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RESUMO

O género Eucalyptus possui grande potencial farmacolédgico. A espécie Eucalyptus
badjensis esta sendo estudada em Santa Catarina e no Parand, para o seu cultivo
na regiao sul do pais, pois apresenta grande resisténcia a geadas, alta taxa de cres-
cimento e grande potencial para produgéao de 6leos essenciais. Sabendo que a es-
pécie carece de estudos cientificos, o objetivo deste trabalho foi investigar a morfoa-
natomia, composicdo quimica e atividades biolégicas de E. badjensis. O material
vegetal foi coletado durante o inverno na Embrapa Florestas, municipio de Colombo,
Parana. A partir dos métodos usuais de microscopia Optica e eletrénica de varredura,
foram evidenciadas cuticula lisa, epiderme uniestratificada, estbmatos anomociticos
em ambas as faces, mesofilo isobilateral, cavidades secretoras abaixo da epiderme,
cristais de oxalato de célcio, sistema vascular bicolateral em arco aberto, nervura
central com contorno plano-convexo e suber cicatricial. Por hidrodestilagédo, foi obti-
do um rendimento de 4% de 6leo essencial com folhas secas e 2,5% com folhas
frescas. Por CG-EM, foi evidenciado 1,8-cineol (81,17%) no 6leo essencial de folhas
secas. Do precipitado obtido do éleo essencial, e por cromatografia em coluna, foi
isolado um composto, BAD1, que por CG-EM, revelou ser uma mistura de possiveis
trés sesquiterpenos, com tempos de retencdo muito préximos. A andlise fitoquimica
revelou a presenca de flavonoides, leucoantocianidinas, esteroides e/ou triterpenoi-
des, glicosideos saponinicos, acidos fixos, taninos e aminogrupos nos extratos hi-
droalcodlico e aquoso de folhas secas, caules e cascas do tronco. As folhas secas
apresentaram o maior teor de fendlicos totais, comparado aos caules e cascas do
tronco. Pelo método fosfomolibdénio, o composto BAD1 e a fragdo hexano de folhas
secas foram as que exibiram as melhores atividades antioxidantes. Porém, pelo mé-
todo DPPH, as fragdes aquosas de folhas secas e cascas do tronco foram as que
alcangaram os melhores resultados. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo
método da microdiluigdo, frente as cepas de bactérias gram-negativas, gram-
positivas e de Candida albicans, as fracoes de folhas secas apresentaram os melho-
res resultados. O 6leo essencial e o composto BAD1 demonstraram atividades entre
moderada e fraca/nula. Considerando estes resultados, sdo recomendados estudos
adicionais, visando o potencial farmacéutico e industrial apresentado pela espécie
Eucalyptus badjensis.

Palavras-chave: 6leo essencial, fenéis totais, fosfomolibdénio, DPPH, método de
microdiluicao.



ABSTRACT

The genus Eucalyptus has great pharmacological potential. Eucalyptus badjensis is
being studied in Santa Catarina and Parana, to its cultivation in the South of the
country, because it shows great resistance to frost, high growth and great potential
for production of essential oils. Knowing that the species lacks pharmaceutical stud-
ies, the aim of this work was to investigate the morpho-anatomy, chemical composi-
tion and biological activities of E. badjensis. The plant material was collected during
the winter at Embrapa Florestas, Colombo city, Parana. From the usual methods of
optical microscopy and scanning electron microscopy, it was demonstrated uniseriate
epidermis, anomocytic stomata on both leaf surfaces, symmetric heterogeneous
mesophyll, secretory cavities below the epidermis, crystals of calcium oxalate, bicol-
lateral vascular system as an open arc in plano-convex contour, epicuticular wax and
lenticel-like. By hydrodistillation, it was reached 4% yield of essential oil with dried
leaves and 2.5% with fresh leaves. By GC-MS it was demonstrated 1,8-cineole
(81.17%) in the essential oil from dried leaves. Them precipitate of the essential oil,
and by column chromatography, it was isolated a compound, BAD1, which by GC-
MS has shown to be a mixture of three possible sesquiterpenes with retention times
very close. Phytochemical analysis revealed the presence of flavonoids, leucoantho-
cyanidins, steroids and/or triterpenoids, saponins, fixed acids, tannins and amino
groups in hydro alcoholic and aqueous extracts of dried leaves, stems and stem bark.
The dried leaves showed the highest total phenolic content, compared to the stems
and stem bark. By the phosphomolybdenum method, the compound BAD1 and the
hexane fraction of dried leaves exhibited the best antioxidant activity. However, the
DPPH method, the aqueous fractions of dried leaves and stem bark achieved the
best results. In the evaluation of antimicrobial activity by broth microdilution, against
the strains of gram-negative and gram-positive and Candida albicans the fractions of
dried leaves have the best results. The essential oil and the compound BAD1
showed activity between moderate and low/nil. Considering these results, further
studies are recommended, aimed at pharmaceutical and industrial potential pre-
sented by Eucalyptus badjensis.

Key words: essential oil, total phenols, DPPH, phosphomolybdenum, microdilution
method.
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1 INTRODUCAO

Na antiguidade o tratamento das diversas enfermidades era baseado no
emprego de plantas preparadas das mais variadas formas. Nessa época, substan-
cias aromaticas vegetais eram utilizadas como medicamentos, condimentos alimen-
tares e também como perfumes (PROS, 1976).

O cultivo de espécies de Eucalyptus no Brasil iniciou em meados do sécu-
lo passado. Em 1994, o Brasil ja possuia a maior area de plantagdo de Eucalyptus
do mundo, chegando perto dos trés milhées de hectares. Naquela época, essas ar-
vores eram, principalmente, destinadas para a obtencdo de madeira, celulose, tani-
nos, 6leos essenciais e mel (ELDRIGDE, 1994).

Os dleos essenciais sdo substancias com inumeras atividades farmacol6-
gicas, e que podem ser aplicados em diversas areas. Esses fatores fazem com que
alguns autores direcionem seus trabalhos ao estudo desses compostos. E evidente
a utilizacédo do 6leo essencial em industrias de alimentos, cosméticos, domissanean-
tes ou mesmo em medicamentos farmacéuticos e também, na area ambiental e eco-
némica (ESTANISLAU et al., 2001).

Entre os principais constituintes dos 6leos essenciais de eucaliptos esta o
1,8-cineol, que é muito utilizado na industria farmacéutica e de removedores de
mancha. O felandreno, também muito encontrado nesses 6leos, € empregado na
industria de solvente e flutuagdo de metais. Também é conhecida a presenga do eu-
desmol, usado como fixador de perfumes; terpineol, com uso no ramo da perfumaria;
acetato de eudesmila, empregado como substituto da esséncia de bergamota; pipe-
ritona, matéria-prima para producao de timol e mentol sintéticos (FAO, 1979; SE-
GREDOS, 1993; LORENZI; MATOS, 2002).

Os polifendis, principalmente flavonoides e taninos, sdo um grupo de me-
tabolitos muito encontrado entre as espécies de Eucalyptus. Visto que essas subs-
tancias possuem grande potencial terapéutico, € de grande interesse investiga-las.

As plantas destinadas ao uso medicinal devem ter seu uso cientificamente
aprovado e comprovado. Para isso, € necessario o desenvolvimento de estudos que
explorem a sua composi¢cao quimica, eficiéncia terapéutica, toxicologia, seguranca
de uso, entre outros aspectos (ROCHA; SANTOS, 2007).
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Aos metabdlitos bioativos, presentes no género Eucalyptus, sao atribui-
dos varias atividades bioldgicas; foi evidenciado agcdo antibacteriana, antifungica,
antiviral, hipoglicemiante, anti-inflamatéria, adstringente, cicatrizante. Esse género e
seus compostos também possuem grande potencial como desinfetantes e insetici-
das (ESTANISLAU et al., 2001; GUTIERREZ, 2002; LORENZI; MATOS, 2002, MA-
LINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI, 2009; BOSCARDIN et al., 2010).

Nos dias de hoje, instituicbes governamentais e ndo governamentais tém
explorado e incentivado a busca por conhecimentos farmacoldgicos, quimicos, toxi-
coldgicos e clinicos de constituintes ativos de plantas medicinais.

Este estudo teve como propédsito a ampliacdo dos conhecimentos sobre a
espécie de Eucalyptus badjensis Beuzev. & Welch, uma espécie cultivada no sul do
pais; uma espécie promissora, rica em 06leos essenciais e compostos polifendlicos,
que devem ser realizados, para que as potencialidades de E. badjensis possam ser
bem mais exploradas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Efetuar a caracterizacao fitoquimica, a morfoanatomia e avaliar as ativi-

dades bioldgicas de Eucalyptus badjensis Beuzev. & Welch, Myrtaceae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter e preparar o material botanico para analise;

- Determinar o teor de umidade das folhas;

- Extrair e determinar o rendimento do 6leo essencial de folhas secas e
frescas;

- Determinar as propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial de folhas
secas;

- Identificar e quantificar a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de fo-
Ihas secas, através de Cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massa;

- Desenvolver a analise fitoquimica dos metabdlitos secundarios presen-
tes nas folhas secas, caules e cascas do tronco;

- Obter fragdes dos extratos de folhas secas e cascas do tronco;

- Realizar o estudo morfoanatémico das folhas;

- Quantificar os fendlicos totais das folhas secas, caules e cascas do tron-
CO;

- Determinar a atividade antioxidante das fragdes, do éleo essencial de fo-
Ihas secas e do composto isolado do 6leo essencial de folhas secas;

- Determinar a atividade antimicrobiana das fragdes obtidas de folhas se-
cas, do bleo essencial e do composto isolado do 6leo essencial de folhas secas.
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3 REVISAO BIBLLOGRAFICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas como medicamentos € muito antigo e foi passado de ge-
ragcdes a geragoes: egipcios, gregos, romanos, periodo renascentista. Porém, so-
mente a partir do final do século XVIII foi que ocorreu um grande e rapido progresso
das ciéncias modernas, propiciando uma elevada evolugdo nos conhecimentos so-
bre tais vegetais. Assim, os estudos do reino vegetal e suas drogas sdo apoiados em
areas muito variadas, como Bioquimica, Genética, Histologia, Citologia, Paleontolo-
gia e Geografia (SEGREDOS, 1993).

Cerca de um quarto de todos os farmacos aplicados na terapéutica atual
foi obtido direta ou indiretamente da natureza, principalmente de vegetais superiores
(YUNES; CALIXTO, 2001).

A busca por conhecimentos farmacolédgicos, quimicos, toxicologicos e cli-
nicos sobre constituintes ativos de plantas tem sido muito explorada e incentivada
por instituicdes governamentais e ndo governamentais. Na Alemanha, a Comissao
E, do Ministério da Saude, publicou aproximadamente 300 monografias que se refe-
rem a eficacia, efeitos secundarios e contra-indicacbes de drogas vegetais. No
mesmo ambito, a European Scientific Cooperation on Phytotherapy (ESCOP) publi-
cou dezenas de monografias sobre fitoterapicos europeus, e também vem realizando
reunides para elevar o conhecimento cientifico sobre o assunto (CUNHA; SILVA;
ROQUE, 20083).

Para que uma planta medicinal tenha seu uso cientificamente aprovado €
necessario o desenvolvimento de estudos relacionados a sua eficiéncia terapéutica,
toxicologia, seguranga de uso, entre outros aspectos. Quando esses objetivos sdo
alcangados, € possivel assegurar 0 seu uso pelas popula¢cdes em suas mais basicas
necessidades de saude, devido ao facil acesso, baixo custo e também devido a
compatibilidade cultural com as tradi¢ées regionais do uso de plantas no tratamento
de enfermidades (ROCHA; SANTOS, 2007).
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3.2 FAMILIA MYRTACEAE

A familia possui cerca de 100 géneros, englobando cerca de 3000 espé-
cies. Considerada a maior familia da ordem Myrtales, possui dois grandes centros de
dispersao; as Américas e a Australia. Nas Américas sdo comuns a goiaba, araga,
jabuticaba, pitanga, guabiroba, entre outras. Na regidao da Australia destaque para as
espécies introduzidas no Brasil, como Eucalyptus, Callistemon e Melaleuca (JOLY,
1985).

Encontradas na forma de arvores e arbustos, os vegetais dessa familia
possuem principalmente nas partes aéreas da planta, unidades unicelulares ou plu-
ricelulares que abrigam Oleos essenciais em abundancia. Os maiores géneros sao
Eugenia, com cerca de 600 representantes, Eucalyptus (500), Myrcia (300), Syzygi-
um (200) e Melaleuca (100) (CRONQUIST, 1981).

No Brasil, as Myrtaceae sdo consideradas uma das mais importantes fa-
milias de Angiospermae, podendo abranger cerca de 1000 espécies. Considerada
um dos grupos arbéreos que predominam na Mata Atlantica, essa familia, além de
seu elevado numero de espécies, também exerce um papel importante na fitossocio-
logia de matas do Sul e Sudeste brasileiro (CRUZ; KAPLAN, 2004).

3.3 GENERO EUCALYPTUS

O género Eucalyptus é considerado indigena da regido da Australia e
Tasmania, podendo, nessa area, cobrir cerca de trés quartos de toda vegetacgao,
abrangendo os mais variados tipos de clima e solo. Algumas espécies do género
podem alcancgar cerca de 100 metros de altura, tornando-se as maiores angiosper-
mas do planeta (MANGIERI; DIMITRI, 1961; ELDRIDGE, 1994).

Possuem variagao latitudinal de ocorréncia que vai de 7°N até 43°39’S,
propondo que as espécies de eucaliptos tenham desenvolvido gendétipos que as a-
daptam aos mais variados tipos de clima e de solo (LIMA, 1996).

O nome Eucalyptus foi designado, em 1788, pelo francés Charles Louis L’
Heritier de Brutelle, onde o primeiro deriva de duas palavras gregas: Eu (bem) e
Kalypto (cobrir). Esses termos se referem ao formato globular arredondado dos fru-
tos dessas arvores, onde o opérculo cobre as sementes até que as mesmas estejam
totalmente desenvolvidas (FABROWSKI, 2002).
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A migracdo mundial das espécies de eucaliptos ocorreu por volta de
1804, quando sementes australianas de Eucalyptus globulus Labill. chegaram a
Franga. Posteriormente, o género foi sendo instalado em outros paises da Europa,
Africa, Asia, América do Norte e América do Sul, chegando ao Brasil entre os anos
de 1855 e 1870. No comeco, essas plantas eram cultivadas para oferecer protegao
do vento, servir como espécies ornamentais e também pelas suas qualidades medi-
cinais. Foi gracas ao eucaliptélogo Edmundo Navarro de Andrade, trabalhador da
antiga Companhia Paulista de Estradas de Ferro, que o Brasil péde ser considerado
um pais cultivador de eucaliptos (PENFOLD, 1961).

No Brasil as a¢oes de florestamento e reflorestamento utilizando-se espé-
cies do género alcangaram escala comercial ja nas primeiras décadas do século XX.
Primeiramente, como s&o capazes de gerar grande quantidade de biomassa em cur-
to tempo, essas espécies exoticas foram introduzidas e cultivadas no pais para su-
prir a necessidade de combustivel e madeira para dormentes, ambos destinados as
locomotivas e trilhos da Companhia Paulista de Estradas de Ferro. Esse fato levou,
entre 1904 a 1966, a concentracao de cerca de 80% da area plantada de eucalipto
no pais, situada no Estado de Sao Paulo. Mas, foi com a chegada do regime militar —
autoritario, em meados dos anos 60, que a eucaliptocultura passou a ter um “status”
significativo, devido a expansao das industrias siderurgicas e as de papel e celulose
(SHIVA; PADHYAY, 1991)

De acordo com Eldrige (1994), o Brasil possuia a maior area de plantacéao
de Eucalyptus do mundo, chegando perto dos trés milhées de hectares. Os princi-
pais produtos obtidos através desses plantios sdo: madeira (construcao e combusti-
vel), celulose (fabricagdo de papel), taninos (curtimento de couros), 6leos essenciais
(industria farmacéutica) e mel.

Durante as altas temperaturas de verdo frequentemente observa-se a
formacdo de uma névoa azulada ao redor das arvores de eucalipto. Isso se deve a
evaporagao dos 0Oleos essenciais presentes na planta, principalmente nas folhas,
gerando a famosa expressdo de “florestas azuis da Australia”. A evaporagdo dos
Oleos libera substancias antissépticas que podem ajudar a arvore a se proteger do
ataque de pestes e pragas (ROCHA; SANTOS, 2007).
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3.3.1 Eucalyptus badjensis Beuzeville & Welch

Espécie de eucalipto que se caracteriza como arvore de tamanho médio a
alto, com imperfeicées nas cascas do tronco, sendo estas mais suaves na parte su-
perior do vegetal. Muito utilizada para sombra e abrigo, possui uma madeira de boa
qualidade, de cor palida e moderadamente duravel; frutos e flores geralmente de
pequeno tamanho com floragdo entre fevereiro e margo. Essa espécie € um hibrido
do Eucalyptus nitens Maiden com o Eucalyptus viminalis Labill, tendo uma distribui-
¢ao muito restrita, sendo nativa da regiao leste dos seus paises originarios (PEN-
FOLD, 1961).

Eucalyptus badjensis ocorre principalmente na regido sudoeste de Nova
Gales do Sul (Austrélia), entre 36° e 36°45’S, em altitudes que variam de 800 a 1200
metros. E considerada uma regido de clima temperado sublmido que apresenta
temperatura média méaxima, no més mais quente, entre 22° e 25°C, e média minima,
na época mais fria, de -4° a 0°C. Nessa regido sdo comuns as geadas, ocorrendo
mais de 100 por ano, ndo excluindo a possibilidade de neve durante o inverno
(CARPANEZZI, 1988).

Estudos realizados no Sul do Brasil, mais precisamente em Santa Catari-
na e Parana, tém mostrado que E. badjensis possui grande resisténcia a geadas,
alta taxa de crescimento e grande potencial para producao de 6leos essenciais (HI-
GA; ALVES, 2002).

Entretanto, a mesma espécie cultivada no Uruguai forneceu um rendimen-
to em Oleo essencial de 1,25 %, tendo 85,95% de 1,8-cineol, o principal composto.
Relata-se que na Australia, a mesma planta chega a render 2,8 % de 6leo essencial,
com 70% de 1,8-cineol em sua composi¢cdo (MANTERO et al., 2007).

3.4 PRINCIPAIS METABOLITOS NO GENERO EUCALYPTUS
3.4.1 Oleos essenciais
3.4.1.1 Generalidades

Os 6leos essenciais sao substancias vegetais, obtidas por arraste de va-

por d’agua ou pela expressao dos pericarpos de frutas citricas e que possuem um
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odor especifico, podendo ser encontradas em qualquer parte da planta (BRUNE-
TON, 1991). Estes compostos, também chamados de 6leos volateis ou etéreos, sdo
produzidos em células secretoras especializadas, como células oleiferas, ductos,
cavidades ou pelos glandulares, dependendo da familia botanica (EVANS, 1996).

O homem domina o conhecimento sobre 6leos essenciais vegetais desde
alguns séculos antes de Cristo. Os dados histéricos que relatam esses acontecimen-
tos, de obtencéao e utilizagdo desses 6leos, indicam que essa pratica teve origem em
paises orientais, destacando-se Egito, Pérsia, india, Japdo, China (VITTI; BRITO,
2003).

A localizagéo dessas estruturas secretoras nao € fixa para todas as espé-
cies vegetais, sendo possivel encontra-las em determinadas partes ou em toda a
planta. Como exemplo dessa distribuicdo, pode-se citar a presenca de 6leos essen-
ciais em sementes da noz-moscada, no rizoma do gengibre, nas raizes do vetiver,
nas cascas do caule da canela, na madeira do sandalo ou do pau-rosa, nos frutos da
laranja e do lim&o, nas folhas do capim-limao e do eucalipto e nas flores do jasmim e
darosa (VITTI; BRITO, 2003).

Derivados do metabolismo secundario vegetal, os 6leos essenciais sdo
formados através de uma complexa mistura de substancias volateis, lipofilicas, liqui-
das e odoriferas, o que lhes conferem os seus intensos e especificos odores. A sua
aparéncia a temperatura ambiente € de um liquido oleoso, porém a caracteristica
mais forte dessas substancias é a volatilidade que apresentam. E esta a principal
propriedade que diferencia os 6leos essenciais dos 6leos fixos (EVANS, 1996; SI-
MOES et al., 2007).

O 6rgéo ou a estrutura onde sao formados e estocados os 6leos etéreos,
em cada planta, influencia muito na sua composicao final, sendo relatadas variagées
quimicas e fisico-quimicas, até mesmo, entre 6leos extraidos de diferentes partes de
uma mesma planta. Outros fatores que podem variar a composi¢cdo desses 6leos
etéreos, mesmo entre espécies vegetais iguais, sdo a época de coleta, processo de
obtencao e de secagem do material, condigédo climatica e de solo da regiao, localiza-
cao geografica e ciclo vegetativo da espécie (VITTI; BRITO, 2003; FRANCO, 2005).

Dentre as propriedades dessas substéncias relata-se a alta solubilidade
em solventes organicos, porém praticamente insollUveis na agua, mas o bastante
para impregnar a agua com o seu odor quando sao misturados. Também, exibem

alto indice de refracdo e a maioria € opticamente ativo, onde geralmente pode-se
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usar as rotacoes especificas como método de caracterizagdo. Como nao sao forma-
dos por ésteres glicerilicos dos acidos graxos, os 6leos essenciais nao deixam man-
cha gordurosa permanente quando em contato com papel e também nao se pode
saponifica-los com bases (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Em geral, pode-se dizer que, grande parte dos 6leos volateis consiste em
uma mistura de hidrocarbonetos, como os terpenos, € de compostos oxigenados,
como alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, lactonas, cumarinas, 6xidos,
peroxidos, furanos, ésteres, éteres, fendis, acidos organicos, entre outros. Dentre os
seus constituintes, aqueles que aparecem em maiores concentra¢des sdo chamados
de componentes principais; 0s que possuem baixissimas concentragées sao desig-
nados como componentes tragos. Essa situagdo ocorre com o 1,8-cineol, que esta
presente em concentragdes perto de 80%, nos 6leos de espécies de eucalipto. En-
quanto que no 6leo de bergamota esta em torno de 0,002% (FABROWSKI, 2002;
VITTI; BRITO, 2003; FRANCO, 2005).

Baseado na biossintese dos 6leos volateis, os seus componentes podem
ser agrupados em duas categorias; os derivados de terpenoides, que sao formados
através da via do acido mevalénico-acetato, e os compostos aromaticos advindos da
via do acido chiquimico-fenilpropanoides. Sabe-se que, sdo descritos mais de 8.000
compostos terpénicos na literatura, onde os de maior frequéncia nos éleos essenci-
ais sdo os monoterpenos, de 10 carbonos, e os sesquiterpenos, com 15 carbonos.
Os compostos derivados do acido chiquimico-fenilpropanoides sdo os com menor
frequéncia, podendo-se citar os alilfendis, propenilfendis e os aldeidos (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997; CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003; SIMOES et al., 2007).

Para o vegetal, esses compostos sdo importantes, pois desempenham
funcbes como a de atrair polinizadores, proteger contra predadores, inibir a germina-
¢ao de outras plantas vizinhas (alelopatico), evitar a perda excessiva de agua e a
elevacdo da temperatura (BRUNETON, 1991; SIMOES et al., 2007).

3.4.1.2 Atividades bioldgicas

Muitas plantas utilizadas na medicina tradicional tém seus efeitos farma-
coldgicos oriundos da presenca de 6leos essenciais, em outros casos, o medica-
mento usado é o préprio 6leo isolado de tal planta. Como exemplo, cita-se o uso do

alecrim (Rosmarinum officinalis) e de seu 6leo volatil, onde o 6leo puro possui acao
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antibacteriana, enquanto que a infusdo da planta é designada para o tratamento dos
sintomas de problemas digestivos variados, devido as propriedades antiespasmédi-
ca e colerética causadas por acidos fendlicos presentes no vegetal (ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997; SIMOES et al., 2007).

A garantia e a determinacéo da agéo bioldgica de um 6leo essencial s&o
de grande dificuldade, isso porque a sua composi¢cdo € muito complexa e pode ser
alterada por varios fatores. Assim, com dificuldade, conseguem-se atribuir alguns
efeitos biolégicos a certos constituintes presentes em uma espécie de 6leo volatil,
porém néo € possivel garantir que a mesma acao estara presente ou se tera o mes-
mo grau de intensidade em outras amostras da mesma espécie de 6leo (BRUNE-
TON, 1991; COSTA, 2002).

Alguns efeitos farmacolégicos dos 6leos etéreos e de seus constituintes
sdo bem destacados e estabelecidos. Nesse contexto, como exemplo, pode-se citar
a acao antisséptica, ndo somente sobre bactérias, mas também contra fungos e le-
veduras; acao carminativa dos 6leos de menta (Mentha sp)e funcho (Foeniculum
sp), facilitando a expulsao do ar do trato gastrointestinal; acdo digestiva do éleo de
gengibre (Zingiber sp), pois estimula as secre¢cbes do aparelho digestivo; agéao car-
diovascular de 6leos contendo canfora (Cinnamomun sp), levando ao aumento do
ritmo cardiaco e da pressao arterial e, a acao anti-inflamatéria, atribuida principal-
mente aos 6leos que possuem azuleno. A acao expectorante do eucalipto, devida ao
efeito irritante sobre as mucosas; efeitos sobre o musculo liso, utilizado na dismenor-
reia ou como abortivo, quando em doses elevadas; agdao sobre o sistema nervoso
central podendo estimular ou deprimir esse sistema (BRUNETON, 1991; COSTA,
2002; CUNHA; SILVA; ROQUE, 2003; SIMOES et al., 2007).

Outra atividade dos 6leos volateis que se deve relevar € a toxicidade que
eles podem causar em certos casos. Isso porque, a denotacdo de ser um produto
natural acaba levando a um uso indiscriminado dessas substancias pelas pessoas.
Também, é importante salientar a diferengca que ha entre a toxicidade causada por
plantas ricas nesses 06leos e os Oleos essenciais puros, isolados dessas plantas
(BRUNETON, 1991; SIMOES et al., 2007).

Em geral, os dleos etéreos apresentam toxicidade elevada, podendo cau-
sar de irritagdes cutaneas até reagdes no sistema nervoso central, onde o que de-
termina a intensidade dos efeitos € principalmente a via de administracédo. A via oral,

quando comparada a via tépica, € a que oferece maior risco, sendo, nesse caso, 0s
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6leos volateis mais toxicos aqueles que apresentam elevado numero de insatura-
cbdes. Como exemplo de toxicidade dos éleos, refere-se a hepatotoxicidade que po-
de ser desencadeada pelo safrol, uma substancia encontrada nos 6leos essenciais
de noz-moscada (Nux sp) e sassafras (Ocotea sp) (CUNHA; SILVA; ROQUE, 20083;
OGA, 20083).

3.4.1.3 Oleos essenciais de Eucalyptus sp

Praticamente todas as espécies de Eucalyptus possuem em suas folhas,
mais especificadamente no mesofilo, glandulas especializadas na producao de 6-
leos, as quais conferem as folhas seus odores caracteristicos. Esses 6leos produzi-
dos, chamados de éleos essenciais, compreendem um conjunto de substancias olei-
feras, onde cada espécie de Eucalyptus possui uma gama de 6leos caracteristicos,
que lhe confere seu aroma unico e também o seu destino no meio industrial (FAO,
1979; EVANS, 1996). Sao as folhas adultas do eucalipto que possuem a maior
quantidade de 6leos etéreos. Tais 6leos tém a aparéncia de um liquido fluido, incolor
ou levemente amarelado, podendo ter algumas vezes tons acastanhados ou esver-
deados, possuem um aroma forte caracteristico, que lembra a canfora, e sabor pi-
cante, de inicio acido e final refrescante (COSTA, 2002; SCHULZ; HANSEL; TYLER,
2002).

Representados como uma grande mistura de compostos organicos vola-
teis, esses 0Oleos etéreos chegam a ser formados por até mais de 100 componentes.
Dentre os seus compostos (Figura 1), os mais encontrados sdo 0s monoterpenos
(1,8-cineol ou eucaliptol, citronelal e pinenos) e os sesquiterpenos (B-eudesmol, glo-
bulol); outros constituintes da esséncia incluidos na porcentagem de 20 a 30 % sao
a piperitona, felandreno, butiraldeido e hexanal. Em menor numero ocorre a presen-
¢a de outros terpenoides (limoneno, mirceno, terpineno e terpinoleno), compostos
organicos, hidrocarbonetos, alcodis (isoamilico, borneol e a-terpineol), aldeidos gor-
dos (butirico, isovalérico, caproico), cetonas, e outras substancias (CHAGAS et al.,
2002; COSTA, 2002; FABROWSKI, 2002; SALGADO et al., 2003; BOSCARDIN et
al., 2010).

Das mais de 600 espécies de eucaliptos que sdo conhecidas, aproxima-

damente 200 desfrutam de estudos sobre a producao e teor de 6leos volateis, onde
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por volta de 20 foram mencionadas como fontes de exploracdo mercantil (VITTI;
BRITO, 20083).

Os principais destinos de alguns constituintes encontrados com frequén-
cia nos Oleos volateis de Eucalyptus sao: 1,8-cineol, designados a industria farma-
céutica e de removedores de mancha; felandreno para a industria de solvente e flu-
tuacdo de metais; eudesmol usado como fixador de perfumes; terpineol com uso no
ramo da perfumaria; acetato de eudesmila como substituto da esséncia de bergamo-
ta; piperitona matéria-prima para producao de timol e mentol sintéticos (FAO, 1979;
SEGREDOS, 1993; LORENZI; MATOS, 2002).

3.4.1.4 Uso comercial de dleos essenciais de Eucalyptus sp

Para a comercializacao, os 6leos derivados de espécies de Eucalyptus
sdo classificados de acordo com o seu destino final, como 6leos medicinais, 6leos
para setor de perfumaria e 6leos para o campo industrial. O rendimento de éleos
etéreos nesse género fica entre 0,8% e 3%, onde espécies que apresentarem ren-
dimento de cerca de 1% de cineol e eudesmol ja sdo consideradas de bom retorno
financeiro (FAO, 1979; TYLER; BRADY; ROBBERS, 1988; VITTI; BRITO, 2003).

Os 6leos volateis que exibem o 1,8-cineol como seu componente majorita-
rio, com concentracdo acima de 70% é chamado de 6leos medicinais. Para esse
uso, os mesmos nao podem demonstrar grandes quantidades de felandreno e aldei-
dos, maximo de 5%, devido aos seus efeitos toxicos sobre o organismo. Os 6leos
classificados como medicinais sdo destinados a producao de expectorantes, inalan-
tes, estimulantes da secrecdo do sistema respiratorio, antissépticos, produtos de
higiene bucal e como flavorizantes de medicamentos em geral, principalmente asso-
ciados ao mentol (EVANS, 1996; SIMOES et al., 2007; ROCHA; SANTOS, 2007,
MALINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI, 2009).
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FIGURA 1 — PRINCIPAIS COMPOSTOS ENCONTRADOS EM OLEOS ESSENCIAIS DE Eucalyp-
tus.sp
Fonte: SIMOES et al., 2007

Oleos industriais sdo aqueles onde ocorre a presenca de felandreno e pi-
peritona como compostos de majoritaria concentracdo. O felandreno é usado como
solvente de tintas e como matéria-prima na fabricacdo de desodorizantes e desinfe-
tantes. A piperitona serve de precursor na producdo do timol, substancia utilizada
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como preservativo de gomas, pastas e colas, e do mentol, que € um flavorizante de
produtos medicinais e alimenticios (VITTI; BRITO, 2003).

Os 6leos designados a producao de perfumes sao aqueles que demons-
tram como principais compostos, principalmente, o citronelal, citral, geraniol, eudes-
mol e o acetato de geranil. Essas substancias sdo destinadas a composi¢cao de per-
fumes e de produtos, como sabonetes, cosméticos, perfumes, desinfetantes, entre
outros (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; VITTI; BRITO, 2003; SIMOES et al.,
2007; VITTI; ROCHA; SANTOS, 2007).

No Brasil, as espécies de Eucalyptus mais exploradas para extragdo de
6leos essenciais sdo E. globulus Labill., E. citriodora Hook, E. benthamii Maiden &
Cambage , E. staigeriana F.v.M., E. smithii Baker, E. polybractea Baker, E. dives
Schau., E. macarthuri Deane & Maiden e E. maideni F.v.M. (FABROWSKI, 2002;
COSTA, 2002; VITTI; BRITO, 2007; BOSCARDIN et al., 2010).

3.4.2 Compostos fendlicos

Compostos fenélicos compreendem o maior grupo de metabdlitos bioati-
vos no reino vegetal. Sao constituintes muito importantes em diversas plantas medi-
cinais e na industria alimenticia, onde agem como flavorizantes, aromatizantes e an-
tioxidantes. A classe € representada pelos compostos fendlicos simples, taninos,
cumarinas, antraquinonas, naftoquinonas, flavonoides, antocianidinas e antociani-

nas, ligninas e lignanas (EVANS, 1996).

3.4.3 Flavonoides

Com cerca de 13 classes, o grupo flavonoide pode ser descrito como de
compostos fendlicos, que sdo incluidos no grupo de substancias que apresentam o
nucleo Cg — C3 — Cg, derivado do &cido chiquimico, em suas estruturas quimicas.
Nesse nucleo, dois anéis de 6 carbonos sdo conectados por uma cadeia alifatica de
3 carbonos (ROBINSON, 1991; TRUEBA, 2003).

Esses metabdlitos vegetais formam um grupo muito extenso e estédo entre
os mais distribuidos no reino vegetal, tendo mais de 8.000 compostos relatados, seja
na forma livre ou na de heterosideos (TYLER; BRADY; ROBBERS, 1988; ROB-
BERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; ARAUJO et al., 2005).
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A esse nucleo é adicionado um atomo de oxigénio para constituir o anel
heterociclico oxigenado central, formando assim, o 2-fenil-benzopirano, nucleo fun-
damental dos flavonoides (Figura 2). Cada anel da estrutura triciclica recebe uma
letra para sua designacao, sendo o anel central C, o da direita B e o da esquerda A,
onde o numero e posi¢cao de radicais oxigenados ligados a eles irdo definir a qual
grupo pertence (ROBINSON, 1991; COSTA, 2002).

Z-Fenil-Benzapirana

FIGURA 2 - NUCLEO FLAVONICO 2-FENIL-BENZOPIRANO
Fonte: EVANS, 1996.

As principais classes do grupo dos flavonoides séo representadas pelos
flavondis, flavonas, chalconas, di-hidrochalconas, auronas, flavanonas, flavanas,
catequinas, antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas, bi-
flavonoides e neoflavonoides (SIMOES et al., 2007; DORNAS et al., 2007).

Sob o ponto de vista de fungdo vegetal, os flavonoides sao, em geral,
pigmentos vegetais, destinados, principalmente, ao processo de atracdo ou repulsao
de insetos, reguladores de crescimento e de fotossintese e acdo antimicrobiana. Al-
guns apresentam a zona de absorcao préxima do ultravioleta, orientando os insetos
polinizadores até o néctar das flores (ROBINSON; 1991; CUNHA; SILVA; ROQUE,
2003).

Os flavonoides apresentam variadas acodes farmacolédgicas, anti-
inflamatorias, antialérgicas, hepatoprotetoras, antiespasmédicas, tratamento de arte-
reopatias, sedativas, ansioliticas, porém, a mais conhecida é a antioxidante. Com a
sua capacidade de remover radicais livres e de quelar cations divalentes, os flavo-
noides mostram habilidade em ativar sistemas de enzimas, incluindo ciclo-
oxigenases e hipoxigenases e de inibir a peroxidacao de lipideos e a agregacao de
plaquetas (SILVA et al., 2002).
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Esses compostos desenvolvem o efeito antioxidante gracas as suas ca-
racteristicas estruturais, que é a presenca de uma estrutura de trés anéis com radi-
cais oxigenados ligados a ele. No anel C, grupos hidroxil ligados na posicao carbdni-
ca 3 e as duplas ligacdes entre os carbonos 2 e 3, unidos ao niumero de radicais hi-
droxil ligados aos anéis A e B, sdo as modificagbes que aumentam esta propriedade
farmacolégica (SIMOES et al., 2007; VIEIRA et al., 2008).

O potencial antioxidante de compostos presentes em vegetais € uma area
de grande interesse para as industrias farmacéuticas, cosméticas e de alimentos
(ABE et al., 2009).

Presentes na maioria das plantas, os flavonoides também foram detecta-
dos em espécies de Eucalyptus, relatando a presenca destes metabdlitos, principal-
mente nas folhas, cascas e na madeira (Figura 3). Dentre os isolados tem-se a ruti-
na, com presenca restrita a pouquissimas espécies, um farmaco utilizado para au-
mentar a permeabilidade de capilares sanguineos. A quercetina, um potente anti-
inflamatorio, o canferol e outros glicosideos flavénicos também descritos nesse gé-
nero (FAO, 1979; LORENZI; MATQOS, 2002).

OH OH gy

OH

Rutina Quercetina

FIGURA 3 -FLAVONOIDES ENCONTRADOS EM Eucalyptus
Fonte: SIMOES et al., 2007

3.4.3.1 Taninos

Os taninos sdo um grupo de substancias complexas que estdo ampla-
mente distribuidos no reino vegetal, sendo que a maioria das familias de plantas
possui esses metabdlitos. Quando o vegetal demonstra grande quantidade de tani-
nos, estes, geralmente, localizam-se em partes especificas da planta, como folhas,
frutos, cascas e madeira (TYLER; BRADY; ROBBERS, 1988).
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De inicio, os taninos eram denominados como compostos capazes de se
combinar com proteina de pele animal, evitando a decomposicdo desta e conse-
quente formacao do couro. Atualmente, sabe-se que esses metabdlitos sdo compos-
tos polifendlicos hidrossoluveis, com peso molecular entre 500 e 3.000, capazes de
precipitar proteinas em geral e também alcaloides (BRUNETON, 1991; EVANS,
1996).

Sao classificados em dois grupos; o primeiro chamado de taninos hidroli-
saveis, que compreende o acido galico e o acido hexaidroxidifénico com seus deri-
vados esterificados com a glicose, onde a presenca de ésteres € que caracteriza a
facilidade de hidrélise do grupo. O segundo refere-se aos taninos nao hidrolisaveis,
ou condensados, que sao formados basicamente por nucleos fendlicos, sendo resul-
tantes da condensacgéo de duas ou mais moléculas de flavan-3-6is, como a catequi-
na, ou de flavan-3-4-didis, como a leucocianidina. O termo nao hidrolisaveis refere-
se a propriedade de que esses compostos tém de se polimerizar e formar compostos
insoluveis, quando tratados com substancias hidroliticas (ROBBERS; SPEEDIE; T-
YLER, 1997).

Os taninos também apresentam atividades bioldgicas, que estdo princi-
palmente ligadas a sua capacidade de complexacdo com ions metdlicos, macromo-
léculas e polissacarideos, e a sua atividade antioxidante e sequestradora de radicais
livres. Assim, ja foram relatadas varias atividades desses compostos, como antidiar-
reica, protetor de feridas externas, antidotos nos envenenamentos, propriedades
hemostatica nas hemorragias, antibacteriana, antifungica, tratamento de doencas
degenerativas causadas pela peroxidacao lipidica, entre outras (COSTA, 2002; CU-
NHA; SILVA; ROQUE, 2003; SIMOES et al., 2007).

No meio industrial, além do conhecido curtimento de couro, essas subs-
tancias possuem uma variada utilizacdo. Os taninos condensados sdo capazes de
reagir com o formaldeido produzindo polimeros com poder aglutinante, que estao
sendo utilizados para reduzir o fluxo de agua em barragens, produgéo de borrachas
e fabricacdo de resinas de troca ibnica. Esses metabdlitos vegetais também contri-
buem na fabricagdo de vinhos, sucos de frutas, chas e outras bebidas, sendo cruci-
ais no desenvolvimento do sabor adstringente e aparéncia desses produtos (SI-
MOES et al., 2007).
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E conhecida a presenca de taninos no género Eucalyptus, onde as espé-
cies relatadas com maior concentracdo e uso sdo as espécies Eucalyptus astrin-
gens, Eucalyptus wandoo, Eucalyptus grandis, entre outras (VITAL, 2004).

3.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS
3.5.1 Atividade antioxidante

Radicais livres sdo moléculas que apresentam a deficiéncia de um elétron
em sua camada mais externa, permanecendo com outro elétron desemparelhado, o
que os tornam espécies altamente reativas. Cerca de 2 a 3% do oxigénio consumido
pela célula, durante o processo aerdbico, sdo convertidos em radicais livres conten-
do um ou mais elétrons livres em sua érbita. A maior parte desses radicais é produ-
zida nas mitocdndrias, onde a reducao do oxigénio leva a formagéo das trés princi-
pais espécies reativas do oxigénio; anion superdxido ("O2), peroxido de hidrogénio
(H205) e o radical hidroxila (HO®) (WICKENS, 2001).

Nas reac¢des bioquimicas/fisiologicas do corpo humano, os radicais de o-
xigénio (radicais hidroxila e peroxila) e o anion superéxido desenvolvem importantes
funcdes. Porém, quando esses radicais se acumulam no corpo humano, devido a
processos fisiopatoldgicos, fatores ambientais ou escassez de antioxidantes, podem
levar ao desenvolvimento de doencas e danos profundos em tecidos. Esses danos
ocorrem consequentes ao ataque, as cadeias de acidos graxos poli-insaturados dos
fosfolipidios e do colesterol, formando os peréxidos lipidicos. Esses peroxidos alte-
ram a fluidez e elasticidade da membrana, e podem levar ao rompimento da célula
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; VASQUEZ et al., 2008).

Os antioxidantes sao compostos que diminuem a velocidade da oxidacao,
através de um ou mais mecanismos, tais como inibicao de radicais livres e comple-
xagao de metais, podendo ser sintéticos ou naturais. Fisiologicamente as células séo
protegidas por antioxidantes ndo enzimaticos, como a vitamina C, vitamina E, cistei-
na, acido Urico, p-caroteno e a-tocoferol, e por fatores enzimaticos, como a catalase,
a superdxido dismutase e a glutationa peroxidase/redutase. Porém, a disponibilidade
desses antioxidantes diminui com o avanc¢o da idade (MALINOWSKI, 2010)

Entre os antioxidantes de origem natural, € amplamente conhecida a agéao
dos compostos fendlicos, como os flavonoides e taninos. Esse grupo de metabdlitos
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pode agir como redutores de oxigénio singleto, atuando nas reacdes de oxidacao
lipidica, ou mesmo na quelagao de metais. Igualmente, os éleos essenciais conse-
guem neutralizar radicais livres, e essa acao € muito ligada a sua composi¢cao quimi-
ca. As melhores atividades antioxidantes sao reveladas pelos 6leos essenciais ricos
em compostos fendlicos, como o carvacrol, eugenol e timol, devido a presenca de
um grupamento doador de elétrons na posicao orto em relagdo a hidroxila fendlica
(BOSCARDIN, 2009; GUIMARAES; SOUZA, FERREIRA, 2010).

3.5.2 Atividade antimicrobiana

O uso indiscriminado de antibidticos e o aumento do numero de indivi-
duos imunocomprometidos fazem com que a resisténcia a medicamentos e dissemi-
nacao de microrganismos oportunistas cresca de forma descontrolada (MAERTENS;
BOOGAERTS, 2000; JOHANN et al., 2007).

Os 6leos essenciais e os compostos fendlicos apresentam grande poten-
cial antimicrobiano. A mistura de terpenoides, encontrada nos éleos essenciais, uni-
da ao seu carater lipofilico, leva ao acumulo desses metabdlitos na membrana celu-
lar microbiana, afetando o seu funcionamento. Os compostos fendlicos também sao
capazes de sensibilizar os fosfolipidios presentes na bi-camada da membrana
celular, causando um aumento da permeabilidade e extravasamento dos
componentes intracelulares vitais ou insuficiéncia dos sistemas de enzimas
microbianas (GILLES et al., 2010).

Dentre algumas espécies de microrganismos comumente encontradas
pode-se discriminar:

- Proteus mirabilis: pertence ao grupo dos bastonetes gram-negativos a-
naerobicos facultativos, que do ponto de vista médico, sdo de grande importancia,
pois sdo causadores de doengas no trato gastrintestinal e de outros 6rgéos. Incluido
na familia das Enterobacteriaceae, esse flagelado ativamente movel esta relaciona-
do as infec¢des do trato urinario, feridas e diarreias infantis (BROCK et al., 2000;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2005; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

- Escherichia coli: outro bastonete gram-negativo anaerdbico facultativo
da familia Enterobacteriaceae, é um dos habitantes mais comuns do trato intestinal.
Nao é normalmente considerada patogénica, mas em certos casos, como tipo de

cepa presente, pode causar infecgdes no trato urinario, diarreias (diarreia do viajan-
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te), e produzir toxinas que causam a gastroenterite por E. coli (BROCK et al., 2000;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2005; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

- Pseudomonas aeruginsa: bacilo gram-negativo aerébico disseminado no
solo e na 4gua; é considerado um modelo de microrganismo oportunista. E capaz de
sobreviver em situagées muito adversas, como em qualquer ambiente Umido, ou
crescer em quantidades minimas mesmo em matérias organicas incomuns, como
filmes de sabao e adesivos de tampa de catéteres. Também, € resistente a muitos
antibiéticos e desinfetantes. Frequentemente, causa dermatite, otite externa (ouvido
do nadador) e infecgbes respiratorias (imunodeficientes). Em pacientes queimados,
principalmente com queimaduras de segundo e terceiro grau, pode levar a uma in-
feccdo muito caracteristica, com pus azul-esverdeado, devido ao pigmento bacteria-
no piocianina (BROCK et al., 2000; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005; TRABULS];
ALTERTHUM, 2008).

- Staphylococcus epidermidis: classificado como uma bactéria esférica
gram-positiva que tende a formar cachos irregulares, que lembra a uva. Coloniza a
pele humana, podendo alcancar 90% da flora normal, e apresentam risco de infec-
cbes somente quando a barreira cutanea é rompida, como em procedimentos médi-
cos (insercdo e remocao de catéteres). Atualmente, é considerado coagulase-
negativa, enzima que coagula a fibrina no sangue, e protege os microrganismos con-
tra a fagocitose. Os estafilococos sdo a causa primaria do impetigo do recém-
nascido, problema sério em enfermarias hospitalares, caracterizada por vesiculas de
parede delgada na pele, que se rompem e formam crostas. O maior risco apresenta-
do pelas infecgdes por estafilococos esta relacionado a penetracdo dos microrga-
nismos na corrente sanguinea, que pode gerar a denominada toxemia (sindrome da
pele escaldada) (BROCK et al., 2000; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

- Candida albicans € uma levedura que, geralmente, tem o0 seu crescimen-
to suprimido pela flora bacteriana presente no trato geniturinario, intestinal e boca.
Os casos de infecgbes, na maioria das vezes, ocorrem devido ao supercrescimento
oportunista, quando a flora local € devastada pelo uso de antibi6ticos, diminuicao do
pH da mucosa (vaginite) ou em imunodeprimidos (recém-nascidos, os portadores
de diabetes e pacientes com AIDS). Dependendo do caso, as infec¢des podem apa-

recer como manchas vermelhas, sapinho ou prurido, e em casos extremos pode le-
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var a morte (BROCK et al.,, 2000; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005; TRABULSI; AL-
TERTHUM, 2008).

3.5.3 Atividades bioldgicas do género Eucalyptus

Quanto a sua aplicabilidade na terapéutica, esse género tem mostrado
um espectro de acdo muito amplo. Dentre elas, podem-se citar a agdo antifungica;
acao antiviral, promovida pelos compostos euglobal 1, euglobal 2 e euglobal 3 (Figu-
ra 4), isolados de E. grandis; a inibicdo da ativacado do virus Epstein-Barr desenvol-
vida pelo euglobal T1, de E. tereticornis; atividade anti HIV-Rtase, apresentada pelos
macrocarpais A e E, de E. globulus; e a agao antibacteriana, relacionada aos ma-
crocarpais A e D, igualmente identificados em E. globulus.Também, foi atribuida a-
cao hipoglicemiante, causada pela mirillina, ativo encontrado em E. citriodora; ads-
tringente; anti-inflamatéria, como a promovida pelo euglobal-1a e a eucaliptona, ati-
vos encontrados em E. globulus; cicatrizante e grande potencial como desinfetantes
e inseticidas (ESTANISLAU et al., 2001; GUTIERREZ, 2002; LORENZI; MATOS,
2002, MALINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI, 2009; BOSCARDIN et al., 2010). Es-
tudos recentes demonstraram o potencial do 6leo essencial extraido da espécie Eu-
calyptus benthamii no combate contra o inseto Pediculus humanus capitis (piolho do
couro cabeludo) (BOSCARDIN, 2009).
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e 0 COCH,CH(CH,)0
o, o HO N N
0 HCO
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FIGURA 4 - COMPOSTOS BIOATIVOS ENCONTRADOS EM Eucalyptus
Fonte: GUTIERREZ, 2002.
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MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO E PREPARO DO MATERIAL BOTANICO

O material vegetal para a realizagéo deste trabalho foi coletado de um e-
xemplar de Eucalyptus badjensis Beuzev. & Welch cultivado e localizado no campo
experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Florestas),
situada no municipio de Colombo, regiao metropolitana de Curitiba, Estado do Para-
na, Brasil.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), as
coordenadas geogréficas da cidade de Colombo sédo entorno de 25°17°S de latitude
e 49°13’'W de longitude, e esta a cerca de 920 metros acima do nivel do mar.

Foram coletadas folhas adultas, caules e cascas do tronco no periodo de
junho e julho de 2009. Todo o material foi mantido a temperatura ambiente e em lo-
cal seco por cerca de quinze dias para secagem, até que obtivesse as caracteristi-
cas desejadas, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (1988-2005).

As folhas destinadas a extracao de 6leo essencial de folhas frescas foram
imediatamente utilizadas ap6s a coleta ou mantidas a temperatura abaixo de 0°C
para posterior analise.

A exsicata esta depositada no Herbario da Embrapa Florestas. No mo-

mento, € aguardada a confirmacao do numero de registro.
4.2 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE DAS FOLHAS SECAS

O teor de substancias volateis presente nas folhas secas foi determinado
pelo método gravimétrico de perda por dessecagado, seguindo o proposto por WHO
(1998).

Para isso, uma aliquota do material (5 g) foi colocada em uma placa de
petri previamente dessecada e pesada. Em seguida, a amostra foi encaminhada a
estufa por 6 horas a 105°C, levada ao dessecador até o completo resfriamento e
efetuada a pesagem. O mesmo procedimento foi executado até que se obtivesse um

peso constante.
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Posteriormente foi calculada a porcentagem de substancias volateis totais
presentes no material vegetal, considerando-se as 5 g como 100% e subtraindo o
valor de massa restante ap6s o experimento.

Para avaliar a quantidade real de agua presente na amostra foi calculada
a massa de 6leo também evaporado no ensaio, através da férmula:

d=m/v

sendo que v= volume de 6leo presente, de acordo com o rendimento obti-
do na extracao do 6leo essencial,

e d= a densidade do 6leo obtida no ensaio por picnometria.

Assim, subtraindo a massa de 6leo da amostra do valor de substéancias
volateis totais, pode-se estimar o valor real de agua encontrado no material vegetal.

43  EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracado do 6leo essencial de folhas foi realizada com material fresco e
com o material seco. Seguindo a Farmacopeia Brasileira (1988-2005), a extracao foi
efetuada através da destilacao por arraste de vapor d’agua com o aparelho de Cle-
venger, modificado por Wasicky (1963).

Para isso, foi colocado em um baldo de 3 litros 100 g de folhas fragmen-
tadas e agua destilada suficiente para cobrir o material vegetal. Em seguida o balao
foi acoplado ao Clevenger. O tempo de extragédo foi de 6 horas. Decorrido o tempo
necessario para a extragao, foi efetuada a leitura final do volume de 6leo em mL%.

O mesmo procedimento foi executado tanto para folhas frescas quanto

para as secas.
4.3.1 Determinacao do rendimento de 6leo essencial
De acordo com a Farmacopeia Brasileira (1988-2005), o rendimento de

6leo essencial foi calculado em % volume/massa, sendo assim, volume de 6leo es-

sencial (mL) por massa de material vegetal (g). A analise foi realizada em triplicata.
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4.4 DETERMINACAO FIiSICO-QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS
SECAS

4.4.1 Densidade relativa

A densidade relativa (d 2*°) foi determinada em triplicata conforme a Far-
macopeia Brasileira (1988-2005) e a norma NBR 5784: 6leos essenciais — determi-
nagao da massa especifica densidade relativa (ABNT, 1985a), por pichometria.

A calibragdo do picndmetro compreende a determinagdo da massa do
frasco vazio (m3) e da massa deste com agua destilada (m1). Colocou-se a amostra
de 6leo essencial no picnémetro (m2) a temperatura de 20°C e pesou-se, obtendo-
se 0 peso da amostra pela diferenga de massa do frasco cheio e vazio. O quociente
entre a massa da amostra liquida e a massa da agua, ambas a 20°C, é a densidade
relativa, em que:

d 20%° = (M2 — m3)/(m1 — m3).

4.4.2 indice de refracdo

O indice de refragao (np®°) foi determinado em triplicata de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (1988-2005) e a norma NBR 5785: dleos essenciais — deter-
minacao do indice de refracao (ABNT, 1985b), empregando o refratbmetro ABBE da
marca Aus-Jena. Para a analise, ajustou-se o refratdmetro de tal modo que, a 20°C,
os seguintes indices de refracdo fossem obtidos: 1,3330 (4gua destilada) e 1,3651
(etanol 85%) (ABNT, 1985b).

4.4.3 Poder rotatério especifico

O poder rotatério especifico (Ja| p*°) do éleo essencial extraido de folhas
secas de E. badjensis foi estabelecido de acordo com a Farmacopeia Brasileira
(1988-2005).

Compostos quimicos que desviam o plano da luz polarizada sdo chama-
dos de opticamente ativos, podendo ser dextrogiros (+) ou levogiros (-). A atividade
optica de uma substancia se deve a sua estrutura quimica e sua concentracdo. A

determinacao do poder rotatorio auxilia no sentido de estabelecer a identidade e pu-
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reza de um composto. O poder rotatério especifico de uma substancia liquida se re-
fere ao angulo de rotacdo, medido no comprimento de onda da raia D de sédio (A =
589,3 nm), sob a temperatura de 20 °C + 0,5 °C, calculado em funcdo de uma cama-
da de 1 dm de espessura e dividido pela densidade relativa a 20 °C.

Para isso, foi utilizado o polarimetro digital Bellingham + Stanley ADP440,
com tubo de 1 dm, sob temperatura de 20 °C £ 0,5 °C.

O resultado foi dado pela férmula:

la| p?° = a/ld

onde a = angulo de rotagdo do composto, / = comprimento, em dm, do tu-

bo do polarimetro e d = densidade relativa da substancia.

4.4.4 Solubilidade em etanol

A solubilidade em etanol foi determinada de acordo com o prescrito na
PHARMACOPEA Helvetica (1993), em etanol 70, 80, 90% e etanol absoluto. Foi co-
locado o etanol em uma bureta de 25 mL e este foi gotejado sobre a amostra de 0,1
mL de 6leo essencial. Apds a solubilizagao total da amostra foi procedida a leitura do
volume gasto de etanol na bureta e estabelecida a relacdo de solubilidade solven-

te/amostra. A andlise foi executada em triplicata.

4.4.5 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM)

A identificacdo e analise quantitativa dos constituintes do 6leo essencial
de folhas secas foram realizadas em espectrometro Shimadzu GCMS-QP2010Plus,
acoplado a um cromatégrafo gasoso GC-2010 equipado com coluna capilar Rtx-5MS
(30m x 0,25mm x 0,25um). Press&o da coluna de 59 kPa; velocidade linear de 36,8
cm/s e fluxo total de 24,4 mL/min. A rampa cromatografica foi de 60°C a 250°C, a
3°C/min. Injetor em modo splitless a 250°C, interface e fonte de ions a 300°C. Anali-
sando massas entre 40 e 350m/z. Como gas de arraste foi empregado o hélio, a
1mL/min. As amostras foram diluidas em hexano, 1mg/mL, e injetado 1,0 uL. Os
componentes do 6leo essencial foram identificados através da biblioteca NIST e das
indicacdes de Adams (2007).
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4.5 ANALISE QUIMICA DO COMPOSTO DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS
SECAS

Devido a cristalizacdo de um composto, durante a extragcdo do 6leo es-
sencial de folhas secas, este material foi denominado de BAD1 e foi analisado mais
detalhadamente, a fim de identifica-lo através da espectrometria.

4.5.1 Isolamento de composto BDA1 do 6leo essencial de folhas secas

Apls a extracdo do 6leo essencial de folhas secas, a substancia cristali-
zada e aderida as paredes do aparelho de Clevenger foi coletado, solubilizado com
etanol. Em seguida o solvente foi evaporado ao ar livre, e o residuo levado ao des-
secador por 7 dias. O residuo foi purificado por cromatografia flash, utilizando filtro
de vidro sinterizado, n® 2, 50 mm de altura e 45 mm de didmetro. A coluna foi prepa-
rada com 16,8 g de silica gel 60 Merck® 7734 (particulas com 0063-0,2 mm, 70-230
mesh ASTM) em hexano. Para a confeccao da pastilha, 2,84 g de silica gel foram
impregnadas com 950 mg de residuo. Como eluente foi empregado hexano e aceta-
to de etila, seguindo uma ordem crescente de polaridade. Primeiramente, foi realiza-
da uma lavagem com 100 mL de hexano, referente a fracdo 1; em seguida foram
eluidos 100 mL da mistura hexano:acetato de etila (95:5), referente a fracao 2. A ter-
ceira mistura, 150 mL de hexano: acetato de etila (90:10) foi coletada de 20 em 20
mL; a quarta foram 250 mL de hexano:acetato de etila (85:15), recolhida de 20 em
20 mL; a quinta foram 300 mL hexano:acetato de etila (8:2) coletados de 10 em 10
mL; a sexta foram 200 mL de hexano:acetato de etila (7:3) recolhida de 10 em 10
mL; a sétima foram 200 mL de hexano:acetato de etila (5:5) coletada de uma sé vez,
e por ultimo 200 mL de acetato de etila. Ao fim do experimento, as fragoes obtidas
foram analisadas por cromatografia em camada delgada, utilizando cromatoplacas
de silica gel 60 F254 (1.05554) Merck®, fases moveis variadas e as cromatoplacas
foram reveladas com solugao de vanilina sulfurica, a fim de detectar possiveis terpe-
noides (WAGNER; BLADT; ZGAINSKI, 1983; WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA,;
KOWALSKA, 2008).
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4.5.2 Perfil cromatografico dos compostos isolados

4.5.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A determinacdo do perfil cromatogréafico, em cromatografia de camada
delgada do composto, foi realizada com cromatoplacas de silica gel 60 F254
(1.05554) Merck®; fase mével hexano:acetato de etila (7:3); desenvolvimento de 15

cm e tempo de 50 min e revelada com solucao de vanilina sulfurica.

4.5.2.2 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM)

A CG-EM, para a identificacdo de compostos isolados do residuo do 6leo
essencial de folhas secas foi realizada em espectrdbmetro Shimadzu GCMS-
QP2010Plus, acoplado a um cromatografo gasoso GC-2010 equipado com coluna
capilar Rtx-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). Pressao da coluna de 59 kPa; velocida-
de linear de 36,8 cm/s e fluxo total de 24,4 mL/min. A rampa cromatografica foi de
60°C a 250°C, a 3°C/min. Injetor em modo splitless a 250°C, interface e fonte de i-
ons a 300°C. Analisando massas entre 40 e 350m/z. Como gas de arraste foi em-
pregado o hélio, a 1mL/min. As amostras foram diluidas em hexano, Tmg/mL, e inje-
tado 1,0 pL. Os componentes do 6leo essencial foram identificados através da biblio-
teca NIST e das indicagbes de Adams (2007).

4.6 ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

4.6.1 Preparo e fracionamento

A preparacgao do extrato hidroalcodlico e o seu fracionamento foram reali-
zados de acordo com a metodologia descrita por Moreira (1979), modificada por Na-
kashima (1993). Os materiais botanicos utilizados foram folhas, caules e cascas do
tronco. Para obter os extratos brutos foi utilizada a técnica de maceracao a frio. Ca-
da material vegetal foi devidamente fragmentado, sendo que as folhas foram tritura-
das em processador de alimentos e os caules e cascas do tronco foram fragmenta-
das com auxilio de um material cortante. Em seguida, 40 g de cada material foram

imersos em 200 mL de etanol a 70% (v/v) e acondicionados em frasco ambar devi-
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damente fechado, a temperatura ambiente, durante um periodo de 15 dias. Apds
esse periodo, cada extrato foi filtrado em funil de vidro, com papel de filtro, e os seus
volumes foram completados para 200 mL com etanol a 70% (v\v). Com os extratos
foram determinadas as caracteristicas organolépticas: cor, odor, pH e também a
andlise do teor de solidos, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (1988-2005).
Posteriormente, os extratos foram colocados em baldes de vidro apropriados para a
concentragao no rotaevaporador, até reducéo a 1/5 do volume total.

A obtencao das fracoes foi efetuada por extracao liquido/liquido em funil
de separagao com solventes organicos de polaridades crescentes: n-hexano, cloro-
férmio e acetato de etila. As extragdes foram efetuadas com pequenos volumes (10
x 20 mL do solvente extrator). Apés cada extracdo (esgotamento total), as fracoes
tinham seus volumes finais completados com o referente solvente extrator, a 200
mL. O extrato residual foi levado ao banho-maria a 60 °C, até completa evaporacao
do solvente extrator. Com o extrato livre do solvente efetuou-se nova extragéo liqui-
do/liquido, até o ultimo solvente selecionado. O extrato final, apés a evaporacao
total do ultimo solvente extrator, no caso o acetato de etila, teve seu volume recom-
posto a 200 mL com etanol a 70 % e correspondeu a fracao hidroalcodlica.

As fracbes foram acondicionadas em frascos rotulados, devidamente fe-

chados e acondicionados no refrigerador até o momento do seu uso.

4.6.2 Caracterizacao dos metabolitos

Esse experimento seguiu o proposto por Nakashima (1993). Os bioativos
pesquisados e as reagdes de caracterizagao utilizadas para detecta-los qualitativa-
mente nas fragdes obtidas foram: flavonoides (rea¢des de Shinoda, Pacheco, oxalo-
bérica e zinco), leucoantocianidinas (reagdo com &cido cloridrico fumegante), cuma-
rinas (reagdo com NaOH-UV), antraquinonas (reacao de Borntrager), alcaloides (re-
acOes com os reativos de Bertrand, Bouchardat, Dragendorff e Mayer) e esteroides
e/ou triterpenoides (reagéo de Liebermann-Burchard).
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4.7 ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO
4.7.1 Preparo dos extratos aquosos

Os extratos foram preparados a partir de folhas, caules e cascas do tron-
co de acordo com Moreira (1979) e Nakashima (1993). Os extratos aquosos foram
obtidos através da maceragao a temperatura moderada. Para isso, 40g de cada ma-
terial vegetal, ja processado, foi imerso em 200 mL de agua destilada e levados ao
banho-maria a 60°C durante 2 horas. Decorrido o tempo, os extratos foram filtrados
em funil de vidro, com papel de filtro, e tiveram seus volumes completados para 200
mL com agua destilada. Em seguida foram determinadas as caracteristicas organo-
lépticas: cor, odor, pH e também a analise do teor de solidos de cada extrato, de a-
cordo com a Farmacopeia Brasileira (1988-2005). Os extratos foram acondicionados
em frascos rotulados, devidamente fechados e mantidos no refrigerador até o mo-

mento do seu uso.
4.7.2 Caracterizacao dos metabolitos

Os bioativos pesquisados e as reacdes de caracterizacao utilizadas para
detecta-los qualitativamente nos extratos aquosos foram: glicosideos antocianicos
(reacdo de coloracao pelo carater anfotero), glicosideos cianogénicos (reacao com
papel picro-sodico), glicosideos saponinicos (teste de formagao de espuma), amino-
grupos (reagado de ninhidrina), acidos fixos (reagdo com reativo de Nessler), acidos
volateis (detecgao em fita pH) e taninos (reacdo com cloreto férrico, sulfato de ferro
amoniacal, solugéo de gelatina, cloridrato de emetina, cianeto de potassio, dicromato
de potassio e ensaio de Staniasny) (NAKASHIMA, 1993).

4.8 DETERMINAGAO DE FENOLICOS TOTAIS

Esse ensaio, com algumas modificacdes, foi baseado no proposto por
Wang, Lee e Peng (1997), que quantifica os fendis presentes na amostra atraves da
ocorréncia de hidroxilas fendlicas. O método consiste na mensuracao da intensidade
da cor azul proveniente da reducao do reativo de Folin-Ciocalteau (fosfotungstico-

fosfomolibdico) na presenga de um alcali, nesse caso, o carbonato de sddio.
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O experimento foi realizado com folhas secas, caules e cascas do tronco.
Primeiramente foram pesados 8 g de cada material vegetal, devidamente triturado,
imersos em 30 mL de uma solugao de acetona a 80% e levados para extracédo du-
rante 1 hora em ultrassom. Decorrido o tempo, os extratos foram filtrados em funil
com papel de filtro, tiveram a parte liquida reservada, e a parte sélida sofreu mais 2
extragdes, seguindo o mesmo procedimento citado acima. No final das 3 extracoes,
o volume final de cada extrato foi completado para 100 mL, em baldo volumétrico,
com a solugao de acetona a 80%, originando trés solucbes mae (SM), uma para ca-
da material vegetal.

Para as reagbes foram realizadas diluicbes das SM, para que as absor-
bancias no ultravioleta ndo fossem muito altas, assim, para a folha seca foram dilui-
dos 5 yL da SM em 8 mL de agua destilada; e para o caule e a casca do tronco fo-
ram diluidos 5 pyL da SM em 6 mL de agua destilada.

A metodologia consistiu em misturar 1TmL do reagente de Folin-Ciocalteau
com 2 mL da diluigdo da SM, adicionar 5 mL de solugao de carbonato de sédio a
20% (m/v) recém preparada, completar o volume para 10 mL, aguardar 20 minutos e
efetuar a leitura no espectrofotémetro UV-VIS em 735 nm (Shimadzu 1601).

O tempo de espera pré-determinado de 20 minutos é devido aos reativos
formarem um complexo instavel com os compostos fenélicos presentes na amostra.
O ensaio foi realizado em ftriplicata, utilizando como branco a dgua destilada.

Como substancia padrao-referéncia foi empregado o acido galico, para o
qual foi elaborada uma curva analitica de calibragcdo nas concentra¢des de 50 a 300
Mg/mL.

4.9 ANALISE MORFOANATOMICA DE FOLHAS

Para esse estudo, foram utilizadas folhas adultas, sendo que para a anali-
se das dimensdes do comprimento e largura do limbo foliar foram mensuradas dez
folhas e obtida a média dos valores.

Ap6s serem fixadas em FAA 70% (JOHANSEN, 1940) por 48 horas, as fo-
Ihas foram armazenadas em alcool etilico a 70% (BERLYN; MIKSCHE, 1976), para
posterior confeccao das laminas semipermanentes e permanentes.

As laminas semipermanentes foram obtidas através de secc¢des paradér-

micas das faces adaxial e abaxial, realizadas a méo livre com auxilio de uma lamina
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cortante (BERLYN; MIKSCHE, 1976). Para a coloragéo, foram utilizados a fucsina
basica a 0,0125% (m/v) mais o azul de astra a 1% (m/v) (BRITO; ALQUINI, 1996). A
montagem das laminas foi desenvolvida com glicerina a 50% (v/v) em agua destila-
da, seguindo a lutagem com esmalte de unha incolor.

Para a obtengao das laminas permanentes, primeiramente o material ve-
getal em estudo foi submetido a desidratacao em série alcodlica crescente, e em
seguida foi diafanizado em xilol. A infiltragdo foi realizada em estufa a 60 °C com
parafina (JOHANSEN, 1940).

As secc¢des transversais da por¢ao central do limbo foliar, incluindo a ner-
vura principal, foram obtidas a partir dos blocos parafinados, em micrétomo de rota-
¢ao Leica RM 2025, com 10 e 12 um de espessura. As secgbes foram hidratadas,
distendidas nas laminas e secas em mesa térmica a 40°C. Para a coloragdo foram
empregadas a solucao de azul de toluidina a 0,05% (m/v) (SAKAI, 1973) e também,
a solucao de fucsina bésica 0,0125% (m/v) mais azul de astra a 0,5% (m/v) (ROE-
SER, 1972; LUQUE; SOUSA; KRAUS, 1996). O balsamo do Canada sintético foi
usado como meio de montagem. As fotomicrografias foram obtidas através do foto-
microscoépio Olympus CX31, sendo que as escalas micrométricas foram fotografadas
e ampliadas nas mesmas condicdes opticas.

A analise ultraestrutural das superficies adaxial e abaxial da lamina foliar
foi realizada em microscépio eletrénico de varredura (MEV) JEOL JSM-6360LV, com
o referente software para registro de imagens.

Para preservar a organizagdo da cera epicuticular, seguindo o proposto
por Brito e Alquini (1996) com algumas modificacdes, as amostras ndo foram fixadas
em FAA 70, foram apenas secas em dessecador para em seguida serem desidrata-
das em série etandlica crescente, até etanol absoluto. Em seguida foram realizados
o ponto critico, em aparelho CPD 030 - Critical Point Dryer — BALTEC, e a metaliza-
¢ao em ouro, em aparelho SCD 030 - Balzers Union FL9496 — Balzers, do material
vegetal, que posteriormente foi encaminhado para andlise no microscépio eletrénico
(SOUZA, 1998).

4.10 DETERMINAGAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.10.1 Preparo das fracoes
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Devido a semelhanca de metabdlitos bioativos encontrados em folhas,
caule e casca do tronco, para a avaliacdo das atividades biolégicas foram seleciona-
das apenas as folhas e as cascas do tronco.

Para a obtencao das frac6es dos exiratos desses materiais vegetais, pri-
meiramente, foram preparados os extratos brutos, através da maceragao a frio (pre-
servacao dos compostos termolabeis). Para isso, 20 g do material vegetal foram i-
mersos em 150 mL de etanol a 70% (v/v) durante 15 dias. Posteriormente os extra-
tos foram filtrados em filtro de vidro, com papel de filtro, e levados ao rotaevaporador
até a secura total sob temperatura controlada de + 35 °C. Assim, foi procedida a ex-
tracao solido/liquido com os seguintes solventes, nessa ordem, hexano, diclorome-
tano, acetato de etila, etanol e 4gua, obtendo-se 5 fragdes para cada material vege-
tal. As fragbes organicas foram levadas a secura, evaporando-se os solventes ao ar
livre, enquanto que a fragao aquosa foi liofilizada. Foi calculado o rendimento obtido
para cada fragdo (ROBARDS, 2003; GLOWNIAK et al., 2005; SIMOES et al., 2007).

4.10.2 Atividade antioxidante

Para essa analise foram executadas duas técnicas: o método do fosfomo-
libdénio e do 1,1-difenil-2-picrilhidrazila - DPPH, seguindo o experimento desenvolvi-

do por Negri, Possamai e Nakashima (2009), com algumas alteracédes.

4.10.2.1 Método do fosfomolibdénio

A técnica identifica a capacidade antioxidante total das amostras. Ela se
baseia na redu¢do do molibdénio (Mo) VI em Mo V, que, em meio &cido e na pre-
senga de um agente redutor, forma o complexo de cor verde fosfato/Mo V, o qual
tem a intensidade de cor medida no UV-VIS a 695 nm e atribuida ao poder antioxi-
dante total de uma amostra (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999).

Primeiramente, foram preparadas SM, em metanol, de cada fragdo obtida
dos materiais vegetais e do 6leo essencial a uma concentracao de 200 pug/mL. Pos-
teriormente foram adicionados 3 mL do reativo (molibdato de aménio 4 mM, fosfato
de sbdio 28 mM, &cido sulfarico 0,6 M) a 0,3 mL de SM para cada fracdo. Os tubos
foram fechados hermeticamente e levados ao banho-maria a 95 °C por 90 minutos;

apos o resfriamento foi realizada a leitura em espectrofotometro UV-VIS (Shimadzu
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1601) a 695 nm. O ensaio foi efetuado em triplicata e como branco 0,3 mL de meta-
nol com 3 mL do reativo.

As substancias-referéncia utilizadas foram o acido ascérbico e a rutina,
ambos a 200 pg/mL. Como base para o calculo, o acido ascorbico foi considerado
como 100% de atividade antioxidante.

Assim, a porcentagem de atividade antioxidante das fracbes, comparadas
com a do acido ascorbico foi dada através da férmula:

% Ativ. antioxidante = Absorbancia amostra - absorbancia branco x 100/

absorbancia ac. ascorbico - absorbancia branco

4.10.2.2 Método DPPH

O método esta baseado na utilizacdo do radical DPPHe, um cromoéforo
muito estavel, de cor violeta e absorcdo maxima em 517 nm. Na presenca de subs-
tancias redutoras, como os compostos antioxidantes, ocorre a reducdo do radical,
alterando sua coloracao de violeta para amarela, devido ao emparelhamento de
seus elétrons, e a absortividade em 517 nm comeca a diminuir. Logo, a intensidade
de cor violeta lida no espectrofotébmetro sera inversamente proporcional a concentra-
cao de substancias redutoras na amostra (BLOIS, 1958; BRAND-WILLIAMS; CUVE-
LIER; BERSET, 1995; ARNAO, 2000).

Para o experimento foram preparadas solucdes metandlicas das amostras
nas concentragdes de 0,58 a 300 ug/mL. Em 3 mL, de cada solugao teste, foi adicio-
nado 0,1 mL de solucdo metandlica de DPPH a 1 uM e apd6s 30 minutos foi feita a
leitura em espectrofotémetro UV-VIS (Shimadzu 1601) a 517 nm. Os ensaios foram
realizados em ftriplicata, utilizando como branco o metanol e como controle 3 mL de
metanol e 0,1 mL de solugcédo de DPPH.

Com os resultados obtidos foi construido um gréafico de % Atividade antio-
xidante X Concentracdo em pg/mL, onde a % Atividade antioxidante foi calculada
pela férmula: % Ativ. Antioxidante = 100 - ((Abs. Amostra - Abs. Branco) / Abs Con-
trole) x 100.

A equacéo da reta de cada grafico foi calculada substituindo o valor de y
por 50 e foi determinado o ICsy. Como substancias-referéncia foram empregados o
acido ascérbico, nas concentracdes de 0,078 a 5 ug/mL em metanol, e a rutina, nas

concentracdes de 0,625 a 10 ug/mL em metanol.
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4.10.3 Atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicao

Nesse experimento foram estabelecidas a concentracdo inibitéria minima
(CIM), a concentragao bactericida minima (CBM) e a concentracao fungicida minima
(CFM), apresentadas pelas fragbes de folhas secas, 6leo essencial e composto
BAD1, de acordo com o CLSI (2005), com algumas modificacoes.

Os microrganismos empregados foram: Proteus mirabilis (ATCC 25933),
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylo-
coccus epidermidis (ATCC 12228) e Candida albicans (ATCC 10231).

As Figuras 5 a 7 ilustram como as microplacas foram organizadas para a
avaliagédo da atividade antimicrobiana das amostras selecionadas.

Com os materiais do ensaio devidamente esterilizados, foram preparadas
solucbes-mae na concentracdo de 1 mg/ mL a partir de todas as amostras, empre-
gando como solvente a solugcédo de dimetilsulféxido (DMSO) a 10% (v/v) em agua
destilada.

Para o teste com bactérias, utilizando o caldo de Mueller-Hinton, foram
processadas diluicbes seriadas, para resultar em concentracdes entre 500 e 1,5 p-
g/mL das amostras em estudo, distribuidos em 100 yL em cada orificio da micropla-
ca, estéril, de 96 pocos. Em seguida, foram adicionados 5 uL dos indculos bacteria-
nos, contendo 5 x 10° UFC/mL de cada bactéria, e as placas foram incubadas em
aerobiose a 36°C £ 1°C por 24 horas.

Decorrido o tempo, adicionaram-se 10 pL de cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazélio (TTC) (5% v/v) em metanol, a cada cavidade das microplacas utilizadas,
que foram levadas para incubagdo em aerobiose durante 30 min a 36 °C + 1°C, para
verificar o crescimento bacteriano. Os testes foram realizados em ftriplicata, utilizan-
do cloranfenicol, a 30 pg/mL, como antimicrobiano padréo.

No teste com leveduras foi empregado o meio Sabouraud Dextrose, do
qual foram processadas diluicdes seriadas, resultando nas concentragbes entre 500
a 1,5 pg/mL das amostras em estudo, distribuidas em 100 pyL em cada orificio da
microplaca. Posteriormente, foram somados 100 pL de inéculo, com 2,5 x 10°
UFC/mL da levedura testada, e as placas incubadas a 35 °C + 1 °C por 48 horas.

O crescimento dos microrganismos, também, foi analisado adicionando-se

10 L de cloreto de 2,3,5-trifenil-tetrazdlio (TTC) e levando as placas para incubagao
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em aerobiose durante 30 min a 36 °C £ 1°C. Os testes foram realizados em triplicata,

empregando cetoconazol, a 50 pg/mL como padréo.
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Para determinar a CIM, foi considerada a menor concentragdo de agente
antimicrobiano que impediu o crescimento dos microrganismos, tanto para as bacté-
rias quanto para a levedura. As amostras que apresentaram valores de CIM meno-
res que 10 pyg/mL foram considerados excelentes; valores entre 10 e 100 pg/mL
bons e valores entre 100 e 500 pg/mL atividade moderada. Valores acima de 500
pug/mL sédo considerados de fraca atividade (MACHADO et al., 2005).
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A CBM e a CFM foram avaliadas repicando 10 uL dos pocos que possui-
am a CIM e dos pogos com as duas concentragcdes maiores, em placas contendo o
meio Mueller-Hinton para as bactérias (incubagcao de 24 horas a 36 °C + 1°C), e
meio Sabouraud-dextrose para a levedura (incubacao de 24 horas a 37 °C). A CBM
e CFM séo aquelas que nao apresentam crescimento microbiano visivel apds a repi-
cagem, indicando a morte de 99,5% dos microrganismos presentes no inoculo. As
amostras que demonstrarem crescimento dos microrganismos apds a repicagem
para o teste de CBM ou CFM foram consideradas com efeito bacteriostatico e fungis-
tatico, respectivamente (VELJIC et al., 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE SUBSTANCIAS VOLATEIS DAS FOLHAS SECAS

No ensaio, as folhas secas apresentaram um teor de substancias volateis
totais de 12,06 + 0,30%. Extraindo a porcentagem de 6leo essencial presente nas
folhas secas, foi estabelecido o valor de 8,47 £+ 0,15%, que corresponde ao teor de
umidade presente nas folhas secas. Esse teor esta dentro do preconizado em dife-
rentes farmacopeias (Farmacopeia Brasileira, 1988-2005; PHARMACOPEA Helveti-
ca, 1993; MALINOWSKI, 2010).

5.2 OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS

5.2.1 Rendimento de 6leo essencial

A Tabela 01 indica os resultados obtidos na determinacao do rendimento
de Oleo essencial, extraido de folhas secas e frescas, durante a estacao de inverno,
por hidrodestilagdo com aparato de Clevenger.

TABELA 1- RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS SECAS E FRESCAS DE E. badjen-
sis POR HIDRODESTILACAO

AMOSTRA RENDIMENTO DE OLEO ESSENCIAL (V/m)
Folhas secas 4+0,5
Folhas frescas 2,5+0,1

No processo de extracdo, foram observadas algumas caracteristicas do
Oleo essencial, como seu aroma intenso e caracteristico, coloragdo amarelo esver-
deado e densidade menor que a da agua. Também ficou evidente que, durante as 6
horas de extragdo, a maior quantidade de 6leo foi obtida na primeira hora de hidro-
destilacéo, fato igualmente observado em outras espécies de Eucalyptus, como o E.
benthamii, E. cinerea, E. smithii e E. globulus ssp. bicostata (BOSCARDIN, 2009;
MALINOWSKI, 2010).

Dentre os dois tipos de amostras utilizados, o que obteve maior rendimen-
to de 6leo essencial foi o das folhas secas, 4 * 0,5%, enquanto que as folhas frescas
renderam 2,5 + 0,1%. A diferenca nos resultados pode ser explicada pelo fato de as

folhas secas possuirem uma menor quantidade de umidade, consequentemente
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menor peso, e assim ser necessdaria uma maior quantidade de folhas, para alcancar
um determinado peso, em relacédo as folhas frescas. Babu e Singh (2009) propéem
outro motivo que explica a diferenga obtida, que esta ligado a cera epicuticular pre-
sente nas folhas frescas, sendo que esta pode levar a uma incompleta hidrodifusao
do 6leo situado nas glandulas secretoras.

Um estudo desenvolvido por Mantero et al. (2007), analisou a potenciali-
dade para a producéao de 6leo essencial, a partir de folhas frescas, de 9 espécies de
eucalipto, dentre elas E. badjensis. Nesse estudo, essa espécie obteve o rendimento
de 1,25 £ 0,78%, o0 segundo maior entre as espécies pesquisadas, € segundo 0s
autores, na Australia, sob as mesmas condi¢cdes experimentais, exemplares de E.
badjensis pode alcangar um rendimento 2,8% de 6leo essencial. Valores acima dos
apresentados por E. globulus ssp.maidennii, 1,4 + 0,32%, E. viminalis, 1,23 + 0,43%,
E. globulus ssp.globulus, 1,05 £0,48% e E. bosistoana F.v.M., 1%.

Na extracao de Oleos essenciais, a partir de folhas secas, Estanislau et al.
(2001) determinaram o rendimento de 4% na extragdo de Oleo essencial de E. citrio-
dora. Franco (2005) verificou um rendimento de 6,07% de 6leo nas folhas secas do
E. cinerea. Outro bom rendimento foi estabelecido por Malinowski (2010), estudando
E. globulus ssp. bicostata, onde, a partir de folhas secas colhidas no inverno, obteve
o valor de 5,05%.

A flutuagcdo no rendimento de éleo essencial, extraido das folhas de re-
presentantes do género Eucalyptus, é algo muito evidente e conhecido no meio. Es-
sas variagdes ocorrem, principalmente, devido a fatores ambientais, genéticos e ao
tipo e idade das folhas empregadas na extracdo. Assim, o horario que é realizado a
coleta e temperatura, a época do ano, o local e o solo onde sao cultivadas as arvo-
res, a idade destas e de suas folhas, sao fatores que poderao interferir no rendimen-
to de dleo extraido, por isso devem ser sempre levados em conta (HE; MURRAY;
LYONS, 2000).

5.3 ANALISE FiSICO-QUIMICA OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS SECAS
A Tabela 2 apresenta as propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial

de folhas secas e os valores preconizados pelo ISO 770-1980, que define os as pro-

priedades para 6leos de Eucalyptus globulus.
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5.3.1 Densidade relativa

Como ilustrado na Tabela 2, o éleo extraido apresentou densidade relati-
va de 0,8973 g/mL. Seguindo o proposto por Guenther (1961), que estabelece uma
faixa de 0,91 a 0,93 g/mL a d 2?° para 6leos essenciais medicinais, o 6leo extraido
das folhas secas de E. badjensis nao esta dentro destas especificacoes.

Segundo Vitti e Brito (2003), a International Standard Organization (1SO)
estabeleceu que a densidade relativa de 6leos essenciais ricos em citronelal (ISO —
3044), como o extraido de E.citriodora, deve estar entre 0,858-0,877 g/mL. J& os
6leos essenciais ricos em cineol (ISO — 3065), a densidade relativa desejada esta
entre 0,906-0,925 g/mL. A ISO 770, determina densidade relativa entre 0,906 e
0.925 g/mL para o 6leo essencial de Eucalyptus globulus.

TABELA 2 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS SECAS, E
0OS VALORES PRECONIZADOS PELO ISO 3095-1974

ANALISE RESULTADO ISO 770-1980
Densidade relativa 0,8973 £ 0,00085 g/mL 0,906 — 0,925
indice de refragao 1,4629 1,4590 — 1,4670
Poder rotatério especifico +10,6653 0a+10
Solubilidade em etanol 70% 1:3 1:5

80% 1:2 X

90% 1:1 X
Absoluto 1:1 X

X: Nao preconizado
5.4 INDICE DE REFRACAO

Apresentando um indice de refracao de 1,4629, o 6leo essencial de folhas
secas esta de acordo com o preconizado por Guenther (1961) para 6leos essenciais
medicinais, que determina valores entre 1,4600-1,4700 (Tabela 2)

Para 6leos essenciais ricos em citronelal, os valores do indice de refragéo
devem estar entre 1,4500-1,4590, e para os ricos em cineol, os valores desejados
estao entre 1,4580-1,4650. Para o 6leo essencial de Eucalyptus globulus, os valores
devem estar entre 1,4590 e 1,4670 (VITTI; BRITO, 2003).
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5.4.1 Poder rotatério especifico

De acordo com Vitti e Brito (2003), o poder rotatério especifico, a 20 °C,
de 6leos essenciais, extraidos de espécies de Eucalyptus, e ricos em citronelal, deve
ser entre -2 e +4, e os ricos em cineol, entre -2 e +2. A ISO 770, determina poder
rotatorio especifico entre 0 € +10 para o 6leo essencial de Eucalyptus globulus. A
amostra analisada apresentou um valor de + 10,6653, levemente superior ao deter-
minado pela ISO.

5.4.2 Solubilidade em etanol

O odleo essencial extraido se mostrou totalmente miscivel, em qualquer
proporcao, na solucao etandlica a 90% (v/v) e no etanol absoluto. Na concentragdo
de 70% de etanol, o éleo necessitou de 3 volumes para alcancar total solubilizagéo,
e em 80%, foram necessarios 2 volumes da solucado para solubilizar o volume de
6leo.

Segundo Guenther (1961), os 6leos essenciais classificados como medi-
cinais, quando solubilizados em etanol a 70%, devem apresentar solubilidade na
faixa de 2,2 - 11 volumes. Para Vitti e Brito (2003), seguindo a International Standard
Organization (1SO), os 6leos essenciais ricos em citronelal, devem exibir, para o eta-
nol a 80%, solubilidade igual a 1:2, enquanto que os ricos em cineol, para o etanol a
70%, devem apresentar solubilidade de 1:3. Para o 6leo essencial de Eucalyptus
globulus, a solubilidade em alcool a 70% deve ser de 1:5 partes.

5.4.3 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa

A Tabela 3 exibe os resultados alcangados pela CG-EM do éleo essencial
de folhas secas. Nela estao listados os compostos identificados, seus indices de re-
tencédo de Kovat's e a porcentagem relativa expressa por cada um. O cromatograma
obtido pela cromatografia gasosa esta ilustrado na Figura 8.

A CG-EM revelou que os componentes majoritarios do 6leo essencial de
folhas secas sao 1,8-cineol (81,17%); a-pineno (8,36%); limoneno (5,61%); e a-

terpineol (2,02); que totalizam 97,16% dos compostos presentes no 6leo estudado.
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TABELA 3 - CRAMOTOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSA DO O-
LEO ESSENCIAL DE FOLHAS SECAS DE E. bad"ensis

COMPOSTO KOVAT'S PORCENTAGEM RELATIVA (%)
1,8-cineol 1033 81,17

a-pineno 934 8,36

Limoneno 1030 5,61

a-terpineol 1193 2,02
Alo-aromadendreno 1639 0,09

Nao identificado 1658 0,76

Nao identificado 1661 0,44

TOTAL 98,45

O 1,8-cineol, também conhecido como eucaliptol, C1oH1s0O, é considerado
um dos monoterpenos oxigenados mais importantes dos éleos essenciais de espé-
cies de Eucalyptus (MERCK INDEX, 1996). Segundo Vitti e Brito (2003), a Internati-
onal Standard Organization (ISO) estabelece que os 6leos essenciais de eucaliptos,
ricos em 1,8-cineol, e indicados para a industria farmacéutica, devem apresentar
entre 80-85% de eucaliptol em sua composicédo. Entre as atividades biologicas reco-
nhecidas, o 1,8-cineol apresentam agéo expectorante, anestésica, antisséptica, anti-
bacteriana, antifingica, repelente, entre outras (SIMOES; SPITZER, 2007). No Uru-
guai, também estudando o 6leo essencial de folhas secas de E. badjensis, Mantero
et al. (2007) estabeleceram o teor de 85,95% de 1,8-cineol. Analisando a composi-
cao do dleo essencial de espécies de eucalipto, Estanislau et al. encontraram 0,93%
de eucaliptol em E. citriodora; 6,17% em E. saligna Sm. ; 86,72% no E. microcorys
F.v.M.; e 7,74% em E. grandis. Em seu estudo, Boscardin (2009) obteve 0,54% de
eucaliptol no éleo essencial de folhas secas, coletadas no outono, de E. benthamii.
Estudando a composicéo do 6leo essencial de folhas secas de E. globulus spp. bi-
costata, Malinowski (2010) quantificou 65,34% de 1,8-cineol na amostra coletada no
outono.

O monoterpeno a-pineno, CioH1s, € um dos principais componentes da
turpentina, uma oleorresina toxica extraida de espécies de Pinus. Esse monoterpeno
é indicado para a manufatura de solventes, plastificantes, inseticidas, canfora base
para perfumes (MERCK INDEX, 1996), e reportada na literatura a atividade antifun-
gica e antibacteriana do a-pineno (TARAN; GHASEMPOUR; SHIRINPOUR, 2010).
Estanislau et al. (2001) evidenciaram 0,27% desse monoterpeno no 6leo essencial
de E. saligna. Mantero et al. (2007) detectaram o a-pineno no 6leo essencial de trés

espécies de Eucalyptus; teor de 3,32 % em E. globulus ssp. bicostata; 5,86% em E.
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globulus ssp.maidennii; e 7,64% em E. globulus ssp. globulus. No estudo de Bos-
cardin (2009), com a espécie E. benthamii, o éleo essencial alcangou 22,63% de a-
pineno, nas folhas coletadas no outono, e 20,84% na amostra de primavera.

O limoneno, CioH1s, € um monoterpeno muito encontrado no 6leo essen-
cial de frutas citricas, como laranja, limao e bergamota. Muito empregado na produ-
cao de solventes, esse composto apresenta certa toxicidade. De acordo com Sun
(2007) esse metabdlito € indicado para a dissolugdo do célculo biliar, controle da
azia e prevencao de muitos tipos de cancer. No 6leo essencial de E. saligna, Esta-
nislau et al. (2001) encontraram 1,91% de limoneno. Na espécie E. benthamii, Bos-
cardin (2009) evidenciou no 6leo essencial o teor de 1,00%, na amostra de outono, e
1,50% no Oleo extraido de folhas coletadas na primavera. Analisando a composi¢ao
do éleo essencial de cavidades secretoras isoladas de espécies de Eucalyptus, Go-
odger et al. (2010) detectaram o limoneno em E. polybractea Baker, E. globulus e E.
froggattii.

Outro monoterpeno oxigenado, o a-terpineol, C1oH1sO, possui atividade
antisséptica, antibacteriana, antifingica e anticancer (supressora da sinalizacao NF-
kB) (MERCK INDEX, 1996; HASSAN et al., 2010; TARAN; GHASEMPOUR; SHI-
RINPOUR, 2010). No estudo desenvolvido por Estanislau et al. (2001), foram en-
contrados 9,25% de a-terpineol no éleo essencial de E. saligna; 4,07% em E. gran-
dis; 3,90% em E. microcorys; e 1,93% em E. cloeziana. Goodger et al. (2010) evi-
denciaram a presenca de a-terpineol nas cavidades secretoras de E. polybractea, E.
globulus e E. froggattii. No 6leo essencial de folhas secas de E. benthamii, Boscardin
(2009) quantificou 1,43% de a-terpineol no outono, e 1,37% na primavera. O 6leo
essencial de folhas secas de E. globulus ssp. bicostata analisado por Malinowski
(2010), demonstrou o teor de 15,96% desse composto, somente na amostra de ou-
tono. Medhi et al. (2010) estabeleceram o teor de 1,29% de a-terpineol no 6leo es-
sencial de folhas de E. camaldulensis.
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FIGURA 8 - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS SECAS DE E. badjensis, POR
CROMATOGRAFIA GASOSA: 1: a-PINENO, 2: LIMONENO, 3: 1,8-CINEOL, 4: a-TERPINEOL, 5:
ALO-AROMADENDRENO, 6 — 7: NAO IDENTIFICADOS

5.5 COMPOSTO DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS SECAS
5.5.1 Isolamento de compostos

A coluna cromatografica da substancia cristalizada do 6leo essencial de
folhas secas forneceu o total de 75 fragdes. Devido aos valores semelhantes de Rf ,
das fracdes 4 e 9 estas foram reunidas, apresentando um composto. Apos a evapo-
racdo do solvente, obteve-se uma substancia cristalina de cor branca opaca (ponto
de fusdo = 67° + 1°C). A substancia apresentou um rendimento de 25,21% (m/m),
em relagdo a massa de precipitado, e foi denominado de BAD1.

5.5.2 Perfil cromatografico do composto isolado
5.5.2.1 Cromatografia em camada delgada

A CCD do composto BAD1, efetuada em cromatoplacas de silica gel 60
F254 (1.05554) Merck®; fase movel hexano:acetato de etila (7:3); desenvolvimento

de 15 cm com um tempo de 50 min; foi revelada com solugédo de vanilina sulfurica a

1%, evidenciando uma mancha de coloragao roxa-escura, com Rf = 0,704.
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5.5.2.2 Cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa

Através da CG-EM foi possivel estabelecer que o composto BAD1, isola-
do do 6leo essencial de folhas secas, refere-se a uma mistura de trés provaveis ses-
quiterpenos, com tempo de retengdo muito préximo, como mostra a Tabela 4. A Fi-
gura 9 ilustra o cromatograma obtido pela CG.

Analisando o espectro do alo-aromadendreno, exibido na Figura 10, é
possivel reconhecer o peso molecular em torno de 204. Esse valor é confirmado por
Barros, Zambarda e Heinzmann (2009), que determinaram a férmula molecular
C1sH24 para esse composto, isolado do 6leo essencial de Lippia alba L. (Verbenace-
ae), pois, somando-se as massas atbmicas, encontra-se o valor de 204. O compos-
to alo-aromadendreno foi detectado no 6leo essencial de folhas de integrantes da
familia Myrtaceae, entre eles, algumas espécies de Eucalyptus (LOPES, 2008;
BOSCARDIN, 2009; GOODGER et al., 2010).

O composto com indice de Kovat's de 1658, de acordo com o espectro i-
lustrado na Figura 11, possui 0 peso molecular em torno de 207. Observando o es-
pectro apresentado na Figura 12, é possivel reconhecer o peso molecular de 332
para o composto de indice de retencao 1661.

Até o momento, nao foi possivel estabelecer uma metodologia para a se-
paracao das substancias apresentadas no composto BAD1. Assim, novas tentativas
serdo realizadas futuramente, para isolar e identificar os dois compostos ainda des-
conhecidos.

TABELA 4 - CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSA DO
COMPOSTO BAD1

COMPOSTO TEMPO  DE C, T, KOVAT'S PORCENTAGEM
RETENCAO RELATIVA (%)
Alo-aromadendreno 35,107 17 37,483 1639 9,84
Nao identificado 35,867 17 37,483 1658 57,85
Nao identificado 35,97 17 37,483 1661 31,31
TOTAL 99

Cn: numero de carbonos do alcano posterior, Tn: Tempo de retengéo do C,
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5.6 ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS
5.6.1 Caracteristicas Organolépticas

As caracteristicas organolépticas e o teor de solidos demonstrados pelos
extratos hidroalcodlicos preparados a partir de folhas secas, caules e cascas do
tronco estao representados na Tabela 5.

Observou-se que o extrato hidroalcodlico de folhas secas foi 0 que apre-
sentou a maior porcentagem de solidos secos, 17,325% (m/m), foi possivel estabe-
lecer que esse material vegetal € o que apresenta a maior quantidade de compostos
extraiveis com etanol a 70%. O extrato de caules foi de 9,295 % e as cascas do
tronco 5,885%.

Tabela 5 - QARACTERiSTICAS ORGANOLEPTICAS E TEOR DE SOLIDOS DOS EXTRATOS HI-
DROALCOOLICOS DE E. bad{ensis

EXTRATO COR ODOR pH RESIDUO SECO
(m/m)

Folhas secas Castanho esverdeado Aromatico 5,0 17,325%

Caules Castanho claro Aromatico 5,0 9,295%

Cascas do tronco Castanho escuro Aromatico 5,0 5,885%

5.6.2 Compostos bioativos

Os metabdlitos bioativos detectados nos extratos hidroalcodlicos e/ou fra-
¢bes obtidos a partir de folhas secas, caules e cascas do tronco estdo expostos na
Tabela 6.
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Os ensaios fitoquimicos revelaram a presenca dos mesmos tipos de me-
tabdlitos nos trés extratos analisados; foram detectados flavonoides, leucoantociani-
dinas e esteroides e/ou triterpenos.

Os flavonoides foram analisados através de quatro reagdes cromaticas,
onde as cores obtidas variam de acordo com o nucleo, 0 nimero e a posi¢cao dos
substituintes hidroxilados. E uma importante classe de polifenéis, muito diversificada
estruturalmente, relativamente abundante no reino vegetal, principalmente nas angi-
ospermas, e de varias atividades biolégicas conhecidas (ZUANAZZI; MONTANHA,
2007). Esses compostos foram relatados em outras espécies de eucalipto. Em seu
estudo, Boscardin (2009), encontrou flavonoides no extrato hidroalcodlico e/ou fra-
¢cOes, obtidos a partir das folhas de Eucalyptus benthamii. Do mesmo modo, Franco
(2005) e Malinowski (2010) revelaram a presenca desses metabdlitos nas fra¢des
dos extratos hidroalcoodlicos a 20%, oriundos de folhas secas de E. cinerea e E. glo-
bulus ssp. bicostata, respectivamente. Esses estudos indicam a concordancia com

os resultados obtidos, na pesquisa de flavonoides, para a espécie E. badjensis.

TABELA 6 - BIOATIVOS NOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS E/OU FRAGCOES DE FOLHAS SE-
CAS, CAULES E CASCAS DO TRONCO DE E. bad{ensis

RESULTADOS
METABOLITO SECUNDARIO Folhas secas Caules Cascas do Tronco
Alcaloides
- Reativo de Mayer Negativo Negativo Negativo
- Reativo de Dragendorff Negativo Negativo Negativo
- Reativo de Bouchardat Negativo Negativo Negativo
- Reativo de Bertrand Negativo Negativo Negativo
Flavonoides
- Reacao de Shinoda Positivo Positivo Positivo
- Reacao Pacheco Positivo Positivo Positivo
- Reacao Oxalo-borica Positivo Positivo Positivo
- Reacao com Zinco Positivo Positivo Positivo
Leucoantocianidinas Positivo Positivo Positivo
Cumarinas Negativo Negativo Negativo
Antraguinonas
- Reacao de Borntrager Negativo Negativo Negativo
Esteroides e/ou Triterpenos
- Reacao de Lieberman-Burchard Positivo Positivo Positivo

Nos extratos foram detectadas leucoantocianidinas, metabdlito pertencen-
te a classe dos flavonoides, e que faz parte da biogénese de taninos condensados.
Possuem a propriedade de, ao serem aquecidos com acidos, originarem antocianidi-
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nas, de coloragcdo vermelha, a mesma reacao utilizada no experimento (COSTA,
2002). Esse resultado condiz com a presenca de flavonoides revelada neste estudo.
A existéncia de esteroides e/ou triterpenoides nos extrados de E. badjen-
sis foi revelada pela reacdo de Lieberman-Burchard. Essa reagao indica a presenca
desses compostos quando ocorre o desenvolvimento de coloragdes como o amare-
lo, azul, verde ou rosa (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES et al., 2007). Correspon-
de a um grande grupo de substancias complexas, que tém suas estruturas basicas
derivadas do esqualeno, CsoHso, um hidrocarboneto liquido aciclico. A grande possi-
bilidade de substituicdes dos grupos funcionais confere a esses metabdlitos uma
grande variedade de estruturas (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALS-
KA, 2008). Estudando os terpenoides e outros constituintes de E. globulus, Santos et
al. (1997) isolaram alguns triterpenoides, como B-amirina, acido acetilursélico, &cido
acetiloleandlico, acido acetilbetulinico, eritrodiol, uvaol, entre outros. Analisando as
folhas de Eucalyptus cladocalyx, Benyahia et al. (2005) isolaram o triterpeno clado-
calol, &cido ursdlico, B-sitosterol e outras cinco ursolactonas. Domingues et al.
(2011), explorando extratos de cascas de trés espécies de eucalipto, E. urograndis,
E. grandis e E. maidenii, por cromatografia gasosa, acoplada ao espectro de massa,
detectaram como triterpenos majoritarios o acido betulinico, acido betulénico, B-

amirina, B-sitosterol, acido oleandlico, acido ursélico e outros derivados.
5.7 ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS AQUOSOS
5.7.1 Caracteristicas Organolépticas

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos na andlise das caracteristicas or-
ganolépticas e o teor de sdélidos dos extratos aquosos, derivados de folhas secas,
caules e cascas do tronco. A amostra vegetal que teve maior rendimento de extra-
¢ao com agua, de acordo com a porcentagem do teor de solidos secos, foram as
folhas secas, com 9,995% (m/m). O extrato oriundo dos caules apresentou 6,505% e

o de cascas do tronco, 2,657% do peso inicial.
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TABELA 7 - CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS E TEOR DE SOLIDOS DOS EXTRATOS
AQUOSOS DE E. bad{ensis

EXTRATO COR ODOR pH RESIDUO SE-
CO (m/m)
Folhas secas Castanho Aromatico 5,0 9,995%
Caules Castanho Aromatico 5,0 6,105%
Cascas do tronco Castanho escuro Aromatico 5,0 2,657%

5.7.2 Compostos presentes nos extratos aquosos

Na analise fitoquimica dos extratos aquosos, obtidos de folhas secas,
caules e cascas do tronco, foram detectados glicosideos saponinicos, acidos fixos,
taninos e aminogrupos. Os resultados obtidos estao representados na Tabela 8.

TABELA 8 - METABOLITOS DETECTADOS NOS EXTRATOS AQUOSOS DE FOLHAS SECAS,
CAULES E CASCAS DO TRONCO DE E. badjensis

RESULTADOS
METABOLITO SECUNDARIO
Folhas secas Caules Cascas do Tronco

Glicosideos antociénicos Negativo Negativo Negativo
Glicosideos saponinicos Positivo Positivo Positivo
Glicosideos cianogénicos Negativo Negativo Negativo
Acidos volateis Negativo Negativo Negativo
Acidos fixos Positivo Positivo Positivo
Taninos:
- Reacao com cloreto férrico Positivo Positivo Positivo
- Reacao com sulfato de ferro amoniacal Positivo Positivo Positivo
- Reagao com gelatina 2,5% Positivo Positivo Negativo
- Reagéo com cloridrato de emetina Positivo Positivo Negativo
- Reagao com cianeto de potéssio Negativo Negativo Negativo
- Reacao com dicromato de potassio Positivo Positivo Negativo
- Reacao de Staniasny:

Taninos Hidrolisaveis Positivo Positivo Positivo

Taninos Condensados Positivo Positivo Positivo
Aminogrupos Positivo Positivo Positivo

Glicosideos saponinicos, ou saponinas, sdo compostos que apresentam
em suas estruturas uma parte hidrofilica, representada por um ou mais agucares, e
outra hidrofobica, constituida por esteroides ou terpenos policiclicos. Essa caracte-
ristica estrutural € que confere a capacidade, desses metabdlitos, em diminuir a ten-
sao superficial da d4gua e apresentar acao detergente e emulsificante. Quando pre-
sentes em solucdo aquosa, e sofrem agitacao, as saponinas formam espuma abun-

dante e persistente, porém, a espuma formada € estavel mesmo em acidos minerais
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diluidos, o que as difere dos sabdes comuns. Esses compostos podem agir sobre
membranas biolégicas, como a acdo hemolitica, e formar complexos com esteroides,
motivo pelo quais essas substancias frequentemente demonstram atividade antifan-
gica e hipocolesterolemiante (SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2007). O desen-
volvimento de espuma, persistente, abundante e estavel a acidos minerais diluidos,
nos extratos aquosos comprova a presenca de glicosideos saponinicos. Esses me-
tabodlitos ja foram detectados em outras espécies de Eucalyptus (FABROWSKI,
2002; FRANCO, 2005; BOSCARDIN, 2009, MALINOWSKI, 2010).

O ensaio para pesquisa de acidos fixos, com reativo de Nessler, confir-
mou a presencga de acidos de alto ponto de ebulicdo, capazes de fixar a aménia, le-
vando ao desenvolvimento da coloragdo marrom apés a aplicagdo do reativo (NA-
KASHIMA, 1993). Alguns autores evidenciaram esses metabdlitos em extratos a-
quosos de outras espécies de eucalipto (FABROWSKI, 2002; FRANCO, 2005;
BOSCARDIN, 2009, MALINOWSKI, 2010).

As trés amostras vegetais analisados demonstraram taninos em suas
composicoes. Para a detecgdo desses compostos foram empregados ensaios fun-
damentados na complexacao de taninos com proteinas e alcaloides, oxidacdo de
taninos, precipitagcdo por um sal metalico e colorimetria. O ensaio realizado com cia-
neto de potassio apresentou resultado negativo nas trés analises. De acordo com
Costa (2002), o cianeto de potassio reconhece somente o acido galico livre, produ-
zindo coloragcdo vermelha; com o acido galico combinado a reacdo € negativa ou
muito fraca. As cascas do tronco obtiveram resultado negativo para algumas reagdes
(reacao com gelatina 2,5%, reacdo com cloridrato de emetina, reagdo com dicromato
de potassio e reagdo com cianeto de potassio), motivo que pode estar ligado ao per-
fil ou concentracao de taninos nessa parte da planta. Segundo Costa (2002), os tani-
nos hidrolisaveis e condensados estdo dispostos em todas as regides da planta, mas
com o predominio de um deles em algumas areas. O autor também relata que a
concentracao de taninos varia de acordo com o 6rgao (folhas, raizes, cascas), a ida-
de (cascas de galhos novos ou idosos, camadas internas ou externas do lenho) e o
estado de desenvolvimento (frutos verdes ou maduros). A presenca de taninos é
amplamente reconhecida em representantes da familia Myrtaceae, como em varias
espécies de Eucalyptus (SANTOS; WATERMAN, 2001; AMAKURA et al., 2002;
COSTA, 2002; FABROWSKI, 2002; FRANCO, 2005; BOSCARDIN, 2009, MALI-
NOWSKI, 2010).
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O desenvolvimento da coloragdo azul-violaceo, no ensaio para aminogru-
pos, revela a existéncia de aminodacidos e/ou compostos derivados, com excecao da
prolina e hidroxiprolina, que desenvolvem coloragdo amarela (NAKASHIMA, 1993).
Esses compostos foram encontrados em outros taxa de Eucalyptus, como E. smithii,
E. cinerea, E. benthamii e E. globulus spp. bicostata (FABROWSKI, 2002; FRANCO,
2005; BOSCARDIN, 2009, MALINOWSKI, 2010).

5.8 FENOLICOS TOTAIS

O teor de fendlicos totais presente nas amostras foi expresso em mg em
equivalentes de acido galico (EAG) por g de material vegetal (MV). A equacao da
reta foi obtida através dos dados da curva analitica do acido galico (padrédo referén-
cia), apresentada no Grafico 1. Substituindo o y, da equacao da reta, pelo valor de
absorbéancia apresentado pela amostra obteve-se a concentragdo de compostos fe-
nélicos totais.

GRAFICO 1 - CURVA ANALITICA DO ACIDO GALICO
Curva Analitica do Acido Galico
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Os resultados encontrados na quantificacdo dos compostos fendlicos pre-
sentes nas folhas secas, caules e cascas do tronco de E. badjensis, expressos em
mg EAG/g amostras, estdo expostos na Tabela 9.

As folhas secas apresentaram a maior concentragdo de compostos fendli-
cos, 602,3633 + 10,6277 mg EAG/g MV, os caules 387,7843 + 7,3674 mg EAG/g MV
e as cascas do tronco 129,9067 + 8,8219 mg EAG/g MV.
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TABELA 9 - FENOLICOS TOTAIS DE FOLHAS SECAS, CAULES E CASCAS DO TRONCO DE E.
badjensis

AMOSTRA FENOIS TOTAIS (mg EAG/g MV)
Folhas secas 654,3633 + 21,6277
Caules 487,7843 + 10,3674
Cascas do tronco 129,9067 + 19,8219

Amakura et al. (2002), estudando a atividade antioxidante e os compostos
presentes em um extrato comercial de eucalipto, usado como aditivo alimentar, en-
contraram o valor de 11,9 mg EAG/ g extrato. Analisando os componentes fendlicos
de varios extratos de cascas de Eucalyptus globulus, Vasquez et al. (2008) verifica-
ram o maior valor, 22,3 g EAG/100 g extrato seco, no extrato obtido em etanol a
50%. Cruz, Dominguez e Parajé (2005) analisaram o teor de fendlicos de um extrato
de madeira moida de E. globulus utilizando acetato de etila, e detectaram 1,04 g
EAG/ 100g de extrato seco. E, Almeida et al. (2009) exibiram o valor de 311 + 20 mg
EAG/ g amostra, de compostos fendlicos em extrato aquoso de folhas de E. globu-
lus. No estudo realizado por Malinowski (2010), foi determinado o valor de 118,35 +
8,65 mg EAG/g MV de fendlicos totais nas folhas secas de E. globulus ssp. bicosta-
ta.

As diferentes concentragdes de compostos fendlicos encontradas nas
amostras estudadas, como também entre as espécies de Eucalyptus, podem ser
explicadas seguindo o proposto por Santos (2007). De acordo com o autor, a origem
dos metabdlitos secundarios é o resultado de complexas interacdes entre biossinte-
se, transporte, estocagem e degradacgao; onde cada processo é dirigido por genes e
influenciado por trés fatores principais: hereditariedade, ontogenia e ambiente. Po-
rém, a maioria dos mecanismos reguladores dos processos de biossintese, estoca-
gem e degradacao ainda permanecem desconhecidas. Em muitas espécies, a rota
da biossintese dos metabdlitos secundarios é restrita a um 6rgao, enquanto que a-
queles sdo acumulados em todo o vegetal ou em determinados 6rgaos, providos de
um sistema de transporte intracelular. Os metabdlitos mais hidrofilicos tendem a ser
armazenados em vacuolos, enquanto que os hidrofébicos se aglomeram em ductos
de células mortas, ou aderem-se aos componentes lipofilicos da célula, como mem-
branas, ceras cuticulares e lignina. Completando, Gobbo-Neto e Lopes (2007) pro-
pdem que a idade e o desenvolvimento vegetal, bem como seus diferentes érgaos,
sao fatores que podem influenciar na quantidade de metabdlitos secundarios produ-

zidos e/ou, a proporgao relativa dos componentes da mistura. Os autores também
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relatam que tecidos mais jovens de um vegetal apresentam maior producéao de me-
tabdlitos secundarios, entre eles os compostos fendlicos, fator que pode explicar a

baixa concentracao destes nas cascas do tronco.
5.9 MORFOANATOMIA DE FOLHAS

A analise morfolégica das folhas adultas de E. badjensis revelou um ta-
manho foliar médio de 14,31 £ 0,95 cm de comprimento por 1,1 + 0,32 cm de largu-
ra, disposicao alterna, limbo integro de contorno falciforme, base simétrica cuneata,
apice agudo, margem inteira, nervagao do tipo peninérvea com nervura abaxial de
maior saliéncia, superficies lisas e glabras, concolores e de consisténcia papiracea;
caracteristicas que condizem com o relatado na literatura para o género Eucalyptus
(OLIVEIRA; AKISUE, 1997; NISKOSKI; MUNIZ; KLOCK, 1998).

Estdmatos anomociticos se fazem presentes nas faces adaxial e abaxial
caracterizando a folha como anfiestomatica (Figuras 13 e 14). A epiderme é constitu-
ida de células de formato poliédrico, levemente arredondadas. Sabe-se, que na fa-
milia Myrtaceae, geralmente sdo encontrados estdmatos anomociticos ou paraciti-
cos, presentes tanto na face adaxial quanto abaxial (SOLEREDER, 1908; METCAL-
FE; CHALK, 1950). Entre as espécies de Eugenia foram encontrados os dois tipos
de estbmatos, porém, dentre as espécies de Eucalyptus, é mais comum a ocorréncia

de estbmatos anomociticos, que podem estar presentes em uma ou ambas as faces
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FIGURA 13 - SECGOES PARADEFEMICAS DA FOLHA: A - FACE ADAXIAL. B - FACE ABAXIAL. ET:
ESTOMATO (MICROSCOPIA FOTONICA = MF)
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FIGURA 14 - SUPERFICIE FOLIAR REVELANDO OS ESTOMATOS: A - FACE ADAXIAL. B- FACE
ABAXIAL (MEV).

Na Figura 16, é observada a cuticula espessa, tanto na face adaxial quan-
to abaxial, bem como epiderme uniestratificada, cujas células possuem formato poli-
édrico e de mesma espessura em ambas as faces, estdbmatos estdo situados no
mesmo nivel das demais células da epiderme. O mesofilo foliar péde ser classificado
como isobilateral (heterogéneo simétrico), formado por parénquima clorofiliano pali-
cadico e parénquima clorofiliano lacunoso, organizados com cerca de 1-3 e 2-4 es-
tratos celulares, respectivamente. Cavidades secretoras se mostraram presentes
abaixo da epiderme e distribuidas ao longo de todo o mesofilo. Idioblastos com cris-
tais de oxalato de calcio (Figura 17B) em forma de drusas e prismas se fazem pre-
sentes ao redor de feixes vasculares e nas bordas do limbo.

Nas duas faces do limbo ha presencga de suber cicatricial (Figuras 15, 16
e 17A). Esse tipo de estrutura, ja observada em outros taxa de Eucalyptus, como
em E. benthamii e E. globulus Labill., esta relacionado com a fungao de evitar a per-
da excessiva de agua e de outros componentes volateis da planta, sendo uma ca-
racteristica de grande importancia na analise morfoanatémica de vegetais da familia
Myrtaceae (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998; BOSCARDIN, 2009).
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FIGURA 15- EPIDERME REVELANDO SUBER CICATRICIAL: A - FACE ADAXIAL. B - FACE ABA-
XIAL. SC: SUBER CICATRICIAL (MEV).

FIGURA 16 - SECCAO TRANSVERSAL DA FOLHA. ET: ESTOMATO, Ab: FACE ABAXIAL, CT: CU-
TICULA, Epl: EPIDERME INFERIOR, SC: SUBER CICATRICIAL, PP: PARENQUIMA PALIGADICO,
PL: PARENQUIMA LACUNOSO, FV 12: FEIXE VASCULAR DE MAIOR PORTE, FV 2°: FEIXE VAS-
CULAR DE MEDIO PORTE, CS: CAVIDADE SECRETORA, EpS: EPIDERME SUPERIOR, Ad: FACE
ADAXIAL (MF).
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FIGURA 17 - SECCAO TRANSVERSAL DA FOLHA. A- SUBER CICATRICIAL EM DETALHE. B- IDIOBLASTOS
COM CRISTAIS EM DETALHE. CT: CUTICULA, EPI: EPIDERME INFERIOR, SC: SUBER CICATRICIAL, PP:
PARENQUIMA PALICADICO, PS: PARENQUIMA LACUNOSO, CS: CAVIDADE SECRETORA, EP: EPIDERME,
CR: IDIOBLASTO COM CRISTAL DE OXALATO DE CALCIO (MF).
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A presenca de cuticula, geralmente composta de material gorduroso ou
cutina, em ambas as faces da folha da espécie em estudo, pode ser justificada como
uma protecdo contra a transpiragcdo excessiva e ataque de microrganismos (FA-
BROWSKI, 2002). As cavidades secretoras, preenchidas de material lipofilico, sao
muito frequentes dentre os representantes da familia Myrtaceae, entre eles Eucalyp-
tus, estando presente na maioria das espécies deste (SIMOES et al., 2007). Na fa-
milia Myrtaceae, € comum encontrar idioblastos com cristais de oxalato de calcio nas
folhas, geralmente na forma de drusas, sozinhos ou agrupados, sendo que a pre-
senca desses cristais ao redor do sistema vascular € algo observado em varias es-
pécies de Eucalyptus (TUFFI-SANTOS et al., 2008b; MALINOWSKI, 2009).

Alguns autores relatam que o mesofilo isobilateral € o mais comum entre
as espécies de Eucalyptus, principalmente nas folhas jovens. Mas o mesofilo do tipo
heterogéneo simétrico, constituido por parénquima clorofiliano palicadico nas duas
faces e parénquima clorofiliano lacunoso no centro, ja pdde ser observado em outras
espécies de Eucalyptus, como nas folhas de E. smithii, E. camaldulensis, E. globulus
ssp. globulus e E. globulus (JOHNSON, 1926; JAMES; SMITH; VOGELMANN, 1999;
FABROWSKI, 2002; TANTAWY, 2004; TUFFI-SANTOS et al., 2008a; MALINOWS-
Kl, 2009)

O sistema vascular (Figuras 16 e 18), do tipo bicolateral em arco aberto,
tendo a nervura um contorno plano-convexo, adaxial-abaxial respectivamente. Os
feixes vasculares de médio e pequeno porte, em sua maioria, também possuem con-
figuragao bicolateral, ou seja, o xilema esta situado entre duas camadas de floema,
uma externa e outra interna. Abaixo da cuticula, da epiderme e do colénquima, foi
observada a bainha esclerenquimatica bem pronunciada, composta por cerca de 3 a
6 estratos celulares. Igualmente foi observada a presenca de inUmeros idioblastos
com cristais de oxalato de célcio na regido dos feixes vasculares.



FIGURA 18 - SECCAO TRANSVERSAL DA FOLHA MOSTRANDO O FEIXE VASCULAR DE
GRANDE PORTE EM DETALHE. A- PARTE SUPERIOR DO FEIXE. B- PARTE INFERIOR DO FEI-
XE. CU: CUTICULA, EPs: EPIDERME SUPERIOR, BE: BAINHA ESCLERENQUIMATICA, FL: FLO-
EMA, XL: XILEMA, Epl: EPIDERME INFERIOR, CR: CRISTAIS (MF).

Estudos demonstram a tendéncia de varios taxa de eucalipto em apresen-
tarem feixes vasculares bicolaterais na nervura mediana, dentre eles E. grandis W.
Hill ex Maiden, E. pellita F. Muell., E. pilularis Sm., E. pyrocarpa L.A.S. Johnson &
Blaxell, E. resinifera Smith in J. White, E. saligna Sm., E. urophylla S. T. Blake, E.
benthamii Maiden et Cambage e E. globulus Labill. ssp. bicostata (Maiden et al.) J.B.
Kirkpat., sendo que as variacbes ocorrem, principalmente, na disposicao vascular
das espécies, e que idioblastos com cristais de oxalato de célcio sdo comumente
encontrados nessa regidao (TUFFI-SANTOS et al., 2008b; BOSCARDIN, 2009; MA-
LINOWSKI, 2009). A disposicdo em arco aberto pode ser observada entre as espé-
cies E. grandis W. Hill ex Maiden, E. pellita F. Muell., E. pilularis Sm. e E. urophylla
S. T. Blake. Do mesmo modo, foi observado que os feixes vasculares secundarios
de médio e pequeno porte tendem a ser bicolaterais, porém o floema presente na
face adaxial pode nao estar completamente desenvolvido, fazendo que alguns feixes
sejam colaterais (FABROWSKI, 2002; TUFFI-SANTOS et al., 2008a).

O aspecto da cera epicuticular (Figura 19) em estudo pode ser observado
através da microscopia eletrénica de varredura, sendo que apresentou um aspecto

liso, com leves estriacdes. A cera epicuticular pode demonstrar varios tipos de orga-
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nizacao, podendo ser lisa, formada por placas, escamas ou estar coberta por parti-
culas chamadas cristaléides, onde a ultima é a mais comumente encontrada nos
taxa de eucalipto (METCALFE; CHALK, 1950; BARTHLOTT et al, 1998, ENSIKAT et
al, 2006). Em alguns taxa, como a subespécie E. globulus Labill. ssp. bicostata, €
possivel observar diferengas quanto a ceras da face adaxial e abaxial. Nesse caso,
na face adaxial foi evidenciada cera epicuticular do tipo cristaloide filamentosa, en-
quanto que na face abaxial ocorreu cera cristaloide do tipo tubulo (MALINOWSKI,
2009). Outras espécies podem apresentar maior concentracao de cera em uma das
faces, como na face abaxial da subespécie E. globulus ssp. pseudoglobulus e das
folhas jovens de E. globulus Labill ssp. bicostata (STEINBAUER; SCHIESTL; DAVI-
ES, 2004; MALINOWSKI, 2009).

FIGURA 19 - SUPERFICIE FOLIAR REVELANDO CERA EPICUTICULAR: A- FACE ADAXIAL. B-
FACE ABAXIAL. CE: CERA EPICUTICULAR (MEV).

5.10  ATIVIDADES BIOLOGICAS

As amostras selecionadas para determinagdo de atividades biologicas a
serem testadas foram as fragdes obtidas das folhas secas (aquosa, etanol, acetato
de etila, diclorometano e hexano), as fragdes obtidas das cascas do tronco (aquosa,
etanol, acetato de etila, diclorometano e hexano), o éleo essencial de folhas secas e
o composto BAD1.

5.10.1 Rendimentos das fracoes

Os rendimentos apresentados pelas fracdes obtidas das folhas secas e
cascas do tronco sdo exibidos na Tabela 10.
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As fragbes hexanicas de ambas amostras vegetais estudados foram as
que apresentaram menor rendimento, 0,0625% para as folhas secas, e 0,155% para
as cascas do tronco. Esse resultado demonstra que as cascas do tronco possuem
maior quantidade de compostos extraiveis com o solvente hexano, quando compa-
radas as folhas secas. Sabendo que o hexano € solvente apolar, presume-se que as
cascas do tronco apresentam maior quantidade de compostos lipofilicos.

As fragcGes obtidas com diclorometano exibiram bons rendimentos em
ambas amostras vegetais. A maior porcentagem exibida nas folhas secas pode ser

explicada pela presenca da clorofila, substancia soluvel nesse solvente.

TABELA 10 - RENDIMENTOS APRESENTADOS DAS FRACOES DE FOLHAS SECAS E CASCAS
DO TRONCO DE E. badjensis

FRACAO RENDIMENTO % (m/m MV)

Folhas secas Cascas do tronco
Hexano 0,0625 0,1550
Diclorometano 9,2750 2,3615
Acetato de etila 1,5200 0,9925
Etanol 1,3355 1,8885
Agua 25,0575 0,2940

O elevado rendimento apresentado na fracdo aquosa das folhas secas
pode indicar uma elevada concentracdo de compostos hidrofilicos nesse 6rgao ve-
getal. Devido ao alto teor de compostos fendlicos revelados nas folhas secas e sa-
bendo que estes metabdlitos possuem alta polaridade, pressupde-se que esse ren-
dimento esta relacionado a esses compostos.

As outras diferengas apresentadas nos rendimentos das fragdes podem
ser explicadas pela variedade de compostos biossintetizados pela planta e também
pelo modo de como sao estocados no vegetal (SANTOS, 2007; GOBBO-NETO; LO-
PES, 2007).

5.10.2 Atividade antioxidante

5.10.2.1 Método do fosfomolibdénio

O Gréfico 2 apresenta as atividades antioxidantes, expressas em porcen-

tagem, reveladas pelo 6leo essencial, composto BAD1, fracées obtidas das folhas
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secas e cascas do tronco e pelos padrdes-referéncia rutina e acido ascorbico. Para
comparar as atividades, o acido ascorbico foi definido como substancia referéncia
com 100% de atividade antioxidante.

GRAF[CO 2 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS AMOSTRAS EM RELAGAO AO ACIDO ASCORBI-
CO E A RUTINA PELO METODO FOSFOMOLIBDENICO

100
100

90
80
70
60
50
40
30
20
10
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F.S.: Fragbes de folhas secas, C.T.: Fragdes de cascas do tronco.

Os resultados obtidos revelam que nenhuma amostra testada apresentou
capacidade maior que a do acido ascérbico em reduzir o complexo fosfomolibdénico.
A amostra que demonstrou o melhor resultado foi o composto BAD1, 77,09 + 1,57%
de atividade antioxidante relativa a substancia referéncia, o acido ascorbico.

Comparadas a atividade apresentada pela rutina, 29,60 + 1,56%, as a-
mostras que revelaram superior capacidade antioxidante foram: fracdo aquosa de
folhas secas, 31,98 + 0,88%, fracao acetato de etila de folhas secas, 38,26 + 1,37%,
fracdo hexano de folhas secas 39,7 + 0,49%, 6leo essencial de folhas secas, 31,79
1,08% e o residuo do éleo essencial. A rutina é largamente utilizada como padrao
referéncia, € um flavonoide de acdo antioxidante muito bem reconhecido. Assim,

podem-se considerar relevantes os resultados exibidos por essas amostras.
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E perceptivel que o ensaio do fosfomolibdénio ndo evidencia apenas a a-
tividade antioxidante de compostos fendlicos, mas a capacidade antioxidante total de
uma amostra. Nos experimentos realizados foram observados resultados significati-
vos para os extratos lipofilicos e os hidrofilicos. Esse detalhe pode justificar o fato de
o composto BAD1, seguido da fragdo acetato de etila de folhas secas e fragdo hexa-
no de folhas secas terem apresentado as maiores porcentagens de atividade antio-
xidante relativa ao acido ascoérbico. Essas consideragdes também explicam a rele-
vante capacidade em reduzir o complexo fosfomolibdénio, exibida pelo éleo essen-
cial, substancia geralmente formada por uma mistura de monoterpenos e sesquiter-
penos, e que dificilmente apresentam mais de uma hidroxila (SIMOES; SPITZER,
2007).

A fragdo aquosa de cascas do tronco exibiu 18,74 £ 0,92%; a fragcéo eta-
nol das folhas secas, 20,46 + 1,16%; a fracdo etanol de cascas do tronco, 16,00 *
0,67%; a fragéo acetato de etila de cascas do tronco, 22,34 + 0,57%; a fra¢do diclo-
rometano de folhas secas, 26,79 + 0,81%; a fracdo diclorometano de cascas do
tronco, 20,76 + 0,32%; e a fracdo hexano de cascas do tronco, 26,83 + 0,86%.

Analisando os resultados exibidos pelas fracées obtidas de folhas secas e
cascas do tronco, fica evidente que as fracbes obtidas de folhas secas demonstra-
ram acao antioxidante maior do que as obtidas das cascas do tronco, isso somente
quando comparadas entre si, entre as duas fracdes obtidas de cada solvente em-
pregado. Essa patrticularidade pode ser explicada pelo fato de as folhas apresenta-
rem maior taxa de biossintese de metabdlitos bioativos e maior concentracao destes.
Essas caracteristicas puderam ser comprovadas nos experimentos de teor de resi-
duo seco, do extrato hidroalcoodlico a 70% de folhas secas, e na determinagédo de
compostos fendlicos totais, onde as folhas secas evidenciaram valores superiores
em ambos 0s ensaios.

No estudo realizado por Boscardin (2009), o 6leo essencial extraido de fo-
lhas secas de E. benthamii demonstrou 43,15 *+ 1,08% de atividade antioxidante re-
lativa ao &cido ascérbico, na reducdo do complexo fosfomolibdénio. Malinowski
(2010), estudando E. globulus ssp. bicostata, evidenciou, sob as mesmas condi¢cdes
experimentais, 25,72 + 0,38% de atividade para o 6leo essencial de folhas secas,
23,27 = 0,44% para o extrato etandlico de folhas secas e 24,17 + 0,69% para o ex-

trato hidroalcodlico a 70% de folhas secas.
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5.10.2.2 Método DPPH

As curvas analiticas obtidas das amostras que tiveram suas atividades an-
tioxidantes testadas frente ao radical DPPH, e das substancias utilizadas como pa-
drao-referéncia, o acido ascérbico e a rutina, estdo expostas nos Graficos 3 a 16.
Através deles foram obtidas as equacdes de reta, onde, substituindo y por 50, foram
obtidos os valores de ECs (ug/mL), quantidade necessaria para reduzir 50% dos
radicais DPPH, para cada amostra.

A Tabela 11 apresenta os valores de ECsy alcangados pelas amostras e
substancias referéncia no ensaio antioxidante pelo método DPPH.

A amostra que apresentou a melhor atividade nesse experimento, logo, o
menor ECso, foi a fragdo aquosa das folhas secas, 5,55 + 0,65 pg/mL, seguida da
fracao aquosa das cascas do tronco, 8,32 + 0,39 pg/mL, e da fracdo acetato de etila
de folhas secas, 11,71 £ 0,75 yg/mL. Entre as substéncias empregadas como refe-
réncia, o acido ascérbico apresentou ECso de 0,81 + 0,00 pg/mL, e a rutina, 5,76 *
0,25 pg/mL.

A menor atividade foi demonstrada pelo composto BAD1, 4150,743 +
76,58 ug/mL, seguido do 6leo essencial de folhas secas, 576,57 + 6,58 ug/mL, e da
fracdo hexano de cascas do tronco, 428,77 + 8,83 ug/mL.

A fragéo etanol de folhas secas exibiu 16,88 + 1,91; fracdo etanol de cas-
cas do tronco 81,55 + 1,82; fracao acetato de etila de cascas do tronco, 67,21 +
2,00; frac&o diclorometano de folhas secas, 134,99 + 1,79; fragédo diclorometano de
cascas do tronco, 308,63 + 5,82; e a fragcao hexano de folhas secas, 355,44 + 2,55.

De acordo com Boscardin (2009), o método que emprega o radical DPPH
€ indicado apenas para analisar a atividade antioxidante de compostos que sao ca-
pazes de transferir elétrons para o DPPH, como os poli-hidroxi-aromaticos, glutatio-
na, tocoferol, aminas aromaticas, cisteina e acido ascérbico. Isto porque esse radical
nao possui capacidade redox suficiente para ser reduzido pela glucose ou por subs-
tancias aromaticas, que contém somente uma hidroxila. Assim, segundo Duarte-
Almeida et al. (2006), o método avalia somente o poder redutor do antioxidante, que
ao doar um elétron se oxida, e por este motivo ndo detecta substancias proé-

oxidantes.
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GRAFICO 3 - CURVA ANALiTICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRAGAO AQUOSA DE FO-
LHAS SECAS, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 4 - CURVA ANALiTIQA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO AQUOSA DE
CASCAS DO TRONCO, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 5 - CURVA ANALiTICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRAGAO ETANOL DE FO-
LHAS SECAS, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 6 - CURVA ANALI',TICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRAGAO ETANOL DE CAS-
CAS DO TRONCO, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 7 - CURVA ANALI'TICA,DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRAGAO ACETATO DE ETI-
LA DE FOLHAS SECAS, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 8 - CURVA ANALITICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO ACETATO DE ETI-
LA DE CASCAS DO TRONCO, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 9 - CURVA ANALiTIQA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO DICLOROMETANO
DE FOLHAS SECAS, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 10 - CURVA ANALITICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO DICLOROMETA-
NO DE CASCAS DO TRONCO, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 11 - CURVA ANALiTICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO HEXANO DE FO-
LHAS SECAS, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 12 - CURVA ANALiT[CA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRAGAO HEXANO DE
CASCAS DO TRONCO, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 13 - CURVA ANALiTICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL DE
FOLHAS SECAS, PELO METODO DPPH
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GRAFICO 14 - CURVA ANALITICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO COMPOSTO BAD1, PELO

METODO DPPH
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GRAFICO 15 - CURVA ANALITICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO ACIDO ASCORBICO, PE-
LO METODO DPPH

as -

% Atividade antioxidante
[ =3 N N w w ey
[=] w [=] w [=] w =]
L 1 L L L L

w
1

y=54,662x+5,6526
R2 = 0,9905

(=}

o] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Concentragéo (pg/mL)

GRAFICO 16 - CURVA ANALITICA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA RUTINA, PELO METODO
DPPH
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Essa discussao permite justificar a diferenca no perfil dos resultados,
quando comparados com os obtidos no método do fosfomolibdénio. Também fica
clara a razao dos resultados revelados pelas fracbes aquosas de folhas secas e
cascas do tronco, e pela fragcdo acetato de etila de folhas secas, uma vez que, esses
solventes apresentam alta a média polaridade e logo conseguem extrair compostos
poli-hidroxi-aromaticos, como os polifendis, que foram detectados na analise fitoqui-
mica preliminar de E. badjensis.
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TABELA 11 - EC5, DAS AMOSTRAS E SUBSTANCIAS REFERENCIA NO ENSAIO ANTIOXIDANTE
DO DPPH

AMOSTRA ECso (Hg/mL)
Fragdes das folhas secas
Aquosa 5,55 + 0,65
Etanol 16,88 + 1,91
Acetato de etila 11,71 £ 0,75
Diclorometano 134,99 + 3,82
Hexano 355,44 + 4,55
Fragbdes das Cascas do tronco
Aquosa 8,32 £ 0,39
Etanol 81,565 +1,82
Acetato de etila 67,21 £ 2,00
Diclorometano 308,63 + 5,82
Hexano 428,77 + 8,83
Oleo essencial de folhas secas 576,57 £ 6,58
Composto BAD1 4150,743 £ 76,58
Acido ascorbico 0,81 + 0,00
Rutina 5,76 + 0,25

Amakura et al. (2002), analisando atividade antioxidante de um extrato
comercial de folhas de Eucalyptus e suas fragdes, pelo método DPPH, observaram
0s seguintes resultados: a fracdo hexano apresentou ECsy de 430 pg/mL; fracéo
acetato de etila 110 pg/mL; e a fragdo n-butanol 280 ug/mL. No estudo de Boscardin
(2009), o oleo essencial de folhas secas de E. benthamii, rico em compostos como
a-pineno, p-cimeno, y-terpineno e globulol, obteve o ECsy para o radical DPPH no
valor de 3,21 = 0,22 mg/mL. O estudo sobre a atividade antioxidante, frente ao radi-
cal DPPH, do oleo essencial e extrato metandlico de folhas secas de E. globulus
ssp. bicostata, realizado por Malinowski (2010), demonstrou ECsy maior que 6
mg/mL para o 6leo e 2,95 pg/mL para o extrato. Os compostos majoritarios encon-
trados no 6leo extraido no inverno foram o 1,8-cineol, acetato de a-terpineol e o ca-

riofileno.

5.10.3 Atividade antimicrobiana - método da microdiluicao

Devido aos resultados pouco promissores apresentados pelos extratos e
fracoes de cascas do tronco, foi decidido estudar apenas a atividade antimicrobiana
das fragdes de folhas secas, do 6leo essencial de folhas secas e do composto
BAD1.



89

Nos experimentos realizados por microdiluicdo, o crescimento bacteriano
foi avaliado pela adicao do reagente TTC. Nos pocos onde as amostras nao apre-
sentaram acao antimicrobiana, ocorreu a formacdo da coloracdo vermelha. Essa
coloracao se deve a reacao do TTC com os ions hidrogénio formados durante a res-
piragédo celular, e que origina uma substancia vermelha e insoluvel, conhecida como
formazam, indicando a presenca de bactérias viaveis no meio (JOHNSON et al.,
1985; RAHMAN et al., 2004). As Tabelas 12 a 16 expdéem as CIM e CBM/CFM al-
cangadas pelas amostras e controles, frente aos microrganismos testados.

A fragdo aquosa de folhas secas de E. badjensis foi a Unica amostra a a-
presentar acao bacteriostatica e bactericida frente a Proteus mirabilis, obtendo CIM
=125 pg/mL e CBM = 500 pg/mL. O 6leo essencial e o composto BAD1 néo revela-
ram nenhuma atividade contra Proteus mirabilis nas concentragcdes avaliadas.

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, a fragao
aquosa de folhas secas foi a Unica amostra a obter acao bacteriostatica e bacterici-
da, com CIM = 125 ug/mL e CBM = 500 pg/mL. Nas concentragdes testadas, nao foi
alcancado nenhum tipo de atividade antimicrobiana pela fracao etanol, 6leo essenci-

al e composto BAD1.

TABELA 12 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA: CONTROLE E FRACOES DE FOLHAS SECAS, O
LEO ESSENCIAL E COMPOSTO BAD1 DE Eucalyptus badjensis FRENTE A Proteus mirabilis, ME-
TODO DE MICRODILUICAO

MICRORGANISMO/AMOSTRA RESULTADOS

CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
Proteus mirabilis
F. aquosa de folhas secas 125 500
F. etanol de folhas secas 500 NAA
F. acetato de etila de folhas secas 500 NAA
F. diclorometano de folhas secas 500 NAA
F. hexano de folhas secas 250 NAA
Oleo essencial de folhas secas NAA NAA
Composto BAD1 NAA NAA
Cloranfenicol 30 30

NAA: Nao apresentou atividade bacteriostatica ou bactericida nas concentragbes
testadas, F.: Fracao
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TABELA 13 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA: CONTROLE E FRACOES DE FOLHAS SECAS, O
LEO ESSENCIAL E COMPOSTO BAD1 DE Eucalyptus badjensis FRENTE A Escherichia coli, ME-
TODO DE MICRODILUICAO

MICRORGANISMO/AMOSTRA RESULTADOS

CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
Escherichia coli
F. aquosa de folhas secas 125 500
F. etanol de folhas secas NAA NAA
F. acetato de etila de folhas secas 500 NAA
F. diclorometano de folhas secas 125 NAA
F. hexano de folhas secas 125 NAA
Oleo essencial de folhas secas NAA NAA
Composto BAD1 NAA NAA
Cloranfenicol 30 30

NAA: Nao apresentou atividade bacteriostatica ou bactericida nas concentragbes
testadas, F.: Fracao

A fracdo aquosa demonstrou atividade poder bacteriostatico e bactericida
frente a Pseudomonas aeruginosa, com CIM = 125 uyg/mL e CBM = 250 pg/mL. A
fracdo etanol de folhas secas, o 6leo essencial e o composto BAD1 néo revelaram
nenhuma atividade contra P. aeruginosa nas concentracoes avaliadas.
TABELA 14 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA: CONTROLE E FRACOES DE FOLHAS SECAS, O-

LEO ESSENCIAL E COMPOSTO BAD1 DE Eucalyptus badjensis FRENTE A Pseudomonas aerugi-
nosa, METODO DE MICRODILUICAO

MICRORGANISMO/AMOSTRA RESULTADOS

CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)
Pseudomonas aeruginosa
F. aquosa de folhas secas 125 250
F. etanol de folhas secas NAA NAA
F. acetato de etila de folhas secas 500 NAA
F. diclorometano de folhas secas 250 NAA
F. hexano de folhas secas 500 NAA
Oleo essencial de folhas secas NAA NAA
Composto BAD1 NAA NAA
Cloranfenicol 30 30

NAA: Nao apresentou atividade bacteriostatica ou bactericida nas concentragbes
testadas, F.: Fracao

Frente a Staphylococcus epidermidis, a fracdo aquosa de folhas secas a-
presentou CIM = 62,5 pg/mL e CBM = 250 ug/mL; fracao etanol CIM = 62,5 ug/mL e
CBM = 500 pg/mL; fracao acetato de etila CIM = 31,25 ug/mL e CBM = 500 pg/mL;
fracdo diclorometano demonstrou apenas acao bacteriostatica, com CIM = 15,625
pug/mL; fracdo hexano CIM = 31,25 pg/mL e CBM = 500 ug/mL. O éleo essencial e o
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composto BAD1 nao exibiram atividades antimicrobianas frente a S. epidermidis nas
concentracdes avaliadas.

No experimento realizado com a levedura Candida albicans, as amostras
avaliadas apresentaram somente atividade fungistatica, CIM = 500 pg/mL, com ex-
cecao da fragdo etanol, que nao obteve nenhuma atividade nas concentracées em-
pregadas.

TABELA 15 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA: CONTROLE E FRAGOES DE FOLHAS SECAS, O-
LEO ESSENCIAL E COMPOSTO BAD1 DE Eucalyptus badjensis FRENTE A Staphylococcus epi-
dermidis, METODO DE MICRODILUICAO

MICRORGANISMO/AMOSTRA RESULTADOS

CIM (pg/mL) CBM (ug/mL)
Staphylococcus epidermidis
F. aquosa de folhas secas 62,5 250
F. etanol de folhas secas 62,5 500
F. acetato de etila de folhas secas 31,25 500
F. diclorometano de folhas secas 15,625 NAA
F. hexano de folhas secas 31,25 500
Oleo essencial de folhas secas NAA NAA
Composto BAD1 NAA NAA
Cloranfenicol 30 30

NAA: Nao apresentou atividade bacteriostatica ou bactericida nas concentragbes
testadas, F.: Fracao

TABELA 16 - ATIVIDADE ANTIBACTERIANA: CONTROLE E FRAGCOES DE FOLHAS SECAS, O
LEO ESSENCIAL E COMPOSTO BAD1 DE Eucalyptus badjensis FRENTE A Candida albicans, ME-
TODO DE MICRODILUICAO

MICRORGANISMO/AMOSTRA RESULTADOS

CIM (ug/mL) CFM (pg/mL)
Candida albicans
F. aquosa de folhas secas 500 NAA
F. etanol de folhas secas NAA NAA
F. acetato de etila de folhas secas 500 NAA
F. diclorometano de folhas secas 500 NAA
F. hexano de folhas secas 500 NAA
Oleo essencial de folhas secas 500 NAA
Composto BAD1 500 NAA
Cetoconazol 50 50

NAA: Ndo apresentou atividade bacteriostatica ou bactericida nas concentragbes
testadas, F.: Fracao

Para a classificagdo das atividades antimicrobianas alcancadas pelas a-
mostras, este trabalho seguiu o proposto por Machado et al. (2005), estabelecendo

valores de CIM menores que 10 pg/mL como atividade antimicrobiana excelente;
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valores entre 10 e 100 pg/mL, boa atividade, e valores entre 100 e 500 pg/mL, ativi-
dade moderada. Valores acima de 500 pg/mL sdo considerados de atividade fraca

ou nula. Os resultados estdo expressos na Tabela 17.

TABELA 17 - CLASSIFICACAO DAS ATIVIDADES ANTIMICROBIANAS ALCANGADAS PELAS A-

MOSTRAS, SEGUNDO MACHADO et al (2005)

CLASSIFICACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
AMOSTRA P. mirabilis E.coli P.aeruginosa S. epidermidis
F. aquosa

F. etanol

C. albicans

F. acetato de etila
F. diclorometano
F. hexano

IIII!

Oleo essencial
Composto BAD1
[]: Fracaounula[ ] :Moderaddll :Boa, F.: Fracao

Na literatura, € conhecida a capacidade antibacteriana e antifungica de
polifendis, como flavonoides e taninos, bem como a de esteroides e triterpenos (E-
VANS, 1996; COSTA, 2002; SIMOES et al., 2007; WAKSMUNDZKA-HAJNOS;
SHERMA; KOWALSKA, 2008). Os mesmos bioativos detectados nas fracdes na a-
nélise fitoquimica das folhas secas de Eucalyptus badjensis apresentaram atividades
moderada frente a P. mirabillis, E. coli, P. aeruginosa (exceto a fracao etandlica) e
C.albicans e boa frente a S. epidermidis (exceto o 6leo essencail e 0 composto
BAD1).

Segundo Dalmarco (2009), os compostos polifenélicos possuem a capa-
cidade de complexar a parede celular das bactérias, impedindo o seu crescimento e
multiplicag@o. Flavonoides, como a canferitrina, conseguem até mesmo inibir o cres-
cimento e multiplicagdo de microrganismos por induzirem dano ao DNA bacteriano.
O autor também relata sobre a atividade antibacteriana atribuida a triterpenos, como
o &cido oleandlico, que pode levar a ruptura da membrana celular bacteriana. Ao
incorporar triterpenos a sua composi¢cao, a membrana celular perde a sua fluidez,
diminuindo a mobilidade bacteriana ou mesmo levando a sua ruptura.

Estudando a atividade antimicrobiana de extratos hidroalcodlicos de fo-
lhas de Syzygium cumini, (Myrtaceae), por difusdo em disco, Oliveira et al. (2007)
observaram CIM = 90 pg/mL frente a C. albicans; CIM = 200 ug/mL frente a E. coli e
CIM = 90 yg/mL para P. aeruginosa. O autor atribuiu as atividades obtidas a presen-
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ca de taninos e outros compostos fendélicos, como glicosidios flavénicos, miricetina e
canferol.

Ao avaliarem a atividade antimicrobiana do extrato bruto e das fracdes ob-
tidas de Plinia glomerata, por macrodiluicao, Serafin et al. (2007) evidenciaram CIM
> 1000 pg/mL para o extrato bruto, fragcdo hexano, fracdo diclorometano e fragéo
acetato de etila, e CIM = 500 a 1000 ug/mL para a fracdo aquosa, frente a bactéria
E. coli. A atividade antifungica contra a levedura C. albicans revelou CIM > 250 p-
g/mL para o extrato acetdnico, metandlico e fracao aquosa.

Em seu estudo, Boscardin (2009) avaliou a atividade antibacteriana do 6-
leo essencial de folha secas de E. benthamii e constatou que o 6leo bruto possui
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans.

O estudo da atividade antifungica do 6leo essencial de folhas secas de E.
globulus ssp. bicostata, desenvolvido por Malinowski (2010), por difusdo em disco,
evidenciou a atividade fungicida do éleo bruto frente a C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata, C. guilliermondii e Malassezia pachydermatis. A atividade foi atribuida a

acao sinérgica dos terpenoides presentes.



94

6 CONCLUSOES

As folhas secas de Eucalyptus badjensis revelaram um bom rendimento
de 6leo essencial, com alto teor de 1,8-cineol (81,17%), um dos mais procurados
metabdlitos em 6leos essenciais de Eucalyptus.

A andlise do composto BAD1 por cromatografia acoplada ao espectrome-
tro de massas revelou que o composto se refere a mistura de possiveis trés sesqui-
terpenos, com tempos de retencdo muito préximos, que necessita de melhores estu-
dos.

A andlise fitoquimica dos extratos de Eucalyptus badjensis evidenciou a
presenca de flavonoides, leucoantocianidinas, esterdides e/ou triterpenos, glicosi-
deos saponinicos, acidos fixos, taninos e aminogrupos nas folhas secas, caules e
cascas do tronco. As folhas secas exibiram expressiva concentracao de compostos
fendlicos.

Na microscopia oOptica e eletrbnica de varredura, foi evidenciado que as
folhas possuem epiderme uniestratificada, estématos anomociticos em ambas as
faces, mesofilo isobilateral, cavidades secretoras abaixo da epiderme, cristais de
oxalato de calcio, sistema vascular bicolateral em arco aberto e nervura central com
contorno plano-convexo, suber cicatricial e cuticula lisa. Caracteristicas que coinci-
dem com os relatos da literatura para o género.

Na avaliacao da atividade antioxidante pelo método do fosfomolibdénio o
composto BAD1 apresentou atividade superior ao da rutina e bem préxima do acido
ascérbico. Pelo método do DPPH, as fracbes aquosas alcancaram os melhores re-
sultados, evidenciando a agéo dos polifendis.

Quanto a atividade antimicrobiana, as fragcdes testadas exibiram resulta-
dos promissores. O 6leo essencial de folhas secas e o composto BAD1 n&o alcanca-

ram atividade relevante nas concentragdes avaliadas.



95

REFERENCIAS

ABE, S. Y.; INOUE, P. S.; TAKAHASHI, T. T.; RODRIGUES, M. A. A. D.; MENDES,
S.; POSSAMAL, J. C.; NAKASHIMA, T. Atividade antioxidante e teor de flavonoides
das folhas de Campomanesia xanthocarpa Berg. — Myrtaceae. XVIl Jornada de J6-
venes Investigadores- AUGM. Entre Rios- Ar. 2009 (on-line).

ABNT. NBR 5784: Oleos essenciais, determinacao da massa especifica e densidade
relativa, método de ensaio. Rio de Janeiro, 1985a. 3p.

ABNT. NBR 5785: Oleos essenciais, determinacao do indice de refragdo, método de
ensaio. Rio de Janeiro, 1985b. 2p.

ADAMS, R. P. Identification of essential oil components by gas chromatogra-
phy/mass espectrometry, lllinois: Allured Publishing, 2007.

ALMEIDA, I. F.; FERNANDES, E.; LIMA, J. L. F. C.; VALENTAO, P.; ANDRADE, P.
B.; SEABRA, R. M.; COSTA, P. C.; BAHIA, M. F. Oxygen and nitrogen reactive spe-
cies are effectively scavenged by Eucalyptus globulus leaf water extract. Journal of
Medicinal Food, v. 12, n. 1, p. 175-179, 2009.

AMAKURA, Y.; UMINO, Y.; TSUJI, S. H.; HATANO, T.; YOSHIDA, T.; TONOGAI, Y.
Constituents and their antioxidative effects in eucalyptus leaf extract used as a natu-
ral food additive. Food Chemistry, v. 77 p. 47-56, 2002.

ARAUJO, P. W. B., et al. Flavonodides e Hipertensdo. Revista Brasileira de Hiper-
tensao, v.12, n.3, p.188-189, jul-set 2005.

ARNAO, M. B. Some methodological problems in the determination of antioxidant
activity using chromogen radicals: a pratical case. Food Science and Technology,
v. 11, p. 419-421, 2000.

BARROS, F. M. C.; ZAMBARDA, E. O.; HEINZMANN, B. M. Variabilidade sazonal e
biossintese de terpendides presentes no 6leo essencial de Lippia alba (Mill.) N. E.
Brown (Verbenaceae). Quimica Nova, v. 32, n. 4, p. 861-867, 2009

BARTHLOTT, W.; NEINHUIS, C.; CUTLER, D.; DITSCH, F.; MEUSEL, |.; THEISEN,
l.; WILHELMI, H. Classification and terminology of plant picuticular waxes. Botanical
Journal of Linnean Society, v.126, p.237-260, 1998.

BENYAHIA, S.; BENAYACHE, S.; BENAYACHE, F.; LEON, F.; QUINTANA, J;
LOPEZ, M.; HERNANDEZ, J.; ESTEVEZ, F.; BERMEJO, J. Cladocalol, a pentacyclic
28-nor-triterpene from Eucalyptus cladocalyx with cytotoxic activity. Phytochemistry,
v. 66, p. 627-632, 2005.

BERLYN, G. P.; MIKSCHE, J. P. Botanical microtechnique and cytochemistry,
lowa: lowa University, 1976.

BLOIS, M. S. Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature,
v. 181, p. 1199-1959, 1958.



96

BOSCARDIN, P. M. D. Morfoanatomia, fitoquimica e atividades bioldgicas de
Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage-Myrtaceae. Curitiba, 2009. 139f. Dis-
sertacdo (mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
Setor de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Parana.

BOSCARDIN, P. M. D; FARGO, P. V.; NAKASHIMA, T.; SANTOS, P. E. T.; PAULA,
J.F.P. Estudo Anatémico e Prospeccao Fitoquimica de Folhas de Eucalyptus ben-
thamii Maiden et Cambage. Latin American Journal of Pharmacy. Buenos Aires, v.
29, n. 1, p. 94-101, 2010.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of free radical method
to evaluate antioxidant activity. LWT — Food Science and Technology, v. 28, p. 25-
30, 1995.

BRITO, J. F. A.; ALQUINI, Y. A new method for staining botanical material embed-
ded in glycol metacrilate (GMA). Arquivos de Biologia e Tecnologia, v. 39, n. 4, p.
949-951, 1996.

BROCK, T. D.; MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; PARKER, J. Biology of micro-
organisms. 9th ed. Upper Saddle River: Prentice Hall, 2000.

BRUNETON, J. Elementos de fitoquimica y de farmacognosia. Zaragoza: Acribia,
1991. 594p.

CARPANEZZI, A. A. Zoneamento ecologico para plantios florestais no Estado
de Santa Catarina. Curitiba: EMBRAPA: CNPF, 1988. 113 p.

CHAGAS, A. C. S.; et al. Efeito acaricida de 6leos essenciais e concentrados emul-
sionaveis de Eucalyptus spp em Boophilus microplus. Brazilian Journal of Veteri-
nary Research and Animal Science, Sao Paulo, v.39, n.5, p.247-253, 2002.

CLSI. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Performance stan-
dards for antimicrobial susceptibility testing. Fifteenth Informational Supplement
M100-S15,Wayne, PA, 2005.

COSTA, A. F. Farmacognosia. 6. ed. Lisboa: Fundacao Calouste Gulbenkian, 2002.

CRONQUIST, A. An integrated system of classification of flowering plants. New
York: Columbia University Press, 1981.

CRUZ, A. V. M.; KAPLAN, M. A. C. Uso medicinal de espécies das familias Myrtace-
ae e Melastomataceae no Brasil. Floresta e Ambiente, Rio de Janeiro, v. 11, n.1, p.
47 - 52, ago./dez. 2004.

CRUZ, J. M.; DOMINGUEZ, H.; PARAJO, J. C. Anti-oxidant activity of isolates from
acid hydrolysates of Eucalyptus globulus wood. Food Chemistry, v. 90, p. 503-511,
2005.



97

CUNHA, A. P. da; SILVA, A. P. da; ROQUE, O. R.. Plantas e produtos vegetais
em fitoterapia. Lisboa: Fundagao Calouste Gulbenkian, 2003. 701p.

DALMARCO, J. B. Lotus corniculatus L. cv. Sao Gabriel: Analise Fitoquimica e
Atividade Bioldgica. Florianopolis, 2009, 91f. Dissertacdo (mestrado) — Departa-
mento de Quimica, Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, Universidade Federal
de Santa Catarina.

DOMINGUES, R. M. A.; SOUZA, G. D. A;; SILVA, C. M.; FREIRE, C. S. R.; SILVE-
STRE, A. J. D.; NETO, C. P. High value triterpenic compounds from the outer barks
of several Eucalyptus species cultivated in Brazil and in Portugal. Industrial Crops
and Products, v. 33, p. 158-164, 2011.

DORNAS, W. C.; et al. Flavondides: potencial terapéutico no estresse oxidativo. Re-
vista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, Araraquara, v.28, n.3, p.241-
249, 2007.

DUARTE-ALMEIDA, J. M.; SANTOS, R. J.; GENOVESE, M. I.; LAJOLO, F. M. Avali-
acao da atividade antioxidante utilizando sistema B-caroteno/acido linoléico e méto-
do de sequiestro de radicais DPPH-. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 26, n.
2, p. 446-452, 2006.

ELDRIDGE, K. G.; et al. Eucalypt domestication and breeding. Oxford : Oxford
University Press, 1994.

ENSIKAT, H. J.; BOESE, M.; MADER, W.; BARTHLOTT, W.; KOCH, K. Crystallinity
of plant epicuticular waxes: electron and X-ray diffraction studies. Chemistry and
Physics of Lipids, v. 144, p. 45-59, 2006.

ESTANISLAU, A. A.; BARROS, F. A. S.; PENA, A. P.; SANTOS, S. C.; FERRI, P. H.;
PAULA, J. R. Composicdo quimica e atividade antibacteriana dos éleos essenciais
de cinco espécies de Eucalyptus cultivadas em Goias. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v. 11, n. 2, p.95-100, 2001.

EVANS, W. C. Trease and Evans pharmacognosy. 14. ed. London: W. B. Saun-
ders, 1996. 612 p.

EVANS, W. C.; TREASE, G. E. Trease y Evans: Farmacognosia. 13. ed. Mexico:
Nueva Editorial Interamericana, 1991. 901 p.

FABROWSKI, F. J. Eucalyptus smithii R. T. Baker (Myrtaceae) como espécie
produtora de 6leo essencial no sul do Brasil. Curitiba, 2002. 225f. Tese (doutora-
do) - Setor de Ciéncias Agrarias, Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Flo-
restal, Universidade Federal do Parana.

FALKENBERG, M. B.; SANTOS, R. |; SIMOES, C. M. O. Introdugéo & anélise fito-
quimica. In: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P;
MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. R. (Org.) Farmacognosia: da planta ao medica-
mento. 6. ed. Floriandpolis/Porto Alegre: Editora da UFSC/UFRGS, 2007, p. 163-
179.



98
FAOQO. Eucalypts for planting. Rome: FAO, 1979. 677p.
FARMACOPEIA brasileira. 4. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 1988-2005.

FRANCO, J. Prospeccao fitoquimica e analise microbiolégica do 6leo essencial
de Eucalyptus cinerea F.v. Muell. ex.Benth., Myrtaceae . Curitiba, 2005. 70f. Dis-
sertacao (mestrado) - Programa de Pés-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, Se-
tor de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Parana.

GILLES, M.; ZHAO, J.; AN, M.; AGBOOLA, S. Chemical composition and antimicro-
bial properties of essential oils of three Australian Eucalyptus species. Food Chem-
istry, v. 119, p.731-737, 2010.

GLOWNIAK, K.; SKALICKA, K.; LUDWICZUK, A.; JOP, K. Phenolic compounds in
the flowers of Lavatera trimestris L. (Malvaceae). Journal of Planar Chromatogra-
phy, v.18, p.264-268, 2005.

GOBBO-NETO, L.; LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores de influéncia no conte-
udo de metabdlitos secundarios. Quimica Nova, v. 30, n. 2, p. 374-381, 2007.

GOODGER, J. Q. D.; HESKES, A. M.; MITCHELL, M. C.; KING, D. J.; NEILSON, E.
H.; WOODROW, I. E. Isolation of intact sub-dermal secretory cavities from Eucalyp-
tus. Plant Methods, v.6, n. 20, p.1-10, 2010.

GUENTHER, E. The essential oils (Individual essential oils of the plant families
Gramineae, Lauraceae, Burseraceae, Myrtaceae, Umbelliferae and Geraniaceae). 3
ed. New York: Van Nostrand, 1961. v. 4.

GUIMARAES, R.; SOUSA, M. J.; FERREIRA, I. F. F. R. Contribution of essential oils
and phenolics to the antioxidant properties of aromatic plants. Industrial Crops and
Products, v. 32, p.152-156, 2010.

GUTIERREZ, R. M. P. Compuestos aislados de plantas con actividad antiin-
flamatoria, antiviral e hipoglucemiante. México: Instituto Politécnico Nacional,
2002. 192p.

HASSAN, S. B.; GALI-MUHTASIB, H.; GORANSSON, H.; LARSSON, R. Alpha Ter-
pineol: A potential anticancer agent which acts through suppressing NF-kB signalling.
Anticancer Research, v. 30, n. 6, p.1911-1919, 2010.

HIGA, R. C. V.; HIGA, A. R.; ALVES, E. C. Eucalyptus badjensis Beuzev. & Welch
espécie potencial para producao de madeira e 6leos esséncias no sul do Bra-
sil. Colombo: Embrapa, 2002. 2 p.

JAMES, S. A.; SMITH, W. K.; VOGELMANN, T. C. Ontogenetic differences in meso-
phyll structure and chlorophyll distribution in Eucalyptus globulus ssp. globulus - (M-
yrtaceae). American Journal of Botany, v. 86, n. 2, p.198-207, 1999.



99

JOHANN, S.; PIZZOLATTI, M. G.; DONNICI, C. L.; RESENDE, M. A. Antifungal
properties of plants used in Brazilian traditional medicine against clinically relevant
fungal pathogens. Brazilian Journal of Microbiology, v. 38, n. 4, p. 599-606, 2007.

JOHANSEN, D. A. Plant microtechnique. New York: Mc Graw Hill Book,1940.

JOHNSON, E. D. A comparison of the juvenile and adult leaves of Eucalyptus globu-
lus. New Phytologist, v. 25, p. 202-212, 1926.

JOHNSON, T. L.; FORBES, B. A.; O'CONNOR-SCARLET, M.; MACHINSKI, A.;
McCLATCHEY, K. D. Rapid method of MIC determinations utilizing tetrazolium re-
duction. American Journal of Clinical Pathology, v. 83, n. 3, p. 374-378, 1985.

JOLY, A. B. Botanica: introdugdo a taxonomia vegetal. 7.ed. Sao Paulo: Nacional,
1985. p. 504-505.

LIMA, W. de P. Impacto ambiental do eucalipto. 2.ed. Sdo Paulo: EDUSP, 1996.

LOPES, M. M. Composicao quimica, atividade antibacteriana e alelopatica dos
oleos essenciais de Eugenia uniflora L. e Myrciaria glazioviana (Kiaersk) G. M.
Barroso & Sobral (Myrtaceae). Vicosa, 2008, 48f. Dissertacdo (Mestrado) — Pro-
grama de P6s-Graduagao em Agroquimica, Universidade Federal de Vigosa.

LORENZI, H.; MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exoéticas.
Nova Odessa: Plantarum, 2002. 512p.

LUQUE, R.; SOUSA, H. C.; KRAUS, J. E. Métodos de coloragédo de Roeser (1972) -
modificado e Kropp (1972) visando a substituicdo do azul de astra por azul de alcido
8GS ou 8GX. Acta Botanica Brasilica, v. 10, p. 199-211, 1996.

MACHADO, M.; CECHINEL FILHO, V.; TESSAROLO, R.; MALLMANN, R.; SILVA,
C. M.; CRUZ, A. B. Potent antibacterial activity of Eugenia umbelliflora. Pharmaceu-
tical Biology, v. 43, n. 7, p. 636-639, 2005.

MAERTENS, J. A.; BOOGAERTS, M. A. Fungal cell wall inhibitors: emphasis on clin-
ical aspects. Current Pharmaceutical Design. v. 6, n. 2, p. 255-239, 2000.

MALINOWSKI, L. R. L. Morfoanatomia, fitoquimica e atividades biologicas de
folhas jovens de Eucalyptus globulus Labill. subespécie bicostata (Maiden et
al.) J.B. Kirkpat., Myrtaceae. Curitiba, 2010, 117f. Dissertacdo (mestrado) - Pro-
grama de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, Setor de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Parana.

MALINOWSKI, L. R. L.; NAKASHIMA, T.; ALQUINI, Y. Caracterizacdo Morfoanaté-
mica das folhas jovens de Eucalyptus globulus Labill ssp. bicostata (Maiden et al.)
J.B. Kirkpat. (Myrtaceae). Latin American Journal of Pharmacy, Buenos Aires, v.
28, n. 5, p. 756-61, 2009.



100

MANGIERI, H. R.; DIMITRI, M. J. Los eucaliptos en la silvicultura: estudio botani-
ca y florestal de las especies mas comunmente cultivadas en Sudamérica. Buenos
Aires : ACME, 1961.

MANTERO, C.; GARCIA, C.; RODRIGUEZ, P.; ESCUDERO, R.; PRIORE, E.; ME-
NENDEZ, P. Potencialidad para produccién de aceites esenciales en especies Euca-
lyptus cultivadas en Uruguay. Agrociencia, v. 11, n. 2, p. 17-23, 2007.

MEDHI, S. M.; REZA, S.; MAHNAZ, K.; REZA, A. M.; ABBAS, H.; FATEMEH, M.;
HASSAN, V. Phytochemistry and larvicidal activity of Eucalyptus camaldulensis
against malaria vector, Anopheles stephensi. Asian Pacific Journal of Tropical
Medicine, v. 3, n. 11, p. 841-845, 2010.

METCALFE, C. R.; CHALK, L. Anatomy of the dicotyledons: leaves, stem and
woods in relation to taxonomy with notes on economic uses. Oxford: Clarendon
Press,1950, v. 2.

MOREIRA, E. A. Marcha sistematica de analise fitoquimica. Tribuna Farmacéutica,
Curitiba, v.47,n. 1, p. 1 =19, 1979.

NAKASHIMA, T. Etude phytochemique évaluation dés activités antifongiques et
antivirales de trois Verbenaceae: Lippia alba N. B. Brown, Lippia multiflora
Mold., Citharexylum myrianthum Cham.198f. These INP, Toulouse, France, 1993.

NEGRI, M. L. S.; POSSAMAI, J. C.; NAKASHIMA, T.. Atividade antioxidante das fo-
Ilhas de espinheira-santa - Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., secas em diferentes
temperaturas. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 19, n. 2b, p. 553-556,
2009.

NISGOSKI, S.; MUNIZ, G. I. B.; KLOCK, U. Caracterizacdo anatébmica da madeira de
Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage. Ciéncia Florestal, v. 8, n. 1, p. 67-76,
1998.

OGA, S. Fundamentos de toxicologia. 2. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2003. 474 p.

OLIVEIRA, F.; AKISUE, G. Fundamentos de farmacobotanica. 2 ed. Sao Paulo:
Ayheneu, 1997.

OLIVEIRA, F.; AKISUE, G.; AKISUE, M. K. Farmacognosia. Sao Paulo: Atheneu,
1998.

OLIVEIRA, G. F.; FURTADO, N. A. J. C.; FILHO, A. A. S.; MARTINS, C. H. G;;
BASTOS, J. K.; CUNHA, W. R.; SILVA, M. L. A. Antimicrobial activity of Syzygium
cumini (Myrtaceae) leaves extract. Brazilian Journal of Microbiology, v. 38, n. 2, p.
381-384, 2007.

PENFOLD, A. R. The eucalypts : botany, cultivation, chemistry and utilization.
London : Leonardo Hill, 1961.



101

PHARMACOPEA Helvetica. 7. ed. Berne: Département Fédéral de I'Intérieur, 1993.
Suppl. 1990. v. 4-6.

PRIETO, P.; PINEDA, M.; AGUILAR, M. Spectrophotometric quantitation of antioxi-
dant capacity through the formation of a phosphomolybdenum complex: specific ap-
plication to the determination of vitamin E. Analytical Biochemistry, v. 269, p. 337-
341, 1999.

PROS, J. S. Curate con las plantas medicinales : prontuario de medicina vegetal.
Barcelona: Sintes, 1976.

RAHMAN;, M.; KUHN, I.; RAHMAN, M.; OLSSON-LILJEQUIST, B.; MOLBY, R. Eval-
uation of a scanner-assisted colorimetric MIC method for susceptibility testing of
gram-negative fermentative bacteria. Applied and Environmental Microbiology, v.
70, n. 4, p. 2398-2403, 2004.

ROBARDS, K. Strategies for the determination of bioactive phenols in plants, fruit
and vegetables. Journal of Chromatography A. v.100, p.657-691, 2003.

ROBBERS, J. E.; SPEEDIE, M. K.; TYLER, V. E. Farmacognosia e farmacobio-
tecnologia. Sdo Paulo: Premier, 1997. 372p.

ROBINSON, T. The organic constituents of higher plants: their chemistry and in-
terrelationships. 6th ed. North Amherst: Cordus Press, 1991

ROCHA, M. E. N.; SANTOS, C. L. O uso comercial e popular do eucalipto Eucalyp-
tus globlus Labill — Myrtaceae. Saude & Ambiente em Revista, Duque de Caxias, v.
2,n. 2, p. 23-34, jul-dez 2007.

ROESER, K. R. Nadel der Schwarzkiefer - Massenprodukt und Kunstwerk der Natur.
Mikrokosmos, v. 61, n. 2, p. 33-36, 1972.

SAKAI, W. S. Simple method for differential staining of paraffin embedded plant ma-
terial using toluidine blue O. Stain Technology, v. 48, n. 5, p. 247-249, 1973.

SALGADO, A. P. S. P,, et al. Avaliacao da atividade fungitoxica de éleos essenciais
de folhas de Eucalyptus sobre Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea e Bipolaris so-
rokiniana. Ciéncias e Agrotecnologia, Lavras, v. 27, n. 2, p. 249-254, mar-abr
2003.

SANTOS, G. G.; ALVES, J. C. N.; RODILLA, J. M. L.; DUARTE, A. P.; LITHGOW, A.
M.; URONES, J. G. Terpenoids and other constituents of Eucalyptus globulus. Phy-
tochemistry, v. 44, n. 7, p. 1309-1312, 1997.

SANTOS, R. |. Metabolismo basico e origem dos metabdlitos secundarios. In:
SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L.
A.; PETROVICK, P. R. (Org.) Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed.
Florianopolis/Porto Alegre: Editora da UFSC/UFRGS, 2007. p. 403-434.



102

SANTOS, S. C.; MELLO, J. C. P. Taninos. /n: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.;
GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. R. (Org.) Farma-
cognosia: da planta ao medicamento. 6. ed. Florian6polis/Porto Alegre: Editora da
UFSC/UFRGS, 2007, p. 615-656.

SANTOS, S. C.; WATERMAN, P. G. Polyphenols from Eucalyptus consideniana and
Eucalyptus viminalis. Fitoterapia, v. 72, n. 1, p. 95-97, 2001.

SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; ATHAYDE, M. L. Saponinas. In: SIMOES, C. M.
O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A;
PETROVICK, P. R. (Org.). Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed. Flori-
anopolis/Porto Alegre: Editora da UFSC/UFRGS, 2007, p.711-740.

SCHULZ, V.; HANSEL, R.; TYLER, V. E. Fitoterapia racional: um guia de fitoterapia
para as ciéncias da saude. Barueri, SP: Manole, 2002.

SEGREDOS e virtudes da plantas medicinais. Lisboa: Selec¢des do Reader's Di-
gest, 1993.

SERAFIN, C.; NART, V.; MALHEIROS, A.; CRUZ, A. B.; MONACHE, F. D.; GETE,
M. A.; ZACCHINO, S.; FILHO, V. C. Avaliagdo do potencial antimicrobiano de Plinia
glomerata (Myrtaceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 17, n. 4, p. 578-
582, 2007.

SHIVA, V.; PADHYAY, J.B. Inventario ecolégico sobre o cultivo do eucalipto.
Belo Horizonte: CPT/MG, 1991.

SILVA, R. R.; OLIVEIRA, T. T.; NAGEM, T. J.; LEAO, M. A. Efeito de flavondides no
metabolismo do acido araquidénico. Revista Medicina. Ribeirdo Preto, v.35, n. 2 p.
127-133, abr-jun 2002.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L.
A.; PETROVICK, P. R. (Org.) Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed.
Florianépolis/Porto Alegre: Editora da UFSC/UFRGS, 2007.

SIMOES, C. M. O; SPITZER, V. Oleos volateis. /n: SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL,
E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P. R. (Org.)
Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6 ed. Florianépolis/Porto Alegre: Edi-
tora da UFSC/UFRGS, 2007, p. 387-415.

SOLEREDER, H. Systematic anatomy of the dicotyledons: a handbook for labora-
tories of pure and applied botany. Oxford: Clarendon Press, 1908, v. 2.

SOUZA, W. Técnicas basicas de microscopia eletronica aplicadas as Ciéncias
Bioldgicas. Rio de Janeiro: Sociedade Brasileira de Microscopia Eletrénica, 1998.

STAHL, E. Thin-layer chromatography — A laboratoty handbook. New York:
Springer, 1969.



103

STEINBAUER, M. J; SCHIESTL, F. P.; DAVIES, N. W. Monoterpenes and epicuticu-
lar waxes help female autumn gum moth differentiate between waxy and glossy Eu-
calyptus and leaves of different ages. Journal of Chemical Ecology, v. 30, n. 6, p.
1117-1142, 2004.

SUN, J. D-Limonene: safety and clinical applications. Alternative Medicine Review,
v. 12, n. 3, p. 259-264, 2007.

TANTAWY, M. E. Morpho-anatomical study on certain taxa of Myrtaceae. Asian
Journal of Plant Sciences, v. 3, n. 3, p. 274-283, 2004.

TARAN, M.; GHASEMPOUR, H. R.; SHIRINPOUR, E.. Antimicrobial activity of es-
sential oils of Ferulago angulata subsp. carduchorum. Jundishapur Journal of Mi-
crobiology, v. 3, n. 1, p. 10-14, 2010.

THE MERCK INDEX: an encyclopedia of chemicals, drugs and biologicals. 12 ed.
Rahway: Merck, 1996.

TOLEDO, M. G. T.; NAKASHIMA, T. Contribuicao ao estudo da Aniba rosaeodo-
ra Ducke. Curitiba, 1996. 46f. Monografia (Especializacdo) - Universidade Federal
do Parand, Setor de Ciéncias da Saude.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. 8.ed. Porto Alegre:
Artmed, 2005.

TRABULSI, L. R.; ALTERTHUM, F. Microbiologia. 5. ed. S&o Paulo: Atheneu, 2008.

TRUEBA, G. P. Los flavonoides: antioxidantes o prooxidantes. Revista Cubana de
Investigaciones Biomédicas. v. 22, n. 1, p. 48-57, 2003.

TUFFI-SANTOS, L. D.; SANT'ANNA-SANTOS, B. F.; MEIRA, R. M. S. A;
TIBURCIO, R. A. S.; FERREIRA, F. A.; MELO, C. A. D.; SILVA, E. F. S. Visuais e
anatémicos causados pelo glyphosate em folhas de Eucalypts grandis. Planta
Daninha, v. 26, n. 1, p. 9-16, 2008a.

TUFFI-SANTOS, L. D.; THADEO, M.; IAREMA, L.; MEIRA, R. M. S. A.; FERREIRA,
F. A. Foliar anatomy and histochemistry in seven species of Eucalyptus. Revista
Arvore, v. 32, p. 769-779, 2008b.

TYLER, V. E.; BRADY, L. R.; ROBBERS, J. E. Pharmacognosy. 9. ed. Philadelphia:
Lea & Febiger, 1988. 519 p.

VAZQUEZ, G.; FONTENLA, E.; SANTOS, J.; FREIRE, M. S.; GONZALEZz-
ALVAREZ, J.; ANTORRENA, G. Antioxidant activity and phenolic content of chestnut
(Castanea sativa) shell and eucalyptus (Eucalyptus globulus) bark extracts. Indus-
trial Crops and Products, v. 28, p. 279-285, 2008.

VELJIC, M.; CIRIC, A.; SOKOVIC, M.; JANACKOVIC, P.; MARIN, P. D. Antibacterial
and antifungal activity of the liverwort (Ptilidium pulcherrimum) methanol extract. Ar-
chives of Biological Sciences, Belgrade, v. 62, n. 2, p. 381-395, 2010.



104

VIEIRA, A. P.; SANTOS, N. R.; BORGES, J. H. S.; VINCENZI, M. P. A.; SCHMITZ,
W. O. Acéo dos flavondides na cicatrizagdo por segunda intengdo em feridas limpas
induzidas cirurgicamente em ratos Wistar. Semina: Ciéncias Biologicas e da Sau-
de, Londrina, v. 29, n. 1, p. 65-74, jan-jun 2008.

VITAL, B. R., et al. Adesivos a base de taninos das cascas de duas espécies de Eu-
calipto para producao de chapas de flocos. Revista Arvore, Vicosa, v. 28, n. 4, p.
571-582, 2004.

VITTI, A. M. S.; BRITO, J. O. Universidade de Sao Paulo: Escola superior de Agricul-
tura “Luiz de Queiroz”. Oleo essencial de Eucalipto. Sdo Paulo, 2003. 26f. (Docu-
mentos,17).

WAGNER, H.; BLADT, S.; ZGAINSKI, E. M. Dragenanalyse: Dunnschichtchroma-
tographiche Analyse von Arzneidragen. Berlin: Springer, 1983.

WAKSMUNDZKA-HAJNOS, M.; SHERMA, J.; KOWALSKA, T. Thin layer chroma-
tography in phytochemistry. Boca Raton: CRC Press, 2008.

WANG, C. K.; LEE, W. H.; PENG, C. H. Contents of phenolics and alkaloids in Areca
catechu Linn. during maturation. Journal of Agriculture and Food Chemistry, v.
45, n. 4, p. 1185-1188, 1997.

WASICKY, R. Uma modificagdo do aparelho de clevenger para extracdo de 6leos
essenciais. Revista da Faculdade de Farmacia e Bioquimica da Universidade de
Sao Paulo,v. 1,n. 1, p. 1-112, 1963.

WICKENS, A. P. Ageing and the free radical theory. Respiration Physiology, v.
128, p. 379-391, 2001.

YUNES, R. A.; CALIXTO, J. B. Plantas medicinais sob a é6tica da quimica medi-
cinal moderna: métodos de estudo, fitoterapicos e fitofarmacos, biotecnologia, pa-
tente. Chapeco: Argos, 2001.

ZUANAZZI, J. A. S.; MONTANHA, J. A. Flavonéides. In: SIMOES, C. M. O.;
SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A.; PETROVICK, P.
R. (Org.) Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6. ed. Florianopolis/Porto
Alegre: Editora da UFSC/UFRGS, 2007, p. 577-614.



