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RESUMO

MAGALHAES, Cassia Gongalves. M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, junho de 2008.
Efeito do estresse hidrico sobre a composi¢do quimica e atividade antimicrobiana
do dleo essencial de trés espécies de Leptospermum J. R. Forst & G.Forst

(Myrtaceae). Orientador: Ant6nio Jacinto Demuner. Co-orientadores: Luiz Claudio de
Almeida Barbosa e Célia Regina Alvares Maltha.

O presente trabalho visou avaliar o efeito do estresse hidrico sobre o teor e a
composicao quimica do oleo essencial das espécies Leptospermum flavescens, L. madidum
ssp sativum ¢ L. petersonii cultivadas no municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Sao
apresentados dados relativos a composi¢ao quimica dos Oleos essenciais das folhas dessas
espécies, além da composicdo do oleo essencial e dos volateis liberados pelas flores de
L. petersonii. A identificacdo dos compostos dos 6leos essenciais foi feita empregando-se
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. Para a determinagdo dos volateis
das flores utilizou-se a técnica de headspace - microextragdo em fase solida. As espécies de
Leptospermum apresentaram padrdes diferenciados na composicdo do o6leo essencial.
Observou-se que apds a ocorréncia de chuvas houve redug¢do no teor do 6leo essencial para
L. madidum ssp sativum ¢ um ligeiro aumento para as demais. O componente majoritario do
Oleo essencial de L. flavescens foi nerolidol (55,1 = 3,4% na estiagem; 68,6 £ 1,8% no
periodo chuvoso). Em L. madidum ssp sativum no periodo de estiagem, os componentes
encontrados em maior propor¢ao foram S-pineno (18,5 £ 0,5%), a-pineno (15,2 £ 0,7%),
o-humuleno (10,2 + 0,2%), 1,8-cineol (7,1 = 0,7%) e trans-cariofileno (5,8 = 0,01%).
Com a ocorréncia de precipitagdo, as concentragdes desses compostos foram alteradas, sendo
o-humuleno o componente majoritario (30,8 =+ 1,2%), seguido de trans-cariofileno
(11,9 £ 0,1%). Tanto no o6leo essencial das flores quanto das folhas de L. petersonii os
principais componentes foram citronelal, neral e geranial, sendo que nas flores as
concentragdes foram de 35,0 £ 0,5%, 16,5 =+ 2,1% e 26,1 £ 0,3%, respectivamente. Nas
folhas, as concentragdes encontradas foram de 33,9 + 0,8% na estagdo seca ¢ 26,5 + 1,0% na
estagdo chuvosa para citronelal, 22,7 + 0,7% e 23,5 £ 1,5% para neral, 29,8 =+ 0,4% e

32,8 +0,5% para geranial. Os principais componentes encontrados nos volateis liberados
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pelas flores de L. petersonii foram citronelal (27,4 £ 1,6%) e fS-citronelol (22,1 £ 3,6%).
Observou-se que o efeito do estresse hidrico sobre o teor € a composicao quimica dos 6leos
volateis ¢ diferente para cada uma das espécies. Avaliou-se a atividade dos Oleos essenciais
obtidos contra as bactérias Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Tanto o
6leo de L. flavescens como o de L. madidum ssp sativum apresentaram atividade contra os
dois primeiros microorganismos, porém foram ineficazes contra E. coli. O o6leo de
L. petersonii inibiu o crescimento de todos os microorganismos testados. Os resultados
obtidos mostram que os 6leos essenciais de Leptospermum podem ser uma alternativa no

controle dessas bactérias que deterioram os alimentos.

viii



ABSTRACT

MAGALHAES, Cassia Gongalves. M. Sc. Universidade Federal de Vigosa, Juny, 2008.
Effect of the water stress on the chemical composition and antimicrobial activity
of the essential oil of three species of Leptospermum J.R. Forst & G. Forst
(Myrtaceae). Adviser: Antonio Jacinto Demuner. Co-Advisers: Luiz Claudio de
Almeida Barbosa and Célia Regina Alvares Maltha.

This study aimed to evaluate the effect of the water stress on the yield and chemical
composition of the of Leptospermum flavescens, L. madidum ssp sativum and L. petersonii
essential oil growing in Vicosa, state of Minas Gerais, Brazil. Result on the compared
chemical composition of the leaves essential oil of these species and the composition of the
essential oil and the volatile release from L. petersonii flowers. Compound identification was
done by gas chromatography - mass spectromety; for determination of the volatile compounds
from flowers was utilized headspace solid-phase microextraction. The Leptospermum species
showed differences within their relative essential oil composition. After rainfall, there was a
reduction in the yield of essential oil for L. madidum ssp sativum and a slightly increase for
others. The major constituent found in the L. flavescens essential oil was nerolidol
(55.1 £ 3.4% in drought; 68.6+ 1.8% in the rainy period). In the L. madidum ssp sativum
essential oil in the drought period, the main compounds were S-pinene (18.5 = 0.5%),
o-pinene (152 £ 0.7%), ahumulene (10.2 £ 0.2%), 1,8-cineol (7.1 = 0.7%) and trans-
cariophyllene (5.8 = 0.01%). With rainfall, the concentration these compounds was changed;
o-humulene (30.8 + 1.2%) and trams- cariophyllene (11.9 = 0.1%) were the main
compounds. As so flowers essential oil as leaves of the L. pefersonii, the main compounds
found were citronellal, neral and geranial; in the flowers the concentration were 35.0 £ 0.5%,
16.5 £ 2.1%, and 26.1 £ 0.3%, respectively. The concentration found in the leaves were
33.9+ 0.8% in drought and 26.5 + 1.0% in the rainy period for citronellal, 22.7 £ 0.7% and
23.5 £1.5% for neral, 29.8 +0.4% and 32.8 +0.5% for geranial. The main compounds in the
volatile emitted for L. petersonii flowers were citronellal (27.4 + 1.6%) and pf-citronellol
(22.1 £ 3.6%). The effect of water stress on the yield and chemical composition of the

volatile oils is different for each species. It was evaluated the activity of the essential oils
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against Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The L. flavescens and
L. madidum ssp sativum oils exhibited activity against Gram-positive bacteria, but were
inactive against E. coli. The L. petersonii essential oil showed activity against all tester
microorganisms tested. The results showed that the Leptospermum essential oils could be an

efficient alternative for the control of foodborne bacteria.



1. INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde a época primitiva na busca
por alivio e cura de doengas, pela ingestao de ervas e folhas. Com o passar do tempo, foram
sendo utilizados também no controle de pragas. Atualmente, muitas espécies e preparados
vegetais medicinais sdo estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de a¢do e no
isolamento dos principios ativos (VIEGAS JR et al., 2006). Além disso, produtos naturais tem
sido uteis como compostos-modelos (“lead structures™) para a obten¢ao de novos farmacos e
para o desenvolvimento de novos agroquimicos (COPPING ef al., 2007).

Dentre os diversos metabolitos secundarios sintetizados pelas plantas, destacam-se os
6leos essenciais, que sdo misturas de diversos compostos volateis, odorificos, insoluveis em
agua e soluveis em solventes organicos. Apresentam uma grande importancia terapéutica e
econdmica. S3o obtidos como misturas por destilagdo de arraste a vapor, que ¢ um dos
métodos mais utilizados para sua extracdo. Sua constituicdo quimica ¢ formada,
principalmente, por terpenos e/ou fenilpropanoides (SILVA et al., 2003).

A sintese e armazenamento de produtos naturais em plantas ¢ um processo dinamico.
Variagdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como as proporcdes relativas de
metabolitos secundarios, ocorrem em diferentes niveis (sazonais e didrios, intraplanta, inter e
intraespecifico) e, apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo dos metabolitos
pode sofrer modificacdes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisiologicos,
evolutivos e ecologicos. Dessa forma, sua sintese ¢ freqiientemente afetada por condigdes
ambientais (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). A limitagdo da quantidade de agua ¢ uma
restricdo ambiental importante para a produtividade das plantas. Deficiéncias de umidade nao
somente limitam o crescimento e a sobrevivéncia das plantas, mas também induzem varias
respostas metabdlicas e fisiologicas. A quantidade de 6leo essencial produzida sob condigao
de estresse hidrico pode ser alterada ou ndo, dependendo da espécie e da magnitude do
estresse (GIRARD, 2005).

As espécies produtoras de oOleos essenciais ndo sdo restritas a grupos taxondmicos
especificos, mas ocorrem amplamente no reino vegetal (SANGWAN et al., 2001). Dentre as
familias de plantas que sintetizam Oleos essenciais, destaca-se a familia Myrtaceae, com cerca

de 130 géneros e aproximadamente 4000 espécies de distribui¢ao predominantemente tropical



e subtropical, concentradas na regido neotropical e na Australia. Representa uma das maiores
familias da flora brasileira, com 23 géneros e 1000 espécies (SOUZA e LORENZI, 2005).
Encontra-se dividida em duas subfamilias: Myrtoideae, de ampla ocorréncia na América
tropical e Leptospermoidae, que ocorre, principalmente, na Austrélia e Ilhas do Oceano Indico
(VIEIRA et al., 2004).

O género Leptospermum, pertencente a subfamilia Leptospermoidae, abrange cerca de
83 espécies de arbustos a pequenas arvores, que possuem freqiientemente folhagem aromatica.
Ecologicamente, espécies de Leptospermum desempenham um importante papel em ambientes
de baixa fertilidade e pouco drenados. Além disso, podem ocorrer como arbustos em sucessoes
ecologicas onde também poderiam ser consideradas tanto como plantas invasoras ou como
espécies uteis para o controle de erosdo, seqiiestro de carbono e restauracao da vegetacdo. Os
principais produtos econdmicos derivados de espécies de Leptospermum sdao arbustos
ornamentais, 6leos essenciais e mel (STEPHENS et al., 2005).

Muitos volateis de flores sdo agradaveis ao olfato humano e tem aplicagdes em
formulagdes de diversos perfumes. O conhecimento sobre componentes especificos em
fragrancias florais pode assim ser usado para a producdo de perfumes sintéticos. Por isso,
muitos estudos tém sido feitos com o objetivo de identificar as substancias responsaveis por
aromas e, dessa forma, realizar a sintese e caracterizacdo de novos compostos odorificos
(LI et al., 2006). O perfume das flores ¢ responsavel por interagdes multiplas entre plantas e
outros organismos. Além disso, pode ser crucial na garantia de fertilizagdo, tendo assim um
relevante impacto sobre o rendimento de colheitas economicamente importantes (CUSTODIO
et al.,20006).

Em muitas espécies de plantas aromaticas, variagcdes na constituicdo quimica do 6leo
produzido sdo utilizadas para identificacdo de distintos quimioétipos (SILVA et al., 2007).
Estudos preliminares indicam a existéncia de quimidtipos em populagdes de espécies de
Leptospermum (DOUGLAS et al., 2004). Dessa forma, espécies de Leptospermum crescidas
no Brasil podem exibir quimidtipos diferentes dos encontrados em outros ambientes, podendo
até haver quimidtipos que tenham aplicagcdes comerciais de maior relevancia na producdo de
o6leos essenciais.

Tendo em vista a grande aplicabilidade dos 6leos essenciais, o género Leptospermum
se apresenta como uma fonte prospera, devido a presenca de compostos com atividade
biologica ja conhecida e, em algumas espécies, a ocorréncia de f-tricetonas na composi¢ao

desses Oleos. Dentre essas substincias pode-se citar a leptospermona (1), importante



constituinte do oleo de essencial de Leptospermum scoparium, que apresenta atividade
fitotoxica, causando o branqueamento ¢ intensa queda das folhas de ervas daninhas
(DAYAN et al., 2007). Essa substancia foi utilizada como composto—modelo para o
desenvolvimento dos herbicidas comerciais sulcotriona (2) e mesotriona (3) (VYVYAN,
2002). Flavesona (4), detectada primeiramente no 6leo essencial de Leptospermum flavescens,
possui atividade antiviral, além de atividade contra bactérias gram-positivas e dermatofitos

(MUSTAFA et al., 2003a; REICHLING et al., 2005; CHRISTOPH et al., 2000).
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Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do estresse hidrico sobre
o teor e a constituicdo quimica do dleo essencial das folhas de Leptospermum flavescens,
Leptospermum madidum ssp sativum e Leptospermum petersonii, além da atividade
antimicrobiana desses Oleos contra as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e Bacillus cereus A16.

Considerando-se também a importancia da investiga¢ao do perfume das flores, no que
se refere a seu uso na perfumaria, além de seu papel crucial na ecologia da polinizagao,
propde-se o também estudo dos volateis liberados pelas flores de L. petersonii crescida no

Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

Espécies da familia Myrtaceae sdo consideradas de importancia econdmica, em razao
de seu uso ornamental, medicinal e condimentar. Botdes de flores de Syzigium aromaticum
(L.) Merr. & Perry (cravo-da-india) e frutos de Pimenta dioica (L.) Merr. (pimenta-da-
Jamaica) sdo usados como tempero. Eugenia sprengelli DC e Callistemon spp R. BR sdo
utilizadas como plantas ornamentais. Psidium guajava Raddi (goiaba), Eugenia uniflora L.
(pitanga) produzem frutos comestiveis (VIEIRA, 2002). O o6leo essencial de Melaleuca
alternifolia foi utilizado na Segunda Guerra Mundial como um agente antimicrobiano geral e
repelente de insetos. Hoje em dia, o 6leo essencial desta espécie, assim como o de
Leptospermum scoparium, ¢ usado como forte agente antimicrobiano em cremes, sabonetes,
anti-sépticos bucais e em outros produtos (LIS-BALCHIN et al., 2000; TAKARADA et al.,
2004). O ¢6leo essencial extraido de folhas de Eucalyptus tereticornis Sm., ¢ rico em cineol e
atua como repelente de insetos, desempenhando também forte agdo larvicida, pupicida e
adulticida  sobre o mosquito Anopheles stephensi Liston (Diptera), vetor da malaria
(NATHAN, 2007).

O género Leptospermum J. R. Forst. & G. Forst., pertencente a familia Myrtaceae,
engloba cerca de 83 espécies de arbustos silvestres a pequenas arvores, nativas principalmente
da Australia, além da Nova Zelandia e Sudeste Asiatico. O nome ¢ derivado do grego Leptos =
fino, e sperma = semente, referindo-se as sementes lineares de plantas deste género (STARR
et al., 2003). Este género se distingue dentro da familia Myrtaceae por suas flores, ja que essas
plantas possuem pétalas e estames livres que sdo menores que as pétalas, além de anteras
versateis, frutos capsulares e folhas alternadas. Espécies de Leptospermum sao encontradas em
muitos tipos de habitat, tais como florestas, ambientes de clima quente e em solos 4cidos com
baixa quantidade de nutrientes. Algumas espécies sao bem conhecidas por sua folhagem
aromatica e sao freqiientemente cultivadas como plantas ornamentais (BROPHY et al., 1998).

PENFOLD (1921, citado por BROPHY et al., 2000a) estudou os o6leos de varias
colecdoes de plantas que ele determinou como sendo de Leptospermum flavescens Sm.
THOMPSON (1989, citado por BROPHY et al., 2000a) concluiu que este taxon de fato
compreendia duas espécies, L. morisonii ¢ L. polygalifolium, esta Giltima com sete subespécies.
Estudos posteriores demonstraram que exemplares considerados como variedades de

L. flavescens sao na verdade espécies distintas (BROPHY er al., 2000a). A espécie



Leptospermum flavescens [Syn. Leptospermum polygalifolium subsp polygalifolium] atinge de
2 a 7 m de altura, sendo algumas vezes levemente aromatica. Do final da primavera ao verao
apresenta flores em forma de taga nas cores branca ou creme e algumas vezes rosea (STARR
et al., 2003). E tradicionalmente usada na Malasia como estimulante de apetite, como remédio
para o estdbmago e na atenuacao de cdlicas menstruais (MUSTAFA et al., 2003a).

Leptospermum madidum ssp sativum ¢ um arbusto arredondado de aproximadamente 3
m de altura. E atrativa pelo exsudato de sua folhagem e tronco, que é colorido. Suas folhas sdo
estreitas e as flores sdo bem pequenas. E uma planta que se desenvolve bem em ambientes de
clima quente (WRIGLEY e FAGG, 1996).

L. petersonii Bailey ¢ um arbusto ou pequena arvore de at¢ 5 m de altura, de tronco
persistente e fibroso, com aparéncia fragmentada. As folhas sdo sésseis e frequentemente
possuem cheiro de limdo. As flores sdo usualmente solitarias, brancas, sendo que as mais
jovens podem se apresentar nas cores vermelha ou violeta, medindo de 10 a 15 mm de
diametro. E encontrada em florestas tropicais, em solos arenosos ou sobre escarpas rochosas
(WRIGLEY e FAGG, 1996). O oleo essencial de L. petersonii foi primeiramente estudado
como sendo de L. citratum, pois ¢ rico em citronelal e citral. Este 6leo tem um agradavel
aroma de limdo, devido a presenca desses componentes. Além disso, desempenha atividade
bactericida semelhante ao eugenol, um dos componentes do 6leo de cravo-da-india, que atua
como analgésico dental (BROPHY et al., 2000b).

Os oOleos essenciais de varias plantas nativas da Austrdlia e Nova Zelandia contém
quantidades relativamente grandes das cetonas naturais leptospermona (1), flavesona (4),
isoleptospermona (5) e grandiflorona (6) (DAYAN et al., 2007), conhecidas como
[-tricetonas. Esses compostos possuem quatro grupos substituintes metila em um anel de seis
membros e um grupo acila (VAN KLINK et al., 1999). Esses 6leos desempenham atividade
fungicida, bactericida, antiviral, inseticida e moluscicida. Os agroquimicos a base de tricetonas
foram provavelmente sintetizados quando se descobriram as propriedades herbicidas de
leptospermona, oriunda da planta Callistemon spp. As industrias tém investido milhdes de
dolares no desenvolvimento e comercializagdo de analogos a leptospermona com atividade

herbicida (DAYAN et al., 2007).
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Tendo em vista a atividade antimicrobiana das p-tricetonas, estudos recentes
propuseram a sintese de analogos a esses compostos, que foram testados contra bactérias ja
resistentes a antibidticos, dentre elas Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis. O composto sintético (7) se mostrou muito eficiente contra as bactérias
citadas, aparentemente devido a sua alta lipofilicidade. A atividade antibacteriana de (7), que
apresentou concentra¢io inibitéria minima (MIC) de 0.5-1.0 mg.mL™", é de mesma ordem de
magnitude que o antibidtico comercial Vancomicina, que ¢ largamente utilizado no combate a

Staphylococcus aureus (VAN KLINK et al., 2005).

O extrato etanolico de L. polygalifolium ssp polygalifolium apresenta atividade
antimicrobiana, antiviral e antiflingica, associada a presenca das tricetonas (8), (9) e (10)

(MUSTAFA et al., 2003a).

(8) R = - CH(CHj3),

(9) R = - CH(CH;)CH,CHj
(10) R = - CH,CH(CH3),




O extrato etandlico das folhas de L. recurvum possui atividade antiviral. Esta planta ¢
endémica em regioes da Maldsia e contém, dentre outros compostos, cianidina, quercetina e
acido elagico (MUSTAFA et al., 2003b).

Documentos historicos reportam o uso de Leptospermum scoparium como remédio
para febre, resfriados, queimaduras e infecgdes da gengiva. A goma desta planta contém
manitol como componente principal, também sendo utilizado para fins medicinais,
especialmente no tratamento da tosse. A madeira desta planta foi utilizada na construcdo de
canoas e na confeccdo de ferramentas para pesca por tribos da Nova Zelandia e colonos
europeus (MADDOCKS-JENNINGS et al., 2005).

Os o6leos volateis das plantas sdo sintetizados e armazenados em estruturas epidérmicas
ou mesofilicas, que tendem a ser caracteristicas do grupo taxondmico ao qual pertencem.
Essas estruturas estdo presentes nas folhas, tronco, raizes, flores e frutos e incluem glandulas
secretoras, pélos ou tricomas glandulares (SANGWAN et al., 2001). A particdo do carbono
fixado fotossinteticamente ¢ um importante componente do mecanismo fisiologico da
producdo de 6leos essenciais. Desse modo, as caracteristicas fotossintéticas e o desempenho
dos tecidos, entre outros fatores, sdo o estagio principal na constru¢ao de carbono disponivel
para a sintese dos componentes dos 6leos (GIRARD, 2005). Os estresses de natureza abidtica,
como radiagdo (alta ou baixa), temperatura (excessivamente elevada ou baixa), precipitacao
(alta, deficiente ou seca total), estresse salino € o solo, bem como estresses de natureza biotica
(herbivoria, patégenos como fungos, bactérias e virus) podem afetar a composi¢ao quimica e a
quantidade de 6leos essenciais produzidos pela planta (VALLAT et al., 2005). Em condi¢des
de baixa disponibilidade de 4gua no solo, fatores fisioldgicos criticos, tais como fechamento
estomatico, declinio na taxa de crescimento, acimulo de solutos e espécies reativas de
oxigénio, bem como a expressdo de genes especificos de protecdo ao estresse podem ser
influenciados. Assim, podem ocorrer alteragdes no metabolismo secundario, geralmente com
um aumento na produgdo de varios destes compostos, tais como glucosinolatos, antocianinas,
alguns terpenos e alcaldides. Exemplos da influéncia do indice pluviométrico na produgdo de
metabolitos secundarios sdo a correlacdo positiva de alguns dos componentes do o6leo
essencial de Santolina rosmarinifolia e a correlagcdo negativa na producao de saponinas, como
a lemmatoxina em Phytolacca dodecandra, com os niveis de precipitacdo (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007).

Odores florais sdo importantes sinais para a comunicagdo quimica entre plantas e

animais polinizadores, estando envolvidos na atragdo e condu¢ao de polinizadores aos 6rgaos



reprodutivos. O perfume da flor, juntamente com a cor sdo considerados os principais sinais
atrativos para insetos, sendo o perfume particularmente importante para espécies noturnas,
quando a percepgdo visual torna-se ineficiente devido a escuridio (DOTTERL et al., 2005).
Alguns compostos volateis tém propriedades fagorrepelentes, sendo produzidos e emitidos
pelas plantas como defesa no ataque contra herbivoros. A investigacao do perfume das flores
representa um importante campo da pesquisa biologica moderna, direcionada para teorias de
reconhecimento bioldgico. Além disso, muitos estudos tém sido feitos com o objetivo de
identificar as substancias responsaveis pelo aroma, podendo assim surgir aplicagdes destas na
industria alimenticia, além da perfumaria (LI et al., 2006).

Teorias modernas estabelecem que todos os metabodlitos secundarios se expressam
como resultado de estimulos e se integram com os sistemas receptores adequados. Isso indica
que um organismo pode produzir padroes completamente diferentes de metabolitos
dependendo das condi¢des ambientais, duragdo e intensidade de estresse, composicdo ¢
plasticidade genética das plantas (SILVA et al, 2007). Dessa forma, espécies de
Leptospermum crescidas no Brasil podem apresentar uma constituicdo quimica diferente da
encontrada em espécies crescidas em outras regides, podendo até haver a ocorréncia de
quimiotipos de maior valor comercial para a produgdo de 6leos essenciais.

O uso de oleos essenciais como ingredientes em alimentos, bebidas, desinfetantes e
cosméticos estd em franca expansdo devido ao crescente interesse dos consumidores em
ingredientes oriundos de recursos naturais, além do aumento no interesse sobre aditivos
potencialmente tuteis. Dentro da vasta série de produtos acima mencionados, extratos naturais
com agradavel cheiro ou sabor podem ainda desempenhar uma acdo conservativa, evitando
deterioracdo, oxidagdo e outros danos causados por microorganismos. Assim, a importancia de
se conduzir estudos sobre Oleos essenciais leva ndo somente & caracterizagdo quimica, como
também a possibilidade de ligar aos constituintes quimicos, propriedades funcionais
particulares (SACCHETTI et al., 2005).

Os ¢6leos essenciais de Leptospermum ndo atraiam a atencdo de quimicos tanto como
outras espécies da mesma familia, como eucaliptos e melaleucas. A consideravel confusdo no
que se referia a identificagdo de muitos taxa desse género foi um fator limitante da
credibilidade de investigacdes anteriores. Conseqilientemente, ha poucos trabalhos descritos na
literatura sobre 6leos essenciais de Leptospermum (BROPHY et al., 1998). Na atualidade, as
espécies do género Leptospermum vém se destacando cada vez mais pelo consumo de dleo

essencial e de mel, devido as suas propriedades medicinais, além de sua utilizagdo como



plantas ornamentais (STEPHENS et al., 2005). Embora seja um género aparentemente pouco
cultivado no Brasil, Leptospermum possui grande potencial para comercializacdo e uso.
Adicionalmente, sua alta plasticidade ecoldgica permite-lhe ocupar diversos tipos de

ambientes e formagdes vegetais, favorecendo e aumentando as chances de seu cultivo em

diversas regides do Brasil.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Obtencao do material vegetal

As amostras de folhas frescas para a determinagdo do teor e da constituicdo quimica do
Oleo essencial de Leptospermum madidum ssp sativum, Leptospermum flavescens e
Leptospermum petersonii (Figura 1) foram obtidas a partir de exemplares adultos, estando a
primeira espécie (1) localizada no Viveiro de Pesquisas do Departamento de Engenharia
Florestal (DEF) da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais, a segunda espécie
(2) localizada no Setor de Dendrologia do DEF (UFV) e a terceira espécie (3) localizada no
quintal da residéncia situada a Rua Maestro Jodo Salgado Amorim, nimero 100, Bairro de
Lourdes, também em Vicosa. Em seguida, foram identificadas, herborizadas e incorporadas ao
acervo do Herbario VIC (L. flavescens e L. petersonii estao registradas sob os nimeros 21524
e 21585, respectivamente) do Departamento de Biologia Vegetal da UFV. As amostras foram
coletadas nos meses de setembro e dezembro de 2007. Cabe ressaltar que a espécie L.
petersonii coletada em dezembro de 2007 estava em periodo de floracdo. As flores desta
espécie foram também coletadas para andlise da constituicdo quimica de seus compostos

volateis e de seu 6leo essencial.

2 3)

Figura 1 — Exemplares das espécies de Leptospermum madidum ssp sativum (1),

L. flavescens (2) e L. petersonii (3).
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As folhas foram coletadas em pontos aleatérios na copa das arvores por volta das 10
horas da manha. As amostras foram divididas em trés partes de até 50 g para a extragao do

oleo.

3.2 - Determinacéo do teor de materia seca

Para a determinacdo do teor de matéria seca foram utilizadas aproximadamente 1g das
diferentes amostras, em triplicata. Estas foram colocadas na estufa a aproximadamente
120 °C por 24 horas. Decorrido este periodo, determinou-se a massa restante, calculando-se

assim, o teor médio de dgua das amostras (ASAE, 2000).

3.3 - Extracdo do 6leo essencial das folhas e flores

Na extragdo do dleo essencial das folhas e flores das plantas, foram utilizadas amostras
inteiras. O processo utilizado na extracdo do dleo essencial para todas as amostras foi a
hidrodestilacdo, realizada por trés horas consecutivas, em triplicata, utilizando-se um aparelho
do tipo Clevenger. O 6leo obtido foi recolhido com aproximadamente 50 mL de dgua e
extraido com pentano (3 x 30 mL). Descartou-se a fase aquosa e a fase organica foi seca com
sulfato de magnésio anidro, sendo o solvente removido sob baixa pressdo, a 40 °C. O 6leo foi
acondicionado em frascos de vidro e mantido sob refrigeragdo a temperatura de
aproximadamente 0 °C até o momento das andlises qualitativa e quantitativa. Determinou-se a
massa do 6leo essencial obtido e a porcentagem correspondente de 6leo em relagdo a massa da

planta seca foi calculada.

3.4 - Analise qualitativa e quantitativa dos 6leos volateis de Leptospermum

As amostras dos 0leos essenciais foram submetidas a andlise por Cromatografia em
Fase Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas e Cromatografia em Fase Gasosa (CG-EM e
CQG, respectivamente). Utilizou-se para este fim um aparelho Shimadzu, modelo GC17A com
detector seletivo de massa (Shimadzu) modelo QP5050. Utilizou-se uma coluna do tipo silica

fundida, com fase estaciondria DB-5 de 30 m de comprimento ¢ 0,25 mm de didmetro
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interno, sendo a espessura do filme de 0,25 pum . As condigdes de andlise foram: detector de
ionizagdo de chama (FID) a 240 °C, fluxo do gas de arraste He de 1,8 mL/min, razdo de split
1:10; pressao inicial da coluna 118 KPa; temperatura do injetor de 220 °C, temperatura inicial
da coluna de 40 °C aumentando na taxa de 3 °C por minuto at¢ 240 °C, permanecendo
constante por 20 minutos. O detector de massas operou com ionizagdo por impacto de elétrons
70 eV com amplitude de varredura de 30 a 700 Da . Foi injetado 1 xL de cada amostra
preparada a partir de 10 mg de dleo essencial, diluidas em 1 mL de diclorometano. As andlises
foram realizadas em triplicata.

A identificacdo dos compostos foi realizada comparando-se os espectros de massas
obtidos experimentalmente com os disponiveis na base de dados do equipamento (Wiley, 7%
edicdao) e também pelo indice de retengdo relativo calculado a partir da inje¢do de uma mistura

de alcanos lineares (ADAMS, 1995).

3.5 - Extracdo dos compostos volateis liberados pelas flores de L. petersonii

Na analise da composi¢ao quimica dos volateis liberados pelas fores de L. petersonii,
utilizou-se a técnica de headspace - microextracao por fase solida (HS-MEFS). Para este fim,
foi utilizada uma fibra revestida de polidimetilsiloxano, com 75 um de espessura. Esta fibra foi
condicionada, via aquecimento no injetor do cromatoégrafo a gas a 120 °C por 1 hora.
Aproximadamente 1 g de flores coletadas as 10 horas da manha foram introduzidas em um
frasco de vidro de 30 mL vedado com um lacre de aluminio e septo de borracha. A fibra de
MEFS foi inserida no frasco permanecendo em contato com os volateis liberados pelas flores
por 40 minutos a 40 °C. Decorrido este periodo, a fibra foi recolhida e transferida para o
injetor do cromatografo. As condi¢des de andlise cromatografica foram: fluxo de gés de
arraste He de 1,8 mL/min, sem divisdo de fluxo (“splitless”); temperatura do injetor de
220 °C, temperatura inicial da coluna de 40 °C aumentando na taxa de 3 °C por minuto até
240 °C, permanecendo constante por 30 minutos. Este procedimento foi realizado em
triplicata. A identificacdo dos compostos foi realizada da mesma maneira que para os dleos

essenciais das folhas e flores de Leptospermum.

12



3.6 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de

Leptospermum

3.6.1 - Microorganismos

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos obtidos, foram empregados os
microorganismos Escherichia coli, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus Al6,
cedidos pelo Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Higiene Industrial do

Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG.

3.6.2 - Manutencéo e ativacdo dos microorganismos

Foram utilizadas culturas de S. aureus, E. coli e B. cereus, que foram mantidas em
tubos Eppendorf de 1 mL em caldo nutriente e glicerol a temperatura de — 80 °C. Para
ativagdo, as culturas de S. aureus, E. coli e B. cereus foram repicadas por duas vezes
consecutivas, por 24 horas, em caldo nutriente (Oxoid *) as temperaturas de 35 °C para os dois

primeiros microorganismos e 32 °C para B. cereus.

3.6.3 - Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Foram avaliadas as atividades dos oleos essenciais de Leptospermum flavescens,
Leptospermum madidum ssp sativum e Leptospermum petersonii extraidos em uma época de
estiagem e apds a ocorréncia de chuvas. Como controle, utilizou-se agua destilada e
esterilizada a 121 °C por 15 minutos. Os experimentos foram conduzidos com trés repeti¢des,
em triplicata. Empregou-se o método de difusdo em disco de papel (AURELLI et al., 1992:
COLLINS et al., 1995), onde discos de 6 mm de didmetro foram impregnados com 10 uL do
6leo essencial. Foram retiradas aliquotas de 0,1 mL da cultura ativada, que foi inoculada
utilizando-se a técnica do espalhamento superficial em agar Mueller Hinton (Oxoid),

adicionado em volumes de 20 mL em placas de Petri com 91 mm de didmetro. Apds a

13



absor¢ao dos microorganismos pelo meio, os discos contendo as amostras foram colocados
sobre 0 meio; as placas foram invertidas e incubadas a temperatura ideal de crescimento dos
microorganismos.

Na avaliacdo da sensibilidade microbiana ao 6leo, utilizou-se o experimento fatorial
3 x 6 (trés microrganismos ¢ seis Oleos essenciais provenientes de Vigosa), disposto no
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticoes. Os resultados foram expressos
empregando-se a média dos diametros dos halos de inibi¢do observados, medidos com régua

milimetrada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Teor do 6Oleo essencial

O teor médio do 6leo essencial, em porcentagem, obtido em relagdo a matéria seca
das espécies de Leptospermum coletadas no periodo de estiagem e apos a ocorréncia de chuvas
pode ser observado na Figura 2. As espécies L. madidum ssp sativum e L. flavescens colhidas
na estagdo seca apresentaram um rendimento de 1,09 £ 0,05% e 1,49 £ 0,2%,
respectivamente. L. petersonii, por sua vez, apresentou um rendimento maior (2,79 + 0,3%).
Observou-se neste trabalho que o rendimento do 6leo essencial apds a ocorréncia de chuvas
apresentou um ligeiro aumento em L. flavescens (1,60 £ 0,2%). Em L. madidum ssp sativum,
contudo, o rendimento do 6leo essencial sofreu uma queda consideravel (0,71 + 0,03%). Os
teores encontrados para o 6leo essencial das folhas e flores de L. petersonii, observadas nessa

espécie apos a estagao chuvosa, foram 3,7 = 0,1% e 1,3 £ 0,1%, respectivamente.

2,5 O Estagéo seca

1,5 | m Estagdo chuvosa

1
07 T

LM LF LP FLP

Teor de 6leo (m/m)
N

Espécies

Figura 2 — Teor (m/m) do 6leo essencial das trés espécies de Leptospermum em relagdo a matéria
seca. LM = L. madidum ssp sativum; LF = L. flavescens; LP = L. petersonii;

FLP = flores de L. petersonii.

O maior teor de 6leo encontrado nas folhas de L. petersonii, em relagdo as flores,
(Figura 2) provavelmente pode estar relacionado ao fato deste 6rgdo estar mais propenso ao
ataque de herbivoros e patdgenos. O periodo de floragdo influencia a produgdo de 6leos

essenciais nas plantas. Nessa época, hd maior consumo de energia, que ¢ destinada a formagao
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dos botdes florais e frutificacao, o que pode levar a diminui¢ao do teor de 6leo essencial em
algumas espécies (SILVA, 2001). Demonstrou-se que na extracdo do o6leo de geranio
(Pelargonium graveolens), o volume de 6leo tende aumentar no pico da floragdo (SANGWAN
et al., 2001). Em Artemisia dracunculus, o maior rendimento do 6leo coincide com o periodo
de floracao (HAY, 1993). Também no presente trabalho, o aumento no rendimento do dleo
essencial de L. petersonii foi constatado quando a planta estava no periodo de floracao, que
coincidiu com a estagio chuvosa. E importante ressaltar a necessidade da avaliagio, em
estudos posteriores, dos fatores estacdo chuvosa e periodo de floracdo para essa espécie
isoladamente, para constatar se eles atuam em conjunto ou nao.

PETROPOULOS e colaboradores (2007) verificaram um aumento no rendimento do
6leo essencial de dois cultivares de salsa (Petroselinum crispum) quando submetidos a estresse
hidrico, o que pode ser comparado aos resultados obtidos com o 6leo de L. madidum ssp
sativum. Em contrapartida, FATIMA e colaboradores (2002) observaram a queda do
rendimento do 6leo essencial de Cymbopogon martinii em periodo de seca, da mesma maneira
que no presente trabalho foi constatada a reducdo do rendimento do 6leo essencial de L.
flavescens e L. petersonii.

Parametros climaticos, tais como temperatura atmosférica e precipitagdo, t€ém sido
apontados como fatores que influenciam a composicao e conteudo de 6leo essencial em
varias plantas aromaticas. O efeito da seca na concentragcdo de metabolitos ¢, em alguns casos,
dependente do grau de estresse e do periodo em que ocorre, sendo que efeitos em curto prazo
parecem levar a uma producdo aumentada, enquanto a longo prazo ¢ observado um efeito
oposto. Um fator contrastante ¢ que a chuva continua pode resultar na perda de substancias
hidrossoltuveis das folhas e raizes por lixiviacdo; sabe-se que isto se aplica a algumas plantas
produtoras de alcaldides, glicosideos e 6leos volateis (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

A umidade do solo tem importante influéncia sobre o comportamento estomatal e as
trocas gasosas nas folhas, diminuindo com o aumento no nivel de estresse hidrico. Tendo em
vista que metabdlitos secundarios sdo formados por carbono fotossintético, a reducdo da
fotossintese devido ao estresse hidrico pode reduzir a quantidade de monoterpenos (DELFINE

et al.,2005).
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4.2 - Composicéo do 6leo essencial

Na tabela 1 estdo relacionados os principais componentes do 6leo essencial das folhas
de Leptospermum coletadas nos meses de setembro (estacdo seca) e dezembro (estagdo
chuvosa) de 2007 e das flores de L. petersonii coletada em dezembro de 2007. As espécies de
Leptospermum apresentam padrdo diferenciado na composi¢do do o6leo essencial. O o6leo
essencial extraido das folhas de L. madidum ssp sativum cultivadas na Australia apresenta
como principais constituintes os compostos S-pineno (16%), a-pineno (9%), y-terpineno
(7%), 1,8-cineol (4%), biciclogermacreno (4%), terpinoleno (3%), o-terpineol (1-3%),
[P-cariofileno (2-7%), calameneno (3%), globulol (2%), o, - ¢ y-eudesmol (9 % no total)
(BROPHY et al., 2000a). No periodo de estiagem, o componente encontrado em maior
propor¢ao no 6leo essencial da espécie L. madidum ssp sativum cultivada em Vigosa foi o
[pineno (18,5 £ 0,5%), seguido dos compostos a-pineno (15,2 = 0,7%), a-humuleno
(10,2 £ 0,2%), 1,8-cineol (7,1 £ 0,7%) e trans-cariofileno (5,8 £ 0,01%). Com a ocorréncia
de chuvas, a concentragcdo desses compostos foi alterada, sendo constatadas a auséncia de o-
pineno e um forte declinio na concentracdo de S-pineno (0,3 + 0,04%), além da queda
consideravel da concentragdo de 1,8-cineol (0,4 = 0,07%). Em contrapartida, trans-
cariofileno sofreu um ligeiro aumento (11,9 = 0,1%) e a-humuleno teve um aumento
consideravel (30,8 =+ 1,2%), sendo o componente majoritario na estagdo chuvosa. De maneira
analoga, em estudos feitos com Pinus sylvestris L., a concentracdo de f-pineno aumentou
consideravelmente sob seca severa (VALLAT et al., 2005). f-pineno ¢ encontrado em grandes
quantidades em esséncias de limao. Possui atividades antioxidante e estrogénica conhecidas,
bem como atividade antiespasmoddica (BELLETTI ef al., 2004). O componente a-humuleno
se encontra na propor¢do de 13,1% do oleo essencial das folhas de Eugenia zuchowskiae
(Myrtaceae), onde desempenha atividade citotoxica frente a células tumorais humanas,
incluindo o adenocarcinoma mamario (COLE et al., 2007). Além disso, a-humuleno possui
atividade antiinflamatoria, que foi confirmada a partir de estudos feitos com o 6leo essencial
de Cordia verbenacea (FERNANDES et al., 2007).

Dentre os constituintes observados no oleo essencial de L. madidum ssp sativum apos a
ocorréncia de chuvas, alguns compostos ndo tiveram sua identificacdo realizada pelo indice de
retengdo relativo. Sugere-se que esses compostos pertencam a classe dos sesquiterpenos. Os

compostos 58, 63, 64 e 70 possuem os seguintes fragmentos nos seus espectros de massas:
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58 m/z (%): C1sHas; M™ 204 (18), 161 (33), 121 (86), 107 (64), 93 (96), 79 (59), 55 (38),
41 (100).
63 m/z (%): CisHao; M' 202 (11), 159 (100), 131 (11), 105 (18), 77 (6), 55 (4), 41 (17).
64 m/z (%): C1sHas; M' 204 (21), 161 (47), 119 (100), 105 (76), 77 (15), 41 (47).
70 m/z (%): C1sHx40; M 220 (2), 205 (23), 187 (10), 159 (19), 119 (28), 91 (38),
43 (100).

Os espectros de massa dos compostos 58 e 63, de maior concentragdo, estao

apresentados nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 - Espectro de massa do composto ndo identificado (n° 58, TR = 36,019 minutos),
presente no 6leo essencial de L. madidum ssp sativum na estagao chuvosa.
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Figura 4 - Espectro de massa do composto ndo identificado (n° 63, TR = 37,080 minutos),
presente no 6leo essencial de L. madidum ssp sativum na estagdo chuvosa.
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Tabela 1 - Teores (%) dos componentes dos 6leos essenciais das trés espécies de Leptospermum determinados por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas

L. madidum ssp sativum L. flavescens L. petersonii Flores de L. petersonii

Estacéo Estacéo Estacéo Estacéo Estacéo Estacéo gstagéo Chuvosa X
N° Constituinte IR Seca* Chuvosa* Seca* Chuvosa* Seca* Chuvosa* HD MEFS
1 a-tujeno 930 0,1 £0,05 - - - - - - -
2 a-pineno 938 152 +£0,7 - 21+0,6 0,2 + 0,03 - - - 4,1+ 0,2
3 benzaldeido 965 0,6 +0 - - - - - -
4  p-pineno 980 18,5+0,5 0,3+0,04 56 +1,4 0,3 + 0,08 - - - -
5 B -mirceno 993 0,6 +£0,1 - 0,4 + 0,09 - 0,6 + 0,1 0,3+0,2 0,6 + 0,04 10,7 £ 0,5
6 Acetato de (Z)-hex-3-en-1-ila 1015 - - - - - - 3,2 +£ 0,07
7 o-terpineno 1017 0,3 £ 0,05 - 0,2 +£0,02 - - - - -
8 p-cimeno 1027 - - 0,5 + 0,08 0,5+0,1 - - - -
9 limoneno 1031 0,2 + 0,04 0,1 +£ 0,03 2,6 +0,6 - - - -
10 1,8-cineol 1035 7,1+0,7 0,4 + 0,07 29+1,0 0,6 + 0,08 - - - -
11 B-ocimeno 1053 1,5+0,5 0,1 £ 0,03 - - - - - 21+0
12 y-terpineno 1062 0,6 =01 0,1 £ 0,01 22+03 0,5 + 0,07 - - - -
13 a-terpinoleno 1089 0,4 +0/1 - 0,6 + 0,06 - - - - -
14 linalol 1102 - 0,2 £ 0,05 0,1 + 0,03 - 1,5+ 0,04 1,6 £ 0,06 2,5+ 0,05 1,1 £ 0,02
15 oxido de rosa 1115 - - - - - - - 0,7+0,3
16 endo-fenchol 1116 - - 0,3 + 0,01 02+0 - - - -
17 cis-p-ment-2-en-1-ol 1124 - - 0,2 + 0,01 - - - -
18 isopulegol 1150 - - - - 3,4+0,2 3,7 +0,6 4,1 + 0,1 22 +0,3
19 hidrato de canfeno 1152 - - 0,1 + 0,01 - -
20 citronelal 1154 - - - - 339 +0,8 26,5+1,0 350+ 0,5 274 +£1,6
21 borneol 1171 - - 0,4 +0,5 0,3 £ 0,01 - - - -
22 neo(iso)isopulegol 1175 - - - - - 0,5 £ 0,01 -
23 terpinen-4-ol 1178 - 0,7 + 0,06 7,2+ 05 4,7 +£0,3 - - - -
24 p-cimen-8-ol 1190 - - 0,1 + 0,02 - - - - -
25 a-terpineol 1194 3,7+£0,05 22 +0,7 3,1+£0,3 2,2 +0,1 - - - -
26 p-citronelol 1238 - - 0,04 + 0,01 0,1 £ 0,01 4,0%0,3 22,1 £3,6
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Tabela 1 — (Continuagdo) - Teores (%) dos componentes dos 6leos essenciais das trés espécies de Leptospermum determinados por

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

L. madidum ssp sativum L. flavescens L. petersonii Flores de L. petersonii

Estacédo Estacéo Estacado Estacédo Estacéo Estacado Estacdo Chuvosa
N° Constituinte IR Seca* Chuvosa* Seca* Chuvosa* Seca* Chuvosa* HD* MEFS*
27  neral 1239 - - - - 22,7 £ 0,7 235 +1,5 16,51 2,2 2,4 0,1
28  geraniol 1257 - - - - 1,2 +0,1 1,7 £ 0,1 1,81+ 0,02 2,0 +0,08
29  geranial 1269 - - - - 29,8 + 0,4 32,8 £0,5 26,1%+0,3 2,0 05
30 geranato de metila 1330 - - - - - - - 1,2 £04
31 &6-elemeno 1341 - 0,1 £ 0,01 - - - - - -
32 a-cubebeno 1352 0,5 +£0,05 0,6 £0,2 - - - - - 0,3 £0,2
33  acetato de citronelila 1359 - - - - 1,0+ 0,07 1,0 £ 0,01 2,0+ 0,04 0,7 0,6
34  eugenol 1362 0,3 £0,03 0,3 £ 0,1 - - 0,3 +£ 0,01 0,3 £ 0,04 0,9+ 0,02 -
35 acetato de nerila 1369 - - - - 0,5 + 0,05 0,04 £ 0 0,3% 0,02 -
36 a-ilangeno 1375 - 0,3 + 0,04 - - - - - -
37 a-copaeno 1380 1,0 £0,09 0,5+0,2 0,1 + 0,01 0,2 + 0,03 - - - 0,4 +0,3
38 acetato de geranila 1387 - - - - 0,5 + 0,05 0,7 + 0,06 0,5+ 0,01 -
39  p-burboneno 1388 - 0,05 £ 0,02 - - - - - -
40 p-elemeno 1393 0,3 £0,03 02+0 0,3 £ 0,03 0,5+ 0,2 0,1 + 0,03 0,4 + 0,03 0,1x0 39112
41  a-gurjuneno 1412 0,6 +£ 0,03 1,1+ 0 - - - - - -
42  trans-cariofileno 1424 5,8 + 0,01 11,9 £ 0,07 1,1 £ 0,2 1,2 + 0,1 - - - 0,4 + 0,05
43  p-gurjuneno 1435 - 0,7 £ 0,05
44  aromadendreno 1443 15+0,2 2,8 +0,2 - - - - - -
45  acetato de cinamila 1453 - - - - - - 0,1%0 -
46  a-humuleno 1459 10,2 +0,2 30,8 £1,2 0,8 + 0,1 1,1£0,2 - - - -
47  (E)-p-farneseno 1461 - - 1,5 + 0,02 1,4 £ 0,06 - - - -
48 aloaromadendreno 1465 0,9+ 0,07 1,2 + 0,04 - - - - - -
49  fp-chamigreno 1470 - - 0,5 + 0,06 0,6 0 - - - -
50 y-muuroleno 1477 1,1+0,05 0,6 + 0,08 - - - - - -
51 Germacreno D 1480 1,1+ 0,05 2,2 +0,1 - - - - - -
52  p-selineno 1489 0,3%+0,03 - - - - - - -

20



Tabela 1 — (Continuagdo) - Teores (%) dos componentes dos Oleos essenciais das trés espécies de Leptospermum determinados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

L. madidum ssp sativum L. flavescens L. petersonii Flores de L. petersonii
Estacéo Estacéo Estacdo Estacdo Estacgdo Estacdo Estacdo Chuvosa
N° Constituinte IR Seca* Chuvosa* Seca* Chuvosa* Seca* Chuvosa* HD' MEFS’
53 cis-p-guaieno 1491 - - 1,9+0,2 - - - - -
54 valenceno 1492 - - - - - - - 0,7 0,6
55 a-selineno 1500 - - 22 £0,3 3,0£0,2 - - - -
56 Dbiciclogermacreno 1501 - - - - - - - 1,4 £0,7
57 Ledeno 1501 6,3 £ 0,1 - - - - - - -
58 né&o identificado 1508 - 10,5 £ 0,2 - - - - - -
59 farneseno 1512 - - - - - - - 0,3 £ 0,04
60 y-cadineno 1518 0,3 £ 0,04 - - - - - - -
61 cis-calameneno 1528 2,4%0 - - - - - - -
62 d-cadineno 1529 - - 0,6 0,1 0,8+ 0,1 - - - 0,2 £0,02
63 nao identificado 1535 - 6,6 + 1,1 - - - - - -
64 nao identificado 1543 - 3,011 - - - - - -
65 germacreno B 1562 0,7+ 0,04 04+ 0 - - - - - -
66 ledol 1568 - 0,2 = 0,01 - - - - - -
67 nerolidol 1570 4,8+ 0,05 - 55,1 +3,8 67,6 +0,4 - - - -
68 oxido de cariofileno 1577 - - 0,1+ 0,1 0,2+ 0,03 - - - -
69 espatulenol 1585 - - - - - 0,1*0 - -
70 nao identificado 1589 - 24 +0,2 - - - - - -
71 viridiflorol 1595 2,0+ 0,03 27+ 04 - - - - - -
72 E,E-farnesol 1730 - 0,1+ 0,01 - - - - - -
TOTAL 87,7 82,7 92,8 85,6 95,0 93,0 95,0 89,5

IR = indice de retengdo calculado; (*) = média + desvio padrao; HD = hidrodestilagdo; MEFS = microextragdo em fase solida.
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Os compostos citronelal (33,9 + 0,8% estacdo seca; 26,5 + 1,0% estagdo
chuvosa), neral (22,7 £ 0,7%; 23,5 +1,5%) e geranial (29,8 + 0,4%; 32,8 +0,5%) se
apresentam como principais constituintes do 6leo essencial de L. pefersonii cultivada em
Vigosa em ambos os periodos. Os compostos S-mirceno, citronelal e acetato de nerila
presentes no 6leo essencial desta espécie sofreram aumento na concentragao no periodo de
seca, ao passo que neral, geranial e acetato de geranila apresentaram diminui¢do de
concentracdo neste periodo. Em estudos feitos com o oleo essencial de Cymbopogon
martinii, o teor de acetato de geranila diminuiu acentuadamente em todos os cultivares na
estacdo seca. Nesta espécie, supde-se que o geraniol esteja armazenado ou foi
transformado em outros metabdlitos secundarios. Contudo, parece que a conversdo do
geraniol em acetato de geranila ¢ inibida em plantas submetidas a secas intensas e, como
resultado, observam-se o aumento na concentragdo de geraniol e diminuicdo da
concentracdo de acetato de geranila. Essas alteragcdes na composi¢do do 6leo essencial
podem ser conseqiiéncia do efeito do estresse hidrico sobre enzimas envolvidas na
biossintese dos monoterpenos. A atividade de geraniol-desidrogenase, por exemplo, que
estd envolvida na catdlise da transformagdo geraniol-citral, ¢ modulada pelo estresse
hidrico (FATIMA et al., 2002).

Estudos da composi¢do quimica do 6leo essencial de L. petersonii cultivadas na
Australia resultaram na identificagdo de trés diferentes quimidtipos: (a) a forma comum
(‘Type’), que possui cheiro de limdo e alta concentragdo de aldeidos, e é composta de
citral (45-50%) e citronelal (35%); (b) variedade A, que apresenta agradavel odor, mas
possui ao invés de aldeidos, alto teor de terpenos, tais como y-terpineno, a-pineno €  p-
cimeno, além de uma série de compostos ndo identificados; (c) variedade B, que possui
odor de rosas e contém citral (16-20%), geraniol, citronelol e seus ésteres (Brophy et al.,
2000b). A analise quimica do 6leo essencial de L. petersonii cultivada no municipio de
Vigosa mostrou que este se enquadra na forma comum (‘Type’). Este quimidtipo tem sido
desenvolvido para aplicacdes comerciais em paises como Quénia ¢ Guatemala, além da
Australia (BROPHY et al., 2000b).

A analise do 6leo essencial das flores de L. petersonii coletadas no més de
dezembro de 2007 no municipio de Vigosa mostrou que a composicdo deste ¢ bastante
semelhante a do Oleo essencial extraido das folhas dessa espécie. Apresenta como
principais constituintes os compostos citronelal (35,0 = 0,5%), neral (16,5 + 2,1%) e

geranial (26,1 = 0,3%). Os principais componentes encontrados nos volateis liberados
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pelas flores de L. petersonii foram citronelal (27,4 + 1,6%) e S-citronelol (22,1 = 3,6%).
Citronelal estd presente em altas concentracdes no 6leo essencial de Eucalyptus citriodora
e ¢ o componente principal de Melissa officinalis ssp officinalis (NHU-TRANG et al.,
2006). E utilizado como material basico para a sintese de iononas e vitamina A; possui
acdo repelente contra insetos, além de agdo fungicida e bactericida (CASTRO et al., 2007).
Além de atrair polinizadores, outro importante papel dos volateis liberados pelas flores ¢ a
protecdo dos orgaos reprodutivos e suas células germinativas contra patdogenos ou danos
causados por O3 (HOLOPAINEN, 2004).

O citral, presente no 6leo essencial de L. petersonii, existe naturalmente como uma
mistura dos isdmeros neral e geranial. Estes sdo conhecidos como citral A e citral B,
respectivamente. Sabe-se que o citral tem propriedades antiinflamatdria e antimicrobiana,
além de ser empregado na industria alimenticia. FISCHER e colaboradores (2007)
verificaram a atividade antibacteriana do citral presente no o6leo essencial de bergamota
(Citrus bergamia) contra Arcobacter butzleri. Estudos feitos com o 6leo das cascas de
limdo (Citrus limon) e laranja (Citrus sinescens) mostraram a atividade inseticida do citral
contra Culex pipiens quinquefasciatus na fase adulta (YANG et al., 2005). Citronelal, neral
e geranial, principais constituintes do 6leo essencial de L. petersonii, exibiram atividade
antifingica contra os dermatofitos Mycrosporum canis, Mycrosporum gypseum €
Trycophyton mentagrophytes. Entretanto, o geranial se mostrou como constituinte
antifungico mais ativo dentre esses compostos (PARK et al., 2007).

Leptospermum flavescens creescida na Austrdlia produz um 6leo no qual os
principais componentes sido a-eudesmol (4-13%), S-eudesmol (5-27%), y-eudesmol
(9-17%), além dos sesquiterpenos espatulenol, viridiflorol e globulol (1-2% para os trés
compostos), biciclogermacreno (1-2%), B-cariofileno (1-2%) e aromadendreno (0,5-0,7%).
Os principais monoterpenos sao a-pineno (1-10%), S-pineno (5-24%), y-terpineno
(0,9-2%) e p-cimeno (1-3%) e os alcoois terpinen-4-ol (4-6%) e a-terpineol (0,8-2%)
(BROPHY et al., 2000a). No oleo essencial de L. flavescens crescida no municipio de
Vicosa, o sesquiterpeno nerolidol se apresentou como componente majoritario, exibindo
uma concentragdo de 55,1 = 3,4% na época de estiagem, aumentando para 67,6 + 0,4%
na estacdo chuvosa. Outros componentes que sofreram variagdes mais significativas com
relacdo ao estresse hidrico nessa espécie foram a-pineno (2,1 + 0,6% na estacdo seca;
0,2 £ 0,03% na estacdo chuvosa), fpineno (5,6 £ 1,4%; 0,3 = 0,08%), y-terpineno
(2,2 £ 0,3%; 0,5 + 0,1%), 1,8-cineol (2,9 £1,0%; 0,6£0,1%) e terpinen-4-ol
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(7,2 £ 0,5%; 4,7 £ 0,3%). Esses compostos, porém, apresentaram diminui¢cao no teor
com a ocorréncia de chuvas. Isso estd de acordo com estudos de DELFINE e
colaboradores (2005), que mostraram o aumento da concentracdo de 1,8-cineol e -
terpineno nos Oleos essenciais de Mentha spicata e Rosmarinus officinalis quando
submetidos a secas severas. A presenca de altas concentragdes de nerolidol em L.
flavescens crescida em Vigosa sugere que esta espécie pode ser utilizada como fonte
alternativa deste composto, que ¢ usado como flavorizante, aromatizante e tem o poder de
aumentar a permeabilidade de drogas de uso tépico (LEE et al., 2007). Altas
concentragdes de nerolidol (66%) sdo encontradas também em um dos quimioétipos de
Leptospermum novae-angliae (BROPHY et al., 1999). Estudos recentes mostraram a
atividade antifingica do nerolidol contra fungos da espécie Mycrosporum gypseum,
causadores de dermatites (LEE et al., 2007). Demonstrou-se também que o nerolidol ¢ a
substancia larvicida de Myroxylon balsamum (6leo vermelho), mostrando-se bastante
eficaz sobre larvas de terceiro estddio de Aedes aegypti, mosquito transmissor da dengue
(SIMAS et al., 2004).

A Figura 5 mostra a comparagdo dos teores de monoterpenos e sesquiterpenos
encontrados nos 6leos essenciais das espécies de Leptospermum estudadas com relacdo a
disponibilidade hidrica. Observou-se a predominancia de sesquiterpenos no 6leo essencial
de L. flavescens em ambas as condi¢des. Na espécie L. madidum ssp sativum, porém, ha o
predominio de monoterpenos na estacdo seca, contrastando com o predominio de
sesquiterpenos na estagdo chuvosa, enquanto para L. petersonii observou-se o predominio
de monoterpenos em ambos os periodos. Tanto no 6leo essencial das flores de L. petersonii
quanto nos volateis liberados pelas mesmas, observou-se o predominio de monoterpenos.
Feita a andlise do 6leo essencial das trés espécies, observou-se um aumento no teor de

sesquiterpenos na estacdo chuvosa.
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Figura 5 — Comparagdo dos teores (%) de monoterpenos e sesquiterpenos presentes no 6leo
essencial das folhas de L. madidum ssp sativum (LM), L. flavescens (LF),
L. petersonii (LP) na estagdo seca (a) e chuvosa (b); FLP = dleo essencial das

flores de L. petersonii; VFLP = volateis das flores de L. petersonii.

A mudanga nos teores desses componentes nos Oleos essenciais pode estar
relacionada ao fato de que sesquiterpenos sdo provavelmente substituidos por
monoterpenos quando a seca ¢ prolongada, pois esta poderia impedir a ciclizagdo dos
precursores de sesquiterpenos. A diferente resposta a seca desses dois tipos de
componentes poderia estar ligada ao fato de que esses isoprendides tém diferentes
caracteristicas fisico-quimicas e sdo sintetizados em locais distintos. Monoterpenos atuam
mais rapidamente na protecdo da planta contra secas severas. A emissdo de sesquiterpenos
na atmosfera contribui para a formacao de aerossol, que ¢ uma efetiva prote¢do contra o
excesso de radiagao UV-B (HOLOPAINEN, 2004). Contudo, a formacao de aerossol pode
contribuir para irregularidades no regime de chuvas; isso explicaria porque algumas
plantas param de produzir sesquiterpenos sob estresse hidrico severo. Como exemplo,
estudos recentes demonstraram a queda na producdo do sesquiterpeno aloaromadendreno
em Pinus hapelensis e Quercus coccifera quando submetidas a estresse hidrico, chegando
a ponto de auséncia na produgdo desse composto quando sob secas severas (ORMENO et
al., 2007). Terpenos detém herbivoros e atraem polinizadores; podem estabilizar e proteger
a membrana da planta contra altas temperaturas. Além disso, podem agir como
antioxidantes nas folhas. Dessa forma, em plantas submetidas a estresse hidrico, pode

haver aumento na concentragao de componentes com propriedades antioxidantes, como
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eugenol, timol e carvacrol (DELFINE et al., 2005; LEE ef al., 2005). Estudos feitos com o
oleo essencial das folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) mostram que antioxidantes
(tocoferois, carotendides e diterpenos abietanos) aumentam quando a planta ¢ submetida a
secas severas. A acumula¢do de monoterpenos em folhas sob estresse hidrico pode ter
fungdes ecologicas, tais como defesa ou armazenamento. A constru¢do de metabolitos
secundarios poderia também aliviar danos oxidativos causados pela acumulacgao de radicais
livres sob condi¢des de estresse hidrico, ja que terpenos podem repor a fotorrespiragdo em
protecdo a fotodanos sob condi¢des de estresse (DELFINE et al., 2005).

Mudangas na composi¢do de metabdlitos secundarios podem, no caso de uma
colheita de valor econdmico, ter uma significante influéncia sobre o sabor e aroma. O
estresse hidrico ¢ conhecido como fator abidtico chave, influenciando profundamente o
metabolismo da planta. Ele altera de maneira bastante acentuada o deslocamento de
carbono entre raizes e galhos, além da troca e deslocamento de nutrientes, com maiores
implicacgdes sobre a emissao de volateis e a ecologia (VALLAT et al., 2005). Variagdes na
composicdo quimica do o6leo de véarias espécies de Leptospermum sdo observadas em
espécies coletadas de diferentes localidades. Como exemplo, o Odleo essencial de
L. scoparium crescida na Australia apresenta maiores niveis de monoterpenos que o 6leo
da mesma espécie crescida na Nova Zelandia. Além disso, a variedade australiana da
espécie apresenta baixos niveis ou até mesmo auséncia de tricetonas, ao contrario da
variedade neozelandesa (DOUGLAS et al., 2004). Isso explicaria a auséncia dos
compostos a-, [ e y-eudesmol no oOleo essencial de L. flavescens crescida em Vigosa,
contrastando com niveis bastante significativos desses compostos na variedade australiana
(BROPHY et al., 2000a). De maneira analoga, as tricetonas flavesona e leptospermona,
observadas primeiramente no 6leo essencial de L. flavescens nao foram identificadas em
estudos realizados por BROPHY e colaboradores com plantas da referida espécie
(MUSTAFA et al., 2003a).

Pelos dados descritos na literatura e comparagdo com os resultados obtidos neste
trabalho, € possivel verificar que existe variagdo entre os compostos majoritarios presentes
no Oleo essencial das espécies estudadas. A variacdo na constituicdo quimica das amostras
em diferentes trabalhos leva a crer que se trata de quimidtipos diferentes, o que enfatiza a
importancia do estudo da composi¢do quimica dessas espécies cultivadas em diferentes

regioes.
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4.3 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana

O diametro do halo obtido devido a acdo antimicrobiana do 6leo das espécies de
Leptospermum estudadas sobre os trés microorganismos reflete a inibig¢do significativa do
6leo essencial sobre os microorganismos estudados. Pela andlise dos resultados obtidos,
observou-se que os Oleos essenciais das espécies de Leptospermum estudadas exibiram
atividade antimicrobiana diferenciada, sendo mais eficazes contra as bactérias Gram-
positivas Bacillus cereus e Staphylococcus aureus que contra a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli (Tabela 2). O 6leo essencial de L. flavescens exibiu atividade contra S.
aureus € B. cereus, mas foi inativo para E. coli (Figura 6).

Os valores dos halos de inibigdo exibidos pelo dleo essencial de L. flavescens
contra os microorganismos citados foram estatisticamente iguais em ambas as estacoes.
Essa atividade contra bactérias Gram-positivas pode estar relacionada a alta concentragdo
de nerolidol presente nessa espécie coletadas em ambas as estagdes. De maneira analoga,
as propriedades antibacterianas do oOleo essencial de Momordica charantia foram
relacionadas ao alto teor de nerolidol nela encontrado (BRACA et al.,2008). Sugere-se que
a atividade deste composto sobre esses microorganismos estd relacionada ao dano causado
a membrana celular da bactéria (INOUE et al., 2004). Estudos preliminares revelam que o
nerolidol ¢ praticamente inativo contra E. coli (KIM et al., 1995). CUNICO et al (2007)
avaliaram as propriedades antibacterianas do 6leo essencial de Otfonia martiana Miq., que

possui nerolidol como componente principal e ndo apresentou atividade contra E. coli.

Figura 6 - Halo de inibi¢ao observado na superficie do meio Mueller Hinton devido a agdo
antimicrobiana do dleo essencial de L. flavescens na estagdo chuvosa (LFB) e do controle (C)

contra E. coli.
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Tabela 2 - Valores médios para o tamanho do halo (cm) observado na superficie do meio
Mueller Hinton devido a ag@o antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas das espécies de
Leptospermum estudadas com relagdo a disponibilidade hidrica.

Oleo Estacédo B. cereus S.aureus E. coli
Controle 0,60+0,00eA’ 0,60+0,00cA 0,60+0,00cA
L. madidum sativum  Seca 1,87+0,12cA 1,03+0,03bB 0,60+0,00cC
L. madidum sativum  Chuvosa 1,20+0,00dA 1,07+0,07bB 0,60+0,00cB
L flavescens Seca 1,124+0,05dA 0,87+0,09bB 0,60+0,00cC
L flavescens Chuvosa 1,10+0,10dA 0,90+0,06bA 0,60+0,00cB
L petersonii Seca 4,17+0,27aA 2,07+0,17aB 0,83+0,07bC
L petersonii Chuvosa  3,77+0,14bA 2,10+0,10aB 1,13+0,09aC

"Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra mintiscula nio diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Médias na mesma linha seguidas da mesma letra maiuscula ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O oleo essencial de L. madidum ssp sativum exibiu estatisticamente a mesma
atividade contra S. aureus em ambas as estacOes, sendo mais eficaz contra B. cereus na
estagdo seca (Tabela 2 e Figura 7). Na estagdo seca, o Oleo essencial dessa espécie
apresenta altas concentragdes de a-pineno, A-pineno e 1,8-cineol, que possuem forte
atividade contra B. cereus (MAGWA et al., 2006). Pode-se relacionar a inibi¢do do
crescimento de S. aureus a presenga dos compostos terpinen-4-ol e a-terpineol, que sao
ativos contra o microorganismo citado e podem exercer um efeito sinergistico entre os
componentes do 6leo essencial, potencializando sua atividade biologica (MATASYOH et
al., 2007, DORMAN e DEANS, 2000). Assim como L. flavescens, o 0leo essencial de L.
madidum ssp sativum ndo mostrou atividade contra a bactéria E. coli. De maneira analoga,
o 6leo essencial de S. tomentosa, rico em a-pineno e f-pineno, possui atividade contra B.

cereus € S. aureus, porém ndo ¢ eficaz contra E. coli (TEPE et al., 2005).
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Figura 7 - Halo de inibi¢do observado na superficie do meio Mueller Hinton devido a agéo
antimicrobiana do o6leo essencial de L. madidum ssp sativum na estagdo seca (LMA) e chuvosa

(LMB), de L. flavescens na estacdo seca (LFA) e do controle (C) contra B. cereus.

O oleo essencial de L. petersonii foi o mais eficiente dos oOleos estudados,
apresentando atividade antimicrobiana contra todos os microorganismos testados, devido
principalmente ao alto conteudo de citral e citronelal nele presente. B. cereus foi
extremamente sensivel ao 6leo dessa espécie na estacdo seca, exibindo um halo de
4,17 cm. Para S. aureus, a inibi¢do do crescimento foi estatisticamente igual no periodo de
estiagem e apods a ocorréncia de chuvas (Figura 8). Estudos feitos com o 6leo essencial de
Cunila galioides mostram a alta atividade do citral contra B. cereus S. aureus (SANDRI
et al., 2007). Oleos essenciais citricos podem ter atividade antimicrobiana bastante
pronunciada, mesmo se sua complexidade e variabilidade dificultam correlacionar sua acdo

a um componente especifico (BELLETTI et al., 2004).

2) 3)
Figura 8 - Halo de inibi¢do observado na superficie do meio Mueller Hinton devido a agéo
antimicrobiana do 6leo essencial de L. petersonii na estagdo chuvosa (LPB) e do controle (C)

contra B. cereus (1), E. coli (2) e S. aureus (3).
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KIM e colaboradores (1995) demonstraram a alta atividade de citral e geraniol
contra E. coli. DORMAN e DEANS (2000) mostraram o melhor desempenho do acetato
de geranila frente ao geraniol na inibicdo de bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Isso explicaria a maior atividade do 6leo essencial de L. petersonii na estagdo chuvosa
frente a E. coli, onde os niveis de acetato de geranila s3o maiores.

A atividade dos oOleos essenciais esta relacionada a composi¢cdo dos oleos volateis
das plantas, da configuragdo estrutural e dos grupos funcionais de seus componentes € a
possiveis interacdes sinergisticas ou antagonisticas entre estes (DORMAN e DEANS,
2000). Em geral, os efeitos antimicrobianos em oOleos essenciais t€ém sido explicados
principalmente pela presenga de monoterpenos e sesquiterpenos com anéis fenolicos
capazes de formar ligacoes de hidrogénio com os sitios ativos das enzimas-alvo.
Entretanto, outros terpenos ativos, como aldeidos, alcoois e ésteres podem também
contribuir para o efeito antimicrobiano total dos 6leos essenciais. O efeito inibitdrio do
citral contra microorganismos ¢ devido a presenca do grupo carbonila adjacente aos
carbonos alfa e beta dos aldeidos «,finsaturados neral (11) e geranial (13). A
deslocalizagdao dos elétrons, visivel nos hibridos de ressonancia (12) e (14), torna o
carbono beta polarizado positivamente e o aldeido pode agir como um alquilante capaz de

se ligar a grupos nucleofilicos celulares (BELLETTI et al., 2004).
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Alguns 6leos essenciais exercem uma atividade inibitdria maior contra bactérias
Gram-positivas, pois sugere-se que bactérias Gram-negativas sao mais resistentes (BAJPAI
et al., 2007). Isso se deve a presenga em bactérias Gram-negativas de uma membrana
fosfolipidica adicional, praticamente impermeéavel a compostos lipofilicos. A auséncia
desta barreira em bactérias Gram-positivas leva ao contato direto entre as substincias
hidrofobicas do 6leo essencial e a bicamada lipidica da membrana celular, onde os 6leos
executam seu efeito, aumentando a permeabilidade i6nica, o que leva a perda de
constituintes intracelulares, ou alterando sistemas enzimaticos das bactérias (SANDRI et
al., 2007).

O diametro do halo reflete a sensibilidade do microorganismo ao agente
antimicrobiano, estando relacionado a quantidade de amostra, a sua difusdo no meio de
cultura e ao volume do meio. Variagdes nesses fatores podem influenciar o diametro do
halo e levar a interpretagdes incorretas sobre a atividade da amostra. A adi¢do de agentes
emulsificantes ao meio e/ou & amostra pode melhorar a difusdo de amostras oleosas, como
os Oleos essenciais e, conseqiientemente, aumentar os valores dos halos de inibi¢ao
(SILVA, 2001). Estudos feitos por INOUYE e colaboradores (2006) mostraram a
contribui¢do dos vapores de 6leos essenciais ao efeito antimicrobial no método de difusdo
em disco. Demonstrou-se que somente compostos soltiveis em agua difundiam bem através
do agar, enquanto a redeposicdo dos componentes vaporizados eram responsaveis pelo
resto da inibigdo. Além disso, confirmou-se que o6leos contendo como componentes
principais alcoois, cetonas, ésteres e hidrocarbonetos a principal inibicdo vem do vapor,
enquanto que para Oleos contendo maiores volumes de aldeidos, a inibicdo vem
principalmente da difusdo (FISHER e PHILIPS, 2008).

Pelos dados descritos na literatura e comparagdo com os resultados obtidos neste
trabalho, € possivel verificar que os dleos essenciais de L. madidum ssp sativum, L.
flavescens e L. petersonii podem ser usados no controle das bactérias estudadas, dando-nos
uma perspectiva promissora para o cultivo e extracdo do oleo essencial dessas espécies no

Brasil.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O presente estudo confirmou que o estresse hidrico exerce forte influéncia sobre o
teor e a composi¢do quimica dos Oleos essenciais das espécies Leptospermum flavescens,
L. madidum ssp sativum e L. petersonii crescidas em Vigosa, Brasil. Observou-se que apos
a ocorréncia de chuvas houve reducdo no teor do oleo essencial para L. madidum ssp
sativum e um ligeiro aumento para as demais. L. flavescens mostrou-se um quimiotipo rico
em nerolidol, o que sugere que essa espécie possa ser utilizada como fonte alternativa
desse composto, que possui desde aplicagdes medicinais, atuando como fungicida, a
aplicacdes na industria alimenticia, como aromatizante.

O oleo volatil de L. madidum ssp sativum apresentou altas concentragdes de
a-pineno e f-pineno na estacdo seca, compostos de reconhecida atividade antimicrobiana.
Na estacdo chuvosa, apresentou como principal componente a-humuleno, que possui
relevante atividade antiinflamatéria e antitumoral.

Tanto o 6leo essencial das folhas como o das flores de L. petersonii se revelaram
como fontes promissoras de citral, que possui atividade fungicida e bactericida. O principal
componente encontrado nos volateis liberados pelas flores de L. petersonii foi o citronelal,
utilizado como material basico para a sintese da vitamina A e como repelente contra
insetos.

Através da andlise dos dados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que o
estresse hidrico atua sobre as espécies estudadas de maneira diferente. Assim, a coleta
dessas espécies deve ser feita conforme o interesse na extragdo de determinado composto.
Por exemplo, se hé interesse em se extrair a-humuleno de L. madidum ssp sativum, ¢é
conveniente que se faca a extragdo apods a ocorréncia de chuvas, onde seu teor ¢ mais

acentuado. Por outro lado, se o composto de interesse em L. petersonii € o citronelal, ¢

O~

conveniente que se faga a extragdo em um periodo de estiagem, no qual sua concentragao
mais significativa.

Os estudos de atividade antimicrobiana revelaram que a atividade esta relacionada a
sensibilidade de cada microorganismo aos 6leos, pois os 6leos essenciais de L. flavescens €
L. madidum ssp sativum inibiram o crescimento apenas das bactérias Gram-positivas.
L. petersonii, por sua vez, inibiu o crescimento de todos os microorganismos testados.

Dessa forma, os 6leos essenciais de espécies de Leptospermum cultivadas no Brasil podem
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ter aplicabilidade na industria alimenticia, atuando como conservantes naturais no controle

de bactérias que podem contaminar os alimentos.
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Cromatogramas dos 6leos essenciais das espécies de Leptospermum estudadas
com relagdo a disponibilidade hidrica.
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Figura 9- Cromatograma do 6leo essencial das flores de L. petersonii
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Figura 10 - Cromatograma do dleo essencial das folhas de L. petersonii obtido na
estacdo seca.
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Figura 11 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de L. petersonii obtido na
estacdo chuvosa.

45



Intensidade

N
1004 nerolidol
a0 B- pineno
terpinen-4-ol
1,8-cineol
. —n l. . .IJJ.JULLAH.J lu'l-L-aL-—--k.._

10 20 a0 40 mirn
Tempo
Figura 12- Cromatograma do 6leo essencial das folhas de L. flavescens obtido na

estacao seca.
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Figura 13- Cromatograma do 6leo essencial das folhas de L. flavescens obtido na
estacdo chuvosa.
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Figura 14- Cromatograma do 6leo essencial das folhas de L. madidum ssp sativum
obtido na estagdo seca.
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Figura 15- Cromatograma do 6leo essencial das folhas de L. madidum ssp sativum
obtido na estacdo chuvosa.
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2. Foérmulas estruturais de alguns compostos identificados nos 6leos essenciais das
espécies de Leptospermum
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