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RESUMO

Os 0leos essenciais de espécies do género Croton sdo ricos em monoterpenos, sesquiterpenos
e fenilpropanoides e sdo conhecidos por suas atividades biologicas, tais como: anti-
inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, citotoxica, entre outras. A producdo de compostos
bioativos pode variar em decorréncia das diferentes estacdes do ano em resposta a mudancas
nas condi¢es ambientais. Croton adamantinus é conhecida popularmente como “velame” ou
“marmeleiro roxo”. J& o Croton urticifolius, conhecido como “marmeleiro branco” ou
“velame”. O objetivo desse trabalho foi investigar a variacdo sazonal dos constituintes
quimicos dos 6leos essenciais das folhas de Croton adamantinus (OCA) e Croton urticifolius
(OCU). O material foi coletado durante todos os meses de junho de 2022 a maio de 2023, no
municipio de Areia—PB. Os 0leos essenciais das folhas frescas das espécies de Croton
adamantinus e Croton urticifolius foram extraidos pela técnica de hidrodestilagdo em
aparelho do tipo Clevenger e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG/EM) para identificar os constituintes quimicos. A atividade antibacteriana dos
Oleos foi testada frente as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 25922), pelo método de microdiluicdo em caldo através da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) em placas de 96 pocos. As anélises por CG/EM permitiram a identificacdo de
20 compostos (87,0%), para cada uma das espécies, sendo sua maioria sesquiterpenoides. Os
principais compostos em todas as amostras do Oleo de C. adamantinus foram
biciclogermacreno (média 28,34%), D-germacreno (média 13,94%) e (E)-cariofileno (média
12,36%). Para o C. urticifolius foram o-pineno (média, 38,50%), seguido por
biciclogermacreno (média,16,96%), (E)-cariofileno (média, 14,76). Na analise sazonal os
rendimentos dos 6leos de C. adamantinus variaram de 0,05% a 0,08%, sendo o maior
rendimento obtido na primavera (0,08%). Para o C. urticifolius variaram de 0,08 a 0,26%
sendo o maior rendimento obtido também na primavera (0,26%). O OCA apresentou
atividade moderada frente as cepas de Staphylococcus aureus, com CIM de 128 pg.mL™ nos
meses de abril e maio de 2023, enquanto o0 OCU né&o apresentou atividade frente a nenhuma
cepa testada. Este trabalho mostrou que o periodo de colheita influencia no percentual dos
constituintes quimicos dos 0leos das espécies estudadas e que o melhor periodo para extracao
é a primavera. E importante ressaltar que este é o primeiro estudo envolvendo a sazonalidade

dos 6leos essenciais das folhas de C. adamantinus e C. urticifolius do brejo paraibano.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Marmeleiro; Velame; Terpenoides.



ABSTRACT

The essential oils of species from the Croton genus are rich in monoterpenes, sesquiterpenes,
and phenylpropanoids and are known for their biological activities, such as anti-inflammatory,
antioxidant, antimicrobial, cytotoxic, among others. The production of bioactive compounds
can vary due to different seasons in response to environmental changes. Croton adamantinus
is popularly known as "velame™ or "purple marmeleiro," while Croton urticifolius is known as
"white marmeleiro™ or "velame.” The aim of this study was to investigate the seasonal
variation of the chemical constituents of the essential oils from the leaves of Croton
adamantinus (OCA) and Croton urticifolius (OCU). The material was collected every month
from June 2022 to May 2023 in the municipality of Areia-PB. The essential oils from the
fresh leaves of both Croton adamantinus and Croton urticifolius species were extracted using
the Clevenger-type hydrodistillation technique and analyzed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC/MS) to identify the chemical constituents. The antibacterial activity of the
oils was tested against Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Escherichia coli (ATCC
25922) strains using the broth microdilution method to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) in 96-well plates. GC/MS analysis identified 20 compounds (87.0%) for
each species, with the majority being sesquiterpenoids. The main compounds in all C.
adamantinus oil samples were bicyclogermacrene (average 28.34%), D-germacrene (average
13.94%), and (E)-caryophyllene (average 12.36%). For C. urticifolius, the main compounds
were a -pinene (average 38.50%), followed by bicyclogermacrene (average 16.96%), and
(E)-caryophyllene (average 14.76%). In the seasonal analysis, the yields of C. adamantinus
oils ranged from 0.05% to 0.08%, with the highest yield obtained in spring (0.08%). For C.
urticifolius, the yields ranged from 0.08% to 0.26%, with the highest yield also obtained in
spring (0.26%). OCA showed moderate activity against Staphylococcus aureus strains, with
MIC of 128 ug/mL in April and May 2023, while OCU did not show activity against any
tested strain. This study demonstrated that the harvesting period influences the percentage of
chemical constituents in the oils of the studied species, and the best period for extraction is
spring. It is important to note that this is the first study involving the seasonality of essential

oils from the leaves of C. adamantinus and C. urticifolius from the Paraiba swamp region.

Keywords: Essential oils; Marmeleiro; Velame; Terpenoids.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade da flora brasileira é bem distribuida em toda a extens&o do territorio
nacional, sendo considerada como umas das maiores do planeta. A flora é rica por suas
variedades de ecossistemas diferentes, principalmente em relacdo a diversidade de plantas
medicinais de diferentes espéecies existentes. A Caatinga é a vegetacdo predominante do
nordeste brasileiro, correspondendo a um terco do territério em todo pais, sendo considerada
uma regido semiarida com uma flora rica em plantas arométicas, toxicas e medicinais
(MATHE et al., 2018).

A familia Euphorbiaceae ¢ uma das mais abrangentes em numero de faner6gamos
abrangendo cerca de 300 géneros e 7600 espécies, com comportamentos cosmopolitas, porém
tem mais afinidade com éreas tropicais e subtropicais (CAVALCANTI; SILVEIRA; SILVA,
2020). E uma familia rica em espécies aromaticas, com destaque para as plantas pertencentes
ao género Croton.

O género Croton é um dos maiores da familia (Euphorbiaceae) que consiste em cerca
de 1200 espécies dos quais 350 estdo situados no Brasil, predominantemente na regido da
Caatinga (ALVES et al., 2017). Dentre as propriedades farmacoldgicas experimentalmente
comprovadas, destaca-se: anti-inflamatoria, antioxidante, antiulcerogénica, antidiabética,
inibidores da enzima acetilcolinesterase e antimicrobiana, antialérgica, anticarcinogénica e
cicatrizante entre outras (PALMEIRA, et al., 2006; ALVES et al., 2017; FIRMINO et al.,
2018; YANG et al., 2019).

As plantas do género Croton, popularmente conhecidas como marmeleiros ou velames
sdo ricas em O6leos essenciais, que sdo uma mistura de compostos quimicos volateis que
podem ser produzidos e armazenados em estrutura secretoras ou tricomas localizados em
varias partes das plantas, tais como ramos, flores e frutos. Esses 6leos essenciais sdo oriundos
do metabolismo secundario dos vegetais, sendo compostos principalmente de monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides, que possuem caracteristicas organolépticas (RIBEIRO;
BONILLA; LUCENA, 2018).

Os oleos essenciais sdo comumente utilizados em funcdo de sua capacidade
aromatizante, mas também descrito na literatura por suas propriedades biologicas, sendo
utilizados pela industria alimenticia e farmacéutica, pois alguns dos constituintes quimicos
dos 6leos podem ser utilizados como principios ativos de fitoterapicos/droga, fixadores,

fragrancias e/ou aromas.
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Os oOleos essenciais sintetizados por espécies de Croton vém sendo amplamente
estudados, devido a sua vasta quantidade de substancias volateis, as quais apresentam
atividades biologicas como: antimicrobiana, acaricida, antitumoral, inseticida, anti-
inflamatoria, antifungica entre outras (ALVES et al., 2016; CAMARA et al., 2017; ARAUJO
etal., 2017; RESTREPO et al., 2014; CAVALCANTE et al., 2020; PORTO et al., 2021;).

O Croton adamantinus Mull. Arg., € uma espécie conhecida popularmente como
carrasco, canela de urubu, velame bravo e marmeleiro (SILVA, 2016). Na literatura foi
relatado que a planta € utilizada para tratar doencas inflamatérias e feridas da pele
(XIMENES et al.,, 2013; SILVA, 2016). Os constituintes em maiores quantidades
identificados para o dleo das folhas de Croton adamantinus foram: biciclogermagreno, v-
amorfeno e (E)-cariofileno (BARBOSA, 2021).

A espécie Croton urticifolius LAM, conhecido popularmente como marmeleiro branco
ou velame apresenta apenas poucos estudos quimicos em relacdo a composi¢cdo quimica e
atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas dessa espécie. Os principais compostos
identificados para o 6leo das folhas de Croton urticifolius foram: a-pineno, biciclogermacreno
e (E)-cariofileno (BARBOSA, 2021).

A composigdo quimica dos metabolitos secundarios presente nos 6leos essenciais pode
sofrer influéncia da sazonalidade, uma vez que o0s constituintes ativos pode ser variar durante
as estacfes ano (FERREIRA, 2020). A diferenca na composicdo se deve a Varios como
umidade relativa, regime de ventos, umidade do solo, variacGes geograficas, estagio do ciclo
vegetativo, técnicas de cultivo e variagdes sazonais (ALKAN, 2020).

Varios estudos mostraram a influéncia das estacdes do ano ndo apenas no teor de
constituintes quimicos dos Oleos essenciais, mas também em suas atividades bioldgicas
(ALENCAR, 2017). O estudo da interferéncia dos horarios que a espécie é coletada durante o
dia, influéncia na composicdo quimica dos dleos essenciais, que é um fator crucial para o
desenvolvimento de fitoterapicos (RIBEIRO; BONILLA; LUCENA, 2018).

Nos ultimos anos, entre as atividades farmacologicas estudadas, a antimicrobiana tem
se destacado, devido ao agravamento da resisténcia aos antimicrobianos em populacdes
bacterianas (AMINOV, 2017). Assim, a busca por novos agentes antibacterianos derivados de
metabdlitos secundarios tem se mostrado uma alternativa promissora.

Neste contexto, e dando continuidade ao estudo das espécies, foi realizado um estudo
guimico sazonal com os o6leos essenciais das folhas de Croton adamantinus e Croton
urticifolius, visando a avaliacdo da composicdo quimica e atividade antibacteriana desses

Oleos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a variacdo sazonal dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais das
folhas de Croton adamantinus e Croton urticifolius, assim como avaliar o potencial

antibacteriano das espécies.

2.2 Objetivos Especificos

v Realizar a extracdo dos 6leos essenciais das folhas de Croton adamantinus e do
Croton urticifolius, coletadas ao longo de 12 meses para analise da sazonalidade;

v' ldentificar os compostos quimicos dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM);

v" Reconhecer e analisar a variacdo dos constituintes quimicos presentes nos 6leos
essenciais;

v Testar a atividade antibacteriana dos Oleos essenciais das folhas de Croton
adamantinus e do Croton urticifolius frente as cepas Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Escherichia coli (ATCC 25922);
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3 REVISAO LITERARIA

3.1 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais sdo definidos como misturas de metabolitos secundarios
produzidos por plantas naturais, normalmente derivados de plantas inteiras ou partes
especificas, incluindo flores, raizes, cascas, folhas, sementes, cascas, frutas (FERRENTINO et
al.,2020). Sdo classificados segundo a sua estrutura molecular em monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides (NASCIMENTO; PRADE, 2020). Os 6leos também podem
apresentar em sua composicao quimica grupos funcionais como: alcanos e alquenos lineares e
constituintes contendo heteroatomos de nitrogénio e enxofre (SIMOES et al., 2017).

Os oOleos essenciais apresentam caracteristicas como: aparéncia oleosa, cheiro
agradavel, solubilidade em solventes organicos apolares e baixa solubilidade em agua e,
quando recentemente extraidos, sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados
(ARAUJO et al., 2020).

Os 6leos essenciais geralmente tém um odor agradavel e, as vezes, um sabor distinto e,
portanto, sdo usados em quantidades significativas nas inddstrias de aromas e perfumes
(CALO et al., 2015). O olfato capta as informacGes a partir dele, produzindo sensagdo de
bem-estar, tonificando, harmonizando e relaxando, estimulando memorias e emocdes
(BAUDOUX, 2018). Outra questdo interessante nos 6leos essenciais € que fatores como o
solo, horério de colheita, regido de origem e os métodos de extracdo podem interferir na
quantidade percentual de compostos encontrados e diferentes propriedades terapéuticas em
uma espécie de planta (NASCIMENTO; PRADE, 2020).

A composi¢do quimica do 6leo essencial de uma planta é determinada geneticamente,
sendo geralmente especifica para um determinado 6rgdo e caracteristica para seu estagio de
desenvolvimento. A ocorréncia de quimiotipos ou ragas quimicas € frequente em plantas ricas
em Oleos essenciais; seria aqueles vegetais botanicamente idénticos, mas que diferem
quimicamente (SIMOES et al., 2010).

Os terpenoides, também conhecidos como terpenos ou isoprenoides, sdo uma das
principais classes quimicas que constituem os 6leos essenciais, seguido por fenilpropanoides
(SIMOES et al., 2017; XIAO, ZHANG, WANG, 2019). Os compostos terpénicos mais
frequentes em Oleos essenciais sd0 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos, especialmente em
0leos essenciais das espécies de Croton.

Esses terpenos sdo compostos que representam importantes interagdes das plantas com

0 meio ambiente, tais como: defesa de muitas espécies, estdo implicados na atracdo de
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polinizadores e predadores de herbivoros, na protecdo contra o estresse foto oxidativo, na
mediagdo da termotolerdncia e na defesa direta contra patdgenos (BANERJEE;
HAMBERGER, 2018).

Durante o desenvolvimento das plantas a sintese dos compostos quimicos podem ser
afetados por uma variedade de fatores, que interferem na sua producdo e concentracdo
(ESTELL et al., 2016). Varios fatores exercem influéncia na composi¢éo quimica dos OE, tais
como: rendimento, fatores climaticos, solo, poluicdo atmosférica, ciclo vegetativo, idade e
orgdo vegetal (SCHINDLER; SILVA; HEINZMANN, 2018).

A composi¢do quimica dos metabodlitos secundarios pode sofrer influéncia da
sazonalidade, uma vez que 0s constituintes ativos ndo sdo constantes durante o ano
(FERREIRA et al., 2020). O horério de coleta das plantas configura-se um ponto significativo
nas alteracfes ambientais geradas durante o dia (DIAS, 2017). A influéncia dessa variacao
interfere potencialmente na concentracdo dos principios ativos e nas atividades biolégicas das
plantas medicinais (ALMEIDA et al., 2017).

Segundo Neto (2021), embora a variacdes sazonais de uma espécie seja uma das
principais técnicas de coletar informacGes de uma determinada espécie na area etnobiologica,
sdo poucos investigados em diferentes contextos sociecoldgicos. O entendimento da ecologia
das plantas é essencial, pois fornecem informacdes sobre a melhor época de colheita, periodo
com maior rendimento de substancias essenciais para o tratamento medicinal e posteriormente
utilizacdes farmacoldgicas (MACEDO, 2018).

A coleta torna-se um ponto critico para obter maior quantidade de dleo essencial e do
principio ativo desejado, visto que ndo apenas fatores climaticos, mas também o
desenvolvimento da planta interfere na producdo dos metabodlitos secundarios (RIBEIRO;
BONILLA; LUCENA, 2018).

Alencar (2017), realizou um estudo sazonal com a espécie de Croton heliotropiifolius.
Nesse estudo foi possivel identificar os constituintes majoritarios presente nas amostras de
oOleos essencial para essa espécie, que foram: B-cariofileno, biciclogermacreno, germacreno-
D, limoneno e 1,8-cineol. O B-cariofileno foi 0 composto majoritario em todas as amostras do
estudo sazonal. As cepas utilizadas para testar a atividade antimicrobiana desses 06leos
essenciais foram: Bacillus cereus (ATCC 11778), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883),Salmonella enterica
(ATCC 10708), Serratia marcescens (ATCC 13880), Shigella flexneri (ATCC 12022) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os resultados das atividades antibacterianas

mostraram atividade fraca a moderada contra as cepas analisadas. Em todas as analises
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observou-se que a amostra de Oleo essencial coletada no verdo se destaca das demais,
apresentando atividade mais forte tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-

negativas.

3.1.1 Terpenoides: Principais Compostos de Oleos Essenciais

Quimicamente, a grande maioria dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais
apresenta estrutura terpenoide ou fenilpropanoide. Os terpenos podem ser definidos como
“alcenos naturais”, isto é, apresentam uma dupla ligagdo carbono-carbono sendo caracterizado
como um hidrocarboneto insaturado (MC MURRY, 2011; FELIPE, et al., 2017). Os
terpendides, sdo derivados dos terpenos que possui como caracteristica principal a introducéo
de grupos oxigenados em sua estrutura quimica, como: Hidroxilas, carbonilas, carboxilas
(GOLD, 2008; AQUINO, 2021).

Os terpendides sdo constituintes predominantes dos 6leos essenciais de plantas, e
acumulo de terpendides volateis em plantas esta relacionado com o desenvolvimento e estagio
da propria planta (GENG et al., 2022). Os terpendides constituem a maior classe de
metabdlitos em plantas e estima-se que contenham mais de 80.000 estruturas (YANG;
MARILLONNET; TISSIER, 2021). Eles sdo classificados de acordo com o nimero de
atomos de carbono no ndcleo esqueleto, temos: hemiterpendides (5 carbonos),
monoterpendides (10 carbonos), sesquiterpendides (15 carbonos), diterpendides (20
carbonos), sesterterpendides (25 carbonos) e triterpendides (30 carbonos) (CHRISTIANSON,
2017).

Varios estudos indicam que a diversidade de terpenos que existem nos vegetais
funciona em varias interagdes planta-ambiente, como atrair insetos polinizadores, para
participar de respostas indiretas de defesa, e proteger as plantas de herbivoros e patdgenos
(CAO etal., 2022).

Para as plantas de origem vegetal, existem duas rotas biossintéticas distintas que
levam a biossintese dos terpenoides: A primeira rota ocorre no citoplasma através do acido
mevaldnico, e a outra, nos plastidios pela rota do metileritritol-4-fosfato (MEP) como

representa a Figura 1 a seguir:
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Figura 1- Principais hidrocarbonetos lineares que originam os terpenoides encontrados nos

0leos essenciais.
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Fonte: adaptada de (SIMOES et al., 2017).

Segundo Simdes (2017) a molécula do 2-metilbutadieno (isopropeno), apés a ligacao
com radicais fosfato, origina duas unidades de Cs bésicas, o difosfato de isopentenila (IPP) e o
difosfato de dimetilalila (DMAPP), a partir dessa etapa os terpenoides séo biossintetizados.
Esses dois precursores ativados irdo sofrer condensagdo, originando inicialmente
hidrocarbonetos aciclicos, que podem dobrar-se de diferentes maneiras sobre a superficie das
enzimas, de forma a preencher os pré-requisitos espaciais para sua ciclizacdo. Dessa forma,

originam-se as diferentes classes de terpenoides, que costumam apresentar um numero de
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carbonos mudltiplo de 5. Para monoterpenoides (10 carbonos) e sesquiterpenoides (15
carbonos) e assim sucessivamente.

Considerando todo o grupo de terpenoides, 0s monoterpenos e sesquiterpenos, sdo 0s
que mais se destacam nos Oleos essenciais, devido ter a menor massa molecular, assim,
apresentando volatilidade acentuada compreendendo em cerca de 90% em sua composicgéo, e
em cada possuindo diferentes subgrupos (SIMOES et al. 2017). Monoterpenos e

sesquiterpernos foram representados na Figura 2 a seguir:

Figura 2 — Exemplos de monoterpenos e sesquiterpenos: aciclico, monociclico e biciclico.

Aciclico Monociclico Biciclico
Monoterpenos
CH,OH
OH
6]
Citronelol Mentol Verbenona
Sesquiterpenos O%/k/ﬁ/k/\’(\

Sinensal Zingibereno Valenceno

Fonte: adaptada de (FELIPE et al. 2017).

3.2 Métodos de Extracdes dos Oleos Essenciais

Para realizar a extragdo de 6leos essenciais utilizam-se diferentes métodos de extracéo,
que sdo modificados conforme a localizagdo na planta, assim como sua utilizagdo final
(VIANA et al., 2017). Os tipos de métodos de extracdo mais comuns sdo: Enfleurage, arraste

por vapor d’agua, hidrodestilacdo, extragdo com solventes organicos e entre outros.
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3.2.1 Enfloracéo

Esse método ja foi muito utilizado, mas atualmente é empregado apenas por algumas
empresas da area de perfumaria, no caso de determinadas plantas com baixo teor de éleo de
alto valor comercial. E empregado para extrair o 6leo essencial de pétalas de flores (laranjeira,
rosas) no qual as pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente, sobre uma camada de
gordura, durante certo periodo de tempo. Em seguida, essas pétalas esgotadas sdo substituidas
por novas até a saturacao total, quando a gordura é tratada com alcool. Para se obter o 6leo
essencial, o alcool é destilado a baixa temperatura, o produto assim possui alto valor
comercial. Esse método ja foi mais utilizado, mas atualmente ele é empregado apenas por
industrias de perfumes (SIMOES et al., 2017; SILVA, 2006).

3.2.2 Destilagdo

Os processos que envolvem destilacdo sdo técnicas convencionais para obtencdo de
oleos volateis. Embora existam pequenas varia¢fes entre a hidrodestilacdo e a destilacdo por
arraste de vapor d’agua, ambas se baseiam na alta pressdo de vapor dos 6leos volateis e sdo
relativamente simples, mas apresentam desvantagens. Entre elas, merecem destaque a
possibilidade de degradacdo térmica de componentes termolabeis, em consequéncia da
utilizacdo de temperaturas elevadas; a ocorréncia de reacdes de hidratacdo e hidrdlise; além da
solubilizacdo de alguns componentes na agua, o que leva a alteracdo no perfil odorifero e no
sabor dos 6leos (SIMOES et al., 2017).

3.2.3 Hidrodestilacéo

O material vegetal € transferido para um aparelho/baldo e totalmente imerso em agua,
meio no qual a matéria-prima vegetal é aquecida. Os componentes volateis sdo, entdo,
arrastados pelo vapor d’4agua até chegar a um condensador, onde a mistura retorna ao estado
liquido. A separacdo do Oleo volétil e da dgua costuma ocorrer por diferenca de densidade.
Nesse método ha um contato direto entre a agua fervente e a matéria-prima vegetal, o que
favorece os processos hidroliticos e demais eventos indesejaveis dos processos de destilacdo
antes descritos. E bastante indicado para extrair 6leos de plantas frescas. Na hidrodestilagdo
também se obtém o hidrolato, que é a parte aquosa com a presenca de uma porcentagem do
6leo essencial que é soltvel nesta (SIMOES et al., 2017; SILVA, 2006).
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3.2.4 Arraste por vapor d’agua

Embora o principio deste método seja equivalente ao do método citado antes, sua
vantagem é que o material vegetal ndo entra em contato direto com a agua fervente. O vapor €
produzido em uma caldeira e flui até a parte superior do extrator, onde o material vegetal
encontra-se armazenado no interior de uma cesta perfurada. Da mesma forma que descrito
para a hidrodestilacdo, a mistura Oleo volatil-Agua também é separada por diferenca de
densidade, ap6s a condensacéo (SIMOES et al., 2017).

3.2.5 Prensagem a frio ou espremedura

Esse é considerado o método de escolha para a obtencéo dos 6leos dos pericarpos de
frutos citricos, devido a relativa instabilidade térmica dos aldeidos neles contidos. O 6leo é
separado da emulsdo formada com a &gua por meio de decantagdo, centrifugacdo ou
destilacdo fracionada. Entretanto, os 6leos obtidos por prensagem ndo sdo constituidos apenas
de substancias volateis, podendo também conter cumarinas, pigmentos vegetais, entre outros.
Portanto, quando o objetivo é obter 6leo volatil puro, é necessario utilizar um processo de
purificacdo posterior (SIMOES et al., 2017).

3.2.6 Extracdo com Solventes Organicos

A extracdo de Oleos volateis com solventes organicos pode ocorrer utilizando-se
técnicas convencionais, como percolacdo a frio, mas também pode ser associada a técnicas
mais atuais, como ocorre na extracdo assistida por micro-ondas ou ultrassom. O carater
lipofilico e pouco polar dos 6leos volateis permite sua extracdo com solventes organicos, em
especial éter de petroleo, hexano, éter etilico, etanol e diclorometano, ou misturas deles. O uso
deste tipo de extragdo tem como uma das principais desvantagens a presenca de residuos de
solvente no 6leo. Por isso, os produtos assim obtidos raramente possuem valor comercial
(SIMOES et al., 2017; SILVA, 2006).
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3.3 Métodos de Anélise do Oleos Essenciais

Os oleos essenciais podem ser analisados através de técnicas cromatograficas,
espectrométricas e espectroscopicas. Para as andlises e identificacdo dos constituintes
quimicos presentes nas amostras de OCA e OCU foi utilizada a técnica de cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

3.3.1. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM)

A cromatografia é uma técnica que permite separar e identificar componentes em uma
mistura. Na cromatografia gasosa a fase movel é um gés e a fase estacionaria € um solido ou
um liquido. Na cromatografia gas-liquido, temos um gas passando por uma coluna com um
liquido de alta viscosidade revestindo as suas paredes internas (NASCIMENTO et al., 2018).

A cromatografia gasosa permite separar substancias no estado gasoso ou compostos
organicos volateis. Os compostos introduzidos na coluna que nao tém muito interacdo com a
fase estacionaria sdo primeiramente eluidos pelo gas de arraste até o detector, sendo eluidos,
em seguida, os que tém mais afinidade com a fase estacionaria. A anélise é rapida, podendo
ser efetuada em minutos (NASCIMENTO et al., 2018).

O espectrdometro de massas € um sistema muito utilizado nas analises de amostras.
Quando este sistema € acoplado a um cromatografo a gas, este funciona como um detector.
Nesta técnica conhecida como CG/EM, o gas de arraste emergente do cromatdgrafo é
transferido através de uma véalvula dentro de um tubo, onde ele passa por uma espécie de
fenda molecular. Uma parte do fluxo de gas é entdo transferida para dentro da camara de
ionizacdo do espectrémetro de massas. Assim, cada pico eluido da coluna cromatografica é
bombardeado com uma fonte ionizante, capaz de provocar a fragmentacdo do composto em
uma grande diversidade de ions que sdo separados e registrados de acordo com suas razdes
massa/carga (m/z) (SILVA, 2006; VILEGAS, 1997).

Utilizando um sistema CG/EM também é possivel analisar uma mistura e conduzir
uma busca em uma biblioteca de dados ja existentes no sistema, podendo desta maneira

procurar cada componente da mistura por tentativas e comparagoes (SILVA, 2006).
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3.4 Género Croton

Dentre a infinidade de plantas medicinais, destaca-se o género Croton, segundo maior
da familia Euphorbiaceae, com 1200 especies aproximadamente distribuidas
predominantemente no continente americano, no Brasil estd um dos principais centros de
diversidade do género cerca de 300 espécies (SILVA et al., 2010).

Espécies desse género sdo encontradas como arvores, arbustos, subarbustos, ervas e
raramente lianas. As folhas apresentam revestimento piloso, inteiras ou raramente trilobadas,
com estipulas, principalmente nos ramos novos (ANGELICO, 2011).

As plantas de espécie Croton caracteriza-se como arbustos que medem cerca de 1
metro de altura, possuem um latex transparente ou alaranjado, apresenta cobertura tomentosa,
ramos de cor verde-cinzento, folhas pilosas que variam de alternada a oposta nas
extremidades dos ramos, exalam cheiro agradavel devido os &leos essenciais nelas
encontradas, inflorescéncia solitaria encurvada na cor branca variando de flores estaminadas a
pistiladas, sendo as estaminadas geralmente elipticas coberta de pelos na sua parte externa e
glabra internamente (CAVALCANTI; SILVEIRA; SILVA, 2020).

Na regido Nordeste ocorre uma extensa variedade de espécies, tais como: C.
argyrophylloides, C. betulast, C. brasiliensis, C. celtidifolius, C. cajucara, C.
heliotropiifolius, C. lobatos, C. muscicapa, C. nepetaefolius, C. sellowii, C. sonderianus, C.
urucurana, C. zehntneri, C. cajucara, C. grewioides, C. rhamnifolioides, entre outras. As
espécies de C. cajucara, C. campestres, C. heliotropiifolius, C. rhamnifolioides, C.
grewioides, C. sellowii e C. zehntneri sdo usadas popularmente como inseticidas naturais,
purgantes, antiespasmaodicos, anti-inflamatérios e antibiéticos (FERNANDES, 2016).

A maioria dos constituintes presentes nos 6leos essenciais das espécies de Croton sdo
pertencentes as classes dos monoterpenoides e sesquiterpenoides (RAJASEKARAN;
GEBREKIDAN, 2018). E esses compostos tem seus possiveis mecanismos de a¢do, como ja
relatado na literatura, inibindo as bombas de efluxo antimicrobiano, que por sua vez, é
considerado um dos principais mecanismos que contribuem para a resisténcias das bactérias
(KOVAC et al., 2015).

Estudos quimicos e biologicos tém sido realizados em espécies do género Croton,
dentre as atividades biologicas observadas, podem-se citar as atividades: antimicrobiana,
antiparasitaria, antioxidante, atividade citotoxica, anticoagulante, antitlcera, antidiarréia, anti-

inflamatdria, antinociceptiva e antipirética (SALATINO et al., 2007).
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3.4.1 Croton adamantinus MULL. ARG.

Croton adamantinus Mull. Arg. (Figura 3) € uma espécie endémica da Caatinga,
ocorrendo principalmente na regido do semiarido dos estados da Bahia, Ceara, Piaui, Rio
Grande do Norte, norte de Minas Gerais e Pernambuco (SANTQOS, 2015). Na regido do brejo
paraibano, essa espécie e conhecida como marmeleiro roxo ou velame. Em outras regides esta
espécie também é conhecida como carrasco, canela de urubu, velame bravo e marmeleiro
(SILVA, 2016).

Na regido as folhas da planta sdo utilizadas para o tratamento de dores abdominais,
gastrite e refluxo. Também é utilizada no tratamento contra impoténcia sexual, cicatrizacdo de
ferimentos (BARBOSA, 2021). Na literatura foi relatado que o uso popular dessa espécie €
utilizado para tratar doencas inflamatérias e feridas da pele (XIMENES et al., 2013; SILVA,
2016).

Figura 3 — Croton adamantinus em seu habitat natural.

Fonte: Dados do autor (2023).
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Para Croton adamantinus, ha poucos relatos sobre estudos dos 6leos essenciais dessa
especie, os estudos referentes a composicdo quimica do Oleo essencial das folhas dessa
espécie sdo encontrados no trabalho de Ximenes (2013), Silva (2020) e Barbosa (2021).

No trabalho de Ximenes (2013), pelo método de CG/EM, 20 constituintes quimicos
foram identificados nos Oleos essenciais do Croton adamantinus, sendo 0s compostos
majoritarios o metil-eugenol (14,81%) e 1,8-cineol (13,74%). Em relacdo a atividade
antimicrobiana os 6leos do C. adamantinus mostrou atividade frente a cepa de Staphylococcus
aureus pelo método de difusdo em disco.

No trabalho de Silva (2020) foram identificados como compostos majoritario nos
6leos de C. adamantinus os constituintes quimicos: (-)-espatulenol (28,34%), oxido de
cariofileno (20,21%) e diepicedreno-1-0xido (18,16%); Os oOleos de C. adamantinus
apresentou atividade acdo bactericida contra cepas resistente de Staphylococcus aureus na
técnica de microdiluicao.

O trabalho de Barbosa (2021) é o estudo mais recente para o Croton adamantinus
mostra que foram identificados 17 compostos no 6leo essencial, sendo 1 monoterpeno e 16
como sesquiterpenos. Tendo como compostos majoritdrios 0s  sesquiterpenos,
biciclogermacreno (36,47%) y-amorfeno (22,91%) e (E)-cariofileno (9,22%) (Figura 2). A
atividade antibacteriana desse 6leo essencial foi testada frente as cepas Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 8739), pelo método de microdiluicdo através da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), no entanto, o 6leo ndo apresentou atividade frente as
cepas testadas.

Figura 4 — Estruturas dos compostos majoritarios do 6leo essencial das folhas de Croton

adamantinus.

o\ :
metil-eugenol 1,8-cineol espatulenol
O. //,,,,,
H /Q\\\\“‘\\ ~
- - - - - /\ - -
diepicedreno-1-6xido biciclogermacreno v-amorfeno (E)-cariofileno

Fonte: (XIMENES, et al., 2013; SILVA, 2020; BARBOSA, 2021).
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3.4.2 Croton urticifolius LAM.

Croton urticifolius (Figura 5) essa espécie é conhecida como marmeleiro branco ou
velame na regido do brejo paraibano e possui como caracteristica marcante sua aromaticidade
agradavel. Geralmente € encontrada como subarbustos e arbustos, a sua ocorréncia
confirmada no Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro) e no Nordeste
(Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), sendo
encontrada em alguns biomas caracteristicos como: caatinga, cerrado e mata atlantica
(CORDEIRO et al. 2015).

Figura 5 — Croton urticifolius em seu habitat natural.

>

b 4

Fonte: Dados do autor (2023).

A espécie Croton urticifolius, apesar de ser usada na medicina popular e, tem sido
pouco estudada, existe apenas dois estudos referente a composicdo quimica e atividade
antibacteriana do 6leo essencial das folhas dessa espécie. Silva (2020) e Barbosa (2021).

No trabalho de Silva (2020) para os 6leos essenciais das folhas de C. urticifolius na
estacdo seca teve como compostos majoritarios: 1H-Inden-5-ol, 2,3-hihydro- (83%), (-)-
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espatulenol (7,63%) e y-elemeno (2,79%). Os 6leos de C. urticifolius apresentou atividade
acdo bactericida contra cepas resistente de Staphylococcus aureus na técnica de
microdiluicdo.

A outra pesquisa encontrada na literatura foi realizado pelo nosso grupo de pesquisa,
com autoria do discente Anténio Junior Costa Barbosa. Esse estudo mostra que foram
identificados 18 compostos no 6leo essencial, sendo 2 como monoterpenos e 16 como
sesquiterpenos, tendo como compostos majoritarios 0 monoterpeno a-pineno (21,70%) e os
sesquiterpenos, biciclogermacreno (21,46%) e (E)-cariofileno (17,34%) (Figura 6). A
atividade antibacteriana desse 6leo essencial foi testada frente as cepas Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 8739), avaliando-se Concentracao Inibitoria Minima
(CIM), no entanto, o 6leo apresentou apenas atividade frente a E. coli, com CIM de 512
ug/mL?. Foi avaliado também o efeito modulador do 6leo frente a cepa de S. aureus
multidroga resistente (UFPEDA 802) e os resultados obtidos demonstram que a associagao do
6leo com o antibi6tico ciprofloxacino foi positiva, pois levou a potencializagdo do efeito
antibidtico (BARBOSA, 2021).

Figura 6 — Estruturas dos compostos majoritarios do 6leo essencial das folhas de Croton

urticifolius.
HO =
‘n\\\\\\
OH \
1H-Inden-5-o0l, 2,3-hihydro espatulenol v-elemeno
X
/
\
a-pineno biciclogermacreno (E)-cariofileno

Fonte: (SILVA, 2020; BARBOSA, 2021).
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3.5 Compostos Majoritarios e Atividade Antibacteriana dos Oleos Essenciais das

Espécies do Género Croton

A busca por novas moléculas com potencial antimicrobiano derivados de plantas
medicinais surge como uma alternativa promissora para o tratamento de infec¢des bacterianas
(BARROS, 2022). Esse fato tem contribuido com o aumento de pesquisas com produtos
naturais, levando em consideracdo que o uso de plantas medicinais é uma pratica milenar e
bastante frequente entre as comunidades (SHIN et al., 2018). Varios estudos e pesquisas
farmacoldgicas tem sido realizada com plantas do género Croton entre elas algumas
atividades bioldgicas como: atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva, anti-inflamatoria,
antitumoral entre outras (CARMEM, 2016; VASCONCELOQOS, 2022; NOGUEIRA, 2015).

No trabalho realizado por Aradjo (2017), foi com o Oleo essencial das folhas do
Croton heliotropiifolius, obtendo-se como componente quimico majoritario os sesquiterpenos,
(E)-cariofileno  (23,85%), y-muroleno (10,52%) e viridifloreno (8,08). O teste de
Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) apresentou acdes inibitorias em duas cepas
bacterianas, testadas, sendo os valores de CIM para Bacillus subtilis (62,5 pg/mL™) e
Staphylococcus aureus (500,0 pg/mL™).

O trabalho de Vasconcelos (2022) a espécie de analise foi o Croton blanchetianus os
compostos majoritarios encontrados foram os terpenos eucaliptol (32,94%) e a-pineno
(29,43%). Os resultados mostraram relevante atividade antimicrobiana dos compostos volateis
do 6leo essencial das folhas secas de C. blanchetianus contra as duas bactérias estudadas. O
efeito bactericida foi observado para uma concentracdo de 6leo de 0,32 g/mL e 0,57 g/mL
para W. viridescense e L. mesenteroides, respectivamente. O 6leo essencial apresentou efeito
bacteriostatico apenas para L. mesenteroides com solucéo de 0,57 g/mL.

O estudo de Fernandes (2016) analisou a composicdo quimica do Oleo essencial das
partes aéreas do Croton tetradenius, entre os compostos identificados, teve como constituinte
majoritario a canfora (24,81%), seguida do p-cimol (13,11%), a-pineno (5,57%), canfeno
(4,27%), limoneno (4,49%), P-mirceno (4,23%) e o y-terpineno (3,19%). Na atividade
antimicrobiana foram utilizadas as seguintes cepas: Escherichia coli (ATCC 35288),
Escherichia coli (ATCC 25922), Pneumoniae (ATCC 700603), Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Enterococcus
faecalis (ATCC 51299), Enterococcus faecalis (ATCC 292012). Nao foi possivel determinar
a CIM do dleo essencial de Croton tetradenius, uma vez que este ndo mostrou atividade frente

aos microrganismos testados.
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Outro estudo na literatura € descrito por Araujo (2019) com a espécie de Croton
argyrophyllus e o composto majoritario para todos os 6leos foi o biciclogermacreno (média de
38,42%), seguido por (Z)-cariofileno (média de 14,06%), epi-longipinanol (média de 9,78%)
e germacreno B (média de 9,10%). Os Oleos submetidos a avaliacdo da atividade

antimicrobiana frente Staphylococcus aureus apresentou forte atividade bactericida.

3.5.1 Principais Terponoides Encontrados nos Oleos essenciais das folhas de Croton
adamantinus e Croton urticifolius e suas aplicacdes

Biciclogermacreno é um biciclico tenso que faz parte do grupo dos sesquiterpenos,
gue sdao comumente encontrados em o6leos essenciais (TRAN; CRAMER, 2014). O
biciclogermacreno em varios 6leos essenciais de plantas exibe acdo antibacteriana, inseticida
e anti-inflamatoéria e também é o principal composto para o desenvolvimento de drogas
terapia para tratar o desequilibrio hormonal (MARCIEL et al., 2019; SATYAL et al., 2019;
TREVIZAN et al., 2016; YAN et al., 2022).

O monoterpeno a-pineno € um hidrocarboneto biciclico que consiste em duas unidades
de isopreno, resultando na formula molecular C1oH1s. a-pineno é de grande interesse para uso
meédico e também de alto valor industrial e comercial (ALLENSPACH; STEUER, 2021). O
a-pineno, possui propriedades volateis e hidrofébicas, tem aroma fresco de pinho e sabor
amadeirado. (VESPERMANN et al., 2017). O a-pineno pode ser uma alternativa no combate
a bactérias, uma vez que foi capaz de inibir o crescimento da espécie Escherichia coli ATCC
25922, demonstrando a possibilidade de sua utilizagdo como antimicrobiano isolado ou
associado a outros fa&rmacos (AMARAL et al., 2020).

O composto B-cariofileno, conhecido como (E)-cariofileno ou (-)-trans-cariofileno, é
um sesquiterpeno biciclico encontrado em Gleos essenciais de fontes vegetais biorrenovaveis
(SILVA; VIEIRA; & SILVA, 2023). O B-cariofileno possui odor amadeirado e picante e é
utilizado na medicina popular, devido as suas propriedades terapéuticas como antitumoral,
anti-inflamatorio, e agente antisséptico (SILVA; VIEIRA; & SILVA, 2023). Utilizado na
industria de cosméticos (creme dental, perfumes e sabonetes) devido ao aroma amadeirado, e
também como aditivo alimentar, por apresentar baixa toxicidade de risco (ADAMS et al.,
2011; BAHI et al., 2014; ROSA et al., 2023).

Germacreno D é um sesquiterpeno monociclico que possui uma formula molecular
CisHos (LIU et al., 2022). O sesquiterpeno germacreno D é um produto altamente promissor
devido a sua grande variedade de atividades inseticidas e sua capacidade de servir como
precursor de muitos outros sesquiterpenos (LIU et al.,2022).
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3.6 Atividade Antibacteriana

Nos ultimos anos pesquisas sobre atividade antimicrobiana tém sido realizadas contra
a variedade de microrganismos existentes. No entanto, o0 surgimento de bactérias
multirresistentes representa um desafio para o tratamento de infecg¢des, por isso a necessidade
de encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para uso no combate a
esses microrganismos (PERREIRA et al., 2004; HEMAISWARYA et al., 2008; ANDRADE
etal., 2014).

Os biomas brasileiros séo ricos em plantas medicinais atuando como fontes bioldgicas
de novas moléculas com potencial terapéutico (MALVEIRA, 2022). Com isso, existe 0
interesse em investigar o uso de plantas medicinais como fonte alternativa, uma vez que 0s
seus metabolitos secundarios gerados em processos metabolicos tém aplicagdes importantes
(WRIGHT, 2019; ROCHA et al., 2020).

Para teste de atividade antimicrobiana de produtos naturais estdo disponiveis na
literatura, incluindo avaliac6es qualitativas (triagens) e/ou quantitativas, com determinacéo da
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano (concentracdo inibitdria
minima — CIM) (AMPARO et al., 2018).

O método de microdiluicdo é uma técnica utilizada para determinar a concentracdo
minima de um agente necessario para inibir o crescimento de um microrganismo. Os agentes
antimicrobianos sdo geralmente testados em dilui¢bes consecutivas, e a menor concentracao
capaz de inibir o crescimento de um organismo é considerada como a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) (ALVES, 2008).

O meio de cultura mais utilizado na literatura para a técnica de microdilui¢do é o caldo
Mueller-Hinton (AMPARO et al., 2018). O caldo Mueller-Hinton permite crescimento
elevado da maioria dos patdgenos e, além disso, pode ser suplementado, por exemplo sangue
animal, sais e agUcares, para promover o crescimento de bactérias fastidiosas (CLSI, 2012.)

As pesquisas em busca de encontrar novos agentes antimicrobianos € necessaria, pois
microrganismos resistentes estdo cada vez mais surgindo e causar infec¢Ges oportunistas
fatais. Assim, entre as cepas bacteriana, existem o Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(SILVA, 2012).
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3.6.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma espécie bacteriana Gram-positiva caracterizada por
cocos agrupados e aglomerados de cocos que séo encontrados principalmente na microbiota
nasal (OLIVEIRA, et al., 2022). A Staphylococcus aureus é um dos patégenos bacterianos
mais disseminados do mundo, causando varias doengas infecciosas, e, provavelmente,
centenas de milhares a milhdes de infeccbes graves e invasivas globalmente por ano
(CHEUNG et al., 2021). Quando a pele e barreiras mucosas sdao rompidas, por exemplo,
devido a condicdes crbnicas da pele, feridas ou intervencéo cirdrgica, Staphylococcus aureus
pode ter acesso aos tecidos subjacentes ou a corrente sanguinea e causar infeccdo (LEE,
2018).

As infecgbes por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) estdo
relacionadas com maior dificuldade de tratamento, morbidade, mortalidade e altos custos para
os servicos de saude (MERGHNI, et al., 2018; MLYNARCZYK-BONIKOWSKA, et al.,
2022).

Devido a resisténcia generalizada aos antibidticos b-lactamicos em Staphylococcus
aureus, o glicopeptideo vancomicina permanece como a base do tratamento em uso clinico
contra infeccdo por MRSA infeccdo (KUMAR; CHOPRA, 2013; AGRAWAL, et al., 2015;
KRISHNASAMY et al., 2023). Portanto, muita atencdo deve ser dada aos produtos naturais,
gue podem serem usados como drogas eficazes para tratar doencas humanas, com alta eficacia

contra patdgenos e efeitos colaterais quase insignificantes (LI1U, 2017).

3.6.2 Escherichia coli

Escherichia Coli, consiste em bacilos Gram-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, onde € o principal anaerébio facultativo que habita é em intestino de
humanos (GOMES, 2016). Escherichia coli ocupa um lugar especial no mundo
microbioldgico, pois pode causar infeccbes graves em humanos e animais, mas também
representa uma parte significativa da microbiota autdctone de hospedeiros diferentes
(POIREL, 2018). Essas bactérias normalmente ocupam um nicho na microbiota intestinal de
humanos (e outros animais), e € desse reservatorio que emergem para causar infeccdes extras
intestinais (YAMAMOTO,1997; MANGES, 2019).

Essas cepas sdo uma das principais causas de doencas infecciosas humanas, contendo

alguns patotipos como: Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) como diarreiogénica e
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ainda hoje estdo associadas a casos esporadicos e surtos de diarreia infantil (SOUZA et al.,
2016); Escherichia coli de Toxina Shiga (STEC) que desenvolve uma sequela com risco de
vida como diarreia e colite hemorragica (TORPHE et al., 2017); e Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) associada a diarreia entre bebés e criancas que vivem em areas
endémicas e viajantes (HARRO et al., 2019; BOURGEOQIS et al., 2016).

Os antibidticos utilizados para o tratamento de doenca causadas pelas infec¢des da E.
coli sdo B-lactamicos e as fluoroquinolonas (LUJAN, 2012). O grupo dos B-lactdmicos inclui
0s antimicrobianos pertencentes as subclasses: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactam e os inibidores de beta-lactamases (FARIA, 2022). Begier et al. (2021) em seu
trabalho verificou resisténcia de cepas de Escherichia coli frente a alguns antibiéticos em 3
classes de antibidticos avaliadas, para cefalosporinas (cefepima, cefotaxima, ceftazidima e
ceftriaxona); Fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino e moxifloxacina); e

Carbapenémicos (imipenem, meropenem, doripenem e ertapenem).
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

As coletas foram realizadas no local conhecido na regido como Pista de Pouso,
proximo a cidade de Areia-PB. Os materiais vegetais foram identificados pelo professor Dr.
Leonardo Pessoa Félix e o material botanico encontra-se depositado no Herbario Jayme
Coélho de Moraes da Universidade Federal da Paraiba, Campus Il, sob o nimero de
(OCU1259 e OCU1362). A pesquisa foi cadastrada no sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sobre codigo
A5D5689, que foram registradas para as mesmas.

Para o estudo da sazonalidade os materiais vegetais das espécies de Croton
Adamantinus e Croton urticifolius foram coletados nos meses de junho de 2022 a maio de
2023, sempre entre os dias 20 e 30 de cada més. Todas as coletas foram feitas por volta das 6

h. Para realizar as extrac6es dos 6leos essenciais, foram utilizadas apenas as folhas frescas.

Figura 7 — Localizacdo das coletas das espécies de Croton adamantinus e Croton urticifolius
no municipio de Areia-PB.

" Areia

Fonte: adaptada do google earth, 2023.



37

4.2 Extracdo dos 6leos essenciais por hidrodestilacdo

As folhas foram coletadas com alguns galhos, no laboratoério foi feito o processo de
separacao e recorte das folhas e das partes aéreas e foram cortadas em pedacos bem pequenos,
para serem pesadas e colocadas no baldo de destilagéo de 5 litros.

Pelo método de hidrodestilacdo, utilizando um aparelho de Clevenger, foram obtidos
0s Oleos esséncias das folhas frescas de Croton Adamantinus e Croton urticifolius, por
aproximadamente 2:30 h.

Os oOleos obtidos foram retirados com o auxilio de uma pipeta pasteur estéril e
posteriormente foram tratados sobre sulfato de sodio anidrido, e, em seguida acondicionados
em frasco de Eppendorfs, acomodados em papel aluminio e mantidos sob refrigeracdo, a fim
de evitar perdas de possiveis constituintes provenientes dos Oleos essenciais de Croton
Adamantinus e Croton urticifolius.

As quantidades especificas de material vegetal de cada extracdo da espécie, assim

como o volume de agua destilada utilizado, estdo dispostas na tabela a seguir.

Tabela 1: Massas das folhas e volume de agua destilada utilizadas nas extracdes.

Massa das folhas Massa das folhas Quantidade de

Extracdes dos frescas (g) frescas (g) agua destilada
6leos Croton adamantinus | Croton urticifolius (L)
Jun/2022 606,29 g 606,35 g 2L
Jul/2022 613,71¢g 603,89 g 2L
Ago/2022 513,29 g 604,37 g 2L
Set/2022 618,09 g 604,50 g 2L
Out/2022 606,64 g 546,98 ¢ 2L
Nov/2022 467,81 ¢ 461,10 g 2L
Dez/2022 602,86 g 603,90 g 2L
Jan/2023 607,62 g 606,92 g 2L
Fev/2023 611,67 g 609,05 g 2L
Mar/2023 600,59 ¢ 615,24 g 2L
Abr/2023 614,32 g 617,74 g 2L
Mai/2023 605,54 g 620,36 g 2L

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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4.3 Célculo do rendimento

O calculo do rendimento foi determinado pela relacdo entre o volume de dleo obtido e

a biomassa vegetal (massa das folhas frescas) conforme descrita na equacéo a seguir.

Equacéo 1. Calculo de rendimento dos 6leos essenciais.

Onde:
To =teor de 06leo essencial (%)
Vo = volume de 6leo essencial extraido (mL)

Bv = biomassa vegetal (g)

4.4 Analise dos 6leos esséncias em CG/EM

As analises dos 06leos essenciais foram realizadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. As analises serdo realizadas no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo e Analise - LMCA, na Universidade Federal da Paraiba, Campus I, Jodo
Pessoa-PB.

O equipamento que foi utilizado nas analises é um cromatégrafo gasoso acoplado a
um espectrometro de massas, modelo GCMS-QP2010, Shimadzu, coluna RTX-5MS capilar
(5% Diphenyl/95% dimethyl polysiloxane). tamanho 30 m (comprimento) / 0.25 mm de
didmetro interno / 0,25 pm). Temperatura maxima da coluna permitida 220 °C, equipado com
fonte de ionizacdo por elétrons a 70 eV. Como fase movel foi utilizado gas hélio com fluxo
continuo de 1 mL/min.

As amostras foram solubilizadas em diclorometano (DCM), grau HPLC, numa

proporcao de 10 puL de amostra para 1000 pL de solvente (DCM).

4.5 Avaliacdo de atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os 0leos essenciais das folhas de Croton adamantinus e Croton urticifolius foram

submetidos a avaliacdo da atividade antibacteriana. Os testes foram realizados pela técnica de
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microdiluicdo em caldo, avaliando-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) contra cepas

padrdo de bactérias.

4.5.1 Cepas Bacterianas

As cepas utilizadas foram: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 25922). Todas provenientes do Departamento de Farmacia/UEPB do Laboratério de

Microbiologia Basica.

4.5.2 Antibiéticos

Foram usados como controles positivos a vancomicina, para cepas Gram positivas e 0
Cloridrato de Cefepima para cepas Gram negativas.
Para cada um dos antibi6ticos utilizados, pesou-se 0,0248g e foram diluidos em 10 mL

de &gua destilada estéril.

4.5.3 Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado para o cultivo das cepas foi o caldo Mueller-Hinton
(MHI).
Foram pesados 369 de caldo Mueller-Hinton e dissolvidos em 1L de agua destilada e

posteriormente esterilizados em autoclave a 150 °C por 45 min.

4.5.4 Preparacéo do In6culo

No 1° dia, as cepas foram incubadas a 37 °C na estufa por 24 h em placas de Petri, e
foi preparado o caldo Mueller-Hinton, onde pesou-se 11,1 g do meio de cultura para o preparo
de 300 mL de caldo.

No 2° dia, o inéculo foi preparado a partir da escala de McFarland: zerou -se o
espectrofotdbmetro com uma solucéo fisiologica a 0,9 %, e ajustou o comprimento de onda do
aparelno em 625 nm. Logo apds foi feita a suspensdo direta das colonias em solucéo
fisioldgica estéril. A faixa de absorbancia estimada foi entre 0,080 - 0,100%. O in6culo

padrdo de McFarland contém cerca de 108 UFC/mL.
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Em um tubo médio estéril adicionou-se 400 pL do inoculo padrdo de McFarland e 3,6
mL de caldo Mueller-Hinton. O inoculo teste passou a conter cerca de 10° UFC/mL.

Logo em seguida, realizou-se outra diluicdo do inoculo. Em outro tubo estéril foi
adicionado 400 pL do inoculo teste de McFarland diluido anteriormente em 3,6 mL de caldo
Mueller-Hinton. O inoculo passou a conter cerca de 10° UFC/mL.

Na placa de microdiluicdo em cada um dos 96 pogos estava com 100 pL do caldo
Mueller-Hinton, quando o indculo teste na concentragdo 10° UFC/mL foi inserido na placa, a
concentragdo diminuiu para 10° UFC/mL, o preparo do inoculo teste recomendado para a
concentracéo de bactérias é que na placa de microdiluigio tenham 10° UFC/mL de inoculo. A
reducdo é necessaria pelo pouco volume de meio de cultura que se utiliza na técnica de
microdiluicdo (LIMA, 2018).

4.5.5 DiluicBes dos Oleos Essenciais

No preparo da solucdo mae, para cada amostra de OE foram pesados 0,05 g, e diluido
em 0,5 mL de solucdo de DMSO a 10 % e 0,5 mL de solucdo de Tween 80 a 4% e agitado no
vortex.

Para o preparo da solucdo estoque, retirou-se 0,65 mL da solu¢cdo mae e adicionou-se
0,35 mL de agua destilada estéril.

Para a solucdo teste, foi feita outra diluicdo das amostras, retirando-se 0,5 mL da

solucdo estoque e adicionando-se 0,5 mL de caldo Mueller-Hinton estéril.

4.5.6 Determinagéo da CIM

As analises foram realizadas em placas de 96 pocos de fundo chato e o meio de cultura
utilizado foi o MHI (Mueller-Hinton). As amostras dos OE foram inseridas na placa nas
seguintes concentragdes: 8,192, 4,096, 2,048, 1,024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, ng.mL™. Os
antibidticos nas concentrages de: 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 ug.mL™ e o in6culo

bacteriano.

4.5.7 Pipetagem na Placa de Microdilui¢éo

Inicialmente utilizando uma pipeta multicanal colocou-se 100 pL do meio de cultura

em todos os pogos, da coluna 1 até a coluna 12 em todas as linhas (de A a H).



41

Foram pipetados 100 pLL de amostras contendo a solugéo teste. Logo em seguida, 100
uL da solucéo teste na concentragdo de 16,384 ug.mL™ foram depositados no primeiro pogo
(Linha A). Como ja havia 100 pL de meio de cultura, a concentragdo da amostra passou a ter
cerca de 8,192 ug.mL™. Depois foi realizada a microdiluicio seriada até a pendltima coluna
(coluna 11). Os testes de todas as amostras foram feitos em triplicatas, os primeiros pocos das
Linhas B e C também tinha a mesma solucéo teste com a mesma quantidade utilizada no pogo
da linha A.

As Linhas D, E, e F possuia outra amostra de 6leo sob as mesmas condicdes de
preparo e microdiluigdes.

Foram pipetados 100 pL contendo a solucdo do antibidtico controle em uma
concentracéo de 2,048 pg.mL™?, e foram depositados no pentltimo e Gltimo pogo (Linhas G e
H) até a coluna 9. Como ja havia 100 puL de meio de cultura, a concentragdo do antibidtico
ficou em cerca de 1,024 pg.mL™.

Para o controle de DMSO, pegou-se 100 puL da solu¢do a 10% e adicionou-Se nos
pocos das colunas 10 e 11, das linhas G e H. A Coluna 12, das linhas A até H da placa de
microdiluicdo, recebeu apenas 0 meio de cultura.

Por Gltimo adicionou-se 20 pL da suspensdo bacteriana em todos 0s pocos, exceto 0s
pocos da coluna 12 das linhas G e H onde possuia apenas o meio de cultura, sem suspensao
bacteriana.

As placas foram colocadas para incubar em estufa a 36°C por 24h. A leitura do
resultado foi feita adicionando 20 puL do corante resazurina a 0,01% em cada pogo, e incubou
novamente as placas na estufa por cerca de 4 h. Ao realizar a leitura da placa, na qual a cor
azul representa a auséncia do crescimento bacteriano e a cor rosa o crescimento bacteriano
(LIMA, 2018).

Figura 8 — Placa de 96 pocos para técnica de microdiluicéo.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse trabalho foi realizado o estudo sazonal dos 6leos essenciais das folhas frescas
do Croton adamantinus (OCA) e Croton urticifolius (OCU) coletadas na cidade de Areia, no
Brejo Paraibano — Brasil, visando avaliar as possiveis variagdes da composicdo quimica dos
OE em diferentes estacOes durante 12 meses (inverno, primavera, verdo e outono) Para o
estudo sazonal das duas espécies foram analisadas 12 amostras de OCA, e outras 12 amostras
para OCU referentes a cada um dos meses entre junho de 2022 a maio de 2023. Todas as
coletas foram realizadas as 6h da manhd. Os OE foram extraidos pelo método de
hidrodestilacdo em um aparelho do tipo Clevenger, e apresentaram as seguintes
caracteristicas: 0 OCA possui uma coloracdo amarelada, cheiro forte, bastante denso e muito
viscoso, e 0 OCU, possui uma coloracdo esbranquicada, cheiro bastante aromatico e
agradavel, de pouca densidade e viscosidade.

Os OEs foram obtidos com rendimentos que variaram entre os valores de 0,05% a
0,08% para o OCA e de 0,08% a 0,26% para o0 OCU.

Para o 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus, extraido por destilacdo a
vapor, a literatura mostra rendimentos de aproximadamente 0,6%, (XIMENES et al., 2013),
0,68%, extraido por hidrodestilacdo (SILVA, 2020) e 0,1 %, extraido por hidrodestilacdo
(BARBOSA, 2021), valores superiores ao encontrado nesse trabalho, evidenciando que houve
uma variacdo no rendimento do éleo essencial da espécie em estudo. Varia¢6es no rendimento
podem ser atribuidas aos fatores de qualidade dos solos, unidade do ar, temperatura ambiente,
periodo de extracdo, método e tempo de destilagcdo e entre outros (MADHUMITA; GUHA;
NAG, 2019).

Ja para o 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius, foi obtido rendimentos com
valor de 1,86 %, extraidos entre os meses de fevereiro e maio de 2016, (SILVA, 2020) e
0,1%, foram extraidos durante o outono de 2019 (BARBOSA, 2021). Ambos obtidos pelo
método de hidrodestilacdo. Os rendimentos obtidos neste estudo sdo semelhantes aos obtidos
por Barbosa (2021).

No estudo sazonal dos OCA os teores de 6leos (%) obtidos nas 12 amostras
investigadas variou entre 0,05% a 0,08%, apresentando uma média geral de 0,06% em relacéo
ao rendimento dos oOleos analisados. Observou-se que no més de novembro (nov) o
rendimento de 6leo foi maior em comparagdo com os demais meses, justamente o més que é o

final da primavera e préximo ao inicio do verdo. Para 0 OCA nos meses da primavera
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obtiveram as melhores médias em relagdes as outras estacdes com (média 0,07%), seguido do
verdo (média 0,06%), outono (média 0,05%) e inverno (média 0,05%).

Os meses de menores rendimentos foram obtidos nos meses de junho (jun), julho (jul)
e agosto (ago), que corresponde ao inverno. Esse fato pode estar relacionado a influéncia de
temperatura ambiente, j& que os meses de junho e julho séo caracteristicos de serem chuvosos
e frios na regido do brejo paraibano — Brasil, e as espécie de Croton se mostraram com um
maior rendimento dos seus 0leos a medida que a temperatura elevava e o clima se torna mais
quente. Em geral, a producdo de Gleos essenciais tende a aumentar em temperaturas mais
elevadas, o que pode levar ao crescimento e desenvolvimento para a planta, pois esta
diretamente relacionado a fotossintese e outros processos fisiologicos, bioquimicos e
morfologicos (CASTRO et.al., 2018).

Para o estudo sazonal dos OCU os teores de 0Oleos (%) obtidos nas amostras, nos
meses de junho de 2022 a maio de 2023, variou entre 0,08% a 0,26%, apresentando uma
média geral de 0,12% da composicdo dos 6leos analisados. Observa-se que nos meses de
janeiro (Jan), fevereiro (fev) e marco (mar) o rendimento de 6leo foi um pouco menor
obtendo um percentual de apenas 0,08% do teor de 6leo, em relacdo ao més de novembro
(nov) que obteve o melhor rendimento de todas as amostras com um teor de 0,26 %. De modo
geral para OCU a estagdo da primavera também teve as melhores médias em relacdes as
outras estagdes com (média 0,19%), seguido do inverno (média 0,13%), outono (média
0,11%) e verdo (média 0,10%). As variacGes interanuais e sazonais sdo responsaveis diretas
pelas variaces na populacdo de Croton, entretanto é possivel que caracteristicas da propria
espécie ou condicionada a outros fatores ambientais sejam responsaveis pelas variacdes na
sua dinamica (NASCIMENTO et al., 2017).

No estado da paraiba, a estacdo da primavera coincide com o periodo de estiagem,
onde as chuvas sdo bastante reduzidas, acarretando uma maior intensidade luminosa. Segundo
a Agéncia Executiva de Gestdo das Aguas do Estado da Paraiba (AESA)

(http://www.aesa.pb.gov.br) nos meses de setembro, outubro e novembro de 2022

(primavera), ndo houve ocorréncia de chuva registada, acarretando em uma maior incidéncia
de raios solares que estimula a atividade fotossintética e crescimento da planta, o que pode
gerar aumento na sintese de metabdlitos secundarios. O aumento das temperaturas cria um
efeito de estresse térmico nas plantas aromaticas e favorece a producdo de Oleo essencial
(SANTOS et al., 2023).


http://www.aesa.pb.gov.br/
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5.1 Identificagédo dos constituintes

As amostras dos 6leos essenciais das folhas frescas de Croton adamantinus (OCA) e
Croton urticifolius (OCU) foram analisados por CG/EM e um total de 20 compostos foram
identificados para cada uma das espécies, (Tabela 2 e 3) a partir dos dados obtidos nos
cromatogramas (Figuras 10 a 33). Os compostos foram organizados por ordem de elui¢do na
coluna, o indice de retencdo com dados na literatura (ADAMS. 2009) e a porcentagem de
cada constituinte de cada amostra estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3 cujas estruturas estdo
dispostas na Figura — 9.

A identificacdo das substancias foi feita pela comparacdo dos espectros de massas
obtidos com os da literatura adotada (ADAMS, 2009). Foi entdo realizada a corre¢do dos
indices de Kovats através de regressdo linear usando o tempo de retencdo experimental e o
indice de Kovats da literatura (ADAMS, 2009) de alguns constituintes quimicos presentes nos
6leos essenciais. Os constituintes quimicos, seus respectivos indices de Kovats e as
respectivas percentagens estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. As analises dos espectros de
massas foram comparadas com dados na literatura (ADAMS, 2009), e confirmou a
identificacdo acima de 87,0% de todos os compostos presentes em todas as amostras de 6leos
essenciais de Croton adamantinus (OCA) e acima de 90% para o Croton urticifolius (OCU).

A classe de compostos predominantes nos 6leos OCA foi sesquiterpeno, ja que dos 20
compostos identificados, através do CG/EM, 19 pertencem a essa classe (95%) seguida por
monoterpenos (5%). A presenca de sesquiterpenos em porcentagens elevadas € comum nos
6leos das espécies de Croton, conforme tem sido relatado na literatura (OLIVEIRA et al.,
2020). J4 em relacdo as amostras do OCU, 20 compostos foram identificados, a classe de
compostos predominantes nos éleos também foram os sesquiterpenos (80%), seguidos por
monoterpenos (20%).

De forma geral foram identificados os constituintes que apresentavam valores
atribuidos acima de 0,1% ou que havia presenca em outras amostras, afim de fazer uma

comparacao geral entre as variagdes entre o estudo sazonal das duas espécies.
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Tabela 2- Composicéo quimica e teor de 6leos essenciais das folhas de Croton adamantinus (OCA) no estudo sazonal.

Constituintes quimicos?  IKP  IK® Composicao (%) OCA
Inverno Primavera Verao Outono
Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai
a-pineno 939 931 - 1,01 - - - - - - - 3,05 - 1,60
a-copaeno 1376 1372 0,72 - - 0,69 0,65 0,69 - 1,38 - - - -
B-elemeno 1390 1386 4,40 340 283 2,50 3,68 3,99 1,49 500 321 4,07 2,05 1,73
(E)-cariofileno 1419 1422 1042 11,36 950 17,12 13,74 9,19 1565 7,02 1350 650 19,83 14,46

a-trans-bergamoteno 1434 1430 2,01 2,19 202 3,29 2,44 1,77 290 2,22 1,98 2,22 1,85 2,40

aromadendreno 1441 1442 - - 2,56 2,37 3,54 1,54 3,09 2,40 - 6,53 2,86 3,47

a-humuleno 1454 1457 1,19 1,73 0,98 1,63 1,36 1,05 1,66 0,79 1,52 2,13 2,18 1,76
9-epi-(E)-cariofileno 1466 1466 0,90 - - 0,68 0,67 - - - - - - -

D-germacreno 1481 1485 16,97 4,08 16,60 14,20 1154 17,12 1541 2564 1656 2,80 11,62 14,72

biciclogermacreno 1500 1502 3520 18,68 33,08 30,26 30,56 36,07 28,40 26,95 30,14 19,03 26,56 25,20

B-sesquifelandreno 1522 1517 1,39 - 2,10 2,67 2,08 193 271 2,25 2,18 - 2,38 2,89
d-cadineno 1523 1521 135 0,95 2,06 1,49 191 155 210 3,37 1,68 1,82 1,71 2,29
v-(E)-bisaboleno 1531 1533 6,47 387 797 11,49 10,72 766 10,68 6,14 11,37 581 12,05 12,30
espatulenol 1578 1581 4,29 16,94 2,48 1,90 3,43 2,49 1,56 1,79 1,30 8,82 155 2,08
oxido cariofileno 1583 1588 3,46 9,53 - 1,90 2,58 - 2,37 - - - - 3,65
globulol 1590 1589 - - 2,68 - - 2,04 - 1,86 192 39 301 -
viridiflorol 1592 1596 155 3,17 196 0,94 1,24 1,52 - 1,74 - 2,34 1,36 1,19
a-murolol 1646 1640 4,57 1169 5,82 - - 59 29 376 238 937 239 2,43
a-cadinol 1654 1649 139 3,07 1,72 0,62 1,05 1,63 0,93 158 095 532 1,08 1,22
a-bisabolol 1685 1670 1,23 2,49 - - - - - - - 3,30 - -
Total 9751 9416 9436 93,75 91,19 96,23 93,89 9389 90,29 87,0/ 9248 93,39
Teor de 0leo (%) 005 005 005 o006 006 008 006 006 006 005 0,06 0,06

* Constituintes quimicos® =Nomes dos constituintes listados em ordem de eluicdo na coluna cromatografica; IK® = indice de Kovat da literatura (ADAMS, 2009); 1K= indice
de Kovat corrigido.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Constituintes quimicos?

a-pineno
canfeno
B-pineno
limoneno
d-elemeno
a-copaeno
B-elemeno
(E)-cariofileno
a-humuleno
9-epi-(E)-cariofileno
y-muroleno
D-germacreno
biciclogermacreno
d-cadineno
(2)-nerolidol
B-germacreno
espatulenol
globulol
viridiflorol
a-murolol
Total
Teor de 6leo (%)

IKP

939

954

979
1029
1338
1376
1390
1419
1454
1466
1479
1481
1500
1523
1532
1561
1578
1590
1592
1646

IK®

926

943

975

1032
1351
1389
1396
1432
1462
1469
1478
1485
1499
1517
1542
1552
1568
1574
1580
1619

Jun
53,72
0,37
0,69
0,36
0,37
1,94
2,00
14,65
3,20
0,45
0,66
3,36
13,49
0,37
1,30
0,87
0,80
0,10
0,30
0,38
99,39
0,12

Inverno

Jul
56,01
0,35
0,70
0,43
0,37
1,56
2,72
11,09
2,44
0,40
1,44
2,96
15,06

1,45
1,25
0,61
0,40

0,34
99,58
0,12

Ago
42,07
0,23
0,53
0,29
0,50
1,97
3,00
15,93
3,59
0,55
0,70
5,23
18,15
0,45
1,38
1,76
0,73
0,70
0,35
0,57
98,68
0,15

Set
62,97
0,41
0,79
0,47
0,24
1,40
1,41
9,78
2,53
0,37
0,50
2,53
13,12
0,44
0,31
1,58
0,09
0,07
0,20
0,12
99,33
0,15

Composicao (%) OCU

Primavera

Out
52,71
0,32
0,70
0,43
0,55
1,31
3,21
11,40
2,41
0,70
0,94
4,93
14,40
0,48
0,75
0,96
0,52
0,47
0,35
0,42
97,96
0,16

Nov
37,99

1,04
0,72

2,53
3,25
13,51
3,97
1,11
1,68
5,18
18,50
1,07
1,09
1,85
2,14
1,31
0,85
0,95
98,74
0,26

Dez
41,12
1,05
1,54
0,83

2,35
3,55
14,21
3,76
0,69
0,71
4,20
18,05
0,49
1,01
1,14
1,99
0,96

97,65
0,14

Verao

Jan
19,71

1,46
2,90
4,96
15,57
4,88

2,13
11,55
17,72

1,21

1,80

1,32
4,56

1,98
91,75
0,08

Fev

32,51

1,05
1,12
4,08
3,92

13,87

3,54
0,82
1,59
7,99

17,14

1,09
1,45
1,36
2,31
1,18
0,70
1,20

96,92

0,08

Mar

11,60

5,14
6,21

19,46

6,08
1,65
1,77
4,20

21,98

1,54
2,32
4,69
2,82
2,12
1,34
1,93

94,85

0,08

Outono

Abr

24,67

0,84
0,87
4,25
3,91

18,76

5,50
1,17
1,49
5,36

18,20

1,12
2,37
2,83
2,00
1,53
1,08
1,83

97,78

0,13

Mai

26,99

0,75
1,02
5,20
3,06

18,96

5,70
0,96
1,93
6,04

17,76

1,11
2,54
1,03
1,63
1,50
1,08
1,10

98,36

0,11

*Constituintes quimicos*=Nomes dos constituintes listados em ordem de elui¢do na coluna cromatografica; IK?= indice de Kovat da literatura (ADAMS, 2009); IK°= indice

de Kovat corrigido.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Nas amostras do OCA foram identificados 20 compostos, dentre eles 1 monoterpeno
(5%) e 19 sesquiterpenos (95%). Os constituintes quimicos majoritarios identificados foram
0s mesmos em todas as amostras com diferenca apenas em relacdo a quantidade percentual de
suas composi¢des quimicas. Os compostos majoritarios em todas as amostras foram 0s
sesquiterpenos: biciclogermacreno, (E)-cariofileno e D-germacreno.

As substancias identificadas em cada amostra do OCA variou entre 15 a 20, sendo que
em todas as 12 amostras do estudo da analise sazonal, apresentaram como composto
majoritario o biciclogermacreno, concordando com os dados obtidos por Barbosa (2021). No
entanto, este estudo apresenta um quimiotipo diferente do apresentado no trabalho Silva
(2020), onde foram identificados como compostos majoritario nos 6leos de C. adamantinus o
(-)-espatulenol (28,34%), 6xido de cariofileno (20,21%) e diepicedreno-1-6xido (18,16%).

O teor em porcentagem do composto biciclogermacreno nos OCA variou entre
18,68% a 36,07%, apresentando uma média geral de 28,34% da composicdo dos 6leos
analisados desse constituinte. Destacam-se 0s meses de julho (jul) (18,68%) e novembro
(nov) (36,07%) com a menor e maior percentual de biciclogermacreno, respectivamente. As
médias do teor de biciclogermacreno nos meses da primavera obtiveram as melhores médias
em relagdes as outras estacfes com (média 32,29%), seguido do inverno (média 28,98%),
verdo (média 28,48) e outono (média 23,59%). O fato do biciclogermacreno ser majoritarios
em todas amostras do OCA, pode estar atribuido as temperaturas mais altas das estacdes
(primavera e verdo), este composto é um sesquiterpeno, e sua perda para o ambiente de forma
natural ocorre mais lentamente do que os monoterpenos, que sdo compostos de menor peso
molecular que evaporam mais rapido (ALENCAR et al., 2017).

Os percentuais encontrados para o biciclogermacreno em termo de média foi inferior
ao encontrado na literatura para o 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (36,47%)
(BARBOSA, 2021). Comparando 0 mesmo més de extracdo (mar) entre os OCA, o trabalho
de Barbosa (2021), obteve um percentual bem mais relevante 36,47%, enquanto essa analise
teve 19,03%. A producdo de metabdlitos secundarios pode alterar conforme o estagio de
desenvolvimento da planta, outro fator é o estresse da planta com relacdo a sazonalidade
ocorrida no periodo, ano/més, e até mesmo o dia da coleta do material botanico (FERREIRA
et.al., 2020).

Dentre as 12 amostras analisadas para OCA, 6 tiveram como 0 segundo composto com
maior percentagem na composicdo o (E)-cariofileno, nos respectivos meses de julho,

setembro, outubro, dezembro, marco e abril, apresentando uma media de 12,36% da
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composicdo dos Oleos analisados. Esses valores estdo acima da literatura de referéncia, que
obteve um valor de 9,22% para 0 mesmo composto (BARBOSA, 2021). J& as outras 6
amostras tiveram o D-germacreno como 0 segundo composto em maior propor¢do nas
amostras de junho, agosto, novembro, janeiro, fevereiro e maio, apresentando uma média de
13,94% e indicando uma variacdo em relacdo as demais amostras. No trabalho de Barbosa
(2021), ndo foi identificada a presenca do composto D-germacreno em sua anélise.

Para as amostras do OCU foram identificados 20 compostos, dentre eles 4
monoterpenos (20%) e 16 sesquiterpenos (80%). Os constituintes quimicos majoritarios
identificados foram 0os mesmos em todas as amostras com diferenca apenas em relagcéo a
quantidade percentual de suas composi¢Bes quimicas. Os compostos majoritarios em todas as
mostras foi o0 monoterpeno a-pineno, seguido pelos sesquiterpenos, biciclogermacreno e
(E)-cariofileno. Os sesquiterpenos estavam em maiores propor¢des em todas as amostras.

O numero de substéncias identificadas em cada amostra do OCU variou de 14 a 20,
sendo que das 12 amostras da analise sazonal, 11 amostras apresentaram como composto
majoritario o a-pineno, concordando com os dados obtidos por Barbosa (2021). A excecédo
foi 0 més de janeiro (jan), onde o composto majoritario da amostra foi o biciclogermacreno.

A porcentagem de a-pineno nos OCU variou entre 11,60% a 62,97%, apresentando
uma média geral de 38,50% da composicdo dos o6leos analisados desse constituinte.
Destacam-se 0s meses de margo (mar) (11,60%) e setembro (Set) (62,97%) com a menor e
maior quantidade de a-pineno, respectivamente. As médias do teor de a-pineno nos meses da
primavera obtiveram as melhores médias em relagdes as outras estacbes com (média 51,22%),
seguido do inverno (média 50,60%), verdo (média 31,11%) e outono (média 21,08%). Os
percentuais encontrados para o a-pineno foram bem mais elevados que o encontrado na
literatura para o 0leo essencial das folhas de Croton urticifolius (21,70%) (BARBOSA, 2021).
No entanto, este estudo apresenta um quimiotipo diferente do apresentado no trabalho Silva
(2020), onde foram identificados como compostos majoritario nos 6leos de C. urticifolius que
teve 0 1H-Inden-5-ol, 2,3-dihydro- como composto majoritario (83%).

A producdo elevada ou baixa de a-pineno em uma planta pode estar atribuida a
formacdo do intermediario (cation terpenil) formado nos monoterpenos ciclico, e quando o
cation terpenil sofre rearranjo, por exemplo, o fechamento do anel nas posi¢ées 2,7 forma o
cation pinil que forma a- e B-pineno (XU et al., 2021).

Dentre as 12 amostras analisadas para OCU, 9 tiveram como 0 segundo composto com
maior percentagem na composicao o biciclogermacreno, apresentando uma média de 16,96%

da composicdo dos 0leos analisados. Esses valores para o biciclogermacreno estdo um pouco
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distantes da literatura de referéncia, que obteve um valor de 21,46% para esse composto
(BARBOSA, 2021). J& para as amostras junho de 2022, abril e maio de 2023 o segundo
composto mais abundante foi o (E)-cariofileno, indicando uma variagdo em relacéo as demais
amostras.

O terceiro constituinte de maior porcentagem em 9 das 12 amostras para o0 OCU foi o
(E)-cariofileno, que apresentou uma média de 14,76% dos OCU da composicao dos 6leos
analisados. O (E)-cariofileno, estdo proximos da literatura de referéncia, que obteve um valor
de 17,34% para esse composto (BARBOSA, 2021).

O a-pineno que foi 0 composto majoritario nos OCU, foi identificado em apenas 3 das
12 amostras do OCA, enquanto compostos como biciclogermacreno, (E)-cariofileno e D-
germacreno tiveram quantidades percentuais relativas nos OCA e OCU.

O estudo sazonal das espécies de Croton adamantinus e Croton urticifolius teve como
objetivo investigar as variagdes que podem ocorrer nos constituintes quimicos da espécie ao
decorrer de varios meses em diferentes climas das estacdes do ano. De acordo os resultados
obtidos a melhor estacdo do ano para realizacdo da extracdo dos OCA e OCU foi na
primavera com médias de 0,07% e 0,19% respectivamente, e consequentemente nessa estacao
obtiveram 0s maiores valores entre os compostos majoritario dessas especie. Para 0 OCA em
novembro o biciclogermacreno (36,07%) e para 0 OCU, setembro o a-pineno (62,97%). Os
resultados obtidos podem estar relacionados a concentracdo de terpenoides nos Oleos
essenciais, geralmente aumenta em estagdes que possui temperaturas mais elevadas
(primavera e verdo), por outro lado, estacoes chuvosas (outono e inverno) podem resultar na
perda de substancias presentes principalmente nas folhas e consequentemente causar uma
diminuicdo na concentracdo de compostos volateis (SILVA et.al., 2019).

Variacdes nos teores dos 6leos essenciais assim como nos constituintes quimicos,
provavelmente podem estarem associadas aos efeitos de diversos fatores ambientais que
estimularam a biossintese desse terpenoides. Nesse sentido as condi¢Ges climaticas da cidade
de Areia-Paraiba no periodo das coletas (junho de 2022 a maio de 2023) registraram o indice
de precipitacdo de chuvas em todas as estagdes sendo: a primavera registrou o menor indice
de chuva registrado (média 39,5 mm) caracteristico do periodo de estiagem e mais seco da
regido, em seguida verdo (média 85,5 mm), outono (média 126,5 mm) e inverno (média 216,6
mm) periodo mais chuvoso. De acordo com Santos et al (2023), isso pode estar relacionado
aos componentes hidrofébicos presentes nos 6leos essenciais, que tendem a aumentar durante
os periodos quentes e sem chuva, para proteger a planta contra a dessecacdo e as flutuacdes na

intensidade de luz.
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Para as 12 amostras do OCA e as 12 amostras do OCU foram identificados no total 27
constituintes quimicos diferentes e a sequéncia numeral inserida das estruturas dos
constituintes identificados estd em ordem de eluicdo na coluna cromatografica pelo indice de
Kovats da literatura (ADAMS, 2009). As estruturas de todos esses compostos estdo

apresentadas na Figura 9, a sequir:

Figura 9- Estrutura dos constituintes identificados nos oOleos essenciais de Croton
adamantinus e (OCA) e Croton urticifolius (OCU).
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5.2 Determinagéo da Concentragéo Inibitéria Minima

Todas as amostras dos OCA e OCU foram submetidas a avaliacdo do seu potencial
antibacteriano, frente a cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 25922), atraves da técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

Para a analise de resultados considerou-se, boa atividade inibitoria, quando o valor de
CIM foi menor que 100 pg.mL™?, atividade inibitéria moderada, entre 101-500 pg.mL™,
atividade inibitoria fraca, entre 501— 1000 pg.mL, e auséncia de atividade inibitoria, quando
a concentragdo indicar valores maiores que 1001 pg.mL? (HOLETZ et al., 2002; AYRES et
al., 2008; SOUZA et al., 2014). De acordo com a Tabela 4 a seguir:

Tabela 4 — Classificacdo da atividade antibacteriana de acordo com os valores obtidos de
(CIM).

Atividade Antibacteriana Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) [ug.mL™?]
Boa <100
Moderada 101-500
Fraca 501-1000
Inativa >1001

Fonte: HOLETZ et al. (2002); AYRES et al. (2008); SOUZA et al. (2014); CHAUL (2015).

Os resultados da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas frescas do
Croton adamantinus e Croton urticifolius, contra as cepas bacterianas de Staphylococcus

aureus e Escherichia coli estéo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas de Croton adamantinus e

Croton urticifolius.

Cepas bacterianas

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Amostras OCA OCuU OCA OCU
CIM[ugmL?] CIM[pgmL?] CIM[ugmL?] CIM [pg.mL?]
Jun/2022 512 ND 8192 ND
Jul/2022 4096 ND 8192 ND

Ago/2022 4096 ND 8192 ND
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Set/2022 4096 ND 8192 ND
Out/2022 512 ND 8192 ND
Nov/2022 4096 ND 8192 ND
Dez/2022 256 ND 8192 ND
Jan/2023 512 ND 8192 ND
Fev/2023 512 ND 4096 ND
Mar/2023 1024 ND 8192 ND
Abr/2023 128 ND 8192 ND
Mai/2023 128 ND 8192 ND

Obs: Nd: ndo houve atividade antimicrobiana; Controle positivo: Para Staphylococcus aureus utilizou-se
Vancomicina; Para Escherichia coli utilizou-se Cloridrato de Cefepima. Todos os antibiéticos tiveram CIM de 4
pg.mL?,

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A anélise comparativa dos resultados obtidos na Tabela 5 com os da Tabela 4 mostram
que as 12 amostras dos OCA apresentaram-se ativas contra as cepas de Staphylococcus
aureus na maioria das concentracfes utilizadas, as concentracGes vidveis variaram entre 128
ng.mL?t a 1024 pg.mL?, sendo que as amostras do més de abril e maio foram mais efetivas,
com uma concentracéo de 128 pg.mL. Esse resultado pode estar atribuido a similaridade dos
principais constituintes quimicos identificado durante o outono e aumento consideravel do
constituinte quimico y-(E)-bisaboleno, que teve o0s maiores valores encontrados,
coincidentemente nos meses de abril e maio com uma porcentagem de 12,05% e 12,30 %
respectivamente. Na literatura ndo foi encontrado registros de atividades antibacteriana sobre
0 composto. Outra possiblidade para justificar a atividade antibacteriana dos OCA, é a
presenca de (E)-cariofileno, ou também conhecido como B-cariofileno, que no més de abril,
registrou a maior quantidade percentual para esse composto com 19,83%. No trabalho de Yoo
e Jwa (2019) constatou que o cariofileno pode melhorar a satde periodontal atraves da
atividade antimicrobiana contra periodontopatogenos, reduzindo a inflamacdo causada pelo
lipopolissacarideo. Vérios trabalhos mostram que (E)-cariofileno ou 6leos esséncias de
espécie do género Croton contendo esse composto exibiram potencial antimicrobiano frente
as cepas Staphylococcus aureus e Escherichia coli (DAOUDA, et al., 2014; BRITO et al.,
2018).

As analises de OCA frente a cepa Escherichia coli, mostraram que nenhuma das

amostras teve atividade antibacteriana conforme mostra a Tabela 5.
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O oOleo essencial das folhas de Croton adamantinus ja teve sua atividade
antimicrobiana testada em outros trabalhos (XIMENES et al., 2013), (SILVA, 2021) e
(BARBOSA, 2021), No trabalho de Ximenes (2013) houve a comprovacdo seu efeito
bactericida, frente as cepas de Staphylococcus aureus, através do método de difusédo em disco.
No trabalho de Silva (2021), os OCA também teve atividade antibacteriana detectada frente a
Staphylococcus aureus multirresistente. Porém no trabalho de Barbosa (2021), ndo houve
evidéncia de atividade em nenhuma das cepas testadas. Portanto o presente trabalho
apresentou um resultado relevante, visto que nas analises foram obtidos resultados diferentes,
relacionado a variagdo na composi¢do quimica desses 0leos.

Como pode ser observado na Tabela 5 0 OCU, ndo apresentou atividade antibacteriana
em nenhumas das 12 amostras frente as duas cepas testadas. O composto majoritario nas
amostras OCU foi o a-pineno, que na literatura mostra ser uma alternativa no combate as
bactérias, sendo capaz de inibir o crescimento da espécie Escherichia coli, demonstrando a
possibilidade de seu uso como antimicrobiano isolado ou associado a outras drogas
(AMARAL et al., 2020). A auséncia de atividade no 6leo pode ser justificada pela interacéo
dos componentes do 6leo entre si, formando um complexo inativo que acabam interferindo na
inibicdo da atividade antimicrobiana.

E importante destacar que esses efeitos antibactericidas ndo dependem exclusivamente
dos compostos majoritarios, mas também pode estar atribuido a sensibilidade das cepas
bacterianas, métodos de extracdes, ano e periodo da coleta da planta (inverno, primavera,
verdo e outono), entre outros fatores que podem interferir nos resultados em relacdo a

composi¢do quimica e atividade antibacteriana.
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6 CONCLUSAO

Esse trabalho contribuiu com o estudo da variacdo sazonal dos constituintes quimicos
dos Oleos essenciais das folhas frescas de Croton adamantinus e Croton urticifolius, coletadas
na cidade de Areia, no brejo paraibano — Brasil.

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa identificou
20 constituintes quimicos para 0 OCA e 20 constintuintes para 0 OCU. Em relacdo aos OCA
0s compostos majoritarios foram biciclogermacreno, (E)-cariofileno e D-germacreno. A
média de percentagem dos constituintes teve para biciclogermacreno (28,34%), (E)-
cariofileno (12,36%) e D-germacreno (13,94%). J& para o OCU os compostos com maior
percentagem em todas as amostras foram o a-pineno, biciclogermacreno e (E)-cariofileno. A
média de percentagem dos constituintes teve para 0 a-pineno (38,50%), biciclogermacreno
(16,96%), (E)-cariofileno (14,76%).

De acordo com os resultados obtidos a melhor estagdo do ano em relagéo a rendimento
para realizacdo da extracdo dos OCA e OCU foi na primavera com médias de 0,07% e 0,19%
respectivamente, e, consequentemente, nessa estacdo foram obtidos os maiores valores entre
0S compostos majoritario dessas especie. Para 0 OCA, em novembro, o biciclogermacreno
(36,07%) e para 0 OCU em setembro, o a-pineno (62,97%).

Oito das 12 amostras dos OCA apresentaram atividade antibacteriana frente a cepa de
Staphylococcus aureus, com variagdes entre 128 pug.mL™* a 1024 pug.mL™, sendo que as
amostras do més de abril e maio tiveram as melhores atividades encontradas com uma CIM de
128 pg.mL. OCA nio apresentou atividade frente a Escherichia coli.

Para OCU ndo apresentou atividade antibacteriana em nenhumas das 12 amostras
frente as duas cepas testadas na microdiluicéo.

Os quimiotipos neste estudo sdo diferentes dos encontrados na literatura para OCA e
OCU, a influéncia da sazonalidade e as condi¢fes ambientais sdo capazes de ocasionar
variagdes significativas em relagdo aos rendimentos em seus constituintes quimicos.

E possivel concluir que o estudo sazonal dessas espécies nativas do nordeste brasileiro
com amplo conhecimento popular, contribuiu para a comunidade local e cientifica, a fim de
evidenciar o melhor periodo de coleta dessas espécies, assim como, a descoberta de novas
propriedades bioldgicas, que poderdo ser exploradas pela industria alimenticia, aromatizantes

e farmacéutica.
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APENDICE A: CROMATOGRAMAS CG/EM OCA E OCU

Figura 10 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (junho de 2022).
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Figura 11 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (julho de 2022).
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Figura 12 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (agosto de 2022).
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Figura 13 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (setembro de 2022)
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Figura 14 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (outubro de 2022).
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Figura 15 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (novembro de 2022).
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Figura 16 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (dezembro de 2022).
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Figura 17 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (janeiro de 2023).
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Figura 18 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (fevereiro de 2023).
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Figura 19 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (marco de 2023).

TIC
354,864 2
S
g
4
T A
- B 3
i3 4
z
e || 4 .
kS E & =
o = E
E s
o 2 2
z o S b
P E: - ]
g 5 g = |3 g
= S Ef ‘ &
<F =
l‘
| Ll | M |
1 L N’u%
i Irlll.‘__,dl | L.ujl Jl JﬁlLr (LI TN WMMWUI L\.\.‘,II"V\'«....‘_W
Lot — i U
S

T BamEassnan T EREEEEEEERE nanas ann
16.0 17.0 18.0 19.0 20_0 21.0 22_0 23.{] 240 249

min

5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11_0 ‘1.2. 14 D




Figura 20 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (abril de 2023).

TIC
3,784,856 B
=t
=
g
=
3
g :
. o g
& # & "
2 4 AR &g & 5
= = _jf e o %
| 5 =
' |\ I “H B P
(o4} i [ | ; i i |
I, A UL b JUA i itin_f
R L e e s S RAREE L = e e B e R R L R s L a2 S s S
5.0 6.0 7.0 8.0 3.0 10.0 110 12.0 130 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 20.0 20 22.0 23.0 240

78



79

Figura 21 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton adamantinus (OCA) (maio de 2023).
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Figura 22 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (junho de 2022).
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Figura 23 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (julho de 2022).
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Figura 24 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (agosto de 2022).
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Figura 25 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (setembro de 2022).
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Figura 26 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (outubro de 2022).
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Figura 27 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (novembro de 2022).
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Figura 28 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (dezembro de 2022).
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Figura 29 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (janeiro de 2023).
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Figura 30 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (fevereiro de 2023).
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Figura 31 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (mar¢o de 2023).
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Figura 32 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (abril de 2023).
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Figura 33 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Croton urticifolius (OCU) (maio de 2023).
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APENDICE B: ESPECTROS DE MASSAS

APENDICE B1: Espectro de massa do a-pineno (1).

30 60 90 120 150 180 210 240 270
APENDICE B2: Espectro de massa do canfeno (2).
252
20 50 80 110 140 170 200 230 260

40 70 100 130 160 190 220 250

:zru &
280
APENDICE B4: Espectro de massa do limoneno (4).
136 i
252262

30 60 90 120 150 180 210 240 270




APENDICE B5: Espectro de massa do &-elemeno (5).

20 50 80 110 140 170 200 230 260

APENDICE B6: Espectro de massa do a-copaeno (6).
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40 - 81
5 ; 04
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APENDICE B7: Espectro de massa do p-elemeno (7).
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]
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206 249
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APENDICE B8: Espectro de massa do (E)-cariofileno (8).
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APENDICE B9: Espectro de massa do a-trans-bergamoteno (9).

20 50 80 110 140 170 200 230 260

APENDICE B10: Espectro de massa do aromadendreno (10).
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APENDICE B11: Espectro de massa do a-humuleno (11).
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APENDICE B12: Espectro de massa do 9-epi-(E)-cariofileno (12).
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APENDICE B13: Espectro de massa do y-muraleno (13).

20 50 80 110 140 170 200 230 260

APENDICE B:14 Espectro de massa do D-germacreno (14).

30 60 90 120 150 180 210 240 270

APENDICE B15: Espectro de massa do biciclogermacreno (15).
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APENDICE B16: Espectro de massa do B-sesquifelandreno (16).
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APENDICE B17: Espectro de massa do 3-cadineno (17).

30 60 90 120 150 180 210 240 270
APENDICE B18: Espectro de massa do y-(E)-bisaboleno (18).
100 T |
: T
40 %0 119
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APENDICE B19: Espectro de massa do (Z)-neridol (19).
OH
G
20 50 80 110 140 170 200 230 260
APENDICE B20: Espectro de massa do B-germacreno (20).
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APENDICE B21: Espectro de massa do espatulenol (21).
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250
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APENDICE B22: Espectro de massa do 6xido cariofileno (22).
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APENDICE B23: Espectro de massa do globulol (23).
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APENDICE B24: Espectro de massa do viridiflorol (24).
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APENDICE B25: Espectro de massa do a-murolol (25).

APENDICE B26: Espectro de massa do a-cadinol (26).
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APENDICE B27: Espectro de massa do a-bisabolol (27).
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