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RESUMO

LOPES, Maria Miranda. M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2008. Composicdo quimica, atividade antibacteriana e alelopética dos
O0leos essenciais de Eugenia uniflora L. e Myrciaria glazioviana
(Kiaersk) G. M. Barroso & Sobral (Myrtaceae). Orientador: Antdnio
Jacinto Demuner. Co-orientadores: Célia Regina Alvares Maltha e Luiz
Claudio de Almeida Barbosa.

Sao apresentados dados relativos a influéncia de quatro periodos
distintos no ano de 2008 em relagdo ao teor (%), a composi¢cao quimica e a
atividade antibacteriana e alelopatica dos 6leos essenciais de Eugenia uniflora
e Myrciaria glazioviana, sendo a primeira uma planta cultivada e a ultima uma
planta nativa, ambas do municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Os
principais constituintes identificados para E. uniflora no més de janeiro foram
curzereno (25,6%), germacrona (20,4%) e B-elemeno (4,5%); em maio: [1-(3-
metilbuta-1,2-dienil)-2-ciclopropil]fenilmetanol (31,8%) e o composto néo
identificado (24,9%) com o tempo de retencdo 40,2 minutos; em julho:
curzereno (25,%), [1-(3-metilbuta-1,2-dienil)-ciclopropillfenilmetanol (16,6%) e
germacrona (13,0%); e em setembro: [1-(3-metil-buta-1,2-dienil)-2-ciclopropil]-
fenil-metanol (26,6%), germacrona (9,0%) e o composto n&o identificado
(17,6%) com o tempo de retencédo de 40,2 minutos . Para M. glazioviana, seus
constituintes majoritarios em janeiro foram: [-elemeno (7,7%), Oxido de
cariofileno (13,2%), elemol (10,9%) e aromadendreno (10,7%); em maio: y-
elemeno (4,9%) e germacreno B (32,6%); em julho: germacreno B (27,4%) e
um composto ndo identificado (11,9%) com o tempo de retengcdo de 36,7

minutos; e em setembro: (E)-cariofileno (7,3%), 6xido de cariofileno (10,7%) e

Xi



viridiflorol (8,8%). As espécies apresentaram maior rendimento do dleo
essencial no més de janeiro (estacdo chuvosa). Na avaliacdo da atividade
antimicrobiana, utilizou-se a técnica de difusdo em disco. Os 0Oleos essenciais
de E. uniflora e M. glazioviana apresentaram atividade moderada contra
Escherichia coli e Bacillus cereus e foram inativos contra Staphylococcus
aureus. Na avaliagao fitotoxica, foi observada interferéncia no desenvolvimento
radicular de sorgo (Sorghum bicolor) e pepino (Cucumis sativus): em baixa
concentragéo (100 ppm), o 6leo de E. uniflora estimulou o desenvolvimento

radicular em pepino.
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ABSTRACT

LOPES, Maria Miranda. M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, December
2008. Chemical composition, antibacterial and allelopathic activity of
Eugenia uniflora L. and Myrciaria glazioviana (Kiaersk) G. M. Barroso &
Sobral (Myrtaceae) essentail oils. Adviser: Antonio Jacinto Demuner. Co-
advisers: Célia Regina Alvares Maltha and Luiz Claudio de Almeida
Barbosa.

Data are presented concerning the influence of four 2008 distinct periods
on content (%), chemical composition, antibacterial and allelopathic activity of
Eugenia uniflora and Myrciaria glazioviana essential oils. E. uniflora is a
cultivated plant while M. glazioviana is a native plant, both found in Vigosa,
Minas Gerais, Brazil. The major constituents identified in E. uniflora in January
were curzerene (25.6%), germacrone (20.4%) and B-elemene (4.5%); in May,
[1-(3-methylbuta-1,2-dienil)-2-cyclopropyl]phenylmethanol (31.8%) and the non-
identified compound (24.9%) with a retention time of 40.2 minutes; in July,
curzerene (25%), [1-(3-methylbuta-1,2-dienil)-2-cyclopropyllphenylmethanol
(16.6%) and germacrone (13.0%); and in September [1-(3-methylbuta-1,2-
dienil)-2-cyclopropyl]phenylmethanol (26.6%), germacrone (9.0%) and the non-
identified compound (17.6%) with a retention time of 40.2 minutes. In M.
glazioviana, the major constituents in January were S-elemene (7.7%),

caryophyllene oxide (13.2%), elemol (10.9%) and aromadendrene
(10.7%); in May, y-elemene (4.9%), germacrene B (32.6%); in July, germacrene
B (27.4%) and the non-identified compound (11.9%) with a retention time of
36.7 minutes; and in September, (E)-caryophyllene (7.3%), caryophyllene oxide
(10.7%) and viridiflorol (8.8%). The species presented the highest essential oil

Xiii



yield in January (rainy period). Antibacterial activity was evaluated by the disc
diffusion technique. E. uniflora and M. glazioviana essential oils presented
moderate activity against Escherichia coli and Bacillus cereus and were inactive
against Staphylococcus aureus. During the phytotoxic evaluation, interference
in the root development of sorghum (Sorghum bicolor) and cucumber (Cucumis
sativus) was observed, with the E. uniflora essential oil stimulating cucumber

root growth at a low concentration (100 ppm),

Xiv



1. INTRODUCAO

O estudo da diversidade e complexidade de estruturas quimicas
encontradas na natureza fornece importantes ferramentas para a biologia
molecular, bioquimica e quimica ecoldgica. Essas estruturas desempenham um
papel importante nas complexas relagbes dos organismos em um determinado
ecossistema (RUIZ, 2001). O homem procura conhecer as plantas e suas
propriedades medicinais, pois o aumento da produtividade agricola e das
enfermidades tem levado a investigagdo e descoberta de substancias e de
plantas uteis na cura de diversas enfermidades e sintese de agroquimicos

Produtos naturais ou metabdlitos secundarios sao compostos que
geralmente apresentam estruturas complexas. Eles também apresentam
concentragdes relativamente baixas e ocorrem em grupos distintos de plantas.
Ja os metabdlitos primarios (lipidios, protideos e glicidios) sdo essenciais a
todos os seres vivos e com fungdes bem definidas (VON POSER; MENTZ,
2003). Entre os produtos naturais, destacam-se os 6leos essenciais produzidos
pelas plantas e armazenados em estruturas anatdbmicas altamente
especializadas, como tricomas glandulares, células oleiferas, cavidades
secretoras, ductos e laticiferos (BUCHANAN et al., 2000). Podem ser misturas
complexas, contendo cem ou mais compostos organicos, normalmente volateis
aromaticos, que conferem odor caracteristico a planta (WATERMAN, 1993).

Alguns autores sugerem que metabdlitos secundarios ndo sé&o

essenciais a vida do organismo que os biossintetiza. No entanto, s&o
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essenciais na comunicagao da espécie, na defesa contra herbivoros e atragao
de insetos polinizadores, contribuindo no dialogo quimico entre a planta e o
ecossistema que permite sua sobrevivéncia (LOBO; LOURENCO, 2007). Atuam
como fitoalexinas, combatendo fitopatdogenos; podem exercer fungdes
alelopaticas, estimulando ou inibindo a germinacdo de sementes e o
desenvolvimento de outras plantas (SILVA et al.,, 2000). Sdo mediadores de
interagcdes ecoldgicas e garantem a sobrevivéncia de organismos em ambientes
hostis, onde muitos organismos competem uns com os outros. Dessa forma,
aumentam a competitividade desses organismos (CASTRO et al., 2004).

A composicao dos oOleos essenciais € determinada por fatores genéticos
(CORREA et al, 1994; SIMOES; SPITZER, 1999). No entanto, fatores
ambientais, como sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacao,
nutrientes, altitude, entre outros, podem causar variagbes significativas na
composicao quimica dos 6leos essenciais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Terpendides sao inibidores de crescimento que tém sido identificados em
plantas superiores, destacando-se pelo potencial alelopatico, « e fpineno, 1,8-
cineol, canfora e diterpenos (SAMPIETRO, 2008). Sdo capazes de influenciar o
desenvolvimento de outras espécies (DUKE; LYNDON, 1987), podendo ser de
grande importancia no controle de plantas daninhas (CHON et al., 2005).

Oleos essenciais formam um amplo grupo de substancias, que na
fitoterapia destacam-se por suas propriedades antibacterianas, analgésicas,
sedativas, expectorantes, estimulantes e estomaquicas. Além disso, os Oleos
essenciais possuem atividade antimicrobiana, anticancerigena, fungicida,
inseticida (KAMBU et al., 1982), sendo, pois, de grande interesse econdmico
devido ao seu uso na industria em geral.

Os fabricantes de perfumes, cosméticos e aromas para alimentos
absorvem quase a totalidade das esséncias naturais e os respectivos
derivados, fato que justifica o alto nivel técnico alcancado na sua preparagao e
o elevado valor econbmico que elas representam. Industrias de tintas e
vernizes consomem quantidades importantes de algumas esséncias,as quais
sao utilizadas na medicina, na formulacdo de antissépticos, antiespasmadicos,
inalantes, analgésicos (COSTA, 1994).

A familia Myrtaceae, uma das maiores da flora brasileira e que sintetiza
Oleos essenciais, composta por mais de 130 géneros e 4.000 espécies de
arbustos e arvores verdes durante todo o ano (SOUZA; LORENZI, 2005), cujas
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folhas opostas, com nervuras marginais sao frequentes nesta familia, € bem
representada na Australia, no leste asiatico e nas Américas.

Myrtaceae é dividida em duas subfamilias: Myrtoideae, que apresenta
frequentemente frutos em bagas, de ampla ocorréncia na América tropical, e
inclui os géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia, Pseudocaryophyllus e
Syzygium; e Leptospermoideae, com frutos secos e folhas alternas que ocorre,
principalmente, na Austrdlia e ilhas do oceano indico, & qual pertencem os
géneros Eucalyptus, Leptospermum e Melaleuca (SOUZA; LORENZI, 2005).

O género Eugenia € um dos maiores da familia Myrtaceae, com mais de
500 espécies, das quais cerca de 400 sdo encontradas no Brasil e tém
destaque especial por serem utilizadas como plantas medicinais (ADEBAJO et
al., 1989). Consiste de arvores, arbustos, com flores tetrdmeras, pentédmeras,
solitarias ou em racemos, com sépalas bem diferenciadas no botao floral, calice
aberto ou fechado, rompendo-se irregularmente, bractéolas persistentes ou
deciduas, ovario bilocular com uma ou duas sementes, geralmente
membranaceas, e embrido com cotilédones (BRAGA, 1985).

Alguns autores utilizam o termo Plinia glomerata, que também ¢é
chamada de Myrciaria glazioviana, sendo esta recentemente classificada por
Graziela Maciel Barroso. O género Plinia, que pertence a familia Myrtaceae,
inclui cerca de 20 espécies, encontradas nas regides Guianas, Antilhas Minores
e Amazdbnica. Poucos estudos fitoquimicos ou bioldgicos tém sido relatados
sobre esse género (TEODULOZ et al., 1988).

O presente trabalho teve como objetivo determinar o teor, o estudo
da composigao quimica e a atividade antibacteriana e alelopatica dos oleos

essenciais de Eugenia uniflora L. e Myrciaria glazioviana (Kiaersk).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Eugenia uniflora L - PITANGA

Originaria do Brasil, a pitangueira (Eugenia uniflora L.), Myrtaceae, cresce
em regides de clima tropical e subtropical, onde é valorizada pelo seu fruto. A
pitangueira € encontrada desde o Brasil Central até o norte da Argentina
BEZERRA et al. (2000). Em raz&o de sua adaptabilidade as mais distintas
condicbes de solo e clima, essa frutifera foi disseminada e é atualmente
encontrada nas mais variadas regides do globo (Figura 1), existindo plantios
comerciais na América Central, Florida, Califérnia, China e sul da Franga. No
Brasil, o maior plantio racional em escala comercial, também o maior da
América Latina, estd instalado no municipio de Bonito, no Agreste
pernambucano, pela Bonito Agricola Ltda. Estima-se que a produgao anual de
pitanga em escala comercial do Estado de Pernambuco esteja entre 1.300 e

1.700 t/ano (http://www.seagri.ba.gov.br/Pitanga.htm).



Figura 1 — Foto de exemplares da planta E. uniflora — PITANGA.

Devido ao sabor e odor agradavel, seu fruto € consumido in natura, ou
utilizado na fabricacdo de sucos, sorvetes, licores e também na industria de
cosméticos e de perfumaria. Na medicina popular, é utilizada para combater
varias doengas. As folhas e frutos sdo considerados excitantes, febrifugos,
aromaticos, antirreumaticos e antidisentéricos. A infusdo de suas folhas tem
sido empregada como antirreumatica e anti-hipertensiva, e seu extrato alcodlico
€ utilizado em bronquites, tosses, febres, ansiedade, hipertensao arterial e
verminoses (LORENZI; MATOS, 2002).

Sua composicao (em média, 77% de polpa e 23% de semente) é rica em
calcio, fosforo, antocianinas, flavonoides, carotenoides e vitamina C, indicando
seu elevado poder antioxidante. Mais recentemente, tem sido apontado que
esta fruta também possui propriedades afrodisiacas. Devido a todos esses
fatores de qualidade, a polpa da pitanga tem sido amplamente exportada para o
mercado europeu.

Em razdo desses atributos, a espécie E. uniflora ja teve alguns estudos
sobre seus constituintes quimicos de folhas e frutos e vem despertando a
atencao da industria farmacéutica (MARIN et al., 2004). O d6leo essencial de
folhnas e ramos de E. uniflora, estudado por Maia et al. (1999), colhidos na
cidade de Belém, no Para—Brasil, teve rendimento de 1,8%. Os principais
componentes identificados foram o germacreno (32,8%), germacreno B (15,0

%) e curzereno (30,0%).



Rucker et al. (1977) analisaram o 6leo essencial de frutos de E. uniflora
L. e identificaram o furanoelemeno, o germacreno, o y-elemeno e o selina
4(14),7(11)-dieno como componentes majoritarios.

Wyerstahl et al. (1988) estudaram e analisaram a composi¢cdo do oleo
essencial de folhas de E. uniflora, proveniente da Nigéria, cujo rendimento
obtido foi de 1% como um o6leo amarelo, e identificaram as substancias
cariofileno (5,7%), furanodieno (24%), germacreno B (5,8%), selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona (17,0%) e oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (14,0%).

Estudos da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de folhas e frutos
de E. uniflora testada pelo método de difusdo em placa de Petri foram
realizados sobre Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Candida albicans e Trichophyton menthagrophytes. Nesses
ensaios foram utilizadas amostras de 6leos essenciais colhidas em diferentes
periodos do dia e em diferentes épocas do ano, indicando uma variagdo na
composicao do 6leo das diferentes amostras. A maioria das amostras foi inativa
contra Staphylococcus aureus, Serratia marcescens e Yersinia enterolitica.
Pseudemonas aeruginosa foi a bactéria mais sensivel, enquanto T.
menthagrophytes foi o fungo mais sensivel (ADEBAJO et al.,1988).

Em estudos com camundongos, nao foi verificada toxicidade em doses
de até 4,2 g do extrato hidroalcoodlico de folhas de E. uniflora por kg de peso,
administradas por via oral. A DLsp, por via intraperitoneal, foi de 220 mg/kg
(SCHMEDA-HIRSCHAMANN et al., 1987). Auricchio (2003) confirmou a baixa
toxicidade oral encontrada por Schmeda-Hirschamann et al. (1987) utilizando
linhagens diferentes de camundongos.

As folhas de E. uniflora sao utilizadas como decoccéo para controle de
hipertensédo e gota (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987; TEODULOZ et al.,
1988), por serem ricas em flavanoides.

Um estudo quimico desse extrato hidroalcoodlico apresentou flavonoides
quercetina e mircetina (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1995).

Empregando reativo de Draggendorf para revelagdo, Oliveira (1999)
constatou a presenca de alcaloides por cromatografia em camada delgada em
extratos de E. uniflora.

O dleo essencial de frutos de pitanga estudado por Ogunwande et al.
(2005) exibiu forte atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, e 0

das folhas, forte inibicdo contra o crescimento de Bacillus cereus. Ambos os
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Oleos exibiram excelente agao citotoxica relativa a células tumorais da prostata.
Os constituintes maijoritarios do 6leo essencial das folhas foram curzereno
(19,7%), selina-1,3,7(11)-trien-8-one (17%), atractilona (16%) e furanodieno
(9,6%).

Diversos métodos foram testados por Galhiane et al. (2006) para extrair o
Oleo de E. uniflora, e a extragao com Clevenger apresentou maior €ficiéncia e
seletividade. Técnica cromatografica apontou o linalol como um dos principios
ativos da E. uniflora; a cromatografia em fase gasosa (CG/FID e CG-EM)
mostrou ser valiosa ferramenta para determinar a composic¢ao geral e especifica
de amostras complexas, como os extratos vegetais.

Em estudos dos constituintes volateis de frutos de pitanga através de
extratos, Oliveira et al. (2006) detectaram 54 constituintes através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; destes, foram
identificados 29, dos quais alguns presentes nos extratos das folhas. O
constituinte majoritario identificado foi selina-1,3,7(11)-trien-8-ona.

Na analise das substancias que conferem o aroma a pitanga, Melo et al.
(2007) identificaram nove constituintes no aroma do 6leo essencial das folhas
de pitanga, trés dos quais foram considerados como de maior impacto:
furanodieno, felemeno e (E,E)-germacrona. A mistura destes levou a uma
esséncia de pitanga semelhante a da fruta. A técnica utilizada foi a
cromatografia gasosa-olfatometria (CG-O), associada a analise por diluicao de
aroma AEDA (Aroma Extract Dilution Analysis). Furandieno (50,2%), f-elemeno
(5,9%) e a-cadinol (4,7%) foram os constituintes majoritarios.

O extrato metandlico de folhas de E. uniflora foi investigado por Lee et al.
(1997), que encontraram seis compostos fendlicos, entre eles a eugeniflorina D1
(C75H52048) e eugeniflorina D2 (CgsH4s045), que sao dois taninos macrociclicos

hidrolisaveis (Figura 2).
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Figura 2 - Estruturas da Eugeniflorina D1 e da Eugeniflorina D2.

2.2. Myrciaria glazioviana

Myrciaria glazioviana (Kiaersk.) G. M. Barroso & Sobral cujos sinbnimos

sao Eugenia cabelludo variedade glazioviana Kiaersk. e Paramyrciaria

glazioviana (Kiaersk) Sobral, € conhecida popularmente como cabeludinha,

cabeluda, peludinha (Figura 3). E uma espécie nativa do Brasil, provavelmente

dos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais.

Figura 3 — Fotos de exemplares do arbusto e de folhas de M. glazioviana.




E um arbusto grande ou arvoreta perenifdlia de 2-4 m de altura, dotada
de copa densa, com os ramos quase tocando o solo. Folhas cartaceas, branco-
tomentosas na face inferior, de 6-11 cm de comprimento, com as margens
curvadas para baixo. Flores reunidas em glomérulos axilares, formadas em
maio-junho. Frutos tomentosos, com polpa translucido-suculento-acidulada
(LORENZI et al. 2006), com dois ciclos reprodutivos; floresce de abril a junho,
mas nem sempre chegando a maturagédo dos frutos, e de outubro a dezembro
dao seus frutos (IDE et al., 2002).

Seus frutos tém sabor agradavel, levemente acido, sdo ricos em vitamina
e normalmente consumidos ao natural. Também é utilizada como planta
ornamental, gragas as suas densas ramificacbes, elegante copa e folhagem
verde-escura (ESALQ, 2008).

Oito linhagens de bactérias foram avaliadas no estudo com dleo
essencial de Myrciaria tenella; sendo que Enterobacter sp. e Shigella flexnerii
foram mais sensiveis ao 6leo, estando « e Bpinenos em maiores proporgoes
dos 50 constituintes identificados. (SCHNEIDER et al., 2008).

Fischer et al. (2008) avaliaram o extrato metanodlico bruto e o extrato
aceténico de Plinia glomerata, que exibiram efeito hipnético, antidepressivo e
mostrou propriedades antinociceptivas em varios modelos de dor em ratos. Em
relacdo aos estudos fitoquimicos das folhas, foram isolados os acidos 3,4,3'-
trimetoxiflavelagico-4’-O-glicosideo, 3,4,3’-trimetoxiflavelagico e quercitrina e
observaram que sd&o mais ativos que alguns farmacos, como: aspirina,
paracetamol, diclorofenaco e dipirona, quando testados no modelo de dor
induzida por acido acético em ratos (SERAFIN et al., 2007). Estudo posterior
investigou a atividade antimicrobiana através de extratos com os fitoquimicos
citados e verificou que nenhum deles demonstrou atividade até a concentragéo
de 500 pg/mL (SERAFIN, 2007).

Segundo Apel et al. (2006), que estudaram a composicdo do oleo
essencial de quatro espécies de Plinia, os rendimentos dos 6leos foram baixos:
0,1% para todas elas. Para P. edulis, B-cariofeleno e 6xido de cariofileno estao
em alta porcentagem (39,3%), seguidos do espatulenol, com 11,9%. Os
componentes principais de P. ftrunciflora foram B-cariofileno (8,2%),
biciclogermacreno (10,6%), globulol (10,8%) e y-muuroleno (9,2%); para P.

cauliflora: espatulenol (27,2%), 6xido de cariofileno (21,6%) e epi-globulol



(8,1%); e para P. cordifolia: a-6xido bisabolol A (28,0%), B-carofileno (15,9%),
a-0xido bisabolol B (7,0%) e a-bisabolol (5,8%).

De outras espécies do género, como Plinia rubrinervis, espécie endémica
de Cuba, foi extraido o 6leo essencial, o qual foi analisado por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa, onde Pino et al. (2002)
identificaram como componentes majoritarios: a-pineno (19,9%), p-cimeno
(11,4%) e a-terpineol (10,9%).

Foram identificados seis compostos em Plinia pinnata que sao:

e 5,7,2'.5'-tetraidroxidiidroflavonol,
e 3-0O-a-L-rhamnopiranosideo

e miricetina, miricitrina

e Aacido oleandlico

e -amirina

e [(-amirina

Os dois primeiros foram isolados e tiveram caracterizadas as suas
estruturas quimicas (MENDEZ et al., 1994).

No entanto, um novo triterpeno foi posteriormente isolado dos ramos de
Plinia pinnata por Mendez (1997), sendo denominado 2a,3B8, 23,30-

tetraidroxilean-12-eno.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao do material vegetal

Espécimens de Myrciaria glazioviana foram coletados na Mata da
Biologia, campus da Universidade Federal de Vigosa (UFV); Eugenia uniflora foi
coletada em uma residéncia no bairro Jardins do Vale, Vicosa — MG (Figura 4).
O espécimen-testemunha foi herborizado e incorporado ao acervo do Herbario
VIC do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), sob o registro de numero 31766 para E. uniflora.

Para determinacgao do teor e da constituicdo quimica do 6leo essencial e
da atividade bioldgica e fitotdxica, foram utilizadas folhas frescas coletadas em
pontos aleatérios das plantas, sempre no mesmo horario (9h30). As analises
das amostras foram realizadas em ftriplicatas (100 g cada) para as extragdes. As
amostras foram coletadas nos meses de janeiro (verdo, época de calor intenso
e chuvoso), maio (outono), julho (inverno rigoroso) e setembro (primavera) de
2008.

13



Flores e folhas de E. uniflora M. glazioviana em floragao

Figura 4 - Fotos de flores e folhas de E. uniflora e M. glazioviana.

3.2. Determinacé&o do teor de matéria seca

Para determinacéo do teor de matéria seca, foram utilizadas aliquotas de
aproximadamente 2 g das diferentes amostras. Estas foram colocadas em
estufa a aproximadamente 105 °C por um periodo de 24 horas. Apds esse
periodo, foi determinada a massa restante e calculado o teor médio de agua das

amostras. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

3.3. Extracéo do 6leo essencial

As folhas de Eugenia uniflora e Myrciaria glazioviana foram coletadas no
periodo da manha, sempre no mesmo horario (9h30), e, separadamente
cortadas, submetidas a extragao por hidrodestilagao, utilizando o aparelho tipo
Clevenger por um periodo de trés horas. O extrato organico foi recolhido com
aproximadamente 50 mL de agua e extraido com pentano (3 x 30 mL).
Descartou-se a fase aquosa, e a fase organica foi seca com o sulfato de
magnésio anidro em excesso. Em seguida, filtrou-se; para remog¢ao do solvente
(pentano), foi utilizado um evaporador rotativo a 40 °C. O dleo foi recolhido e
acondicionado em um frasco, sendo mantido sob refrigeragdo a temperatura de
aproximadamente 0 °C até o momento das analises. A massa do 6leo essencial
obtido foi determinada em uma balanca analitica e calculou-se a porcentagem

correspondente de 6leo, em relagdo a massa da planta fresca.
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3.4. Analise qualitativa e quantitativa dos 6leos essenciais de

Eugenia uniflora e Myrciaria glazioviana

As amostras de Oleo essencial foram analisadas por meio de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
utilizando o equipamento Shimadzu, modelo GC17A, com detector seletivo de
massas, modelo QP5050 (Shimadzu). A coluna utilizada foi a Elite-5,
equivalente a DB-5 (espessura do filme de 0,25 ym), de 30 m do comprimento e
0,25 mm de diametro interno.

As condigdes utilizadas foram: temperatura do injetor de 220 °C; detector
de ionizagédo de chama (FID) a 300 °C; temperatura da coluna variando de 60-
240 °C a 3 °C/minuto, permanecendo a 240 °C por 15 minutos; fluxo de gas de
arraste (He) foi de 1 mL/minuto; presséo inicial da coluna de 56,7 Kpa; raz&o de
split 1:10; e o volume injetado de 1 pL (solugdo a 1% em diclorometano). As
condigdes do espectrdmetro de massas foram: energia de impacto de 70 eV;
velocidade de varredura de 1000; intervalo de varredura de 0,5 e fragmentos
detectados de 45 a 700 D. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A identificacdo dos compostos foi feita por meio da comparagcdo dos
espectros de massas das amostras, com os existentes no banco de dados do
aparelho (Wiley, 72 edi¢cao), bem como pelos indices de Kovats, calculados a

partir das injecbes de uma mistura de hidrocarbonetos lineares (ADAMS, 1995).

3.4.1 Ensaios bioldégicos do 6leo essencial de Eugenia uniflora

e Myrciaria glazioviana

3.4.1.1 - Microrganismos

Na avaliacdo da atividade antibacteriana dos o6leos obtidos, foram
empregados os microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC
6538 e Bacillus cereus A16, cedidos pelo Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos e Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos —

Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, MG.
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3.4.1.2 - Antibi6ticos

Os antibidticos utilizados para o controle foram: vancomicina, penicilina,
tetraciclina, eritromicina, gentamicina, amoxilina, ampicilina, estroptomicina,
cloranfenicol, do fornecedor CECON, cedidos pelo o Laboratério de
Microbiologia de Alimentos e Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia

de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.
3.4.1.3 — Manutencéo e ativagdo dos microrganismos

A cultura das bactérias S. aureus, E. coli e B. cereus foram mantidas em
tubos Eppendorf de 1 mL em caldo nutriente e glicerol a temperatura de — 80
°C. Para ativagéao, as culturas de S. aureus, E. coli e B. cereus foram repicadas
por duas vezes consecutivas, por 24 horas, em caldo nutriente (Oxoid®),
mantido nas temperaturas de 35 °C para S. aureus e E. coli e 32 °C para B.

cereus A16.
3.4.1.4 — Avaliagao da atividade antimicrobiana

Para realizacdo do ensaio foi empregado o método de difusdo em disco
de papel (AURELLI, 1992; COLLINS et al., 1995). Discos de 6 mm de didametro
foram impregnados com 10 uL de dleo essencial de cada espécie colhido no
més de janeiro. Como controle negativo, utilizou-se agua destilada e esterilizada
a 121 °C por 15 minutos, e como controle positivo, os antibidticos (Tabela 2).

Foram retiradas aliquotas de 0,1 mL da cultura ativada e inoculada,
usando a técnica do espalhamento superficial em agar Mueller Hinton (Oxoid®),
que foi adicionado em volumes de 20 mL em placas de Petri com 91 mm de
diametro. Apos a absor¢gdo dos microrganismos pelo meio, os discos contendo
as amostras foram colocados sobre o meio; as placas foram invertidas e
incubadas a temperatura ideal de crescimento dos microrganismos.

Na avaliagdo da sensibilidade microbiana ao oleo utilizou-se o
experimento fatorial 3 x 3 (trés microrganismos e duas amostras: controle, uma
de E. uniflora e outra de M. glazioviana), disposto no delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeti¢cdes. Os resultados foram expressos empregando-

se a meédia dos diametros dos halos de inibicdo observados, medidos com
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régua milimetrada, que correspondem a regido onde nao houve crescimento

dos microrganismos, devido a agao antimicrobiana do 6leo.

3.4.1.5 — Ensaios com 0Oleos essenciais de E. uniflora L. e M. glazioviana
para avaliar a inibicdo do desenvolvimento radicular de pepino (Cucumis

sativus) e sorgo (Sorghum bicolor) em placa de Petri

Os ensaios de atividade fitotdxica dos dleos essenciais foram realizados
sobre o desenvolvimento radicular de sorgo (Sorghum bicolor) e pepino
(Cucumis sativus), utilizando método descrito por Barbosa (2007), com
adaptacdes. O ensaio foi realizado utilizando-se placas de Petri, com 9 cm de
diametro, contendo dois discos de papel de filtro e 20 sementes cada.

Os tratamentos consistiram na adicido das amostras de 6leo essencial em
solugcdo de diclorometano com concentragbes de 10.000, 1.000 e 100 pg/mL
para E. uniflora e 5.000 e 500 pyg/mL para M. glazioviana: a testemunha foi
primeiramente tratada com diclorometano, deixando-o evaporar, e em seguida
com agua destilada. Para isso, foram distribuidas nas placas aliquotas de 4 mL
de agua destilada e 20 sementes da planta—teste, que foram espalhadas
aleatoriamente. As placas foram vedadas e acondicionadas em céamara
climatica MA 402 (Marconi), a temperatura de 25 °C, sob lampada fluorescente
(8 x 4 Watts). O processo de inibicdo da germinagao foi acompanhado, em
intervalo de 24 horas, por um periodo de trés dias; no final desse periodo, todas
as raizes foram medidas, para avaliar o seu desenvolvimento. As porcentagens
de inibicdo foram calculadas com base nos dados obtidos em relagdo aos

experimentos controles, realizados nas mesmas condi¢des dos tratamentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Teor do 6leo essencial

Na Figura 5 encontra-se a variagdo do teor médio em porcentagem do
Oleo essencial de Eugenia uniflora e Myrciaria glazioviana, obtida em relagéo a
matéria seca. As espécies foram coletadas nas quatro estacbes do ano de
2008, nos meses de janeiro, maio, julho e setembro.

Myrciaria glazioviana apresentou maior rendimento do éleo essencial
(1,16%) només de janeiro (estacdo chuvosa), permanecendo os valores
aproximadamente constantes nos meses seguintes (0,14%, 0,13% e 0,18%,
respectivamente para maio, julho e setembro). Os menores teores foram
observados nos meses de maio e julho (Figura 5) — meses de baixa temperatura
e periodo do primeiro ciclo de floragdo de M. glazioviana.

O rendimento do 6leo essencial de Eugenia uniflora foi maior nos meses
de janeiro e setembro — periodo chuvoso (2,06% e 1,67% respectivamente).
Esse teor sofreu decréscimo com a diminuicdo da temperatura e da
disponibilidade hidrica nos meses de maio e julho (1,08% e 0,64%
respectivamente) (Figura 5).

Segundo murtagh (1996), a atividade de insetos em periodos mais frios é
menor; portanto, a necessidade de producdo de metabdlitos de defesa também

€ menor. As condi¢des climaticas podem influenciar o metabolismo primario e,
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consequentemente, o secundario, alterando a composi¢ao e o teor de principios
ativos nas plantas medicinais (CORREA JUNIOR et al., 1994).
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Figura 5 - Variagcéo no teor (%) do dleo essencial de E. uniflora e M. glazioviana

durante os meses de janeiro, maio, julho e setembro de 2008.

A variacdo dos teores dos Oleos essenciais pode estar relacionada a
periodo de floragao, estresse hidrico (WATERMAN, 1993) e local de ocorréncia
da espécie. Maia et al. (1999) encontraram rendimentos de 1,8% para o 6leo
essencial das folhas de E. uniflora na cidade de Belém/Brasil, enquanto Morais
et al. (1996) verificaram teor de 0,74% na regido nordeste do Brasil. Na Nigéria,
foi encontrado 1% para os 6leos essenciais dessa espécie (WYERSTAHL et
al.,1988).

Os baixos teores de 6leo essencial observados neste estudo para M.
glazioviana ndo podem ser comparados com os da literatura, pois n&o foi
encontrado estudo para essa espécie; para o género Plinia, eles estdo em
consonancia com dados da literatura, de acordo com Apel et al. (2006).

Como visto, a sazonalidade € um fator marcante para a alteracdo nos
teores dos dleos, como as concentragdes de hipericina e pseudo-hipericina na
erva—de—sao—joao (Hypericum perforatum), utilizada no tratamento de
depressdes leves a moderadas, que aumentam em torno de 100 ppm no
inverno para mais de 3.000 ppm no verao (SOUTHWELL, et al., 2001).

Neste trabalho, estudou-se a composicdo quimica e o teor do dleo

essencial das espécies citadas quando submetidos a estresse hidrico nos
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meses de pouca precipitacdo. A coleta dos meses de janeiro e setembro foi
realizada apos periodo chuvoso, o que pode ter contribuido para o aumento no
teor dos Oleos essenciais. Resultados semelhantes foram obtidos por
Petropoulos e colaboradores (2007), que verificaram aumento no rendimento do
O0leo essencial de dois cultivares de salsa (Petroselinum crispum), quando

coletados em periodos chuvosos.
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4.2 — ldentificacdo dos constituintes quimicos

Os constituintes do 6leo essencial das folhas das espécies Eugenia
uniflora L. e M. glazioviana, coletadas nos meses de janeiro (estagdo chuvosa),
maio (outono), julho (inverno) e setembro (primavera) de 2008, encontram-se
listados na Tabela 1.

Dos componentes observados no oleo essencial de Eugenia uniflora,
apenas dez estavam presentes no decorrer das quatro estagdes: s-elemeno, /-
elemeno, alo-aromadendreno, (E)-cariofileno, jelemeno, germacreno B,
germacreno A, germacrona, viridiflorol e curzereno, sendo este ultimo o
composto majoritario (Figura 7). Todos esses compostos sdo sesquiterpenos,
sendo viridiflorol e curzereno sesquiterpenos oxigenados.

A coloracdo esverdeada apresentada pelo 6leo pode ser devido a
presenga dos constituintes: B-selineno (0,2%), 6-cadineno (0,4%), coapen-4a-ol
(0,9%), [1-(3-metilbuta-1,2-dienil)-2-ciclopropillfenilmetanol (31,8%) e o
composto nao identificado com o tempo de retencado de 40,2 minutos (24,9%)
presentes no 6leo de E. uniflora extraido no més de maio (Figura 6). Pois, na
extragdo do més de janeiro o éleo apresentou uma coloragdo amarela como

relatam Wyerstahl et al. (1988), e estes ndo estavam presentes.

Jan Mai

Figura 6 - Oleo essencial de E. uniflora extraido nos meses de janeiro

(amarelo) e maio (esverdeado).
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Figura 7 - Formulas estruturais dos compostos identificados do éleo essencial de

E. uniflora e M. glazioviana presentes nas quatro coletas realizadas.

Em muitas espécies de plantas aromaticas, como as da familia
Myrtaceae, observam-se variagdes na constituicdo quimica do éleo produzido.
Essas variagdes sdo utilizadas para identificagdo de diferentes quimiotipos
(BROPHY; DORAN, 1996). Segundo a ANVISA (2005), o termo quimiotipo se
aplica a planta aromatica que se distingue de outra ou outras da mesma
espécie botanica por apresentar composicdo quimica diferente, mas estavel ao

longo de varias geracdes. No presente estudo observaram-se variagbes tanto
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dos teores quanto da constituigdo quimica do Oleo essencial de Eugenia
uniflora (Figura 8).

Estudos preliminares indicam a existéncia de trés quimiotipos em
populagdes de Eugenia uniflora. No norte do Brasil e na Nigéria é descrito o
quimiotipo | com predominancia do sesquiterpeno selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e
oxidoselina-1,3,7(11)-trien-8-ona (MORAIS et al., 1996 ;\WYERSTAHL et al.,
1988). No sul do Brasil encontrou-se o quimiotipo |l, com predominancia dos
sesquiterpenos a, B-selineno e nerolidol (HENRIQUES et al.,, 1993). O
quimiotipo Ill, identificado na Argentina, apresenta predominancia dos
monoterpenos pulegona, carvona, limoneno e o sesquiterpeno nerolidol
(HENRIQUES et al.,, 1993). Os espécimens analisados no presente estudo
podem constituir um novo quimiotipo (quimiotipo V), pois este apresenta como
componentes majoritarios os sesquiterpenos curzereno e germacrona (23,7%,
18,4%, 25,6% e 8,1%; e 20,4%, 6,3%, 13,0% e 9,0%, em janeiro, maio, julho e
setembro respectivamente).

Neste estudo, sesquiterpenos incomuns foram observados na
composi¢cao quimica do 6leo essencial desta espécie. A ocorréncia de [1-(3-
metilbuta-1,2-dienil)-2-ciclopropillfenilmetanol nos meses de maio (31,8%),
julho (16,6%) e setembro (26%) de um componente nao identificado com
tempo de retencao de 40,2 minutos, na proporgcédo de 24,9% em maio, 11,7%
em julho e 17,6% em setembro n&o é descrita na literatura e pode ser
visualizada de acordo com a Figura 7. Ogunwande et al. (2005), descrevem a
ocorréncia de outros sesquiterpenos pouco comuns na composi¢ao do 6leo
desta espécie proveniente da Nigéria, tendo selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
(17,8%), atractilona (16,9%) e furanodieno (9,6%) como compostos
majoritarios. Essas variagoes podem estar relacionadas, entre outros fatores, a
influéncia da sazonalidade na composi¢cédo quimica do 6leo essencial.

O oleo essencial de Myrciaria glazioviana apresentou oito componentes
comuns nos Oleos coletados nas quatro estacdes: f-elemeno, y-elemeno, 6-
elemeno, germacreno B, oxido de cariofileno, a-humuleno, a-cadinol e a-
eudesmol (Figura 7). A ocorréncia e a variagdo dos constituintes bem como de
seus respectivos teores, podem ser visualizadas na Figura 9.

Os componentes majoritarios dos Oleos desta espécie s&o os
sesquiterpenos, 6xido de cariofileno e germacreno B, que apresentam maiores

teores nos meses mais frios, podendo sofrer um rearranjo a temperaturas mais
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elevadas. Em estudo das espécies Plinia edulis e Plinia cauliflora foi
encontrado 6xido de cariofileno como composto majoritario (APEL et al., 2006).

Em ambas as espécies houve predominancia de sesquiterpenos,
principalmente nos periodos chuvosos. Nos meses mais frios (maio e julho)
Myrciaria glazioviana apresenta teor mais elevado do monoterpeno a-pineno,
com teores de 4,4% e 7,4% respectivamente. No més de julho, o dleo de
Eugenia uniflora apresenta alguns monoterpenos com baixos teores.
Isoprenoides tém diferentes caracteristicas fisico-quimicas e séo sintetizados
em locais distintos, na familia Myrtaceae, em cavidades secretoras. E provavel
que os monoterpenos substituam os sesquiterpenos em época de seca e atue
na protecao da planta em periodo de pouca precipitagéo, evidenciando funcdes
ecoldgicas, como defesa ou armazenamento.

Os constituintes dos 6leos em estudos foram obtidos e analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os cromatogramas
de ions totais sdo apresentados nas Figura 3A e 4A (Anexo). O composto com
tempo de retencdo de 40,2 minutos do 6leo de E. uniflora Figura 9a (Anexo) e,
com tempo de retengao de 36,7 minutos do 6leo de M. glazivioana do més de
julho (Figura1B — Anexo) nao foi identificado pelos seus espectros de massas.
Como o tempo de retencdo desses compostos € maior isto sugere que eles
apresentam ponto de ebulicdo mais elevado e com maior polaridade, indicando

serem sesquiterpenos oxigenados.
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Figura 8 - Variacdo da composi¢cao quimica e teor (%) do Oleo essencial de E. uniflora nos meses de janeiro, maio, julho e
setembro de 2008.
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Figura 9 - Variacdo da composigao quimica e teor (%) do 6leo essencial de M. glazioviana nos meses de janeiro,

maio, julho e setembro de 2008.
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Tabela 1 - Teores (%) dos constituintes dos 6leos essenciais de E. uniflora e M. glazioviana, colhidas nos meses de janeiro, maio, julho e

setembro de 2008

Constituintes

Eugenia uniflora

Myrciaria glazioviana

N° IR Janeiro Maio Julho Setembro Janeiro Maio Julho Setembro
1. a-pineno 937 _ _ _ _ _ 4,4 +2,02 74+41 40+14
2. B-pineno 980 _ _ 0,6 £ 0,27 _ _ 0,3+0,0 _ _
3. d-elemeno 1338 0,7+0,18 0,3+0,06 0,1+0,02 0,3+0,02 0,6 £ 0,08 0,9+0,05 0,8+0,0 0,6 +0,1
4. B-elemeno 1393 45+1,08 25+036 240,41 25%0,2 7,7+3,37 4,2+0,16 4,0+1,13 4,7+0,7
5. (E)-cariofileno 1421 0,8+0,5 0,8+0,14 1,2+0,25 0,5+0,07 _ 8,6+0,44 4,5+0,32 73+14
6. y-elemeno 1434 0,7 £ 0,05 0,5+0,07 0,6%0,11 1,0+£0,17 2,0+0,83 49+0,17 1,6 £0,16 1,9+0,3
7. aromadendreno 1442 1,6 £0,95 _ _ _ 10,7 £ 2,45 _ _ _
8. NI 1448 _ _ _ _ _ 1,6 £ 0,05 _ _
9. a-humuleno 1456 _ _ _ _ 2,2+0,60 0,3+0,0 2,5+0,19 3,0+£0,3
10. alo-aromadendreno 1464 0,6 £ 0,07 04+0,05 0,3+0,04 0,7 £0,07 _ _ _ _
11.  B-chamigreno 1476 - - - 1,1+0,08 _ _ _ 1,2+0,06
12.  valenceno 1483 0,9 0,2 _ _ _ 0,4+0,11 _ _ 6,2+0,4
13. germacreno D 1484 1,2+0,20 0,6+0,17 1,7+0,13 _ 3,3+0,14 0,8+0,15 59+0,7
14.  germacreno A 1494 2,7+0,3 0,5+0,05 0,4+0,08 0,7+0,3 0,8+0,16 0,8+0,03 _ _
15.  B-selineno 1495 _ 0,2+0,02 _ _ 3,4 +£1,61 0,42 £ 0,03 _ _
16. a-selineno 1503 1,6 £ 0,60 6,6 0,9
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17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

curzereno
d-cadineno

NI
selina-3,7(11)-dieno
elemol

NI

germacreno B
globulol

Ledol

oxido de cariofileno
copaen-4a-ol
Espatulenol
Viridiflorol

Guaiol

NI

NI

NI

NI

B-eudesmol
Torreiol

Hinesol
7-epi-a-eudesmol
(1-(3-metilbuta-1,2-dienil)-

1505
1526
1545
1546
1557
1565
1566
1578
1578
1590
1588
1589
1591
1595
1602
1603
1614
1622
1635
1638
1641
1645
1648

23,7%25
1,0+0,5
0,7 £ 0,02

24+0,18
0,7 +£0,09
3,1+1,3

2,6 +0,42
1,9+0,24
1,5+0,08

1,3+£0,07

18,4 +£2,34 25,6 + 3,86

0,4+0,14

3,2+0,48
1,7+0,19

0,9+0,22

1,2+0,17

31,8 £3,32

3,0+0,64

0,53 + 0,05

2,5+0,05
23 + 0,18

1,66 £ 0,19
1,4+0,10
0,3+0,05

16,7 £4,5

8,1+0,8

10,9+7,3
2,0+£0,10
6,5+5,30

13,2+2,08

2,1+0,34

0,3+0,01

0,7+0,30
0,8+0,16

32,6 + 1,68

3,7+0,13

0,9+0,04

2,7+0,21

27,4 £ 1,31

8,06 +1,77

1,3+0,18

1,33+0,18

2,0+0,4

3,0+0,14

2,2+0,04
6,7+0,3
7,3+£3,0
10,7+1,4

8,8+14
1,0+£0,03

0,5+0,07

0,7+£0,05

0,7+0,06
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40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.

ciclopropillfenilmetanol
NI

NI

a-eudesmol
bulnesol
a-cadinol

NI

Farnesol

NI

germacrona
juniper canfora
NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

1650
1657
1664
1666
1668
1670
1674
1699
1704
1709
1724
1730
1764
1782
1856
1915
1920
1933
1954

1,3+0,57

2,7+0,55
1,14 £ 0,23
20,4 0,7 6,3 +0,63

24,9 1,22
2,0+0,47
3,8+0,82
1,4 £ 0,05
1,56 £ 0,12

1,5+0,06

13,0+ 0,79

1,7+£2,72

3,9+0,97

17,6 2,08

1,5+0,21
3,56+0,98
5,3+0,50

1,3+0,24
1,8 £ 0,47
1,9+0,29
1,7+0,38

3,5+£0,14
1,8 £0,25
9,2+0,3

2,3+0,08

0,7+£0,2

0,8+0,11

3,6+0,7
2,8+0,36
11,9+£3,5

23+04

0,7+0,1

1,5+0,2
3,06+0,9
0,8+0,1

IR = indice de retencao calculado; (*) = média = desvio-padrdo; em todos os meses, o procedimento utilizado foi a hidrodestilagdo, em
triplicata.
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4.3 — Avaliacao da atividade bacteriana

Os dleos essenciais de E. uniflora e M. glazioviana apresentaram
atividade moderada contra E. coli (gram-negativa) e B. cereus (gram-positiva),
e nao foram ativos contra S. aureus (gram-positiva) (Tabela 2). Resultados
semelhantes foram observados por Adebajo et al. (1988) para E. uniflora.
Estudos realizados por Ogunwande e colaboradores (2005) confirmam e
eficadcia do oOleo essencial das folhas de E. uniflora como inibidores do
crescimento de B. cereus. O Oleo essencial das folhas de E.uniflora
apresentou atividade equivalente a de eritromicima e superior a de penicilina e
ampicilina contra B. cereus. Contra E. coli, apresentou atividade equivalente a
de vancomicina e superior a de eritromicina e penicilina (Tabela 2).

O ¢dleo essencial de M. glazioviana apresentou atividade equivalente a
de vancomicina e amoxilina e superior a de penicilina para B. cereus. Para E.
coli, ele mostrou atividade equivalente a de vancomicina e superior a de
penicilina e eritromicina (Tabela 2). Nenhum trabalho foi encontrado na
literatura sobre a atividade antibacteriana dos Oleos essenciais desta espécie.
Estudos demonstram que a fragdo aquosa e em acetato de etila dos extratos
de Plinia glomerata foram ativas contra S. aureus e E. coli (SERAFIM et al.,
2007).

O componente germacrona, presente em todas as amostras coletadas
de E. uniflora com rendimentos de 20,4%, 6,3%, 13,0% e 9,0%, evidencia a
atividade antimicrobiana, pois dados da literatura o mostram como importante
composto bioativo, apresentando atividade anticancerigena, antimicrobiana e
também sendo utilizado no tratamento de hepatite causada por endotoxinas
(WANG et al., 2001). Burt (2004) afirma que a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais pode estar relacionada a um efeito sinergistico de todos os
seus constituintes, o que pode ter ocorrido com os dleos das folhas das

espeécies no presente estudo.
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Tabela 2.

Halo de inibigdo (cm), em ensaio de atividade antimicrobiana com os

Oleos essenciais de folhas de E. uniflora e M. glazioviana

Diametro de zona de inibigao (cm)

Microrganismos gram(-) gram(+)

B. cereus E. coli
Eugenia uniflora

1.6333 Ad 1.4033 Ad
Myrciaria glazioviana | 1.2333 Ae 1.2533 Ad
Controle 0.6000 Ag 0.6000 Ae
Padroes
Vancomicina 1.3000 Ae 1.2667 Ad
Penicilina 0.8333 Ag 0.7667 Ae
Tetraciclina 2.7000 Aa 2.5333 Ab
Eritromicina 1.8000 Ad 0.6000 Be
Gentamicina 1.9667 Ac 1.6000 Bc
Ampicilina 1.0667 Bf 2.5000 Ab
Estreptomicina 2.4000 Ab 1.6000 Bc
Cloranfenicol 2.9000 Aa 2.9000 Aa
Amoxicilina 1.4000 Be 2.9667 Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na
HORIZONTAL constituem grupo estatisticamente homogéneo
(Compara entre bactérias). Médias seguidas pelas mesmas
VERTICAL grupo

estatisticamente homogéneo (Compara as plantas e os

letras mindsculas na constituem

antibioticos)

A atividade moderada dos 6leos frente a E. coli e B. cereus pode ser
devida a presenca de hidrocarbonetos sesquiterpenos que tem baixa
solubilidade em agua e que teriam maior dificuldade de fazer ligagdes de
hidrogénios com os microrganismos relacionados. Essa atividade também
estd ligada a natureza lipofilica dos Odleos essenciais, que lhes permite
atravessar a parede celular e a membrana plasmatica, rompendo a estrutura
da parede de diferentes polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios,

tornando-as permeaveis. Em bactérias, essa permeabilidade esta associada a
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perda de ions e do potencial de membrana, colapso da bomba de potassio e
do pool de ATP (KNOBLOCH et al., 1989; SIKKEMA et al., 1994; HELANDER
et al., 1998; ULTEE et al., 2000, 2002; DI PASQUA et al., 2006; TURINA et
al., 2006). Os danos a parede celular e a membrana plasmatica podem levar
ao extravasamento de moléculas e lise da célula (JUVEN et al., 1994,
GUSTAFSON et al.,, 1998; COX et al., 2000; LAMBERT et al., 2001;
OUSSALAH et al., 2006).

Microrganismos tém apresentado resisténcias aos antibidticos mais
comuns, revelando um problema crescente em nivel mundial (FARRAR, 1985;
HOLMBERG et al., 1987; MCGOWAN, 1987; O’'BRIEN, 1987). Devido a sua
atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, os Oleos
essenciais dessas espécies podem ser utilizados como uma alternativa no
combate de doengas causadas por microrganismos patogénicos resistentes a
antibidticos, visto que foi observado halo de inibicado para ambos os 6leos em

Bacillus cereus e Escherichia coli.
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4.4 — Inibicdo do desenvolvimento radicular e da germinacao
de pepino (Cucumis sativus) e sorgo (Sorghum bicolor)

em placa de Petri

Para a analise da inibicdo do desenvolvimento radicular de pepino e
sorgo, foram utilizadas amostras do 6leo essencial extraido das folhas de E.
uniflora e M. glazioviana nas concentragdes de 10.000, 1.000 e 100 ppm para
o Oleo de E. uniflora e de 5.000 e 500 ppm para o 6leo de M. glazioviana. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 3. As plantas utilizadas s&do de
crescimento rapido: uma monocotiledénea (sorgo) e uma dicotiledénea
(pepino). Consideradas plantas-teste, elas apresentam germinagéo rapida e
uniforme e grau de sensibilidade que permite expressar os resultados sob
baixas concentragdes das substancias alelopaticas (GABOR,1981;
FERREIRA, 2000).

Tabela 3 — Efeito dos oOleos essenciais de E. uniflora nas concentragdes de
10.000, 1.000 e 100 ppm e de M. glazioviana nas concentracdes
de 5.000 e 500 ppm sobre o desenvolvimento radicular de

Sorghum bicolor e Cucumis sativus

Oleo de E. uniflora Oleo de M.glazioviana

Plantas-teste —
Concentragao em ppm

10.000 1.000 100 5.000 500

Sorgo % 70,8+3,41348+6,9282+4,8 |276+54|258+7,3

Pepino % 83,1+4,11239+5,7|-29,7+11,3|423+3,1|1,7+5,6

Controle % Pepino 3,5+ 0,5 Sorgo 1,8 £ 0,1

O dleo extraido das folhas de E. uniflora a uma concentragéo de 100
ppm estimulou o desenvolvimento radicular do pepino (em torno de 29,7%).
Em baixas concentracdes, os efeitos alelopaticos podem ser estimulatérios.
Um dado efeito alelopatico pode assumir dois atributos complementares:
estimulatério e deletério (SOUZA et al., 2006).
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Na concentracdo de 1.000 ppm, houve inibicdo do crescimento
radicular tanto para o pepino (23,9%) como para o sorgo (34,8%), sendo a
deste mais expressiva. Ja na concentracdo de 10.000 ppm, o 6leo mostrou
atividade significativa como inibidor de crescimento radicular para o pepino e
sorgo, sendo mais expressiva a inibicdo para o pepino (aproximadamente
83,1% e 70,8%, respectivamente).

O dleo extraido das folhas de M. glazioviana a uma concentragcédo de
500 ppm n&o mostrou atividade inibidora para o pepino (em torno de 1,7%),
em relagdo ao controle; para o sorgo, houve uma expressiva inibigao ao
crescimento (25,8%) em relagdo ao controle. Na concentragao de 5.000 ppm,
o Oleo inibiu o crescimento radicular tanto para o pepino como para o sorgo,
como pode ser visto na Tabela 4, sendo mais expressiva a inibicdo nessa
concentragao para o pepino (43% e 28%, respectivamente).

Como citado anteriormente, os terpenoides sao inibidores de
crescimento, monoterpenos e sesquiterpenos possuem grande atividade como
inibidores de germinacado e de crescimento radicular sobre diversas espécies
de vegetais. (SAMPIETRO, 2008). Esses compostos, por causarem a redugao
da atividade mitética e formacao de globulos lipidicos nas plantas, exibem
atividades fitotoxicas em diversas espécies, como milho, soja, trigo, alfafa e
pepino (VAUGHAN; SPENCER, 1993).

A literatura ndo relata estudos fitotoxicos dos dleos estudados. O dleo
de E. uniflora e M. glazioviana exibe grande parte de agentes alelopaticos,
com predominancia de sesquiterpenos, em ambas as espécies. Assim, 0s
Oleos estudados revelam-se promissores no desenvolvimento radicular de

sorgo e pepino, apresentando respostas visiveis.
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5 - CONCLUSOES

As analises quimicas do 6leo essencial de Eugenia uniflora e Myrciaria
glazioviana confirmam que fatores ambientais como sazonalidade e estresse
hidrico interferem na composicdo quimica e no teor. Observou-se que apoés a
ocorréncia de chuvas, como nos meses de janeiro e setembro, os teores dos
Oleos elevaram-se, enquanto no periodo de pouca precipitagdo houve
diminuicdo deles em ambas as espécies.

O dleo de Eugenia uniflora revelou componentes incomuns, como [1-
(3-metilbuta-1,2-dienil)-2-ciclopropillfenilmetanol, em maio (31,8%), julho
(16,6%) e setembro (26%) e de um componente nao identificado com tempo
de retencdo de 40,2 minutos, com teores de 24,9% em maio, 11,7% em julho
e 17,6% em setembro. Ele apresentou como componentes majoritarios os
sesquiterpenos curzereno e germacrona (23,7%, 18,4% 25,6%, e 8,1%; e
20,4%, 6,3%, 13,4% e 9,0%, em janeiro, maio, julho e setembro,
respectivamente). Conclui-se que 0s espécimens analisados no presente
estudo podem constituir um novo quimiotipo (quimiotipo 1V).

O dleo essencial de M. glazioviana apresentou como componentes
majoritarios elemol (10,9%), 6xido de cariofileno (13,2%), aromadendreno
(10,7%), germacreno B (32,6%) e um composto ndo identificado (11,9%) com
o tempo de retengao de 36,7 minutos. Nao foram encontrados na literatura

estudos sobre 6leo essencial dessa espécie, e sim extratos metandlicos e
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acetbénicos de Plinia glomerata (FISCHER et al., 2008), que exibiram efeito
hipndético, antidepressivo e propriedades antinociceptivas.

Os dleos essenciais das espécies estudadas apresentaram moderada
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positiva e gram-negativa.
Revelando-se como promissores no tratamento de microrganismos
resistentes a antibiéticos. O 6leo essencial de E. uniflora apresentou atividade
equivalente a da eritromicima e superior a da penicilina e ampicilina para B.
cereus. Para E. coli, apresentou atividade equivalente a da vancomicina e
superior a da eritromicina e penicilina.

O dleo essencial de M. glazioviana mostrou atividade equivalente a da
vancomicina e amoxilina e superior a da penicilina para B. cereus. Para E.
coli, essa atividade foi equivalente a da vancomicina e superior a da penicilina
e eritromicina.

Os oOleos estudados também apresentaram atividade alelopatica no
desenvolvimento radicular sobre sorgo e pepino. O 6éleo de Eugenia uniflora,
em baixa concentragdo, estimulou o crescimento do pepino, o que é

considerado um efeito benéfico da alelopatia.
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Anexo A

Figura 1 A - Espectro do composto com o tempo de retengdo de 40,2 minutos

(24,9%) do oleo Eugenia uniflora L., extraido no més de maio.

miz (%): M+ 232 (9), 217 (1), 189 (2), 175 (1), 150 (7), 135 (15), 122 (28), 107
(11), 95 (26), 79 (30), 68 (100), 53 (26), 41 (52).
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Figura 2 A - Espectro do composto com o tempo de retengcdo de 36,7 minutos

(11,9%) do dleo de M. glazioviana, extraido no més de julho

miz (%): M+ 222 (2), 204 (18), 189 (11), 175 (2), 161 (17), 149 (6), 135 (11), 105
(16), 95 (28), 81 (38), 55 (40), 43 (100), 32 (41).
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Figura 3 A - Cromatogramas do 6leo essencial de E. uniflora referentes aos

meses de janeiro, maio, julho e setembro de 2008.
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Figura 4 A - Cromatogramas do 6leo essencial de M. glazioviana referentes

aos meses de janeiro, maio, julho e setembro de 2008.
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