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RESUMO

No Brasil, ha uma ampla variedade de vegetacdo com propriedades medicinais, portanto,
nota-se a necessidade de um estudo mais aprofundado das espécies disponiveis e seus
potenciais de utilizacdo baseado nas substancias nelas presentes. Nesse sentido, o intuito deste
estudo foi verificar os componentes quimicos e as propriedades antimicrobianas do 6leo
essencial de Lippia origanoides em relacdo aos microrganismos Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli, uma vez que as variedades de Lippia foram historicamente
utilizadas como remédios para o sistema digestivo e respiratorio, além de terem sido
acrescentadas as refeices como um aditivo alimentar para conferir sabor através de suas
folhas. A coleta do material foi realizada no Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, na
Floresta Nacional de Carajas. As partes vegetais foram separadas em flores e folhas,
provenientes tanto da regido interna quanto das bordas da canga. Apo6s a secagem em estufa,
0s Oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo utilizando o equipamento Clevenger.
As analises quimicas foram realizadas utilizando a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas (CG-EM). O dleo essencial de L.origanoides foi avaliado em
concentracfes de 10% e 1% em frente a bactéria Bacillus subtilus, e nas Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli, o 6leo foi testado apenas na concentracdo de 10%, por meio
do método de diluicdo em pocgos. Tanto o rendimento quanto a porcentagem dos compostos
presentes nos 6leos essenciais apresentaram variacao significativa entre as partes vegetais e 0s
locais em que foram coletados. Nas flores, os principais compostos encontrados foram timol,
E-cariofileno, eucaliptol e E-nerolidol. J& nas folhas, foram identificados carvacrol, g-
terpineno, E-nerolidol, p-cimeno, eucaliptol e timol. Apés as anélises antimicrobianas, o 6leo
essencial de L.origanoides demonstrou halo de inibicdo significativa apenas contra a bactéria

Bacillus subtilis em concentracdo a 10%.

Palavras-chave: 6leos essenciais; antimicrobiana; componentes quimicos.



ABSTRACT

In Brazil, there is a wide variety of vegetation, therefore, there is a need for a more in-depth
study of the available species and their potential uses based on the substances present in them.
In this sense, the aim of this study was to verify the chemical components and antimicrobial
properties of Lippia origanoides essential oil in relation to the microorganisms Bacillus
subtilis, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, since Lippia varieties were historically
used as remedies for the digestive and respiratory, in addition to being added to meals as a
food additive to impart flavor through its leaves. The material was collected in the Campos
Ferruginosos National Park, in the Carajas National Forest. The plant parts were separated
into flowers and leaves, coming from both the inner region and the edges of the canga. After
drying in an oven, the essential oils were extracted by hydrodistillation using Clevenger
equipment. Chemical analyzes were carried out using the Gas Chromatography coupled to
Mass Spectrometry (GC-MS) technique. The essential oil of Lippia origanoides was
evaluated at concentrations of 10% and 1% in relation to the bacteria Bacillus subtilis, and in
the bacteria Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, the oil was tested only at a
concentration of 10%, using the dilution method in wells. Both the yield and the percentage of
compounds present in essential oils showed significant variation between the plant parts and
the places where they were collected. In the flowers, the main compounds found were thymol,
E-caryophyllene, eucalyptol and E-nerolidol. In the leaves, carvacrol, g-terpinene, E-
nerolidol, p-cymene, eucalyptol and thymol were identified. After antimicrobial analysis,
Lippia origanoides essential oil demonstrated a significant inhibition halo only against the
bacteria Bacillus subtilis.

Keywords: essential oils; antimicrobial; chemical components.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o estudo de Sandes e Blasi (2000), estima-se que no Brasil se
encontrem entre 350 e 550 mil espécies de vegetais, 0 que evidencia a ampla diversidade
vegetal existente. Amaral et al., (2006) e Souza, Mello e Lopes (2011) destacam a
importancia da pesquisa sobre as plantas, pois ela permite a identificacdo das plantas toxicas,
reduzindo assim 0s casos de intoxicacdo, além de possibilitar o estudo das substancias ativas
para o desenvolvimento de farmacos.

Na regido Amazobnica, tem-se uma das maiores biodiversidades, com um numero
satisfatorio de 6leos essenciais e extratos utilizados, popularmente, no tratamento de infeccdes
flngicas (ALENCAR et al., 2009).0leos e extratos de plantas ha muito tempo tém servido de
base para diversas aplicacbes na medicina popular, entre elas, a producdo de antissépticos
topicos (NASCIMENTO et al., 2007).

Um dos 0leos essenciais que tem sido objeto de estudo € o 6éleo de L.origanoides.
Dentre as plantas da flora brasileira que possuem potencial antimicrobiano e asséptico
promissor, destaca-se a lippia origanoides (MORAO et al., 2016).

No entanto, é necessario realizar estudos para aprofundar a discussdo sobre as
funcionalidades da planta L. origanoides e destacar ainda mais suas qualidades, que envolvem
aspectos econémicos e ecologicos.

Assim, com o intuito de potencializar tanto os aspectos econdmicos quanto ecoldgicos
da espécie mencionada, esta pesquisa buscou analisar e identificar os compostos quimicos
presentes, bem como avaliar o seu potencial antimicrobiano contra patdgenos,
especificamente Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, com o objetivo

de explorar sua utilizacdo na farmacologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Realizar a analise e a identificacdo dos componentes quimicos existentes, com o

intuito de investigar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de Lippia origanoides.
2. 2 Especificos
1- Identificar quais substdncias quimicas estdo presentes no 6leo essencial de Lippia
origanoides.
2- Comparar as substancias encontradas nas partes vegetais, da espéecie em estudo,
coletada na borda e no interior da canga;
3- Avaliar o potencial antimicrobiano em relacdo aos microrganismos Klebsiella

pneumoniae, Bacillus subtilis e Escherichia coli.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Lippia

No Brasil, devido a uma grande diversidade da flora € comum encontrarmos uma
quantidade diversificada de espécies de plantas. Segundo Calixto (2000) no Brasil € possivel
encontrar cerca de 22% das espécies vegetais do mundo. A flora brasileira desperta um
interesse cientifico, principalmente, no ambito farmaco. A pesquisa etnobotanica cresceu
visivelmente na Gltima década em muitas partes do mundo, em especial na América Latina e,

particularmente, em paises como o México, a Colémbia e o Brasil (HAMILTON et al. 2003)

Lippia origanoides (Verbenaceae) € um arbusto aromatico ou pequena arvore (até 3 m
de altura) nativo da América Central e norte da América do Sul.(VICUNA, STASHENKO,
FUENTES, 2010). As espécies de plantas do género Lippia Linn, pertencentes a familia
Verbenaceae, possuem grande distribui¢do geografica e sdo facilmente encontradas em paises
tropicais,no Brasil, ocorre principalmente a Lippia alba Mill. N. E. Brown, Lippia gracilis
Schauer, Lippia grandis Schau, Lippia origanoides Kunth, Lippia sidoides Cham. e Lippia
triplinervis Gardner (SOARES, 2013).

De acordo com, Pascual, (2001) as espécies de Lippia sdo tradicionalmente utilizadas
como remédios gastrointestinais e respiratérios, porém a mesma também é utilizada com
finalidades alimenticias, suas folhas servem de tempero para alimentos.

A L.origanoides, popularmente conhecida como alecrim-pimenta, alecrim-do-nordeste
e estrepa-cavalo é uma planta pertencente a familia das Verbenaceae. Esta familia encontra-se
amplamente distribuida pelas zonas tropicais e temperadas das Américas, Africa e
india.(CASTRO, 2022)

Na América Central e na Colémbia, L. origanoides é indicada contra doencas
respiratorias, como gripe, bronquite, tosse e asma; no tratamento de distarbios
gastrointestinais como dor de estbmago, nausea,indigestdo e como carminativo; bem como
um anti-séptico para boca,garganta e feridas.(OLIVEIRA et al.,2014)

De acordo, com Morado et al., 2016, os principais constituintes quimicos encontrados
em espécies de L. origanoides sdo timol e carvacrol, os quais tém caracteristicas de
compostos que apresentam acao antibacteriana contra varios patégenos.

Segundo Alonso et al., 2021, a composic¢do quimica da espécie varia de acordo com

seus quimiotipos, tem como constituintes principais: p-cimeno, (E)-cariofileno, a-car,f-
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felandreno, limoneno, a-humuleno,1,8-cineol, com aroma citrico carvacrol,timol, 1,8-cineol,

aroma de canfora,(E)-metil cinamato e (E)-nerolidol.

3.2 OLEOS ESSENCIAIS

De la Rosa et al., (2010) relata que no Oriente, antes de Cristo a extracdo de dleos
essenciais j& era praticada, porém essa atividade tomou impulso com a criacdo de destilarias
de Oleos essenciais e com 0 avango da quimica fina, foi entdo possivel a aplicacdo dos
produtos em varias areas cientificas.

Atualmente, o estudo sobre as plantas aromaticas vem crescendo, com o intuito de
serem cada vez mais utilizadas nas diversas tecnologias. A procura de substancias naturais,
biologicamente ativas, tem encorajado a utilizacdo, entre outros, dos 6leos essenciais como
agentes antimicrobianos e antioxidantes em alimentos (FIGUEIREDO, BARROSO, PEDRO,
2007).

Os Oleos essenciais (OE) sdo uma mistura de compostos com propriedades fisico-
quimicas proprias que, combinados, conferem aos 6leos um odor particular (FIGUEIREDO,
BARROSO, PEDRO, 2007). Estes compostos sdo constituidos, geralmente, por
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos,
peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com enxofre
(SIMOES et al., 2001).

Os OE sdo extraidos de plantas através da técnica de arraste a vapor, na grande
maioria das vezes, e também pela prensagem do pericarpo de frutos citricos, que no Brasil
dominam o mercado de exportacdo, sdo compostos principalmente de mono e sesquiterpenos
e de fenilpropanoides, metabolitos que conferem suas caracteristicas organolépticas (BIZZO
et al., 2009).

Os OE tém uma grande importancia econémica, devido sua utilizacdo em diferentes
ambitos como: na agricultura (OOTANI et al., 2013), farmacéutica (MOTA; MAGNO, 2021)
e na industria de cosméticos (ANDRADE et al., 2014). O Brasil se posiciona como 0 3°
maior exportador de 6leos essenciais do mundo, movimentando aproximadamente US$ 147
milhdes, perdendo apenas para os EUA e Franca, tendo ultrapassado o Reino Unido em 2007
(SOUZA; FIGUEIREDO; MARTINS, 2010).
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3.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO QUIMICA

Mdltiplas sdo as técnicas de caracterizacdo quimica de acordo com a literatura.
Determinar o melhor processo a ser utilizado depende de fatores como estado fisico da
amostra e objetivo da anélise do produto. Para obter uma boa caracterizacdo de propriedades
fisico-quimicas de novos materiais, e posteriormente uma aplicacdo tecnoldgica, faz-se

necessario que diferentes técnicas de caracterizacao sejam empregadas (TERRA et al., 2022).

Dentre as técnicas de caracterizacdo podemos destacar cromatografia liquida de alta
eficiéncia, ressonancia magnética nuclear, espectroscopia vibracional de absor¢do no
infravermelho e cromatografia gasosa (CANEVAROLO et al., 2004).

Dentre as essas técnicas, a de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) é um processo utilizado para divisdo e estimacdo de amostras e que pode
ser utilizado para determinacdo de substancias quimicas presentes na amostra quando
acoplado a um espectro de massa. Devido a sua simplicidade, sensibilidade e efetividade para
separar 0s componentes de misturas, a cromatografia gasosa(CG) é uma das técnicas mais
importantes e mais utilizadas na identificacdo de compostos volateis de 6leos essenciais em
quimica e areas afins, € também amplamente usada para analises quantitativas e qualitativos
de espécies quimicas, para determinar constantes termoquimicas tais como calores de solugédo

e vaporizacao, pressédo de vapor e coeficientes de atividade. (MARCOLINA, 2021).

3.4 MICRORGANISMOS

Segundo, UJVARI, 2003, a sociedade esta sujeita a microrganismo durante muitos
anos, inumeras doencas surgem com a proliferacdo de um microrganismo, a disseminacao das
doencas é favorecida por uma série de fatores, como a criacdo de uma nova rota de comércio,
a abertura de uma estrada, o aparecimento dos conglomerados urbanos, a falta de saneamento,
0 surgimento da agricultura e as migracdes e movimentacbes em busca de novos
conhecimentos.

A utilizagdo de substéncias naturais no tratamento de diferentes enfermidades,
incluindo as de etiologia infecciosa, constitui na atualidade um desafio na medicina e €
oferecido como uma alternativa, especialmente naquelas doengas para as quais ndo existe um
remeédio adequado (RIBEIRO, et al., 2010).
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3.4.1 Bacillus subtilis

Segundo Alves et al., (2018) Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva néao
patogénica, foi conhecida popularmente, pois eram utilizadas como agentes
imunoestimulantes, para auxiliar o tratamento do trato gastrointestinal, as mesmas, foram

conhecidas antes mesmo da introducdo dos antibidticos.

Um dos géneros de rizobactéria com poder antagonista de maior relevancia é o
Bacillus spp., que se destaca por formar endosporo resistentes a condi¢cGes adversas e
apresentar uma multiplicidade de mecanismos antagonicos, possibilitando dessa forma, a sua
longa manutencdo e sobrevivéncia em nichos ecologicos especificos, com grande
versatilidade nos mecanismos de agdo e inibir as defesas dos fitopatdgenos (LANNA
FILHO; FERRO; PINHO, 2010).

3.4.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae pertence a familia Enterobacteriaceae e é descrita como uma
bactéria gram-negativa, encapsulada e imovel, a viruléncia da bactéria é proporcionada por
uma ampla gama de fatores que podem levar a infeccdo e a resisténcia aos antibioticos.
(ASHURST; DAWSON, 2018)

Um dos géneros bacteriano comumente isolado em casos de infecgéo hospitalar, como
pneumonia, infecgdo urinaria e septicemia, é a Klebsiella pneumoniae, relacionada com as
altas taxas de morbimortalidade (LANDMAN et al., 2018). As infec¢cdes hospitalares que se
tornam recidivantes tém como uma das causas principais a producdo de enzimas responsaveis

pela resisténcia da bactéria frente a determinados antimicrobianos (MEYER,PICOLLI, 2011).

3.4.3 Escherichia coli

O género Escherichia, que recebeu o nome do pediatra alemdo Theodor Escherich,
consiste em bacilos Gram-negativos anaerdbios facultativos que pertencem a familia
Enterobacteriaceae (GOMES et al.2016). Embora a maioria das cepas de E. coli vivam
inofensivamente no colon e raramente causem doencas em individuos saudaveis, diversas
cepas patogénicas podem causar doengas intestinais e extraintestinais tanto em individuos
saudaveis como em individuos imunocomprometidos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004)
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal, folhas e flores de L.origanoides foram obtidos no dia 28 de maio
de 2022, através da parceria com a Universidade Federal Rural da Amazdnia com a Floresta
Nacional Carajds (FLONA) - Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBi0), nas coordenadas geograficas de 05°52” e 06°33" S; 49°53 e 50°45"W.

A coleta foi realizada na época de floracdo da espécie, em uma area de preservagdo no
Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, na Floresta Nacional de Carajas-Parg, tanto da
borda geogréafica do parque nacional de Carajas quanto do interior do parque. O material foi
cedido pela professora Dra Selma Lopes Goulart da Universidade Rural do Amazonas -
UFRA.

Apos a coleta, o material foi separado em flores coletadas no interior (LFLI) e borda
(LFLB) da canga e folhas coletadas no interior (LFI) e borda (LFB) da canga, as partes
vegetais foram separadas e secas em estufa de circulacdo de ar por 48 horas a temperatura de
40°C. As partes vegetais (Flores, Folhas) foram moidas, separadamente, em moinho de facas

do tipo Willey e acondicionadas em sacos de papel Kraft (Figura 01).

Figura 1. Separacdo do material vegetal

_;*"?ﬂ £
Fonte: Autora, 2023
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4.2 Extrac0es do 6leo essencial

A quantidade de flores aproximadamente utilizadas foi de 55 gramas, enquanto que das
folhas a quantidade foi de 101 gramas. O material moido foi colocado em um baléo de fundo
redondo de 2000 mL e adicionado &gua destilada até que o nivel alcancasse cerca de 3 cm
acima do material vegetal.

O oleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo, utilizando um aparelho de Clevenger
modificado (Figura 2). Ademais, com objetivo de obter a quantidade de Oleo necessario,
foram feitas 8 extra¢Oes, como descritas na (Tabela 01), na qual cada extracdo teve a duragéo
de trés horas, seguindo a metodologia descrita por Maia; Andrade, 20009.

O oleo extraido foi armazenado em frascos de penicilina e posteriormente acondicionado

em refrigerador com temperatura de 5°C para analise no CG/MS.

Figura 2. Processo de hidrodestilacdo utilizando um aparelho do tipo clevenger.

Fonte: Autora, 2023.
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Tabela 1. Namero de extracOes realizadas.

Material de extracdo Ordem de extracéo Peso da?ga)\mostras VqumEemeI;araldo
Flor interior 12 41,70615 1,53
Flor interior 22 41,70615 1,97
Folha interior 32 101,0545 0,8
Folha interior 42 101,1045 1,0
Flor Borda 5a 41,68065 0,9
Flor Borda 62 41,66045 1,2
Folha borda 72 100,45835 1,7
Folha borda 82 100,46095 1,9

Fonte: Autora, 2024.

4.3Rendimento
O rendimento aparente do 6leo essencial foi calculado em mL/100g de amostra seca. O

rendimento do 6leo essencial foi calculado segundo a equagdo 1.

Equacao 01: Equacao para calculo do rendimento percentual de 6leo essencial.

Vieo X 100

rendimento (%) = P9

Vsieo = VOlume do 6leo (mL);

P = massa da amostra (g)

4.4 Analise quimica do 6leo essencial por cg-em

A anélise do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de Analises Quimicas da
Faculdade de Quimica da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para — Unifesspa.

As analises foram realizadas utilizando cromatografo gasoso acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) Shimadzu Kyoto — Japdo, Modelo GCMS-QP2010, com
detector do tipo quadrupolo e equipado com um injetor no modo splitless na temperatura de
250 °C.

Os volateis foram separados numa coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm,
Restek), utilizando como gas de arraste o hélio com fluxo 1,0 mL. min-1. temperatura inicial
de 60°C mantida por 05 minutos; aumentando 6°C/min até 190°C, mantida por 4 minutos em
seguida aumentando 4°C/min até 240°C e mantida por 10 minutos. As temperaturas do injetor
e da interface do detector foram de 200°C e 280°C, respectivamente. O volume de injecéo foi

de 1,0 uL com razdo de splitless 10:1, fluxo de 1 mL/min. A faixa de massas foi de m/z 45-
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500. O modo de ionizagao foi o impacto de elétrons a 70 eVV. O modo de inje¢&o utilizado foi
liquido.

A identificacdo dos constituintes volateis foi feita através da comparacdo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. NIST 11, NIST 11s e
FFENSC 2).

4.5 Ensaios antimicrobianos do 6leo essencial de lippia origanoides.

O ensaio biologico foi realizado pelo método de difusdo em pogos, seguindo a
metodologia de Maia,Aradjo et al,2010.Inicialmente, as placas de petri foram limpas com
alcool 70 e colocadas em sacos plasticos,um recipiente contendo 2 mL de formol era
adicionado ao material, para esterilizar as placas, as mesmas ficavam reservadas por 24 horas.

preparou-se 500 mL do meio de cultura, no qual obtinha 20g de Mueller Hinton e 5g
de Agar bacterioldgico.

As amostras do 0leo essencial foram diluidas em 900ul de Dimetilsulféxido(DMSO)
100% e 100ul do 6leo essencial de L.origanoides,obtendo uma concentragdo de 10% do
extrato. As bactérias foram solubilizadas em 100ml de solucéo salina.

Além disso, na placa de Petri foram criadas duas camadas de meio de cultura. A
primeira camada continha apenas substancias quimicas para o crescimento das bactérias,
enquanto a segunda camada continha 30ul da solucdo de bactéria dissolvida em solugdo
salina, juntamente com o meio de cultura. Os pocos foram semeados no meio dos pratos, a
partir da segunda camada, utilizando-se cilindros de ago. Em seguida, foram adicionados 30ul
dos compostos de teste, diluidos em DMSO, nos pogos (Figura 3). O teste foi realizado em
triplicata para todas as amostras de 6leos, sendo testados nas bactérias Bacillus subtilis,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli. Para a bactéria Bacillus subtilis, os testes foram
realizados com os Gleos essenciais nas concentracdes de 1% e 10%, enquanto para as outras
bactérias, apenas a concentracdo de 10% foi testada. As placas foram colocadas em

incubadoras a uma temperatura de 28°C durante um periodo de 48 horas.



Figure 3. Placa de petri ilustrativa do ensaio antimicrobiano.

. Meio de cultura acrescida da solugdo salina contendo a bactéria.

O Meio de cultura Muller e Agar

Fonte: Autora, 2024.

22
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos do 6leo

Inicialmente, do total de material vegetal coletado e das extracOes realizadas das
folhas e flores coletadas na borda e no interior da Canga, foram obtidos 3,5 ml de LFLI,0 que
representou um rendimento de 4,1%. Em relacdo as LFLB, foi extraido um total de 2,1mL de
6leo, com um rendimento de 2,5%.

As LFI tiveram um volume de extracdo de 1,8 ml, resultando em um rendimento
aparente de 0,89%. Ja as LFB, em relacdo ao volume de 6leo essencial, obtiveram 3,6 ml e
um rendimento aparente de 1,79%.

Os resultados de rendimento estdo apresentados na tabela 2 e foram calculados

utilizando a equacdo 1, a qual esta descrita na pagina 20.

Tabela 2. Rendimento do 6leo essencial.

Material de extragéo Peso da:z,ga)lmostras Volum(emei;<tra|do Rendimento (%)
Flor interior 83,4123 3,5 4,19
Flor borda 83,3411 2,1 2,52
Folha interior 202,159 1,8 0,89
Folha borda 200,9193 3,6 1,70

Fonte: Autora, 2024.

No estudo realizado por Barros, et al.,2009, a extracdo das folhas de Lippia resultou
em rendimentos que variaram entre 0,67% e 0,4% a partir de 100g de material seco ou moido.
Silva, et al.,2006, obtiveram rendimentos de 0,19% a 0,17% ao extrair o 0leo essencial de
100g das flores da mesma planta. Por sua vez, Barbosa, et al.,2006, alcancaram um
rendimento de 0,66% ao extrair 50g de folhas secas de Lippia. Ao analisar os valores
mencionados na literatura em relacdo ao estudo realizado, é possivel observar que os niveis de
rendimento foram superiores.

Em condigdes naturais, as espécies de Lippia sdo caracterizadas por florescerem
durante o verdo (Pimenta, et al., 2007). Conforme Gupta et al., 2002, esse periodo € quando a
espécie de L.origanoides estd em florada e ocorre a maior producdo de 6leo essencial.
Portanto, o material vegetal utilizado neste estudo foi colhido durante a época de florada,

resultando em um rendimento excelente.
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5.2 ANALISE QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

5.2.1 Analise das flores de Lippia coletada no interior (LFLI) e da borda (LFLB) da

canga.

Através do cromatograma de LFLI foi possivel observar a presenca de 33 substancias
volateis presentes em seu Oleo, (Figura 4), porém somente 23 foram identificadas em
comparacdo acima de 90% com os espectros de massas presentes no banco de dados NIST 13.

Na (Tabela 3) estéo relatadas as substancias bem como o tempo de retencéo (tr) de cada uma.

Figure 4. Cromatograma obtido do 06leo essencial de LFLI.
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Tabela 3. Substancias volateis presentes no éleo essencial de LFLI.

Substéncia tr (min) Nomenclatura Estrutura
01 3,05 n.i.
02 3,27 n.i.
03 3.9 Ciclohexano O
04 4,04 n.i.
05 4,11 n.i.

06 7,90 o Tujeno
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o Pineno
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Sabineno
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B Pineno
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v Terpineno
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

13,54

15,56

15,76

16,20

16,56

19,03

19,27

20,51

21,57

23,24

23,73

Linanol

o Terpineol

(R) Terpinen-4-ol

a Terpineol

Verbenona

Timol

Fenol

a Copaeno

(E) Cariofileno

n.i.

v Cadineno

26
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CH,
33 2513 OXId'O de
carofileno o -
Rt HC )

Fonte: Autora, 2024.
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A andlise do cromatograma, (Figura 5) do 6leo das flores de Lippia coletadas na

borda da canga mostrou a presenca de 37 substancias, sendo que somente 22 delas foram

identificadas, tabela 4.

Figure 5. Cromatograma obtido do 6leo essencial de LFLB.
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Tabela 4. Substancias volateis presentes no 6leo essencial de LFLB.

Substéncia tr (min) Nomenclatura Estrutura
01 3,05 n.i.
02 3,27 n.i.
03 8,06 o Pineno CHs
H;C

H3C
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04
05

06

07
08

09

10
11
12

13

14
15

16

17
18

8,21
9,61

9,94

10,03
10,65

11,11

11,18
11,65
11,33

12,12

12,18
13,54

16,55

17,07
19,05

n.i.

B Pineno

Mirceno
X =

n.i.
o Careno HaC
]/CH:;
CH3
p-Cimeno HC CH,
CH,
n.i.
n.i.
Eucaliptol g&
v Terpineno CH;
H,C CH,
n.i.

1,6-octadieno-3-ol =
/\’/\/\\/

OH

biciclo[3,1,1]hept-

3-en-2-ona /\
Hom =y =0
\‘\ \ f’rf
,r)\ I‘.
;’f \\ '—'H
n.i.
Timol
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19,83
20,51

20,75

21,57

21,76

22,34
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22,77
22,92

23,26

23,61

29

o Cubano
a Copaeno r—
B Bourboneno
(E) Cariofileno
y Cardineno o
% % CH,
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CH,
CH
o Humuleno \ o
CHj
HaC
n.i.
n.i.
B Copaeno |
H
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23,75

24,49
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25,21
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Fonte: Autora, 2024.

O eucaliptol e o p-Nerolidol foram as substancias majoritarias encontradas nas flores de

Lippia coletada no interior da canga, ja o Timol e o (E) Cariofileno, foram as majoritarias nas

flores coletadas na borda da canga.

H& uma grande similiaridade quimica entre os Oleos LFLI e LFLB como a presenca das

substancias: a pineno, B pineno, Mirceno, Eucaliptol, Terpineno, Timol,(E) Carofileno, y

Cadineno e o 6xido de carofileno.

Observou-se que algumas substancias como o ciclohexano, a Tujeno, Sabineno, a

Terpineno, p-Cinemo, 0-Cinemo, o Terpineol e Verbanona, estdo presentes em LFLI mas nio

¢ encontrada em LFLB, bem como outras como o & Careno, 1,6-octadieno-3-ol,

biciclo[3,1,1]hept-3-en-2-ona, B Bourboneno, oo Humuleno, oo Muuroleno ¢ o Cadin-4-em-10-
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ol, que estdo somente presentes em LFLB. Através da sobreposi¢cdo dos cromatogramas de
LFLI (azul claro) e LFLB (azul escuro) observou-se claramente essa diferenca.

Ainda na figura 6 pode-se observar que ha um aumento na concentracdo de algumas
substancias

Figure 6. Sobreposicao dos cromatogramas obtidos do dleos essenciais LFLI e LFLB.
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5.2.2 Andlise das folhas s de Lippia coletada na borda (LFB) e do interior (LFI) da
canga.

Ao examinar o cromatograma de LFB, foi possivel constatar a existéncia de 30
substancias volateis no 6leo, conforme mostrado na Figura 7. No entanto, somente 26 delas
foram identificadas com mais de 90% de semelhanga com os espectros de massa presentes no
banco de dados NIST 13. A tabela 5 apresenta as substancias identificadas, juntamente com
seus respectivos tempos de retencéo (tr).

Figura 7: Cromatograma obtido do 6leo essencial de LFB

Y oy fl LL [

Fonte: Autora, 2024.



Tabela 5. Substéncias volateis presentes no 6leo essencial de LFB.

Substancia tr (min) Nomenclatura Estrutura
01 3,02 n.i.
02 3,24 n.i.
03 3,28 n.i.

Ciclo hexano,
04 3,88 1,3-Dimetil-cis @\
CHg
CH,
05 8,04 oPineno
H;C

HsC
06 8,23 oPineno
07 9,93 Micerno -
08 10,04 Micerno
09 10,80 a terpineno
HyC CH;
10 10,89 a terpineno é
CH;
HsC CH;
11 11,11 p-Cimeno 5
CH;
12 11,19 p-Cimeno
0]
13 11,27 Eucaliptol
14 11,35 Eucaliptol

15 12,13 v Terpineno é?

16 12,20 y Terpineno



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

13,55

15,77

16,21

16,56

17,08

17,32

19,03

19,27

20,52

21,58

23,23

23,74

24,51

1,6-octadien-3-
ol,3,7-dimetil

3-ciclohexen-1-
ol,4 metil-1-(1-
metileto)[R]

a Terpineol

a Terpineol

Eter metilico de
timol

Eter metilico de
timol

Timol

Fenol-2-metl-
5(metileto)

a Copaeno

(E) Cariofileno

ni

0 cardineno

1,6-10-
Dodecatrieno-3-
ol-3,7,11-trimetil-
[E]

CHs

33
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Fonte: Autora, 2024.
Através da avaliacdo do cromatograma, ilustrado na (figura 8) foi possivel constatar a
existéncia de 27 componentes no 6leo extraido das folhas de Lippia coletadas na regido de
vegetacdo de canga. No entanto, apenas 19 dessas substancias puderam ser devidamente

identificadas, conforme demonstrado na tabela 6.

Figura 8: Cromatograma obtido do dleo essencial de LFI.
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Tabela 6. Substancias volateis presentes no éleo essencial de LFI.

Substéncia tr (min) Nomenclatura Estrutura
01 3,02 n.i.
02 3,13 n.i.
03 3,24 n.i
04 3,84 3-ciclohexen-1- vo. /\
ol,4 metil-1-(1- O\ )
metileto)[R] —
05 4,01 n.i
06 4,08 n.i
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14

15
16
17
18

8,14

8,21

10,03

10,88

11,18

11,34

12,19

13,14

13,55
14,77
15,60
15,77

(1R)2,66 trimetil
biciclo(3,11)hept-

2-ene

oPineno

Micerno

a terpineno

p-Cimeno

Eucaliptol

y Terpineno

Linalol 6xido

n.i
n.i
n.i.

3-ciclohexen-1-
ol,4 metil-1-(1-
metileto)[R]

CHs

HyC CHy
CHy
HsC CHs
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As substancias majoritarias encontradas na folha de Lippia coletada na borda da canga

foram o y terpineno e eucaliptol, enquanto que nas folhas coletada no interior foram o timol e

o carvacrol. Existe uma semelhanca quimica significativa entre os 6leos LFB e LFI, com a
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presenca das seguintes substancias em ambos: 3-ciclohexen-1-ol, 4 metil-1-(1-metileto)[R], o
pineno, o terpineno, mirceno, p-Cimeno, eucaliptol, B terpineno, 3-ciclohexen-1-ol,4 metil-1-
(1-metileto)[R], a terpineol, timol, a copaeno, (E) carofileno, & cadineno e o6xido de
carofileno. Foi observado que algumas substancias, como 1,6-octadien-3-ol, 3,7-dimetil, éter
metilico de timol, fenol-2-metil-5(metileto) e 1,6-10-dodecatrieno-3-ol-3,7,11-trimetil-[E],
estédo presentes em LFB, mas ndo em LFIl. Da mesma forma, outras, como (1R) 2,66-trimetil
biciclo(3,11)hept-2-ene, linalol o6xido, biciclo[3,1,1]hept-3-en-2-ona, benzeno, 2-metoxi-4-
meti-1-1metiletil ¢ o humuleno, estdo presentes exclusivamente em LFIAtravés da
sobreposicdo dos cromatogramas de LFB (lilas) e LFI (verde) observou-se claramente essa
diferenga.
Figure 9. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos do éleos essenciais LFl e LFB.
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DE
LIPPIA ORIGANOIDES.

Os testes microbianos, realizados em frente a bactérias Bacillus subtilis, mostraram-se
eficazes em concentragdes a 10% Figura 10. No entanto, os testes com concentracdo de 1%
nédo apresentaram nenhum halo de inibi¢do, conforme demonstrado na figura 11. Resultados
contraditérios foram encontrados no estudo de Aguiar et al., 2008, no qual as espécies de
Lippia mostraram inibigdes com extratos de concentragcdo acima de 31ul/ml. Portanto, ¢é

possivel observar que os 6leos mostram-se eficazes em concentragdes acima de 10%.



Figura 10.Teste microbiano realizado frente a bactéria Bacillus subtilis com 6leos em
concentracdo a 10%.

Fonte:Autora,2023.

Figura 11.Teste microbiano realizado frente a bactéria Bacillus subtilis com 6leos em
concentracéo a 1%.

Fonte:Autora,2023.
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Pode-se constatar que os halos de inibicdo obtiveram uma média maior no extrato das
flores localizadas na borda da canga, alcangando a média de 2,1 cm, Tabela 7.. Em contraste,
nos demais extratos, como LFI, LFLI e LFB, as médias foram de 0,9 cm, 1,23 cm e 1,23 cm,
respectivamente. A atividade antimicrobiana observada para o 6leo de L.origanoides frente a
bactéria Bacillus subtilis foi discordante dos resultados expressos por Trindade, et al.,2021, no
qual ao utilizaram os Oleos de L.origanoides, observaram que a mesma ndo apresentou

atividade significativa.

Tabela 7. Média dos halos de inibigdo do 6leo essencial frente a bactéria Bacillus subtilis.

Placa 01 Placa 02 Placa 03 Meédia geral
Amostra média dos média dos média dos do_s hqlo~s de
halos de halos de halos de inibicéo
inibicdo (Cm) inibicdo (Cm) inibi¢&o (Cm) (Cm)
LFI 0,8 1,1 1,0 0,9
LFLB 4,8 1,16 0,6 2,1
LFLI 3,0 0,5 0,2 1,23
LFB 2,1 0,7 0,9 1,23

Fonte: Autora,2024.

Ao examinar os componentes quimicos do 6leo essencial LFLB, como mencionado no
item 5.2.1, verificou-se que o mesmo apresenta Timol e Cariofileno como seus principais
constituintes. Esse aspecto, por sua vez, pode justificar a maior inibi¢do do 6leo das flores da
borda, uma vez que o Timol possui propriedades antimicrobianas. Os quimiotipos
caracterizados por altas quantidades de Carvacrol e Timol apresentam atividade
antimicrobiana contra fungos e bactérias, relatando também consideravel potencial
antioxidante (Hyldgaard et al,2012)

Vale destacar que a vegetacdo da canga, da qual o material analisado neste estudo foi
extraido, pode ter influéncia nas analises antimicrobianas. Isso pode ser devido as diferencas
de constituintes quimicos encontrados no 6leo LFB, LFI, LFLB e LFLI,os quais diferem um
pouco entre si, de acordo com o solo do qual foram coletados (borda ou interior da canga).
Conforme Silva (2010), o efeito dos Oleos essenciais nas bactérias depende de diversos
fatores, como forma, época da colheita, local da colheita, entre outros, os quais podem
influenciar na composicdo dos constituintes que atuardo contra as bactérias e outros
microrganismos a serem combatidos. No entanto, ndo se pode afirmar com certeza essa
influéncia da canga, sendo necessario analisar o solo da regido de coleta e utilizar outras

técnicas para uma analise mais precisa.
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Nas bactérias Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, os testes ndo exibiram halos
de inibicdo quando expostos a uma concentracdo de 10% como demonstra as Figuras 12 e 13.

Portanto, ndo foi considerado necessario realizar o teste com uma concentracao de 1%.

Figura 12. Teste antimicrobiano realizado frente a bactéria Escherichia coli com éleos em
concentracéo a 10%.

Fonte:Autora,2023.
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Figura 13. Teste antimicrobiano realizado frente a bactéria Klebsiella pneumoniae com 6leos
em concentracdo a 10%.

Fonte: Autora,2023.

Anélises conduzidas por Castro,(2022) examinaram a a¢do antimicrobiana do dleo
essencial de Lippia origanoides em relacdo as bactérias Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. Os resultados obtidos foram consistentes com os achados deste estudo no que
diz respeito a bactéria Klebsiella pneumoniae, onde ndo foram observados halos de inibicdo
significantes. No entanto, em relacdo ao microrganismo Escherichia coli, os resultados
observados foram opostos aos descritos neste trabalho.

Os resultados deste estudo mostram que o Oleo essencial de Lippia origanoides
apresenta boas propriedades antimicrobianas contra a bactéria Bacillus subtilis. Além disso,
outros experimentos podem ser realizados para testar o efeito de concentragbes mais elevadas

do 6leo essencial frente a bactérias Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli.



42

6 CONCLUSAO

O processo de extracdo realizado por hidrodestilacdo obteve um rendimento elevado
em comparagdo com os dados encontrados na literatura. De acordo com a analise
cromatografica, os principais constituintes dos éleos LFLI foram o eucaliptol ¢ o B-Nerolidol,
enguanto que para os 6leos LFLB, LFB e LFI foram encontrados o Timol e o (E) Cariofileno,
coletada na borda foram o y terpineno e eucaliptol, enquanto que nas folhas coletada no
interior foram o timol e o carvacrol as majoritarias.

A composicdo quimica encontrada estd de acordo com os resultados da literatura.
Além disso, O 6leo essencial de L.origanoides mostrou-se capaz de inibir o crescimento da
bactéria Bacillus subtilis, porém ndo houve inibicao frente as bactérias Klebsiella pneumoniae
e Escherichia coli na concentracdo de 6leo estudada neste trabalho, embora na literatura
tenham sido observadas inibicGes em concentracBes mais elevadas. Assim sendo, apesar do
trabalho ter alcancado os seus objetivos, € preciso realizar uma analise mais detalhada para
testar concentracfes mais elevadas de 6leo essencial em enfrentamento aos patdgenos, bem
como um estudo mais aprofundado sobre o impacto da vegetacdo de canga nos Oleos

essenciais de L.origanoides.
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