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Chemical Composition from Essential oil of Cardiopetalum calophyllum Schlitdl.
(Annonaceae) and their Antioxidant, Antibacterial and Antifungal Activities

Abstract: The Annonaceae family consists of ~135 genera with diverse species and a large number of
chemical compounds arising from the secondary metabolism. However, the chemical composition of the
essential oil of several species of the family such as Cardiopetalum calophyllum has not been completely
determined. The leaves of Cardiopetalum calophyllum (Annonaceae) were collected during different
months of the year, between 5:00 and 8:00 h in the morning, to determine the chemical composition of
essential oils. In this study, the essential oils extracted from the leaves of C. calophyllum, collected in
typical areas of the Cerrado of Goids, were characterized. The essential oil was extracted by
hydrodistillation for 4 h using a Clevenger apparatus. The chemical analysis was carried out by gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS), and the constituents were identified by comparing the
spectra and retention index obtained with those available in the literature. The chemical analyses
showed high concentrations of sesquiterpene hydrocarbons. The antioxidant, antibacterial and
antifungal activities of the essential oil of C. calophyllum are described for the first time in this work.
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Resumo

A familia Annonaceae é constituida por cerca de 135 géneros, com uma diversidade extensa de espécies
com grande quantidade de compostos quimicos diversificados, advindos do metabolismo secundario.
Entretanto, as informacgGes sobre a composicdo quimica de éleo essencial de varias espécies da familia
ainda sdo incipientes, como é o caso da Cardiopetalum calophyllum. As folhas de Cardiopetalum
calophyllum (Annonaceae) foram coletadas durante diferentes meses do ano, entre as 05:00 e 08:00 h
da manh3, para determinagdo da composicdao quimica dos 6leos essenciais. O trabalho teve como
objetivo caracterizar quimicamente o 6leo essencial extraido de folhas da C. calophyllum, coletadas em
areas tipicas do Cerrado goiano. A extragdo do 6leo essencial se deu pelo método de hidrodestilagdo em
aparelho de Clevenger por um periodo de 4 horas. A analise quimica do dleo essencial foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e a identificacdo dos
constituintes pela comparagdo dos espectros obtidos com os espectros disponiveis na literatura e pelo
calculo do indice de retencgdo. As atividades antioxidante, antibacteriana e antifungica do éleo essencial
de folhas de C. Calophyllum estdo sendo descritas pela primeira vez neste trabalho.
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1. Introdugdo pantropical, sendo a América do Sul um dos
principais centros da diversidade desse
grupo, ao lado da América Central, Asia e

Fe . 1 . . s .
A familia Annonaceae possui distribuicgo Africa.” O Brasil abriga cerca de 386 espécies
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de anondceas e a AmazOnia possui trés
quartos de toda diversidade de Annonaceae
com 27 géneros e cerca de 280 espécies. A
Mata Atlantica abriga 15 géneros e 91
espécies, dentre os quais, dois géneros e 40
espécies sdo endémicos. O Cerrado possui 10
géneros e aproximadamente 47 espécies de
Annonaceae, porém ndo s3do endémicos
deste bioma.’

Diversas plantas da familia Annonaceae
sdo utilizadas na medicina popular devido as
suas propriedades farmacoldgicas, atribuidas
a presenca de metabdlitos secundarios de
diferentes classes, como alcaloides,
acetogeninas e flavonoides.’> Como exemplo,
os frutos de Annona spinescens sdo utilizados
no tratamento de ulcera, a infusdo de frutos
e sementes de Annona crassiflora sao
utilizados como antidiarreico, as folhas de
Annona squamosa sdao utilizadas no
tratamento de furdnculos e ulcera, as folhas
de Duguetia lanceolata possuem acdo anti-
inflamatdria e as folhas de Annona glabra
apresentam agao anti-reumatica.*’

Va

Cardiopetalum calophyllum (Figura 1) é
uma planta tipica do Cerrado, conhecida
popularmente como imbirinha, sendo
encontrada no Brasil central, Tridngulo
Mineiro, Goias e Mato Grosso.®

Estudos fitoquimicos de cascas do caule
de C. calophyllum revelaram a presenca de
alcaloides isoquinolinicos, destacando-se
como constituinte majoritario o alcaloide
liriodenina.’ Relatos na literatura de estudos
com C. calophyllum demonstram uma série
de propriedades bioldgicas como atividade
larvicida frente as larvas de Aedes aegypti,
atividade leishmanicida frente a Leishmania
brasilienses e Leishmania amazonenses e
atividade ovicida e ninficida frente a
Rhodnius neglectus.”>*®

O presente trabalho aborda a composi¢ao
guimica do o6leo essencial das folhas de
Cardiopetalum calophyllum acompanhada
em diferentes meses do ano, bem como suas
atividades antioxidante,
antifungica.

antibacteriana e

Figura 1. Espécime de Cardiopetalum calophyllum (A). Flores de Cardiopetalum calophyllum
(B). Folhas e frutos de Cardiopetalum calophyllum (C)
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2. Parte Experimental

2.1. Material vegetal

As folhas de C. calophyllum foram
coletadas no municipio de Rio Verde, Goias,
Brasil. A identificacdo botanica da espécie foi
efetuada pelos bidlogos Odirlei Simdes e
Marcelo Nogueira Xavier (DB/Universidade
Estadual de Montes Claros - MG), sendo uma
exsicata incorporada ao Herbdrio da
Universidade Estadual de Montes Claros -
MG, UNIMONTES, sob n° 3815. As coletas das
folhas foram feitas durante os meses de
marco de 2014 a janeiro de 2015, entre as
05h00min e as 08h00min.

2.2. Extragdo do d6leo essencial

As folhas coletadas foram secas a
temperatura ambiente, reduzidas em moinho
de facas e submetidas a extracdo do dleo
essencial pelo método de hidrodestilagdo em
aparelho do tipo Clevenger, por um periodo
de 4 horas a partir da ebuligio. Em seguida,
o hidrolato foi submetido a particdo liquido-
liguido em funil de separagdo. Foram
realizadas trés lavagens do hidrolato com trés
porgdes de 10 mL de diclorometano. Os éleos
essenciais extraidos foram secos com sulfato
de soédio anidro, acondicionados em
pequenos frascos de vidro ambar e mantidos
sob refrigera¢do. O calculo do rendimento foi
realizado através da relagdo da massa do
6leo essencial obtido com a massa de
material vegetal in natura utilizado na
extracao.

2.3. Analise do d6leo essencial

O dleo essencial foi diluido em hexano e
submetido a analise em cromatdgrafo em
fase gasosa modelo QP-5000 da Shimadzu®
com detector por espectrometria de massas
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(CG-EM). A analise foi realizada com coluna
capilar de silica fundida, modelo DB-5 (30 m
de comprimento x 0,25 mm de diametro
interno x 0,25 um de espessura de filme) da
Shimadzu®, sendo utilizado como gas de
arraste hélio (He) em fluxo de 1,0 mL/min. A
injecdo em modo split 1:20 foi realizada com
injetor a 240 °C. A temperatura do detector
foi de 270 °C e o forno foi programado de 60
a 180 °C a 3 °C/min. Para a deteccdo foi
aplicado a técnica de impacto eletronico a 70
eV. Foram realizadas trés repeticbes para o
6leo essencial analisado.

2.4. Identificagdo dos constituintes do
6leo essencial

A determinacdo da composicdo quimica
do dleo essencial foi realizada através dos
espectros de massas, obtidos por CG-EM. Os
compostos  foram identificados por
comparacgdo de seus espectros de massa com
um banco de dados (NIST 11 biblioteca) e
também pela comparacdo de seus indices de
retenco (IR) com os relatados na literatura.™
Os indices de retencdo foram determinados
utilizando a curva de calibracdo de uma série
de n-alcanos (C1y-C,0), injetada sob a mesmas
condicBes cromatograficas utilizadas para as
amostras.

2.5. Andlises quantitativas da atividade
antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelos
métodos da capacidade sequestrante do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH) e
pela captura do radical livre ABTS™ (2,2
azinobis-3-etilbenzolina-6-acido  sulfénico).
Foram preparadas solu¢des em etanol de 0,5
allg L* para todos os ensaios.

Para o método DPPH, as leituras das
absorbancias foram realizadas apds 60
minutos da adicdo de 0,1 mL do dleo
essencial em diferentes concentragoes e 3,9
mL da solucdo de DPPH (0,06 mM) em
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espectrofotometro digital de UV-Vis marca
Bel Engineering modelo UV-M51 no
comprimento de onda de 515 nm, em cubeta
de quartzo. Os resultados foram expressos
em ECsy pg/mL (quantidade de amostra
necessaria para reduzir em 50% a
concentragdo inicial do radical DPPH)."® Para
o ensaio ABTS™, uma aliquota de 30 pL de
cada diluicdo do 6leo essencial foi adicionada
a 3 mL do radical ABTS™ deixado por 6
minutos no escuro. A absorbéancia foi lida a
734 nm em espectrofotdmetro digital de UV-
Vis marca Bel Engineering modelo UV-M51
utilizando etanol como branco. Os resultados
foram expressos como micromolar de Trolox
por grama de 6leo (UM trolox g*)."*®

2.6. Cepas bacterianas

As cepas testadas foram obtidas junto a
American Type Culture Collection (ATCC,

RockvilleMD, EUA). Os micro-organismos
usados na avaliacido da  atividade
antibacteriana do 6leo essencial de C

calophyllum foram: Streptococcus mitis (ATCC
49456), Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus  sanguinis (ATCC  10556),
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) e
Bacteroides fragilis (ATCC 25285).

2.7. Atividade antibacteriana

Os valores de concentragdao inibitdria
minima (CIM) do éleo essencial foram
determinados em triplicata pelo método de
microdiluicdo, em microplacas com 96 pogos
(TPP, EUA)." As amostras foram dissolvidas
em dimetilsulféxido (DMSO, Synth, Sao
Paulo, Brasil; 8000 pg/mL), seguido da
diluicdo em caldo de soja triptica (Difco,
Detroit, MI, EUA) para bactérias aerdbias e
Schaedler Caldo (Difco), suplementado com
hemina (5,0 pg/mL) e vitamina K (10,0
pug/mL) para as bactérias anaerdbias, com a
finalidade de atingir concentracdes variando
de 400 a 12,5 pg/mL. A concentracdo de
DMSO final foi de 4% (v/v), e esta solugdo foi
usada como um controle negativo. O inéculo

Vo

foi ajustado para cada organismo a fim se
obter uma concentracdo de células de 5 x 10°
unidades formadoras de col6nias por mL, de
acordo com o National Committee for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS).?® O dicloridrato
de clorexidina (DCC, Sigma, Poole, Dorset,
Reino Unido) foi utilizado como controle
positivo, e as concentragbes variaram de
0,0115 pg/mL a 5,9 ug/mL. Foram realizados
os controles de esterilidade dos caldos TSB e
SCHAEDLER, esterilidade do dicloridrato de
clorexidina, esterilidade da amostra, controle
da cultura (indculo) e o controle do DMSO. As
microplacas (96 pogos) com o0s micro-
organismos aerdbios foram fechados com um
vedante de placa estéril e incubados
aerobicamente a 37 °C durante 24 h. Os
micro-organismos anaerébios foram
fechados com um vedante de placa estéril e
incubados de 48 a 72 horas numa camara
anaerdbia (Don Whitley Scientific, Bradford,
Reino Unido), com 5 % a 10 % de H,, 10 % de
CO,, 80 % a 85 % de N,, a 37 °C. Logo depois,
resazurina (Sigma, 30 pL) em solugdo aquosa
(0,01 %) foi adicionada para indicar
viabilidade de micro-organismos. Os valores
de CIM foram determinados a partir da
concentracdo mais baixa do dleo essencial,
capaz de inibir o crescimento de micro-
organismos.

2.8. Cepa fungica

O fungo isolado Sclerotinia sclerotiorum
Ss12 (BRM 29673), agente causal do mofo
branco, foi cedido pela Embrapa Arroz e
Feijdo, localizada em Santo Anténio de Goias-
GO e foi mantido em estufa de crescimento
no laboratério de microbiologia vegetal do IF
Goiano - campus Rio Verde até a sua
utilizacdo nos ensaios.

2.9. Atividade antifuingica

A determinacdo da atividade antifungica
do dleo essencial foi realizada no laboratério
de microbiologia vegetal do IF Goiano -
campus Rio Verde, seguindo metodologia de
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difusdo em disco com algumas adaptagdes.*
No ensaio, a atividade antifungica do dleo
essencial obtido de folhas de C. calophyllum,
foi avaliada sobre o crescimento micelial de
S. sclerotiorum, em concentragdes de 50,
100, 150, 200 e 300 pL do dleo essencial em
estudo. Como controle negativo, utilizou-se a
testemunha (auséncia do 6leo essencial) e o
fungicida frowncide 500 SC, na concentragao
de 10 pg mL' do ingrediente ativo, como
controle positivo. O principio ativo do
fungicida frowncide 500 SC é o fluazinam
presente na ordem de 500 g/L (50% m/v) no
produto comercializado. O éleo essencial foi
adicionado em diferentes concentracbes ao
meio de cultura apds esterilizacdo e
solidificacdo, bem como para o tratamento
com fungicida, com auxilio da alca de

Xavier, M. N. et al.

Drigalski previamente esterilizada. Apds a
solidificacdo do meio de cultura, e adicdo do
6leo essencial, discos de BDA de 8 mm de
diametro, contendo micélio com 7 dias de
idade, foram depositados no centro das
placas de Petri de 9 cm de diametro, as quais
foram incubadas a temperatura de 27 + 2 2C
e fotoperiodo de 12 horas, a primeira
avalicdo foi realizada apds 24 horas de
incubacdo e se procedeu até o crescimento
total das testemunhas. Para cada tratamento
avaliado foi realizada 3 repeti¢des.

A determinacdo da inibicdo do
crescimento do fungo foi realizada pela
média das repeticbes para cada tratamento,
através de valores de PIC (Percentual de
Inibicdo do Crescimento Micelial),”> cuja
férmula é:

PIC = (crescimento controle-crescimento tratamento) x 100

(crescimento controle)

2.10. Anidlise estatistica
determinacao da atividade antiflingica

para

O experimento foi montado segundo
esquema ao acaso constituido de oito
tratamentos: controle positivo, controle
negativo, 0, 50, 100, 150, 200 e 300 pL com
seis repeti¢des. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade por meio do
software ASSISTAT.

3. Resultados e Discussao

O odleo essencial das folhas de C.
calophyllum em todos os meses analisados
foi composto predominantemente por uma
mistura complexa de monoterpenos e
sesquiterpenos (Tabela 1). Os teores médios
de dleo essencial (%) na biomassa in natura

de C. calophyllum nos meses avaliados
podem ser observados na Figura 3.

O composto majoritdrio em todo o
periodo analisado foi o sesquiterpeno
oxigenado espatulenol (1), chegando a
representar aproximadamente 28% da
amostra no més de margo/2014. Outro
componente que se destacou foi o viridiflorol
(2) que, assim como o espatulenol esteve
presente no o6leo essencial em todos os
meses analisados. O germacreno-D (3) teve
um aumento  gradativo das  suas
concentragdes ao longo do periodo
analisado, atingindo a maior concentragdo no
més de outubro/14, valor correspondente a
15,6 % dos componentes do 6leo essencial.
Compostos como criptona (4), B-elemeno (5),
cariofileno (6), humuleno (7) e t-cadinol (8)
também estiveram presentes em todos os
meses analisados, porém em pequenas
concentragdes. As estruturas quimicas dos
compostos (1-8) mencionadas no texto
podem ser conferidas na Figura 2.
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Tabela 1. Composicao quimica do éleo essencial das folhas de C. calophyllum avaliada durante os meses de mar¢o de 2014 a janeiro de 2015

Composto ‘ IR ‘ Margo ‘ Abril ‘ Maio ‘ Junho ‘ Julho ‘ Agosto ‘ Setembro ‘ Outubro ‘ Novembro ‘ Dezembro ‘ Janeiro
MONOTERPENOS OXIGENADOS
% AREA RELATIVA

cis-B-Ocimeno 007 - - - - - - - - 0,15 - -
Linalol 053 - 0,10 - - - - 0,09 - - 0,07 0,07
Criptona 140 0,43 0,34 0,31 0,25 0,18 0,24 0,31 0,58 0,34 0,13 0,09
Isocitronelol 199 - - - - - - - - - - 0,06
Didxido de 209 - 0,23 - - 0,12 0,20 0,14 0,35 0,17 0,07 0,04

limoneno
SESQUITERPENOS HIDROCARBONADOS

6-elemeno 1298 - 0,46 0,63 0,63 0,64 0,76 0,76 1,11 0,74 0,69 0,52
a-cubebeno 1311 - 0,06 - - - - 0,08 - - 0,11 0,09
Copaeno 1339 0,17 0,41 - 0,24 0,32 0,24 0,31 0,20 0,87 0,51 0,49
a-bourboneno 1348 - - - - 0,10 0,12 0,16 0,51 - 0,09 0,08

B-Cubebeno 1354 - - - - - - - - 0,33 - -
B-elemeno 1356 0,22 0,65 0,67 0,75 0,53 0,73 2,21 0,77 0,59 0,57 0,46
a-gurjuneno 1364 - 0,12 - - 0,11 0,15 - - - 0,08 0,08
Cariofileno 1384 1,03 2,28 2,59 0,82 2,91 2,31 4,21 2,23 3,79 2,56 2,34
Aloaromadendreno 1404 0,84 1,20 1,30 1,37 1,30 0,90 2,54 0,84 0,77 1,12 0,92
Humuleno 1419 0,44 0,64 0,72 1,13 1,16 0,65 1,85 0,64 0,88 0,70 0,68
a-guaieno 1426 - - - - - - - - 0,40 0,42 0,48
B-copaeno 1443 0,76 0,96 0,86 1,06 1,03 0,76 0,99 0,75 0,91 1,74 1,43
Germacreno-D 1448 0,43 3,80 4,97 4,82 5,62 9,05 7,56 15,60 12,47 6,71 7,30

B-selineno 1453 0,38 - - 0,53 0,46 0,15 0,37 - - - -
Viridifloreno 1462 1,08 1,38 - 1,67 1,66 - 1,53 - - 2,10 2,03
Germacreno-B 1464 - 2,12 4,74 1,63 2,01 5,17 3,87 9,88 6,07 1,72 2,40
a-muuroleno 1468 0,21 0,32 - 0,34 0,36 0,35 - - 0,29 0,57 0,57
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a-bulneseno 1472 - 0,23 - 0,39 0,47 0,42 4,09 0,57 0,49 0,28 0,30
y-muuroleno 1481 0,74 0,77 - 0,85 0,81 0,69 0,76 0,44 0,80 1,16 1,04
6-cadineno 1491 0,62 0,72 - 0,77 0,89 0,72 0,88 0,73 1,03 1,47 1,45
Guaia-1(10),11- 1523 - 0,61 1,07 - - 1,22 1,07 2,47 1,27 1,11 0,95
dieno
SESQUITERPENOS OXIGENADOS
Espatulenol 1544 28,78 27,34 27,93 22,34 21,47 23,78 18,60 21,09 17,74 16,81 15,97
Viridiflorol 1550 9,99 10,65 10,30 10,93 10,27 8,73 8,25 6,02 7,23 9,25 8,79
Champacol 1559 - - - - - - - - - - 1,05
Elemol 1560 0,76 0,97 - 1,11 0,99 0,57 - - - - -
B-eudesmol 1567 - - - - - - - - - - 1,79
Oxido de cariofileno 1575 1,99 1,09 1,07 1,65 1,47 0,77 1,14 - - - -
Cubenol 1583 0,67 - - - - - - - - - -
ent-espatulenol 1593 2,10 1,16 1,40 2,09 2,05 1,88 1,58 2,25 1,62 1,93 1,80
t-cadinol 1605 1,58 2,88 2,61 3,40 3,30 2,56 3,10 1,79 3,93 5,95 5,71
Torreyol 1609 - 1,10 0,99 1,35 1,36 - - - 1,34 1,66 1,61
Acetato de — (-) 1617 5,06 4,86 4,55 6,69 6,54 4,44 5,98 2,78 5,44 7,50 7,87
isolongifolol
6-epi-shyobunol 1632 - - - - - 4,97 - - - - -
(Z,E) Farnesol 1634 6,51 - - - - - 2,45 1,70 1,98 4,30 -
Oxido de 1643 - . . . . . . . 1,01 0,38 0,52
aloaromadendreno
Oxido de 1692 1,68 . . . . 1,10 . . . . -
aromandendreno
_ Epoxidode 1735 - . 1,10 096 . 1,19 0,67 0,70 0,85 . -
isoaromadendreno

IR: indice de retenc¢do da literatura determinado em coluna DB-5
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Figura 2. Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial das folhas de C. calophyllum

0,12 -
=
= 0,1 -
o
b
< 0,08 -
a
¥ 0,06 -
o
Q
‘o 0,04
Q
=
] 0,02 4
K
O T T T T T T T T T T
& -0 o o o C) ) o C) e
o & N xE < < N N\ &
S ) 3 N NN S ) N
& CORN SN R AP A S
e <@ o® “© A2 N
132 & NG
Meses

Figura 3. Teores médios de éleo essencial (%) na biomassa in natura de C. calophyllum

Em Rollinia leptopetala, outra espécie da
familia Annonaceae, o 6leo essencial também
apresentou uma mistura de terpenoides,
entretanto com predominancia dos
monoterpenos.”® Os compostos cuja area é
menor que 8% sdao  considerados
minoritarios.*

Nos meses de setembro a novembro o
espécime em estudo encontrava-se em pleno
florescimento e apresentava tecidos mais
novos, fato que interfere na sintese de
determinados compostos de modo a
aumentar ef/ou diminuir a producdo de
outros.”® As maiores concentragdes relativas
de germacreno-D (15,06 %) e germacreno-B
(9,88 %) foram observadas no més de
outubro/14, pico da floragdo da espécie. O
germacreno-D tem a fungdo de atrair

polinizadores, pois o seu esqueleto quimico
se assemelha a feromoOnios sexuais de
insetos, o que explica o aumento da
concentracdo do composto nesse periodo.”
Para o viridiflorol, ndo foram observados
grandes variagdes no teor relativo, apenas
um leve decréscimo nos  estadios
reprodutivos da C. calophyllum. Os
sesquiterpenos cariofileno (4,21%),
aloaromadendreno (2,54%), humuleno
(1,85%), B-elemeno (2,21 %) e a-bulneseno
(4,09 %) tiveram os maiores teores relativos
no més de setembro. O (ZE)-farnesol
apresentou maior concentragdo em margo
(6,51%) e o sesquiterpeno elemol exibiu
maior concentragdo em junho (1,11%). Estas
variagoes nas concentragdes dos
constituintes quimicos sdao justificadas
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levando-se em consideragdo o estadio
fenolégico da planta, que é de extrema
importancia, ja que o mesmo influencia na
qguantidade total de metabdlitos produzidos e
também em suas proporcdes relativas.”’

Para realizacdo das atividades bioldgicas
reuniu-se todos os 6leos essenciais extraidos
das folhas de C. calophyllum nos diferentes
meses do ano. Em relacdo ao ensaio de
verificacdo do sequestro do radical livre
DPPH,”® observou-se um ECs, = 9,66 pg/mL
para Oleo essencial de folhas de C
calophyllum. Comparando-se o valor de ECsq

Xavier, M. N. et al.

obtido para o dleo essencial de folhas de C.
calophyllum com o padrao quercetina (ECs =
3,13 pg/mL) utilizado, comprovou-se seu
baixo potencial antioxidante. J& através do
teste com o cation radical ABTS" em
comparacdo com trabalhos semelhantes ja
descritos na literatura,”® obteve-se para o
6leo essencial em estudo um ECsp = 6,17 uM
de trolox/g, comprovando deste modo, em
comparac¢do com o padrao trolox (ECso = 3,02
UM) sua baixa potencialidade como
antioxidante (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados dos ensaios das atividades antioxidantes (DPPH e ABTS") do éleo

essencial de folhas de C. calophyllum

Ensaios ECso
Atividade antioxidante DPPH (ECsq pg/mL) 9,66+0,31
Atividade antioxidante ABTS (UM de trolox/g) 6,17+0,38
Quercetina 3,13 pg/mL
Trolox 3,02 uM
O potencial antioxidante de 6leos concentracdo de compostos com este

essenciais tem sido bastante estudado,® e a
baixa atividade antioxidante demonstrada
pelo dleo essencial de folhas de C.
calophyllum pode ser explicada pela baixa

potencial. Os percentuais de inibicdo dos
radicais livres pelo método DPPH para o 6leo
essencial de folhas de C. calophyllum podem
ser observadas na Figura 4.
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Figura 4. Percentual de inibi¢cdo do radical livre DPPH de diferentes concentrac¢des do éleo
essencial de folhas de C. calophyllum
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O Oleo analisado proporcionou uma
porcentagem maxima de atividade
antioxidante de 34,3% na concentra¢do de 10
g/L. O Oleo essencial do cravo-da-india
(Eugenia caryophyllata) exibiu 95,6% de
inibicdo do radical DPPH na concentragao 10
g/L, efeito antioxidante bastante superior ao
encontrado neste estudo, atribuido a sua
composicao quimica, composta
majoritariamente por eugenol®® O dleo
essencial de Lippia grandis apresentou um
comportamento semelhante ao exibido pela
C. calophyllum, inibindo 39,2% do radical em
uma concentracio de 11,3 g/L.** O dleo
essencial nas concentracbes testadas de 1 a
10 g/L exibiu baixo potencial antioxidante,
inibindo menos de 40% do radical livre
DPPH.*

Embora os dois métodos utilizados para
avaliar a atividade antioxidante neste
trabalho empreguem basicamente o mesmo
principio,®* cada método sé fornece uma
estimativa da capacidade antioxidante de
acordo com as condicGes e reagentes

Vo

utilizados. Alguns autores sugerem ainda que
o método ABTS é mais compativel para
determinacdo da capacidade antioxidante
mais completa de éleos, pois corrobora o uso
de solvente suficientemente apolar para
dissolver amostras lipidicas. O DPPH também
pode ser usado para ranquear as amostras de
6leos quanto a capacidade antioxidante,
porém ndo exibe resultados quantitativos e
representativos desta capacidade.”

Em suma, o dleo essencial analisado nao
possui em sua composicao compostos com
reconhecida atividade antioxidante em
guantidades significativas, exceto a presenca
de B-cariofileno que associado com
compostos fendlicos tém seu potencial
antioxidante aumentado através do efeito
sinérgico.*

O potencial antibacteriano do 6éleo
essencial das folhas de C. callophyllum
também foi avaliado frente a alguns micro-
organismos anaerdbicos e aerdbicos orais
(Tabela 3).

Tabela 3. Efeito inibidor do d6leo essencial de folhas de C. calophyllum frente as bactérias

aerdbias e anaerdbias

Concentragao Dicloridrato de
Micro-organismos Inibitéria Minima clorexidina (CIM) —

(CIM) — pg/mL Hg/mL

Streptococcus mutans® 400 0,922
(ATCC 25175)

Streptococcus mitis® 100 1,844
(ATCC 49456)

Aerdbios Streptococcus sanguinis® 400 0,922
(ATCC 10556)

Streptococcus sobrinus® 400 0,922
(ATCC 33478)

Anaerébio Bacteroides fragilis® 400 0,737
(ATCC 25285)

?Bactéria gram-positiva; "Bactéria gram-negativa; Dicloridrato de clorexidina (controle positivo)

O ¢dleo essencial estudado apresentou
moderada atividade inibitdria frente a todas
as bactérias avaliadas. E reportado na
literatura® que amostras que exibiram
valores de CIM inferiores a 100 pg/mL
tiveram atividade antibacteriana considerada

boa; de 100 a 500 pug/mL moderada; de 500 a
1000 pg/mL fraca e acima de 1000 pg/mL
inativa.

Streptococcus mitis,
mutans, Streptococcus

Streptococcus
sanguinis,
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Streptococcus sobrinus e Bacteroides fragilis
apresentam  patogenicidade frente ao
esmalte dos dentes e tecido gengival estando
diretamente ligadas a cdarie e doengas
periodentais. A placa bacteriana é definida
como um biofilme de micro-organismos,
contidos em matriz organica formada por
substancias da saliva e da dieta do
hospedeiro e por polimeros bacterianos.*®

A moderada atividade antibacteriana
exibida pelo dleo essencial estudado pode ser
explicada pela presenca de metabdlitos

Xavier, M. N. et al.

propostos para explicar a atividade
antimicrobiana  dos  dleos  essenciais.
Entende-se que a inibicdio do crescimento
microbiano pela a¢do de dleos essenciais é
devida ao dano direto causado a integridade
da membrana celular pelos componentes
lipofilicos do dleo essencial, o que afeta
diretamente a manutengao do pH celular e o
equilibrio de ions inorganicos.*

Os resultados da atividade antifungica do
6leo essencial de folhas de C. calophyllum
sobre o crescimento micelial de S.

secundarios, como  monoterpenos e  sclerotiorum podem ser observados na Figura
sesquiterpenos. Varios mecanismos s3o 5.
120
a
100

80 1

60 1

IMC (%)

20 H

Uf |I|Il

Frowside
10 uL

50 pL

100 pL

Doses de dleo essencial

150 uL 200 pL 300 pL

Figura 5. Percentual de inibi¢gdo micelial de Sclerotinia sclerotiorum de diferentes
concentragdes do dleo essencial de C. calophyllum. As médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

Em relagdo a percentagem de inibicao do
crescimento micelial (PIC), ao se comparar as
concentragdes utilizadas do éleo essencial
em estudo verifica-se que as concentragdes
diferiram de forma significativa
estatisticamente entre si e os resultados
indicaram um efeito mais elevado na maior
dosagem de 300 pL com 87,63% de inibigdo
em relacdo as menores dosagens de 50 uL e
100 pL com apenas 28,27% e 39,77% de
inibicdo, respectivamente. A dose de 150 pL
apresentou leve inibicdo de 72,84% e a de
200 plL apresentou moderada inibicao com
81,33%. Deste modo, a concentragdo de 300

puL se mostra mais eficaz dentre as demais
concentragdes avaliadas.

A andlise por variancia e o teste de médias
por Scott-Knott foram utilizados para avaliar
a melhor dose de dleo essencial capaz de
levar a inibicdo do fungo em estudo. Pode ser
observado que todas as letras sdo diferentes,
mostrando que a dose do dleo essencial
influencia diretamente no crescimento do
fungo. A letra “a” foi a dose que alcangou
100% de inibicao utilizando o controle
positivo, a letra “b” representa a melhor dose
de dleo essencial para o combate deste
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fungo, a “f” a pior dose de dleo essencial para
o combate, e a letra “g” refere-se ao branco

que ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento.
NO,
Cl
F5;C

Vo

Nesta avaliacdo, todos os resultados de
PIC foram comparados com o controle
positivo o fungicida Frowncide 500 SC (Figura
6) na concentracdio de 10 upL a qual
apresentou inibicdo micelial de 100%.

Cl

X
NG

NO, CF5

Figura 6. Estrutura quimica do principio ativo fluazinam presente na formulagdo do fungicida
Frowncide 500 SC

A atividade antifungica exibida pelo déleo
essencial de folhas de C. calophyllum pode
estar relacionada a presenca do espatulenol,
composto majoritario presente no OE ou pelo
sinergismo entre os compostos presentes
que possuem atividade antifingica.*

Os resultados encontrados no presente
trabalho sao semelhantes aos encontrados
no estudo realizado sobre a investigacdo do
potencial antifungico do éleo essencial de
alecrim (Rosmarinus officinalis), em que foi
relatada a tendéncia de aumento nos indices
de inibicdo do desenvolvimento micelial com
o0 aumento das concentracdes testadas.*

A potencialidade de odleos essenciais
extraidos de espécies vegetais no controle de
fitopatdgenos tém despertado o interesse de
pesquisadores de diversas areas,”” e dentro
deste contexto o dleo essencial estudado

destacou-se como promissor fungicida
natural frente ao fungo Sclerotinia
sclerotiorum (mofo branco).

4. Conclusao

Os dados obtidos neste trabalho

revelaram diferencas na composi¢ao quimica
do d6leo essencial de folhas de C. calophyllum
nos varios meses avaliados. Os compostos
majoritarios  espatulenol, viridiflorol e

germacreno-D identificados no éleo essencial
de folhas de C. calophyllum, estiveram
presentes em todo o periodo analisado,
porém as suas proporgdes relativas variaram
possivelmente devido a influéncia de fatores
bidticos e abidticos. Os compostos
minoritarios presentes no dleo essencial de
folhas de C. calophyllum em todo o periodo
estudado foram: criptona, B-elemeno,
cariofileno, aloaromadendreno, humuleno,
ent-espatulenol, t-cadinol e acetato de (-)-
isolongifolol.

Varios s3ao os fatores que atuam na
producdo de certos metabdlitos pela planta,
por exemplo, nutricdo do solo, intensidade

luminosa, acdo de insetos e micro-
organismos.

Através dos ensaios das atividades
antioxidantes (DPPH e ABTS"), foi

evidenciada a baixa atividade antioxidante do
Oleo essencial de folhas de C. calophyllum,
fato diretamente relacionado a baixa
concentracdo de metabdlitos secundarios
capazes de reagir e neutralizar os radicais
livres.

O odleo essencial estudado apresentou
ainda moderada atividade antibacteriana
frente a Streptococcus mitis, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sobrinus e Bacteroides fragilis,
bactérias responsaveis pela cdrie e doencgas
periodentais.

Rev. Virtual Quim. |Vol XX| |[No. XX| |no prelo|



Ve

Em adicdo, quando avaliada a atividade
antifungica do d6leo essencial obtido das
folhas de C. calophyllum, observou-se um
maximo de inibicdo do crescimento micelial
de 87,63%, que indica seu promissor
potencial fungicida frente ao fungo S.
sclerotiorum (mofo branco).

Em suma, o dleo essencial extraido das
folhas de C. calophyllum, espécie ocorrente
no sudoeste goiano, exibiu baixa atividade
antioxidante, porém, demonstrou promissora
atividade antifungica e moderada atividade
antibacteriana, podendo ser considerado
como uma fonte alternativa de produtos
naturais bioativos.
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