivos e menos complexos. Nao ha a
necessidade de produzir solu¢des com quantidade conhecida de esporos tampouco o
risco de a inoculacdo ser heterogé€nea, pois podem ser utilizados micélios como no
método da diluicdo, visto que o célculo da drea através de imagens permite qualquer
tipo de crescimento € ndo mais requer uma forma circular. Tal abordagem pode
inclusive ser incorporada a técnica de diluicio em 4gar, visto que € sabido que nem
sempre o crescimento dos micélios de fungos € homogéneo e perfeitamente circular.

A utilizacdo de fotos e um software para a medi¢do da inibicdo oferecem a
possibilidade de automatizacdo dos procedimentos, visto que, apds a obtencdo das
imagens, todo o processo pode ser realizado automaticamente, por meio da fungdo batch

(Process>Batch>Macro).

6.5 - CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Os resultados obtidos permitem afirmar que o dleo de L. origanoides possui
significativa atividade fungicida contra os fungos apodrecedores G. trabeum e T.
versicolor. O 6leo de S. aromaticum, embora menos eficiente, também se mostrou
bastante ativo contra os fungos xiléfagos testados. Associado a outras informagodes
sobre a atividade desses 6leos ou de seus componentes majoritrios contra insetos em
especial cupins, acredita-se que os 6leos de cravo e alecrim-pimenta sejam substancias
interessantes para futuros estudos na drea de preservacio de madeira.

O ¢6leo de L. lacunosa exibiu resultados de inibicdo significativos, porém, os
demais Oleos de plantas do Cerrado ndo demonstraram atividade biolégica muito

elevada.
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A avaliacdo dos modelos matemadticos mostrou que a regressao logaritmica é
mais adequada para explicar as varidncias observadas nos experimentos.

A metodologia empregada, apesar de ndo ser a usual, mostrou-se capaz de
fornecer resultados validos. Em virtude da facilidade, praticidade e da baixa quantidade
de material necessdrio, acredita-se que seja importante comparar os métodos da difusao
e da diluicdo em 4gar para vdrios 6leos essenciais com o intuito de verificar, de forma
mais precisa, as situagdes em que a metodologia da difusdo pode substituir a de dilui¢do
em agar.

A utilizacdo de fotografias para acompanhar o crescimento dos fungos
demonstrou que pode facilitar a avaliacdo de varios ensaios bioldgicos principalmente
naqueles em que hé crescimento sem forma geométrica definida, além de conferir maior
sensibilidade e confiabilidade ao processo, pois se elimina a medicao humana, sujeita a
erros inerentes. Considerando ainda a possibilidade de analisar as imagens em batelada,
havera também significativa economia de tempo.

Fica evidente a auséncia de informagdes sobre os sesquiterpenos, seja a falta de
dados sobre propriedades fisico-quimicas (solubilidade em dgua, por exemplo), seja a

auséncia de estudos da atividade biolégica de sesquiterpenos isoladamente.
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7 - CONCLUSOES E RECOMENDA COES

Durante este trabalho foram descritas as composi¢des quimicas dos o6leos
essenciais de cinco plantas nativas do Cerrado: P. myrsinites (0,14%), Hyptis sp.
(0,75%), P. laruotteanum (0,33%), L. lacunosa (0,46%) e L. origanoides (2,92%).
Embora esta dltima seja uma espécie de ampla dispersdo e, portanto, j4 bastante
estudada, acredita-se que os Oleos das trés primeiras nunca foram descritos
anteriormente e o 6leo de L. lacunosa ndo havia sido descrito de plantas presentes no
bioma Cerado.

Oleos com compostos fendlicos apresentaram atividade bioldgica bastante
pronunciada (6leos de L. origanoides e S. aromaticum), enquanto apenas o 6leo de L.
lacunosa demonstrou boa atividade fungicida entre os 6leos que nao cont€ém moléculas
fendlicas. O 6leo essencial de L. origanoides indica ser um material interessante para
investigagdes futuras com o intuito de identificar um bom preservativo natural de
madeira. Deve-se realizar ensaios acelerados em laboratério com blocos de madeira e
testar também os componentes do 6leo em separado a fim de verificar a existéncia de
efeitos sinérgicos.

A metodologia utilizada apresentou redu¢do no tempo do experimento e
aumento da confiabilidade das medi¢cdes oriundas principalmente do emprego de
fotografias e software para acompanhar o crescimento ftingico.

Identificou-se a necessidade de mais estudos com sesquiterpenos, pois,
provavelmente devido a dificuldade de obtencdo de padrdo comerciais, sdo poucas as
pesquisas que avaliam a atividade bioldgicas desses terpenos e suas propriedades fisico-
quimicas. Acrescenta-se a isso que a auséncia de materiais de referéncia, acarreta na
baixa disponibilidade de dados sobre indices de retencdo e de padrdes para coinjecdo, o

que dificulta sobremaneira a identificacdo desses compostos nos oleos essenciais.
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A. CROMATOGRAMAS
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Figura A. 1 — Cromatograma (TIC) obtido para a amostra de P. myrsinites.
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Figura A. 2 — Cromatograma (TIC) obtido para a amostra de Hyptis sp..
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B. ANALISE ESTATISTICA
Tabela B. 1 - ANOVA da regressao linear — 7. versicolor X S. aromaticum

SQ GL oM F Sig.
Regressio 1418,625 1 1418,625 16,913 0,000
Residuo 3187,328 38 83,877
Total 4605,953 39
Tabela B. 2 - Qualidade da regressdo linear — 7. versicolor X S. aromaticum
R R? R? ajustado Desvio padrdo da estimativa
0,555 0,308 0,290 9,158
Tabela B. 3 - Coeficientes da regressao linear — 7. versicolor X S. aromaticum
Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 0,178 0,043 4,113 0,000
Constante 53,974 2,490 21,677 0,000

Tabela B. 4 - ANOVA da regressao logaritmica — 7. versicolor X S. aromaticum

SQ GL QM F Sig.
Regressao 1389,172 1 1389,172 16,410 0,000
Residuo 3216,781 38 84,652
Total 4605,953 39
Tabela B. 5 - Qualidade da regressao logaritmica — 7. versicolor X S. aromaticum
R R? R? ajustado Desvio padrio da estimativa
0,549 0,302 0,283 9,201
Tabela B. 6 - Coeficientes da regressdo logaritmica — 7. versicolor X S. aromaticum
Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 7,604 1,877 4,051 0,000
Constante 35,191 6,849 5,138 0,000

Tabela B. 7 - ANOVA da regressao linear — T. versicolor X L. origanoides

SQ GL QM F Sig.
Regressdo 3801,474 1 3801,474 18,843 0,000
Residuo 7666,448 38 201,749
Total 11467,923 39
Tabela B. 8 - Qualidade da regressdo linear — 7. versicolor X L. origanoides
R R? R? ajustado Desvio padrdo da estimativa
0,576 0,331 0,314 14,204
Tabela B. 9 - Coeficientes da regressdo linear — T. versicolor X L. origanoides
Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 0,291 0,067 4,341 0,000
Constante 76,047 3,862 19,693 0,000

Tabela B. 10 - ANOVA da regressao logaritmica — 7. versicolor X L. origanoides

SQ GL QM F Sig.
Regressio 5854,702 1 5854,702 39,635 0,000
Residuo 5613,221 38 147,716
Total 11467,923 39
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Tabela B. 11 - Qualidade da regressdo linear — 7. versicolor X L. origanoides

R

R2

R? ajustado

Desvio padrio da estimativa

0,715

0,511

0,498

12,154

Tabela B. 12 - Coeficientes da regressao linear — 7. versicolor X L. origanoides

Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 15,611 2,480 6,296 0,000
Constante 34,021 9,048 3,760 0,001

Tabela B. 13 - ANOVA da regressao linear — 7.

versicolor X L. lacunosa

SQ GL QM F Sig.
Regressio 53864,402 1 53864,402 236,807 0,000
Residuo 8643,510 38 227,461

Total 62507,912 39

Tabela B. 14 - Qualidade da regressao linear — 7. versicolor X L. lacunosa

R R? R? ajustado Desvio padrdo da estimativa
0,928 0,862 0,858 15,082
Tabela B. 15 - Coeficientes da regressao linear — 7. versicolor X L. lacunosa
Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 1,095 ,071 15,389 0,000
Constante -0,550 4,100 -0,134 0,894

Tabela B. 16 - ANOVA da regressao logaritmica — 7. versicolor X L. lacunosa

SQ GL QM F Sig.
Regressio 59396,981 1 59396,081 725,534 0,000
Residuo 3110,931 38 81,867
Total 62507,912 39

Tabela B. 17 - Qualidade da regressao logaritmica — T. versicolor X L. lacunosa

R

R2

R? ajustado

Desvio padrdo da estimativa

0,975

0,950

0,949

9,048

Tabela B. 18 - Coeficientes da regressao logaritmica — 7. versicolor X L. lacunosa

Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 49,725 1,846 26,936 0,000
Constante -126,512 6,736 -18,782 0,000

Tabela B. 19 - ANOVA da regressdo linear — G. trabeum X S. aromaticum

SQ GL QM F Sig.
Regressao 20482,487 1 20482,487 39,277 0,000
Residuo 19816,739 38 521,493
Total 40299,226 39
Tabela B. 20 - Qualidade da regressdo linear — G. trabeum X S. aromaticum
R R? R? ajustado Desvio padrdo da estimativa
0,713 0,508 0,495 22,836

Tabela B. 21 - Coeficientes da regressiao linear — G. trabeum X S. aromaticum

Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 0,675 0,108 6,267 0,000
Constante 42,756 6,208 6,887 0,000
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Tabela B. 22 - ANOVA da regressao logaritmica — G. trabeum X S. aromaticum
SQ GL QM F Sig.
Regressdo 28763,771 1 28763,771 94,753 0,000
Residuo 11535,455 38 303,565
Total 40299,226 39

Tabela B. 23 - Qualidade da regressdo logaritmica — G. trabeum X S. aromaticum
R

0,845

R2
0,714

R? ajustado

Desvio padrdo da estimativa

0,706 17,423
Tabela B. 24 - Coeficientes da regressao logaritmica — G. trabeum X S. aromaticum
Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 34,603 3,555 9,734 0,000
Constante -48,967 12,970 -3,775 0,001
Tabela B. 25 - ANOVA da regressao linear — G. trabeum X Hyptis sp.
SQ GL QM F Sig.
Regressdo 5877,402 1 5877,402 42,404 0,000
Residuo 5267,048 38 138,607
Total 11144,449 39
Tabela B. 26 - Qualidade da regressao linear — G. trabeum X Hyptis sp.
R R? R? ajustado Desvio padrdo da estimativa
0,726 0,527 0,515 11,773
Tabela B. 27 - Coeficientes da regressao linear — G. trabeum X Hyptis sp.
Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 0,362 ,056 6,512 0,000
Constante -0,065 3,201 -0,020 0,984
Tabela B. 28 - ANOVA da regressdo logaritmica — G. trabeum X Hyptis sp.
SQ GL QM F Sig.
Regressao 6332,401 1 6332,401 50,006 0,000
Residuo 4812,049 38 126,633
Total 11144,449 39
Tabela B. 29 - Qualidade da regressdo logaritmica — G. trabeum X Hyptis sp.
R R? R? ajustado Desvio padrio da estimativa
0,754 0,568 0,557 11,253
Tabela B. 30 - Coeficientes da regressao logaritmica — G. trabeum X Hyptis sp
Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 16,236 2,296 7,071 0,000
Constante -40,997 8,377 -4,894 0,000
Tabela B. 31 - ANOVA da regressdo linear — G. trabeum X L. lacunosa
SQ GL QM F Sig.
Regressao 25093,082 1 25093,082 158,291 0,000
Residuo 5389,864 34 158,525
Total 30482,946 35
Tabela B. 32 - Qualidade da regressdo linear — G. trabeum X L. lacunosa
R R? R? ajustado Desvio padrio da estimativa
0,907 0,823 0,818 12,591
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Tabela B. 33 - Coeficientes da regressao linear — G. trabeum X L. lacunosa

Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 0,793 0,063 12,581 0,000
Constante 1,171 3,658 0,320 0,751

Tabela B. 34 - ANOVA da regressao logaritmica — G. trabeum X L. lacunosa

SQ GL QM F Sig.
Regressio 22245,770 1 22245,770 91,822 0,000
Residuo 8237,176 34 242270
Total 30482,946 35

Tabela B. 35 - Qualidade da regressao logaritmica — G. trabeum X L. lacunosa

R R? R? ajustado Desvio padrdo da estimativa
0,854 0,730 0,722 15,565
Tabela B. 36 - Coeficientes da regressdo logaritmica — G. trabeum X L. lacunosa
Coeficiente Erro t Sig.
Coeficiente angular 32,087 3,349 9,582 0,000
Constante -76,147 12,281 -6,201 0,000

C. MACROS EMPREGADAS NO TRATAMENTO DAS IMAGENS

O programa usado no experimento (ImageJ) é um software livre, bastante intuitivo,
que pode ser manipulado por pessoas com conhecimento superficial sobre processamento de
imagens. Para cada fungo foi desenvolvida uma macro distinta, em razao das diferengas
visuais entre eles (figuras C.1 e C.2). Durante as etapas preliminares empregou-se a fungao
AUTO THRESHOLDING (Image>Adjust>Auto threshold...>Try all) para determinar o
melhor método para limiarizar as imagens. Isto mostra que o processo aqui descrito pode ser
estendido para outros fungos ou micro-organismos. Todas as imagens de um mesmo fungo
poderiam ter sido analisadas automaticamente em uma mesma batelada, entretanto, optou-se
pela andlise separada de cada tratamento para verificar com mais precisdo a ocorréncia de

€IT0S.

run("8-bit");

run("Auto Threshold...", "method=Otsu white");

run("Options...", "iterations=20 count=1 black edm=Overwrite do=Nothing");

run("Close-");

run("Open");

run("Analyze Particles...", "size=0.15-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing display add");
roiManager("Show All with labels");

roiManager("Show All");

saveAs("Results", "PASTA DESTINOWNOME DO ARQUIVO");

Figura C. 1 — Macro empregada nas fotos com G. trabeum
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run("8-bit");

run("Auto Threshold...", "method=Minimum white");

run("Options...", "iterations=20 count=1 black edm=Overwrite do=Nothing");
run("Close-");

run("Open");

run("Analyze Particles...", "size=0.15-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Nothing display add");
roiManager("Show All with labels");

roiManager("Show All");

saveAs("Results", "PASTA DESTINOWNOME DO ARQUIVO");

Figura C. 2 — Macro empregada nas fotos com 7. versicolor

D. ROTINAS DE PROGRAMACAO
Além da definicdo da macro ideal para cada situacdo, é importante garantir que o
contraste, no momento da fotografia, seja adequado, pois o material translicido da placa de
petri gera reflexos, principalmente nas bordas, que podem fornecer valores incorretos da
inibicdo ou até inviabilizar a mensuracdo da drea na imagem bindria (figura D.1). Nesses
casos, no entanto, ainda € possivel recuperar a informacdo com a execugdo de alguns passos

especificos para a imagem como aqueles descritos na tabela D.1.

(c)
Figura D. 1 — Foto com reflexos nas bordas (a), imagem bindria obtida pelo procedimento
convencional (b) e imagem bindria obtida pelo processamento da tabela D.1 (c).
Tabela D. 1 — Processamento de imagens com disting@o inadequada do fungo.
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Selecionar manualmente a secdo circular que contenha
apenas o meio de cultura sem a borda da placa de petri
Selecionar automaticamente o retangulo que contém o
circulo obtido acima

Eliminar o exterior do circulo selecionado, ou seja, a
borda com reflexos

Transformar a imagem colorida selecionada em uma
imagem em escala de cinza

Oval Selection Tool
Image > Image crop
Edit > Clear Outside

Image > Type > 8-bit

Image>Adjust>Auto Limiarizar a imagem selecionada pelo método de Otsu
threshold...>Otsu transformando-a em uma imagem bindria
Analyse > Analyse Particles... Medir a 4rea em branco

Apds a execugdo dos procedimentos descritos na tabela D.1, obtém-se a imagem
mostrada na figura D.1 (c). A drea da figura D.1 (b) foi de 28,02 cm?, enquanto que na figura
D.1 (c), foi de 25,3 cm?.

Os procedimentos descritos na tabela D.1 podem ser executados com imagens em
pilhas (Stacks) ou em batelada (batch), porém, € necessario que as placas de petri sejam
fotografadas exatamente na mesma posi¢do (0 que ndo aconteceu no experimento em
questdo), pois a primeira acdo (Oval Selection Tool) deve ser executada manualmente e

precisa ser replicada a todas as imagens automaticamente.
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