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RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento humano, cura e prevencgédo de
doencas, é realizada pela humanidade ha muito tempo. A familia Rubiaceae ¢ uma ampla
familia, de 630 géneros e cerca de 13.000 espécies encontradas em todo o mundo. O trabalho
a ser abordado teve como objetivo geral estudar e avaliar os componentes presentes no 6leo
essencial e no extrato bruto das partes da planta Psychotria viridis, como o caule, a folha e
fruto. Foram coletadas as amostras na regido do Jacamim, municipio do Canta, Boa Vista-RR.
Extraiu-se o Oleo essencial, das amostras coletadas, pelo processo de hidrodestilacdo com
sistema tipo Clevenger por 4 horas no Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade
Federal de Roraima e também o extrato bruto utilizando o sistema de Soxhlet e solventes
como hexano, etanol e cloroférmio, por um periodo de aproximadamente 2-5 horas. Foi
calculado o rendimento do 6leo essencial do fruto, 0,11%, da folha, 0,02%, e do caule, 0,07%.
Foi utilizado o sistema CG/EM e foram identificados 29 constituintes no 6leo essencial
extraido do fruto da planta e 3 constituintes no dleo essencial da folha. A partir dos
constituintes identificados na amostra aqueles considerados majoritarios de acordo com a
concentragéo, foram Tetradecanal (20,10%), 1-Hexadecanol (9,25%) e Tetradecanal (70,65%)
na folha, e no fruto foi o Acido Dodecanoico (5,28%), Acido Tetradecandico (11,08%), 2-
pentadecanona (3,36%), (Isotiocianatometil)benzeno (4,66%) e Acido Pentadecandico
(58,22%). De acordo com a prospeccdo fitoquimica foi detectado nas partes da planta
Psychotria viridis, ou seja, na folha e no fruto, alguns metabdlitos secundarios como, a
presenca de alcaloides no 6leo essencial das duas partes estudadas, enquanto que no extrato
extraido da espécie em questéo utilizando o solvente hexano foi detectada na folha a presenga
de saponinas e no fruto esterdides e triterpendides, saponinas e bases quaternarias. Foram
utilizados também outros dois solventes na extracdo do extrato bruto, o cloroférmio e o
etanol, e neles foram detectados mais alguns outros metabolitos secundarios que estdo
especificados no presente trabalho. No teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase as
amostras A25 e A26, que correspondem respectivamente ao extrato extraido do caule e da
folha da planta estudada, foram as que apresentaram maior percentual de inibicdo 84,22% e
82,46%, respectivamente, apresentando dessa forma um efeito de inibicdo potente de acordo
com Vinutha et al. (2007). Nos testes antimicrobianos a amostra A24, que corresponde ao
extrato proveniente do fruto, foi quem apresentou uma maior inibicdo a bactéria gram-
negativa Escherichia coli com 43,15% e um erro de 5,52. J& a amostra A26 foi quem
apresentou maior inibicdo a bactéria gram-negativa Staphyloccocus tiphymurium com 100% e
um erro de 4,74. Os deslocamentos quimicos da amostra A24 fornecidos por RMN H* de
200,13MHz foram adicionados ao PROTOLEOS, onde sugeriu as seguintes informacoes:
acido oleico (15,98%), acido linoleico (0,14%), &cido linolénico (11,32%) e acidos graxos
saturados (72,55%). Suas propriedades fisico-quimicas foram fornecidas pelo PROTOLEOS:
indice de iodo (110,88 mg I,/g), indice de acidez (3,73 mg KOH/g), indice de saponificacdo
(124,82 mg KOH/g), massa molecular média (1160,3 g/Mol), indice de esterificacdo (121,09
mg KOH/q) e esterificagédo (97,09%).

Palavras-chave: Oleo essencial. Componentes quimicos. Psychotria. Psychotria viridis.



ABSTRACT

The use of medicinal plants for human treatment, cure and disease prevention, is
performed for humanity long ago. The Rubiaceae family is a large family, of 630 genus and
about 13,000 species found worldwide. The work to be approached aimed to study and
evaluate the components present in the essential oil and crude extract of parts of Psychotria
viridis plant such as the stem, leaf and fruit. The samples were collected in the region of
Jacamim, city of Canta, Boa Vista-RR. Extracted the essential oil, of the collected samples, by
hydrodistillation process with Clevenger type system for 4 hours in Natural Products
Laboratory of the Federal University of Roraima and also the crude extract using the Soxhlet
system and solvents such as hexane, ethanol and chloroform for a period of about 2-5 hours.
Was calculated yields Essential oil fruit, 0,11%, leaf, 0,02% and from the stem, 0,07%. We
used the CG / EM system and were identified 29 constituents in the essential oil extracted
from the fruit of the plant and 3 constituents in the essential oil of the sheet. From the
constituents identified in the sample those considered majority according to concentration
were tetradecanal (20,10%), 1-Hexadecanol (9,25%) and tetradecanal (70,65%) in the leaf,
and fruit was acid dodecanoic (5,28%), acid tetradecanoic (11,08%), 2-pentadecanone
(3,36%) (Isotiocianatometil) benzene (4,66%) and acid pentadecanoic (58,22%). According to
the phytochemical, was detected in parts of Psychotria viridis plant, in other words, in the leaf
and fruit, some secondary metabolites as, the presence of alkaloids in the essential oil of the
two parts studied, while in the extracted extract of the species in question using the solvent
hexane was detected on leaf the presence of saponins and in the fruit steroids and
triterpenoids, saponins and quaternary bases. Were also used two other solvents in the
extraction of crude extract, chloroform and ethanol, and in them were detected a few other
secondary metabolites that are specified in this paper. In the test of inhibition of the enzyme
acetylcholinesterase the A25 and A26 samples, which correspond respectively to the extracted
extract of the stem and leaf of studied plant, showed the highest percentage of inhibit
84,22% and 82,46%, respectively, showing that forms a potent inhibitory effect according
Vinutha et al. (2007). In the antimicrobial tests A24 sample, which corresponds to from fruit
extract, was the one who showed greater inhibition of gram-negative bacterium Escherichia
coli with 43,15% and 5,51 error. Already the A26 sample who showed greater inhibition of
gram-negative bacterium Staphylococcus tiphymurium with 100% and 4,74 error. Chemical
shifts of A24 sample supplied by NMR H* 200,13MHz were added to PROTOLEOS, which
suggested the following: oleic acid (15,98%), linoleic acid (0,14%), linolenic acid (11,32%)
and saturated fatty acid (72,55%). Its physicochemical properties are provided by
PROTOLEOQS: iodine value (110,88 mg I,/g), acid value (3,73 mg KOH/g), saponification
index (124,82 mg KOH/g), average molecular weight (1160,3 g/mol), esterification ratio
(121,09 mg KOHY/qg) and esterification (97,09%).

Keywords: Essential oil. Chemical components. Psychotria. Psychotria viridis.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Souza et al. (2012), ha milhares de anos, 0 homem vem utilizando os
recursos da flora no tratamento de diversas patologias. Os primeiros registros sobre a
utilizacdo de plantas foram escritos em placas de argila, oriundas da Mesopotamia, e datados
por volta de 2600 a.C. Dentre as substancias que eram utilizadas estdo 6leos de Cedrus Trew
species (Cedar) e Cupressus sempervirens L. (Cypress), Glycyrrhiza glabra Torr. (Licorice),
Commiphora Jacq. Species (Myrrh) e Papaver somniferum L., todos ainda utilizados para o
tratamento da indisposicdo e mal-estar advindos desde tosses e resfriados até infeccdes
parasitarias e inflamacdes.

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza geralmente o Unico recurso
terapéutico, em muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na
cura de enfermidades é tdo antigo, quanto a espécie humana. Atualmente, nas regides mais
pobres do Pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais séo
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais
(BERTINI et al., 2005).

No Brasil trés fatores foram indispensaveis para a formacdo da medicina popular, a
saber: a colonizacdo portuguesa; a participacdo indigena, de aspectos mistico e terapéutico; e
a cultura negra proveniente da Africa (escravos) (BIESKI, 2005).

Segundo Bieski (2005), o conhecimento e a preservacdo dos vintes biomas séo de
fundamental importancia, ja que constitui uma das maiores riquezas do Brasil, com uma
extensdo territorial de 8.500.000 quildémetros quadrados, com aproximadamente 40% da sua
area coberta por floresta nativa, verdadeiro patriménio genético, cientifico, tecnoldgico,
econdmico e cultural que precisa ser conhecido, pesquisado, valorizado e explorado racional e
criteriosamente.

Nestes vinte biomas brasileiros a existéncia de uma diversidade de espécies
medicinais, constitui-se uma das mais importantes fontes de principios ativos do planeta, por
isso, as perspectivas do conhecimento das plantas medicinais pela comunidade tradicional,
indigena, raizeiros, quilombolas sdo altamente promissoras (BIESKI, 2005).

Baseando-se nas pesquisas de Simdes et al. (2003), observa-se que o0 comércio de
fitoterapicos cresce 17% ao ano, enquanto que o de medicamentos alopaticos cresce 10%.
Com isso, tem-se verificado no ultimo século um maior interesse em desvendar e validar

cientificamente espécies vegetais com potencial terapéutico (BUTLER, 2005).
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Dentre os estudos realizados, como o estudo quimico e bioldgico, se destacam a
caracterizacdo de plantas e dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, por pertencerem
ao maior e mais diversificado grupo dentro dos produtos naturais, e também por apresentarem
grande importancia terapéutica e econémica (SILVA et al., 2003).

Baseado nas pesquisas de Figueira et al. (2011), os extratos e Gleos essenciais de
plantas medicinais tém se mostrado eficientes no controle de uma grande variedade de
microrganismos, incluindo fungos, leveduras e bactérias.

De acordo com De La Rosa et al. (2010), os fenilpropandides e terpendides sdo 0s
principais componentes dos 0Oleos essenciais, sendo que estes Gltimos preponderam. Estas
classes de substancias séo frequentemente alvos de interesse de pesquisadores que veem neles
uma fonte promissora de principios ativos diretos ou precursores na sintese de outros
compostos de maior importancia, como por exemplo, o safrol, eugenol, citral, citronelal,
dentre outros.

A composi¢cdo quimica de 6Oleos essenciais depende do clima, da estacdo do ano,
condicdes geogréficas, periodo de colheita e a técnica de destilacdo (BERTINI et al., 2005).

Dentre os métodos de extracdo de 6leos essenciais, 0 mais utilizado é o processo de
destilacdo. O termo destilacdo envolve um conjunto de trés técnicas distintas, porém versando
sob 0o mesmo principio bésico: destilacdo a seco, hidrodestilacdo e destilacdo por arraste a
vapor (GROSSMAN, 2005).

Tomando como a base que o estado de Roraima é uma regido dotada de uma variedade
vegetal enorme, é de suma importdncia e de grande necessidade o estudo fitoquimico,
quimico e biol6égico das mesmas, a fim de proporcionar a descoberta de novas espécies e
consequentemente suas aplicabilidades, além de contribuir para o resgate e preservacdo da
cultura popular.

Dessa forma, a realizacdo do presente trabalho ira proporcionar um estudo quimico e
bioldgico da espécie Psychotria viridis, pois representa oportunidade de novas contribuicdes

cientificas nesta area.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente, tem-se observado um aumento quanto a utilizagdo de plantas medicinais
para o tratamento de diversas enfermidades ao invés da utilizagdo de medicamentos
industrializados, aqueles manuseados pelo homem em laboratdrios, pelo fato, dos mesmos
apresentarem alto custo, o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica, bem como a
tendéncia ao uso de produtos de origem natural (BADKE et al., 2012).

Segundo Souza et al. (2013), a utilizacdo de plantas medicinais e da fitoterapia,
encontram-se em ascensdo mundial e endossam um mercado promissor, com cerca de 50% de
plantas utilizadas na alimentacdo, 25% na inddstria cosmética, 20% na industria farmacéutica
e 5% em outras atividades, estimando-se em 10.000 o numero de espécies vegetais
medicinais.

De acordo com Tulp e Bohlin (2004), o Brasil apresenta uma flora com a maior
diversidade genética vegetal do planeta, apresentando cerca de 120 mil das 250 mil espécies
catalogadas em todo o mundo.

Em suas pesquisas, Veiga Junior (2008) afirma que no Brasil, diretrizes do Ministério
da Saude determinaram prioridades na investigacdo das plantas medicinais e implantando a
fitoterapia como pratica oficial da medicina, orientando as Comiss@es Interinstitucionais de
Saude (CIS) a buscarem sua inclusdo no Sistema Unico de Saude (SUS). Para que essa
inclusdo ocorra € essencial que os profissionais da area de salde conhecam as atividades
farmacoldgicas e a toxicidade das plantas medicinais de cada bioma brasileiro, de acordo com
0s costumes, tradi¢Oes e condicdo socioecondmica da populacao.

Segundo Franca et al. (2008), atualmente, procurando visar uma politica de assisténcia
em salde eficaz, abrangente, humanizada e independente da tecnologia farmacéutica, nota-se
0 interesse governamental em associar 0 avanco tecnoldgico ao conhecimento popular e ao
desenvolvimento sustentavel.

A Amazodnia possui uma flora bastante variada. A utilizacdo de ervas medicinais é
bastante antiga na regido amazonica, heranca de tribos indigenas que habitavam na regiédo e
repassaram as suas tradi¢bes, contribuindo assim para o uso das ervas pela populagdo no
tratamento de doencas (DINIZ et al., 2013).

Os 06leos essenciais extraidos destas plantas sdo aplicados em diversos campos como
na perfumaria, no farmacéutico, no campo alimenticio, entre outros. Essas substancias

odoriferas possuem fungdes ecologicas, especialmente como inibidores da germinagdo, na
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protecdo contra predadores, na atracao de polinizadores, na protecao contra a perda de agua e
aumento da temperatura, entre outras (LUPE, 2007).

Os Oleos essenciais sdo definidos como sendo, de uma maneira geral, uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, alcoois e aromaticos, encontrados em todo tecido vivo de
plantas, em geral concentrados na casca, nas flores, nas folhas, nos rizomas e nas sementes
(RODRIGUES, 2002).

A composicgdo dos mesmos podem se alterar de acordo com o local da planta onde sé&o
encontrados. E também, caso o 6leo essencial seja extraido de uma mesma parte da planta de
uma mesma espécie vegetal, porém época de coleta, condi¢des climaticas e solos diferentes,
pode apresentar composicao quimica diferente. Portanto, é de suma importancia estudar e
investigar o método de extracdo e a parte da planta da qual serd retirada a mistura de
compostos.

Os métodos de extracdo variam com relacdo a localizacdo do 6leo volatil na planta, e
com a proposta de utilizacdo do mesmo. Os mais utilizados sdo a destilacdo a vapor,
prensagem a frio, hidrodestilagdo, turbodestilacdo, enfleurage, solventes e fluidos
supercriticos.

Existem varios estudos sobre o cha alucindégeno conhecido como Ayahuasca, que
utiliza a espécie Psychotria viridis Ruiz & Pavon em conjunto com Banisteriopsis caapi. No
entanto, ndo existem relatos de estudos a respeito apenas da Psychotria viridis. Portanto, neste
trabalho pretende-se realizar um estudo quimico e bioldgico a fim de testar a acdo do dleo
essencial da espécie em questdo, tendo em vista que o estado de Roraima apresenta uma

regido com uma grande variedade de espécies vegetais ainda ndo estudadas.

1.2.1 A Familia Rubiaceae

De acordo com a pesquisa de Karou et al. (2011), a Familia Rubiaceae ¢ uma familia
grande encontrada em todo o mundo. As plantas dessa familia ndo sdo apenas ornamentais,
sdo também usadas na medicina popular Africana para tratar varias doencas. Com base em
dados publicados na literatura, sdo relatadas informacOes relacionadas com 0s seus usos
tradicionais em medicina tradicional sub-saariana, a sua composi¢do quimica e as atividades
farmacologicas selecionadas. De fato, mais de 60 espécies sdo utilizadas ha mais de 70
indicagdes farmacéuticas incluindo a malaria, a hepatite, 0 eczema, 0 edema, a tosse, a

hipertenséo, a diabetes e fraqueza sexual.



21

Tomando como base o trabalho de Souza et al. (2013), a maior familia da ordem
Gentianales é a Rubiaceae, com cerca de 650 géneros e 13.000 espécies que corresponde a
66% do total das Gentianales, sendo encontradas principalmente nas regides tropicais, em
ambos os hemisférios (aquaticos e terrestres). Estudos filogenéticos mais recentes, segundo
Robbrecht and Manen (2006), propdem a divisdo de Rubiaceae em quatro subfamilias:
Rubioideae, Cinchonoideae, Ixoroideae e Psychotrideae.

As principais caracteristicas presentes na familia sdo: folhas opostas e decussadas,
simples, com margem inteira, estipulas interpeciolares, flores isostémones, corolas
gamopétalas (dialipétalas em Dialypetalanthus Kuhlm.), estames epipétalos e ovario
geralmente infero (sipero em Pagamea Aubl.) (SOUZA et al., 2014).

Segundo Moura et al. (2013), na Amazdnia, no lavrado, e Floresta Atlantica, é onde os
principais ecossistemas de Rubiaceae no Brasil se encontram, sendo que um grande nimero
de espécies ainda permanecem sem quaisquer estudos quimicos e biol6égicos. A familia é
conhecida pela producdo de alcaléide, iridéide e antraquinonas. Flavonoides também ja foram

isolados de espécies Rubiaceae.

1.2.1.1 Valor Econdmico, Ornamental e Medicinal das Rubiaceae

A familia Rubiaceae € conhecida devido a importancia econémica, que sdo exploradas
como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.), ornamentais (Ixora spp.,
Mussaenda spp., Gardenia spp. etc.), e também na indUstria farmacéutica, como por exemplo
Cinchona pubescens Vahl, produtora de quinina, empregada no tratamento da malaria
(COELHO et al., 2006).

Nas pesquisas de Vergutz et al. (2010) é destacado a Coffea arabica, o café que é uma
das bebidas mais consumidas no mundo, e com relacdo a importancia terapéutica de suas
espécies como a Uncaria quianensis, sendo amplamente utilizadas na medicina popular e na
fabricagdo de fitofarmacos e fitoterapicos.

O jenipapeiro (Genipa americana L.) é uma espécie arborea, que apresenta grandes
possibilidades de exploragdo econdmica, tanto para o consumo do fruto ao natural, como para
extracao de corantes dos frutos imaturos (VERGUTZ et al., 2010).

Vergutz et al. (2010), ainda, destaca em seu trabalho algumas espécies de Rubiaceae
em que se pode explorar a madeira como a Amaioua guianensis na construgéo civil e fabrico
de moveis e a Calycophyllum multiflorum empregado na construcdo de pecas flexiveis e

vergadas.
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Além disso, baseado nos estudos de Coelho et al. (2006), vérias espécies sdo referidas
popularmente como medicinais e/ou toxicas, dentre as quais destacam-se: Coutarea hexandra
(Jacg.) K.Schum. e diversas espécies dos géneros Borreria, Cinchona, Richardia, como
medicinais; Palicourea e Psychotria, popularmente conhecidas como “mata-ratos”, que sao

consideradas venenosas.

1.2.2 O Género Psychotria e sua distribuicédo, importéncia medicinal e seus principais

fitoconstituintes

1.2.2.1 O Género Psychotria e sua distribuicéo

Segundo Moura e Maruo (2014), o género Psychotria € um importante membro da
familia Rubiaceae. Abrange cerca de 1650 espécies de arvores e arbustos amplamente
distribuidos nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Contribui para a diversidade
floristica e compreende uma significativa proporcdo da vegetacdo de sub-bosque em muitas
florestas tropicais.

A presenca de alcaloides polindolinicos derivados da condensacao de varias unidades
de N-metiltriptamina é responsavel pela caracterizacdo quimica do género (BOTH et al.,
2002).

De acordo com Nery (2014), Psychotria é o maior género das Rubiaceas e um dos
maiores das Fanerdgamas. As espécies de Rubiaceae, e particularmente de Psychotria,
produzem frutos consumidos por vertebrados, incluindo passaros.

Psychotria € um grande género de arbustos e pequenas arvores, e sua classificacdo
taxonbmica, relacionada logo abaixo na Tabela 1, € um pouco complicada. N&o
surpreendentemente, varias outras espécies tropicais do Novo Mundo sdo morfologicamente
semelhantes a chacrona, e pelo menos alguns destes também podem ser utilizados como
aditivos em ayahuasca (SCHULTES; HOFFMANN, 1980).
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Tabela 1 — Classificacdo Taxonémica

CATEGORIA TAXON

Reino Plantae

Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia Rubiaceae
Género Psychotria
Espécie Psychotria viridis

FONTE: SCHULTES; HOFFMANN (1980).

1.2.2.2 Importancia Medicinal e seus Principais Fitoconstituintes de Psychotria

De acordo com o trabalho de Both (2005), o género Psychotria é conhecido pela
presenca de alcaloides cujo aminoacido de origem € o triptofano. Estes sdo, na maior parte,
indol ndo-iriddidicos, com destaque no grupo dos triptaminicos (N,N-dimetiltriptamina, N-
metiltriptamina),  poli-indélicos  (chimonantina, = meso-chimonantina,  hodgkinsina,
psicotridina, iso-psicotridina A, B e C, quadrigemina A, B e C) ou derivados metil-
triptaminicos e B-carbolinas (tetraidro-p-carbolina), ndo havendo relagdo com monoterpenos.
Uma excecdo é a espécie Psychotria correae que produz alcaloides indol-iridéidicos,
derivados da estrictosidina. Igualmente, a espécie P. leiocarpa Cham. Et Schlecht produz N,
B-D-glicopiranosilvincosamida, um alcaloide indol-iridéidico, N-glicosilado.

Ainda segundo Both (2005), os estudos etnofarmacoldgicos abrangem 10% das
espécies de Psychotria conhecidas e foram realizados com plantas de diferentes origens
geograficas, mostrando que elas sdo utilizadas na medicina tradicional para uma grande
variedade de indicacgdes terapéuticas. Os mais frequentes usos internos referem-se a afeccdes
do aparelho reprodutor feminino, além do emprego como auxiliar no pré e pds-parto, doencas
nos brénquios e distdrbios gastrintestinais. Quanto ao uso externo, tém sido relatados usos em
afecgdes cutineas, “tumores”, ulceras, distarbios oculares, como cataplasmas e banhos no
tratamento de febre e em casos de dores de cabeca e dores de ouvido. Ndo parecem existir
padrdes de indicacOes terapéuticas regionais, exceto quanto a Psychotria da América do Sul,
usada como aditivo a bebidas alucindgenas.

O género Psychotria tém despertado um grande interesse devido a presenca de
alcaloides e outras substancias bioativas. No Brasil, principalmente, a pesquisa desse género

foi motivada pelo uso de duas espécies, P. viridis e P. carthagenensis, junto com o decocto
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(cozimento) de B. caapi, na preparacao do daime, uma bebida alucindgena, utilizada para fins
religiosos e medicinal pelos caboclos da Amazonia (BOTH, 2005).



Tabela 2 - Partes utilizadas para 15 espécies de Psychotria
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Espécie Parte Uso Indicacao Habito Fitoquimica Farmacologia

utilizada

Psychotria brachyceras Mull. brachycerina

Arg.

Psychotria bracteocardia Entre casca  Veneno Matar rato

(DC.)mata-rato

Psychotria carthagenensis  Folhas Rituais Ayahuasca Arbusto Antiflingica,

Jacq. orelha-de-onga religiosos antibacteriana

Psychotria coccinea Poit. ex. Toda a Medicinal Inchagdes, Arbusto

DC roxinha planta dores no

figado e nos
rins

Psychotria colorata (Willd. ex Folhas Medicinal Combate a dor  Arbusto

R. & S.) Mull. Arg. maria-da-

mata

Psychotria ipecacuanha  Raizes e Medicinal Maléria, Herbaceo Emetina, cefelina, Anti-inflamatério

(Brot.) Stokes ipecacoanha, rizomas doenca psicotrina.

pepaconha respiratdria,

gastrite,
disenteria,
verme, cancer,
denticéo,
vomitivo.
Psychotria leiocarpa Cham. & N-B-d-
Schltdl. glucopiranosilavincosamid
a, iridoidesasperulosideo e
acetilasperulosideo

Psychotria microlabrasta L. Atividade

(Sphalm) antimicrobiana

Psychotria myriantha Mull. myrianthoisinas A e B, e

Arg. &cido estrictosidinico

Psychotria nuda (Cham. & estrictosamida

Schitdl.) Wawra

Psychotria prunifolia (Kunth) estrictosamina, prunifolina,  Atividade

Steyer prunifoliona, EPP26.2 e citotoxica e

EPP28.1 antitumoral;
razodvel atividade
antifungica.

Psychotria rigida H.B.K. Toda a Veneno Matar rato Herbaceo

erva-de-rato planta

Psychotria suterella Mull. lialosidio e estrictosamida

Arg.

Psychotria umbellata Thonn. umbelatina e psicolatina Atividade
ansiolitica e
anticonvulsivante

Psychotria viridis Ruiz et Folha Rituais Cerimfnias e Subarbusto N,N-dimetiltriptamina

Pavon chacrona religiosos ayahuasca

FONTE

: SOUZA et al. (2013).
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1.2.3 A Espécie Psychotria viridis

Segudo Salgado et al. (2012), a espécie Psychotria viridis Ruiz & Pavon, denominada
de rainha ou chacrona, ocorre espontaneamente na Floresta Amazonica, além do México e das
Antilhas, e da Bolivia até o sudeste do Brasil e a Argentina, sendo que, atualmente, pode ser
encontrada em varias regies do mundo, principalmente por meio de plantacdes com
finalidades religiosas.

A espécie Psychotria viridis contém o alcaloide inddlico N,N-dimetiltriptamina
(DMT), com concentragdes de 0,1% a 0,66%, que atua sobre os receptores da serotonina
(SALGADO et al., 2012), e ela foi primeiramente descrita por Ruiz & Pavon em 1779
(PIRES et al., 2010).

As folhas do arbusto Psychotria viridis Ruiz & Pavon utilizada em conjunto com as
folhas do cip6 Banisteriopsis caapi formam um ché alucindégeno conhecido como Ayahuasca,
considerada pelas tribos como uma bebida sagrada em sua cultura religiosa, utilizada pelo
pajé para aconselhamento, cura material e espiritual e reencontro com seus antepassados, fato
este que ocorre até os dias atuais (CARDENAS; GOMEZ, 2004; PEREIRA, 2003).

Baseando-se no trabalho feito por Salgado et al. (2012), a ayahuasca é usada
tradicionalmente por etnias brasileiras como Ashaninka, Jaminawa, Katukina, Kaxinawa,
Marubo e Yawanawd, e pode ser ingerida sem ingredientes adicionais ou em associagdo com
pelo menos outras 25 espécies, a maior parte delas pertencente aos géneros Banisteriopsis e
Psychotria, que, por conterem os referidos alcaloides p-carbolinas e os DMT,
respectivamente, potencializam a forca e prolongam os efeitos da intoxicacgéo.

As religiBes cristds que introduziram a ayahuasca como pilar ritualistico: o Santo
Daime, a Barquinha e a Unido do Vegetal (UDV), apareceram no Brasil na década de 1930
(MOTTA, 2013).

A palavra ayahuasca ¢ originaria da lingua quéchua e quer dizer: “aya” “pessoa
morta, espirito” e “waska” que significa “corda, liana, cipd”; logo, traduzindo-se para o
portugués ficaria “corda dos mortos” (PIRES et al., 2010). Logo abaixo, podemos observar a

preparacdo do cha de ayahuasca (Figura 1) por uma das religides cristés, a Unido do Vegetal.
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Figura 1 — Preparacdo do cha de ayahuasca pela Unido do Vegetal

FONTE: MOTTA (2013).

Palidez, sudorese, midriase, salivacdo, nauseas, vOmitos, diarreia, hipertensdo,
palpitacdo, taquicardia, tremores, excitacdo e alteracdo na temperatura corporea, também sdo
relatados ansiedade, delirios parecidos com sonhos, sensacdo de vigilancia e estimulacéo,
alteracbes no processo de pensamento, concentracdo, atencdo, memoria e julgamento,
alteracéo da percepgéo da passagem do tempo, mudancas na percepcéo corporal, alteragbes na
expressdo emocional, mudancas no significado de experiéncias anteriores (“insights”),
sentimentos de rejuvenescimento, sensag¢do da “alma se desprendendo do corpo®, sensaciao do
contato com locais e seres sobrenaturais e alteracGes perceptuais atingindo varios sentidos,
onde alucinagdes e sinestesias sao comuns, em alguns casos perda de memoria, confusao
mental e desorientacdo, esses sdo os efeitos neuroquimicos observados por usuarios do cha de
ayahuasca (MOTTA, 2013).

Segundo alguns autores e também Salgado et al. (2012), o cha pode causar problemas,
como, por exemplo, nausea e desidratacdo em decorréncia do vomito e diarreia e a sindrome
serotoninérgica.

Alguns pesquisadores tém sugerido a utilizacdo dessa bebida em aplicacdes
terapéuticas como um complemento ao tratamento para vicios da cocaina, alcoolismo e
depressao.

Estudos recentes tém revelado que a ingestdo da ayahuasca diminuiu os sintomas do
mal de Parkinson em pacientes com esta doenca (SERRANO-DUENAS et al., 2001). Em
outro estudo, Grob et al. (1996), entrevistou 15 praticantes da Unido do Vegetal, 11 deles
eram usuarios do alcool de moderados a severos antes de engajar na nova religido, 5 deles
relataram comportamento violento associado ao uso do alcool, 4 tinham envolvimento com
outras drogas que incluiam cocaina e anfetamina, 8 eram fumantes compulsivos. Todos eles
largaram seus vicios apds o inicio da ingestdo da ayahuasca, sem danos na personalidade ou

na cognicao.
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Prova de dependéncia da Ayahuasca € inexistente, na verdade, alguns tém sugerido a
utilizacdo em aplicacbes terapéuticas como um complemento ao tratamento para vicios
(MCKENNA, 2004). Mabit (1996) propds o uso medicinal da ayahuasca no tratamento do
vicio da cocaina. Labigalini (1998) descreveu o uso da bebida por ex-alcodlicos em um
contexto religioso.

No Brasil, segundo Santos (2007), a ingestdo desta bebida em préticas religiosas,
como no catolicismo popular, espiritismo Kkardecista, cultos afro e xamanismo, ¢é
juridicamente legitimado desde 1986.

Figura 2 — Chacruna (Psychotria viridis)

(@ ) "(b)

FONTE: (a) Disponivel em: < http://www.thepsychonaut.org/entheopedia/ayahuasca/ > Acessado em
27 de Fevereiro de 2015. (b) O AUTOR (2014).

Nome Cientifico: Psychotria viridis Ruiz & Pavén

Nomes Populares: Folha-da-Rainha, Chacrona, Chacruna, Kawa

Ocorréncia: Em toda floresta amazonica (Brasil, Peru, Coldmbia, Equador e Bolivia)

Usos etnofarmacoldgicos: Depurativa, dores de estomago, antirreumatica, tbnica e
usada contra lumbago.

Figura 3 — Face superior e inferior da folha de P. viridis

FONTE: SERPICO; CAMURCA (2006).


http://www.thepsychonaut.org/entheopedia/ayahuasca/
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Descricdo: E um arbusto comum de climas tropicais e Gmidos, podendo crescer até se
tornar uma pequena arvore. Tendo, em média, 2m a 3m de altura, 12 cm a 15 cm de
comprimento por 4 cm a 5 cm de largura, de disposicdo oposta e cruzada, nervacao
peninérvea, possui bainha semiamplexicaule e peciolo curto, limbo simples e inteiro, liso na
parte superior e com presenca de domacias na parte inferior, e apresenta folhas completas e
lanceoladas que variam de tons de verde-claro ao verde-escuro (SOUZA; LORENZI, 2005).
As inflorescéncias sdo cimosas, com flores pouco vistosas, bissexuadas, diclamideas,
monoclinas, de simetria actinomorfa, calice pentdmero dialissépalo, gamopétala e com ovario
infero. O fruto é do tipo drupa com o epicarpo de coloracdo avermelhada quando maduro e
possui duas sementes convexas em sua parte dorsal e aplanadas em sua parte ventral
(SOUZA; LORENZI, 2005).

Principios Ativos: O principio ativo encontrado nas folhas é um derivado triptaminico
a N,N-dimetiltriptamina (DMT), um alcaloide indol muito semelhante a serotonina (5HT)
(Figura 4) tanto na estrutura molecular como na atividade (SERPICO; CAMURCA, 2006).

Serpico; Camurca (2006) citaram em seu trabalho a pesquisa realizada por Callaway
que afirmou que os niveis de concentracdo de DMT nas folhas variavam de acordo com o
horéario da colheita. Os niveis mais altos foram encontrados em folhas colhidas ao anoitecer
(9,52 mg/g de DMT) e na madrugada (8,97 mg/g de DMT), ocorrendo uma depressao por
volta das 10h (8,01 mg/g de DMT) e apresentando menor quantidade ao meio dia (5,57 mg/g
de DMT).

Figura 4 - Estruturas quimicas da DMT e da Serotonina

H,G NH,
N—CcCH,
HO
\ N\
N
p H
DMT Serotonina

N,N-dimetiltriptamina 5-hidroxitriptamina

Ci2H1eN2 C10H12N20

FONTE: SERPICO; CAMURCA (2006).
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1.2.4 Oleo Essencial

Desde os tempos remotos € conhecido o uso dos Oleos essenciais como agentes
medicinais. Ha registros pictéricos de seis mil anos atras, entre os egipcios, de praticas
religiosas associadas a cura de males, as uncbes da realeza, e a busca de bem-estar fisico,
através dos aromas obtidos de partes especificas de certos vegetais, como resinas, folhas,
flores, sementes etc. As substancias aromaticas também ja eram populares nas antigas China e
india, centenas de anos antes da era cristd, quando eram incorporados em incenso, pogoes e
varios tipos de acessorios, usados diretamente sobre o corpo. No entanto, foi apenas a partir
da Idade Média, através do processo de destilacdo, introduzido pelos cientistas muculmanos,
que se iniciou a real comercializacdo de materiais aromaticos (TYRREL, 1990).

As plantas possuem substancias odoriferas que por sua vez apresentam fungdes
ecoldgicas, especialmente como inibidores da germinacao, na prote¢do contra predadores, na
atracdo de polinizadores, na protecdo contra a perda de dgua e aumento da temperatura, entre
outras (LUPE, 2007).

Segundo Rodrigues (2002), a palavra “6leo essencial” ¢ empregada para nomear
liquidos oleosos volateis dotados de aroma forte, quase sempre agradavel, extraidos, de
plantas por alguns processos especificos.

De acordo com Simdes et al. (2003), os Gleos essenciais possuem também como
caracteristicas:

e Uma aparéncia oleosa a temperatura ambiente;

e Aroma agradavel e intenso da maioria dos 6leos;

e Solubilidade em solventes orgéanicos apolares;

e Sabor geralmente acre (&cido) e picante;

e Cor: quando recentemente extraidos sdo geralmente incolores ou ligeiramente
amarelados, sdo poucos 0s 6leos que apresentam cor, como o 6leo volatil de camomila
de coloracgdo azulada pelo seu alto teor de azuleno;

e Estabilidade: em geral ndo sdo muito estaveis, principalmente na presenca de ar, calor,
luz, umidade e metais;

e A maioria possui indice de refracdo e sdo opticamente ativos;

e Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, perdxidos, furanos, acidos

organicos, lactonas, cumarinas, e até compostos com enxofre. Na mistura, tais
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compostos apresentam-se em diferentes concentracdes, normalmente, um deles é o
composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas
quantidades ou tragos.

No entanto, sua principal caracteristica consiste na volatilidade que o difere dos dleos
fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas obtidas normalmente de sementes como 6leo
de soja, mamona, girassol etc (TRANCOSO, 2013).

Nas ultimas décadas, o descobrimento e a elucidacdo das centenas de componentes
quimicos dos 0Oleos essenciais, foi possivel entender a complexidade e a enorme diversidade
que existe neste grupo de produtos naturais, o qual consiste normalmente de mono (Cio) €
sesquiterpenos (Css), fenilpropenos e outros componentes volateis, além de moléculas
menores, como alcodis, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta (MACHADO; JUNIOR,
2011).

Mono e sesquiterpenos sdo os principais componentes dos 6leos essenciais, enquanto
0S outros terpenos sdo componentes de balsamos, resinas, ceras e borrachas
(BERGAMASCHI, J.M. Disponivel em: <
http://www.terpenoil.com.br/tecnologia/terpenos.pdf > Acessado em: 19 de Fevereiro de
2015).

Um dos terpenos mais conhecido € o d-limoneno, de base citrica, presente no suco e
casca da laranja, extraido por destilacdo do 6leo da laranja, sendo Brasil, México e EUA o0s
principais produtores. Mas, de acordo com Bohlmann e colaboradores hd mais de 1.000
monoterpenos, mais de 7.000 sesquiterpenos e mais de 3.000 diterpenos (BERGAMASCHI,
J.M. Disponivel em: < http://www.terpenoil.com.br/tecnologia/terpenos.pdf > Acessado em:
19 de Fevereiro de 2015).

Tabela 3 - Unidade de Isoprenos e numero de carbonos de cada classe de terpenos

Unidades Atgmos de
Terpenos Isoprencs Carbono
Menoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Carotendides 8 40
Borracha > 100 > 500
FONTE: BERGAMASCHI, J.M. Disponivel em: <

http://www.terpenoil.com.br/tecnologia/terpenos.pdf > Acessado em: 19 de Fevereiro de 2015.



http://www.terpenoil.com.br/tecnologia/terpenos.pdf
http://www.terpenoil.com.br/tecnologia/terpenos.pdf
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32

Oliveira et al. (2006), afirma que os 6leos essenciais apresentam composi¢do quimica
complexa e sdo originados do metabolismo secundério das plantas, e estdo localizados em
estruturas secretoras especiais, como cavidades, canais, pelos glandulares, células
parenquimaticas diferenciadas. Eles podem ser armazenados em flores, folhas, casca do
tronco, madeira, raizes, frutos e sementes, e pode variar em sua composicao de acordo com a
localizagdo em uma Unica espécie (SOUZA et al., 2010).

A extracdo de oOleos essenciais (OE) de plantas ocorre atraves da técnica de arraste a
vapor, na grande maioria das vezes, e também pela prensagem do pericarpo de frutos citricos,
que no Brasil dominam o mercado de exportacdo, também ao lado da india, China e Indonésia
(BIZZO et al., 2009).

De acordo com Santos et al. (2004), diversos métodos podem ser aplicados no
processo de extracdo de Gleo essencial, como a hidrodestilagdo, maceragdo, extracdo por
solvente, enfleuragem, gases supercriticos e microondas. Dentre esses, 0 método de maior
aplicacdo é o de hidrodestilacdo que se divide em duas técnicas — arraste a vapor e coobacéo,
que consiste em uma destilacdo repetida, a fim de se obter maior concentracdo dos principios
ativos.

O Soxhlet é utilizado principalmente para extrair substancias utilizando solventes
volateis, como o hexano, etanol, cloroférmio etc. Em cada ciclo de operacdo o solvente entra
em contato com o material vegetal. Este método possibilita uma extracdo muito eficiente,
empregando quantidade reduzida de solvente (RODRIGUES, 2013).

Pistelli e Silva (2012), afirmaram que no caso das producdes de pequena escala,
emprega-se o aparelho de Clevenger. Utilizando o aparelho Clevenger para extracdo de 6leos
vegetais, obtém-se resultados econdmicos mais viaveis e excelente qualidade no produto final.

A hidrodestilacdo é um procedimento de obtencdo de 6leos essenciais que consiste em
submergir diretamente o material vegetal a tratar (intacto ou ocasionalmente triturado
[turbodestilacdo]) em um alambique cheio de &gua em que a continuacdo se submete a
ebulicdo. Os vapores heterogéneos se condensam sobre uma superficie fria e o 6leo essencial
se separa por diferenca de densidade. Em uma variante do processo o material vegetal se
tritura in situ (turboextrator) (BRUNETON, 2001).

Segundo Rodrigues (2002), duas das técnicas cromatograficas empregadas com a
finalidade de analisar os 0¢leos essenciais extraidos para identificar e quantificar os
componentes presentes no mesmo sdo a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).
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Na CG, a amostra injetada no cromatégrafo volatiliza, permitindo a separacdo e
identificacdo dos compostos individuais através do tempo de retencdo relativo da amostra
qguando comparados com padr@es. Na CG/EM, além da separacdo dos componentes, obtém-se
espectros de massa de cada pico, que também podem ser comparados com espectros de
massas de padrdes ou com espectros constantes na literatura ou na biblioteca do equipamento
(RODRIGUES, 2002).

De acordo com Santos et al. (2004), a importancia econémica que as plantas
aromaticas representam a Regido AmazlOnica estd associada a aplicagdo de seus Oleos
essenciais e uso de seus aromas em processos tecnologicos.

Esses 6leos possuem grande importancia industrial e sdo utilizados nas industrias de
perfumaria, cosmética, alimenticia e farmacéutica, sendo geralmente os componentes de acdo
terapéutica de plantas medicinais (TRANCOSO, 2013). S&o usados principalmente como
aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em composi¢Oes farmacéuticas e orais e
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo substancias purificadas como
o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BIZZO et al., 2009).

Baseado no trabalho de Nogueira e Lourenco (2007) foi estimado que a producédo
mundial de O&leos essenciais fosse superior a 42.000 toneladas, dos quais 35% s&o
provenientes de frutos citricos, 33% de plantas cultivadas, 1% de plantas espontaneas e 31%
de outras fontes.

Perdendo apenas para os EUA e a Franga, o Brasil é o 3° maior exportador de 6leos
essenciais do mundo, com aproximadamente US$ 147 milhdes, tendo ultrapassado o Reino
Unido em 2007. No entanto, desse volume, 91% consiste em Gleo essencial de citricos,
principalmente laranja (80%) (SOUZA et al., 2010).

Os maiores consumidores de déleos essenciais no mundo sdo os EUA (40%), a Unido
Européia — UE (30%), sendo a Franca o pais lider em importacdes e o Japdo (7%), ao lado do
Reino Unido, Alemanha, Suica, Irlanda, China, Cingapura e Espanha, de acordo com a base
de dados americana COMTRADE (United Nations Commodity Trade Statistics Database)

(2005), sendo na Tabela 4 listado os principais 6leos comercializados no mercado mundial.



Tabela 4 — Os 18 principais 6leos essenciais no mercado mundial

Oleo Essencial

Espécie

Laranja (Brasil)
Menta Japonesa (India)
Eucalipto (tipo cineol)

Citronela
Hortela-pimenta

Limé&o

Eucalipto (tipo citronella)

Cravo-da-india
Cedro (EUA)

Lima destilada (Brasil)
Spearmint (nativa)
Cedro (China)
Lavandim

Sassafras (China)
Canfora

Coentro

Grapefruit

Patchouli

Citrus sinensis (L.) Osbeck

Mentha arvensis L. f. piperascens Malinv.
ex Holmes

Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea
R.T. Baker e Eucalyptus spp.

Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus
(L.) Rendle

Mentha x piperita L.

Citrus limon (L.) N.L. Burm.

Eucalyptus citriodora Hook.

Syzygium aromaticum (L.) Merr. e L. M.
Perry

Juniperus virginiana L. e J. ashei Buchholz
Citrus aurantifolia (Christm. & Panz.)
Swingle

Mentha spicata L.

Chamaecyparis funebris (Endl.) Franco
Lavandula intermedia Emeric ex Loisel
Cinnamomum micranthum (Hayata) Hayata
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.
Coriandrum sativum L.

Citrus paradisi Macfady

Pogostemon cablin (Blanco) Benth.
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FONTE: B1ZZO et al. (2009).

De acordo com Bizzo et al. (2009), o mercado mundial gira em torno de US$ 15
milhGes/ano, apresentando crescimento aproximado de 11% por ano (ITC, 2005;
COMTRADE, 2005). A partir dos paises em desenvolvimento, a importacdo de Oleos
essenciais no ano de 2004 pela Unido Europeia, pode ser vista na Tabela 5. O Brasil aparece
entre os principais paises fornecedores dos 6leos de laranja, limdo, lima e outros citricos,
contribuindo no periodo com 5% do total de 6leos importados e encontra-se entre os grandes

exportadores internacionais.
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Tabela 5 - Importacdo de Oleos essenciais pela UE, em 2004, de paises em
desenvolvimento

Importacéo

OE (US$ milhdes) Pais

Brasil (38%), Cuba (2%),
Laranja 62 Africa do Sul (1%)

Argentina  (50%), México
Limé&o 57 (4%), Brasil (3%)
Hortela-pimenta 55 india (12%), China (3%)

india (22%), China (15%),
Outras mentas 38 Marrocos (1%)

Brasil (5%), Cuba (5%)
Outros citricos 37 Africa do Sul (20%)
Lavanda 19 China (3%), Georgia (1%)

Meéxico (33%), Peru (14%),
Lima 18 Brasil (4%), Argentina (2%)
Bergamota 15 Costa do Marfim (4%)
Cravo-da-india, Madagascar (26%), Comores
Melaleuca (niauli) 15 (18%), Maiote (9%)

Egito (34%), China (24%),
Geranio 8 Africa do Sul (2%)

Haiti (56%), Indonésia (9%),
Vetiver 8 india (2%)

Egito (44%), india (28%),
Jasmin 5 Madagascar (1%)

China (6%), Brasil (5%),
Total 601 Argentina (5%), india (5%)

FONTE: BIZZO et al. (2009).

Diversos patdégenos vém desenvolvendo resisténcia aos antimicrobianos e esse
problema tem crescido a cada dia, tornando-se de suma importancia a pesquisa de novos
agentes para o combate de infec¢bes. Novas fontes de substancias obtidas de espécies nativas
do Brasil, que apresentem atividade antimicrobiana e baixa toxicidade, podem vir a ser uma
alternativa viavel, de baixo custo e de facil acesso pelas comunidades carentes, da regido onde
tais espécies sdo encontradas. As plantas produzem substancias para sua prépria defesa em
resposta a um ataque patogénico, muitas sintetizam e emitem inimeros compostos volateis
com a finalidade de defesa e atrair seus polinizadores (COSTA et al., 2008).

Devido a isso, 0s 0leos essenciais possuem diferentes propriedades bioldgicas, como a
acao larvicida, (RAJKUMAR et al., 2010), atividade antioxidante (WANNES et al., 2010),
responsavel por proteger especialmente membranas lipidicas dos danos produzidos pelo
estresse oxidativo, considerado uma causa principal do envelhecimento, das doengas
degenerativas e do cancer (SOUZA et al., 2010), acdo analgésica e anti-inflamatdria,
(MENDES et al., 2010), fungicida, (CARMO et al., 2008) e atividade antitumoral. (SILVA,
2008).
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Ainda, tem sido estabelecido cientificamente, de acordo com Oliveira et al. (2006),
que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades antifingicas e 35% exibem

propriedades antibacterianas.

1.2.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM)

Segundo Oliveira (2014), a cromatografia € um método empregado de forma ampla
para separar, identificar e quantificar constituintes quimicos em misturas complexas, pode ser
aplicada aos componentes relativamente volateis sendo amplamente utilizada para se
estabelecer a pureza de compostos organicos. Nenhum outro método de separacdo € téo
eficiente e de aplicacdo tdo generalizada como a cromatografia.

Trata-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho e
pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccdo. O acoplamento de um cromatdgrafo
com o espectrometro de massas combina as vantagens da cromatografia (alta seletividade e
eficiéncia de separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de
informacao estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade) (CHIARADIA et al.,
2008).

lonizagdo por impacto de elétrons (“electron ionization”) - IE e a ionizagdo quimica
(“chemical ionization”) — 1Q sdo os métodos de ionizacdo mais empregados em CG-EM
(CHIARADIA et al., 2008).

Atualmente, a espectrometria de massa (MS — Mass Spectrometry) é uma técnica
microanalitica utilizada para obter informacdo do peso molecular e de caracteristicas
estruturais da amostra, ou seja, € uma poderosa ferramenta fisica que caracteriza as moléculas
pela medida da relagdo massa/carga de seus ions. A espectrometria de massa € uma das mais
importantes ferramentas analiticas disponiveis aos cientistas, uma vez que € capaz de fornecer
informacdo sobre: 1) a composicdo elementar de amostras; ii) a estrutura molecular; iii) a
composicdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas; iv) a estrutura e a Composi¢do
de superficies solidas e as proporcdes isotdpicas de atomos em amostras, e ainda é utilizada
em diversos estudos nas areas de Biologia, de Ciéncias Médicas e de Ciéncias Tecnoldgicas
(RODRIGUEZ, 2003).

Como podemos ver na Figura 5, sdo trés os componentes principais: uma fonte de
ions, o analisador de massa e o detector. De acordo com Rodriguez (2003), na fonte de ions,
0s componentes de uma amostra sdo convertidos em ions, pela acdo de um agente ionizante,

0s ions positivos ou negativos sdo imediatamente acelerados em direcdo ao analisador de



37

massa. A funcdo do analisador de massa é separar tais ions de acordo com a sua relacdo
massa-carga (m/z). Os espectrometros de massa podem ser classificados em varias categorias
dependendo da natureza do analisador de massa. Finalmente um detector recebe os ions que
foram separados pelo analisador, transformando a corrente de ions em sinais elétricos que sdo
processados, armazenados na memdaria de um computador e mostrados em uma tela.

Figura 5 - Componentes basicos de um espectrometro de massa
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FONTE: RODRIGUEZ (2003).

A cromatografia gasosa (“gas chromatography”) - CG e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (“high performance liquid chromatography”) — CLAE s8o as técnicas
cromatograficas mais comumente acopladas a espectrometria de massas (“mass
spectrometry”’) — EM. A combinagdo com outras técnicas de separacdo, como a eletroforese
capilar, a cromatografia em camada delgada e a cromatografia de permeacdo em gel é
possivel, mas usada com menor frequéncia (CHIARADIA et al., 2008).

Segundo Costa e Baptista (2009), a Cromatografia Gasosa (CG) é uma técnica para
separacdo e analise de misturas de substancias volateis. A amostra € vaporizada e introduzida
em um fluxo de um gas adequado denominado de fase mével (FM) ou gas de arraste —
especifico para cada detector. Este fluxo de gas com a amostra vaporizada passa por um tubo
contendo a fase estacionaria FE (coluna cromatogréafica), onde ocorre a separacdo da mistura.

As substancias separadas saem da coluna dissolvidas no gas de arraste e passam por
um detector; dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional a quantidade de material
eluido. O registro deste sinal em funcdo do tempo é o cromatograma, sendo que as substancias
aparecem nele como picos com area proporcional a sua massa, 0 que possibilita a analise
guantitativa (COSTA; BAPTISTA, 2009).
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Figura 6 - Esquema do funcionamento de uma cromatografia gasosa
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FONTE: COSTA; BAPTISTA (2009).

1.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear

De acordo com Toma (2009), todas as técnicas de espectroscopia constituem um
exemplo de interacdo da radiagdo eletromagnética com a matéria. Particularmente, a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) esta baseada na medida da absorcao
de radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncia de cerca de 4 a 900 MHz.
Diferentemente das absorces no ultravioleta, visivel e infravermelho, ndcleos dos atomos,
em vez de elétrons externos, estdo envolvidos no processo de absorcdo. Adicionalmente, para
fazer com que os nucleos desenvolvam os estados de energia necessarios para que a absor¢ao
aconteca, € necessario colocar o analito em um campo magnético intenso (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Baseando-se na pesquisa de Guilén e Ruiz (2001), o espectro de RMN H* é uma série
de sinais agudos cujas frequéncias podem ser relacionadas a natureza quimica dos 4&tomos de
hidrogénios (grupos metil, metilenos etc.) e cujas intensidades sdo diretamente relacionadas a
populacdo de hidrogénios que gerou o sinal. Hidrogénios em ambientes eletrénicos diversos
mostram diferentes deslocamentos quimicos e a intensidade do sinal € proporcional a
quantidade de hidrogénios. Portanto, o espectro de RMN H* dos triacilglicerdis é bem
resolvido, observando-se sinais distintos e caracteristicos (REDA, 2004).

De acordo com Silva (2005), as técnicas cromatograficas utilizadas nas analises dos
produtos de transesterificaces (cromatografia gasosa, CG; cromatografia liquida de alta
eficiéncia, HPLC) apresentam resultados precisos nas determinagbes. Mas, como
desvantagens: requerem um longo tempo de analise, além de um continuo controle de fluxo
da fase movel e da temperatura; necessidade de calibracdo e da utilizacdo de padrbes para as
analises; e, muitas vezes, de um pré-tratamento das amostras a serem analisadas.

Gelbard et al. (1995) mostraram que, para uma analise quantitativa, os resultados
obtidos com a técnica de espectroscopia de RMN-H' apresentaram uma boa concordancia
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com os resultados obtidos através das técnicas cromatogréficas desde que as integrais dos
sinais nos espectros de RMN-H' fossem feitas com preciséo.

Do espectro de RMN de H! integrado, obtém-se a medida direta do grau de
insaturacao de modo preciso (SOUZA, 2007).

O espectro do triglicerol, usado na transesterificacdo, assim como os ésteres formados,
apresentam boa resolucdo, pois o espectro integrado de H' é quantitativo, permitindo
determinar diversos parametros indicadores da qualidade do produto, como grau de
insaturacdo, a massa molecular média, indice de iodo e o perfil de acidos graxos insaturados,
de maneira rapida e simples (VOIGT, 2009).

O fendbmeno de RMN pode ser observado em qualquer espécie que possua um spin
magnético total | > 0 (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). Em geral, o fendmeno é observado
em isotopos com ndmero impar de prétons ou néutrons. O hidrogénio é a espécie mais
explorada nas aplicagdes com RMN devido a sua abundancia isotopica e sensibilidade. Entdo
segundo Solomons e Fryhle (2001), quando compostos contendo hidrogénio e carbonos sdo
submetidos a um campo magnético muito forte e, a0 mesmo tempo se irradia este campo com
energia eletromagnética, 0s ndcleos desses compostos podem absorver a energia atraves de
um processo denominado ressonancia magnética. Essa absorcdo de energia é quantizada e
produz um espectro caracteristico para 0 composto.

Segundo Reda (2004) em geral, os métodos analiticos oficiais disponiveis para a
analise de dleos sdo pouco sensiveis, morosos, de baixa confiabilidade e seletividade, ou seja,
0s métodos instrumentais apresentam grande vantagem sobre os tradicionais (volumétricos)
pela sua capacidade em necessitar apenas de quantidades minimas de amostra e terem uma
extrema sensibilidade e reprodutibilidade nas andlises, além de serem mais precisos e exatos.

Outros parametros quimicos como indice de saponificacdo (REDA, 2010) e indice de
acidez (REDA; CARNEIRO; CARNEIRO, 2005) também podem ser obtidos por meio do
espectro integrado de RMN H'. A Figura 7 apresenta um espectro de RMN H* do 6leo de

canola.
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Figura 7 - Espectro de RMN H* do 6leo de canola com suas integracdes
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FONTE: REDA (2004).

De acordo com Souza (2007), os métodos instrumentais apresentam grande vantagem
sobre os tradicionais (volumétricos) pela sua capacidade em necessitar apenas de quantidades
minimas de amostra e terem uma extrema sensibilidade e reprodutibilidade nas analises, além
de serem mais precisos e exatos. O estudo de Oleos, gorduras e lipidios dos alimentos
utilizando o método de RMN H! tem crescido bastante por causa da grande quantidade de
informacdo que os instrumentos de RMN podem fornecer em um curto espago de tempo
(GUILLEN; RUIZ, 2001).

1.2.7 Analises Fisico-quimicas

Segundo Correia (2009), as expressdes das propriedades fisicas ou quimicas daquelas
substancias, os indices, sdo as determinaces feitas no estudo de 6leos e gorduras. Assim, para
avaliacdo e qualificacdo de 6leos sdo determinados os indices de iodo, acidez, saponificacdo,
peréxidos e as propriedades fisicas.

Para a caracterizacdo do extrato bruto de Psychotria viridis por hexano, estudado neste
trabalho foi realizado as seguintes determinac@es: indice de iodo, acidez, saponificacdo, ester

e massa molecular média.
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1.2.7.1 indice de Acidez (IA)

O indice de acidez é definido como o peso de hidroxido de potassio, em mg,
necessario para neutralizar um grama de amostra e foi expresso neste estudo em % de acido
oléico (MENDONCGCA et al., 2008).

A determinagéo da acidez pode fornecer um dado importante na avaliacédo do estado
de conservacdo do 6leo. Um processo de decomposicdo, seja por hidrdlise, oxidacdo ou
fermentacao, altera quase sempre a concentracdo dos ions hidrogénio. A decomposicdo dos
glicerideos é acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a rancidez quase sempre
acompanhada pela formacao de acidos graxos livres. Estes sdo freqlientemente expressos em
termos de indice de acidez, podendo ser também em mL de solugdo normal, por cento ou em
grama do componente acido principal, geralmente o &cido oléico. Os regulamentos técnicos

costumam adotar esta Ultima forma de expressdo da acidez (IAL, 2008).

1.2.7.2 indice de Saponificac&o (IS)

De acordo com Tofanini (2004), o indice de saponificagdo indica a quantidade relativa
de acidos graxos de alto e baixo peso molecular, podem ser obtidas com o indice de
saponificacdo que é a quantidade de base necessaria para saponificar definida quantidade de
6leo e/ou gordura. E expresso em nimero de miligramas de hidroxido de potassio necessario
para saponificar um grama da amostra.

A reacdo de saponificacdo pode estabelecer o grau de deterioracdo e a estabilidade,
além de verificar se as propriedades dos 6leos estdo de acordo com as especificacles e
identificar possiveis fraudes e adulteracdes (RIBEIRO; SERAVALLLI, 2004).

1.2.7.3 indice de Ester (IE)

Segundo Vasconcelos (2002), indice de éster é definido como a massa de hidroxido de
potéssio, em miligramas, gasta na saponificacdo de um grama de amostra de 6leo neutro.
Nesta definicdo ndo esta incluida a massa de hidroxido de potassio gasta na neutralizacdo dos

acidos livres presentes na amostra de 6leo.
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1.2.7.4 indice de lodo (11)

O indice de iodo, também conhecido como numero de iodo ou iodine value é um
indice de qualidade com o qual se mede o grau de insaturacdo, ou seja, as quantidades de
ligacGes insaturadas de um 6leo ou gordura (LEAL, 2008).

De acordo com Reda (2004), quando o indice de iodo estd reduzido o 6leo se torna

improprio para 0 consumo humano.

1.2.8 Atividade Antimicrobiana

Uma das preocupacdes que despertou o interesse de diversos pesquisadores na procura
por novas alternativas terapéuticas foi o grande aumento da resisténcia de microrganismos
patogénicos a multiplas drogas, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos. As plantas
medicinais estdo dentre os produtos naturais, de grande interesse cientifico devido a
possibilidade de emprega-las como fitofarmacos, por proporcionarem grandes chances de
obterem-se moléculas prototipos devido a sua diversidade de seus constituintes (SILVA et al.,
2007).

Segundo Antunes et al. (2006), o conhecimento a respeito da resisténcia bacteriana,
geralmente é fundamentado em microrganismos de importancia epidemioldgica, tais como S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa e fungos leveduriformes, responsaveis por diferentes processos
etioldgicos tanto em pacientes imunocompetentes quanto em pacientes imunodeprimidos.

Diversas pesquisas tém demonstrado algumas propriedades terapéuticas dos 6leos,
destacando as seguintes: antiviral, antiespasmodica, analgésica, antimicrobiana, cicatrizante,
expectorante, relaxante, antisséptica das vias respiratdrias, larvicida, vermifuga e anti-
inflamatéria (NASCIMENTO et al., 2007).

Em muitos 6rgdos vegetais podem ser encontrados elementos volateis que sdo os dleos
essenciais. Eles estéo relacionados com diversas fun¢bes necessarias a sobrevivéncia vegetal,
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos. E ainda, tem sido
estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos Oleos essenciais possuem propriedades
antifangicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (LIMA et al., 2006).

Segundo Bertini et al. (2005), esses 0leos essenciais presente nas plantas apresentam
uma atividade antimicrobiana contra um grande nimero de bactérias incluindo espécies
resistentes a antibidticos e antifngicos. A composi¢do quimica de 6leos essenciais depende

do clima, da estacdo do ano, condi¢Ges geograficas, periodo de colheita e a técnica de
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destilacdo. Eles podem apresentar agdo tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas e ainda leveduras e fungos filamentosos. Ainda que industrias farmacéuticas
venham produzindo um numero de novos antibioticos nas Ultimas trés décadas, tem
aumentado a resisténcia de microrganismos para essas drogas. Em geral, bactérias tem uma
habilidade genética para transmitir e adquirir resisténcia para essas drogas, que sdo utilizadas
como agentes terapéuticos.

Substancias presentes em extratos e 0leos essenciais que sdo produzidos pelas plantas
como uma consequéncia do metabolismo secundario apresentam propriedades
antimicrobianas que também sdo reconhecidas empiricamente had séculos e foram
comprovadas cientificamente apenas recentemente em muitos paises tais como Brasil, Cuba,
india, México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e uma rica tradicdo na
utilizacdo de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou antifingico (DUARTE,
2006).

Ainda segundo Duarte (2006), ultimamente tem aumentado bastante o nimero de
pesquisas a respeito da investigacdo de produtos naturais ativos contra microrganismos,
conforme demonstrado na Figura 8,

Figura 8 - NUmero de publicacfes indexadas sobre atividade antimicrobiana ao redor
do mundo na ultima década.
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FONTE: DUARTE (2006).
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Figura 9 - Numero de publicacBes indexadas sobre atividade antimicrobiana por
regido do mundo na Gltima década. (NA= América do Norte; LA = América Latina (Brasil em
branco); AF = Africa; EU = Europa; AS = Asia e OC = Oceania).
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FONTE: DUARTE (2006).

que exibe o nimero de publica¢des indexadas (ISI) na ultima década. Este aumento foi
maior na América Latina, Europa e Asia (Figura 9). Quanto ao nimero de estudos, este
levantamento ndo inclui os resultados de divulgacdes em reunides cientificas locais e teses da
Academia, que geralmente ndo séo publicados.

A identificacdo das substancias antibioticas nas plantas ocorrem através da observacédo
do crescimento de microrganismos colocados em contato corn tecidos ou extratos destas
plantas. Para detectar estas substancias sdo utilizados varios métodos, que se diferenciam na
sensibilidade ou em seus principios. Os resultados obtidos serdo influenciados pelo método
escolhido, assim como pelos microrganismos usados nos testes. A parte da planta utilizada
também interfere nos resultados bem como a forma de uso: suco, extrato (extracdo por agua
ou outros solventes) ou 6leo essencial (SOUZA et al., 2000).

Segundo Gongcalves et al. (2005), os principais grupos de compostos com propriedades
antimicrobianas, extraidos de plantas incluem: terpendides e 6leos essenciais; alcaloides;
lectinas e polipeptidios e substancias fendlicas e polifendis, que sdo: fendis simples, acidos
fenolicos, quinonas, flavonas, flavondis e flavondides, tanino e cumarinas.

E necessario utilizar como indicador de atividade antimicrobiana pelo menos uma
espéecie de microrganismos Gram-positivos ou Gram-negativos na avaliacdo da atividade de
antimicrobianos (SOUZA et al., 2000).

De acordo com Ostrosky et al. (2008), hoje em dia, existem varios métodos para
avaliar a atividade antibacteriana e antifungica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos

incluem método de difusdo em agar, método de macrodilui¢do e microdiluigéo.
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A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da Concentracdo
Minima Inibitéria (MIC), que é um parametro quantitativo que indica a quantidade minima da
substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste. Um aspecto bastante
relevante na determinacdo da MIC de extratos vegetais € a preocupacdo em relacdo aos
aspectos toxicoldgicos, microbioldgicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas
combinagfes (OSTROSKY et al., 2008).

A MIC consiste em determinar a concentracdo mais baixa do agente antimicrobiano
que inibe o crescimento visivel do microrganismo testado. As dilui¢cdes sucessivas cessam ao
atingir-se a Ultima concentracdo em que o Oleo se mostra capaz de produzir agdo

antimicrobiana, ou seja, a formacéao do halo inibitério (OLIVEIRA, 2014).

1.2.8.1 Caracterizacao dos microrganismos testados

As infeccBes hospitalares sdo de grande importancia para a satde publica mundial,
especialmente nos paises em desenvolvimento, tanto que no Brasil, esfor¢os tem sido
direcionados para implementacdo de medidas preventivas (SOUZA, Disponivel em: <
http://www2.ucg.br/cbb/professores/69/Biomedicina/7_periodo/Microbiologia_Il/Apostila%?2
0de%20Microbiologia%?20I1.pdf > Acessado em 25 de Fevereiro de 2015).

Segundo Ferrareze et al. (2007), a ocorréncia de pacientes hospitalizados colonizados
ou infectados por microrganismos multiresistentes, ultimamente, tem merecido atencdo das
Comiss@es de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) e dos servicos de saude.

Foi revelada no Brasil uma situacéo preocupante, com incidéncias de 4,1 a 13,2% com
um nivel de significancia de 356.000 casos anuais, levando 61.000 a 6bito. Reconhecendo
este fato grave, o governo brasileiro, através da portaria n° 196 de 1982 do Ministério da
Salde, tornou obrigatoria a existéncia de uma Comissdo de Vigilancia Epidemioldgica em
hospitais (SOUZA, Disponivel em: <
http://www2.ucg.br/cbb/professores/69/Biomedicina/7_periodo/Microbiologia_Il/Apostila%?2
0de%20Microbiologia%?20I1.pdf > Acessado em 25 de Fevereiro de 2015).

Varios outros fatores tém contribuido para o aumento da incidéncia da multiresisténcia
microbiana segundo a Organizagdo Mundial de Saide como: pobreza, acesso inadequado aos
medicamentos, propaganda de novas drogas, falha terapéutica, medicamentos falsificados e
preferéncia pelos de largo espectro, deficiéncia na formacdo de profissionais de salde,
alimentos contaminados com microrganismos resistentes, a globalizacdo e, finalmente,

deficiéncia na vigilancia da epidemiologia intra e extra hospitalar (FERRAREZE et al., 2007).


http://www2.ucg.br/cbb/professores/69/Biomedicina/7_periodo/Microbiologia_II/Apostila%20de%20Microbiologia%20II.pdf
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Bastonetes gram-negativos, ndo esporulados, com flagelos peritriquios moveis, exceto
os sorotipos Pullorum e Gallinarum, aerdbicos e anaerdbicos facultativos, sdo caracteristicas
que definem as bactérias do género Salmonella sp. As col6nias crescem perfeitamente em
meios de cultura para enterobactérias, a temperatura de 37°C e pH entre 4,5 e 9,5; mede de 2-
4 mm de didmetro; sdo arredondadas com bordas lisas, um pouco elevadas e brilhantes. Seu
perfil bioquimico é definido pela producdo de &cido sulfidrico e gas carbbnico a partir da
glicose e outros carboidratos, exceto a lactose e a sacarose. Além disso, s&o oxidase e catalase
positivas e capazes de se multiplicarem utilizando o citrato como Unica fonte de carbono.
Produzem uma enfermidade aguda, de distribuicdo mundial, transmitida por alimentos, de
importancia tanto em satde publica como em satde animal devido ao impacto econémico que
ocasiona (MARTINS, 2010).

Altamente disseminado na natureza e de suma importancia em saude publica, a
Salmonella Typhimurium é um sorotipo ubiquitario. Os surtos de DTAs, causados pela
ingestdo de diversos alimentos contaminados sdo 0s principais causadores da grande maioria
dos casos de infecgOes humanas por S. Typhimurium (MARTINS, 2010).

Segundo Franco (2002), a espécie bacteriana denominada Escherichia coli,
pertencente a familia Enterobacteriaceae, € um bastonete gram-negativo, nao esporulado,
oxidase negativa, movel por flagelos peritriquios ou ndo movel, anaerdbia facultativa capaz
de fermentar a glicose e a lactose com producdo de acidos e gases. Fontes de carbono como
acetato e glicose sdo usadas para crescimento, porém o citrato ndo pode ser utilizado. A
glicose é fermentada a acidos: latico, acético e férmico, sendo o acido formico hidrolisado a
hidrogénio e dioxido de carbono. Acetoina ou acetil metil carbinol ndo sdo formados.
Consequentemente, E. coli produz p-galactosidase e indol mas ndo forma sulfito de
hidrogénio ou hidrolisa a ureia.

A Escherichia coli apresenta uma temperatura de desenvolvimento entre 10 — 50°C
sendo 37°C sua temperatura 6tima e seu pH abaixo de 4,4 (FRANCO, 2002). Sendo descrita
pela primeira vez por Dr Theodor Escherich em 1885 ao tentar isolar o agente etioldgico da
colera, esta espécie pertence ao grupo de coliformes fecais (FRANCO, 2002).

Freire (2008) afirma que o Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva com
cerca de 1 um de diametro, a qual ocorre em pares, em pequenas cadeias ou em cachos
similares aos de uvas, pertencente a familia Micrococcaceae. E uma bactéria anaerobica
facultativa, catalase-positiva e oxidase-positiva e é dividida em diversos bidtipos, tendo como

bases testes bioquimicos e padrbes de resisténcia.
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As enterotoxinas, que sdo proteinas de baixo peso molecular, sdo as culpadas por
causar as intoxicacdes alimentares. Essas toxinas sdo termoestaveis e resistentes a cocg¢éo ou
enzimas proteoliticas (FREIRE, 2008).

O Staphylococcus aureus é a espéecie mais resistente de todas as bactérias patogénicas
ndo formadoras de esporos. A temperatura de multiplicacéo esta entre 7 e 48°C, sendo 37°C a
temperatura 6tima para o seu desenvolvimento. Suas enterotoxinas sdo produzidas quando
cultivadas a temperaturas entre 10-48°C; contudo, a faixa de 35-40°C € considerada a 6tima
para sua producédo. A faixa de pH 6tima para o seu crescimento é de 6 — 7, sendo 4 e 10 seus
limites minimos e maximos, respectivamente. Para as suas enterotoxinas, o pH é na faixa de 6
(FREIRE, 2008).

1.2.9 Acetilcolinesterase

Segundo Colombi (2009), a Acetilcolinesterase é uma enzima que é responsavel pela
hidrolise da acetilcolina (um éster neurotransmissor), o mediador das sinapses colinérgicas no
sistema nervoso, prevenindo continuas passagens de impulsos, o que € vital para um normal
funcionamento do sistema sensorial e neuromuscular, (Figura 10), tendo como produto o
acetato e colina, com liberagdo de um praéton.

Figura 10 - Clivagem das moléculas de acetilcolina
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FONTE: COLOMBI (2009).

A dosagem da atividade da AChE, que é sensivel a exposi¢do a organofosforados e
carbamatos, € frequentemente utilizada como biomarcador de efeito para a verificacdo dos
efeitos primarios da contaminagédo em diversos organismos (COLOMBI, 2009).
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1.2.9.1 Doenca de Alzheimer

Patologia neurodegenerativa mais frequente associada a idade, a doenca de Alzheimer
(DA) apresenta manifestacdes cognitivas e neuropsiquiatricas que resultam em uma
deficiéncia progressiva e uma eventual incapacitacdo. Além das dificuldades de atencédo e
fluéncia verbal, outras funcGes cognitivas deterioram a medida que a patologia evolui, entre
elas a capacidade de fazer célculos, as habilidades visuoespaciais e a capacidade de usar
objetos comuns e ferramentas (SERENIKI; VITAL, 2008).

Novamente segundo Sereniki e Vital (2008), tém sido realizados grandes esforgos para
a compreensdo e tratamento da doenca de Alzheimer; no entanto, a terapia atual esta longe de
ser satisfatoria. De fato, embora o tratamento realizado através da administracdo de inibidores
da enzima acetilcolinesterase (AChE) tenha consistentemente demonstrado eficacia
sintomaética e reducdo na progressao da patologia, esses medicamentos produziram algum tipo
de melhora em aproximadamente 30- 40% dos pacientes portadores da doencga de Alzheimer
leve a moderada.

A doenca de Alzheimer é ocasionada pela deficiéncia de neurotransmissores que sdo
0s responsaveis pela transmissdo dos estimulos nervosos transmitidos de um neurénio a outro.
A ACh (acetilcolina) é o principal neurotransmissor e estd envolvida diretamente nos
processos motores, cognitivos e de memoria. A DA provoca a degradacdo de neurdnios
diminuindo a atuacdo da ACh, a qual é degradada pela acdo de enzimas. Apesar da DA néo
ter cura, existe um tratamento que tem sido bastante eficaz em diminuir os sintomas desta
doenca que é o uso de farmacos inibidores da AChE (anticolinesterdsicos) para evitar a
degradacdo da ACh (PETRONILHO et al., 2011).

Apesar das substancias atualmente utilizadas para reduzir os sintomas causados pela
DA apresentarem efeitos colaterais, ainda assim destaca-se a grande necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos (PETRONILHO et al., 2011).
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Figura 11 — Inibidores da AChE utilizados para o tratamento da doenca de Alzheimer
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FONTE: PETRONILHO et al. (2011).

No trabalho desenvolvido por Sereniki e Vital (2008), pode ser observado que o0s
inibidores da acetilcolinesterase (tacrina, rivastigmina, donepezil, galantamina) alteram a
funcdo colinérgica central ao inibir as enzimas que degradam a acetilcolina (enzimas
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase), aumentando, assim, a capacidade da acetilcolina de
estimular os receptores nicotinicos e muscarinicos cerebrais. Desde a introducdo desses
medicamentos na prética clinica, os inibidores da AChE constituem o tratamento sintomatico

de escolha para a doenga de Alzheimer.

1.2.10 Prospeccao Fitoquimica

Segundo Bessa et al. (2013), a pesquisa fitoquimica € uma ferramenta bastante
importante principalmente quando ainda ndo sdo dispostos todos 0s estudos quimicos com
espécies de interesse popular, tendo como objetivo conhecer os compostos quimicos das
espécies vegetais e avaliar sua presenca nos mesmos, identificando grupos de metabdlitos
secundarios relevantes e Uteis enquanto marcadores quimicos no monitoramento das plantas
medicinais em processo de domesticacdo, na qualidade da matéria prima medicinal e na
prospeccgédo da biodiversidade ou bioprospeccao.

As plantas s@o fontes de metabdlitos secundarios, que por sua vez sdo formados por
varios caminhos biossintéticos que produzem moléculas com diversidade de esqueletos e
grupamentos funcionais, como &cidos graxos (gorduras) e seus ésteres, hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos e cetonas, compostos acetilénicos, alcaloides, compostos fendlicos e
cumarinas (MARINS et al., 2011).
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A prospeccdo da fitoquimica consiste em realizar a elucidagdo do perfil quimico
qualitativo, a fim de identificar os principais metabdlitos secundarios, possivelmente
responsaveis pelo uso terapéutico da espécie (SCHETINGER, 2012).

Testes sdo realizados para a extracdo e identificacdo de grupos quimicos ou
metabdlitos secundarios, como os alcaloides, flavonoides, antraquinonas, cumarinas,
saponinas, triterpenos e esteroides, taninos, resinas, entre outros.

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos € amplamente
distribuida no reino vegetal. Os flavonoides apresentam-se em diversas formas estruturais. A
maioria dos representantes desta classe possui 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés atomos de carbono
entre elas (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados farmacologicamente ativos. Diversas sdo as
funcbes observadas em vegetais que possuem alcaloides. Uma possivel funcdo dessas
substancias seria a protecdo contra a radiacdo ultravioleta, devido ao fato de, em sua maior
parte, ser compostos com nucleos aromaticos altamente absorventes dessa radiacéo
(HENRIQUES et al., 2000). S&o encontrados predominantemente nas angiospermas. Na sua
grande maioria, possuem caréater alcalino, com excecdes tal como colchicina, piperina, oximas

e alguns sais quaternarios como o cloridrato de larifolina (SIMOES et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar e avaliar a composicdo quimica do 6leo essencial e do extrato bruto da folha,

do caule e do fruto da planta Psychotria viridis e verificar a atividade biologica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o 6leo essencial e o extrato bruto da espécie vegetal utilizando o aparelho de
Clevenger e 0 aparelho de Soxhlet, respectivamente;

e Separar, identificar e quantificar componentes do 6leo essencial, utilizando para isto, a
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e a Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio;

e Determinar as propriedades fisico-quimicas e a concentracdo de GD-9, (D-6 ¢ (D-3
usando o programa PROTOLEOS;

e Obter informacdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas por RMN H! tais como
indice de saponificacéo, acidez, iodo, éster e massa molecular media;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana do dleo essencial e do extrato bruto extraido de P.
viridis;

e Verificar os testes de inibicdo da enzima acetilcolinesterase do 6leo essencial e do

extrato bruto de Psychotria viridis.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizados os seguintes materiais e
aplicados os seguintes métodos.

O método empregado para a extracdo do dleo essencial das folhas da planta de
Psychotria viridis foi o de hidrodestilagdo utilizando o aparelho tipo Clevenger (Figura 12),
acoplado a um banho termostatizado com circulacéo e resfriamento de agua. Neste método, a
amostra é macerada e colocada no baldo de fundo redondo, adiciona-se agua destilada numa
guantidade adequada para emergir toda a amostra durante a ebulicdo, e o baldo é colocado na
manta aquecedora. O sistema Clevenger é montado, adicionando-se 4gua destilada até atingir
a parte de baixo do sistema; e o termostato € ligado. Ao entrar em ebulicdo, a 4gua evapora
juntamente com as substancias volateis, o calor do vapor faz com que as paredes celulares se
abram, dessa forma, o 6leo que esta entre as células evapora junto com vapores de agua e 0s
volateis sdo conduzidos em dire¢do ao condensador que vai para o tubo de resfriamento. A
agua e os volateis condensam com a &gua retornando para o baldo por um tubo de retorno e o
oleo se depositando na superficie da agua adicionada no Clevenger. Apés quatro horas de
extracao, o sistema foi desligado e a porcéo de 6leo essencial é retirada e colocada num frasco
de vidro. Cada frasco foi etiquetado e armazenado na geladeira até 0 momento de serem
realizadas as analises quimicas e bioldgicas.

Figura 12 — Aparelho tipo Clevenger.

FONTE: O AUTOR (2014).
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Ja na extracdo do extrato da folha, do fruto e do caule da planta de Psychotria viridis
foi utilizado o aparelho de Soxhlet (Figura 13). O extrator de Soxhlet é a melhor forma de
extragdo continua utilizando um solvente quente. Isso por que, inteligentemente, utiliza uma
quantidade relativamente pequena de solvente e apresenta bons resultados. Consiste
basicamente de um reservatorio de vidro que fica entre um baldo na parte inferior e um
condensador no topo. Dentro do reservatério é colocado o material vegetal envolto em papel
de filtro na forma de um pequeno cartucho. No baldo fica o solvente escolhido e no
condensador ha fluxo de &4gua. O baldo é aquecido com uma manta elétrica de modo que 0
solvente entre em ebulicdo. O vapor condensa e goteja sobre o cartucho, solubilizando a
substancia a ser extraida. O aparelho de Soxhlet possui um sifdo que permite o refluxo
continuo do solvente. Quando o reservatorio enche e atinge a altura do sifao, este transborda
levando o solvente (hexano, etanol, cloroférmio) e o extrato para o bal&o.

Figura 13 — Aparelho de Soxhlet.

FONTE: O AUTOR (2014).

4.1 AREA DE ESTUDO

O material botanico da pesquisa foi coletado na regido do Jacamim, localizado no
municipio do Canté - Boa Vista — RR (Figura 15).
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Figura 14 — Divisdo Municipal do Estado de Roraima
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FONTE: CGEES/SEPLAN-RR (2010).

4.1.1 Caracterizacdo da area de estudo

O municipio do Canta, segundo dados do IBGE, esta localizado no centro leste do
estado de Roraima, na mesorregido Norte, microrregido Nordeste, situado nas coordenadas
geograficas 60° 34’ 01 de longitude Oeste e 02° 36' 18” de latitude Norte. Limita-Se ao norte
com o municipio de Boa Vista e Bonfim; ao sul com o municipio de Caracarai; a leste com o
municipio de Bonfim e a oeste com o0s municipios de Boa Vista, Mucajai e Iracema
(CGEES/SEPLAN-RR, 2010).

Figura 15 — Localizacdo do Municipio do Cantd — RR

FONTE: CGEES/SEPLAN-RR (2010).

O clima do municipio é do tipo quente e semiumido com 5 a 6 meses secos e duas
estacOes bem distintas: verdo (época seca) e inverno (época de chuva), com a primeira de
outubro a margo e a segunda de abril a setembro. A média da temperatura é de 27,5°C. Com

relacdo as precipitacdes pluviométricas, 0 Municipio apresenta uma distribuicdo irregular ao
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longo de todo o ano, a precipitagio media situa-se entre 1.750 a 2.000 mm
(CGEES/SEPLAN-RR, 2010).

O Municipio do Canté apresenta basicamente uma composicdo vegetacional onde a
cobertura florestal predominante é do tipo Ombrofila densa e area de contato (formacao
pioneira/floresta) (CGEES/SEPLAN-RR, 2010).

Quanto aos aspectos geomorfoldgicos, o municipio encontra-se em area de relevo
plano (70%), com elevagdes isoladas (10%) e areas com relevo fortemente ondulado (20%)
(CGEES/SEPLAN-RR, 2010).

As Serras do Canta, da Malacacheta, do Porco, da Lua e a Serra Grande, todas estéo
inseridas na regido do municipio de Canta. Apresenta ainda, a Cachoeira do Lodo e do Pente
(CGEES/SEPLAN-RR, 2010).

4.2 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO
O material vegetal de identificacdo botanica de Psychotria viridis, foi coletado no dia

17 de Junho de 2014 as 08:00hrs da manha, na Regido do Jacamim, municipio do Canta-

Roraima. Foi feita exsicata da espécie coletada (Figura 16). A exsicata foi identificada e

depositada no herbario da Universidade Federal de Roraima sob nimero de tombamento
7550.
Figura 16 — Exsicata da espécie Psychotria viridis

FONTE: O AUTOR (2014).

Ap0s a identificacdo da planta, foram coletados aproximadamente 900g da folha, 240g
do fruto e 2,2Kg do caule da Psychotria viridis para posterior extracdo do 6leo essencial e de
seu extrato. Evitando o processo de oxidacdo, esse material foi transportado em recipientes
adequados devidamente cobertos com papel aluminio e acondicionado em isopor com gelo. O
material boténico foi coletado no periodo chuvoso.
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4.3 PREPARACAO

No laboratério de Produtos Naturais do Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal de Roraima, o material coletado, ou seja, as folhas, os caules e os frutos
da planta Psychotria viridis, foi retirado dos galhos e separado manualmente.

4.4 LAVAGEM

Ap0s o processo de separacdo do material vegetal, o mesmo foi lavado para a retirada
de quaisquer impurezas e residuos que pudessem influenciar nos procedimentos seguintes
(figura 17).

Figura 17 — Lavagem do material

FONTE: O AUTOR (2014).

4.5 REPOUSO DAS AMOSTRAS PARA SECAR A TEMPERATURA AMBIENTE

Ap0s a lavagem das amostras, as mesmas foram colocadas sobre a bancada para que o
excesso de agua fosse evaporado, utilizou-se jornal para uma maior absorcdo (figura 18). A
secagem foi feita a temperatura ambiente por um periodo de mais ou menos de uma semana.

Figura 18 — Secagem do material

FONTE: O AUTOR (2014).
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Em seguida, as amostras foram levadas ao PRONAT, Programa de Pds-Graduacdo em
Recursos Naturais, e colocadas para secagem na estufa com circulacédo de ar (figura 19), que é
um equipamento aplicavel em secagem de produtos vegetais que necessitam de agdo
moderada de temperatura reduzindo os riscos de danificar principios ativos durante secagem
melhorando a eficiéncia atraves de processo com circulacdo e renovacdo de ar. A temperatura
utilizada foi de 55°C e permaneceu por um periodo de 18 horas, tempo suficiente para total
retirada da agua ainda presente no interior das folhas, dos frutos e dos caules.

Figura 19 — Estufa com Circulacdo de Ar.

FONTE: O AUTOR (2014).

4.6 TRITURACAO

Cada amostra foi triturada individualmente em um triturador localizado em um dos
laboratdérios do PRONAT (Figura 20). Para aumentar a superficie de contato e facilitar a saida
dos componentes volateis das folhas.

Figura 20 — Material vegetal triturado no triturador.

FONTE: O AUTOR (2014).
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Em seguida, o po das partes da planta foi recolhido em sacos plasticos como mostra a
figura 20 logo abaixo, e posteriormente pesado em balanga analitica (figura 21).

Figura 21 — Material vegetal em p6 acondicionado em sacos plasticos.

(Folha)

FONTE: O AUTOR (2014).

Figura 22 — Pesagem das amostras

FONTE: O AUTOR (2014).

4.7 EXTRAGCAO DO OLEO ESSENCIAL

No Laboratorio de Produtos Naturais do Programa de Pds-graduacdo em Quimica da
Universidade Federal de Roraima, o material macerado foi depositado em um baldo
volumétrico de capacidade de 3000 mL. Foi acrescentada agua destilada suficiente para

encobrir a amostra na vidraria que foi acoplada a uma manta aquecedora (Figura 23). Durante
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0 periodo de quatro horas o material foi exposto ao processo de extracdo do 6leo essencial sob
o método de hidrodestilagdo com arraste de vapor d’agua com a utilizacdo do aparelho tipo
Clevenger acoplado a um banho termostatizado. Ap6s 30 minutos do sistema ligado, iniciou-
se a extragéo.

Figura 23 — Baldo com a amostra triturada juntamente com agua destilada

FONTE: O AUTOR (2014).

O oleo essencial obtido foi retirado do recipiente contendo hidrolato e 6leo com
auxilio de micropipetador. O 0leo essencial foi acondicionado em frasco de vidro de cor
ambar esterilizado, em seguida foi devidamente etiquetado com o nome da parte da planta que
foi utilizada na extracdo e a massa do frasco vazio e do frasco contendo ja o 6leo essencial
extraido, para o posterior célculo do rendimento do mesmo. O frasco foi mantido sobre

refrigeracao.

4.8 EXTRACAO DO MATERIAL VEGETAL

No laboratério de Produtos Naturais do Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal de Roraima, parte do material triturado foi pesado e colocado em papéis
de filtro formando um pequeno cartucho (figura 24). Em seguida, os cartuchos foram
inseridos no equipamento de Soxhlet e logo abaixo em um baldo de fundo chato foi colocado
o0 solvente utilizado. Cada parte da planta foi extraida com os seguintes solventes: hexano,
cloroférmio e etanol. O tempo de extracdo variou para cada tipo de solvente, uma vez que 0
processo finaliza assim que a cor do solvente muda para transparente ao passar pela amostra

contida no cartucho. A variagdo compreendeu entre 2-5 horas de extragéo.
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Figura 24 — Montagem dos cartuchos contendo a amostra a ser extraida.

FONTE: O AUTOR (2014).

Em seguida, a solu¢do contida no baldo, que consiste em solvente mais extrato bruto, é
passada no Sulfato de Sodio anidro PA para remover quaisquer impurezas e resquicios de
agua, como mostra a Figura 25 logo abaixo.

Figura 25 — Passagem pelo Sulfato de Sodio Anidro PA.

FONTE: O AUTOR (2014).

Depois o extrato bruto é separado do solvente utilizando para isto um rotaevaporador,
que é um equipamento para laboratério imprescindivel quando o assunto é remoc¢do de
solventes. Por meio dos processos de evaporacdo e condensacdo, ele remove solventes

diferentes, presentes em amostras (Figura 26).
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Figura 26 — Remocéo dos solventes pelo Rotaevaporador.

FONTE: O AUTOR (2014).

Posterior a este processo, 0 extrato bruto que ficou no baldo foi removido com o
auxilio de um micropipetador e transferido para um frasco de cor &mbar e depois devidamente
etiquetado com o nome da parte da planta e o solvente utilizado, e as massas do frasco vazio e

do frasco contendo ja o extrato extraido, para o posterior calculo do rendimento do mesmo.

4.9 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL E DO EXTRATO DE P. viridis

Para o calculo de rendimento de 6leo essencial e de extrato bruto de cada parte da

planta coletada, foi utilizada a seguinte formula:

Rendimento =  Massa e oleo essencial obtide (g x 100 1)
Massa do matenal vegetal (g)

4.10 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Cada extrato bruto e 6leo essencial foram submetidos a uma prospecc¢éo fitoquimica a
fim de verificar as possiveis presencas de alguns metabdlitos secundarios.

Primeiramente foi pesada uma determinada massa entre 0,008-0,121 g para cada
extrato bruto e 6leo essencial da folha e do fruto da planta Psychotria viridis, e dissolveu-se
em uma solucdo hidroalcodlica de etanol e agua (7:3). Separaram-se sete por¢des de 3,5 mL
em tubos de ensaio numerados e duas por¢cdes de 10 mL em béqueres rotulados, um deles
tarado com pesos entre 47,121-49,593 g (figura 27). Deixou-se 0 béquer 1 em banho-maria
até sua secura e manteve-se em dessecador até a ocasido de serem usados. Levou-se o béquer

2 e 0s tubos de ensaio em banho-maria até obter a metade do volume (figura 28), levou-os a
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pH 4, adicionando-se 1 gota de HCI 0,1 M, e filtrou-se o acidulado. Submeteu-se o conteido
dos tubos de ensaio aos testes descritos abaixo (MATOS, 1997).

Figura 27 — Tubos de ensaio e béqueres numerados

FONTE: O AUTOR (2014).

Figura 28 — Tubos de ensaio em banho-maria.

FONTE: O AUTOR (2014).

4.10.1 Teste para fendis e taninos

Neste teste, tomou-se 0 tubo nimero 1 e adicionou trés gotas de solugéo alcodlica de

FeCls, agitou bem e foi observado qualquer variacdo de sua cor ou formacdo de precipitado

abundante, escuro. Comparou-se com um teste em branco, isto é, usando apenas agua e 0
cloreto férrico.

e Coloracdo variavel entre o azul e o vermelho € indicativo da presenca de Fendis,

quando o teste “branco” for negativo.
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e Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos flobafénicos (taninos condensados ou
catéquicos) (MATOS, 1997).

4.10.2 Teste para ancitocinas, antocianidinas e flavonoides

Tomou-se os tubos de nimeros 2, 3 e 4, acidulou a pH 3, alcalinizou a pH 8,5 e 0
terceiro a pH 11. Observou-se qualquer mudanca da coloracdo do material. Aparecimento de
cores diversas indica a presenca de varios constituintes, de acordo com a tabela 6 seguinte
(MATOS, 1997).

Tabela 6 — Lista de constituintes de acordo com o surgimento da cor

Cor em Meio
Constituintes Acido (3) Alcalino (8,5)  Alcalino (11)
Antocianinas e Vermelha Lilas Azul-Parpura
Antocianidinas
Flavonas, - - Amarela
Flavonois e
Xantonas
Chalconas e Vermelha - Verm. Plrpura
Auronas
Flavanonéis - - Verm. Laranja

FONTE: MATOS (1997).

4.10.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Neste teste tomou-se 0s tubos numerados 5 e 6, acidulou o primeiro por adi¢cdo de HCI
até pH 1-3 e alcalinizou o outro com NaOH até pH 11. Aqueceu-0s com auxilio de uma
lampada de alcool durante 2-3 minutos, cuidadosamente. Observou-se qualquer modificacdo
na cor, por comparagao com os tubos correspondentes usados no teste anterior.

e Aparecimento ou intensificacdo de cor indica a presenca de constituintes especificados

na tabela 7 logo abaixo (MATQOS, 1997).
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Tabela 7 — Lista de constituintes de acordo com o surgimento da cor

o Cor em Meio
Constituintes Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas Pardo-Amarelada -
(Taninos
Catéquicos)
Flavanonas - Verm. Laranja

FONTE: MATOS (1997).

4.10.4 Teste para flavonois, flavanonas, flavonondis e xantonas

Adicionou-se ao tubo 7 alguns centigramas de magnésio-granulado ou em fita e 0,5

mL de HCI concentrado. Aguardou o término da reacdo indicada pelo fim da efervescéncia e
observou por compara¢do mudanca na cor da mistura da reacao nos tubos 5 e 7 (acidificados).
e Aparecimento ou intensificacdo de cor vermelha € indicativo da presenca de flavonois,

flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios (MATOS, 1997).

4.10.5 Teste para confirmacgao de catequinas

Umedeceu bem a madeira de um palito de fésforo no extrato hidroalcodlico. Fez
evaporar o0 solvente e reumedeceu uma face do palito com HCI concentrado, com auxilio de
um bastdo de vidro. Aqueceu o palito por 2-3 minutos ao calor de uma chama de alcool,
evitando que ele fique tostado. Observou se houve aparecimento de coloracdo no lado
acidulado do palito.

e Cor vermelha ou pardo-avermelhada confirma a presenca de catequinas indicada no

teste em questdo (MATOS, 1997).

4.10.6 Teste para esteroides e triterpendides (Lieberman-Burchard)

Neste teste, extraiu-se o residuo seco do béquer 1 trés vezes com 1,5 mL de
cloroférmio triturando bem o residuo, filtrou-se a solugé@o cloroférmica gota a gota em um
funil fechado com uma bolinha de algodao, coberta por algumas centigramas de Na,SO,
anidro em um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de anidrido acético, agitou suavemente e
cuidadosamente juntou-se trés gotas de H,SO, concentrado, tornou a agitar suavemente e

observou se ha rapido desenvolvimento de cores.
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e Coloragdo azul evanescente seguida de verde permanente € indicativa da presenca de
esteroides livres.

e Coloracdo parda até vermelha indica triterpendides pentaciclicos livres (MATOS,
1997).

4.10.7 Teste para saponinas

Tomou-se o residuo insoltvel em cloroférmio, separado na operagédo anterior (4.10.6),
redissolveu com 7,5 mL de &gua destilada e filtrou-se a solu¢do para um tubo de ensaio.
Agitou o tubo com a solucéo, fortemente, por 3 minutos e observou a formacéo de espuma.
Espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenca de saponina (heterosides
saponinicos) (MATOS, 1997).

4.10.8 Teste confirmatdrio para saponinas

Adicionou-se 2 mL de HCI concentrado ao conteddo do tubo preparado no teste
anterior (4.10.7) e deixou-o durante pelo menos uma hora imerso em banho-maria. Deixou-0
esfriar, neutralizou-o e agitou novamente por 3 minutos.

e A presenca de precipitado e a ndo formacdo de espuma confirma a presenca de

saponinas (MATQOS, 1997).

4.10.9 Teste para alcaloides

Tomou-se 1/3 da solucdo aquosa do béquer 2 e adicionou-se NH,OH até pH 11 e
extraiu as bases organicas com trés porcdes sucessivas de 30, 20 e 10 mL da mistura de éter-
cloroférmio (3+1) (75:25), em um funil de separacdo, reservou-se a fase aquosa para outro
teste (4.10.10). Retirou-se a solucéo éter-cloroférmio, tratou com Na,SO, anidro para eliminar
0 excesso de agua. Separou o filtrado em duas porc¢des. Deixou secar uma delas para testes em
cromatoplaca e reextraiu as bases organicas da outra, com trés pequenas por¢des sucessivas
de 5, 3 e 1 mL de HCI diluido (0,1 M). Rejeitou-se a solucdo éter-cloroférmica e repartiu a
solugdo aquosa acida obtida, em trés tubos de ensaio. Adicionou-se a cada tubo,
respectivamente, trés gotas dos reagentes de precipitacdo de alcaloides, “Hager”, “Mayer” e

“Dragendorff”. Observou-se a formagéo de precipitado caracteristico.
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e Precipitado floculoso, pesado em pelo menos dois tubos é indicativo de alcaloides
(MATOS, 1997).

4.10.10 Teste para bases quartenarias

Acidulou novamente a solucéo aquosa (4.10.9), filtrou trés amostras de 5 mL para trés
tubos de ensaio e repetiu a reacdo para prospeccao de alcaloides.

e Precipitado floculoso indica a presenca de bases quartenarias (MATQOS, 1997).

4.11 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA (CG/EM)

A identificacdo da composicdo quimica do 6leo essencial de Psychotria viridis foi
realizada no Grupo de Biotecnologia e Quimica Fina — GBQF, na Universidade Federal de
Roraima (UFRR), na cidade de Boa Vista - RR. Foi empregada a técnica de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa. As analises foram realizadas em equipamento
CG-EM modelo QP 2010 Plus da Shimadzu Scientific Instruments com detector para
espectrometria em massa. Foi utilizado o hélio (He) como gés de arraste.

O fluxo da coluna foi de 1,02 mL por minuto, a inje¢do modo Split foi realizada com
injetor a 220°C e a pressdo da coluna foi de 58,8 KPa. As amostras foram injetadas no sistema
CG-EM na concentracdo de 1mg/mL em hexano grau HPLC. A coluna utilizada foi RTX
(30m x 0.25 mm x 0.25mm).

4.12 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As avaliacdes das atividades antimicrobianas do 6leo essencial e do extrato bruto de
Psychotria viridis foram realizadas no laboratério de Biotecnologia e Bioensaios do
Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.12.1 Bioensaio de MIC (Minima Concentracdo Inibitoria) para bactérias gram-

negativas

As bactérias gram-negativas utilizadas no teste foram Escherichia coli e Salmonella
tiphymurium. As amostras foram pesadas e solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO),

resultando em uma solugcdo com concentragdo de 50 mg/mL (extratos) e 12,5 mg/mL
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(substancias puras). Pipetaram-se 40 pL desta solugdo para um frasco contendo 960 pL de
meio de cultura BHI (solugdo de trabalho). Foi preparado um pré-inéculo no qual as bactérias
(leveduras) estocadas em tubos de ensaio foram transferidas com alca de platina e inoculadas
em tubos de ensaios contendo 3,0 mL de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion, Infuso
de cérebro e coragdo). Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37 °C por 18 h.
Com o auxilio de uma micropipeta, 500 pL do pré-indculo foram transferidos para tubos de
ensaio contendo 4,5 mL de agua destilada estéril. Os tubos foram homogeneizados e a
concentracdo ajustada comparando-se com o tubo 0,5 da escala de McFarland de turbidez
padréo (108 UFC/mL), obtendo-se assim, os inéculos utilizados no teste.

Os testes foram realizados em placas de 96 micropocos, em duplicata. Em cada poco
foram adicionados 100 pL do meio de cultura BHI. No poco 1 foram adicionados também
100 uL da solucdo de trabalho. Homogeneizou-se a solucdo e 100 pL foram transferidos para
0 proximo pocgo e assim sucessivamente. Desprezaram-se 0s 100 pL finais. Foram testadas 8
concentracOes de cada amostra. A seguir, 100 pL do indculo do micro-organismo a ser testado
foram adicionados a cada poco. Foram realizados dois controles, um para controle de
crescimento do micro-organismo, no qual ndo houve adicdo da solucdo de trabalho (para
verificar a viabilidade celular) e o branco, em que ndo se adicionou o inéculo (para se
eliminar o efeito da coloracdo da solucdo de trabalho). Uma placa controle contendo 100 pL
de meio de cultura BHI e 100 pL de &gua destilada estéril foi adicionada ao experimento
como de controle de esterilidade do meio de cultura BHI.

As microplacas foram submetidas a primeira leitura em leitor de placa de Elisa (492
nm) imediatamente ap6s a execucdo do experimento (leitura a Oh). Posteriormente, foram
incubadas em estufa a 37 °C e ap6s 24 h foi realizada nova leitura das mesmas, encerrando o

teste.

4.12.2 Bioensaios de MIC (Minima Concentracdo Inibitéria) para bactérias gram-

positivas e gram-negativas

Os micro-organismos testes utilizados foram Pseudomonas aeruginosa (Gram -);

Citrobacter freundii (Gram -); Bacillus cereus (Gram +); Listeria monocytogenes (Gram +).

Dados do procedimento

Solvente utilizado para o preparo das amostras: Dimetilsulfoxido
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Concentracdo das amostras no teste: 250 pg/mL
Meio utilizado para o crescimento dos micro-organismos: BHI

Tempo de incubacdo das amostras: 48 h

Dados da leitura

Realizada em leitor de placas de microtitulacao

Comprimento de onda utilizado na leitura: 490 nm

Tratamento dos dados

Teste de outlier: Teste de Grubbs, com nivel de significancia de 95%

Célculo da porcentagem de inibicdo: Realizado através da formula

%inibic&o=100-EC-CCx100CH-CM )

sendo EC a absorbancia do teste, CC a absorbancia do controle da amostra, CH a
absorbéancia do controle do fungo e CM a absorbancia do controle do meio de cultura.

4.13 ACETILCOLINESTERASE

Os testes de inibicdo da enzima acetilcolinesterase do 6leo essencial e do extrato bruto
de Psychotria viridis foram realizadas no laboratério de Biotecnologia e Bioensaios do
Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

A avaliacdo quantitativa da inibicdo da acetilcolinesterase foi realizada pelo método de
Ellman. Este método é baseado na hidrdlise de acetilcolina pela acetilcolinesterase,
produzindo tiocolina que reage com o DTNB, originando o composto 5-tio-2-nitro-benzoato,
que apresenta coloracdo amarela.

Foram adicionados 25 pL da solugéo de trabalho (amostra em DMSO 10 mg/mL) aos
pocos da placa de Elisa do teste e dos controles negativo e positivo. Nos cinco primeiros
pocos da coluna do controle positivo, adicionaram-se 25 pL da solugéo de eserina (10 mg/mL
em tampdo Tris/HCI pH 8,0). Adicionaram-se, a cada pogo, 25 pL de solucéo de lodeto de
Acetilcolina (Acetylthiocholine iodide, ATCI), 125 pL da solugdo de DTNB (5°, 5-dithio-bis-
2-nitrobenzoate, Sigma) e 50 pL de Tris/HCI (50 mM) com albumina sérica bovina. A
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absorbancia foi medida a 405 nm a cada 1 minuto por 8 vezes (8 minutos no total).
Adicionaram-se 25 pL da solugdo de AChE (0,226 U/mL) em Tris/HCI ao pogo. Mediu-se a

absorbancia a 405 nm por 10 vezes (10 minutos no total).

4.14 ESTUDO QUIMICO DO OLEO E DO EXTRATO POR RMN H!

Os espectros de RMN-H! foram registrados em um espectrometro modelo Bruker
Avance 200 DPX, operando a 4,7 Tesla, correspondendo a uma frequéncia de ressonancia de
200,13 MHz para nucleos de H*, equipado com uma deteccéo direta quatro néicleos de cabeca
de sonda e gradientes de campo no eixo z. As amostras foram analisadas em tubos de RMN
de 5 mm (Wilmad 507). As amostras do RMN foram preparadas por dissolucdo de 0,5 mL do
6leo em 0,5 mL de CDCl3. Os desvios quimicos sdo apresentados em ppm, utilizando o TMS
como padrdo interno. Pardmetros tipicos para espectros RMN-H' foram: 30° pulso, tempo de
aquisicdo 8s, 6,4 KHz janela espectral, 16 varrimentos, 52 K pontos de dados.

4.14.1 Anélise das propriedades fisico-quimicas por RMN H*

As propriedades fisico-quimicas foram avaliadas por meio da Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN H*), realizada no Laboratério de RMN do Instituto de Quimica
da Universidade Federal de Minas Gerais.

O indice de iodo, indice de acidez, indice de saponificacdo e a massa molecular média
podem ser medidos, quantitativamente, através da RMN H!, através das equacdes,
previamente estudadas por Reda (2004) e Reda e Carneiro (2006), apresentadas nas equagoes
3 — 10, enquanto o indice de éster e porcentagem de éster, de acordo com Silva (2005), €

apresentado nas equacfes 11 e 12, respectivamente.

Area de um préton (Ap):

Ap=(1+H)/4 @3)

Em que:

| + H = sdo os prétons dos dois grupos metilenos do glicerol.

Protons olefinicos (V):



V=[J+K)-Ap]/Ap
Em que:
J + K = ¢é a area correspondente aos protons vinilicos;
Ap = Area de um préton.
Total de prétons (T):

T=(K+J+1+H+G+F+E+D+C+B+A)/Ap

Em que:

Ap = Area de um préton.

Massa molecular média (MM):

MM =119,7+7,036.T +5,983.V

Em que:
T= total de prétons.

indice de iodo (I1):

Il = (126,91 . 100 . V) / MM
Em que:
V = Numero de prétons vinilicos (olefinicos);
MM = Massa molecular média.
indice de saponificacio (IS):

IS = [MM . (- 0,2358)] + 398,42

indice de acidez (1A):
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(5)
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(")

(8)
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IA = 3,0597 . (Roa)* — 6,3181 . (Ro,) + 3,3381 (9)

Em que:

Ro .. = Relacdo hidrogénios olefinicos / alifaticos.
Relacdo de hidrogénios olefinicos / alifaticos (Roz ):
Roa=V/(A+B) (10)
Em que:
V = Hidrogénios olefinicos;
A + B = Soma dos hidrogénios alifaticos da molécula do triacilglicerol.
indice de éster (IE):
IE=IS-I1A (11)
Percentagem de éster (%IE):
%IE = (IS. 100) / (IS + 1A) (12)
4.15 PERFIL DOS ESTERES METILICOS DOS ACIDOS GRAXOS POR RMN H:

Para a quantificacdo dos acidos graxos insaturados do extrato bruto de Psychotria
viridis por hexano, foram utilizadas as seguintes equacdes previamente estudadas por Knothe
e Kenar (2004) e desenvolvidas por Kirby, Fofana e McCallum (2011), devidamente
adaptadas para este estudo, nas equacdes 13 — 16.

Acido Linolénico — GD3 (%) =100 . [B/ (A + B)] (13)

Acido Linoléico — GD6 (%) = 100 . [((G / 3) — 4. GD3) / 2)] (14)

Acido Oléico — GD9 (%) =100 . [(K/3)—4.GD6—6.GCD3) /2] (15)
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Acidos Saturados (%) = 100 . (1 — GD3 — (D6 — GD9) (16)

Em que:

A = prétons metilicos;

B = protons metilicos do &cido linolénico;
G = prétons alilicos internos;

K = prétons H-2 metilénicos do glicerol.

4.16 RMN H' COM UTILIZACAO DE SOFTWARE PARA ANALISE DE OLEO
VEGETAL E EXTRATO

No trabalho de Carvalho et al. (2006), a identificacdo de substancias em pequenas
quantidades, atualmente, tem sido possivel devido ao avanco das técnicas analiticas como
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Massas (EM), Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia a Gas (CG).

A RMN apresenta grandes vantagens em relacdo as analises volumeétricas, pois tem a
capacidade de reprodutibilidade, sensibilidade e rapidez nas analises, auxiliam nos estudos de
6leos vegetais ou combustiveis fornecendo resultados em curto espaco de tempo (FARIAS,
2013).

Baseando-se nas pesquisas de Farias (2013), para os estudos de Gleos vegetais, 0
aparelho de RMN detecta em seu espectro sinais caracteristicos e proporcionais ao nimero de
prétons presentes em cada grupo funcional, ou seja, conhecendo a localizacdo e a intensidade
do sinal dentro do deslocamento é possivel determinar o grupo funcional do acido graxo e sua
porcentagem presente na amostra.

Através das integrais dos sinais obtidos no espectro de RMN, diversos autores
desenvolveram férmulas para a realizagdo das determinacGes da massa molecular média
(MM), indice de iodo (Il), indice de saponificacdo (IS), indice de acidez (IA) e ainda a
determinacdo quantitativa dos &cidos graxos insaturados (GD-3, GO-6 e (D-9) e saturados, e
para agilizar os célculos de estudo deste trabalho aproveitou-se a ideia de Reda (2006) que
apresenta um software para auxiliar nos calculos de seus estudos escrito em Visual Basic 5.0

para a determinacédo do indice de iodo (I1) mostrado na Figura 29.
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Figura 29 — Caracteristica geral do programa PROTEUS RMN H*

E§PROTEUS RMN H1 —
Inchit Geavar Exchur Localizar [mpeime  Sa
Hoje &
OLED,  [Mihomnshea 1410605  18:2343 PROTEUS RMN H 1
|A 3 1.075
Asea por prétorc I Rt
Prétons olelincos: 916 75208
an 17 OLEQ liodo 1
Nim Total de prdhons: |L‘,: 4 90139 » [Milho in natura 11547
PM = |7'+' 9194 |_|Milho tempo 10 49.63
IS = [_1(—078__
Liodo = |119,4715 e i ot
J

FONTE: REDA (2006).

No entanto, o software desenvolvido neste estudo, apresentado na Figura 30, reune as
formulas desenvolvidas e calcula as determinagdes fisico-quimicas, AGI majoritarios (GD-3,
GO-6 ¢ (D-9) e para a diferenca dos determinados &cidos tém-se os AGS acrescidos de AGI
em menores concentracdes, mediante aos valores das integracdes do RMN H* do 6leo vegetal
estudado (FARIAS, 2013).

Figura 30 — Caracteristica geral do programa PROTOLEOS.

£ PROTOLEOS RMN_HL =8 e %=
Menu Formulas Creditos F1

CALCULO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DE OLEOS POR RMN H*

sinaL: Al [12,62 AREA DE UM PROTON (Ap) 0,795 AcIDO OLEICO (W9) 47,319 %
SINAL ﬂ 1,40 PROTONS OLEFINICOS (V) 3,830 Acipo LINOLEICO (We) 13,138 %
TOTAL DE PROTONS (T) 122,428 ACIDO LINOLENICO (W3) 9,986 %

C||59,16 %
ok —j HIDROGENIOS OLE / ALl 0,273
SINALAEI oo NDICE DE IODO (II) 48,414 WRIWS.  ANe

I { 1

E|[5.76 :
SINAL —J NDICE DE ACIDEZ (1A) 1,840
smaL F|[492 {NDICE DE SAPONIFICAGAO (IS) 161,673 .
SINAL &J @,41 " MASSA MOLECULAR MEDIA (MM) 1004,017

INDICE DE ESTER (IE) 159,832

H| (1,64 4 N
AL —J % ESTER 98,874 %
sinaL: 1 | [1,54 v |
sma: J|[078 | Calcular | iy 3
sia: K| [3,06

Desenvolvido por Elson Farias, 2012

FONTE: FARIAS (2013).

Ainda com base na pesquisa de Farias (2013), o programa denominado PROTOLEQS
RMN H* desenvolvido no Phyton que se processa no Windows serve como ferramenta de

apoio para os alunos do PPGQ que fazem pesquisas nesta linha de concentracdo de 06leos
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vegetais, calcula as propriedades fisico-quimicas, tais como: indice de iodo (Il), indice de
acidez (1A), indice de saponificacdo (IS), massa molecular média (MM), indice de éster (IE),
porcentagem de éster (%IE), calculando ainda as porcentagens dos acidos: oleico (GD-9),
linoléico (GD-6), linolénico (GD-3) e saturados (SAT), além de calcular a area de proton (Ap),
prétons olefinicos (V), total de prétons (T), relagdo de hidrogénios olefinicos / alifaticos.

O programa foi escrito em PYQT (software livre), onde os campos de entrada dos
dados sdo os sinais: A, B, C, D, E, F, G, H, I, J e K correspondentes as integrais obtidas dos
espectros de RMN H* do 6leo a ser estudado. Todas as informagdes sdo calculadas de forma

direta e automaticamente pela entrada de dados (FARIAS, 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

As extracdes dos Oleos essenciais das amostras ocorreram com o aparelho tipo

Clevenger acoplado a um banho termostatizado. Na Tabela 8 esta exposto o cronograma das

extragoes.
Tabela 8 - Cronograma de extrac6es do 6leo essencial
AMostras Horério Da Massa Das Inicio Da Término Da
Coleta Amostras Extracdo Extracdo
Folha 8 horas 383 gramas 16 horas 20 horas
Fruto 8 horas 90 gramas 14 horas 18 horas
Caule 8 horas 194 gramas 14 horas 18 horas

Jé as extragdes dos extratos bruto das amostras coletadas da espécie Psychotria viridis

ocorreram com o aparelho de Soxhlet. Na Tabela 9 encontra-se listado o cronograma das

extragoes.
Tabela 9 — Cronograma de extracdes do material vegetal

Amostras HorarioDa  Massa Das Inicio I?a Término~Da
Coleta Amostras Extracio Extracdo
Folha 8 horas 70 gramas 16 horas 20 horas
Fruto 8 horas 55 gramas 18 horas 23 horas
Caule 8 horas 186 gramas 14 horas 18 horas

Na tabela 10 esta exposto a massa das amostras e o rendimento dos 6leos essenciais.

Tabela 10 - Cronograma das massas dos 0leos e seus rendimentos

Massa Das Massa Do Porcentagem De

Folhas Amostras Oleo Oleo Essencial
(9) Essencial (g) (%)
Folha 383 0,0896 0,0233
Fruto 90 0,1019 0,1132
Caule 194 0,1489 0,0767

Observou-se gque o 6leo essencial extraido do fruto teve maior rendimento (0,1132%)

mesmo a amostra apresentando menor massa (90 g).
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Analisando o trabalho de Benevides (1996), o0 mesmo obteu como rendimento do 6leo
essencial extraido da espécie Psychotria spectabillis um valor igual a 0,45% para uma massa
de 34 g de folhas secas. Ou seja, apresentou um rendimento satisfatério para uma massa ndo

muito grande comparado com o presente trabalho.

5.1 RESULTADOS DA PROSPECCAO FITOQUIMICA

No que diz respeito a analise do perfil quimico das folhas e do fruto de Psychotria
viridis identificou-se a presenca de metabdlitos secundarios.

Nas Tabelas 11 a 14, estdo relatados os resultados para o 6leo essencial da folha e do
fruto da espécie em questdo extraido através do aparelho tipo Clevenger, e para o extrato
bruto da folha e do fruto extraido através do aparelho de Soxhlet utilizando como solventes
hexano, cloroférmio e etanol.

Tabela 11 — Resultados da prospeccéo fitoquimica do 6leo essencial da folha.

Metabolito Secundério Resultado

Fendis e taninos Negativo (-)
Ancitocinas, antocianidinas e flavonoides Negativo (-)
Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas Negativo (-)
Flavonois, flavanonas, flavonondis e xantonas Negativo (-)
Confirmacéo de catequinas Negativo (-)
Esteroides e triterpendides (Lieberman-Burchard)  Negativo (-)
Saponinas Negativo (-)
Confirmatério para saponinas Negativo (-)
Alcaloides Positivo (+)
Bases Quartenarias Negativo (-)

Tabela 12 — Resultados da prospeccéo fitoquimica do dleo essencial do fruto.

Metabdlito Secundario Resultado

Fendis e taninos Negativo (-)
Ancitocinas, antocianidinas e flavonoides Negativo (-)
Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas Negativo (-)
Flavonois, flavanonas, flavonondis e xantonas Negativo (-)
Confirmacéo de catequinas Negativo (-)
Esterdides e triterpendides (Lieberman-Burchard)  Negativo (-)
Saponinas Negativo (-)
Confirmatdrio para saponinas Negativo (-)
Alcaloides Positivo (+)
Bases Quartenérias Negativo (-)

Analisando as Tabelas 11 e 12 logo acima, podemos concluir que no 6leo essencial
extraido da folha e do fruto da planta Psychotria viridis indicam a presenca de alcaloides, que

sdo compostos organicos encontrados em produtos naturais que podem produzir efeitos
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fisiol6gicos no organismo humano e constituem a principal classe de constituintes quimicos
encontrados em Psychotria (SALDANA, 2002). Dependendo da dose utilizada, tais efeitos
podem ser toxicos ou terapéuticos. Para Pires et al. (2010), a espécie analisada possui 0
alcaloide N,N- dimetiltriptamina (DMT) em suas folhas. Nos Estados Unidos, concentracdes
apreciaveis de DMT s8o encontradas em extratos de Phalaris (Phalaris arundinacea,
Phalaris tuberosa e Phalaris aquatica, esta Gltima encontrada também no Canad).
Desmanthus illinoensis também possui DMT em suas raizes.

Pires et al. (2010), ainda, destaca muitas outras fontes botanicas de DMT na regido da
América do Sul. Essa substancia pode ser extraida de sementes de Anadenanthera peregina
ou de cascas de caules de Virola spp., Piptadenia, Mimosa hostilis, Diplopterys cabrerana
(syn. Banisteriopsis rusbyana) e Lespedeza bicolor.

Tabela 13 — Resultados da prospecc¢éo fitoquimica do extrato da folha.

Metabdlito Secundario Resultado Resultado Resultado
(Hexano) (Cloroférmio) (Etanol)

Fendis e taninos Negativo (-)  Negativo (-) Positivo (+)

Ancitocinas, antocianidinas e Negativo (-) Positivo (+) Positivo (+)

flavonoides

Leucoantocianidinas, catequinas e Negativo (-)  Positivo (+) Positivo (+)

flavanonas

Flavonois, flavanonas, flavononois Negativo (-)  Negativo (-) Negativo (-)

e xantonas

Confirmacé&o de catequinas Negativo (-)  Negativo (-) Negativo (-)

Esterdides e triterpendides Negativo (-)  Positivo (+) Negativo (-)

(Lieberman-Burchard)

Saponinas Positivo (+)  Positivo (+) Positivo (+)

Confirmatdrio para saponinas Positivo (+)  Negativo (-) Negativo (-)

Alcaloides Negativo (-)  Negativo (-) Positivo (+)

Bases Quartenarias Negativo (-)  Negativo (-) Negativo (-)

Tabela 14 — Resultados da prospeccéo fitoquimica do extrato do fruto.

Metabdlito Secundério Resultado Resultado Resultado
(Hexano) (Cloroférmio) (Etanol)

Fendis e taninos Negativo (-)  Negativo (-) Negativo (-)

Ancitocinas,  antocianidinas e Negativo (-)  Negativo (-) Negativo (-)

flavonoides

Leucoantocianidinas, catequinas e Negativo (-)  Negativo (-) Negativo (-)

flavanonas

Flavondis, flavanonas, flavononois Negativo (-)  Negativo (-) Negativo (-)

e xantonas

Confirmacéo de catequinas Negativo (-)  Negativo (-) Negativo (-)

Esterodides e triterpendides Positivo (+)  Positivo (+) Negativo (-)

(Lieberman-Burchard)

Saponinas Positivo (+)  Negativo (-) Positivo (+)

Confirmatério para saponinas Positivo (+)  Negativo (-) Positivo (+)

Alcaloides Negativo (-)  Negativo (-) Positivo (+)

Bases Quartenarias Positivo (+)  Positivo (+) Positivo (+)
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J& analisando as Tabelas 13 e 14, que sdo respectivamente a prospeccao fitoquimica do
extrato da folha e do fruto, podemos concluir que o extrato da folha de Psychotria viridis
extraido com o solvente hexano apresentou apenas saponinas; ja o extrato extraido com o
solvente  cloroférmio  apresentou  ancitocinas, antocianidinas e  flavonoides,
leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas, esteroides e triterpenoides, e também saponinas;
e por fim, o extrato extraido com o solvente etanol apresentou como resultados positivos para
fenois e taninos, ancitocinas, antocianidinas e flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas e
flavanonas, saponinas e por ultimo alcaloides.

J& o extrato do fruto de P. viridis extraido com o solvente hexano apresentou
esteroides e triterpendides, saponinas e bases quartenarias; o extrato extraido com o solvente
cloroférmio apresentou esteroides e triterpendides, e bases quartenarias; e o extrato extraido
com o solvente etanol apresentou como resultados positivos para saponinas, alcaloides e

também para bases quartenarias.

5.2 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

5.2.1 Andlise do Cromatograma da amostra da folha

Os constituintes quimicos do 06leo essencial da amostra da folha foram identificados e
comparados aos diferentes padrdes de fragmentacdo na biblioteca de espectros. Para a
caracterizacdo da composicdo total do 6leo, utilizou-se a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. O cromatograma do dleo essencial esta apresentado na Figura 31.

Figura 31 — Cromatograma completo do 6leo essencial da folha

Chromatogram Oleo (Folha)

(Normalized)

TIC#1.00

TP R R N N
10.0 20,0 300 40.0 500 60.0 70.0

min
De acordo com o cromatograma, 0s tempos de retencdo variaram entre 31 a 35
minutos apds a injecdo do Oleo no equipamento. A Tabela 15 esta relacionada todos os 3
constituintes encontrados no O6leo essencial extraido da folha da espécie em questdo,

Psychotria viridis.
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Tabelas 15 - Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial da folha de P.

viridis
Pico Tempo de NUOmero de Constituinte Area %
Retencéo Carbonos Quimico
(minutos)
1 31.127 13-18 Tetradecanal 20.10
2 33.528 14-20 1-Hexadecanol 9.25
3 34.868 12-18 Tetradecanal 70.65

Pode ser observado na Tabela 15 que o pico 3, onde foi detectado o componente
quimico Tetradecanal, foi quem apresentou maior quantidade percentual no 6leo essencial em
comparagdo com os demais picos observados.

Cada componente foi analisado e caracterizado individualmente, sendo os principais
mostrados nos espectros de massa, Figura 32 a 37.

Figura 32 — Espectro de massa no tempo de retengéo de 31.127 minutos
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Figura 33 — Comparacdo com dados da biblioteca do CG-EM

Biblioteca: WILEYS8.LIB CAS: 124-25-4
Formula: C14H20 Nome do Composto: Tetradecanal
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De acordo com dados da biblioteca do CG-EM e com dados de Baharum et al. (2010),
a estrutura mais provavel no tempo de retencdo de 31,127 minutos, corresponde ao composto,
Tetradecanal, na porcentagem de 20,10%. No trabalho publicado por Baharum et al. (2010), o
composto em questdo foi identificado em um tempo de retencdo de 31,739 minutos e
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apresentou uma porcentagem no 6leo essencial extraido da espécie Polygonum minus de
44,3%.

Figura 34 — Espectro de massa no tempo de retencdo de 33.528 minutos
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Figura 35 — Comparacdo com dados da biblioteca do CG-EM

Biblioteca: WILEYS8.LIB CAS: 36653-82-4
Féormula: C1H3,0 Nome do Composto: 1-Hexadecanol
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De acordo com dados da biblioteca do CG-EM, a estrutura mais provavel no tempo de
retencdo de 33,528 minutos, corresponde ao composto 1-Hexadecanol, também conhecido
comercialmente como Alcool Cetilico, na porcentagem de 9,25%. O Alcool Cetilico pertence

a uma classe de compostos quimicos chamados alcoois graxos.

Figura 36 — Espectro de massa no tempo de retengéo de 34.868 minutos
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Figura 37 — Comparacdo com dados da biblioteca do CG-EM

Biblioteca: WILEY8.LIB  CAS: 124-25-4

Férmula: C14H,0 Nome do Composto: Tetradecanal
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De acordo com dados da biblioteca do CG-EM e com dados de Baharum et al. (2010),
a estrutura mais provavel no tempo de retencdo de 34,868 minutos, corresponde ao composto,
Tetradecanal, na porcentagem de 70,65%. No trabalho publicado por Baharum et al. (2010) o
composto em questdo foi identificado em um tempo de retencdo de 31,739 minutos e
apresentou uma porcentagem no 6leo essencial extraido da espécie Polygonum minus de
44,3%.

5.2.2 Analise do Cromatograma da amostra do fruto

Os constituintes do Oleo essencial da amostra do fruto foram identificados e
comparados aos diferentes padrdes de fragmentagdo na biblioteca de espectros. Para a
caracterizacdo da composicao total do 6leo, utilizou-se a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Abaixo estd o cromatograma do 6leo essencial.

Figura 38 - Cromatograma completo do 6leo essencial da amostra do fruto
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De acordo com o cromatograma, os tempos de retengédo variaram entre 6 a 70 minutos
apos a injecdo do 6leo no equipamento. A Tabela 16 esta relacionada todos os 29 constituintes

encontrados no 6leo essencial extraido do fruto da espécie em questdo, Psychotria viridis.
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Tabela 16 - Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial do fruto de P.
viridis.

Pico Tempo de NUmero de Constituinte Quimico Area
Retencéo Carbonos %
(minutos)

1 6.664 4-7 Acido Hexandico 0.27

2 26.184 13 3-buten-2-ona, 4-(2,2,6- 0.16

trimetil-7-
oxabiciclo[4.1.0Thept-1-il)

3 29.765 12-16 Acido Dodecanéico 5.28

4 30.453 12-16 Acido 1,2- 0.29

Benzenodicarboxilico,
Dietil ester

5 31.111 11-18 Tetradecanal 0.61

6 33.517 12-14 1-Tetradecanol 2.15

7 34.849 12-18 Tetradecanal 2.49

8 35.527 12-16 1-Tetradecanol 0.54

9 37.032 13-18 Acido Tetradecandico 11.08

10 38.410 - - 0.05

11 39.383 13-26 6,10,14-trimetil-2- 3.36

pentadecanona
12 40.141 8 (Isotiocianatometil)benzeno  4.66
13 42.089 13-21 Acido Hexadecanoico, 0.45
Metil Ester

14 42.761 10-20 3,7,11,15- 0.28
Tetrametilhexadec-2-en-1-
ol

15 43.201 14-20 Acido 1,2- 0.39

Benzenodicarboxilico,
Bis(2-metoxietil) Ester

16 43.983 13-20 Acido Hexadecanéico 58.22
17 44,300 - - 4.75
18 44.492 - - 1.29
19 44,608 - - 0.82
20 44.650 - - 0.37
21 44,742 - - 0.20
22 47.731 - - 0.13
23 47.912 10-20 3,7,11,15-Tetrametil-2- 0.56
hexadecen-1-ol
24 48.508 - - 0.12
25 48.761 22 1,1-Diprop-2- 0.47
enoxihexadecano
26 49.082 15-20 2-[(92)-9-octadeceniloxi] 0.25
etanol
27 54.292 - - 0.10
28 54.398 - - 0.52
29 69.547 16-36 1-Nonadeceno 0.14

Cada componente foi analisado e caracterizado individualmente, sendo o0s principais

mostrados nos espectros de massa sequencialmente abaixo.



Figura 39 - Espectro de massa no tempo de retencdo de 29.765 minutos
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Figura 40 - Comparacdo com dados da biblioteca do CG-EM
Biblioteca: WILEY8.LIB CAS: 143-07-7 )
Férmula: C1oH240; Nome do Composto: Acido Dodecandico
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retencdo de 29,765 minutos corresponde ao composto, Acido Dodecandico ou &cido laurico,
na porcentagem de 5,28%, que é um &cido gordo saturado (br: acido graxo) com férmula
estrutural CH3(CH3)10COOH. E o acido principal do 6leo de coco e do 6leo de palma, e cré-se
que possua propriedades antimicrobianas. E também encontrado no leite humano (5,8% da

gordura total), no leite de vaca (2,2%) e leite de cabra (4,5%). Trata-se de um sdélido, branco,

De acordo com dados da biblioteca do CG-EM, a estrutura mais provavel no tempo de

pulvurulento, com odor ligeiro a sab&o.

Figura 41 - Espectro de massa no tempo de retencédo de 37.032 minutos
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Figura 42 - Comparacdo com dados da biblioteca do CG-EM

Biblioteca: WILEY8.LIB  CAS: 544-63-8

_ Formula: C14H260; Nome do Composto: Acido Tetradecanoico
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De acordo com dados da biblioteca do CG-EM, a estrutura mais provavel no tempo de
retencdo de 37,032 minutos, corresponde ao composto, Acido Tetradecandico, na
porcentagem de 11,08%. Devido a nenhum estudo quimico feito com essa espécie de planta e
também os poucos estudos quimicos realizados com este tipo de género Psychotria, ndo ha
como fazer um comparativo entre os resultados obtidos.

Figura 43 — Espectro de massa no tempo de retengéo de 39.383 minutos
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Figura 44 — Comparacdo com dados da biblioteca do CG-EM

Biblioteca: WILEYS8.LIB CAS: 0-00-0
Formula: CigH3s0O  Nome do Composto: 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
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De acordo com dados da biblioteca do CG-EM, a estrutura mais provavel no tempo de
retencdo de 39,383 minutos, corresponde ao composto 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, na
porcentagem de 3,36%.

Figura 45 — Espectro de massa no tempo de retencdo de 40.141 minutos
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Figura 46 — Comparacdo com dados da biblioteca do CG-EM

Biblioteca: WILEYS8.LIB CAS: 622-78-6
Formula: CgH;NS Nome do Composto: (Isotiocianatometil)benzeno
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De acordo com dados da biblioteca do CG-EM, a estrutura mais provavel no tempo de
retencdo de 40,141 minutos, corresponde ao composto (Isotiocianatometil)benzeno, na
porcentagem de 4,66%.

Figura 47 — Espectro de massa no tempo de retencédo de 43.983 minutos
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Figura 48 — Comparacdo com dados da biblioteca do CG-EM

Biblioteca: WILEYS8.LIB CAS: 57-10-3 )
Formula: C16H3,0; Nome do Composto: Acido Hexadecanoico
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De acordo com dados da biblioteca do CG-EM, a estrutura mais provavel no tempo de
retencdo de 43,983 minutos, corresponde ao composto Acido Hexadecandico, na porcentagem
de 58,22%.

Com bases nos resultados obtidos pode-se fazer uma tabela contendo os componentes
majoritarios e a concentracdo em cada amostra. Como descrito na Tabela 17.

Tabela 17 - Constituintes majoritarios e suas concentragdes em cada amostra

Amostra Amostra

Concentracao Concentragao

Folha (%) Fruto (%)
Tetradecanal 20.10 Acido Dodecanodico 5.28
1-Hexadecanol 9.25 Acido Tetradecandico 11.08

6,10,14-trimetil-2-
Tetradecanal 70.65 pentadecanona 3.36

(Isotiocianatometil)benzeno  4.66

Acido Hexadecandico 58.22

Com base na Tabela 17 pode-se observar que na amostra da folha foi detectada uma
grande porcentagem de Tetradecanal, que é um aldeido alifatico que pode ser muito Gtil como
aditivos alimentares e na industria de perfumes (BAHARUM et al., 2010). J& na amostra do
fruto o Acido Hexadecandico, também chamado de &cido palmitico, apresentou-se com maior
percentagem, o qual € sintetizado pelos mamiferos ou obtidos na prépria dieta. Ele € um &cido
graxo saturado, de cadeia longa e muito abundante na circulacdo sanguinea. Em relacdo aos
acidos graxos totais, a porcentagem dessa substancia no plasma é de 26,7% em homens e
27,8% em mulheres na faixa etaria de 20 a 25 anos de idade (NACHBAR, 2012).

Na literatura consultada, ndo foram encontrados registros para estudo quimico do éleo
essencial da espécie Psychotria viridis e também do género Psychotria. Tornando, estes

resultados inéditos.
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5.3 TESTE DE INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Quatro amostras foram testadas na atividade de inibig&o da acetilcolinesterase, dentre
elas estéo trés extratos bruto provenientes do fruto inteiro, do caule e da folha da planta
estudada, e foram designadas por A24, A25 e A26, respectivamente, extraido através do
aparelho de Sohxlet utilizando como solvente o hexano. A outra amostra corresponde ao 6leo
essencial extraido do caule da espécie em questéo, e foi designado por A23.

Os dados mostraram que a maioria das amostras foi capaz de influenciar na atividade
enzimatica da acetilcolinesterase de forma bastante relevante, como podemos observar na
Tabela 18.

Extratos vegetais que apresentam atividades de inibicdo maiores do que 50% sé&o
descritos como potentes inibidores da enzima acetilcolinesterase, e extratos com atividades de
inibicdo entre 30 e 50% sdo descritos como de atividade baixa a moderada. Entretanto,
atividades com inibicdo de até 30% sdo consideradas como resultados fracos (VINUTHA et
al., 2007).

Eserina (ou fisostigmina) é um inibidor reversivel de curta-duragdo da atividade da
acetilcolinesterase, utilizado como controle positivo nos ensaios de inibicdo da enzima. A
eserina € um alcaloide inddlico obtido da planta Physostigma venenosum (SOUZA, 2011).

Tabela 18 — Inibicdo e classificacdo da intensidade de inibicdo de cada amostra

Amostras % Inibicdo  Desvio Padrdo  Intensidade da Inibi¢do

Eserina 91,77 2,7 Potente
A23 20,4 3,60 Fraca
A24 38,98 4,75 Moderada
A25 84,22 4,79 Potente
A26 82,46 4.4 Potente

A mais alta taxa de inibicdo da AChE, entre os extratos e o 6leo essencial avaliados,
foi obtida com os extratos bruto do caule e da folha, que inibiram, respectivamente, cerca de
84,22 e 82,46% da atividade dessa enzima. Apresentou efeito moderado na acdo de inibicao
da Ache (30 - 50%) o extrato extraido do fruto da planta Psychotria viridis (com percentual
de inibicdo de 38,98%). Ja o 0leo essencial extraido do caule da planta (com percentual de
inibicdo 20,4%) apresentou fraca inibicdo da enzima.

Extratos cuja inibicdo enzimatica apresente inibicdo maior ou igual a 50%, sdo
candidatos a fracionamentos e isolamento dos principios ativos capazes de inibir a enzima
acetilcolinesterase (TREVISAN; MACEDO, 2003). Os extratos do caule e da folha de

Psychotria viridis quando usados nos testes de inibi¢do no presente estudo apresentou melhor
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resultado em termos de percentual de inibicdo. Trevisan; Macedo (2003), em testes de
inibicdo com extratos de plantas, obtiveram inibigdo de 3% com o extrato hidroalcodlico de
folhas de Bauhinia cheilantha. Ja os testes com os extratos metanolico das folhas e etandlico
do fruto da Vitex agnus-castusinibiram a atividade da enzima com percentuais de 12 e 18%,
respectivamente.

Andersen et al. (2006), avaliando a atividade inibitéria de AChE por 11 extratos
metanolicos e aquosos de plantas medicinais da Escandindvia e de trés espécies Corydalis,
plantas essas utilizadas para melhorar a memoria e a cognicdao, demonstraram significativa
atividade inibitéria com os extratos de Corydalis cava, Corydalis intermedia, Corydalis
solida ssp. laxa and Corydalis solida ssp. Slivenensis enquanto os extratos de Ruta
graveolens, Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis, Petroselinum crispum and
Mentha spicata exibiram baixa inibicao.

Os resultados dos estudos de inibig&o da acetilcolinesterase permitem concluir que os
extratos do caule e da folha de Psychotria viridis, mostraram-se 0 melhor quanto a inibigdo da
AChE.

5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

De acordo com a Tabela 19, pode-se observar que a amostra A24, que corresponde ao
extrato proveniente do fruto inteiro da espécie Psychotria viridis, foi quem apresentou maior
inibicdo a bactéria gram-negativa Escherichia coli, 43,152% para uma concentracdo da
bactéria de 500ug. Porém o resultado néo foi tdo satisfatério comparado ao resultado obtido
com o antibidtico utilizado, 100% com um erro de 1,273.

A amostra A23, que corresponde ao 6leo essencial extraido do caule da planta em
questdo, apresentou uma inibicdo de 36,885% em uma concentracao da bactéria de 500ug.

Ja a amostra A25 e A26, extrato proveniente do caule e da folha respectivamente,
apresentaram uma inibicdo de 21,020% em uma concentracdo de 3,90625ug e 42,754% na

concentracdo de 500ug, respectivamente.
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Tabela 19 — BIOENSAIO de MIC para Bactéria Gram-negativa E. coli.

Bactéria: i}
Escherichia coli A23 A24 A25 A26 ANTIBIOTICO
Concentracgéo Resultado Erro(x)  Resultado Erro(x)  Resultado Erro(x)  Resultado Erro(f) Resultado  Erro(z)

% de Inibicdo 01
(500ug) 36,885 13,364 43,152 5,515 14,753 0,354 42,754 4,525 100 1,273

% de Inibicdo 02
(250pg) 31,713 3,041 27,883 5,586 6,198 3,677 27,286 3,323 100 2,051

% de Inibicdo 03
(125ug) 26,391 1,626 15,151 0,778 8,834 3,606 15,350 1,626 100 1,626

% de Inibicdo 04
(62,5ug) 24,103 0,424 13,112 1,485 9,083 0,919 16,941 4,879 100 1,485

% de Inibicdo 05
(31,2510) 21,517 2,333 13,609 0,495 12,913 1,838 16,394 0,990 96,270 2,051

% de Inibicdo 06
(15,625pg) 20,124 0,283 17,090 1,626 13,360 2,970 20,622 0,566 95,375 0,707

% de Inibicdo 07
(9,37510) 22,014 0,707 19,975 2,616 18,234 0,071 16,941 2,899 94,529 1,131

% de Inibicdo 08
(3,90625)10) 18,085 2,970 20,274 2,546 21,020 1,697 26,640 5,869 79,559 3,960
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De acordo com a Tabela 20, pode-se observar que a amostra A26 foi quem apresentou
maior inibicdo a bactéria gram-negativa S. tiphymurium, 100% para uma concentracdo da
bactéria de 500ug e um erro de 4,738. Porém o resultado ndo foi tdo satisfatorio, foi
moderado, comparado ao resultado obtido com a ampicilina utilizada, 100% com um erro de
2,828.

A amostra A23, que corresponde ao Oleo essencial extraido do caule da planta em
questdo, apresentou uma inibicdo de 35,913% com um erro de 12,728 em uma concentracdo
da bactéria de 9,375ug.

J4d a amostra A24 e A25, extrato proveniente do fruto inteiro e do caule
respectivamente, apresentaram uma inibicdo de 74,531% com um erro de 13,223 em uma
concentracdo de 500ug e 42,754% com um erro de 4,525 na concentracdo de 500pug,
respectivamente.

Portanto, no presente estudo as amostras A23, A24, A25 e A26 apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-negativas. Atividades antimicrobianas também foram
observadas em outras espécies da familia Rubiaceae (FIGUEIREDO et al., 2009). Khan et al.
(2001) verificaram que os extratos metandlicos das folhas e das raizes de Psychotria
microlabrasta L. (Sphalm) apresentaram amplo espectro de atividade antimicrobiana.
Rajakaruma et al. (2002) detectaram atividade antimicrobiana de Canthium sp. Lam. contra S.
aureus, B. subtilis e Mycobacter phlei; de Catunaregam spinosa (Thumb.) D.D. Tirvengadum
contra S. aureus, B. subtilis, E. faecalis e M. phlei; de Morinda tinctoria Roxb. contra B.
subtilis; e de Tarenna asiatica (L.) Alston contra M. phlei. Linhagens isoladas de Palicourea
longiflora (Aubl.) A. Rich., apresentaram atividade antimicrobiana contra Bacillus sp., B.
subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli (SOUZA et al.,, 2004). Extratos
diclorometano e metanol das folhas de Gonzalagunia rosea Standl apresentaram atividade
moderada contra C. albicans (CIM de 1,25 mg/mL a 2,5 mg/mL) e forte contra Fusarium
solani (CIM de 0,31 mg/mL a 1,25 mg/mL) (NINO et al., 2006).
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Tabela 20 — BIOENSAIO de MIC para Bactéria Gram-negativa S. tiphymurium.

Bactéria:

Salmonella A23 A24 A25 A26 AMPICILINA
tiphymurium

Concentracéo Resultado Erro(x)  Resultado Erro(x)  Resultado Erro(x)  Resultado Erro(f) Resultado  Erro(z)

% de Inibicdo 01
(500pg) 1,437 1,131 74,531 13,223 0 6,647 100 4,738 100 2,828

% de Inibicdo 02
(250pg) 4,335 6,223 32,082 0,354 6,096 0,354 87,887 1,838 100 0,778

% de Inibicdo 03
(125pug) 18,312 1,838 0,194 14,849 20,487 3,606 78,465 2,192 100 1,626

% de Inibicdo 04
(62,510) 31,254 2,546 59,622 2,616 42,332 1,061 65,627 2,758 100 1,061

% de Inibicdo 05
(31,2510) 27,320 3,253 55,584 2,192 50,925 2,616 58,483 0,354 100 1,697

% de Inibicdo 06
(15,625g) 20,280 8,344 43,885 6,859 33,428 4,950 43,885 0,778 100 2,970

% de Inibicdo 07
(9,37510) 35,913 12,728 60,761 3,677 66,455 2,192 69,975 0,141 100 2,546

% de Inibicdo 08
(3,9062509) 29,598 0,283 58,794 0,778 58,173 1,556 60,554 0,990 100 0,990
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5.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Através das integracdes dos sinais do espectro de RMN H® do extrato bruto de
Psychotria viridis por hexano proveniente do fruto inteiro, designado por A24 (Figura 50,
p.96), foi possivel calcular pelo programa PROTOLEOS (Figura 30, p.73) as propriedades
fisico-quimicas tais como: o indice de iodo (Il), indice de acidez (1A), indice de saponificacdo
(IS), a massa molecular média (MM) e o indice de éster das amostras, ainda no mesmo
programa foram possiveis calcular as porcentagens dos acidos GD-9, GD-6, GD-3 e &cidos
graxos saturados (AGS), enquanto que pelo programa SpinWorks 4.2.0, que é um Software
livre, foi realizado as integracdes. A Tabela 21 mostra os resultados obtidos para as
propriedades fisico-quimicas do extrato bruto de Psychotria viridis por hexano da amostra
A24 comparado com os 6leos vegetais de outros estudos.

Devido a inexisténcia de trabalhos publicados referente ao género da espécie estudada,
Psychotria viridis, os resultados obtidos foram comparados com resultados de trabalhos que
utilizaram do mesmo programa para a determinacao das propriedades fisico-quimicas.

Tabela 21 — Caracterizacdo fisico-quimica do extrato bruto do fruto inteiro de
Psychotria viridis comparados a outros estudos da literatura

Extrato Bruto I IS 1A MM
(mg 1, /0) (mg KOH / g) (mg KOH / g) (g / Mol)
Psychotria 90,42 101,34 4,44 1259,87
viridis
Hexano
A24
Andiroba 48,41 161,67 1,84 1004,02
Farias, 2013
(Oleo vegetal)
Milho e Canola 109,00 - - 935,00
Andrade, 2011 (Milho) (Canola)

(Oleo vegetal)

5.5.1 Indice de lodo (I1)

O indice de iodo é um numero empirico que é util na defini¢do do grau de insaturagéo,
ndo é uma medida quantitativa, (REDA, 2004). Farias (2013) afirma em seu trabalho que
quanto maior a insaturacdo de um &cido graxo, maior serd a sua capacidade de absorver o
iodo, e consequentemente, maior serd seu indice. Baseando-se na tabela 21, o valor referente

ao extrato bruto do fruto inteiro de Psychotria viridis por hexano para a amostra A24 é de
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90,42 mg l,/g, um resultado de indice de iodo proximo aquele encontrado no éleo vegetal do
Milho por Andrade (2011) que foi de 109,00 mg I,/g e um indice um pouco distante do de
Farias (2013) que foi de 48,41 mg I,/g.

5.5.2 Indice de Saponificacdo (IS) e Massa Molecular Média (MM)

O extrato bruto de Psychotria viridis por hexano apresentou para a amostra A24 um
indice de saponificacdo de 101,34 mg KOHY/g, apresentando, portanto, um valor um pouco
proximo daquele encontrado por Farias (2013) que foi de 161,67 mg KOH/g para o 6leo
vegetal de andiroba hexano. Andrade (2011) n&o realizou esta determinagcdo em seus estudos.
Ja a massa molecular média do extrato bruto de Psychotria viridis por hexano para a amostra
A24 apresentou um valor de 1259,87 g/mol, resultado mais préximo de Farias (2013) com
1004,02 g/mol e um pouco distante do valor encontrado por Andrade (2011) que foi de 935

g/mol para o 6leo vegetal da Canola.

5.5.3 Indice de Acidez (1A)

De acordo com a Tabela 21, o extrato bruto de Psychotria viridis por hexano
apresentou para a amostra A24 um indice de acidez de 4,44 mg KOH/g, enquanto que Farias
(2013) achou um indice de 1,84 mg KOH/g para o 6leo vegetal de andiroba hexano. Ja

Andrade (2011) ndo realizou esta determinacdo em seus estudos.
5.5.4 Indice de Ester (IE) e Percentagem de Ester (%IE)
Na Tabela 22 logo abaixo podemos observar os valores referentes ao indice de éster e

de sua percentagem para as amostras de extratos brutos.

Tabela 22 — indice de éster de extratos brutos

Extrato Bruto indice de éster % Ester
(mg KOH/qg)
Psychotria viridis 96,91 95,81
Hexano
A24
Andiroba 159,83 98,87
Farias, 2013

(Oleo vegetal)
Andiroba 191,97 99,04
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Silva, 2005
(Oleo vegetal)

O indice de éster do extrato bruto de Psychotria viridis por hexano apresentou para a
amostra A24 um valor de 96,91 mg KOH/g, mais ou menos préximo ao valor encontrado para
0 Gleo vegetal de andiroba hexano de Farias (2013) e Silva (2005) que foi de 159,83 e 191,97
mg KOH/g, respectivamente. No entanto, os resultados mostraram que os 0leos e o extrato

bruto tem uma boa qualidade, com um teor em triglicerideos maior que 95%.
5.5.5 Relacéo Hidrogénio Olefinicos / Alifaticos (Ro.a)

Antes de ser calculado o indice de acidez, foi necessario calcular primeiramente a
relacdo hidrogénios olefinicos e alifaticos. Com relagdo a Farias (2013), a Ry, € um parametro
que nos proporciona o grau de insaturacdo e o estado de oxidacdo dos Oleos, sendo mais
preciso que o indice de perdxido.

A relacdo hidrogénio olefinicos/alifaticos R, 4, (equagdo 10, p. 71) encontrada para o
extrato bruto de Psychotria viridis por hexano para a amostra A24 foi de 2,23, e este valor é
bem superior ao obtido para o 6leo de limédo siciliano com 0,69 em trabalho de Reda;
Carneiro; Carneiro (2005).

De acordo com a pesquisa de Reda, Carneiro e Carneiro (2005), uma relacdo
hidrogénio olefinicos/alifaticos com o valor > 0,66 significa que o 6leo vegetal pode ser
considerado apropriado para 0 consumo humano, portanto, a amostra analisada proveniente da

espécie Psychotria viridis € propria para tal consumo.
5.5.6 Composicdo quimica dos 6leos por RMN H*

De acordo com Reda (2010), 11 sinais (de A - K) com intensidades significantes séo
apresentados pelo espectro de RMN H?, estando estes sinais de acordo com os prétons dos
principais componentes dos 6leos, os triglicerideos. Segundo Farias (2013), a atribuicéo geral
dos sinais no espectro ja foram previamente estudadas por alguns pesquisadores tais como
Johnson e Schoolery (1962); Sachi et al. (1996), Miyake et al. (1998), Vigli et al. (2003),
Knothe e Kenar (2004) e Kirby et al. (2011).



95

O espectro integrado do extrato bruto de Psychotria viridis por hexano é similar ao de
outros 6leos vegetais e o calculo da composicdo de acidos graxos insaturados e saturados
ocorre através dos sinais apresentados no espectro.

A Figura 49 apresenta o espectro de RMN H* de 6leo vegetal genérico. Na figura 50
podem ser observados 0s principais sinais apresentados no espectro do extrato bruto de
Psychotria viridis por hexano. Os respectivos deslocamentos sdo apresentados na Tabela 23.

Figura 49 — Espectro de RMN H* genérico de um 6leo vegetal.
C

1]

e
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8,0 7.5 7.0 6,2 6,0 3,5 3,0 4,5 4,0 3,3 3,0 2,5 20 1,5 1,0 0,5 0.0
ppm

FONTE: REDA, 2004.
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Figura 50 — Espectro de RMN H* integrado do extrato bruto do fruto inteiro de

Psychotria viridis por hexano da amostra A24

#y PROTOLEOS RMN_H1
Menu Férmulas  Créditos F1

CALCULO DAS PROPRIEDADES Fisico-QUiIMICAS DE OLEOS POR RMN H*

sinaL A|[3,820
sinaL B [0.212
SINAL ﬂ i19,1 39
siaL D|[2.461
smaL E|[3.180
smaL:_F|[2.150
sinaL: G| [1,304
S ﬂ [o.461 % ESTER
SINAL ﬂ |o’45a KIRBY, 2011

sinaL K| [2,146

AREA DE UM PROTON (Ap)

PROTONS OLEFINICOS (V)
TOTAL DE PROTONS (T)
HIDROGENIOS OLE / ALI

0,230 Acipo OLEICcO (W9)
8,976 AcIDO LINOLEICO (W6)
154,416 ACIDO LINOLENICO (W3)
2,226 SATURADOS (AGS)

2,442 %
11,217 %
5,258 %

81,083 %

{NDICE DE 10DO (1)

{NDICE DE ACIDEZ (IA)

iNDICE DE SAPONIFICAGAO (IS)
MASSA MOLECULAR MEDIA (MM)
NDICE DE ESTER (IE)

90,418
4,437
101,342
1259,872
96,906
95,806 %

INSAT / SAT
w6 /w3

0,233
2,133

Percebe-se, portanto, que segundo Mannina e Segre (2002) o nimero de protons

presentes em cada grupo funcional é estritamente proporcional a integral dos sinais dos

espectros. Na Tabela 23 podemos observar 0s sinais caracteristicos dos 6leos vegetais com

seu respectivo préton. O espectro integrado apresentado logo acima na figura 50 refere-se ao

6leo de Psychotria viridis ndo refinado, ou seja, ao extrato bruto da espécie em questdo. As
letras dos sinais estdo de acordo com a Figura 49, p. 95 (KNOTHE; KENAR, 2004, REDA;

CARN

EIRO, 2006).

Tabela 23 - Atribuicdo dos sinais do espectro de RMN dos 06leos vegetais

Sinal Deslocamento Préton Grupo Funcional
(8) ppm (H)
A 0,83-0,93 -CHjs Protons metilicos
B 0,93-1,03 -CHs Protons metilicos do acido linolénico
C 1,22 -1,42 -(CHa)n- Protons metilénicos dos acidos graxos do
Triacilglicerol
D 1,52-1,70 -OCO-CH,-CH,-  Prétons beta-carboxilicos
E 1,94 -2,14 -CH,-CH=CH-  Protons alilicos externos
F 2,23 - 2,36 -OCO-CH,- Protons alfa-carboxilicos
G 2,70 - 2,84 =HC-CH,-CH=  Protons alilicos internos
H 4,10 - 4,25 -CH,OCOR Protons metilénicos do glicerol
I 4,25 - 4,32 -CH,OCOR Protons metilénicos do glicerol
J 5,20 - 5,26 >CHOCOR Proton H-2 metilénico do glicerol
K 5,26 — 5,40 -CH=CH- Protons olefinicos

FONTE: REDA, 2004.
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Como pode ser observado na Figura 49 (p. 95), os prdétons metilicos dos acidos
saturados, oléico, linoléico e linolénico aparecem no sinal “a” entre 0,83 a 0,93 ppm.

Farias (2013) afirma em seu trabalho que os 0leos vegetais apresentam diferentes
porcentagens de acidos graxos Saturados (AGS), acido oléico (GD-9), acido linoléico (GD-6) e
acido linolénico (GD-3), de forma que os sinais resultantes, os quais sdo consequéncia da
sobreposicdo dos protons metilicos dos tripletos, formam diferentes deslocamentos quimicos
e apresentam tamanhos distintos dependendo da proporcao dos acidos graxos.

De acordo com Kirby (2011), através do método de RMN H' podemos determinar
proporcdes de diferentes de acidos graxos. Os resultados obtidos para o extrato bruto de

Psychotria viridis e sua comparagdo aos dados da literatura sdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24 - Composicdo de acidos graxos majoritarios do extrato bruto do fruto
inteiro de Psychotria viridis e de outros 6leos vegetais encontrados na literatura por RMN H*

Acidos graxos (%) Extrato bruto Andiroba Andiroba
Psychotria viridis Farias, 2013 Silva, 2005
(Hexano) (Oleo vegetal) (Oleo vegetal)

Linolénico (GO-3) 5,26 9,99 0,24
Linoléico (GO-6) 11,22 13,14 8,30
Oléico (GD-9) 2,44 47,32 51,80
Insaturacéo 18,92 70,45 60,35
Saturados 81,08 29,55 36,45

Ao analisar a Tabela 24, o valor encontrado para o &cido linolénico no extrato bruto do
fruto inteiro de Psychotria viridis foi de 5,26%, resultado proximo ao Oleo vegetal de
andiroba que apresentou 9,99% (FARIAS, 2013). Ja Silva (2005) achou um valor bastante
baixo para o &cido linolénico no 6leo vegetal de andiroba, que foi de 0,24%.

Em seguida, foi verificado que para o &cido linoléico o extrato bruto do fruto inteiro de
Psychotria viridis apresentou 11,22%, um valor proximo a concentracdo obtida para os outros
Oleos retirados da literatura, 13,14% (FARIAS, 2013) e 8,30% (SILVA, 2005).

Os componentes lipidicos, especialmente os acidos graxos, estdo presentes nas mais
diversas formas de vida, desempenhando importantes fungcdes na estrutura das membranas
celulares e nos processos metabdlicos. Em humanos, os acidos linoléico (18:2n-6, AL) e alfa-
linolénico (18:3n-3, AAL) sdo necessarios para manter sob condi¢cBes normais, as membranas
celulares, as fungdes cerebrais e a transmissdo de impulsos nervosos. Esses acidos graxos
também participam da transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sangiineo, da

sintese da hemoglobina e da divisdo celular, sendo denominados essenciais por ndo serem
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sintetizados pelo organismo a partir dos &cidos graxos provenientes da sintese de novo
(MARTIN et al., 2006).

A concentracdo de acido oléico do extrato bruto do fruto inteiro de Psychotria viridis
por hexano foi de 2,44%, estando abaixo dos valores encontrados para os 6leos de andiroba,
47,32% (FARIAS, 2013) e 51,80% (SILVA, 2005) apresentados na Tabela 24.

O grau de insaturacdo encontrado para o extrato bruto do fruto inteiro de Psychotria
viridis foi de 18,92%, um valor inferior aqueles encontrados para os Oleos vegetais de
andiroba de Farias (2013) e Silva (2005) que foram, respectivamente, 70,45% e 60,35%. A
presenca de &cidos graxos insaturados é responsavel pela digestibilidade e qualidade de 6leos
vegetais comestiveis (SANTOS, 2011).
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6 CONCLUSAO

Os constituintes majoritarios identificados no 6leo essencial da folha de Psychotria
viridis foram 1-Hexadecanol e Tetradecanal, sendo o primeiro um excelente emoliente, agente
estabilizante e doador de consisténcia para as emulsGes cosméticas e farmacéuticas. J& no
fruto foram identificados o &cido dodecandico, &cido Tetradecanoico, 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona, (Isotiocianatometil)benzeno e Acido Hexadecandico, no qual o primeiro atua
como antiinflamatorio e cré-se que possua propriedades antimicrobianas e estimule o sistema
imunolégico.

Todas as amostras testadas apresentaram atividade antimicrobiana para E. coli e S.
typhimurium, mas as amostras A24 e A26 foram quem obtiveram maior inibicdo em relagédo
as essas bactérias gram-negativas.

Os dados mostraram que a maioria das amostras foram capazes de influenciar na
atividade enzimética da acetilcolinesterase de forma bastante relevante, porém a maior taxa de
inibicdo da AChE, entre os extratos e o 6leo essencial avaliados, foi obtida com os extratos
bruto do caule e da folha, que inibiram, respectivamente, cerca de 84,22 e 82,46% da
atividade dessa enzima, o que reforca a necessidade da continuidade do estudo de forma a
realizar a particdo do extrato e a purificacdo das fragdes para isolar a molécula responsavel
pela inibi¢do observada.

A técnica de RMN H* demonstrou ser uma metodologia analitica importante usada na
analise de amostras de 6leo vegetal por ndo ser destrutiva, pela sua rapidez em comparacdo
com técnicas convencionais e na determinacdo das propriedades fisico-quimicas dos 6leos.

O programa PROTOLEOS desenvolvido em software livre mostrou-se eficaz na
execucdo das formulas aplicadas para as determinagdes fisico-quimicas propostas para este
estudo.

Portanto, o presente estudo revelou que a espécie Psychotria viridis mostrou-se ser um
potencial para futuras minuciosas analises, ja que ainda ndo se tem publicados trabalhos a
respeito dessa planta, o que podera levar a possiveis descobertas quanto a sua utilidade dentro

da medicina popular.
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