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RESUMO

A Hyptis dilatata Benth € conhecida popularmente como ‘“hortelazinho-do-mato” e pertence a
familia Lamiaceae. No Brasil apresenta ocorréncia nas regides norte e nordeste do pais. O
presente estudo apresenta a avaliacdo quimica e avaliacdo da atividade antibacteriana e
antifiingica do 6leo essencial extraido das folhas de Hyptis dilatata B. As amostras vegetais
foram coletadas no Parque Nacional das Nascentes do Rio Paraiba, na fronteira dos estados do
Maranhao, Piaui, Tocantins e Bahia. O 6leo foi extraido pelo processo de hidrodestilagdo no
Laboratério de Produtos Naturais na UFMA e apresentou rendimento de 4,85%. Os
constituintes quimicos presentes no 6leo foram caracterizados por CG-EM no Laboratério de
Farmacognosia, que identificou 10 compostos e seus constituintes majoritirios foram o
limoneno (72,00%), B-pineno (11,31%) e p-cimeno (10,19%). A atividade antimicrobiana foi
avaliada pela técnica de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo
Fungicida Minima (CFM). As amostras foram oriundas do Laboratério de Microbiologia
Clinica da UFMA. Foram utilizados microrganismos ATCC’s (American Type Culture
Collection) e isolados clinicos (IC). Foi verificada a¢dao antimicrobiana do 6leo essencial das
folhas de Hyptis dilatata B. frente a Escherichia coli (ATCC 25922) com CIM e CBM de
65,5 uL/mL e frente ao Enterococcus faecalis (ATCC 29212) com CIM e CBM de 125
pL/mL. Quanto a avalia¢do antifingica o 6leo expressou atividade contra os fungos Candida
albicans (IC) e Candida glabrata (IC) com CIM e CFM de 250 uL/mL enquanto para os
microrganismos Candida albicans (ATCC 90028) e Candida parapsilosis (IC) somente
apresentou CIM de 250 uL/mL. Diante a esses resultados propde-se a utilizacdo do dleo
essencial de Hyptis dilatata B. como agente terapéutico complementar aos tratamento das

enfermidades causadas por esses microorganismos.

Palavras-chave: Oleo essencial; Hyptis dilatata Benth; Composicio quimica; Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

Hyptis dilatata Benth is popularly known as "horteldzinho-do-mato" and belongs to the
Lamiaceae family. In Brazil, the species can be found in the northern and northeastern of the
country. This study describes the chemical analysis and evaluation of the antibacterial and
antifungal activity of the essential oil extracted from the leaves of Hyptis dilatata B. The
samples were collected from Parque Nacional das Nascentes do Rio Paraiba, on the border of
the states of Maranhdo, Piaui, Tocantins, and Bahia. The oil was extracted by the
hydrodistillation process at the Laboratério de Produtos Naturais at UFMA and showed a
yield of 4.85%. The chemical constituents present in the oil were identified by CG-MS at the
Laboratorio de Farmacognosia, which led to the identification of 10 compounds, and their
major constituents were limonene (72.00%), B-pinene (11.31%) and p-cymene (10.19%). The
antimicrobial activity was evaluated by broth microdilution technique for the determination of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and
Minimum Fungicidal Concentration (MFC). The samples were from the Laboratério de
Microbiologia Clinica at UFMA. ATCC's (American Type Culture Collection) and clinical
isolates (CI) were used. Antimicrobial action of the essential oil of leaves of Hyptis dilatata
B. against Escherichia coli (ATCC 25922) expressed MIC and MBC of 65.5 pL/mL and
against Enterococcus faecalis (ATCC 29212) with MIC and MBC of 125 pl/ml. Regarding
the antifungal evaluation, the oil expressed activity against the fungi Candida albicans (1C)
and Candida glabrata (IC) with MIC and MFC of 250 plL/mL whereas for the
microorganisms Candida albicans (ATCC 90028) and Candida parapsilosis (IC) only
presented MIC of 250 pL/mL. In view of these results, it is proposed to use the essential oil of
Hyptis dilatata B. as a therapeutic agent complementary to the treatment of the diseases

caused by these microorganisms.

Keywords: Essential oil; Hyptis dilatata Benth; Chemical composition; Antimicrobial

activity.
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1. INTRODUCAO

Conforme a humanidade vai evoluindo a sua necessidade em encontrar novos recursos
provenientes da natureza se torna mais intensa. Seja voltado para a industria de celulose, para
o setor agricola quanto para a aplicagdo bioquimica. Tirar proveito desses recursos requer
ampla pesquisa e aprimoramento dos conhecimentos adquiridos pela quimica e pela biologia.
Através da intersec¢ao dessas duas dreas, um vasto campo de estudo da biodiversidade pode
ser explorado visando a expansao dos conhecimentos e a melhoraria da qualidade de vida da
populacdo.

A busca por recursos da natureza para combater enfermidades € um comportamento
humano j4 conhecido. Na sociedade moderna, a produgdo sintética adquiriu um vasto espago
na industria farmacé€utica. Porém, mesmo com o aprimoramento constante dessa tecnologia,
os recursos naturais ainda nos fornecem uma infinidade de compostos capazes de suprir
nossas necessidades de forma tao eficiente ou mesmo melhor que os produtos sintéticos.

Segundo Jorge (2003), desde o ano 3000 a.C ha dados de que a china destacava-se no
cultivo e estudo de plantas medicinais, sendo o Imperador Sheng-Nung responsavel pelo teste
de diversas plantas em seu proprio corpo com objetivo de saber o efeito que elas provocavam.
Tais experiéncias resultaram na escrita do "Canone das Ervas" que conta com informacdes de
mais de 200 plantas. Entre elas se destaca a raiz de ginseng, anunciando ser a mais incrivel
erva e que fornecia a longevidade.

Machado e Junior (2011) citam que “as terapias naturais tém como origem as chamadas
medicinas tradicionais, tendo estas sido acrescidas de novas tecnologias e pesquisas, sendo
comumente chamadas de terapias complementares ou alternativas.”

Durante séculos os produtos naturais t€ém servido para a humanidade diversas formas de
beneficios. Sejam através de seus metabolitos primdrios que geram produtos com fungdes
estruturais e energéticas das plantas (por exemplo a glicose) como, também, os metabdlitos
secundérios cuja func@o nao estd diretamente voltada as necessidades primdrias das plantas,
como a defesa e reproducgdo (TAIZ & ZEIGER, 2006).

Os dleos essenciais ou esséncias, derivados principalmente dos terpenos, possuem
compostos de baixo peso molecular e, por isso, sdo bastante volateis. Sua fun¢do pode ser
tanto atraindo seus polinizadores quanto repelindo seus predadores (KROLOW; VIZZOTTO
& WEBER, 2010).

Abu Ali-Husain Ibn Abdalah Ibn Sina, conhecido no ocidente como Avicenna (980 —

1037) foi um dos maiores fildsofos islamicos, voltado a quimica, fisica, astronomia, filosofia
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e matemadtica. Seu maior marco foi a descoberta da movimentacdo de fluidos sem a
necessidade de impulsdo mecanica, apenas com a capilaridade. Através disso, Aviccena
conseguiu realizar a extragdo do 6leo essencial de rosas dando origem a dgua de rosas,
isolando a fragrancia da flor. A partir desse processo nasce o principio da destilacdo de dleo
voléteis de plantas (RAGGI, 2013).

Conforme o exposto, é possivel notar o importante histérico das dos produtos naturais e
dos Oleos essenciais em diferentes civilizagdes no decorrer da histéria. Esta importancia
somente se intensificard na idade moderna e contemporanea pela necessidade de meios mais
biosustentdveis de protecdo e crescimento das lavouras na agricultura, assim como a
competicdo de diversas industrias cosméticas em busca dos mais requintados aromas que a
natureza pode oferecer aos seus produtos.

O estudo sobre os 6leos voldteis tem se intensificado gracas ao interesse farmacoldgico,
cosméticos e agroalimenticias na aplicacio de, ndo somente de suas propriedades
organolépticas, como odor agraddvel, mas também de suas caracteristicas quimicas como suas
capacidades antioxidantes e antimicrobianas, auxiliando o combate a doencas e processos de
deterioracdo por oxidagdo (BAKKALI et al., 2008; BURT, 2004; SINGH et al., 2007 apud
ANDRADE et al., 2012).

A espécie Hyptis dilatata Benth coletada no Estado de Roraima apresentou o6leo
essencial com os principais constituintes quimicos a-pineno (11,92%), 3-careno (12,45%), D-
limoneno (8,10%), Biciclo[2.2.1] heptan2-ona-1,3,3-trimetil (10,59%), cariofileno (6,08%)
(MORAES, NASCIMENTO & OLIVEIRA, 2014). Ja o oleo coletado de amostras
provenientes do Estado do Maranhdo teve como componentes majoritarios canfora (16,0%),
p-cimeno (10,5%) e 6-3-careno (9,5%). (MELO, 2013).

Dito isso, fica evidente o valor intelectual que se pode obter através dos estudos de 6leo
essencial, especialmente de plantas extraidas em locais distintos ao comparar os constituintes
quimicos desses O6leos. Fica claro, também, o potencial para aplicacio em produtos de
interesse social ou econdmico que possam substituir os produtos sintéticos atuais por
alternativas mais ecoldgicas e eficientes.

Este estudo tem foco no 6leo essencial da espécie vegetal Hyptis dilatata Benth
encontrada no Parque Nacional das Nascentes do Rio Parnaiba, tais quais suas caracteristicas
quimicas, antifingicas e antibacterianas, proporcionando assim um referencial para futuros

trabalhos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial quimico e farmacolégico do 6leo essencial das folhas de amostras

de Hyptis dilatata B. encontradas no Parque Nacional das Nascentes do Rio Parnaiba.

2.2, Objetivos Especificos

e (Coletar amostras vegetais arométicas em condi¢des naturais no cerrado maranhense;

e Identificar botanicamente as amostras a partir de suas exsicatas;

e Extrair os 6leos essenciais das amostras a partir do método de hidrodestilacao;

e (Caracterizar quimicamente os 6leos essenciais por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e quantificar seus componentes assim como seus compostos
majoritarios;

e Verificar a acdo dos 6leos essenciais contra diversas espécies de fungos e bactérias,
tais qual as suas concentracdes inibitorias minimas e antimicrobianas minimas e

propor uma aplicacdo para estes 6leos volateis a partir de seus resultados apresentados.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Plantas aromaticas

No Brasil tem-se registro da utilizacido de plantas na cultura indigena, através do uso de
jaborandi e guarand; das espécies africanas como a erva-de-Sdo-Caetano e o boldo e das
espécies europeias como a camomila e a malva. Atualmente o uso dessas plantas nao se
restringe apenas as zonas rurais ou desprovidas de assisténcia médica. Elas sdo amplamente
utilizadas como método complementar a medicina oficial (MOUCHEREK, 2000).

Estima-se que aproximadamente 80% da populacdo mundial utiliza os conhecimentos
da medicina tradicional para o tratamento de enfermidades, em especial aquelas cujas terapias

envolve o uso de fitoterapicos (MACHADO & JUNIOR. 2011).

3.2. Oleos Essenciais

Sao chamados de 6leos essenciais, 6leos volateis ou 6leos etéreos (devido ao seu forte
aroma e solubilidade em solventes organicos) as misturas provenientes de plantas aromaticas
durante o seu metabolismo secunddrio e geralmente possuem dezenas de compostos
(MALINOWSKI, 2010). Normalmente sdo extraidos em paises quentes como os do
mediterrdneo e dos tropicos e possuem grande relevancia para os estudos fitoquimicos
(MACHADO & JUNIOR. 2011).

Esses Oleos volateis sdo constituidos de compostos provenientes de dois grupos
derivados do metabolismo secunddrios das plantas: os terpendides e os fenilpropandides,
sendo que geralmente ha uma predominancia maior do primeiro grupo (BRUM, 2012).

Segundo Azambuja (2012), fatores como solo, clima, altitude, época de colheita e
cuidados com o cultivo das plantas podem influenciar na concentracdo e na qualidade de seus
6leos essenciais. Estes 6leos estdo presentes entre a células das plantas e possuem uma funcao
semelhante aos hormonios das espécies do reino animal, como reguladores e catalizadores.
Em situagdes de estresse, por exemplo, a sua produ¢do pode aumentar ou diminuir em
resposta a esses estimulos externos.

Conforme Brum (2012), esses 6leos podem ser produzidos e armazenados em diferentes
orgdos do vegetal, como folhas, caule, flores, rizomas, frutos ou sementes. Essa diferenciacdo
pode promover a producdes completamente distintas de 6leos volateis de uma mesma planta

extraidos de orgdos vegetais diferentes. Por exemplo, o 6leo extraido das folhas de
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Cinnamomum zeylanicum (canela) é rico em eugenol, enquanto o 6leo extraido das cascas do

caule possui alto teor de aldeido cindmico.

3.2.1. Rotas biossintéticas de formacao dos metabdlitos secundarios

Enquanto o metabolismo primdrio estd ligado ao crescimento e desenvolvimento da
planta, o metabolismo secunddrio fornece as mesmas componentes importantes para suas
funcdes bioldgicas de sobrevivéncia e adaptagdo ao meio em que se encontram. A
composi¢cdo dos Oleos essenciais estd diretamente ligada as substancias produzidas por esses
processos bioquimicos (FERNANDES, 2017).

Os metabdlitos secunddrios se apresentam de forma restrita no reino animal.
Diferentemente dos metabdlitos primérios (aminodcidos, agucares e nucleotideos) que podem
ser encontrados em todo o reino Plantae, os secunddrios ocorrem em espécies ou grupos
espécies relacionados entre si (TAIZ & ZEIGER, 2006).

Prins et al. (2010) afirma que, uma vez que os 6leos essenciais sd30 muito toxicos para as
células vegetais, hd diversas estruturas especializadas em produzir e armazenar esses 0leos,
como os tricomas grandulares, cavidades secretoras, idioblastos, entre outros.

Os metabdlitos sdo separados conforme a rota que percorreram ao serem desenvolvidos.
Estes sdo classificados em 3 grupos: os terpenos, os compostos fendlicos e os compostos
nitrogenados (TAIZ & ZEIGER, 2006). A seguir estdo ilustrados as principais rotas de
biossintese do metabolismo secundérios das plantas, com suas respectivas interagdes com o

metabolismo primdrio dos vegetais.
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Figura 1: Rotas de biossintese de metabolitos secunddrios e suas inter-relagdes com o metabolismo primdrio das

plantas.
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Fonte: Reproduzido pelo autor (FERNANDES, 2017, p.24; TAIZ & ZEIGER, 2006, p.312).

3.2.1.1. Terpenos

Os terpenos, ou terpendides, sdo o maior grupo de metabdlitos secundarios. Possuem,
em geral, baixa solubilidade em 4gua e sao sintetizados a partir da acetilcoenzima A (acetil
CoA) ou de intermedidrios glicoliticos. Através da reacao de tré moléculas de acetil CoA tem-
se a formacdo do 4cido mevaldnico. Este passa por processo de pirofoforilizagdo,
descarboxila¢do e desidratacdo resultando em uma molécula de isopentenil difosfato (IPP), a
unidade base ativa da formacdo de terpendides. Também hd formacdo de IPP por
intermedidrios glicoticos através da rota do metil-eritritol fosfato (MEP) (TAIZ & ZEIGER,
20006).

Através da isomerizacdo do IPP por IPP isomerase tem-se a formacdo de dimetil-alil
difosfato (DMAPP). Este liga-se com uma molécula de IPP para formar o geranil difosfato
(GPP), que € a base dos monoterpenos (possuindo 10 carbonos), geralmente produzido pela

rota do mevalonato (Figura 2). O GPP pode reagir com outra molécula de IPP para formar o
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farnesil difosfato (FPP), a base dos sesquiterpenos (15 carbonos), produzidos pela rota MEP
(Figura 3) (BASER & BUCHBAUER, 2010; PETERSEN, 2006; TAIZ & ZEIGER, 2006).

Figura 2: Unidades Cs de IPP e DMAPP unem-se para formar uma unidade de GPP (Co).

\
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IPP
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Fonte: Criado pelo autor (ChemSketch) baseado em (PRINS et al. 2010, p. 94).

Figura 3: Unidades Cio (GPP) e Cs (IPP) unem-se para formar uma unidade de FPP (C;s).

h )‘\/\ S
OPP
+ OPP — _
IPP |
OPP
GPP

FPP

Fonte: Criado pelo autor (ChemSketch) baseado em (PRINS et al. 2010, p. 94).

A dupla ligag@o formada na unidade GPP possui, normalmente, uma configuracio trans.
Entretanto, o GPP pode sofrer modificacdes em sua ligagdo dupla, formando isdmeros de
pirofosfato de linalila (LPP) e pirofosfato de nerila (NPP), possibilitando a formacdo de
diferentes monoterpenos (PETERSEN, 2006).

Unidades IPP, DMAPP, GPP e FPP podem, ainda, continuar seu encadeamento e
formar moléculas e 20 (diterpenos), 30 (triterpenos) ou mesmo 40 carbonos (tetraterpenos).
Porém devido ao alto peso molecular, a volatilidade desses compostos diminui
consideravelmente, eliminando-os da composicdo dos Oleos essenciais, cuja principal

caracteristica ¢ sua notavel aromaticidade (BASER & BUCHBAUER, 2010).
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Figura 4: Monoterpenos derivados de GPP, LPP e NPP e seus representantes aromaticos.

2
i/\ OH =0
citronelol geraniol ( Z-citral)
oleo de rosas OPP 6leo de limao
GPP
~O0

' geraniol _ citronelal
oleo de geraniol dleo de citronela
OH PR
linalol mirceno
6leo de coriandro lapulo

I

A

' nerol neral ( E-citral)
oleo de rosas oleo de liméo

Fonte: Reproduzido e editado pelo autor (PETERSEN, 2006, p. 40).

As estruturas dos terpenos podem ser visualizadas como compostas por de unidades de
5 carbonos com a estrutura semelhante a do isopentano (Figura 5). Essas estruturas bdsicas
podem ser chamadas de unidades isoprénicas (Figura 6), gracas a capacidade dos terpenos em

serem decompostos em isoprenos quando submetidos a altas temperaturas (TAIZ & ZEIGER,

2006).
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Figura 5: Unidade de isopentano. Figura 6: Unidade isoprénica.
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Fonte: Autor (ChemSketch). Fonte: Autor (ChemSketch).

Os monoterpenos podem se formar através da unido dessas unidades isoprénicas através
de 2 configuragdes caracteristicas: a formacao “cabeca-cabeca” ou ‘“cauda-cauda”, que
consiste na interligacdo de duas extremidades semelhantes, e também através da formacao
“cabeca-cauda” na qual duas extremidades distintas se interligam (BASER & BUCHBAUER,

2010). A seguir, € possivel acompanhar esse raciocinio através das ilustracdes nas Figuras 7 e
8.

Figura 7: Formagao “cauda-cauda”. Figura 8: Formagio “cabega-cauda”.

2T i

| l

© : Cabecga C : Cauda © : Cabeca C . Cauda
Fonte: Criado pelo autor (ChemSketch) baseado Fonte: Criado pelo autor (ChemSketch) baseado
em (BASER & BUCHBAUER, 2010, p. 130). em (BASER & BUCHBAUER, 2010, p. 130).

Apesar de serem representados por unidades isoprénicas, o isopreno raramente é
encontrado em OGleos essenciais ou sequer € um intermedidrio entre as ja conhecidas rotas
biossintéticas (BASER & BUCHBAUER, 2010). Entretanto, essa estrutura pentacarbonada
auxilia na visualizacdo da formacgdo dos terpenos e sugere como ocorrem as diferenciacdes na

geometria de terpendides isomeros encontrados em 6leos volateis.



22

3.2.1.2. Compostos fenoélicos

Assim como os terpenos, diversas plantas produzem compostos que contém pelo menos
um grupo fenol durante seu metabolismo secunddrio. Esses compostos sdo bissintetizados por
duas rotas: via 4cido chiquimico e via dcido malonico. Essas substancias conferem ao 6leo
essencial uma certa solubilidade em dgua e apresentam uma variedade de fungdes para a
planta, como odor, sabor e cor (TAIZ & ZEIGER, 2006).

Ha estudos que associam aos compostos fendlicos liberados no solo podem estar ligados
a inibicdo do crescimento de plantas vizinhas pela disputa de recursos minerais, hidricos e de
luminosidade de uma planta que produz essas substancias. Essa reacdo constitui um efeito
alelopdtico que, em geral, define uma diversidade de efeitos benéficos ou maléficos de uma
plantas em relacdo aos espécimes adjacentes da mesma (SANTOS et al., 2011; TAIZ &
ZEIGER, 2006).

3.2.1.3. Compostos nitrogenados

H4 uma grande diversidade de plantas que produzem metabdlitos secunddrios
nitrogenados como alcaloides e glicosideos cianogénicos. Estes sdo sintetizados a partir de
aminodcidos comuns e possuem notdveis fungdes de protecdo para a planta. Acredita-se que
os alcaloides atuam como um sistema de defesa dos vegetais, especialmente contra
mamiferos, devido a sua acentuada toxidade contra estes predadores. Os glicosideos
cianogénicos sdo precursores do dcido cianidrico, um potente veneno volétil capaz de inibir a

alimentacdo de insetos e outros herbivoros (TAIZ & ZEIGER, 2006).

3.3. Familia Lamiaceae, Género Hyptis, Espécie Hyptis dilatata (B.)

Pertencente a ordem Tubiflorae Lamiales, a familia Lamiaceae possui aproximadamente
200 géneros e por volta de 3200 espécies catalogadas distribuidas em todo o mundo. Dentre
elas, hd diversas espécies brasileiras de destaque na literatura, como a Hyptis suaveolens L.
(alfavacdo), Hyptis mutabilis, Melissa officinalis L. (erva-cidreira), Mentha piperita L.
(horteld), Ocimum basilicum L. (majericdo), entre outras (LIMA & CARDOSO, 2007).

O género Hyptis € utilizado para fins medicinais ndo somente no Brasil, mas em paises
como o México, fndia, China, Equador, Tailandia, Panam4, Nigéria e outros paises da Africa.

No México, por exemplo, diversas plantas desse género sdo usadas na medicina popular para
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tratar casos de esterilidade, problemas digestivos, ansiedade, depressdo, queda de cabelo e
tosse (FALCAO & MENEZES, 2003)

A espécie Hyptis dilatata Benth é conhecida como horteldzinho-do-mato, devido a sua
semelhanca com algumas espécies do género Mentha (FERNANDES, 2017). E uma espécie
nativa ndo endémica do Brasil e apresenta ocorréncia nas regides norte e nordeste do pais.
Possui haste ereto, flores e folhas sésseis e muitos pelos em toda a sua superficie foliar

(RIBEIRO, 2016).

Figura 9. Visdo superior de um espécime de Hyptis

dilatata B. Figura 10. Visdo aproximada das folhas e flores de

Hyptis dilatata B.

Fonte: Foto do autor.

Os oOleos essenciais coletados das folhas de trés amostras desta espécie foram
caracterizados por Maia & Andrade (2009), que mostraram possuir distintos compostos
majoritarios em sua composi¢do. A primeira amostra apresentou teor de 27,9% de 1,8-cineol,
16,8% de B-cariofileno e 14,8% de canfora. A segunda foi quantificada com 31,3% de
fenchona, 18% de 6-3-careno e 13,3% de B-cariofileno. Ja a terceira apresentou 26,4% o-
pineno, 21,5% 1,8-cineol, 18,3% biciclogermacreno e 21,5% 1,8-cineol.

Ribeiro (2016) evidenciou a atividade moluscicida do o6leo volétil frente ao
Biomphalaria glabrata, indicando a possibilidade do uso do mesmo para o controle da
esquistossomose, tendo em vista que o parasita Schistosoma mansoni utiliza este caramujo

como vetor de propagacdo da doenca.
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34. Técnicas analiticas de identificacio da composicio quimica de Oleos

Essenciais

Devido a natureza quimica dos dleos essenciais faz-se necessdrio o emprego de uma ou
mais técnicas analiticas visando a separacdo e posterior identificacdo dos componentes
quimicos presentes em determinado 6leo.

A avaliacdo quantitativa e qualitativa de um 6leo essencial, assim como na ciéncia em
geral, requer um padrdo de reprodutibilidade que assegure a veracidade dos resultados
obtidos. Sendo assim, técnicas de separacdo e identificacdo como a Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) sdao amplamente utilizadas com a finalidade

de qualificar os 6leos volateis (MONTEIRO, 2008).

3.4.1. Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (CG) € um método de separagdo que se baseia nas interacdes
intermoleculares da amostra vaporizada com uma fase estaciondria (s6lida ou liquida) e uma
fase movel (gasosa).

A amostra vaporizada na entrada do cromatdgrafo através de um sistema de injecao
aquecido e entra em uma coluna cromatografica onde, devido as intera¢des intermoleculares
com a fase estaciondria, retém as moléculas por tempos distintos, viabilizando a saida desses
compostos da coluna em tempos diferentes para que possam ser identificados em um detector
apropriado (COLLINS et al., 1997). E uma técnica amplamente utilizada como método de
separacdo dos componentes de Oleos essenciais devido sua mais notdvel caracteristica, a
volatilidade de seus varios constituintes.

A técnica de desenvolvimento usada em cromatografia gasosa € a eluicdo. A fase movel
da cromatografia gasosa € um gds de arraste inerte em fluxo continuo na coluna. A amostra é
vaporizada ao ser introduzida rapidamente nessa corrente de gés e entdo € arrastada através da
coluna. As substancias, j4 separadas, chegam em tempos distintos ao detector, que gera um
sinal para cada fracdo da amostra, registrando picos no formato de um cromatograma. A
temperatura da coluna pode sofrer uma variagdo, linear ou ndo, sendo chamada de
cromatografia gasosa com temperatura programada. Durante a andlise a temperatura da
coluna sofre uma elevagdo, diminuindo a retencdo de substancias com maior ponto de

ebulicdo. A programacdo da temperatura fornece condi¢des para que haja uma maior simetria
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dos picos e uma melhor detectabilidade para aqueles picos com tempos de retengdo

excessivamente grandes (COLLINS et al., 1997).

3.4.2. Espectrometria de massas por impacto eletronico

A técnica de espectrometria de massas (EM) por impacto de elétrons pode ser definida
como uma técnica analitica de identificacao de substancias através da determinacdo de suas
massas moleculares em forma ionica baseado na movimentacdo desses fons em um campo
eletromagneticamente carregado. Esse movimento é determinado pela razdo massa/carga
(m/z) do analito apés o bombardeamento de elétrons de alta energia, resultando em
fragmentos altamente energéticos. Esses fragmentos passam por um campo magnético que os
separa baseados pelo m/z de cada ion, chegando ao detector que converte cada sinal em um
espectro (SOUZA, 2008).

Os espectros podem ser apresentados de forma grafica ou tabelada sendo o grafico mais
vantajoso por expor as sequéncias de fragmentacdo que podem ser reconhecidas com mais
facilidade conforme o uso da técnica. A abundancia relativa dos picos em comparacao ao pico
base (o ifon que representa 100%) também pode ser fornecida pelo espectro gréfico
(MONTEIRO, 2008).

Com a modernizagdo dessas duas técnicas analiticas, diversas empresas passaram a
investir em equipamentos de cromatografia gasosa em conjunto com um espectrometro de
massas (CG-EM). Esse artificio aumenta a concentragdo de amostra no gis de arraste,
aproveitando a maior difusdo do géds. As velocidades de varredura sdo capazes de processar
cada espectro de massa por pico eluido do cromatégrafo (MONTEIRO, 2008).

Entretanto, vale salientar que a amostra injetada no CG-EM ¢€ destruida no processo,
fazendo com que cada inje¢do custe uma nova parcela da amostra original (BASER &
BUCHBAUER, 2010). Contudo, esse processo faz uso de pequenas quantidades de amostra,
um fator crucial para a determinacdo do método de identificacdo quimica em diversos

trabalhos com 6leos essenciais de plantas que apresentam baixo rendimento.

3.5. Atividade antimicrobiana de Oleos Essenciais

Em virtude da constante evolu¢do dos microrganismos, a resisténcia de bactérias aos

antibidticos tem se tornado um problema de satde publica. Tal condi¢do tem voltado a

inddstria farmacéutica a buscar solu¢des na drea de produtos naturais, dando atengdo especial
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a espécies de plantas ja conhecidas e utilizadas pela medicina popular. A pesquisa investida
nos produtos naturais tem resultando na descoberta de terapias complementares tanto para
doencas infeciosas quanto para o tratamento do cancer e de imunodeficiéncias (CARVALHO,
2012).

Trajano et al. (2009) evidenciam que diversos vegetais exercem uma estabilidade contra
a acdo microbiana. Essas espécies de plantas apresentam uma alta carga microbiana e que, ao
longo das estagdes, observa-se um crescimento lento ou mesmo a total erradicacdo dessas
populagdes de microrganismos.

Carvalho (2012) descreve que, geralmente, os mecanismos de a¢do dos produtos
naturais ocorrem na membrana citoplasmadtica das bactérias, causando danos as proteinas ali
presentes. Ocorre, também, a interrupcdo do fluxo de elétrons, do transporte ativo e da
coagulacdo dos conteudos celulares.

Acerca da atividade bioldgica de 6leos essenciais, Castro (2015) evidenciou a eficiente
acdo inibitéria do Oleo essencial das folhas de Ocimum gratissimum coletado em marco de
2014 frente ao fungo Corynespora cassiicola, inibindo seu crescimento em na concentracao
de 0,7 uL/mL. Esse mesmo 6leo € rico em timol (48,8%) e y-terpineno (31,3%), condizendo
com a literatura que, segundo Koba et al. (2009), afirma que o potencial antifingico do OE de
Ocimum gratissimum € uma consequéncia direta do seu alto teor de timol.

Ja Carvalho (2012) extraiu o 6leo volétil das folhas de Lippia gracilis Schum e seus
resultados apresentaram uma promissora atividade antimicrobiana frente as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli com Concentragdo Inibitéria Minima de 100

pug/mL.
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4. METODOLOGIA
4.1. Coleta do material botanico

A pesquisa se desenvolveu durante os anos de 2014 a 2018 em diferentes etapas tais
como: coletas de amostras vegetais de diversas espécies de plantas, identificacdo das espécies
a partir de suas exsicatas, extragdo dos 6leos essenciais, andlise de composicdo quimica e
testes antimicrobianos.

As coletas foram realizadas no més de maio de 2014 durante uma expedicdo pelo
Parque Nacional das Nascentes do Rio Parnaiba (ver Figura 11). O parque fica localizado nos
platds da Chapada das Mangabeiras e da Serra da Tabatinga, foi projetado para proteger as
nascentes do Rio Parnaiba, segunda maior bacia hidrogréfica do nordeste, da degradacdo de
seus recursos naturais pela ocupacdo desregrada na regido. Com extensdo territorial de
729.813,55 hectares, o parque abrange os estados do Maranhdo (46,2%), Piaui (35,8%),
Tocantins (14,6%) e Bahia (3,4%) (IBAMA, 2007).

Figura 11. Mapa da localizacdo Parque Nacional das Nascentes do Rio Parnaiba.
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Fonte: Editado pelo autor (Google Maps).

Durante essa etapa de campo a equipe coletou 27 espécies de plantas arométicas
levando em conta suas caracteristicas organolépticas como cor e, principalmente, os odores
exalados por elas, visando potenciais plantas com bom rendimento de 6leo essencial para

posterior extracdo. As amostras foram levadas para o Laboratério de Produtos Naturais (LPN)
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no Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA).
As exsicatas de cada uma delas foram preparadas e enviadas para o Museu Paraense Emilio
Goeldi (MPEG) para a realizagdo de suas identifica¢des botanicas.

Todas as amostras que chegaram ao LPN passaram por um processo prévio de secagem
em temperatura ambiente e foram submetidas ao processo de hidrodestilacdo, que serd
explorado a seguir, com extrator de Clevenger modificado. Os O6leos coletados foram
separados em ampolas de vidro dmbar até 10 mL e armazenados sob refrigeracio e em

auséncia de luz, proporcionando a conservacao para futuros testes.

4.2. Materiais e equipamentos

4.2.1. Sistema de hidrodestilacao

O sistema é composto por um baldo de fundo redondo de 1000 mL levado a uma manta
aquecedora. Ao baldo estd ligado um Clevenger modificado, aonde os vapores de dgua e 6leo
serdo coletados. Na conexdo superior do Clevenger estd acoplada a um condensador por onde
circula uma solucdo hidroalcoolica refrigerada por um banho ultratermostitico, modelo

Q214S, QUIMIS.

Figura 12: Sistema de Hidrodestilagdo e Banho Figura 13: Extrator de Clevenger modificado.

Ultratermostatico.

Fonte: Foto do autor. Fonte: Foto do autor.
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4.2.2. Balanca analitica

Modelo SHIMADZU AUY220 UniBloc de precisao 0,0001g (0,1 mg), utilizada para

mensurar a massa vegetal necessaria durante a extragdo.

Figura 14: Balanca analitica de precisdo 0,1 mg.
|

Fonte: Foto do autor.
4.2.3. Analisador de umidade por infravermelho

Modelo IV2500, GEHAKA. Equipamento utilizado para aferir a umidade encontrada na

massa de amostras vegetais.

Figura 15: Medidor de umidade por infravermelho.
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Fonte: Foto do autor.
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4.2.4. Centrifuga

Aparelho utilizado por 10 minutos para separar o 6leo essencial do hidrolato e dgua

ap0s o processo de hidrodestilagdo. Modelo 206, FANEM.

Figura 16: Centrifuga.

Fonte: Foto do autor.

4.2.5. Ampolas de vidro ambar

Utilizadas para o armazenamento do 6leo essencial, de volume 5 mL Foram seladas

com macarico levadas a refrigeracdo a 5 — 10 °C.

Figura 17: Ampolas de vidro ambar contendo 6leo essencial (a esquerda) e aberta (a direita).

Fonte: Foto do autor.
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4.2.6. Sistema em conjunto de cromatégrafo a gas acoplado a espectrometro de

massas

O ¢leo essencial de Hyptis dilatata B. foi analisado por um CG-EM no Laboratério de

Farmacognosia na Universidade Federal do Maranhdo com as seguintes especificacdes:

Tabela 1. Especificacdes do sistema em conjunto CG-EM utilizado na andlise de composi¢do do 6leo de Hyptis

dilatata B.

Sistema em Conjunto

Instrumento | SHIMADZU QP 2010

Cromatégrafo a Gas

Auto-injetor AOC-201

Silica Rtx-5MS (Restek, EUA)
Comprimento: 30m
Diametro Interno: 0,25mm
Espessura do filme revestimento: 0,25pum

Coluna Capilar

Espectrometro de Massas

Fonte de Ionizagdo Impacto Eletronico

NIST (National Institute of Stantards
and Technology, Gaitherbury, USA, 2011)

ADAMS (Allured Publishing

Bibliotecas de dados Corporation, Carol Stream, IL, 804p., 2007)

FFNSC 2 (Flavors and Fragrances of
Natural and Synthetic Compounds: Mass
Spectral Database, 2° Edition, John Wiley &
Sons Inc, 2011)

4.3. Metodologia experimental

4.3.1. Identificacdo botanica

Uma parte de material vegetal colhido pela equipe foi separada para o preparo de

excicatas e foram enviadas para o Museu Paraense Emilio Goeldi, em Belém (PA). O

espécime foi identificado como Hyptis dilatata Benth.
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4.3.2. Extracao por hidrodestilacao

O material vegetal foi retirado do ambiente de secagem e entdo separado entre as folhas
e ramos sauddveis para ser levado a extracdo do material vegetal infectado por fungos ou
devorado por insetos.

A massa de amostra vegetal foi levada a balancga analitica e seu peso foi anotado para
posterior cdlculo de rendimento. Durante a extracdo 2 gramas de material foram levados ao
analisador de umidade por infravermelho e submetidos a uma temperatura de 115°C por 30
minutos com taxa de secagem de 0,01%/min para que fosse possivel aferir a umidade durante
o intervalo de tempo enquanto ocorria a extracdo de 6leo da amostra, garantindo que o valor
de umidade obtido ndo venha a se alterar das condi¢des em que a extragdo de 6leo essencial
teve inicio.

Ap6s a pesagem da planta, esta foi levada ao sistema de hidrodestilagdo, emergindo-se a
massa vegetal em uma quantidade razodvel de dgua destilada em um baldo de fundo redondo
e levado a uma manta aquecedora apropriada. Apds o inicio da ebuli¢cdo os vapores de dgua
arrastam o Oleo essencial, sendo conduzidos pelo extrator de Clevenger e chegando ao
condensador onde esse vapores sdo resfriados por uma solu¢do hidroalcoolica 1:1 de
dgua/etanol 70°GL sob temperaturas abaixo de 10°C, resfriada pelo banho ultratermostatico.
Os vapores liquefeitos de dgua e 6leo retornam ao extrator de Clevenger, e separando-os
decorréncia a sua mutua imiscibilidade e suas diferentes densidades, onde permanece até o
fim da extracdo. O processo se estendeu por 3 horas nas quais o fluxo de vapor permanece
constante (MAIA et al., 2009).

Ap6s o fim da extracdo, o 6leo essencial € retirado do extrador de Clevenger e coletado
em um tubo de ensaio graduado. Entdo, ao 6leo foi adicionado uma pequena quantidade de
Na>SOg4 anidro e posto para centrifugar por 10 minutos sob rotacdes de 2500 a 3000 rpm.
Com esse ultimo procedimento visou-se a completa separagdo do 6leo da dgua a fim de evitar
com futuros testes com o 6leo fosse comprometidos por essa variante.

Ao fim da centrifugacdo o 6leo foi pipetado para uma ampola de vidro ambar e a
ampola foi selada com o auxilio de um macarico, evitando oxidacdo dos constituintes do 6leo
devido a exposi¢ao prolongada ao ar. Entdo, o 6leo foi armazenado em ambiente refrigerado a
5 — 10 °C, evitando a degradacdo de seus componentes por exposi¢do a luz e calor

(GUIMARAES et al., 2008), onde ficaram depositados até a realizacdo de novos testes.
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4.3.3. Calculo do rendimento

O rendimento de um 6leo essencial expressa a quantidade de dleo obtido em relagdo a
quantidade de material vegetal utilizado na extracdo. Para determinacdo desse parametro,
informacdes importantes sdo necessdrias tais como: umidade relativa da planta durante a
extracdo, massa vegetal utilizada para extracdo de 6leo, volume de 6leo obtido livre de dgua e
a densidade do ¢6leo.

O rendimento € uma razdo direta entre o volume do 6leo (Vsieo) € @ massa da base livre
de umidade (BLU). De acordo com a Equacdo 1 descrita a seguir é possivel obter esse valor

através de relacdes matematicas com BLU, descrita na Equacao 2:

v/
n = #ZO X 100 Equacio 1

Onde:
n = Rendimento do 6leo essencial (v/m);
Véleo = Volume do 6leo (mL);

BLU = Base Livre de Umidade (g).
BLU = m — (m X %ymidade ) Equacio 2
Onde:
m = Massa do material vegetal utilizada na extracdo (g);
Y0umidade = Umidade encontrada na amostra (%).

Ao substituir a Equacdo 2 na Equacio 1 obtem-se:

Vsleo
m — (m X %ymidade )

n = Equacao 3

O valor do rendimento € expresso pela razao do volume de 6leo obtido na extragdo e a
massa vegetal utilizada na mesma. Contudo, caso se deseja o valor do rendimento expresso
em unidades iguais (m/m), o rendimento deve ser multiplicado pela massa especifica do 6leo

essencial (psieo), €ncontrando-se a massa da seguinte maneira:
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Vsleo X Péleo
m — (m X %ymidade )

n= Equacio 4

4.3.4. Densidade

Para a determinacdo da densidade utilizou-se um picndmetro de 1.0 mL previamente
limpo e seco. Este foi pesado e tarado na balanca analitica e, entdo, foi preenchido com 1 mL
de dleo essencial de Hyptis dilatata B. O valor de massa observado corresponde a massa de
Oleo presente em um volume de 1 mL, uma propor¢do massa/volume que representa a

densidade do 4leo essencial.

4.3.5. Indice de Refracao

Para a determinacdo do indice de refragdo o refratdmetro foi ajustado a temperatura
ambiente de 25°C. Foram fechados os prismas de Flint que compdem o instrumento e
realizada a leitura pela escala do aparelho. Apds os ajustes foi verificada uma configuragao
semelhante a representada na Figura 18, onde o 6leo encontra-se no cruzamento do “X”. A

leitura foi feita em escala a partir dessa condicao.

Figura 18. Ilustragdo do 6leo essencial observado no refratdmetro.

[ N
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Fonte: Criado pelo autor.

4.3.6. Caracterizacao quimica e quantificacio de componentes

O ¢6leo de Hyptis dilatata B. foi enviado ao Laboratério de Farmacognosia da UFMA e
foi analisado em um sistema conjunto CG-EM. O equipamento utilizado foi um sistema
Shimadzu QP 2010 ultraequipado com coluna capilar de silica Rtx-5SMS (Restek, EUA) de

30m de comprimento e 0,25mm de didmetro interno revestido com filme de 5%-difenil/95%-
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dimetil-polisiloxano de 0,25um de espessura, utilizando Hélio como gés de arraste a um fluxo
de ImL/min. O sistema de injecdo € por auto-injetor AOC-20i com injecdo de 1 mL. A
temperatura do forno do CG foi programada de 60°C a 240°C a 3°C/min, a do injetor (split
1:20) e da linha de transferéncia foi de 250°C e a da camara de ionizacdo, 200°C. Os
espectros de massas foram obtidos por impacto eletronico a 70 eV com scans autométicos na
faixa massas de 35 a 400m/z a 0,30 scans/s.

A identificacdo dos componentes foi baseada no tempo e indice de retengao linear (série
de n-alcanos Cs-C»p), na interpretagdo e comparacdo dos espectros de massas obtidos com as

bibliotecas Adams 2007, Nist 2011 e FFNSC 2.

4.3.7. Atividade antimicrobiana

O ¢leo essencial de Hyptis dilatata B. foi enviado ao Laboratério de Microbiologia
Clinica (LABMIC) no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide da UFMA junto com outros
Oleos coletados em 2014 para a realizacdo da avaliagdo da atividade antimicrobriana. A
atividade foi testada in vitro através de dois bioensaios. Inicialmente por difusdo em agar e
depois pela macrodilui¢io. Ambos os protocolos descritos pelo Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI, 2013).

4.3.7.1. Selecao de cepas bacterianas e fingicas

Para realizacdo dos testes foram utilizados microrganismos padrao ATCC (American

Type Culture Collection) e isolados clinicos (IC). As amostras foram:

Candida albicans (ATCC 90028) / (IC)
Candida glabrata (1C)

Candida parapsilosis (1C)
Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
Escherichia coli (ATCC 25922)

4.3.7.2. Preparo das suspensoes microbianas

Os microrganismos foram reativados a partir de suas culturas originais € mantidos em

meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as amostras
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serdo cultivadas em placas de Agar Nutriente a 37°C por 24 horas. As coldnias isoladas foram
entdo ressuspendidas em 3 mL de solucdo fisiolégica (NaCl 0.9 %) estéril até atingir uma

turbidez equivalente na escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL).

4.3.7.3. Concentracao Inibitéoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi feita através da técnica de microdiluicdo segundo a
metodologia da diluicdo em caldo proposta pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standard (2013). Para isto, as colonias foram ressuspendidas em solugdo fisioldgica (0,9 %)
até atingir uma turbidez equivalente 0,5 na escala de McFarland, as placas de 96 pogos
estéreis foram preparadas com S0uL de caldo BHI e S0uL do d6leo essencial seguido de
diluicdes seriadas. Os tubos foram homogeneizados e levados a estufa a 35°C por 24 horas.
Ap06s o periodo de incubacgdo foi adicionado 20ul do revelador resazurina a 0,01%. A CIM
serd a menor concentracdo da solucdo onde ndo houve crescimento bacteriano ou fingico

visivel.

4.3.7.4. Concentracao Bactericida Minima (CBM) e Concentracao

Fungicida Minima (CFM)

Foram utilizadas as placas incubadas para determinacdo da CIM em meio liquido para
determinagdo da CBM e CFM. Uma aliquota (1 mL) de cada tubo foi inoculada em placas de
Agar Miieller Hinton e posteriormente incubadas em ambiente & 35°C por 24 horas. A CBM e
CFM serdo consideradas para a menor concentracao da solu¢do onde ndo houve crescimento

celular sobre a superficie do agar inoculado (99,9% de morte microbiana).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Identificacdo botanica das exsicatas

A identificacdo botanica foi realizada por andlises de semelhanga feita com a exsicata

enviada ao MPEG. Estas foram consideradas suficientes para a identificacdo botanica da
espécie Hyptis dilatata Benth.

Figura 19: Exsicata da Hyptis dilatata Benth.
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Fonte: Programa Reflora. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. <http://reflora.jbrj.gov.br>.
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5.2. Rendimento e caracteristicas fisico-quimicas

O dleo essencial extraido das folhas de Hyptis dilatata B. apresentou rendimento de
4,85%. Esse valor simboliza é uma relacdo volume/massa que representa, matematicamente, a
quantidade em mililitros de 6leo presentes em 100 gramas de amostra vegetal sem umidade.

O rendimento expresso em relacdo massa/massa resultou em 4,11%. Este valor é
significativamente maior que o expresso por outra espécie do Estado de Roraima, onde
apresentou 0,5% de rendimento (MORAES, NASCIMENTO & OLIVEIRA, 2014)

A Tabela 2 mostra as caracteristicas fisico-quimicas apresentadas pelo d6leo volatil das

folhas de Hyptis dilatata B.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial extraido das folhas de Hyptis dilatata B.

Caracteristicas fisico-quimicas Oleo essencial
Umidade (%) 13,83
Densidade (g/mL) 0,847
Indice de refracdo 1,469

Fonte: Dados do autor.

5.3. Identificacdo e quantificacao dos constituintes do dleo essencial de Hyptis

dilatata Benth

Através da analise por CG-EM foi possivel identificar 10 constituintes, correspondendo
a 98,45% da composicao total do 6leo. Entre os constituintes temos o limoneno (72,00%)
como composto majoritario seguido de B-pineno (11,31%) e p-cimeno (10,19%). O
cromatograma do 6leo essencial extraido das folhas da espécie Hyptis dilatata B. é mostrado
na Figura 20.

A composi¢ao completa do 6leo, com seus devidos tempos de retencdo, teor percentual,
indices de reten¢do calculados e indices de retenc@o encontrados na biblioteca estao listados

na Tabela 3.
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Figura 20: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Hyptis dilatata B.
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Fonte: Dados do autor.

Tabela 3. Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Hyptis dilatata B.

Pico TR2?  Constituinte Teor (%) IRCP IRB¢
1 5.375 a-tujeno 0,17 926 924
2 5.550 o-pineno 1,67 933 932
3 6.600 Sabineno 1,60 973 969
4 6.715 B-pineno 11,31 977 974
5 7.080 Mirceno 0,61 991 988
6 8.175 p-Cimeno 10,19 1025 1022
7 8.365 Limoneno 72,00 1030 1024
8 19.755  Acetato de mirtenil 0,39 1314 1326
9 24.810  a-trans-Bergamoteno 0,28 1436 1432
10 27.780  B-bisaboleno 0,23 1509 1505

Total 98,45

*Tempo de retencdo na coluna cromatogréfica

*Indice de Retengdo Calculado

°[ndice de Retencdo da Biblioteca (ADAMS, 2007; FFNSC 2, 2011; NIST, 2011.)
Fonte: Dados do autor.

Os espectros de massa do limoneno, -pineno e p-cimeno presentes no 6leo essencial
das folhas de Hyptis dilatata B. foram comparados com os espectros de massa fornecidos pela
biblioteca e por semelhanca entre os picos possivel aferir a presenca de cada um desses

componentes na amostra.
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Figura 21. Espectro de massas do limoneno
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Fonte: Dados do autor

A Figura 21 (A) mostra a presencga do pico do ion molecular m/z = 136, confirmando a

presenca de um hidrocarboneto CioHis, a formula do limoneno. Comparando os picos

presentes na amostra com os fornecidos pela espectroteca FFNSC 2 na Figura 21 (B), e por

dados constantes na literatura, confirma-se a semelhanca de fragmentagdo desse monoterpeno

(ADAMS, 2007).

O pico m/z = 121 [M-15] € decorrente da perda de um grupo metila. Ja a aparicdo do

pico m/z = 68 caracteriza a presenga do fragmento [CsHg]* decorrente da quebra de ligacoes

carbono-carbono semelhante a reacdo retro-Diels-Alder, comum em alquenos ciclicos

(RIBEIRO, 2009). A Figura 23 ilustra a fragmentacdo do limoneno por reacdo de retro-Diels-

Alder.

Figura 22. Férmula estrutural do limoneno. Figura 23. Fragmentacio do limoneno por reacio de
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Fonte: Criado pelo autor (ChemSketch). Fonte: Reproduzido pelo autor (RIBEIRO, 2009. p. 53).
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O espectro de massas do B-pineno no 6leo (A) e a comparagdo com a espectroteca

(ADAMS, 2007) (B) esta representado na Figura 24.

Figura 24. Espectro de massas do p-pineno.
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Fonte: Dados do autor.

Esse monoterpeno apresenta pico do fon molecular m/z = 136 e também possui um pico
em m/z = 121 [M-15] referente a perda de um grupo metil. O pico m/z = 107 ocorre devido a
perda de um grupo metileno, seguido de uma nova perda e resultando no pico base m/z = 93,

adquirindo uma configuracio estavel com [C7Ho]* (RIBEIRO, 2009).

Figura 25. Férmula estrutural do B-pineno.

Fonte: Criado pelo autor (ChemSketch).

Os espectros de massa (Figura 26) do p-cimeno na amostra (A) foram comparados com
a espectroteca FFNSC 2 (B), onde apresenta pico do ion molecular m/z = 134, confirmando a

formula Ci0Hi4 (ADAMS, 2007).
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Figura 26. Espectro de massas do p-cimeno
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Fonte: Dados do autor

O pico base com m/z = 119 [M-15] € proveniente da perda de um grupo metila. Ja os
picos com m/z = 91 caracteriza a presenga do fon tropilio [C7H7]™ enquanto o pico m/z = 65
evidencia a presenca do fon [CsHs]*, resultante da elimina¢do neutra de acetileno [C2H]
(MONTEIRO, 2008).

Figura 27. Férmula estrutural do p-cimeno

Fonte: Criado pelo autor (ChemSketch)

54. Avaliacao da atividade antimicrobiana do é6leo essencial

O dleo essencial das folhas de Hyptis dilatata B. apresentou atividade antimicrobiana
frente a Escherichia coli (ATCC 25922) com CIM e CBM de 65,5 uL/mL e frente ao
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) com CIM e CBM de 125 pL/mL.
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Quanto a atividade antifingica o 6leo expressou atividade contra os fungos Candida
albicans (IC) e Candida glabrata (IC) com CIM e CFM de 250 uL/mL enquanto para os
microrganismos Candida albicans (ATCC 90028) e Candida parapsilosis (IC) somente
apresentou CIM de 250 pl/mL.

A Tabela 4 demonstra as concentragdes inibitdrias, bactericidas e fungicidas minimas

expressas pelo o dleo frente aos diferentes microrganismos.

Tabela 4. Concentragio Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo

Fungicida Minima (CFM) do 6leo essencial de Hyptis dilatata B.

Microrganismo CIM (uL/ml) CBM/CFM (uL/mL)
E. coli (ATCC 25922) 65,5 65,5
E. faecalis (ATCC 29212) 125 125
C. albicans (ATCC 90028) 250 ---
C. albicans (IC) 250 250
C. glabrata (IC) 250 250

C. parapsilosis (IC) 250 —
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados pelo estudo da espécie Hyptis dilatata Benth permitem
concluir que o 6leo extraido das folhas da planta apresentaram rendimento de 4,85%, um
valor relativamente alto se comparado ao 6leo da mesma espécie coletada no estado de
Roraima, com rendimento de 0,5%. O 6leo gerado foi de alta qualidade e livre de impurezas.

A andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas forneceu dados suficientes para permitir o estudo de um novo
quimiotipo de Hyptis dilatata B., evidenciando o limoneno como o composto majoritario com
teor de 72,00% em sua composicao, seguido de B-pineno (11,31%) e p-cimeno (10,19%).

O o6leo essencial de Hyptis dilatata B. também demonstrou uma forte acdo bactericida
frente ao Escherichia coli e Enterococcus faecalis, sendo suas CIM e CBM em concentragdes
diluidas de 65,5 uL/mL e 125 uL/mL, respectivamente. Quanto a sua ac¢do antifingica contra
as cepas de Candida albicans, Candida glabrata e Candida parapsilosis, o 6leo apresentou
moderada eficdcia, onde a elimina¢do dos fungos somente ocorreu em concentracdes elevadas
de 250 ul/mL. Houve apenas inibi¢do do crescimento micelial para as espécies C. albicans e
C. glabrata.

O presente estudo colabora para com a continuidade dos estudos quimicos e bioldgicos
da espécie Hyptis dilatata B, fornecendo resultados que visam a expansao do conhecimento

acerca do 6leo essencial de uma das espécies menos estudadas da familia Lamiaceae.
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