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RESUMO

O estado de Roraima apresenta uma flora com grande variedade de espécies em
sua composicao, onde também sédo inseridas espécies de outros estados e paises,
onde estas apresentam grande facilidade de adaptacdo. Sabe-se que a composicéo
quimica dos metabdlitos encontrados em plantas podem variar com a forma de
cultivo, clima e solo. Verificou-se a existéncia da espécie Melaleuca quinquenervia
(Cav.) S. T. Blake no Campus Paricarana, Universidade Federal de Roraima. Esta
espécie pertence a familia Myrtaceae, género Melaleuca, sua ocorréncia é
predominantemente na Australia, sendo importante fonte de 6leos essenciais, porém
verifica-se a existéncia de M. quinquenervia no sudeste do Brasil. Um estudo
realizado com o 6leo essencial apresentou variagbes na composi¢cdo comparando
com a espécie natural da Australia, podendo haver uma variacdo em Roraima. O
objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia diurnal no rendimento, composicéo
quimica e bioatividades para o 6leo essencial de M. quinquenervia encontrada em
Boa Vista-RR. Foram coletadas folhas durante dois periodos do ano (chuvoso e
seco) em quatro horarios durante o dia (06:00, 12:00, 18:00 e 00:00 horas). As
extragcbes com material vegetal fresco e seco ocorreu durante o ano de 2015. O
método de extracdo utilizado para a obtencdo do 6leo essencial foi a hidrodestilagcéo.
Foi verificada uma variacdo significativa no rendimento, sendo que o 0leo extraido
no periodo de estiagem e as 18:00 horas apresentou o maior rendimento (2,05 *
0,17 %) superior ao encontrado na literatura. Dentre todas as extracdes realizadas
ndo verificou-se variacdo qualitativa dos constituintes, somente quantitativa, sendo
identificados 24 constituintes, encontrando-se 9 constituintes majoritarios, dentre
eles o 1,8 cineol, viridiflorol, a-terpineol, a-pineno, guaiol, 6xido de cariofileno,
limoneno, mirceno, terpinen-4-ol, respectivamente. O 0Oleo apresentou 60% de 1,8
cineol indicando que o quimiotipo desta espécie encontrada em Boa Vista-RR
pertence ao quimidtipo Viridiflorol conforme apresentado na literatura, contudo foi
biossintetizado o 1,8 cineol. Os Oleos extraidos em maio e outubro apresentaram
alta toxicidade 375,74 pg.mL1 e 359,58 pg.mL! respectivamente para o teste com
A. salina. A atividade antioxidante (DPPH) foi apresentada pelos dois 6leos (maio e
outubro), porém a CEso foi bem inferior ao comparar com o padrao de quercetina. Os
Oleos conseguiram inibir o crescimento de Bacillus cereus e Salmonella typhimurium.
Conclui-se que o Oleo essencial de M. quinquenervia obtido em Boa Vista-RR
apresenta bons percentuais para inibicdo de atividades biolégicas, indicando que
esse 0leo possa ser utilizado para outros bioensaios.

Palavras chaves: 1,8 cineol. Myrtaceae. Atividade biolégica. Citotoxicidade. DPPH.



ABSTRACT

The state of Roraima has a flora with a variety of species in its composition, which
are also inserted species from other states and countries where they have great ease
of adaptation. It is known that the chemical composition of the metabolites in plants
may vary with the form of cultivation, weather and soil. It was the existence of the
species Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake on Campus Paricarana, Federal
University of Roraima. This species belongs to Myrtaceae Melaleuca genus, its
occurrence is predominantly in Australia, being an important source of essential oils,
but there is the existence of M. quinquenervia in southeastern Brazil. A study of the
essential oil showed variations in the composition compared to natural species in
Australia, and there may be a variation in Roraima. The aim of this study was to
investigate the diurnal influence on yield, chemical composition and bioactivities to
the essential oil of M. quinquenervia found in Boa Vista-RR. They leave for two
periods of the year were collected (wet and dry) at four different times during the day
(06:00, 12:00, 18:00 and 00:00). Extractions with fresh and dried plant material
occurred during the year 2015. The extraction method used to obtain the essential oil
was the hydrodistillation. A significant change was recorded in the income, and the
oil extracted in the dry season and at 18:00 had the highest yield (2.05 + 0.17%)
higher than that found in the literature. Of all the extractions performed not there was
a qualitative change in the constituents, only quantitative and identified 24
constituents, meeting 9 major constituents, including the 1.8 cineol, viridiflorol, a-
terpineol, a-pinene, guaiol, oxide caryophyllene, limonene, myrcene, terpinen-4-ol,
respectively. The oil showed 60% of 1.8 cineole chemotype indicating that this
species found in Boa Vista-RR belongs to Viridiflorol chemotype as shown in the
literature, but was biosynthesized 1,8 cineole. The oils extracted in May and October
showed high toxicity 375.74 yg.mL! and 359.58 ug.mL-! respectively to the test with
A. salina. The antioxidant activity (DPPH) was presented by the two oils (May and
October), but the ECso was much lower when comparing with the standard of
quercetin. The oils were able to inhibit the growth of Bacillus cereus and Salmonella
typhimurium. It is concluded that the essential oil of M. quinquenervia obtained in
Boa Vista-RR has good percentage for inhibiting biological activity, indicating that this
oil can be used for other bioassays.

Key words: 1.8 cineole. Myrtaceae. Biological activity. Cytotoxicity. DPPH.
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17

1 INTRODUCAO

A natureza sempre forneceu recursos fundamentais para a sobrevivéncia do
homem, dentre estes recursos as plantas possuem um destaque principal sendo
utilizadas como: fonte de alimentos, bebidas, pigmentos, fibras téxteis, materiais
para a construcdo de moradias, medicamentos, dentre outros (BATISTA, CORREA e
QUINTAS, 2003; GURIB-FAKIM, 2006).

Muitas plantas medicinais tém sido utilizadas tradicionalmente na medicina
popular, sendo repassada de geracdo a geracao, com finalidade terapéutica no
tratamento de diversas enfermidades. Sendo administradas por via oral como chas,
infusdes, elixires e extratos ou em formas de banhos e inala¢gées (FOGLIO et al,
2006).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que cerca 80% da
populacdo mundial vém utilizando a medicina dita ndo convencional, baseada em
produtos de fontes naturais, a fim de suprir a auséncia de atendimento médico
primario. Verifica-se que na Africa, esse percentual da populacio que dependem
destes medicamentos é ainda maior, sendo muitas das vezes a Unica fonte
terapéutica existente devido o facil acesso e ao alto custo dos farmacos sintéticos
(ASCHWANDEN, 2001).

Analisando o consumo de produtos naturais no Brasil, verifica-se que cerca
de 20% da populagdo total, consomem um total de 63% dos medicamentos
alopaticos e 27% utilizam produtos de origem natural, especialmente os obtidos a
partir das plantas como fonte alternativa de medicacao (FLOGIO et al., 2006).

A ocorréncia de novos mecanismos microbianos cada vez mais resistentes
frente as fontes terapéuticas ja existentes vem sendo a causa de grande
preocupacdo para os laboratorios de pesquisas e da industria farmacéutica, dessa
forma h& uma busca continua da producdo e o lancamento de agentes
antimicrobianos que sejam mais eficazes e que garantam menos riscos de
toxicidade e efeitos colaterais adversos (SIMOES e SPITZER, 2004; FLOGIO et al.,
2006).

Materiais vegetais sdo fontes para obtencdo de moléculas eficazes no
controle desses mecanismos microbianos. Verifica-se ainda que muitos

medicamentos sdo provenientes de plantas como, por exemplo, os glicosideos
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cardiotonicos obtidos da Digitalis, usados para insuficiéncia cardiaca (FLOGIO et al.,
2006).

Muitas classes de compostos quimicos que sao produzidos pelas plantas vém
sendo alvo de estudo no combate dos microrganismos que causam varios prejuizos
a saude. Da classe de metabdlitos secundarios, pode-se destacar os compostos
fendlicos, como o0 eugenol, que possui uma boa atividade antimicrobiana (AFONSO
et al., 2012).

Extratos de plantas medicinais podem apresentar Otimas atividades
biologicas, tais como apresenta os estudos de Montero et al. (2014) que identificou
por prospeccao fitoquimica classes de metabdlitos: flavonoides, taninos, esteroides,
terpendides e saponinas e apresentou atividade biolégica contra Candida albicans,
Salmonela tiphymurium e Acetilcolinesterase (Alzheimer).

Além das plantas medicinais, os produtos obtidos delas também possuem
uma vasta aplicabilidade e eficiéncia no tratamento de algumas enfermidades. Como
por exemplo os 6leos essenciais sao constituidos por substancias de baixo peso
molecular geralmente lipofilicas, carateristicas que permitem uma penetracdo
eficiente na membrana celular. Estudos comprovaram que oS Oleos essenciais
penetram nos tecidos cerca de 100 vezes mais rapidamente que a agua (PAWAR;
THAKER, 2006; KNAAK; FIUZA, 2010).

Os oleos essenciais de varias espécies pertencente a familia Myrtaceae, vem
apresentando resultados satisfatérios ao inibir microrganismos. Para a extracdo dos
Oleos geralmente s&o utilizados o caule e as folhas. Os Oleos apresentam
rendimento significativo quando comparado com outras espécies pertencentes ao
género, possui aplicacdo medicinal, atividade fungicida; acaricida; no tratamento de
picadas de insetos; tratamento de Herpes simples; antisséptico; expectorante no
tratamento de distarbios gastrointestinais e com aplicacdo na industria na producéo
de perfumes; inseticidas e germicidas (BOLAND et al., 1984; DORAN; TURNBULL,
1997; IRELAND et al., 2002; DRAY JR et al., 2004; FLOGIO et al., 2006).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. quinquenervia e outras
espécies do género Melaleuca pode estar relacionada aos constituintes majoritarios
ou ao sinergismo dos constituintes. Pode-se verificar que a atividade do Oleo

essencial de M. quinguenervia nos estudos de Quintdo (2013) inibiu o crescimento
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de bactérias Gram-positivas. Para o género pode-se verificar nos estudos de Pawar
e Thaker, (2006) a atividade biolégica contra Aspergillus niger.

Desta forma, a atual pesquisa foi direcionada ao estudo do 6leo essencial da
espécie M. quinquenervia cultivada no estado de Roraima, no municipio de Boa
Vista, analisando o seu rendimento, composicdo quimica, e atividade bioldgica,
desses 0leos em dois periodos (chuvoso e seco) de um ano e em quatro horarios
(06:00, 12:00, 18:00 e 00:00 horas) durante o dia.

1.1CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA MYRTACEAE

A familia Myrtaceae compreende cerca de 130 géneros e com
aproximadamente 4.000 espécies encontradas em regides tropicais e subtropicais,
com predominancia na regido neotropical e na Australia, sendo uma importante fonte
de Oleos essenciais. No Brasil é considerada uma das maiores familias, composta
por 23 géneros e 1000 espécies (SOUZA; LORENZI, 2008), Figura 1.

Figura 1 — Mapa de distribuicdo da familia Myrtaceae.
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Fonte: Tropicos (2016).

Os pesquisadores Vieira et al. (2004) e Boland et al. (1984) apresentam que

as espécies pertencentes a familia Myrtaceae sao divididas em duas subfamilias:
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Myrtoideae, a qual tem ampla ocorréncia na América tropical e subtropical e
Leptospermoideae, que ocorre, principalmente, na Australia, Malasia e Polinésia.

O grupo mais presente e caracteristico de arvores australianas, pertencem a
familia Myrtaceae, e a subfamilia Leptospermoideae podemos encontrar 0
Eucalyptu, Angophora, Syncarpia, Lophostemon e Melaleuca. Estes géneros
possuem folhas inteiras, geralmente com glandulas de 6leo (BOLAND et al., 1984).

Espécies mais comuns que pertencem a esta famiia, sdo: Eucalyptus
globulus Labill. (Eucalipto), Eugenia uniflora L. (Pitanga), Myrciaria dubai (Kunth) Mc
Vaugh (camu-camu), Psidum guajava L. (araca-goiaba), Syzygium aromatucum (L.)
Merril. & Perry (Cravo-da-india), Syzygium cumini (L.) Skeels (azeitona roxa), que
possuem uma ampla aplicacdo na farmacologia devido a existéncias de varios
compostos quimicos (LORENZI; MATOS, 2002; JOLY, 1998).

Familia composta por plantas lenhosas, arbustivas ou arbéreas, com folhas
inteiras, de disposicdo alternada ou oposta. Folhas com pontuacdes (glandulas
olefferas), flores geralmente brancas ou as vezes vermelhas (JOLY, 1998).

Considerada uma caracteristica fundamental da familia Myrtaceae é a
presenca de cavidades secretoras de 6leo com uma grande importancia taxondmica.
Assim, espécies pertencentes a esta familia sdo consideradas importantes fontes de
Oleos essenciais para a industria e a composicdo destes 6leos possuem substancias
aromaticas, monoterpenos, triterpenos, polifendis e lipofilica (KEATING, 1984).

De acordo com Vieira et al. (2004), as espécies de Myrtaceae comumente sao
empregadas nos tratamentos de distlrbios gastrointestinais, estados hemorragicos,
doencas infecciosas, e sua ac¢cdo pode estar relacionada as propriedades
adstringentes da planta. Em geral as partes mais usadas sdo as folhas, cascas e
também os frutos que sdo comumente consumidos.

Entre as espécies cultivadas no Brasil, destacam-se as que foram
introduzidas da Austrdlia, geralmente, possuem folhas alternadas e frutos secos. O
Eucalyptus (Eucalipto) fonte de madeira e de esséncias importantes, também
utiizado como espécie ornamental devido a beleza de suas flores vermelhas;
Callistemon, de belo efeito ornamental por possuir longos estames vermelhos em
sua floragdo e Melaleuca, também introduzida como arvore florestal ou ornamental
(JOLY, 1998).
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1.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO Melaleuca

O género Melaleuca, pertencente a subfamiia Leptospermoideae, inclui
aproximadamente 100 espécies nativas da Austrdlia e llhas do Oceano indico
(VIEIRA et al., 2004). De acordo com Boland et al. (1984), o género pertencente a
subfamilia Leptospermoideae, predominante na Austrdlia e compreendendo cerca
de 150 a 230 espécies em todo o mundo.

As folhas e caule de véarias espécies do género Melaleuca produzem Oleos
essenciais, que possuem aromas fortes e com ampla aplicacdo medicinal (BOLAND
et al., 1984). Os Oleos essenciais de espécies do género Melaleuca apresentam
consideravel atividade bioldégica e podem ser utilizadas na medicina, perfumaria e na
industria farmacéutica (SILVA, 2007).

Boland et al. (1984) apresentam dados de que a espécie M. alternifolia
pertencente ao género estudado, sendo uma das mais importantes espécies, pois
produz Oleo essencial ndo toxico e nem irritante, levando em considerag¢do sua
eficiente atividade de penetracdo cutanea.

Yoshida et al. (1996) afirma que o 6leo essencial da espécie M. leucadendra
na Malasia e Indonésia, ja é utilizado para no tratamento da dor de dente, cdlicas e
doencas de pele. Boland et al. (1984) mostra ainda que o0 Oleo essencial de M.
linariifolia, apresentou alta concentracdo do constituinte quimico 1,8-cineol sendo
este responsavel pela atividade germicida e em formulacdo de sabdes.

Como o oleo extraido de plantas do género Melaleuca possuem uma grande
importancia comercial e medicinal e a Australia a principal produtora, verifica-se um
elevado valor comercial para importacdo para o Brasil que utiliza o 6leo para a
formulacdo de cosméticos, produtos farmacéuticos e higiene pessoal (CASTRO et
al., 2005).

Os géneros desta famiia sdo muito comuns na maioria das formacdes
vegetais do Brasil, dentre eles os géneros mais comuns sao Algrizea, Eugenia,
Marlierea, Gomidesia, Melaleuca e Myrcia. O género Melaleuca € caracterizado
como um género introduzido (BOLAND et al.,, 2006; DORAN; TURNBULL, 1997;
SOUZA; LORENZI, 2008). No Brasil, o género esta representado pelas espécies

cultivadas M. alternifolia, M. armillaris (Sol. ex Gaertn.) Sm., M. ericifolia, M. cajuputi
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subsp. cajuputi, M. cajuputi subsp. platyphylla, M. leucadendra e M. quinquenervia
(SILVA, 2007).

Em um trabalho recente, os 6leos de Melaleucas apresentaram atividades
bacteriostaticas e fungistatica frente aos microrganismos  pesquisados
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) e Candida albicans (ATCC 10231) (PACKER, LUZ, 2007).

1.3 ESPECIE Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake

A espécie possui nhome botanico Melaleuca quinquenervia (Cav.) S.T. Blake
pertence a familia Myrtaceae, subfamilia Leptospermoides e género Melaleuca
(BOLAND et al., 1984). O nome especifico € do Latim quinque - cinco, e nervis -
nervos, que refere-se ao nimero de veias longitudinais presentes em suas folhas
(DORAN; TURNBULL, 1997).

A espécie € popularmente conhecida como: “broad-leaf tea-tree”, “cajeput’,
“‘cajeput-tree”, “paper-bark-tree”, “punk-tree”, “swamp tea-tree” (inglés, Estados
Unidos da Ameérica) (Brako, Rossman e Farr, 1995). Ainda € chamada de: Five-
veined paperbark, broad-leaved paperbark, paperbark tea-tree, broad-leaved tea-
tree, numbah, belbowrie (Australia), Niaouli (Nova Caledonia), kaya putih (Indonésia)
(DORAN e TURNBULL, 1997).

1.3.1 Distribuicdo geografica de M. quinquenervia

A espécie M. quinquenervia & natural da Australia, ao sul da Nova Guiné, na
Nova Caledbnia e no sudeste dos Estados Unidos da América. Podemos verificar no
mapa da Figura 2, os paises onde a espécie € natural e onde foi plantada. Sendo
esta espécie considerada invasiva, deve-se seguir 0s procedimentos de
biosseguranca que se aplicam ao seu local de plantacdo (ORWA et al., 2009).

Nativa da Austrdlia, Indonésia, Nova Caledbnia, Papua Nova Guiné. Cultivada
em Bahamas, Barbados, Cuba, Dominica, Republica Dominicana, Granada,
Guadalupe, Haiti, india, Jamaica, Malasia, Martinica, Montserrat, Antilhas

Holandesas, Filipinas, Porto Rico, St. Kitts e Nevis, Santa Lucia, S8o Vicente e
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Granadinas, Tailandia, Trinidad e Tobago, Estados Unidos da América, llhas Virgens
(US) (ORWA et al., 2009).

Figura 2 - Distribuicdo natural da espécie M. quinguenervia.

Fonte: ORWA et al. (2009).

Observa-se que ao sul, em escala natural, M. quinquenervia ocorre nas zonas
quentes sub-Umidas e Umidas e ao norte € encontrado na zona quente e umido. A
espécie tolera estacdo seca de até sete meses por ano. Também pode se
desenvolver bem em solos salinos e secos. Na Australia e Papua Nova Guing, esta
espécie é geralmente limitada as planicies abaixo de 100 m, mas em Nova
Caledonia desenvolvem-se a uma altitude de 900-1000 m (DORAN; TURNBULL,
1997).

Na Australia sdo encontradas ao longo dos corregos, em pantanos de agua
doce e perto da praia, pois tolera o sal soprado pelo vento, o alagamento prolongado
e um lencol freatico flutuante (DORAN; TURNBULL, 1997).

A M. quinquenervia possui seu cultivo voltado para a producdo de Oleos
(BROPHY, 1999). E, recentemente esta espécie vem sendo cultivado no Brasil em
especial no estado de Minas Gerais conforme apresentado na Figura 3 (SILVA,

2007).
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Figura 3 — Distribuicdo de M. quinquenervia.

Fonte: Discover-life, 2016.

1.3.2 Descri¢cado Botanica da M. quinquenervia

M. quinquenervia € uma arvore de pequeno a médio porte, com
aproximadamente 8 a 12m, podendo atingir at¢é 25 m de altura dependendo das
condi¢Bes de crescimento locais (Figura 4), folhas elipticas-lanceoladas, coriaceas e
casca esbranquicada ou acinzentada (DORAN, TURNBULL, 1997; BROPHY, 1999).

Possuem folhas inteiras verde-escuro (Figura 5), duras, estreitas com
medidas de 4-9 cm de comprimento e 2-3,5 cm de largura e 5 cm (raramente 3 ou 7
cm) veias paralelas da base a ponta, possuem um cheiros quando esmagadas,
geralmente com glandulas de 6leo, mas sem estipulas e bissexuais (BOLAND et al.,
1984; DORAN, TURNBULL, 1997).

As flores (Figura 5) sado produzidas em forma de cachos de 5 a 3,5 cm,
geralmente branco ou branco-creme, raramente esverdeada ou avermelhada. A
parte visivel de cada flor € formado por 5 pacotes de estames 10-20 mm de
comprimento. O tempo de floragcdo de costume na Austrdlia é entre marco e julho,
mas pode ocorrer em outras vezes ou durante todo o ano (DORAN; TURNBULL,
1997).
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Figura 4 — Arvore de Melaleuca quinquenervia (Cav.) S. T. Blake

Fonte: Autor

Em suas inflorescéncias sdo produzidos entre 30 e 70 frutos (Figura 5), estes
apresentam aspecto lenhoso e coloracdo marrom, cilindricos e medem 3 a 5 mm,
coloragdo castanho-acinzentado, duro e persistente, possui uma abertura em forma
de fenda de 3-4 mm. Suas sementes sao produzidas quando as arvores atinge entre
3-4 anos de idade (DORAN; TURNBULL, 1997).

O caule (Figura 5) é moderadamente reto para o torto, a casca grossa de cor
palida € composta de muitas camadas sempre com aparéncia de descascar, € em
grandes troncos torna-se aspero e desgrenhado (DORAN; TURNBULL, 1997).
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Figura 5 — A) Folhas de M. quinquenervia; B) Flores de M. quinquenervia; C) Frutas
M. quinquenervia; D) Caule de M. quinquenervia
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Fonte: Autor

1.3.3 Utilidades da M. quinquenervia

A sua madeira tem sido utilizada para varios fins, incluindo madeiras fina,
postes de cercas, grades, pisos, madeiras de casas e celulose. A casca tem uma
variedade de usos potenciais, tais como um aditivo em adubos e produgcdo de
carvao. Também sado obtidas fibras da madeira para serem utilizadas como uma
fonte de polpa (DORAN; TURNBULL, 1997).

As arvores sédo utilizadas no controle de eroséo, além se serem consideradas
ornamentais, produzem sombra ou abrigo e podem ser usados para quebra-ventos.

Para apicultura, a M. quinquenervia € uma boa fonte de néctar e polen para as



27

abelhas e torna-se mais valiosa pelo seu periodo de floracao prolongado. O mel tem
um sabor forte e de baixa densidade (DORAN; TURNBULL, 1997).

No Brasil verifica-se alguns projetos paisagisticos para a introducédo da M.
quinquenervia, porém, sabe-se da agressividade da espécie e a existéncia de
regides ecologicamente favoraveis ao seu desenvolvimento, com grandes extensdes
alagadas de agua doce e salobra (SILVA, 2007).

1.3.4 Oleo Essencial de M. quinquenervia

Os quimiotipos de plantas aromaticas podem ser diferenciados ao analisar
sua composi¢cao quimica. De acordo com os estudos de Wheeler (2007) e Wheeler
at al. (2003) para a espécie M. quinquenervia existem dois quimiotipos, 0 quimiotipo
| (composto majoritario € o sesquiterpeno E-nerolidol) e para o quimiotipo I
(composto majoritario € o sesquiterpeno viridiflorol) que séo identificados por CG-
EM.

Os componentes quimicos presentes nos 0leos essenciais de Melaleucas no
Brasil, estudadas no estado Minas Gerais apresentam uma alta porcentagem de
monoterpenos e alguns sesquiterpenos dentre eles terpinen-4-ol (53,7% M.
alternifolia Cheel), 1,8-cineol (80,2%, em M. armillaris Sm., 79,5%, em M. ericifolia
Sm., 43,7%, em M. cajuputi Roxb), viridiflorol (71,0%, em M. quinquenervia (Cav.)
S.T.Blake) e metileugenol (96,6%, em M. leucadendra (L.) L) (SILVA, 2007). A
espécie M. quinquenervia apresentou em Madagascar |,8-cineole (23%), viridiflorol
(20%), terpinolene (5%), (E)-nerolidol(87%) (PANJA et al., 1994). Na Australia o E-
nerolidol (74-95%), linalool (14-30%) (IRELAND et al.,2002). Nos Estados Unidos
(E)-nerolidol (DRAY JR et al., 2004).

Segundo Seri-Kouassi et al. (2004), o Oleo essencial de Melaleuca
quinquenervia foi efetivo no controle de adultos de C. maculatus, via fumigagéo, com
DLso de 3,09 pL/L de ar, sendo os compostos majoritarios eucaliptol (52%) e
limonene (13%), considerados 0s principais responsaveis pela acao inseticida.
Vérias espécies de Melaleuca exerceram acdo fumigante contra adultos de
Sitophilus oryzae L., com valores de DLso variando entre 28,6 e 50 uL/L de ar (LEE
et al., 2004).
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Ainda sobre a acao da espécie M. quinquenervia verifica-se acdo contra a
secrecdo do trato respiratorio superior (Blumenthal et al., 1998), tratamento de
tosses e bronquite (Gruenwald; Brendler; Jaenicke, 2000). Entre os usos nao
comprovados, tem-se a utilizacdo do 6leo para reumatismo, neuralgia e cistite. No
que se refere as interacoes medicamentosas, o 6leo de niaouli (M. quinquenervia)
pode reduzir o efeito de outras drogas em funcdo do conteudo de 1,8-cineol, 35-

60%, que induz a detoxificacdo de enzimas hepaticas (Blumenthal et al., 1998).

1.4 OLEOS ESSENCIAIS

A ISO (International Standard Organization) define Oleos volateis como os
produtos obtidos de partes das plantas através da destilacdo por arraste a vapor
d’agua. De forma geral sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de Oleos
essenciais, 6leos etéreos ou esséncias (SIMOES; SPITZER, 2004).

Apresentam caracteristicas fisico-quimicas, liquidas e de aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, mistura-se com metabdlitos secundarios, possui aroma
agradavel, sdo soliveis em solventes organicos apolares, tais como éter, ao
entrarem em contato com a agua dissolvem-se em parte, formando assim, o0s
hidrolatos. Apresentam sabor geralmente acre (acido) e coloracdo incolor ou meio
amarelada, raramente, apresentam coloracdo mais intensa (SIMOES; SPITZER,
2004).

Os Oleos essenciais (OE’s) sdo produtos originados do metabolismo
secundario das plantas e, geralmente, possuem composicdo quimica complexa.
Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e
terpenos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, oOxidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas, cumarinas e compostos contendo enxofre, apresentando
diferentes concentracfes, porém verifica-se que a maioria dos constituintes derivam
de terpendides. Entre esses compostos destacam-se o0s fenilpropandides,
preponderando os terpendides (DABAGUE, 2008; SIMOES; SPITZER, 2004;
SANTOS et al., 2004).
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As espécies produzem Oleos essenciais que as protegem de herbivoros e
microrganismos patogénicos, que também exercem, outras fun¢des ecoldgicas, bem
como atracdo de polinizadores, dispersores de sementes, etc. (KANAAK; FIUZA,
2010). Essas substancias sdo formadas durante o desenvolvimento, as espécies
aromaticas sintetizam tais compostos (ARAUJO et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os Oleos essenciais, sem alteracdes quimicas, também sdo utilizados,
diretamente, com agentes protetores de culturas e produtos estocados. Essa
atividade estad relacionada com o0s constituintes majoritarios presentes no o6leo
essencial (MONTANARI, 2010).

De acordo com Piper et al. (2001 apud KANAAK; FIUZA, 2010), determinados
terpenos presentes nos Oleos essenciais sdo capazes de tornarem a membrana
celular do fungo permeavel, causando o vazamento de seu conteudo.

Na producdo de OE’s, o Brasil possui lugar de destaque, junto com a india,
China e Indonésia, sendo estes paises considerados os 4 grandes produtores
mundiais. O Brasil leva esse titulo decorrente da extracdo de o6leos citricos, obtidos
de subprodutos da industria de sucos. Historicamente, o 6leo de pau-rosa, sassafras

e menta tiveram destaque na exportacdo (BIZZO et al., 2009).

1.4.1 Terpenos

Os terpenos compdem uma classe diversa de metabdlitos secundarios. Mais
de 20 mil terpenos sé&o conhecidos. Eles podem ser hidrogenados ou podem conter
oxigénio e ser alcoois, cetonas ou aldeidos. Os terpenos (Figura 6) que contem
oxigénio sdo algumas vezes chamados terpendides. Certos terpendides sdo usados
como temperos, perfumes e remédios ha centenas de anos (BRUICE, 2006;
HANSON, 2003).
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Figura 6 — Estrutura quimica dos terpenos
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Fonte: (BRUICE, 2006).

Os terpenos possuem atomos de carbono em um numero multiplo de 5.
Essas substancias de ocorréncia natural contém 10, 15, 20, 25, 30 e 40 atomos de
carbono, o que sugere que ha uma substancia com cinco atomos de carbono que
serve como unidade de estrutura basica de unidades de 2-metil-1,3-butadieno
(isopreno), usualmente de forma cabeca-cauda (a terminacdo ramificada de
isopreno € chamada cabeca e a terminacdo ndo ramificada é chamada de cauda),
forma-se assim o esqueleto de carbono de duas unidades de isopreno com uma
ligacdo entre a cauda de uma e a cabeca de outra unidade como pode-se observa
na Figura 7 (BRUICE, 2006).

Figura 7 — Estrutura quimica do isopreno
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Fonte: (BRUICE, 2006).

Os terpenos sdo classificados de acordo com o nimero de carbonos que
contem. Os monoterpenos sdo formados por duas unidades de isopreno, tendo,
portanto, dez carbonos. Os sesquiterpenos, com 15 carbonos, sao formados por trés

unidades de isopreno. Muitas fragrancias e sabores encontrados em plantas séo
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monoterpenos e sesquiterpenos apresentados na Tabela 1 (BRUICE, 2006;
HANSON, 2003).

Tabela 1 — Classificacdo de Terpenos.

Atomo de carbono Classificacéao Atomos de carbono Classificacao

10 monoterpenos 25 sestertepenos
15 sesquiterpenos 30 triterpenos
20 diterpenos 40 tetraterpenos

Fonte: Bruice (2006).

1.4.2 Extracdo de 6leos essenciais

Ha milhares de anos, os 0Oleos essenciais vém sendo extraidos de plantas e
usados nas industrias de perfumes, cosméticos e farmacos de uso medicinal. A
importancia econdmica que as plantas aromaticas representam a Regido Amazodnica
esta associada a aplicacdo de seus Oleos essenciais e uso de seus aromas em
processos tecnoldgicos (SANTOS et al., 2004).

No processo de extracdo de Oleo essencial, podem ser aplicados diversos
métodos, como a hidrodestilacdo, maceracdo, extracdo por solvente, enfleurage,
gases supercriticos e micro-ondas. Dentre esses, 0 método de maior aplicacdo € o
de hidrodestilagdo (CRAVEIRO et al., 1981).

1.4.2.1 Extracao por hidrodestilacdo

A destilacdo por arraste a vapor € um processo muito parecido com a
destilacdo simples, mas deve-se ter uma maneira de colocar agua quente dentro da
aparelhagem sem a interrupcéo da destilacdo. Faz a destilagdo por arraste a vapor
quando o material € pouco solivel em agua, podendo se decompor se seu ponto de
ebulicdo, e a ebulicdo € extremamente turbulenta em uma destilagdo a vacuo. O
aguecimento de uma substancia na presenca de vapor faz com que a substancia

entre em ebulicdo com baixas temperaturas. Esse fato deve-se a fatores tais como
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as pressdes parciais da agua e dos 6leos organicos (ZUBRICK, 2005; SANTOS,
2011; OLIVEIRA et al., 2012).

1.5 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA ACOPLADO AO ESPECTROMETRO
DE MASSA

1.5.1 Cromatografia em Fase Gasosa

A técnica de cromatografia gasosa (CG), trata-se de um método fisico onde
0S componentes de uma mistura sdo separados por meio de fase gasosa movel
sobre um solvente estacionario amostra. Analisa-se muitos compostos volateis por
esta técnica (CIOLA, 1985).

A fase mével um gas entra no cromatégrafo e passa pelo injetor, este ja se
encontra aquecido induzindo uma rapida vaporizacdo da fase estacionaria (a
amostra), que chega a uma coluna arrastando consigo a amostra, onde ocorre a
separagdo dos componentes. Apds separados, 0s componentes passam por um
detector, e o0s sinais enviados sdo registrados em um cromatograma (NETO;
NUNES, 2003).

1.5.2 Espectrometro de massas

O método de espectrdmetro de massas, possui 0s principios fundamentais
gue datam do fim dos anos de 1890, quando J. J. Thompson determinou a razao
massa/carga do elétron, e Wien estudou a deflexdo magnética de raios anodicos e
determinou que o0s raios eram carregados positivamente (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

O composto € ionizado (método de ionizagdo), os ions sdo separados na
base da razdo massal/carga (método de separacdo dos ions) e o niumero de ions
que correspondem a cada “unidade” de massal/carga € registrado na forma de
espectro. No impacto de elétrons (El), o espectrdometro de massas bombardeia com
um feixe de elétrons de alta energia moléculas que estdo na fase de vapor e registra
0 espectro dos ions positivos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).
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A amostra pode ser um gas, um liquido ou um soélido. Deve-se converter uma
guantidade suficiente da amostra em vapor para se obter um fluxo de moléculas, o
qual deve fluir para dentro da camara de ionizacdo (PANA et al., 2010; NETO;
NUNES, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a influéncia da variacdo diurnal na composicdo quimica e
bioatividade do 6leo essencial das folhas frescas e secas de Melaleuca

quinguenervia (Cav.) S. T. Blake em dois periodos do ano de 2015.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obter o 6leo essencial das folhas frescas e secas de M. quinquernevia por
hidrodestilacdo, em diferentes épocas e horarios durante o ano.

v' Avaliar o rendimento dos Oleos essenciais de M. quinquernevia obtidos
neste mesmo periodo do ano;

v" Analisar por CG-EM e CG-DIC os constituintes quimicos presentes no 6leo
essencial das folhas de M. quinquernevia;

v Testar a citotoxicidade do 6leo essencial pelo teste de Artemia salina;

<\

Verificar o potencial antioxidante do 6leo essencial por DPPH,;

v' Realizar bioensaios para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O estado de Roraima possui duas estacfes climaticas bem definidas,
chuvosa e ndo chuvosa (ARAUJO et al., 2001). Desta forma foram realizadas duas
coletas, sendo uma no més de maio e outra em outubro, cada coleta foi composta
por aproximadamente 1200 g das folhas da espécie M. quinquernevia.

As folhas da espécie M. quinquernevia foram coletadas no Campus
Paricarana da Universidade Federal de Roraima (UFRR), autorizada pelo
comprovante de registro e coleta expedido pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade - SISBIO (ANEXO 1), onde foram selecionadas as
gue apresentaram um bom aspecto fisico, as mesmas foram levadas ao laboratorio
de Quimica de Produtos Naturais do NPPGCT.

A planta foi identificada por José Ramos do Instituto Nacional de Pesquisa
Amazodnica (INPA). Apdés a identificagdo, montou-se uma exsicata da planta
contendo suas partes e foi depositada no hebario do INPA com registro 268127
(Figura 8).

Figura 8 — Exsicata de Melaleuca quinquenervia.

Fonte: Autor
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As folhas foram higienizadas, sendo 600 g destinadas a extracdo com folhas
frescas e 600g foram destinadas a extracdo com folhas secas. A secagem das
folhas foi realizada por meio de uma estufa de circulacdo de ar, com temperatura
controlada entre 60 a 70 °C, durante 5 dias. As folhas secas foram trituradas em um
moinho de facas e com o auxilio de um tamis 20-40 mesh da marca Ber Tel, obtendo

assim um po fino e homogéneo. A massa foi obtida com auxilio de uma balanca.

3.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do Oleo essencial foi realizada, por meio da técnica de
hidrodestilagdo (arraste a vapor d’agua) (Figura 9), com o auxilio do aparelho
extrator tipo Clevenger, marca Spell, com circuito fechado de agua (SANTOS, 2011).

Figura 9 — Aparelho extrator tipo Clevenger

 m = m 1

Fonte: Autor

Todas as extracdes foram realizadas em triplicatas. Foi adicionado em cada
baldo de fundo redondo de 5000 mL, 200 g de folhas (fresca e seca de acordo com
cada extracdo) de M. quinquernevia, 0 solvente utilizado foi agua destilada. Uma
manta aquecedora foi utilizada como fonte de calor e resfriador (banho
termostatizador). Como os 6leos essenciais possuem ponto de ebulicdo inferiores ao

da &gua, assim a agua (100°C), a mesma arrasta o 6leo essencial. ApGs decorridas
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3 horas de extracdo, o 6leo obtido foi recolhido em um frasco de vidro ambar
devidamente tarado. Para a obtengdo do rendimento do Oleo essencial, foi obtida
uma media entre os rendimentos das trés extracdes e seus respectivos desvios
padroes (OLIVEIRA et al., 2012; SANTOS, 2011).

O 6leo essencial foi tratado com o sulfato de sédio Na2SOa4 anidrido, para
remover a umidade presente (ESTANISLAU etal., 2001).

3.3 ANALISES POR CG-EM E CG-DIC

ApoOs a obtencdo dos Oleos essenciais da M. quinquenervia, deu-se inicio a
analise da composicdo quimica, utilizando Cromatégrafo a gas acoplado a
espectrometria de massa (CG-EM) e Cromatégrafo a Gas com Detector por
lonizacdo de Chama (CG-DIC), analisando os aspectos qualitativo e quantitativo dos
constituintes quimicos presentes no Oleo. As andlises por CG-EM e CG-DIC foram
realizadas no Laboratério de Cromatografia do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

As andlises foram realizadas em um equipamento GCMS-QP2010 ULTRA
(Shimadzu). Equipado com uma Coluna: Rxi-1IMS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum
(Restek). A temperatura da coluna foi de 50 °C (3 min), sendo 3 °C.min’%, até 230 °C.
Foi injetado 1 yL de amostras do Oleo essencial diluidas a 1% em cloroférmio, o
injetor com temperatura inicial de 250 °C, com razdo em modo Split (1:10), Interface
CG-EM a 250 °C. Detector MS (Impacto eletrdnico a 70 eV) a 250 °C. A vazdo do
gas de arraste (Hélio) foi de 2,0 mL.minl. O espectro de massa de cada
componente do 6leo essencial da M. quinquenervia foi criteriosamente analisado em
comparacao aos espectros do acervo das bibliotecas espectral (NIST11), utilizando
Software GCMS Solution (Shimadzu).

A quantificacdo dos componentes do Oleo essencial da M. quinquenervia foi
realizada por meio da cromatografia gasosa, utilizando como equipamento 0
Cromatografo a Gas HP 7820A (Agilent). Equipado com uma coluna capilar com
dimensdes 30 m x 0,32 mm x 0,25 pum (Agilent), com temperatura de 50°C (0 min), 3
°C /min, até 230 °C. Foi injetado 1 yL de amostras do 6leo essencial diluidas a 1%

em cloroférmio, com temperatura inicial de 250 °C em razdo Split (1:30). O detector
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DIC, com temperatura de 250 °C. O gas de arraste, H2 a 3 mL.min'l. Software de

aquisicao de dados: EZChrom Elite Compact (Agilent).

3.4 ATVIDADES BIOLOGICAS

As atividades biolégicas foram realizadas na Universidade Federal de

Roraima e Universidade Federal de Minas Gerais.

3.4.1 Determinacdes da Citotoxicidade Frente a Artemia salina

A metodologia utilizada para avaliar a toxicidade foi a Artemia salina,

seguindo a metodologia descrita por Mayer et al. (1982) e McLaughlin et al. (1993).

3.4.1.1 Preparacao da Solucéo Salina

Foi adicionada uma solugdo salina artificial (40g de sal marinho em 1 L de
agua destilada), em um aquario (incubadora). O pH desta solu¢édo foi ajustado 8 e 9
com uma solucdo de carbonato de sodio (Na2COs a 10%). A incubadora foi
iluminada artificialmente com uma lampada fluorescente e com aeracao durante todo
0 experimento. Foram colocados aproximadamente 100 mg de ovos de A. salina. O
sistema foi coberto com papel aluminio para a diferenca de iluminacdo. Os nauplios
foram atraidos pela iluminacdo apdés a ecloséo, facilitando a separacao destes e das
cascas dos cistos. Durante a incubacao, a temperatura foi mantida em torno de 25
°C e a eclosao dos ovos foram monitoradas a cada 12 horas, a mesma ocorreu no

periodo de 48 horas.

3.4.1.2 Preparacéo de Solucdes para o Bioensaio

As solucdes partiram de uma solugdo de 25 mL contendo 1000 pyL.mL-1 de
O0leo essencial de M. quinquenervia, solubiizada em DMSO a 1% como

emulsificante e o volume restante completado com agua salina.
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Partindo da primeira solucéo, pipetou-se volumes de 12,5 mL a outros balbes
contendo 1 mL de uma solugdo de DMSO a 1% em solugao salina e completados
com solugdo salina, para obter a concentracdo de 500 yL.mL1. Foram realizadas 12

diluicbes para obter as concentracdes inferiores, utilizando a seguinte equacao:

CixV,=C,xV,

3.4.1.3 Realizacédo dos testes

Apés o periodo de incubagdo de 48 horas, 10 microrganismos (nauplios de A.
salina), foram selecionados e expostos nos tubos de ensaios com as diferentes
concentracdes diluidas.

Os testes foram feitos em triplicata para cada concentracdo. Utilizando uma
solugdo salina sem extrato como controle positivo, que foi submetido ao mesmo
procedimento experimental que os Oleos testados para efeitos comparativos da
influéncia do veiculo utilizado sobre a resposta das larvas de A. salina. E como
testemunha solugdo salina e DMSO a 1% em solugéao salina.

Este sistema foi incubado em temperatura ambiente por 24 horas, sem
aeracado sendo os frascos mantidos sob iluminacéo.

ApoOs o periodo de 24 horas de incubacéo foram contabilizados o nimero de
larvas mortas ou imobilizadas e vivas em cada frasco, através da visualizacdo

macroscoépica e os valores registrados em formulario.

3.4.1.4 Avaliacao da Citoxicidade

ApOs a contagem do numero de nauplios vivos e mortos/imobilizados. Foi

calculada a probabilidade de mortalidade de acordo com a formula

Probabilidade de Mortalidade (%) = % x 100
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Onde: r = nimero de artemias mortas; n = nimero de artemias totais no tubo de

ensaio.
Os valores em porcentagem da probabilidade de mortalidade foram corrigidos

levando-se em consideragcdo a porcentagem de mortalidade no teste controle

negativo de acordo com a Férmula de Abbot.

Férmula de Abbot

% Probabilidade de Mortalidade = 100 x (%T - %C)
100% - %C

Onde: %T representa a mortalidade de artemias testadas com a amostra de

interesse; %C, a mortalidade de artemias utilizadas no controle positivo.

Na interpretacdo dos resultados foi determinada a Concentragdo Letal 50%
CLbso.

3.4.1.5 Calculo da CLso

Para a obtengcdo da CLso no teste de avaliacdo de toxicidade utilizou-se o
programa estatistico Microsoft Excel 2010. O CLso foi calculado por meio da equacéo

da reta obtida com o gréfico.

3.4.2 Determinacdo da Atividade Antioxidante do Oleo Essencial de M.

guinquenervia

A metodologia consiste na medida da extingdo da absor¢cédo do radical 2,2-
difenil-2-picril-hidrazila (DDPH) em A= 515 nm (MIRANDA; FRAGA, 2006). A

determinacdo da atividade antioxidante foi realizada em triplicata por método de
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espectrofotometria de absorcdo molecular UV-visivel. A técnica consistiu na
incubacdo por 30 minutos de 1500 pL de uma solu¢cdo metandlica de DPPH 0,1 mM
com 1500 pL de solu¢des contendo concentracdes crescentes de Oleo essencial de
M. quinquenervia (500; 1500; 2500; 5000; 10000 pg.mLt) em metanol.

A solugdo controle foi preparada seguindo a mesma metodologia, porém
substituindo-se 1500 pL do 6leo essencial em 1500 pL de solvente metanol por
quercetina. Para a solugdo denominada “branco”, foi utilizado solvente metanol. O
porcentual de captacdo do radical DDPH foi calculado em termos da porcentagem

de atividade antioxidante (AA %)

Abscontrole— (AbSamostra—AbSpranco ) x 100

AA % =
AbScontrole

Obtidas as absorbancias, calculou-se as Concentragdes Eficientes (CEso) do
Oleo essencial necessaria para capturar 50% do radical livre DDPH, por meio da
equacédo da regra obtida graficamente (CARBONARI, 2005).

3.4.3 Bioensaio Antibacteriano

As atividades Bioldgicas foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia e
Bioensaios do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), onde foram avaliadas as atividades dos Oleos essenciais frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

Para a realizacdo destes bionsaios, os 0Oleos essenciais foram reunidos,
formando quatro grupos, haja visto que a variacdo da composicdo quimica foi
minima.

O Ensaio antibacteriano foi desenvolvido com duas bactérias Gram-negativas
Salmonella typhimurium (ATCC 13311) e Citobacter freundii (ATCC8090), duas
bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus
(ATCC 11778). As concentracOes testadas foram de 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,6
3,9 e 1,95 pug.mL! (ZACCHINO; GUPTA, 2007). As amostras foram pesadas e

dissolvidas em DMSO a 500 mg.mL-1. 124 uL desta solucdo foi adicionado a um
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baldo contendo 2976 pL de BHI (Brain Heart Infusion) caldo (solugdo de trabalho)
para bactéria. Um pré-inéculo foi preparado em que as bactérias foram
armazenadas sob refrigeracédo, e transferidas com auxilio de uma alca de platina
para tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo BHI. Os tubos foram incubados a
37°C durante 24 h. Em seguida, o pré-inéculo (500 pL) foi transferido para tubos
contendo 4,5 mL de agua destilada estéril. Os tubos foram homogeneizados e a
concentracdo foi ajustada a 0,5 de padrdo de turbidez McFarland (108 UFC ml-1),
obtendo-se assim os indculos utilizados nos bioensaios.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 micropocos em triplicadas.
Onde 100 mL de caldo BHI foi adicionado a cada po¢o. No primeiro pogo, 200 uL de
solucédo de trabalho também foram adicionados. A solucao foi homogeneizada e 100
UL transferida para o poc¢o seguinte e assim por diante até que o Ultimo poco, de
onde 100 pL foi descartado. Em seguida, 100 pL os inoculos contendo os
microrganismos foram adicionados aos pocos. Oito diferentes concentracdes de
cada amostra foram testadas. Um controlo positivo desprovido de solugcdo de
trabalno nos permitiu examinar o crescimento dos microrganismos. Um controle
negativo, sem o ino6culo dos microrganismos nos permitiu padronizar a cor
proveniente da solucdo de trabalho. Uma placa de controle, contendo 100 pL de
meio de cultura BHI e 100 pyL de agua destilada esterilizada foram adicionados a
experiéncia como controlo de caldo BHI estéreo.

Um controle foi preparado, contendo antibiético Ampicilina (padrédo
antibacteriano), para observar a atividade destes antibidticos sobre os
microrganismos. O crescimento dos microrganismos foram medidos em leitor de
placas de ELISA (492 nm), imediatamente apds o término do experimento (0 h).
Foram incubadas a 37°C e lidos novamente apds 24 h do experimento. Os

resultados do percentual de inibi¢cdo foram calculados por meio da férmula:
% de inibicdo =100 - AC1 - AC2 x 100 AH - AM
AC1 = absorbéancia da amostra; AC2 = absorbéancia da amostra de controlo; AH =

absorcdo de microrganismos no controle de controle e AM = absorbéancia do controlo

do meio de cultura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE M. quinquenervia

Os dois periodos de coleta foram determinados a partir dos estudos de Araujo
et al. (2001) analisando dados de 1997, onde definiu que o periodo de maior
precipitacdo pluviométrica em Boa Vista - RR, que inicia-se no més de abril
prolongando-se até setembro, sendo junho e julho os meses de maior precipitacao.
Os meses de outubro a mar¢co sdao compreendidos como os de menor precipitacéo
pluviométrica.

Visto os dados obtidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)
(Tabela 2), no ano de 2014 ocorreu uma precipitacao total de 1215,1 mm, desse
total 911,1 mm trata-se de periodo chuvoso. Para o ano de 2015 ocorreu uma
precipitacdo total de 1316,2 mm, desse total 1214,3 mm trata-se de periodo

chuvoso.

Tabela 2 — Precipitacdo pluviométrica de Boa Vista, Roraima.

ANO *NORMAL 2015 2014

MES mm dias mm dias oC mm dias °C
JAN 29,3 4 9,7 5 29,4 3,6 2 29,3
FEV 24,7 3 1 2 30 19,2 5 29,4
MAR 47,8 5 7,7 2 29,8 22 6 29,7

ABR 122,2 10 50,9 7 29,5 72,3 10 29
MAI 291,2 19 334,3 18 27,3 67,5 7 29,8
JUN 352,9 23 248,2 21 27,3 372,1 24 27,9
JUL 335,1 19 301,5 21 29,4 215 18 27,3
AGO 209,7 17 263,7 16 28,5 174,9 16 28,6
SET 97,1 8 15,7 4 30,3 9,3 4 30,3

ouT 67,6 5 44 .4 5 30,7 117.8 8 30
NOV 56,8 5 19 7 30,5 110,9 7 30,1
DEZ 44,2 5 20,1 10 29,9 30,5 7 29,7
TOTAL 1678,6 123 1316,2 118 29,4 1215,1 114 29,3
CHUVOSO 1408,2 96 1214,3 87 28,7 911,1 79 28,8

*Normal= Média esperada para cada més
Fonte: INMET, 2015.
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Sabe-se que com esta variagdo do indice pluviométrico, geralmente, podem
ocorrer interferéncia no rendimento e na composi¢cado quimica dos 6Oleos essenciais e
extratos obtidos de plantas (FIGUEIREDO et al., 2008). De acordo com Simdes e
Spitzer (2004), o ambiente onde o vegetal se desenvolve e tipo de cultivo, influem na
composicdo e rendimentos dos Oleos essenciais. Outros fatores que podem interferir
sao, a temperatura, a umidade relativa, duracao total de exposicao ao sol, regime de
ventos.

Analisando os meses de maio e outubro de 2014 e 2015, verificou-se que em
maio de 2015 a precipitacdo pluviométrica foi superior a de 2014, sendo 0 més com
maior indice pluviométrico do ano, confirmando o que foi observado no periodo da
coleta de um clima chuvoso e umidade do solo. Em outubro o indice pluviométrico
foi de 44,4 mm, verifica-se que nesse més inicia-se o periodo seco, comparando
com o mesmo més de 2014, a pluviosidade foi bem inferior, confirmando o
observado no periodo da coleta, onde verificava-se um clima seco, quente e com
bastante incidéncia de sol.

Verificada essa possivel variagdo, o 6leo essencial de M. quinquenervia foi
extraido em dois periodos durante um ano com objetivo de verificar o seu
rendimento e avaliar as variacbes na sua constituicAo quimica nestes periodos.
Foram extraidos Oleos essenciais das folhas frescas e secas em quatro horarios
durante um dia nestes dois periodos do ano de 2015.

Assim, realizou-se uma extragdo no més de maio e outra em outubro, a fim de
se obter o 6leo essencial em periodo de alto indice pluviométrico e outro com baixo
indice pluviométrico, respectivamente.

O rendimento da extracdo do Oleo essencial de M. quinquenervia por

hidrodestilagcéo, foi obtido por meio da seguinte equacgao:

) massa do dleo essencial obtido (g)
Rendimento = - x 100
massa do material vegetal (g)

Os valores dos rendimentos médios das extracdes encontram-se dispostos na

Tabela 3 e na Figura 10 para melhor visualizacao.
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Tabela 3 - Rendimento do 6leo essencial da espécie M. quinquenervia extraido nos
meses de maio e outubro.

Oleo Essencial

Coleta P.M. (mm)* ©) Rendimento Médio (%) = S
m 06:00 3,2651 0,7381 +0,92
(]
oad ®© .
s < § 12:00 3343 2,7037 0,4760 + 0,26
= 2 T 18:00 4,1377 0,7087 + 0,40
00:00 4,6796 0,8061 + 0,27
06:00 5,9560 1,1612 + 0,59
(2]
ox & .
s < § 12:00 334.3 6,4509 1,1621 + 0,58
=220 18:00 4,2627 1,4161 +0,11
00:00 4,1984 1,1035 + 0,13
° " 06:00 4,4824 0,7471 £ 0,30
(2]
— © [ .
5 2 § 12:00 44.4 5,0202 0,8367 + 0,33
e 18:00 5,0984 0,8497 +0,13
00:00 4,4201 0,7367 +0,10
o 06:00 11,7904 1,9651 + 0,28
—_ 2] [7p]
I .
g 2 g 12:00 44.4 11,4197 1,9033 £ 0,41
3 g n 18:00 12,3020 2,0503 + 0,17
00:00 10,8370 1,8061 + 0,44

*PM= Pluviosidade Mensal em milimetros por metro quadrado.
S= Desvio Padréo

Figura 10 - Rendimentos dos Oleos essenciais da espécie M. quinquenervia
coletados em maio e outubro.
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Para as extracdes do més de maio (periodo chuvoso) verificou-se um maior
rendimento para o Oleo essencial obtido a partir das folhas secas, tendo maior
destaque para a extracdo das 18:00 horas com rendimento de 1,42 + 0,11 % e o
menor rendimento foi no horario das 12:00 horas com rendimento de 0,47 + 0,26 %
com as folhas frescas.

Em outubro (periodo seco) o rendimento de 2,05 + 0,17 % corresponde ao
maior rendimento, obtido com o material vegetal seco e as 18:00 horas e o menor
rendimento foi obtido com as folhas frescas, na extragdo de 00:00 horas,
correspondente a 0,74 + 0,10 %.

Comparando os valores dos rendimentos obtidos em maio e outubro, pode-se
sugerir o horario das 18:00 horas apresentou melhor potencial de rendimento para o
Oleo essencial para a espécie M. quinquenervia. Vale ressaltar que estes dois
maiores rendimentos foram obtidos com as folhas secas.

Ambas as extragdes realizadas em maio e em outubro com as folhas frescas
apresentaram os menores rendimentos. O periodo chuvoso, o rendimento foi de
0,4760 + 0,26 % e no periodo seco o menor rendimento foi de 0,74 + 0,10 %.

Simdes e Spitzer (2004) indicam que as coletas para extracdo de Oleos
essenciais sejam preferencialmente realizadas nas primeiras horas da manha ou a
noite, pois o periodo de exposi¢cdo ao sol pode provocar uma perda quantitativa dos
constituintes volateis importante do Oleo existente no vegetal.

Analisando a Figura 10 e a Tabela 3, verifica-se que os rendimentos para 0s
Oleos essenciais de M. quinquenervia variam entre 0,47 £ 0,26 a 2,05 + 0,17 %.
Essa faixa de rendimento encontra-se acima do valor encontrado na literatura para
familia Myrtaceae, género Melaleuca e para esta espécie.

Silva (2007) desenvolveu estudo com véarias espécies de Melaleucas, o0s
resultados dos rendimentos obtidos encontram-se na Tabela 4. Como ja citado
anteriormente a familia Myrtaceae possui destaque devido ao 6timo rendimento do

Oleo essencialapresentado na literatura.
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Tabela 4 — Rendimentos dos 6leos essenciais para espécies de Melaleucas de

acordo com Silva (2007)

Espécies Rendimentos (%)
M. alternifolia 4
M. cajuputi 4
M. armillaris 3,9
M. platyphylla 3,4
M. leucadendra 15
M. quinquenervia 15
M. ericifolia 0,7

Fonte: Silva (2007)

O oOleo essencial extraido da espécie M. quingquenervia, apresentou
rendimento superior as demais espécies citadas em Silva (2007) em Minas Gerais,
sendo que o rendimento para a espécie pode-se considerar como equivalente para
as extracdes de outubro com folhas frescas e bem superior para as folhas secas.

Analisando os dados pode-se considerar que é possivel obter os melhores
rendimentos dos 6leos essenciais em periodo de estresse hidrico, a Figura 11
apresenta graficamente a relagcdo do rendimento médio para cada periodo das
extracbes com a pluviosidade mensal dos dados fornecidos pelo (INMET, 2015) e
FEMARH-RR, 2015.

Figura 11 — Relacdo rendimento médio do 6leo essencial e pluviosidade mensal

durante os periodos de extragao.
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Analisando a Figura 11, pode-se verificar que o rendimento do 6leo essencial
e a pluviosidade mensal, sdo inversamente proporcionais, podendo assim,
considerar que nos periodos de estiagem sdo mais propicios para a extracao do
Oleo desta espécie, pois sua producdo € intensificada, corroborado por estudos
realizados por Figueiredo et al, (2008), Andrade e Gomes (2000), Valentini et al.
(2010) e Quintdo (2013) onde obtiveram um maior rendimento em suas analises com
outras espeécies. Em estudos de Silva (2014) em que obteve maiores rendimentos
em seus Oleos esséncias em Boa Vista, RR, com baixos indices pluviométricos,

corroborando com o presente trabalho.

4.2 CONSTITUICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE M. quinquenervia

A composicao quimica dos 0leos essenciais das folhas de M. quinquenervia
coletadas em diferentes periodos e horarios durante um ano foi obtida apds analises
por CG-EM e CG-DIC empregando padrdes de hidrocarbonetos, o indice de Kovats
(KI) e a comparacdo dos espectros de massas de cada constituinte com dados da
literatura, nos aspectos qualitativo e quantitativo.

Para melhor organizacdo as extracbes receberam siglas, que estdo

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Siglas das extracbes

MES EXTRACAO SIGLA MES EXTRACAO SIGLA
06:00 MQF01 06:00 MQF05

MAIO 12:00 MQF02 OUTUBRO 12:00 MQFO06
FRESCA 18:00 MQF03 FRESCA 18:00 MQFO07
00:00 MQF04 00:00 MQF08

06:00 MQSO01 06:00 MQS05

MAIO 12:00 MQS02 OUTUBRO 12:00 MQS06
SECA 18:00 MQS03 SECA 18:00 MQS07
00:00 MQS04 00:00 MQS08

A Tabela 6 apresenta todos os constituintes quimicos do 6leo essencial das
folhas de M. quinquenervia, por CG-EM e CG-DIC.



Tabela 6 - Constituintes guimicos identificados por (CG/EM e CG/DIC) nos 6leos essenciais das folhas de M. quinquenervia.
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Pico RT MQF01 MQF02 MQFO03 MQF04 MQSO01 MQS02 MQS03 MQS04 MQFO5 MQFO6 MQFO7 MQFO8  MQS09 MQS10 MQS11 MQS12 Indice
min % % % % % % % % % % % % % % % % Kovats Constituintes
1 3970 4.5 3.9 7.2 4.6 5.3 5.8 3.1 4.6 5.9 6.1 4.2 5.2 2.9 35 4.3 3.7 967 a-pineno
2 4273 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 975 benzaldeido
3 4593 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.1 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1 0.2 0.1 0.2 984 [-pineno
4 4921 1.4 1.0 1.7 1.2 1.1 1.2 0.9 1.1 13 1.9 1.4 1.2 0.7 0.9 1.0 1.0 993 mirceno
5 5.355 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1 0.0 0.1 04 0.4 0.2 0.3 0.1 0.2 0.2 0.2 1004 a-terpineno
6 6.261 0.5 0.4 0.6 0.7 0.5 0.5 0.3 0.5 0.3 0.5 0.4 0.3 0.3 0.4 0.5 0.5 1028 p-cimeno
7 6.371 1.6 1.3 0.4 0.6 0.8 0.8 0.7 1.0 1.4 0.1 0.6 0.1 1.5 1.7 1.9 2.2 1031 limoneno
8 6.466 38.2 294 43.8 60.0 35.7 45.1 32.2 44.3 36.2 49.2 43.0 36.7 23.9 274 33.3 35.1 1033 1,8 cineaol
9 7.309 0.4 0.3 0.4 0.5 0.3 0.2 0.2 0.2 0.7 0.7 0.5 0.6 0.2 0.2 0.3 0.3 1055 E-B-ocimeno
10 8.270 0.1 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.2 0.1 0.0 0.1 0.1 1081 g-terpineno
11 8.961 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 1099 linalool
12 11.615 11 0.9 0.9 1.4 1.2 1.2 1.2 1.3 1.2 1.0 1.2 1.2 1.1 1.0 1.2 1.2 1169 terpinen-4ol
13 12.337 13.3 104 10.1 114 11.3 12.8 14.2 12.6 13.9 11.0 131 13.1 10.3 119 11.3 12.0 1188 a-terpineol
14 20.867 0.3 0.3 0.3 0.1 2.6 1.7 21 1.8 04 0.3 0.3 04 15 2.2 24 1.8 1412 B-cariofileno
15 22.448 0.2 0.1 0.1 0.1 1.0 0.7 0.9 0.7 0.1 0.1 0.1 0.1 0.6 0.9 0.8 0.7 1454 a-humuleno
16 23.837 0.7 0.6 0.6 0.2 1.4 11 1.4 1.1 04 04 04 04 2.3 15 1.3 1.1 1491 ledeno
17 25.416 0.2 0.7 0.8 0.0 0.5 04 0.5 04 0.1 0.0 0.0 0.0 3.9 0.1 0.1 0.0 1532 d-cadineno
18 26.498 0.4 0.4 0.4 0.1 0.5 0.3 0.5 04 0.3 0.3 0.3 0.2 0.9 0.1 0.1 0.1 1561 palustrol
19 27.033 1.7 1.7 1.5 0.9 2.0 1.4 2.2 1.5 1.0 1.0 1.3 1.2 1.3 1.7 1.5 1.6 1575 ggir(ijcc))fi?:no
20 27.482 0.5 0.5 0.4 0.2 0.4 0.3 0.5 0.3 0.5 0.4 0.4 04 2.0 0.8 0.4 0.4 1587
21 27.731 244 19.8 19.6 9.4 23.0 16.2 26.1 15.7 20.6 17.3 22.0 25.7 28.9 33.1 27.3 30.0 1593 viridiflorol
22 27.993 25 2.0 1.9 1.1 2.2 1.6 2.6 1.6 3.2 21 2.6 3.2 0.2 0.9 0.9 0.7 1600 guaiol
23 28.262 0.5 0.4 0.3 0.3 0.4 0.3 0.5 0.3 1.0 0.8 0.9 1.0 1.0 0.3 0.3 0.2 1607 ledol
24 28.943 0.6 0.5 0.5 0.2 0.5 0.4 0.6 0.4 0.5 04 0.4 0.5 1.3 0.4 0.3 0.3 1625 10-epi-eudesmol
25 40.509 18 8.5 21 0.5 0.8 0.6 0.5 0.7 0.8 0.5 0.5 0.5 0.3 0.4 0.2 0.3 1929
outros 4.6 16.3 5.6 5.7 8.0 6.6 8.6 8.7 9.3 4.9 5.6 7.0 14.4 99 10.0 59 863
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A composicdo quimica dos 6leos foram as mesmas durante os dias e meses
coletados, assim a Figura 12 apresenta o perfil cromatografico para o 6leo de M.
quinquenervia (MQF01). Os cromatogramas de todas as amostras estudadas do

6leo encontram-se no ANEXO 01, onde apresentam 0S mesmos picos.

Figura 12 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinquenervia
MQFO01 por CG-DIC.
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Observando a Tabela 6 e a Figura 12, foram identificados 24 constituintes que
correspondem a 93,8% do teor total do Oleo essencial, dentre eles 9 constituintes
podem ser considerados como majoritarios, estes sdo, 1,8 cineol, viridiflorol, a-
terpineol, a-pineno, guaiol, 6xido de cariofileno, limoneno, mirceno, terpinen-4ol,
respectivamente. Em todas as extracdes estes foram o0s constituintes majoritarios,
indicando assim, que nao houve variacdo de quimiétipos, somente variacdo da
concentracao, ou seja, ndo houve variacdo qualitativa e sim quantitativa. A Figura 13

apresenta como ocorreu essa variagao.
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Figura 13 - Constituintes de maior porcentagem encontrados em cada um dos 6leos

essenciais de M. quinquenervia coletados nos diferentes periodos e horarios de

2015.
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A Figura 14 apresenta as estruturas fisicas dos constituintes quimicos

majoritarios identificados no 6leo essencial de M. quinquenervia.

Nos estudos desenvolvidos por Silva (2007) com varias espécies do género

Melaleuca, de origem do estado de Minas Gerais, verificou-se que as espécies

apresentam padrdes diferenciados entre si na composicdo quimica do Oleo

essencial.

Os constituintes majoritarios e suas respectivas espécies estudadas

foram: terpinen-4-ol (53,7% M. alternifolia Cheel), 1,8-cineol (80,2% em M. armillaris
Sm., 79,5% em M. ericifolia Sm., 43,7% em M. cajuputi Roxb), viridiflorol (71,0% em
M. quinquenervia (Cav.) S.T.Blake) e metileugenol (96,6% em M. leucadendra (L.)

L).
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Figura 14 - Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios identificados por

(CG/EM) presentes no Oleo essencial de M. quinquenervia.
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No presente estudo, o viridiflorol foi o segundo constituinte de maior

percentual, 0 seu espectro de massas é apresentado na Figura 15, com tempo de

retencdo de aproximadamente 27,7 min.
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Figura 15 — Espectro de massas do 0Oleo essencial de M, quinquenervia obtido por

CG-EM para o constituinte viridiflorol.
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Para o 0leo de M. quinquenervia estudado por Silva (2007), o viridiflorol foi o
constituinte de maior percentual (71,0%). No 6leo do presente estudo, este
constituinte foi o segundo de maior percentual médio de (20%). Simdes e Spitzer
(2004) dizem que o grau de hidratagcdo do terreno e a presenca de micronutrientes
(N, P, K) também podem influenciar a composicédo dos 6leos essenciais e que cada
espécie reage de forma diferenciada as condi¢gdes que lhes sdo submetidas.

Ja Wheeler (2005), ao analisar o 0leo essencial de M. quinquenervia extraido
na Flérida, obteve como constituintes majoritarios 1,8 cineol (28,58%), viridiflorol
(26,27%), o-terpineol (8,66%), limonemo (6,77%), B-Caryophyllene (6,53%), a-
pineno (5,99%), respectivamente. Observa-se, assim, que 0s Oleos apresentam
mesmos constituintes, variando apenas na concentracao.

Brophy e Doram, (2004), verificaram para a espécie M. ericifolia, que
dependendo da localizacdo da espécie ocorrem variacbes da composicdo quimica
do 6leo e que essa variacdo ocorreu apenas de forma quantitativa.

Essas diferencas foram parcialmente explicadas pelo predominio de um
quimiotipo rico em sesquiterpeno E—nerolidol em arvores de melaleuca da Costa do
Golfo e apresentaram-se mais rica de uma mistura do monoterpenos 1,8-cineol e o
sesquiterpeno viridiflorol em arvores da Costa Atlantica (DRAY JR et al., 2004).
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De acordo com Ireland e seus colaboradoes (2002) existem dois quimiétipos
para a composi¢cdo do Oleo essencial de M. quinquenervia e ainda destaca que a
diferenca entre 0s mesmos € grande. Os quimiotipos sé&o: quimiotipo 1 composto por
E-nerolidol em grande concentragdo no 6leo que pode ou ndo pode ser associacao
com o linalol e o quimidtipo 2 composto por 1,8-cineol, a-terpineol, viridiflorol, -
cariofileno, tanto com 1,8-cineol ou viridiflorol em maior proporgao.

Em Wheeler e Ordung (2005) observou-se a existéncia dos mesmos
quimidtipos apresentado por Ireland e seus colaboradoes (2002). Porém, para o
quimidtipo 1, chamado E- nerolidol (E- nerolidol, 41,03% e B-Caryophyllene, 2,22%)
e 0 quimiodtipo 2, chamado de viridiflorol (viridiflorol, 39,26%, 1,8 cineol 13,51% e a-
pineno 4,51%).

Para o presente estudo constituinte de maior percentual foi 1,8 cineol. O

espectro de massas correspondente na Figura 16, com tempo de retencdo de

aproximadamente 6,5 min.

Figura 16 — Espectro de massas do Oleo essencial de M, quinquenervia obtido por

CG-EM para o 1,8 cineol.
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Considera-se, assim, que a espécie de M. quinquenervia encontrada em Boa
Vista, RR, possui o quimiétipo 2. Contudo, o 1,8 cineol foi o constituinte de maior
percentual no presente estudo desenvolvido em Boa Vista, RR, chegando a 60%.
Verifica-se, também, uma variacdo quantitativa da composi¢do durante o dia, nas
extracOes realizadas em diferentes horarios, variando entre 29,4% a 60,0%. Nas
extracoes de maio verificou-se as menores concentracdes do composto as 12:00
horas e as maiores as 00:00 horas.

Dados da literatura indicam que o composto 1,8 cineol vem sendo o
constituinte majoritario para espécies do género Melaleuca. Em Silva et al. (2007)
observaram que a composi¢do quimica do Oleo essencial dessas subespécies de
Melaleucas cultivadas no Brasil apresentam novos compostos, diferentes da espécie
em outros paises. Os quimiétipos em outros paises de M. alternifolia, M.
quinguenervia e M. leucadendra tém os seus 6leos essencias ricos em terpinen-4-ol,
viridiflorol e eugenol de metilo, respectivamente. No Brasil, as espécies de M.
armillaris, M. ericifolia, M. cajuputi subespécie cajuputi e M. cajuputi subespécie
platyphylla possuem o composto 1,8-cineol como majoritarios.

Quando amostras apresentam altas concentracdes de 1,8 cineol, sugere-se
gque estas espécies possam ser uma promissora fonte alternativa de forma medicinal
como broncodilatador, expectorante e anti-séptico (ALBORNOZ, 1992; MORTON,
1981). Prates et al. (1998) utilizando uma concentracdo de 10,6% do composto,
causou em 5 minutos 100% de mortalidade em larvas de carrapato Boophilus
microplus. Boland et al. (1984), o 6leo apresentou 1,8 cineol como constituinte
majoritario, indicando que seja responsavel pela atividade germicida.

O 1,8 cineol pode ser encontrado em altas concentracbes em diversas
espécies de Eucalyptus (Myrtaceae), onde variam dependendo das espécies:
Eucalyptus globulus (71,0%). E. punctata (66,0%), E. maculata (51,0%), E. maidesii
(70,0%), E. smithii (84,0%) (CHALCHAT et al.,, 1997). Todas essas espécies de
Eucalyptus citadas apresentam Otimas atividades bioldgicas, que podem estar
ligadas diretamente a predominancia do constituinte supracitado. O 1,8-cineol, 35-
60%, reduz o efeito de outras drogas em funcdo do conteido de que induz a
detoxificacdo de enzimas hepéticas (BLUMENTHAL et al., 1998).
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Com o levantamento bibliografico sobre a composicdo da espécie M.
quinguenervia, montou-se a Tabela 7, que apresenta estudos em diferentes paises e

suas respectivas composicdes quimicas.

Tabela 7 — Composicao quimica do 6leo essencial da espécie M. quinquenervia

(WHEELER; ORDUNG,

Autor, 2015
o P (SILVA, 2007) 2005) Florida (PANJA et al.,
Constituinte Boa ;{Sta " Minas Gerais 1994) Madagacar
E-neradiol Viridiflorol
1,8 cineol 29,4 a 60 % 7,20% 0,76% 13,50% 17,40%
viridiflorol 9,4a26,1 % 71,00% 3,19% 39,20% 17,40%
a-terpineol 10,1 a14,2% 2,20% 0,20% 3,82% 4,46%
a-pineno 31a7,2% 4,00% 1,19% 4,51% -
guaiol 1,1a3,2 % - - R }
oxido de cariofileno 1,0a2,2 % 3,50% 0,16% 2,05% 0,77
limoneno 0,1a1,6 % - 0,60% 2,57% -
mirceno 09a19 % - 0,05 % 0,38% -
terpinen-4ol 09al4% - 0,03% 0,28% 3,93%

Ao comparar a composicdo quimica do 6leo essencial da espécie M.
quinguenevia em diferentes locais, pode-se verificar que os constituintes 1,8 cineol e
o viridiflorol estdo presentes em todas os locais e 0 mesmo se destaca na regiao
norte, em Boa Vista, RR. Vale destacar que o constituinte guaiol foi encontrado

apenas em Roraima.
Verificado o potencial biolégico do 1,8 cineol e dos demais constituintes

majoritarios supracitados, os Oleos essenciais extraidos em Boa Vista, RR, da

espécie M. quinquenervia foram submetidos a testes de atividades bioldgicas.

4.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.1 Determinacdo da Toxidade Frente a A. salina

A Tabela 8 apresenta o nimero de nauplios vivos e mortos para o 6leo obtido
em maio e a Tabela 9 apresenta o nimero de nauplios vivos e mortos para o 6leo

obtido em outubro.



Tabela 8 — NUmero de nauplios vivos e mortos de maio.

1000ug.mL-1 250pg.mL-1 62,5ug.mL-1 15,62ug.mL-1 3,906pg.mL-1 0,9765ug.mL-1

V* M* *V *M *V *M *V *M *V *M *V *M *V *M
A* 0 10 3 7 7 3 8 2 9 1 10 0 10 0
D* 0 10 4 6 7 3 8 2 9 1 10 0 10 0
T 0 10 4 6 8 2 9 1 9 1 10 0 10 0
X* 0 10 3,6667 6,3333 7,3333 2,6667 8,3333 11,6667 9 1 10 0 10 0

Fonte: Autor V*=\ivos; M*= mortos; A*=amostra; D*=duplicata; T*=triplicata; X*= média.
Tabela 9 — NUmero de nauplios vivos e mortos de outubro

1000ug.mL-1 250ug.mL-1 62,5ug.mL-1 15,62ug.mL-1 3,906pg.mL-1 0,9765ug.mL-1

V* M* *V *M *V *M *V *M *V *M *V *M *V *M
A* 0 10 3 7 7 3 8 2 9 1 10 0 10 0
D* 0 10 3 7 7 3 8 2 9 1 10 0 10 0
T 0 10 4 6 7 3 8 2 9 1 10 0 10 0
X* 0 10 3,3333 6,6667 7 3 8 2 9 1 10 0 10 0

Fonte: Autor V*=\ivos; M*= mortos; A*=amostra; D*=duplicata; T*=triplicata; X*= média.
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ApoOs a contagem e utilizando as formulas citadas na metodologia, foi possivel obter o percentual de mortalidade para a A.

salina. Os valores encontram-se organizados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Dados de atividade frente a A. salina para M.quinquenervia de maio e

outubro.
Maio Outubro
Concentracado Atividade para A. salina  Atividade para A. salina
(% de Mortalidade) (% de Mortalidade)
1000ug.mL -1 100% 100%
250 pg.mL -1 63% 67%
62,5 pg.mL 1 26,7% 30%
15,52 pg.mL 1 16,7% 20,0%
3,906 pg.mL 1 10,0% 10,0%
0,9765 pg.mL -1 0,0% 0,0%
Controle 0% 0%

Verifica-se que apenas na menor concentracdo (0,9765 pg.mL1) do o6leo
essencial de M. quinquenervia, ndo houve mortalidade dos nauplios de A. salina,
indicando a existéncia de toxicidade do 6leo nessa concentracao.

Obtidos os percentuais de mortalidade para a A. salina com auxilio do Software
Microsoft Excel, foram plotados graficos e obtidas as regressfes lineares entre as
concentracdes utilizadas com o Oleo essencial de M. quinquenervia e suas
respectivas atividades para A. salina, Figura 17 apresenta a atividade para o 6leo

essencial obtido em maio e a Figura 18 a atividade referente ao més de outubro.

Figura 17 — Curva da atividade frente a A. salina de maio
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Figura 18 — Curva da atividade frente a A. salina de outubro
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As interpretacdes dos resultados de toxicidade foram realizadas levando em
conta 0 exposto pela literatura, onde pode-se classificar como altamente toxico os
valores de CLso entre 0-500 pg.mL -1; toxicidade moderada entre 500-1000 pg.mL -1
e baixa toxicidade ou atdxico os valores acima de 1000 pg.mL -1 (MEVYER et al,
1982; LOPES et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2016).

Através da férmula de regresséo linear Y = A + BX, podemos calcular a CL5o.
Para o0 més de maio considerando Y= 50, A= 16,03 e B= 0,09, encontra-se o valor
de X que éigual a 375,74 ug.mL-1.

Para o0 més de outubro considerando Y= 50, A= 18,01 e B= 0,08, encontra-se
o valor de X que é igual a 359,58 pug.mL™.

De acordo com Meyer et al. (1982), Lopes et al. (2002), Rodriguez et al.
(2004) e Nascimento et al. (2016) pode-se verificar que o Oleo essencial de M.
quinquenervia, apresentou letalidade frente ao microcrustdceo. Sendo considerado
uma amostra de alta toxicidade em ambas as extracdes realizadas, baseando-se no
valor do CLso encontrado que foi inferior a 500 pg.mL 1.

Esses resultados confirmam o encontrado na literatura para o género
Melaleuca, dando destaque para o estudo de Soonthornchareonnon et al., (2012)

gue estudou extratos das folhas da espécie M. cajuputi Powell e M. quinquenervia e
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verificou sua grande atividade toxica contra bactérias Gram negativas e justificaram
essa atividade devido a presenca de compostos fixos, os metabdlitos secundarios,
dentre eles flavondides, taninos, e compostos fendlicos.

Os Oleos essenciais, frequentemente, apresentam toxicidade elevada. Isso é
particularmente importante levando em consideracdo a existéncia de terapias ditas
“‘naturais” que estimulam a automedicagdo e o uso abusivo destes produtos
(SIMOES; SPITZER, 2004).

De acordo com o levantamento bibliografico, verificou-se que o teste de
toxicidade frente a A. salina tem mostrado uma boa correlacdo com estudos voltados
a atividades antitumorais, inseticida e anti-Trypanosoma cruzi (ALVES et al., 2000)
para as substancias extratos que apresentam um CLso < 103 mg/L (MEYER et al.,
1982; RUIZ et al., 2005).

Desta forma a comunidade cientifica encontra-se em uma constante busca
para compreender os fenbmenos responsaveis pelos mecanismos adaptados de
resisténcia a microrganismos, pretendendo desenvolver alternativas e novas
estratégias para o combate a bactérias resistentes (CARVALHO et al., 2009). Esses
estudos baseiam-se em novas substancias que sejam capazes de inibir, em
menores concentracdes, processos vitais de uma ou mais espécies de

microrganismos resistentes.

4.3.2 Atividade Antioxidante do Oleo Essencial de M. quinquevervia

Realizadas as leituras em equipamento UV-Visivel e calculadas as
absorbancias médias e concentragcbes para o padrdo de quercetina utilizada,

montou-se a Tabela 11 e a Figura 19 apresenta a curva de calibracao.

Tabela 11 — Preparo das solu¢des para a curva de quercetina.

Concentragao (ug.mL?)  Absorbancia Média

0,189 0,94
0,094 0,46
0,047 0,24

0,027 0,14
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Figura 19 — Curva de calibragdo para o padrao de quercetina
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Por meio da equacdo da reta Y= A + BX, foi possivel obter o valor a
concentracao eficiente (CEso) para o padrao de quercetina igual a 10,14 pug.mL™.

Apo6s 30 minutos de montado o experimento com o 6leo essencial de M.
quinquenervia, foi possivel observar o decaimento da cor purpura da solucdo de
DPPH (Figura 20).

Na Tabela 12, apresentam-se os resultados obtidos apds a determinacao da
atividade antioxidante do Oleo essencial de M. quinquenervia em concentracdes em
ordem crescente. Ao observar os resultados verifica-se que o percentual para a
atividade antioxidante aumenta, proporcionalmente, com o0 aumento das
concentracoes.

Tabela 12 — Preparo das solugBes para a curva do Oleo essencial da espécie M.
quinguenervia coletadas em maio e outubro.

AA % AA %
x 1
Concentracdo (ug.mL-) Maio Outubro
500 7,24 20,1
1500 14,51 29,1
2500 18,20 34,1
5000 29,02 45,4

10000 40,00 56,1
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Figura 20 — A) Ensaio de cada concentracdo apés a reacdo com DPPH, em pg.mL1
més de maio; B) Ensaio de cada concentracdo apds a reacdo com DPPH, em

ug.mL-t més de outubro.

500 pg.mL” 2500 pg.mL” 10000 pg.mL”
1500 pg.mL™* 5000 pg.mL”
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A Figura 21 encontra-se a curva de calibracdo dos valores do potencial da
atividade antioxidante representados graficamente.

Utilizando o Software Microsoft Excel 2010, foi possivel obter a regressao
linear entre as concentracdes utilizadas com o 6leo essencial da espécie M.
guinguenervia e suas respectivas atividades antioxidantes e por meio da equacao da
reta Y= A + BX. Por meio das equacdes foi possivel obter a concentracao eficiente
(CEso), trata-se da quantidade de antioxidante necesséria para decrescer a

concentracao inicial de DPPH em 50%.
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Figura 21 — Curva de reducdo de DPPH do Oleo essencial da espécie M.

guinquenervia.
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Apos a resolucédo do calculo da equacéo da reta, 0 més de maio apresentou
um valor de CEso igual a 12.459,40 pg.mLl. Para o més de outubro o valor
encontrado foi de 7.494,16 ug.mL-1. Esses valores de CEso indicam que a atividade
para 0 més de outubro foi mais eficiente que maio. Porém, para a industria
farmacéutica esse resultado ndo apresentam-se satisfatorio, haja visto que o padréao
de quercetina utilizado apresentou um valor de CEso igual a 10,14 pg.mL-t, bem

inferior ao apresentado pelo 6leo essencial da espécie M. quinquenervia.

4.3.3 Atividade Antibacteriana

Para melhor organizagdo dos bioensaios o0s O6leos essenciais testados

receberam siglas. E seus percentuais de inibicdo encontram-se na Tabela 13.
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Tabela 13 — Bioensaio para o 6leo essencial das folhas da espécie M. quinquenervia

% de Inibicao para Bacillus cereus

Concentracao MQIO1 MQI02 MQV01 MQV02 AMPICILINA
01 (500 pg) *75,19 £ 054 *66,38 £2,52 *83,85 +0,94 *81,09 £2,42 95,36 +0,50
02 (250 pg) 64,22 + 3,50 75,45 + 5,11 15,82 +1,15 52,33 £8,75 95,62 +0,44
03 (125 pg) 6,31 + 2,05 39,96 + 0,87 5,07 +3,09 39,73 £6,55 95,30 £0,88
04 (62,5 pg) 2,02 £ 2,56 7,13 £ 0,19 2,18 £0,77 12,81 +2,73 96,57 +0,72
05 (31,25 pg) 4,24 + 4,98 0,22 + 3,82 0,48 +2,42 -2,18 +3,50 97,33 +1,37

06 (15,625 pg) 0,22 £ 4,72 -0,15 £ 155 -1,30 +3,23 -1,36 +6,19 97,14 +1,01
07 (9,375 pg) 3,96 + 3,23 5,61 + 3,37 -11,38 +5,21  -3,45 £1,93 98,22 +0,77

08 (3,90625 pg) -3,58 £ 1,44 -3,07 + 2,86 -2,12 +0,87 -1,23 +1,12 98,03 + 0,00

% de Inibicdo para Staphylococcus aureus

Concentracéo MQIO01 MQI02 MQVO01 MQVO02 AMPICILINA
01 (500 pg) 48,05 + 9,35 35,16 + 0,85 *51,65 + 0,57 33,29 + 0,99 99,13 +0,20
02 (250 pg) 39,17 + 13,07 45,98 + 2,54 20,57 £ 0,14 41,17 + 0,26 98,99 + 0,64
03 (125 pg) 10,78 £ 7,24 31,45 + 7,23 4,91 £ 2,73 36,69 +7,75 98,46 0,12
04 (62,5 pg) -0,90 + 3,18 2,70 £4,51 -9,42 +1,56 12,22 £+ 4,53 99,40 +0,12
05 (31,25 pg) -6,91 + 2,78 -18,73 +5,76  -18,26 £ 2,97 -4,24 + 3,98 99,80 +0,35

06 (15,625 ug) -6,44 + 2,78 -14,92 + 3,41 -16,19 + 3,45 -7,18 £ 4,25 99,87 +0,31
07 (9,375 pg) -10,52 + 1,56 -19,67 + 2,72 -22,54 +2,92  -12,32 £8,90 100,66 *0,31

08 (3,90625 pg) -15,66 + 3,56 -15,79 + 1,82 -17,83 +£1,84 -8,51 £9,06 100,46 *0,00

% de Inibigcdo para Salmonella typhimurium

Concentracao MQIO1 MQI02 MQV01 MQV02 AMPICILINA
01 (500 pg) *60,51 + 3,42 39,69 + 2,85 14,24 + 4,84 *67,23 £ 2,28 101,48 + 1,07
02 (250 ug) 48,29 + 2,85 16,99 £ 20,05  -32,30 +23,98 44,19 + 2,56 97,85 +1,30
03 (125 pg) 45,40 + 8,26 25,52 +10,77 -51,78 + 25,51 9,27 £+ 4,27 96,78 +1,63
04 (62,5 pg) 47,08 + 0,57 14,44 £ 9,24 -79,58 + 9,77 15,58 £ 1,14 96,64 +0,40
05 (31,25 pg) 45,74 £+ 0,57  -47,21 +95,42 -75,42 + 12,57 0,67 £2,56 101,74 +0,23

06 (15,625 pg) 41,44 + 10,54 -68,44 + 60,47 -91,40 % 43,39 3,22+1,99 99,73 +1,23
07 (9,375 pg) 26,39 + 16,10 -65,21 +80,92 -79,99 +38,47 3,36 £11,68 99,73 +1,16

08 (3,90625 pg) -59,03 +6,27 -91,54 +10,48 -57,69 + 27,60 517 £+2,28 98,38 + 0,00

% de Inibicdo para Citobacter freundii

Concentracéo MQIO1 MQI02 MQVO01 MQV02 AMPICILINA
01 (500 pg) 39,97 + 2,31 54,75 + 1,05 39,59 + 0,36 17,72 +2,30 96,56 + 0,58
02 (250 pg) 42,56 £8,35 47,40 + 3,10 -4,57 £35,70 36,32 +10,97 94,30 % 0,67
03 (125 pg) -35,90 + 16,82 44,32 + 20,08 -58,94 +60,81 41,85 +18,29 88,94 +0,95
04 (62,5 pg) -45,12 +22,83 40,80 £ 0,89  -29,45 +76,43 14,58 £+9,95 92,62 + 3,33
05 (31,25 pg) -41,68 + 2,83 -27,40 + 6,22  -24,26 + 46,55 -22,33 £16,40 96,90 + 0,38

06 (15,625 pg) -28,45 +9,66  -41,56 + 25,42 -53,25 +56,25 -54,34 +23,11 97,31 +1,64
07 (9,375 pg) -50,31 +51,62 -25,01 +2,49 -26,60 +41,45 -58,11 + 14,30 98,07 + 1,13

08 (3,90625 pg) -53,50 +23,45  -2,30 +6,20 -37,08 £+4,94  -47,13 +8,06 90,36 *0,00

*Inibicdo superiores a 50%, calculou-se o ICso

MQIO1: Folhas Frescas

MQVO02: Folhas Secas Verao.

Inverno; MQIO2: Folhas

Secas Inverno; MQVO01l: Folhas Frescas Verao
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Ao analisar a Tabela 13, pode-se verificar que o 6leo essencial da espécie M.
quinguenervia possui agao contra os microrganismos testados. Vale ressaltar que a
bactéria gram-positiva Bacillus cereus foi inibida por todas as amostras de 6leo
essencial testadas e uma maior inibicdo na concentracdo de 500 ug, apresentando
inibicdes que variaram entre 66,38 + 2,52 % e 83,85 * 0,94 %, a0 comparar com a
ampicilina, antibiético jA existente no mercado (padrdo utilizado) que apresentou
inibicdo de 95,36 * 0,50 %, pode-se considerar a eficacia do 6leo essencial em inibir
a bactéria.

Visto que os O6leos testados apresentaram inibicdo superior a 50%, foram

calculados os seus respectivos ICso, que encontram-se na Figura 22.

Figura 22 - Curva de atividade frente a Bacillus cereus para o Oleo essencial das
folhas da espécie M. quinquenervia A) MQIO1: Folhas Frescas Inverno; B) MQIO2:
Folhas Secas Inverno; C) MQVO01: Folhas Frescas Verdo D) MQVO02: Folhas Secas
Verao
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A andlise dos graficos da Figura 22 revelam que os 6leos obtidos no inverno e

com folhas secas apresentaram o menor valor de IC5, (76,57 pg.mL™").

A bactéria Bacillus cereus esta relacionada aos efeitos agudos no trato
gastrintestinal, ocasionando diarréias e vomitos, que em casos mais graves pode
levar a morte. Na maioria das vezes as contaminacfes por esta bactéria estdo
relacionados com a contaminacdo alimentar (MENDES, COELHO, EZEREDO,
2011).

Mendes, Coelho, Ezeredo, (2011) verificaram em seus estudos que a bactéria
Bacillus cereus possui um controle relativamente complicado, pois além de aplicacédo
antibiotico, ha necessidade de uma investigacao alimentar e de fatores externos que
possam estar contaminados.

As segundas melhores inibicdes foram apresentadas contra uma bactéria
gram-negativa a Salmonella typhimurium, com os 6éleos extraidos das folhas frescas
inverno e folhas secas verdo da espécie M. quinquenervia, inibindo 60,51 + 3,42 % e
67,23 + 2,28 % respectivamente de acordo com a Tabela 13. De acordo com 0s

valores de ICso apresentados na Figura 23.

Figura 23 - Curva de atividade frente a Salmonella typhimurium para o 6leo
essencial das folhas da espécie M. quinquenervia A) MQIO1: Folhas Frescas
Inverno; B) MQV02: Folhas Secas Verao
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O ICso igual a 15,99 pug.mL-! apresentado indicam que para o periodo chuvoso
e com as folhas frescas é possivel uma inibicdo eficiente utilizando uma baixa
concentracdo de O6leo essencial da espécie M. quinquenervia. Esse valor vai de
acordo com os valores apresentados na Tabela 13, onde na concentragao de 15,625
Hg o Oleo essencial inibiu 41,44 + 10,54 % e o padrdao de ampicilina na concentracéo
de 15,625 pg inibiu 99,73 + 1,23 %.

A bactéria Salmonella typhimurium também esta relacionada com os
problemas no trato intestinal e que possuem seu controle relacionado com a
aplicacdo de antibiodticos. Esta bactéria também vem apresentando adaptacdo e
resisténcia aos antibidticos ja existentes no mercado, sendo indispensavel o estudo
e descoberta de novas substancias que possam inibir o desenvolvimento desta
bactéria que causa problemas na saude publica (OLIVEIRA et al., 2008;
PRUDENCIO, 2009; BORDIGNON-JUNIOR etal., 2012).

Para a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus pode-se verificar na
Tabela 13 que somente o 6leo essencial extraido no verdo e com folhas frescas
apresentaram uma inibicdo de 51,65 £ 0,57 %, na concentracdo de 500 pug e o

padrdo de ampicilina inibiu 99,13 * 0,20 %. O ICso0 encontra-se na Figura 24.

Figura 24 - Curva de atividade frente a Staphylococcus aureus para o 6leo essencial
das folhas da espécie M. quinquenervia para MQVO01: Folhas Frescas Verao.
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De acordo com Falci (2015) e Duarte; S& (2011) o género Staphylococcus
encontra-se incluido na microbiota humana e pode provocar diversas doencas,
podendo variar de uma simples infeccdo, como espinhas e furdnculos, até as mais
graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico,
septicemia. Das partes do corpo humano de maior incidéncia desta bactéria
encontra-se as fossas nasais, garganta, intestinos e pele (PALOS et al., 2009).

Duarte e S& (2011) ainda destacam que o controle bactéria Staphylococcus
aureus vem sendo realizado por meio do uso de antibi6ticos. E que com o passar
dos tempos a mesma vem se adaptando e aumentando a sua resisténcia, o que
levou a ser uma das espécies de maior importancia no quadro das infec¢des
hospitalares.

Esse fato reforca a importancia de estudo com novos compostos e
principalmente derivados de produtos naturais a fim de inibir o desenvolvimento
dessa bactéria.

A inibicdo para a bactéria gram-negativa Citobacter freundii ndo foram
eficientes, somente o0 06leo essencial do periodo seco e com as folhas secas
apresentaram uma inibicdo de 54,75 + 1,05 % na concentracdo de 500 pg, porém
trata-se de uma inibicdo nao eficiente, visto que o padrao de ampicilina inibiu 96,56 *
0,58 %.

Desta forma, a avaliacdo da atividade biologica inclui a investigacdo da
atividade farmacoldgica e toxicoldégica de substancias isoladas, de fragcbes ou
extratos da droga do vegetal (SONAGLIO, 2004).

Oleos essenciais de varios vegetais vém apresentando 6timas atividades
biologicas, tais como antibacteriana, antifingica e anticancerigena. Estes séo
empregados no controle de diversos microrganismos. Gonzalez et al. (2013)
testaram Oleos essenciais de diferentes espécies contra microrganismos que atacam
a lavoura de tomate, obtendo boa atividade biol6gica, em seus estudos a espécie M.
quinguenervia foi capaz de inibir as principais atividades enzimaticas analisadas.

Vale ressaltar que todos os microrganismos avaliados nos testes bioldgicos
da presente pesquisa, tratam-se agentes causadores de diversas enfermidades na
populacdo, acarretando em prejuizos na saude publica e para o governo no
tratamento das pessoas infectadas com essas doencas (PALOS et al., 2009;
DUARTE; SA, 2011).
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5 CONCLUSAO

Foi obtido o 6leo essencial das folhas de M. quinquenervia pela técnica de
hidrodestilacéo, e as extracbes com material vegetal seco proporcionaram um maior
rendimento para o 6leo essencial sem nenhum prejuizo qualitativo da constituicéo
quimica nos dois periodos coletados, sendo as 18:00 horas o melhor horario para
realizar extracdes e no periodo de estiagem a planta produz mais 6leo, corroborado
por dados da literatura.

Nas coletas realizadas em periodos e horarios diferentes, ndo verificou-se
variacdo qualitativa dos constituintes quimicos, apenas variacdo quantitativa. Foram
identificados 24 compostos e 0s constituintes majoritarios para o 6leo essencial de
M. quinquenervia encontrada em Boa Vista — RR sao: 1,8 cineol, viridiflorol, a-
terpineol, a-pineno, guaiol, oxido de cariofileno, limoneno, mirceno, terpinen-4ol,
respectivamente.

O constituinte de maior percentual foi o 1,8 cineol indicando que a espécie de
M. quinquenervia de Boa Vista — RR pertence ao quimioétipo viridiflorol, contudo a
espécie sintetizou o componente secundario 1,8 cineol. Esse fato estd de acordo
com a literatura onde justifica a variacdo da composi¢cdo quimica dependem das
condicbes de desenvolvimento da planta. E que espécies inseridas no Brasil vém
sintetizando o 1,8 cineol como constituinte majoritario.

Para verificacdo da toxidade dos Oleos frente a A. salina os 6leos coletados
em maio e outubro apresentaram-se com alta toxicidade 375,74 pg.mL! e 359,58
ug.mL® respectivamente, o que indica o uso destes Oleos com promissores
potenciais para atividade bioldgica.

A atividade antioxidante foi apresentada pelos dois 6leos (maio e outubro),
porém a CEso foi superior comparando com o padrdo de quercetina, ndo
apresentando resultado satisfatorio para a industria farmacéutica.

Com relagdo as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas
verificou-se um maior percentual de inibicdo para as bactérias Bacillus cereus e
Salmonella typhimurium. Sendo que todos os 6leos essenciais testados inibira a
Bacillus cereus. Ja para a bactéria Salmonella typhimurium verificou-se um

percentual de inibicdo eficiente utilizando apenas 15,625 pug o 6leo essencial.
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Desta forma vale ressaltar que este trabalho contribui com dados
bibliograficos e cientificos da espécie M. quinquenervia cultivada no estado de
Roraima, com a analise quimica verificou-se que espécie biossintetizou o
constituinte 1,8-cineol como majoritario com porcentagem superior aos estudos
encontrados na literatura, este constituinte é responsavel por inibir microrganimos,
indicando que o 6leo essencial da espécie M. guinquenervia possa vim a ser um
potente antibidtico contra essas bactérias testadas. Necessitando de estudos mais

aprofundados.
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ANEXO 1 — Comprovante de registro para coleta de material botanico, fungico e

microbiolégico
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APENDICE A — Cromatogramas obtidos por Cromatografia Gasosa de Alta
Resolugao (CG-DIC)

Figura 25 — Cromatograma de C11 a C1s por CG-DIC
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Figura 26 — Cromatograma de ions totais
MQFO01 por CG-DIC

do Oleo essencial da M. quinquenervia
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Figura 27 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinquenervia
MQFO02 por CG-DIC
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Figura 28 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinquenervia
MQFO03 por CG-DIC
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Figura 29 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinquenervia
MQFO04 por CG-DIC
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Figura 30 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinquenervia o
MQSO01 por CG-DIC
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Figura 31 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinquenervia
MQSO02 por CG-DIC
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Figura 32 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinguenervia
MQSO03 por CG-DIC
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Figura 33 — Cromatograma de ions totais do 6leo essencial da M. quinquenervia
MQSO04 por CG-DIC
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Figura 34 — Cromatograma de ions totais do 6leo essencial da M. quinguenervia
MQFO5 por CG-DIC
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Figura 35 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinquenervia
MQFO06 por CG-DIC
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Figura 36 — Cromatograma de ions totais do 6leo essencial da M. quinguenervia
MQFO7 por CG-DIC
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Figura 37 — Cromatograma de ions totais do Oleo essencial da M. quinquenervia
MQFO08 por CG-DIC
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