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RESUMO

O presente trabalho descreve a analise quimica dos 6leos essenciais das
folhas da genéro Endlicheria, cultivada na cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. As
folhas de Endlicheria bracteolata foram coletadas em dois lugares distintos, sitio S&o
José (localizado na Av. Torquato Tapajés — Zona Norte) e Reserva Adolpho ducke
(localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara) em ambas as regifes a coleta
ocorreu entre os meses de abril de 2012 a abril de 2013, com excecdo dos meses de
Agosto, Setembro e Outubro de 2012, e submetidas a extracdo por hidrodestilacéo,
por trés horas, em aparelho tipo Clevenger. A identificacdo e quantificacdo dos
constituintes dos 6leos essenciais foram realizadas por cromatografia em fase gasosa
e por espectroscopia de massa. Apresentaram maior rendimento as extracdes feitas
com as folhas de Endlicheria vindas do sitio Sao José com uma variagdo de
rendimento entre 0,14% a 2,14%. Os 6leos essenciais obtidos a partir das folhas da

reserva Adolpho Ducke tiveram uma variacdo de rendimento entre 0,57% a 1.78%.
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1. INTRODUCAO

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais das plantas ocupam lugar de
destaque na quimica de produtos naturais, pois apresentam uma grande importancia
terapéutica e econdémica (SILVA et al., 2003). Diversos componentes sao utilizados em
escala industrial para a producdo de perfumes, cosméticos, produtos alimentares,
farmacéuticos e de higiene, devido as suas acdes terapéuticas, flavorizantes e
aromatizantes (MAIA E ANDRADE, 2009).

Deve-se salientar que a composicdo dos 6leos essenciais é determinada por
fatores genéticos, porém os fatores ambientais podem causar variages significativas
em seus componentes (GOBBONETO e LOPES, 2007). A época da colheita, fontes
geograficas, o horario, o modo de secagem do material vegetal e fatores ambientais,
como umidade, agua, solo e herbivoria também podem influenciar sobre a composicao
e o teor do 6leo (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; SILVA et al, 2003).

Diante essas premissas, tendo em vista, o grande potencial biolégico e
econdmico que os 0leos essenciais possuem, o0 presente trabalho pretende avaliar a
composicdo quimica dos Oleos essenciais obtidos de espécies de Lauraceae em

coletas realizadas em estacfes climaticas distintas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As plantas e produtos de origem animal e mineral tém sido utilizados desde os
tempos remotos em rituais de cura, magia e religido, bem como na culinaria e
cosméticos. Plantas arométicas e seus Oleos essenciais tém sido utilizado ndo s6 em
medicamentos como antibioticos e outros, mais também como aditivo de fragancias,
em condimentos, ou ainda, como agentes inseticidas para repelir e proteger os
produtos armazenados (Dorman e Deans, 2000 Bakkali et al.; 2008).

A maioria dos 6leos essenciais sdo obtidos através de destilacdo por arraste a
vapor, a partir de 6rgéos vegetais como raizes, caules, folhas e frutos. Esses 6leos
sdo muitas vezes responsaveis pelo odor de uma planta sendo ainda uma importante
estratégia de defesa das plantas, particulamente contra pragas (insetos e herbivoros)
e microganismos patogénicos (fungos e bacterias) (Langenheim, 1994).

Muitos Oleos essenciais tem baixa toxicidade em mamiferos e baixa
persisténcia no ambiente quando comparados com os inseticidas sintéticos, e alguns
desses 6leos sdo bastante eficazes contra uma ampla variedade de inseto-praga
(Toloza et al.; 2006).

A presenca de substancias quimicas em uma determinada espécie pode estar
atrelada a sua sazonalidade, variando conforme o ambiente, principalmente, aqueles
ligados a fatores climaticos (Moraes & Bastos, 1972). A composicdo dos Oleos
essenciais € determinada por fatores genéticos (CORREA et al.; 1994; SIMOES;
SPITZER, 1999). No entanto, fatores ambientais como sazonalidade, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiagdo, nutrientes, altitude, entre outros, podem causar
variacdes significativas na composicdo quimica dos 6leos essenciais (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).

A distribuicdo da familia Lauraceae no mundo é de aproximadamente 1900

espécies, sendo que destas, 390 sdao encontradas no Brasil, contribuindo assim com
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cerca de 20% do total dessas espécies (SHEPHERD, 2000). A familia Lauraceae é de
grande importancia econdémica em todo o mundo e comum em florestas tropicais de
altitude, com algumas espécies habitando em grandes altitudes, mas a grande
diversidade ocorre nas terras baixas na Amazonia e América Central (VICENTINI et
al.; 1999).

As espécies dessa familia possuem alto valor comercial no mercado porque
sdo aromaticas e produtoras de 6leos essenciais (BRITO, 2009; MARQUES, 2001). A
maioria das espécies é rica em metabdlicos secundarios, pertencentes a diferentes
classes, tais como flavonoides, alcaléides do tipo aporfinico, benzilisoquinolinico e
indolico, monoterpenos, sesquiterpenos, neolignanas e lignanas (GUTERRES, 2009;
PABON e CUCA, et al., 2010).

A espécie Endlicheria bracteolata (Meisn.) C. K. Allen, populamente conhecida
como louro (FONSECA et al., 2005), € uma arvore mediana frequentemente
encontrada em solos no norte da América do Sul (VICENTINI et al., 1999). As folhas
maceradas, embebidas em agua fria e espremidas em uma docc¢édo fervendo serve
como ingrediente numa mistura de curare feito pela tribo do Suriname, Tirio de

Kwamala (DEFILIPPS et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Andlise quimica e farmacoldgica de Oleos essenciais obtidos de espécies de

Lauraceae.

Obijetivos especificos

o Determinacao do perfil cromatografico das espécies vegetais selecionadas;

¢ Quantificagdo da substancia principal presente nos 6leos essenciais;

e Avaliacdo do efeito sazonal sobre o conteldo de metabdlitos presentes nos
6leos essenciais;

e Avaliacdo farmacologica.

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

4. METODOS UTILIZADOS

As espécies de Endlichera bracteolata serdo coletadas em dois lugares
distintos Reserva Adolpho Ducke, e Sitio Sdo José, nas estacdes de chuva e seca. As

folhas das espécies vegetais serdo separadas da seguinte forma:

Reserva seca Reserva seca fungada
Reserva fresca Reserva fresca fungada
Sitio seca Sitio seca fungada

Sitio fesca Sitio fresca fungada

A hidrodestilacao sera realizada durante 3 horas a 100 °C em um sistema do
tipo Clevenger. Os 6leos volateis obtidos serdo secos com 1 mg de sulfato de sddio
anidro (Na,SQO,), filtrados e, ou, centrifugados e, posteriormente, armazenados em
frascos de ependorf e mantidos sob refrigeracdo. O calculo do rendimento sera
realizado pela relagcdo massa do 6leo obtido com a massa do material vegetal utilizado
na extracéo.

A andlise dos OE obtidos de Lauraceae sera feita por cromatografia em
camada delgada (CCD), CG, CG/EM.

A identificagcdo dos componentes serd baseada na comparagdo entre os
indices de retencao, no estudo do padrédo de fragmentacdo observado nos espectros
de massas, comparagdo com informacoes obtidas da literatura (ADAMS, 2009), Para
comparagao entre os tempos de retencdo com os diferentes compostos obtidos com a
literatura, sera utilizado o indice de retencao de Kovats, obtido a partir do conjunto de
tempos de retencdo de uma série de alcanos saturados de cadeia normal. O indice de
retencdo sera obtido através da seguinte equacao 1: Kl (x) = 100P, + 100 [(log RT (x)
—log RT (P,))/(logRT (P,+1) — logRT(P.))].

Avaliacdo da atividade antioxidante sera feita através da captura de radical livre

- O 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e observacdo em espectrofotdmetro.
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O ensaio de toxicidade sera feito com Artemia salina, onde serdo adicionados
em um recipiente iluminado com uma lampada e preenchido com agua do mar artificial
previamente preparada. Apds 48 h, os nauplios dos ovos eclodidos serdo transferidos
para recipientes individuais. As amostras dissolvidas serdo adicionadas a cada frasco
em concentragfes variando de 1000 pg/mL a 0,1 pg/mL. Os ensaios serdo realizados

em triplicata e os resultados serdo calculados com relacdo aos nauplios mortos.

5. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Andlise e identificagdo de componentes

As extracdes dos Oleos essenciais foram realizadas de acordo com as
condicBes dscritas no item 2.2.

A Tabela 1 indica o rendimento das folhas da espécie Endlicheria bracteolata,

para o tempo de extracéo de 3 horas.

Tabela 1: Rendimento (%) dos 6leos essenciais obtidos a partir das folhas de Endlicheria bracteolata.

abr/12 mai/12 jun/12 jul/12  nov/12 dez/12 jan/13 fev/13 mar/13 abr/13

ERSc 2.87 1.42 1.13 121 0.70 0.69 1.78 0.57 1.42 1.39

ERFgSc  2.70 - 101 1.05 0.71 070 142 069 105  1.06
ERFr - 0.42 1.05 0.87 1.42 0.70 0.71 1.06 0.69 0.69
ERFgFr - - 071  1.28 0.71 071 08 071 071 071
ESSc 1.35 1.42 124 147 1.04 142 141 139 142 104
ESFgSc - - 114 095 1.42 113 196 167 176 140
ESFr - 1.14 151  1.07 2.14 138 014 071 028 140
ESFgFr - - 093 118 1.28 052 014 106 035  1.07

A analise das principais substancias dos 6leos essenciais, a partir do CG-EM,
tanto das folhas frescas como das folhas secas dos respectivos meses e diferentes
localidades estédo presentes na Tabela 2, a partir de tal andlise foi possivel identificar

0s constituintes através da comparacao entre o indice de retengéo calculado e o indice
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de retencdo presente no livro do Adams,

sesquiterpenos.

havendo a presenca de mono e

Tabela 2: Principais substancias presentes no 6leo essencial das folhas de Endlicheria bracteolata da

reserva e do sitio

Reserva Sitio
RI RI Estacao | Periodo | Estacdo | Periodo
Composto Literatura | Calculado Chuvosa | de Seca | Chuvosa | de Seca
(%0) (%0) (%) (%)
o—pinene 939 935 15.00 13.99 7.10 16.49
B—pinene 979 976 14.26 13.14 14.54 6.74
a-Phellandrene 1003 1005 39.26 47.89 12.03 32.55

Observa-se que em ambas as localidades, as substancias majoritarias sao as

mesmas, ou seja, hd uma predominancia de monoterpenos entre os constituintes

majoritarios. Sao apresentados a seguir os resultados obtidos na analise de CG-EM.
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Figura 1. Cromatograma de ions totais do 6leo essencial das folhas de Endlicheria bracteolata da reserva

Adolpho Ducke.
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As figuras abaixo representam o fragmentograma da literatura e o

fragmentograma obtido no resultado do CG-EM, respectivamente.
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Figura 2: Fragmetograma tedérico do composto a-pinene (INNOCENTINI, 2003)
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Figura 3: Fragmetograma obtido a partir do CG-EM do composto a-pinene.
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Figura 4: Cromatograma de ions totais do 6leo essencial das folhas de Endlicheria bracteolata do sitio
S&o José.

As figuras abaixo representam os fragmentogramas dos componentes
majoritarios B-pinene e a-phellandrene respectivamente.
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Figura 5: Fragmetograma teérico do composto B-pineno (SIMOES; SPITZER; et al.; 2000).
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Figura 6: Fragmetograma obtido a partir do CG-EM do composto B-pinene.
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Figura 7: Fragmetograma teérico do composto a-phellandrene (SIMOES; SPITZER,; et al.; 2000)
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Figura 8: Fragmetograma obtido a partir do CG-EM do composto a-phellandrene.

Observa-se que o0s trés constituintes principais apresentam resultados
compativeis com o da literatura. Ou seja, a predominancia de monoterpenos entre 0s
constituintes majoritarios.

O sistema de eluentes composto por hexano/acetato e metanol/agua, aliado a
solucéo reveladora vanilina sulfurica proporcionou uma boa avaliagdo cromatografica
dos extratos, com manchas diferentes e distribuidas em todas as placas. No entanto,
tal técnica foi empregada apenas para realizacdo de uma andlise preliminar das
diferencas qualitativas entre os diferentes extratos e da qualidade da separacgéo
proporcionada pelos solventes, optou-se pela utilizagcdo do mesmo sistema de eluente
para facilitar a comparacao dos perfis.

A analise dos perfis cromatograficos obtidos por CCD mostrou a presenca de
extratos com grande variacdo na sua composicao quimica, fato evidenciado devido
sua coloragdo. Contudo, é possivel observar similaridades no perfil quimico dos
extratos obtidos provenientes de regifes diferentes, porém com os mesmos solventes
na mesma espécie vegetal, conforme demostra a figura 9. Apesar dos solventes
utilzados possuirem polaridades diferentes, o solvente em hexano pode ter extraidos
compostos medianamente polares. Observou-se, ainda, que, principalmente nos

extratos de diclorometano apresentaram uma pequena quantidade de manchas nas
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cromatoplacas (componente quimico) o que pode ser reflexo da predominancia dos
constituintes menos polares, majoritariamente retirados no extrato em metanol e de
dificil analise por CCD, ou mesmo por pouca quantidade de classes quimicas

presentes nessa estrutura.

A} III B)I l
0)

M1 MZ

Figura 9: Perfil cromatografico dos extratos brutos estudados, obtidos por meio de cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando-se como eluente uma solu¢édo de hexano:acetato (A), metanol:agua
(B) e acetato:metanol(C) revelado por meio de uma solucédo vanilina sulfdrica. Solvente empregado na
obtencdo do solvente: H: hexano; D: dicloro; M: metanol. Espécie e estrutura vegetal empregada: 1-
Endlicheria bracteolata sitio folhas frescas; 2- E. bracteolata reserva folhas frescas.

3.2 Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

O teste frente Artemia salina avaliou a citoxicidadede de cinco extratos da
espécie Endlicheria bracteolata. Os extratos foram solubilizados em DMSO e
posteriormente aplicados em diferentes concentragdes. O calculo da ICsy foi feito

utilizando-se o programa Probitos, no qual obteve os seguintes resultados:

Tabela 3: Resultado do IC50

Extrato Resultados
EDMESFr 467.2984<dose eficaz< 50 %>< 817.977 PPM
EDMERFr 156.613<dose eficaz<50 %><266.7329 PPM
EMERFr 790.5557<dose eficaz<50 %>< 910.787 PPM
EHESFr 346.4338<dos eficaz<50 %><910.787 PPM
EMESFr 385.8084<dose eficaz<50 %><520.448 PPM
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Observando os dados é possivel perceber que as amostras se mostraram
inativa contra o micro crustaceo Artemia salina, pois apresentaram um resultado de
CL50 inferior a 1000ug/mL. O controle negativo (DMSO e agua) ndo apresentou
influéncia sobre os resultados, pois nenhuma larva morreu na presenca dos mesmos
logo, é possivel dizer que os extratos da E. bracteolata possuem moderada toxicidade

frente ao teste realizado.

6. CONCLUSAO

As técnicas empregadas ao decorrer do projeto aliadas as informacgdes da
guimica analitica formam um conjunto de ferramentas imprescindiveis para o estudo
dos 6leos essenciais.

O tempo de extracdo possibilitou resultados qualitativos deste 6leo, uma vez
gue, foi evitado tanto a perda de massa quanto a perda de constituintes otimizando
esta etapa no trabalho.

A andlise por CCD é uma técnica muito Util na andlise dos constituintes de
Oleos essenciais 0 que mostra a eficiéncia da técnica a partir do isolamento dos
compostos.

Nas analises por CG/EM a espectrometria de massas se mostrou de extrema
importancia na possivel identificagcdo destes constituintes. Dentre os constituintes
majoritarios encontram-se 0os monoterpenos a-pineno, B-pineno e a-felandreno. H&
muitos relatos na literatura sobre as propriedades anti-sépticas, antibactericidas e
antifigica de Oleos essenciais contendo grande porcentagem de constituintes

monoterpénicos.
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CRONOGRAMA

N° Descri¢éo Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul

8 | Preparacdo da apresentacao final X X
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