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RESUMO

Este trabalho foi composto pela investigacao inédita dos constituintes e bioatividade do
oléo da raiz da planta Jatropha ribifolia (Pohl) Baill, da familia Euphorbiaceae, do género
Jatropha, o qual possui mais de 200 espécies. O estudo elucidativo da composi¢do quimica
ocorreu através do isolamento de fraces do 6leo pela técnica de separativa de cromatografia
em camada delgada (CCD) e confirmacdo pela técnica de cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS), indice de Kovats, RMN e IV. Raizes frescas foram
coletadas e trituradas para extracdo do Oleo essencial em extrator tipo Clevenger por um
periodo de 12h. O rendimento médio obtido de 6leo foi de 0,16 % (m/m). A avaliacdo de
atividade antibacteriana, pelo método de microdiluicdo em caldo, indicou qualitativamente e
quantitativamente o potencial antibacteriano do 6leo essencial da espécie em questdo frente a
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e leveduras. O 0leo apresentou atividade
antimicrobiana frente & S. aureus (CIM 2048 ug mL™) e P. aeruginosa (CIM 4096 pg mL™),
com auséncia de acdo bactericida. Apresentou acao fungiostatica, inibindo o crescimento de
todas as leveduras, com CIM de 246 pg mL™ para C. albicans, 2048 pg mL™* para C.
tropicalis,4096 pug mL™ para C. krusei e 2028 pg mL™ para C. glabrata, e também potencial
fungicida, com resultados positivos frente a todas as linhagens fungicas. Através da GC-MS
foi possivel determinar um total de 61 compostos, sendo estes confirmados pelo indice de
retencdo de Kovats obtido através do uso de uma série de alcanos de cadeia linear (C7-C30) e
por comparacdo de espectros através da biblioteca de ADAMS e NIST. Os compostos
majoritarios presentes no 6leo foram os terpenos S-pineno (composto majoritario 9.16 %),
isoeugenol metil éter (8,54 %), S-vatireno (8.34 %), a-gurjuneno (6.98 %), 4,11,11-tetrametil
-7- tetraciclo [6.2.1.0(3.8)0(3.9)]Jundecanol (6,64 %), a-pineno (6.35 %), p-ment-1-en-8-ol
(5,24 %), canfeno (4.34 %), tricicleno (3.79 %) e dehidro aromadendreno (3.52%), seguidos
por aldeidos e alcoois. Através da técnica de HS-SPME-GC-MS e o uso de diferentes tipos de
revestimento de fase extratora, tais como polidimetilsiloxano 100 pm (PDMS), poliacrilato 85
um (PA), polidimetilsiloxano/divinilbenzeno 65 pm (PDMS/DVB) e Carbowax/DVB 85 pm
(CW/DVB) com tempo de extracdo de 15 s no headspace foi possivel a determinacéo de 10
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compostos volateis ndo identificados diretamente no 6leo, sendo estes o 2,3,4-trimetil-2-
ciclopenten-1-one; o-felandreno; 3-careno; trans-p-menta-2,8-dienol; pinocanfone; 3-
pinanone; verbenone; 1,3,3-trimetil-2-(2-metil-ciclopropil)-ciclohexeno; 2,4 diisocianato-1-
metilbenzeno e (6-hidroximetil-2,3-dimetilfenil) metanol. A fibra que apresentou os melhores
resultados na extragdo de compostos volateis foi a CW/DVB 85 um. Os acidos graxos
predominantes para o albimen da semente analisados por GC-FID foram o linoléico (C18:2n-
6) com 72,82 %, o oléico (C18:1n-9) com 9,99 %, estedrico (C18:0) com 5,6 % e palmitico
(C16:0) com 4,81 %.

PALAVRAS-CHAVE: plantas medicinais; compostos volateis; terpenos; lipidios.



ABSTRACT

This work was composed for the novel investigation the chemical constituents and bioactivity
of the oil from the plant Jatropha ribifolia (Pohl) Baill roots, family Euphorbiaceae, Jatropha
genus, which has more than 200 species. The study elucidating the chemical composition
occurred by insulating oil fractions by thin layer chromatography (TLC), gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS), Kovats Index, RMN and IR. Fresh roots were
collected and crushed to extract the essential oil extractor Clevenger type for a period of 12
hours. The average yield was 0.16 % (m / m). The evaluation of anti-bacterial activity by the
broth microdilution method indicated qualitatively and quantitatively the antimicrobial
potential of essential oil of the species in question against the Gram positive bacteria, Gram-
negative bacteria and yeast. The oil showed anti-bacterial activity against the P. aeruginosa
(MIC 4096 pg mL™) and S. aureus (MIC 2048 pg mL™), with no bactericidal action. Showed
fungal inhibition, inhibiting the growth of all yeasts, with MICs of 246 ug mL™ for C.
albicans 2048 pg mL™ for C tropicalis, 4096 pg mL™ for C. krusei and 2028 ug mL™ for C.
glabrata, and also the fungicide potential with positive results front of all the fungi. Through
the GC-MS was possible to determine a total of 61 compounds, which are confirmed by the
Kovats retention index obtained through the use of a series of straight chain alkanes (C7-C30)
and for comparing the mass spectra with ADAMS and NIST library. The major compounds
present in the oil were terpenes S-pinene (major compound 9.16%), isoeugenol metil éter
(8,54%), p-vatirene (8.34%), a-gurjunene (6.98%), 4,11,11-tetramethyl -7- tetracyclo
[6.2.1.0(3.8)0(3.9)Jundecanol (6,64 %), a-pinene (6.35%), p-ment-1-en-8-ol (5,24 %),
camphene (4.34 %), triciclene (3.79 %) and aromadendrene dehydro (3.52 %), followed by
aldehydes and alcohols. Through the technique of HS-SPME-GC-MS and using different
types of coating extraction phase, such as polydimethylsiloxane 100 um (PDMS), polyacrylate
85 um (PA), polydimethylsiloxane / divinylbenzene 65 pm (PDMS / DVB) and Carbowax /
DVB 85 um (CW / DVB) with extraction time of 15 s in the headspace was possible to
determine 10 unidentified volatile compounds directly in the oil, these being the 2,3,4-
trimethyl-2-cyclopenten-1-one  ;  a-phellandrene,  3-carene, trans-p-mint-2,8-dienol;

pinocanfone; 3-pinanone, verbenone, 1,3,3-trimethyl-2-(2-methyl-cyclopropyl)-cyclohexene,
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2 , 4-diisocyanate and 1-methylbenzene (6-hydroxymethyl-2 3-dimethylphenyl) methanol.
The fiber showed better results in the extraction for volatile compounds was CW/DVB 85 pm.
The predominant fatty acids for the albumen of the seed analyzed by GC-FID were linoleic
(C18: 2n-6) with 72.82 %, oleic (C18:1n-9) 9.99 %, stearic (C18:0) 5,6 % and palmitic (C16:
0) 4.81.

KEY-WORDS: medicinal herbs, volatile compounds, terpenes, lipids.
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CAPITULO 1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Conhecer a riqueza da biodiversidade de um pais é a melhor maneira de lutar pela sua
preservacdo. O estudo das plantas medicinais envolve varias areas, sendo uma pesquisa
multidisciplinar, perpassa a etnobotanica, a fitoquimica, a quimica, a farmacologia, a biologia
molecular entre outras, favorecendo desde a populacdo que as utiliza de forma tradicional até
0 desenvolvimento farmacologico, biotecnoldgico, bem como a sua preservacdo. O estudo
multidisciplinar com as plantas envolve os relatos etnobotanicos, que documenta o
conhecimento empirico, praticas e saberes populares amplamente utilizados nas pesquisas
cientificas como fitoquimica e farmacolégica. Desde a antiguidade as pessoas usufruem das
finalidades terapéuticas das plantas * e essa cultura popular favoreceu a descoberta de muitos
principios ativos extraidos de espécies vegetais e reconhecidos pela ciéncia. *° A preservagdo
da medicina tradicional utilizando a fitoterapia, assim como a divulgagdo do conhecimento
empirico dos povos antigos sobre a cura pelas plantas, € uma forma de preservar a cultura de
cada regido, como a indigena, muito presente em nosso estado e a medicina alternativa. ** Em
muitos paises subdesenvolvidos, o Unico recurso terapéutico de varias pessoas sdo as plantas e
seu uso tradicional. Mas com a criacdo dos medicamentos sintéticos e a industrializacdo, a
fitoterapia popular foi deixada em segundo plano. "%

A OMS (Organizacdo Mundial da Saude) incentivou a pratica da medicina tradicional
na “1? Conferéncia Nacional de Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica”, considerando que
80 % da populacdo mundial utiliza a fitoterapia popular. Nesse sentido, alguns municipios
criaram formas de preservar essa préatica, e ainda implanta-la ao servi¢o publico de sadde. O
“Programa Fitoterapico Farmacia Viva no SUS Betim” ¢ um exemplo de contribuindo para a
preservacdo dos costumes através da pratica de uso das plantas e consequentemente da flora

brasileira. 4%



Plantas medicinais sdo definidas como plantas que possuem atividade bioldgica, com um
ou mais principios ativos Uteis & satide humana. *** A producdo de plantas medicinais apresenta
muitas oportunidades, estende-se desde a producédo e extracdo de 6leos essencias, industrias de
alimentos, bebidas, cosméticos, fitoterdpicos, fitofarmacos, corantes, entre outros, além de
contribuir para a preservacao das espécies. *

O passado e a atual dependéncia das plantas como uma fonte medicamentosa,
impulsionam os estudos etnofarmacoldgicos na pesquisa da eficacia, seguranca e descoberta de
drogas potenciais. °* Com 55 mil espécies catalogadas, a biodiversidade do Brasil representa
20% da fonte mundial para substancias bioativas de acordo com a Convencdo da Diversidade
Biologica (CDB), sendo o maior portador de espécies endémicas do mundo, fazendo parte dos
paises megabiodiversos. ***** No Estado do Amazonas foi catalogado mais de 260 plantas
utilizadas por comunidades na medicina popular, esse conhecimento empirico desencadeia e
aumenta as investigacdes cientificas no Brasil, ®*% levando & importantes descobertas para a
medicina cientifica. '3

Estudos tém mostrado vérias atividades biologicas de produtos naturais. Da espécie
Catharanthus roseus (L.) foram isolados mais de 60 alcaldides, como a vincristina, com acéo
antineoplasica comprovada. *** Familias como a Guttiferae e a Clusiaceae possuem espécies com
grande ndmero de metabolitos secundarios biologicamente ativos como flavondides,

8 como a espécie Kielmeyera coriaceae da familia Guttiferae que

benzofenonas, xantonas,
possui comprovada agdo antidepressiva. %

As plantas medicinais atuam através de substancias ativas, que agem fisiologicamente no
organismo, podendo modifica-lo, por meio de a¢des terapéuticas ou profilaticas. Propiciam-nos a
descoberta de novos principios ativos, para promover beneficios e evitar os males do corpo. Uma
planta pode conter um ou mais principios ativos ou bioativos. Os bioativos sdo substancias do
metabolismo secundario das plantas, que formam diversas classes de compostos, como
flavonoides, alcalodides, fenilpropanos e terpenos. Muitos destes compostos formam os 6leos

essenciais das plantas. '3

1.2 OLEOS ESSENCIAIS
As plantas produzem compostos primarios e secundarios. Os compostos primarios sdo

macromoléculas, como os lipidios e carboidratos, utilizados pelas plantas para suas funcées
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vitais. Os compostos secundarios sdo produzidos para sua sobrevivéncia frente a situacdes
adversas, como estresse hidrico, atracdo de insetos polinizadores e defesa contra predadores. Os
6leos essenciais (OEs) fazem parte do metabolismo secundério das plantas, recebem o termo de
6leos volateis, esséncia e Oleos etéreos. S&o denominados 6leos etéreos por serem sollveis em
solventes organicos, como o éter. %% Os ¢leos essenciais podem ser encontrados em todos os
Orgdos ou partes da planta, e sdo produzidos por estruturas especializadas, como os pélos
glandulares e tricomas, uma espécie de capsula, que pode ser rompida naturalmente pela planta
ou em processos de extragdo. ****” Os OEs séo definidos como substancias liquidas de plantas
aromaticas, hidrofobicas, odoriferas, com aroma agradavel e intenso, sabor acre a picante,
geralmente incolor ou levemente amarelado, que permanecem em estado liquido com aspecto
oleoso em temperatura ambiente, por isso denominados Oleos. Sdo solUveis em solventes
apolares e pouco sollveis em &gua, formados por compostos de baixa massa molecular, o que 0s
torna altamente volateis, conferindo aroma as plantas. S&o instaveis na presenca da luz, ar, altas
temperaturas e umidade. **3!!® A International Standard Organization (ISO) define os 6leos
volateis como compostos extraidos de plantas pelo método extrativo por arraste a vapor por
hidrodestilacdo ou por compressdo dos pericarpos de frutos citricos. 11

Os OEs possuem uma composi¢do complexa, podendo conter mais de 300 constituintes
quimicos, com enorme diversidade estrutural, sendo as moléculas terpénicas majoritarias,
seguida dos fenilpropandides, com a presenca ou ndo de varios grupos funcionais, como alcoois,
cetonas, fendis, ésteres, acidos carboxilicos, hidrocarbonetos e aldeidos. %'

Alguns fatores influenciam no rendimento e composi¢do quimica dos 6leos volateis. Sdo
fatores intrinsecos, como a parte da planta a ser extraida, o estagio de desenvolvimento e a forma
de colheita. Dependendo do local de onde € obtido o 6leo essencial, como cascas, raizes, caule,
folhas e sementes, pode apresentar variagcdes na sua composicao, caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas. O 6leo da canela (Cinnamomun zeylanicum) € rico em aldeido cindmico se
extraido da casca, e em eugenol e canfora se obtido das folhas e raizes. ° O teor de 6leo do
manjericdo (Ocimun basilicum L.) aumenta se a planta for colhida no periodo da manhd e
anterior ao estagio de floracdo. *® As folhas menores da horteld possuem mais esséncia que as
maiores. O método de colheita e os procedimentos de pos-colheita podem levar a variagbes na
composicdo do oleo. As raizes devem ser lavadas com &gua ozonizada ou hipoclorada, para

eliminacdo de microorganismos, e secas para evitar fungos, o que leva a queda do rendimento de



6leo. B2 O 6leo volatil requer cuidados apés a extracdo, como a desumidificacdo com
compostos hidrofilicos, como o sulfato de sodio anidro (Na,SQO,), purificacdo por filtracdo em
silica gel, armazenamento em frasco dmbar e hermeticamente fechado, evitando assim a
exposicao ao ar, degradacdo pela luz e umidade por acdo oxidante e transformacgdes quimicas. A
temperatura de armazenamento deve permanecer abaixo de 20° C para evitar perdas de volateis
termolébeis. &

H& fatores extrinsecos, como a época da colheita, o hordrio e as condigdes
edafoclimaticas, que também podem levar a variagdes nos compostos presentes no 6leo. * A
temperatura influencia diretamente na quantidade de esséncias nos pélos glandulares. Algumas
plantas quando recebem menor quantidade de dgua aumenta o teor de esséncia, uma forma de
compensar o estresse hidrico. As partes subterraneas das plantas como os rizomas, devem ser
colhidas na primavera ou em outubro. Quando o interesse € o OE, deve-se evitar a colheita
proxima das 12h, periodo em que estes estdo em quantidades reduzidas, o ideal é realizar a
colheita no periodo da manh4, quando ha maior variedade e quantidade de constituintes. >°°

A multiplicidade quimica na composicdo torna os 6leos volateis produtos valiosos, tanto
para 0 meio cientifico como comercial, pois conferem a eles diversas bioatividades e podem ser
empregados em varias areas. Os 6leos essenciais tém sido utilizados desde a antiguidade, com
relatos de uso a 4.500 A.C, por povos chineses e egipcios, estes acreditavam que suas
propriedades aromaticas levavam a cura do corpo e do espirito, também usado como flavorizante
para alimentos e curativo para muitas enfermidades. As crescentes pesquisas na area tém
descoberto diversas aplicacbes para os OEs, além de inlmeras acles terapéuticas, como
antimicrobianos e antioxidantes para alimentos e pesticidas atdxicos, devido a baixa toxicidade e
amplo espectro de agdo. 1%

A aromacologia (ou aromatologia) ressurgiu como novas linhas de pesquisa com o0s 6leos
essenciais, e tem feito grandes descobertas de atividades bioldgicas através dos estudos dos
efeitos neurofisiolégicos, contribuindo com a area farmacéutica na busca de novos principios
ativos. 1

A investigacdo dos constituintes dos 0leos etereos teve inicio no século XIX. No Brasil,
com a chegada do pesquisador alemdo Theodor Peckolt, em 1847, foram publicados varios
trabalhos sobre os OEs de plantas terapéuticas, através de uma investigacdo sistematizada,

comecando pelos relatos populares e apds com a comprovacdo da bioatividade dos mesmaos,
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fornecendo dados sobre o teor e composicdo dos mesmos. % Em um de seus trabalhos falou
sobre o 6leo da sapucainha (Carpotroche brasiliensis), usado como inseticida, parasiticida e no
combate & lepra. ** Em 1969 foi criado por farmacognosistas o International Symposium on
Essential Oils, para analisar e divulgar as descobertas sobre os OEs.

Comercialmente ha 300 Gleos essenciais de importancia mundial, estando o Brasil entre
0s quatro maiores produtores do mundo. Um dos primeiros 0leos essenciais de importancia
comercial no pais foi o 6leo do pau-rosa, da espécie Aniba roseadora, de que é extraido o linalol,
um monoterpeno de alto valor, intensamente utilizado em perfumaria como fixador. Sua
exploracdo para exportacdo em grande escala teve inicio em 1925, uma extracdo predatoria que
levou a quase extingdo da espécie. Na década de 60, com a obtencdo do linalol sintético e a

escassez da espécie, houve uma brusca diminuicéo das exportacdes. 2

1.3 ESTRUTURAS QUIMICAS DE COMPOSTOS DE OLEOS ESSENCIAI S

Os oleos volateis sdo constituidos na sua grande maioria por substancias com esqueletos
terpénicos e fenilpropandides, podendo estes ser hidrocarbonetos simples ou conter grupos
funcionais oxigenados, como cetonas, alcoois e aldeidos e nitrogenados. Podem apresentar ainda
estruturas de cadeia aberta ou ciclica, saturada ou aroméatica. Uma espécie produtora de 6leo
essencial pode apresentar varios quimiotipos. Quimiotipos ou raca quimica sdo espécies de
plantas semelhantes morfologicamente, mas que devido a diferenciacdo na composi¢do quimica
recebem denominacdes diferentes ou subespécies. 1° Pode ter um constituinte majoritario, como
por exemplo, o anetol que representa 90% dos constituintes do 6leo da Pimpinella anisum L.
(erva-doce) ou uma mistura complexa com centenas de constituintes. ¢

A origem dos terpenos e fenilpropandides pode ser esclarecida pelo metabolismo da

glicose (Figura 1). 1311
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Figura 1 — Biossintese dos terpenos e fenilpropanos pela via mevalonato

Os terpenos, também denominados terpendides e isoprendides, sdo substancias que sao
originadas pela fusdo de isoprenos. E uma das maiores classes de compostos naturais,
encontrados em todas as partes das plantas, sua formula geral é (CsHg)n, com mais de 30.000
tipos descritos. * Muitos terpenos tem sido utilizados como protétipos para producio de
compostos sintéticos e novos farmacos através da simplificacdo molecular. Quando estes séo
formados a partir de precursores sintetizados pela rota do acido mevalénico, contém em sua

estrutura basica unidades isoprénicas (Figura 2). 3°
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Figura 2: Formac&o e classificacdo dos grupos terpénicos



O isopreno € a unidade basica que possibilita a formacéo dos diversos grupos terpénicos,
sendo os precursores terpénicos o pirofosfato de isopentilalila (IPP) e o pirofosfato de
dimetilalila (DMAPP), como ilustrado na Figura 2. 35 Os terpenos sédo classificados quanto ao
numero de unidades isoprénicas e podem apresentar esqueleto aciclico ou com diferentes

ciclizagbes (Figura 3).
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Figura 3 — Estruturas terpénicas

Os grupos terpénicos possuem as seguintes caracterisiticas: 3>

a) Hemiterpenos - sdo constituidos por uma unidade isoprénica (5C), sendo sua estrutura
terpénica mais simples.

b) Monoterpenos - sdo as moléculas de maior abundancia nos OEs, representando cerca de 90%
dos constituintes, ** formados pela justaposicdo de duas unidades isoprénicas. O composto
comum para formacdo dos monoterpenos é o pirofosfato de geranila (GPP), com uma ligacdo
dupla, o que possibilita reacbes com formacdo de isOmeros, gerando diversos tipos
monoterpénicos. Podem apresentar cadeias abertas, ciclicas ou biciclicas, oxigenadas ou ndo. Na
Figura 4 observamos as diferentes cadeias monoterpénicas, como o mentol, um monoterpeno
monociclico, com um alcool (COH) ligado ao carbono secundario. Um monoterpeno aciclico é o
geraniol, sendo um alcool alifatico, presente em muitas espécies de plantas, um dos compostos

majoritarios do Oleo de rosas e no 6leo do capim citronela (Cymbopogon nardus), sendo



precursor de outros terpenos, como o citral e a-terpineol, este Ultimo apresenta acdo hipotensora.

O timol é um fenol com uma hidroxila ligada ao anel aromatico. O a-felandreno ¢ um

hidrocarboneto monociclico insaturado e o citral que é um aldeido aliftico insaturado. *****/

CHs ~
S om T | |L|)
o | AN~ _CH
I OH =
HiC CHa
mentol geraniol timol a-felandrene citral

Figura 4 - Exemplos de monoterpenos

c) Sesquiterpenos - é uma classe de terpenos em que possui grande nimero de estruturas
diferenciadas, todas com 3 unidades isoprénicas, podendo ser aciclicas, monociclicas, biciclicas
ou lactonas sesquiterpénicas. Nos 6leos essenciais sdo encontrados sesquiterpenos de cadeia
ciclica ndo oxigenados (aromadendreno, fS-cariofileno, S-elemeno) e oxigenados (espatulenol,
globulol e a-cadinol). O a-bisadolol é um exemplo sesquiterpénico de um alcool monociclico
insaturado, com a hidroxila ligada ao carbono saturado, que faz parte da composi¢do do 6leo da
camomila. O cadaleno é um exemplo de sesquiterpeno de cadeia biciclica e o farneseno de

cadeia aberta (Figura 5). *

CH

CHj; e

- s

o - Bisadolol Cadalene Farnesene

Figura 5 - Estruturas sesquiterpénicas

d) Diterpenos - contém em sua estrutura 4 unidades de isoprenos. Seu precursor comum € o
geranilgeranilpirofosfato (GGPF), um diterpeno aciclico formado pela adi¢cdo de uma unidade
isoprénica (C5) ao farnesil (C15), possuindo 20 carbonos em sua estrutura, geralmente de cadeia
ciclica. E um grupo terpénico bastante complexo, pois apresenta grande diversidade de

esqueletos, sendo classificado em varios subgrupos de acordo com sua ciclizagdo como:
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cembreno, casbeno, jatrofano e latirano (macrociclicos); clerodanos, clauranos, labdanos,
neoclerodanos (esqueleto biciclico); cauranos (rigido esqueleto tetraciclico); podocarpanos
(esqueleto triciclico); halimanos, taquilobanos e sarquipetalanos (policiclicos). Sdo poucos 0s
diterpenos de cadeia aberta, o fitol € um exemplo. Sdo mais facilmente extraidos por solventes
organicos, pois sdo menos Vvolateis, com maior nimero de carbonos (C20). Os diterpenos
macrociclicos tem sido investigados quanto a eficacia como moduladores da multirresisténcia a
farmacos (MDR), pela presenca de varios grupos funcionais e estruturas diferenciadas. * Um
importante diterpeno isolado das cascas da Taxus brevifolia Nutt, é o taxol (Figura 6-A), com
acdo antitumoral comprovada para cancer de pulmdo, mama, ovario e leucemia, sendo este
sintetizado, modificado em laboratorio e patentiado pela indutria farmacéutica. A marrubiina é
um exemplo de sesquiterpeno de cadeia ciclica, com acdo antidiabética, antihipertensiva,

também patentiada pela acdo antiasmatica (Figura 6-B). % 1784117124

Figura 6 - Estrutura do taxol e da marrubiina

Os fenilpropanos sdo compostos que contém em seu esqueleto principal um anel
benzénico (aromatico) com uma cadeia alquilica lateral (C6-C3), caracterizado também por uma
hidroxila na posicao orto do anel. Sdo biossintetizados pela via do &cido chiquimico, que forma a
fenilalanina, e através da enzima fenilalanina amonialiase (PAL), importante enzima reguladora
da formacdo dos compostos fendlicos, forma o acido cindmico, estrutura basica precursora dos
fenilpropanoides e também classificado como fenilpropandide. A Figura 7 exp0e a biossintese

dos fenilpropondides encontrados em 6leos essenciais.
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Figura 7 - Biossintese dos fenilpropanoéides

1.4 REATIVIDADE DE ESQUELETOS SESQUITERPENICOS

H& mais de 1000 tipos de sesquiterpénos descritos em 6leos essenciais. *** E uma classe
que se destaca pela complexidade de suas estruturas, e tem como unidade basica de origem o
pirofosfato de farnesila (FPP), (Figura 8), que por sua vez é formado por 3 unidades isoprenas. O
FPP apresenta um esqueleto carbdnico maior e a presenca de trés duplas ligacGes, gerando uma
gama de estruturas diferenciadas, com cadeias lineares, monociclicas, biciclicas e triciclicas. ®
5132 Assim, esta classe tem sido alvo de estudos para sintese de novos compostos, através do
métodos classicos, reacdes de isomerizacdo, ciclizacdo, funcionalizacdes, rearranjos enzima-
dependente e também por novos mecanismos biotecnologicos, como a biotransformacao
envolvendo microorganismos, originando multiplos produtos sesquiterpénicos bioativos.
Atualmente ja foram identificados mais de 200 tipos diferentes de esqueletos devido a presenca
de centros assimétricos nas moléculas de sesquiterpenos, sendo comum a isomerizagdo,

formando maior niimero desses produtos. &4*° 8

I opp

Figura 8 - 2,6-trans-farnesil-pirofosfato
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O precursor FPP, através de rearranjos, origina trés compostos catidnicos, o cation E, E-
farnesila, nerolidila e E, Z-farnezila. Esses formam carbocations que originam a maioria dos
esqueletos sesquiterpénicos atraves de ciclizacdes estruturais por ataques eletrofilicos, ocorrendo
0 deslocamento das duplas ligacdes, surgindo os esqueletos farnesila, germacrila, guaila,
eudesmila, humulila, cariofilila, bisabolila, carotila, cis-germacrila cadilila e cis-humulila (Figura
9). 65
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Figura 9 - Formagao de carbocétions derivados do FPP

O nerolidol e o farnesol sdo exemplos de alcoois sesquiterpénicos de cadeia aberta, com
formula Cy5H,60, ambos com trés duplas ligagdes em seus esqueletos. O que os diferencia é a

posicdo da dupla ligacdo e da hidroxila. O nerolidol possui um carbono assimétrico. (Figura
10). 89
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Figura 10 - Sesquiterpenos aciclicos

O cétion bisabolila gera seis novos sesquiterpenos, a maioria monociclicos, através da
movimentacdo do carbocéation e da ligacdo dupla. Os 6xidos de bisabolol A e B sdo produtos da
oxidacdo do a-bisabolol, gerados através da ciclizacdo, com estereoquimicas diferentes que
alteram a propriedade odorifera. ***' O isémero a-bisabolol apresenta 4 formas isoméricas, o (-)-
a-isabolol é o esterioisdmero com importantes atividades bioldgicas, sendo um alcool
monociclico insaturado, opticamente ativo, presente em alto teor no 6leo de varias espécies de
plantas, como da cabretva (Myrocarpus fastigiatus), camomila (Matricaria recutita) e é o
composto majoritario (49,95%) no 6leo das folhas do Croton ceanothifolius. Apresenta acéo
antiinflamatdria, antimicética, antibacteriana e antiespasmaédica, age como bloqueador do

sistema nervoso periférico, através do bloqueio dos canais de sédio, (Figura 11). ***

T /L /\LJ\\ /“‘\}/J\
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beta bisaboleno cétion bisabolila gama bisaboleno

l / )-oxido de bisabolol B
/5 LR

(-)-6xido de bisabolal A

/‘\\

(-)-alfa-bisabolol

Figura 11 - Esqueletos originados pelo cation bisabolila
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Itoh desenvolveu um método para sintese de derivados germacranos obtidos por ciclizacdo
intramolecular induzida por anion. *® A reacdo inicia-se com o Z, E-farnesol, ocorre uma
ciclizacdo devido a um anel epoxido que é aberto por um anion alilico estabilizado por um grupo
fenilsulfito. A vantagem da ciclizacdo estratégica de Itoh é o facil acesso ao precursor aciclico

requerido para formacao de um sistema de anél com 10 membros. O método tem sido usado para

preparacdo de ligacdo dupla do esterioisomero de hedicariol (Figura 12). 2>
CH,
— - o~ B -
HO CH, HaC ﬁx( 4% 1 H
Ph %
cHy S8 5Ph

(z)-helminthogermacrene (5)
Z, E-farnesol

Figura 12- Biossintese de germacranos

A Figura 13 mostra mecanismos de ciclizacdo e rearranjos estruturais formando novos
esqueletos sesquiterpénicos. O farnesil difosfato gera esqueletos intermediérios altamente
reativos devido a sua ionizacdo e mudancas nas posi¢Ges dos carbocations. Um estudo sugeriu
duas alternativas de desprotonacdo para a formacdo dos germacranos A e B. % A captura do
anion disfostato em C3 resulta em um carbocation em C2, o qual pode gerar a ciclizacdo do
esqueleto em C1 e C10 (ocorre a formacéo do germacrano A ou B). Uma mudanca do hidreto 1,3
e duas rotas de desprotonacdo do macrociclo geram os germacranos D ou C. Para uma mudanca
do hidreto em 1,2 com nova desprotonacdo podem gerar os germacranos C ou B. Com

aguecimento, o germacrano C sofre um rearranjo formando o J-Elemeno. %%
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Figura 13- Sintese de germacranos

Os sesquiterpendides, como o p-cariofileno, fazem parte das emissGes biogénicas de
hidrocarbonetos na atmosfera. Esses compostos possuem esqueletos altamente reativos, um dos
motivos é a presenca de duas ou mais ligagdes olefinicas. Os sesquiterpenos sdao compostos
organicos volateis (COVs) que ao serem liberados na atmosfera sofrem reacdes de oxidacao e
fotooxidagéo, contribuindo para a formacao dos radicais OH, NO3z e Os. ® O B-cariofileno é um
sesquiterpeno biciclico, com atividade anti-inflamatdria, citotoxica e antineoplasica. Este
composto ao reagir com o 0zonio forma os cetoaldeidos semivolateis 3,3-dimetil-y-metileno-2-
(3-oxobutil)-ciclobutanobutanal e  3,3-dimetil-y-oxo-2-(3-oxobutil)-ciclobutanobutanal e
formaldeido. A Figura 14 expde o0 esqueleto do p-cariofileno e outros sesquiterpénicos

biciclicos. /"%
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Figura 14 - Sesquiterpenos biciclicos

Como sesquiterpenos de esqueleto triciclico podemos citar os lactonas, um grupo grande
de produtos naturais muito encontrado em espécies da familia Asteraceae. 2 Essa classe é
caracterizada pela presenca de um anel lactébnico em seu esqueleto carbonico terpendide,
geralmente o ou S-insaturado, com dupla ligacdo exo ou endociclica. Esse anel lactdnico ocorre
atraves da transformacao de uma metila em carboxila por uma reacdo de oxidacdo, a oxidacdo de
um carbono adjacente e, finalmente, a desidratacdo entre os grupos carboxila e hidroxila
formados. Suas estruturas apresentam varias fungdes organicas, como cetonas, aldeidos, alcoois,

epodxidos, que conferem a esta classe alta reatividade (Figura 15). *®

B
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Figura 15 - Anel lactonico

Os principais esqueletos deste grupo com base em seus esqueletos carboxilicos sdo os
germacrolidos, guaianolidos e eudesmanolidos (Figura 16). Os guaianolidos sdo considerados
sesquiterpenos mais avancados biossinteticamente, por causa do alto nivel de ciclizacdo e

reacoes de oxidacao. ¥’

]

germacrolido eudesmanolido guaianolido

Figura 16 - Esqueletos sesquiterpenos lactonicos
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Os sesquiterpenos lactonicos apresentam diversas acgdes terapéuticas, como
gastroprotetora, antiinflamatoria, antimicrobiana e citotdxica, mas na presenca da cisteina pode
reagir com a sulfedrila (-SH), formando um composto que pode ser toxico, o aduto (Figura 17),
por isso pesquisadores tém buscado modificagdes estruturais para obtencdo de derivados

analogos atéxicos e com maior e melhor bioatividade. %%

Figura 17- Formacéo do aduto

Por serem muito reativas, a classe das lactonas forma muitos compostos, que podem ser
nocivos ao organismo, principalmente os que possuem uma insaturacao exociclica ligada a uma
carbonila, como visualizado na Figura 17. Experimentos in vitro demonstraram que a atividade
antitumoral dos sesquiterpenos lactonas deve-se a presenca de um a-metileno-y-lactona, alguns
grupos funcionais ativos e uma a, f-insaturagdo, ja as estruturas com apenas uma insatauracéo a
atividade terapéutica nio foi significativa. >

No processo de biotransformacdo enzimatica (Figura 18), utilizando o fungo Aspergilus
terreus MT 5.3, 0 sesquiterpeno tagitinino gerou o composto 2, através de uma epoxidacao
incomum entre C4 e C5, uma ponte éter entre C3 e C10 e uma metoxilacdo em C1, sendo uma
rota sintética que mimetiza o metabolismo secundario das plantas. Ambos os compostos foram
testados quanto a sua atividade antineoplasica. O composto 1 que apresenta trés «,S-insaturacées
em seu esqueleto, ndo demonstrou maior atividade antitumoral que o composto 2, com apenas

duas insaturac@es, isto sugere que uma terceira insaturacéo no afetou a atividade citotoxica. **

16



oH o ‘ OH o 4 OH
= d / Q
4 ¢ f
h..,m . K ~ ‘\\ { ﬁ—\ N
2 1 & 5 \ * Df’ /
— . : J 0] Me r N/ ToMe/ ™0
o=s _— 0 r - o
N . /} N /}
Jaos BNz / Q a
i i’
15 [\ L'-:‘. b
3 3 {
1 1a
e
//

OMe

<]

b HO_J\G

1

Figura 18-Biotransformacéo do tagitinino

A classe dos germacranos (ou germacrolidos) tem sido extensamente investigada pela
quimica organica, pela ocorréncia em varias espécies de plantas e detalhes em suas estruturas
que proporcionam a formacgdo de outros sesquiterpenos. Esta classe apresenta um anel de dez
membros em seu esqueleto e duas duplas ligacbes (C=C) tipo trans (E) formado através de
ciclizacdo do FPP e reacdes de oxidacao. "

Os germacrolidos podem apresentar quatro diferentes conformacgbes ocorridas pela

mudanca na posicdo da dupla ligacdo e da posicdo das metilas em C14 e C15, (Figura 19).
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(melampolidos) (heliangolidos)

Figura 19 - Sesquiterpenos germacranos

Magio et al (2005), ® através de estudos conformacionais por RMN, descobriu duas
diferentes estruturas dos germacranos (2 e 3), obtidas através de uma reacdo oxidativa na

estrutura 1, (Figura 20).
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Os furanoeliangolidos pertencem a uma subclasse dos germacrolidos caracterizados por
uma ponte entre C3 e C10, constituida por um atomo de oxigénio. Possuem varias atividades
terapéuticas, como esquistomicida, antibacteriano, antifngico, analgésico, antitumoral e
citotoxico. O goiazensolido (9, R=MeAcr), pertencente a esta subclasse, possui intensa acédo anti-
inflamatdria, que de acordo com estudos de estrutura-atividade, deve-se a presenca dos grupos y-

lactona e a carbonila o, 5,0, y-insaturada (Figura 21).

goiazensolido

Figura 21 - Estrutura de um furanoeliangolidos

Através de uma adicdo de Michael, %

uma alquilacdo desracemizante, em que ocorre uma
adicdo conjugada de iminas quirais a alquenos eletronicamente deficientes, muito utilizada na
sintese de produtos naturais, como 0s sesquiterpenos, o goiazensolido gera o eremantolido (12,
R= C(CH3)CHy), com menor atividade anti-inflamatéria (Figura 22-B).

Em laboratério, dois furanoeliangolidos, o 15-desoxigoiazensolido (A) e goiazensolido
(B), reagiram com o reagente de Stryker, ocorrendo uma adi¢do de hidreto seguida de ciclizacéo,
originando os eremantolidos Al e B1. Do composto A obteve-se também o composto reduzido
A2, a lactona B formou também o eramantolido B2 e o composto reduzido B3 (Figura 22). Essas

mudancas reacionais aumentaram o rendimento dos produtos B1 e B2. %
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Figura 22 - Biossintese de eremantolidos

Estudos avacados tangem ao esclarecimento dos mecanismos responsaveis pelas sinteses
sesquiterpénicas, bem como propor novos mecanismos para sintese laboratorial de moléculas

sesquiterpénicas bioativas. 12

1.5 ATIVIDADE BIOLOGICA DE OLEOS ESSENCIAIS

Os primeiros Oleos essenciais utilizados pela humanidade, que se tem relatos, sdo das
espécies Cedrus trew species (Cedar), Cupressus sempervirens L. (Cypress), Commiphora Jacg.
Species (Myrrh) e Papaver somniferum L., utilizados para tratar diversas doencas. Na China e na
india utilizavam 6leos de canela, sandalo, gengibre, coentro e jasmim na forma de banhos e
fumigacdo. No Egito ha inscritos da utilizagdo medicinal de dleos de artemisia, anis, angélica,
cominho, almiscar, funcho e camomila, na forma de unguentos, curativos, etc., sendo 0s
primeiros a extrair de forma rudimentar o 6leo essencial por euflerage. Ha indicios de que os
persas obtiveram o primeiro 6leo bruto por destilagdo utilizando a Rosa Centifolia. 2’

Essa utilizacdo empirica conduziu a uma investigagdo mundial com plantas aromaticas
para a comprovacdo dessas acbes e para a identificacdo e isolamento dos bioativos. *¥* A
complexidade e vasta gama de compostos dos OEs conferem a eles potencialidade terapéutica.
Muitos triterpenos isolados sdo responsaveis por acdo antiinflamatoria, antineoplasica,
gastroprotetora, hepatoprotetora e antitumoral. ' Os compostos fendlicos parecem ser
30

responsaveis na maioria das vezes pela atividade antimicrobiana das plantas aromaticas.

Muitos biativos extraidos e isolados dos OEs sdo empregados em fitocosméticos, como o
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camazuleno, mentol, canfora e bisabolol. A crescente pesquisa fitoquimica tem confirmado
varias atividades terapéuticas dos OEs como antissépticas, rubefaciantes, secretoliticas,
antibacteriana, antiviral, antioxidante, * antiinflamatéria, " antinociceptiva, ¢’ antimicrobiana, *

antiftngica, %% 74,122,123

e antiulcerogénica.

Aratljo e colaboradores ’ analisou a bioatividade de sete OEs, de diferentes espécies de
plantas medicinais, contra varios agentes causadores de infeccdes oportunistas. Destacou-se a
espécie Cinnamomun zeylanicum (canela), com significativa agdo antimicrobiana, sendo mais
eficaz que o antifungico padrdo. O composto majoritario € o cinamaldeido, seguido pelo a-
pineno, limoneno, eugenol, acido cindmico, felandreno, ocimeno, p-cariofileno e safrol. As
espécies Coniza bonariensis L. e Lippia alba N. E. Brown inibiram 61 e 44 % das cepas testadas,
respectivamente. O 6leo da canela também apresentou agéo antiviral. ®*

O ¢leo volatil da folha do Photinia serrulata é comprovadamente citotoxico frente a trés
linhagens de células tumorais, apresenta como componentes principais o 10-epi-y-eudesmol,
pineno, sabineno, a-humuleno e o tujeno. *°

A esséncia do tomilho (Thymus wvulgaris L.) exerce atividade antimicrobiana,
carminativa, expectorante e espasmolitica. Seus compostos majoritarios isolados sdo o timol e o
carvacrol, provaveis principios ativos com estas atividades. *° O timol, isolado de varios OEs,
como da manjerona (Majarana maru Linneus) e do orégano (Oreganum maro Linneus), possui
significativa atividade antimicrobiana. *** O OE das partes aéreas da Salvia lanigera Poir
apresenta potencial antimicrobiano contra bactérias gram-positivas e atividade antioxidante
superior aos trés antioxidantes convencionais, 0 L-ascorbico, acido terc-butil-4-hidroxi-tolueno
(BHT) e 4cido gélico, na mesma dosagem. 3123

O OE de Protium heptaphyllum March (Burseraceae) apresenta atividade antioxidante,
cicatrizante, antinoniceptiva, antiedematogénica, gastroprotetora e antineoplasica. *’

A nogueira (Juglans regia L) é uma arvore muito utilizada popularmente na india por
suas propriedades curativas. O cha das folhas é utilizado como anti-helmintico, para tratar a
insuficiéncia venosa e hemorroidal, antidiarreico, depurativo, adstringente, fungicida e inseticida
no armazenamento de grdos. “"® O 6leo de suas folhas tem como constituintes principais o E-
cariofileno, a-pineno, germacreno D, p-pineno, a-humuleno, a-zingibereno, a-copaeno,
limoneno, oOxido de cariofileno, ar-curcumeno, J-cadineno, E-p-farneseno, 1,8-cineol, y-

curcumeno e metil-salicilato que sdo possiveis agentes terapéuticos. %
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O Ocimum gratissimum L. (alfavaca) € uma planta aromatica de longo uso na medicina
tradicional como anti-helmintico, bactericida, adstringente, digestiva, depurativa, diurética,
laxante, detergente, estimulante tonico, inseticida e analgésica. ?>® No Brasil foi incluida nos

fitoterapicos distribuidos pelo SUS (Sistema Unico de Salde) como bactericida e fungicida

tépico, " seus compostos volateis majoritarios sdo o eugenol, timol e geraniol. *°

O oleo de copaiba extraido de espécies do género Copaifera, ja foi considerado uma

panaceia, usado como anti-inflamatorio, antisséptico para feridas, antitumoral, antimicrobiano,

1,129

antifungico e outros, sendo mais tarde muitas dessas indicagdes comprovadas em

laboratério. De acordo com pesquisas € constituido na sua maioria por sesquiterpenos,

exercendo atividade bactericida contra varios tipos de bactérias, podendo ser utilizado na

0998128 "¢ analgésico, *° possui efeito

18

composicdo de resina dentéria para prevencdo das caries,

83

protetor contra colite aguda e dano intestinal, antiinflamatdrio, também teve acédo

antineoplasica comprovada pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), por testes em animais. *
Os diterpenos colavenol e o acido hardwickico, isolados do 6leos de Copaifera langsdorfii, séo
potentes antineoplasicos ndo téxicos contra o carcinoma, testado em camundongos. > O
tratamento in vitro e in vivo com o 6leo puro da espécie C. multijuga reduz a formacdo de
nédulos metastaticos no pulméo. *° As espécies Copaifera multijuga, Copaifera cearensis e
Copaifera reticulata apresentaram acao tripanossomicida pela inibicdo do crescimento do
Trypanosoma cruzi. ¢

Um legume muito usado no cotidiano alimentar como condimento é a cebola (Allium
cepa L.), e 0 seu Oleo essencial deste possui diversas propriedades bioldgicas comprovadas, tais
como antibacteriana, “® atividades antimutagénica, ' antioxidante, *® conservante e antioxidante
para alimentos. " Os componentes responsaveis pelas bioatividades sd0 os
organosulfurados.®**3

Estudos com OE de espécies do género Heracleum, uma planta medicinal asiatica,
mostraram diferentes bioatividades dos oOleos essenciais, como citotoxica, antioxidante,
antimicrobiana, imunoestimulante e anticonvulsivante, 3219413 Tras espécies de Heracleum
aprentaram a miristicina, (E)-anetole, hexilo butanoato de etilo e elemicin como principais
constituintes. As espécies H. transcaucasicum e H. pastinacifolium apresentaram atividade

antineoplasica contra trés tipos de células de cancro humano e as espécies H. pastinacifolium e
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H. persicum mostraram moderada atividade antitumoral e intensa agdo antioxidante
correlacionada com o teor de fendlicos totais dos 6leos.

Uma propriedade encontrada no 6leo essencial da Achillea millefolim L. (Asteraceae)
quando testado em camundongos, € um significativo modulador da ativacdo de macrofagos
comparado ao padrdo LPS (lipopolissacarideo-potente estimulador da producéo de NO). *

Um estudo com o 6leo da Copaiba cearensis Huber, demonstrou acdo antiinflamatoria
mais eficaz relativa ao 6leo puro do que aos compostos isolados: bisabolol, acido copélico e éster
metilico do &cido solidago, e acdo antisseptica mais potente do 6leo bruto comparado ao
composto majoritério, o timol, caracterizando uma acéo sinérgica.

Um derivado fendlico, o gossipol, isolado do 6leo de semente de algoddo (Gossypium
sp.), teve sua propriedade contraceptiva masculina confirmada em 1980, também se comprovou
potente atividade antiviral contra o herpes genital, devido a estimulacdo da biossintese de
interferons. *109°

Muitas propriedades dos OE, conhecidas popularmente por muito tempo, estdo sendo
comprovadas pela ciéncia, por meio da crescente pesquisa interdisciplinar, envolvendo a
etnoboténica, a quimica e a farmacologia, que descobre inimeros principios ativos que podem
significar esperanca de cura para diversas doencas.

1.6 METODOS DE EXTRAGAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais por serem altamente volateis, hidrofébicos e instaveis, podem ser
afetados pelo método extrativo empregado, podendo causar altera¢fes no perfil quimico, pureza
e rendimento. Dentre os métodos mais empregados, na extracdo do OE podemos citar a
hidrodestilacio, prensagem, extracdo a vapor, extracdo com solventes e fluido supercritico. *°
Mas para melhorar a qualidade do dleo, o rendimento e a viabilidade econémica foram feitos
modificacbes nesses métodos e outros foram desenvolvidos, como extracdo subcritica, extracao
por gas refrigerante, por micro-ondas e ultrassom. Também foram desenvolvidos métodos de
microextracdes com alta capacidade de concentracdo, como microextracdo em fase solida (solid
phase microextraction - SPME), extracéo sortiva em barras de agitacdo (SBSE - stir bar sorptive
extraction), extracdo sortiva em fita (STE-sorptive tape extraction), extracdo dindmica em
fase solida (SPDE - solid phase dynamic extraction). Estes Gltimos métodos possibilitam a

obtencao de um perfil quimico mais confiavel, pois conseguem
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extrair, de pequena amostra vegetal, substancias altamente volateis e ndo volateis e em niveis de
tracos, assim sdo extremamente importantes nas pesquisas de substancias volateis. Esses
métodos utilizam pouco ou nenhum solvente e empregam menor tempo de extracdo. S&o
realizados por headspace, técnica que extrai substancias necessariamente volateis, ou de forma
direta sobre o material vegetal. 392113119

Os métodos de extracdo variam conforme a localizacéo do 6leo essencial na planta e com
a proposta de utilizacdo do mesmo. Técnicas extrativas para 6leos essenciais: >
1.6.1 Arraste por vapor de agua ou hidrodestilacio: é o método mais utilizado na extragdo de
6leos volateis, pois a pressdo do vapor da dgua € menor que a do 6leo, assim 0s componentes Sao
vaporizados e arrastados numa temperatura inferior pelo vapor de agua até um condensador,
onde sdo resfriados voltando ao estado liquido. Pode ser utilizado para materiais moles, como
folhas e flores, mas também para cascas, raizes e caule. Para pequenas extracdes, o material é
triturado e colocado em baldo de vidro, este € acomodado sobre uma manta térmica acoplada a
um condensador, e este acoplado ao aparelho de Clevenger. Devido a instabilidade das esséncias
a altas temperaturas e umidade, durante a extracdo ocorre reacGes de hidrélise, isomerizagdo e
oxidacdo, formando metabdlitos indesejaveis e degradacdo de compostos. O processo é simples,
e possibilita uma extracdo fracionada, pois 0s primeiros compostos evaporados sdo 0s mais
hidrofilicos. Por empregar um longo tempo de extracdo, pode ocorrer a perda de compostos
muito volateis, de baixo peso molecular e que estdo em quantidades tragos, afetando o
rendimento, a qualidade e tornando 0 método oneroso. &1!311¢
1.6.2 Prensagem ou Extruséo: este método consiste na aplicacdo da pressdo sobre o material
bioldgico. Por proporcionar alto rendimento € empregado na indUstria para a extracdo de OE de
frutas citricas, por exemplo a laranja. Com a prensagem dos pericarpos dos frutos o 6leo é
separado juntamente com outras substancias ndo volateis, como lipidios, formando uma emuls&o.
Para purificacdo utiliza-se a decantacdo, centrifugacdo ou destilacdo, separando o 6leo puro da
emulséo. 113,116,118
1.6.3 Enfloragédo: é empregado para extrair 0leos volateis de flores através do contato com
gordura animal ou vegetal inodora e pura. As pétalas sao sobrepostas numa camada de gordura,
em temperatura ambiente, por algumas horas, até o esgotamento da esséncia. As pétalas sdo
trocadas sucessivamente até a saturacdo do material extrator. Apds a saturacdo é adicionado

alcool de cereais, em seguida este é destilado, e obtém-se um 6leo com excelente qualidade, com
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alto teor de pureza e conservacao de suas propriedades, como 0 aroma, por isso € muito utilizada
para producéo de esséncias para perfumes. E ideal para esséncia de flores, que sdo termolébeis e
altamente volateis, pois ndo ha aplicacdo de calor. Este método é lento, oneroso e extrai
pequenas porces de leo, 108116419

1.6.4 Extracdo com solventes orgéanicos: o principio deste método consiste na semelhanca de
polaridade entre o solvente extrator e 0s compostos a serem extraidos. Muito utilizado em
extragBes de escala laboratorial, onde o material vegetal sélido é colocado num extrator de
Sohxlet, este € acoplado a um baldo em que é colocado o solvente orgéanico apolar (éter,
diclorometano, hexano, etc.) num processo extrativo continuo. A alta temperatura aplicada e o
periodo de extracdo longo podem levar a degradacdo dos compostos e formacdo de artefatos
indesejaveis. A extracdo com solventes organicos carrega pigmentos das plantas e éleos fixos,
principalmente quando extraido de sementes. ApOs a extracdo 6leo é purificado com a
evaporacdo do solvente, 113119126

1.6.5 Fluido supercritico (EFS): este método é baseado na utilizacdo de um gas inerte como
solvente, geralmente o gas Carbénico (CO,), a temperatura e pressdo criticas, isto é, na regiao
critica, em que a temperatura e pressdo muito elevadas fazem com que o gas permaneca num
fluxo entre gas e liquido, sendo denominado de fluido supercritico. E um estado ideal para
extracdo e separacdo de alguns compostos, como 6leos essenciais, pois apresenta caracteristicas
fisicas e de transporte peculiares, como baixa viscosidade e alta densidade, com difuséo
intermediaria entre gases e liquidos, aumentando a permeacdo do fluido no material vegetal
poroso. A alta difusibilidade e baixa temperatura tornam o método SFE vantajoso para extracao
de esséncias, pois conserva suas propriedades, como aromas, proporciona alto rendimento, nao
deixa tracos de solvente no produto extraido, pois o solvente volta ao estado gasoso apds a
extracdo, obtendo um dleo essencial mais puro que nos demais métodos. Assim, este tem sido o
método mais utilizado pelas indUstrias que extraem 6leos essenciais. ">

1.6.6 Extracdo por Micro-ondas: O principio deste método consiste na modificacdo das
estruturas celulares para diminuir o tempo de extracdo da hidrodestilagdo convencional, é
chamado de MAHD (Microwave Assistid Hydrodestillation). Este método acopla um forno de
micro-ondas ao sistema de Clevenger, desta forma a energia das micro-ondas contribui para uma
volatilizacdo mais rapida dos compostos, pois interage com as moléculas polares do material

vegetal, gerando calor interno, fazendo com que as células se rompam mais facilmente,
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aumentando a exposi¢cdo do material ao solvente e transferindo mais rapidamente a massa volatil,
tornando a extracdo mais eficiente, por isso indicado na extracdo de fracdes volateis. 11°191% Ag
micro-ondas também foram utilizadas como método extrativo sem a adi¢do de agua, aplicado
sobre material vegetal fresco, denominado de MSD (Microwave Steam Distillation), sendo mais
eficiente quando comparado a hidrodestilagdo convencional, devido ao ‘“coeficiente de
transferéncia de massa” ser seis vezes maior na MSD, obtendo o mesmo rendimento e perfil
quimico em menor tempo. Isto diminui o custo operacional e o impacto ambiental, pois
economiza 85% de agua. 397117133

1.6.7 Extracdo por Ultrassom: este método consiste na alteracdo das estruturas celulares da
matriz vegetal através de ondas eletromagnéticas, que sdo vibracdes mecanicas com frequéncia
maior que 20 KHz. Com a incidéncia dessas ondas o material sofre um ciclo de compressdo e
expansdo, provocando a quebra da parede celular, fazendo com que aumente a transferéncia da
fracdo volatil para o solvente. E um método recente, mas tem sido utilizado para extracio de

compostos volateis organicos. *°

1.7 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS

Apds a extracdo da fracdo volatil, esta € dessecada com Sulfato de Sodio Anidro (Na;SOy)
e armazenada em frascos hermeticamente fechados, protegidas da luz e altas temperaturas. ®

Apos a extracdo é realizada a segunda etapa, sendo a identificacdo dos compostos volateis.
Para analise e identificacdo molecular sdo necessarias algumas técnicas analiticas que fornecerao
um conjunto de dados espectrais para elucidacdo das estruturas quimicas. Em primeiro lugar esta
a cromatografia, um método qualitativo e quantitativo, que consiste na separagdo e identificacéo
de compostos por contato de uma fase mével com uma fase estacionaria, onde as substancias
ficam retidas por semelhancas de polaridade e por processo de sor¢do e adsorcao, dependente do
tipo de fase estacionaria. Existem basicamente quatro tipos de cromatografia, sendo
Cromatografia em Papel (CP), Cromatografia por Camada Delgada (CCD), Cromatografia em
Coluna (GC - Gas Cromatography e HPLC - High performance liquid chromatography) e
Eletroforese. 23112116
A CCD é um método simples e rapido, que utiliza uma fase estacionaria e uma fase mével.

A fase estaciondria consiste numa placa recoberta por silica ou outro composto, denominada de
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cromatoplaca ou cromatofolha. A fase movel € composta por um ou mais solventes e uma cuba
cromatografica. Uma pequena aliquota do 6leo é espalhada de forma continua na cromatoplaca,
esta é acomodada na cuba previamente saturada com o sistema solvente para eluicdo da fase
movel por efeito de capilaridade. Apés a cromatoplaca é retirada da cuba, e € usado um revelador
fisico que consiste numa camera UV-VIS (luz ultravioleta na regido do visivel) propiciando a
visualizacdo de manchas de diferentes cores e posicdes, que representam cada composto da
amostra, e um revelador quimico, geralmente a vanelina, mais especifico para terpendides e
fenilpropanos, onde € emerso ou borrifado sobre a placa e em seguida aquecido em chapa
aquecedora. Obtém-se entdo um perfil cromatografico com manchas de coloracdes
caracteristicas de cada composto e diferentes tempos de retencdo (RF), que permite a
identificacdo ou até mesmo deteccdo de possiveis falsificagdes, através de comparagdes com
dados da literatura, 232113431

A GC, desenvolvida em meados de 1950, é uma técnica que pode ser utilizada para
caracterizar compostos volateis dos 6leos essenciais, por ter um alto poder de separacdo dos
compostos existentes na amostra. A GC consite num cromatdgrafo a gas, equipamento composto
por um injetor, coluna capilar (até 100 metros) e um detector, que é um dispositivo sensivel que
favorece a ionizagdo dos constituintes da amostra. A amostra utilizada é infima, em torno de 1-2
pL, esta é injetada por micro-seringa no injetor, segue para a coluna, fase estacionaria, e é
arrastada por um gas, fase movel, até chegar ao detector. O detector proporciona uma resposta
através de um sinal elétrico proporcional a quantidade da amostra eluida pela coluna
cromatografica. Um dos primeiros detectores criados é por lonizacdo de Chama (FID-Flame
lonization Detector), mas com 0 avan¢o na area surgiram outros mais eficientes, como
Espectrometro de Massa (MS-Mass Espectrometry), Infravermelho (IR-Infrared Spectroscopy) e
técnicas mais sofisticadas como Cromatografia Acelerada (Fast-GC) e mais recentemente a GC
Bidimensional (GC-GC), que permite analisar a composicdo de compostos enantioméricos da
amostra e misturas complexas. 2312116

A cromatografia gasosa pode ser combinada com outras tecnicas analiticas, como a
espectrometria de massa (GC-MS), que € uma importante técnica qualitativa e quantitativa,
fornece dados moleculares e estruturais dos compostos, por isso tem alta capacidade de
diferenciacdo. Na década de 50 um espectrémetro de massa com fonte de ionizac¢do por impacto

de elétrons (IE — Elétrons lonization), foi acoplado ao GC, proporcionando uma importante
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evolucdo nas analises dos Oleos volateis. Este método permitiu obter um cromatograma com
informacdes estruturais dos compostos através da ionizacao e fragmentacdo da molécula, estes
dados sdo interpretados por um programa, e posteriormente comparados aos dados espectrais da
biblioteca do equipamento, onde se observa o tempo de retengdo de cada composto, representado
pelos “picos cromatograficos”. Para uma confirmacio mais confiavel calcula-se o Indice de
Kovats (IK) utilizando os tempos de retencéo fornecidos pelo cromatograma e de uma série de
hidrocarbonetos homdlogos. Os valores de IK calculados sdo entdo comparados aos IK
tabelados, neste momento também é observado a semelhanga da fragmentagdo da molécula,
obtida pelo MS, com o fornecido pela literatura, 2*1213.116

O Infravermelho (IV) é uma técnica espectroscopica que pode ser usada em conjunto
com um cromatografo a gas (GC-1V) e também ao MS. E uma técnica rapida, reprodutivel e
pode ser usada em estudos qualitativos e quantitativos dos constituintes de uma amostra, como
na caracterizacdo de compostos volateis de 6leos essenciais. No aparelho de 1V, um feixe de
energia radiante, que é a radiacdo infravermelha situada no espectro eletromagnético na regidao
do visivel e micro-ondas, ideal para caracterizar compostos organicos, € incidida sobre a
amostra, que a absorve em diferentes comprimentos de onda, provocando vibragées moleculares
que alteram momentaneamente as ligacdes atdmicas, resultando em diferentes absorcGes para
cada molécula, o que resultard& num espectro com diferentes comprimentos de onda (A) e
frequéncia (v), representado por bandas de absor¢do. As bandas fornecem o registro espectral da
energia absorvida pela molécula num determinado intervalo de frequéncias, que caracteriza
diferencas entre os constituintes quimicos, grupo funcional, sistemas aromaticos e insaturacoes,
contribuindo para a elucidacdo estrutural da molécula através da comparacdo do espectro com
um padrdo, isto &, substancias que ja tem seu espectro IV conhecido. Uma vantagem do CG-IR é
que consegue diferenciar os isdbmeros, pois as diferencas nas posi¢es dos grupamentos resultam
em bandas de absorcdo também diferentes. Esta técnica ndo tem capacidade de dectar compostos
em niveis de trago. 2112116

A ressonancia magnética nuclear (RMN) também é uma técnica analitica
espectroscopica, de grande importancia para elucidagcdo do esqueleto molecular de substancias
naturais. A amostra pura ou semi-purificada é exposta a um campo eletromagnético na
frequéncia de radio. Os nlcleos que possuem campo magnético, os mais utilizados sdo o °C e

'H, entram em ressonancia e absorvem essa energia, que posteriormente é liberada gerando um
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sinal elétrico. A frequéncia e a intensidade dos sinais permite obter um espectro de RMN, em
que a frequéncia é representada pelos desvios quimicos que sdo expressos em ppm (parte por
milhdo). Os diferentes desvios quimicos do espectro representam os sinais de RMN que
caracterizam cada grupo quimico. A analise dos diferentes espectros obtidos por RMN
possibilita identificar os tipos e quantidades de grupos quimicos, sendo importante ferramenta

para a elucidacéo de estruturas moleculares de compostos volateis. 3464112116

1.8 FAMILIA EUPHORBIACEAE

A familia Euphorbiaceae, do género Jatropha, possui mais de 200 espécies, ** comumente
encontradas nas regides aridas e tropicais das Américas e introduzidas também em paises
asiaticos, africanos e sul da india. **** No Brasil sdo encontradas trés espécies nativas de
Jatropha no semi-arido brasileiro. *'° Essas espécies sdo utilizadas para diversos fins, como
planta medicinal, paisagismo, lenha e biodiesel. 3°% Alguns tipos de Jatropha sdo mais
estudados, como é o caso da J. Gossypiifolia e a J. Curcas. ° A J. curcas L. ou vulgo pinhéo-
manso tem sido produzida em alguns paises da Africa e da Asia para uso comercial do 6leo das

sementes e propriedades terapéuticas, #*%

por ser altamente oleaginosa tem sido utilizada para
producdo de biodiesel. > Testes em animais e vegetais revelaram alta toxicidade, podendo ser
utilizada como pesticida. * O pinhdo-manso é resistente & diferentes condicdes edafoclimaticas,
representando uma alternativa promissora na recuperacdo e protecdo de areas degradadas e
podendo ser fonte de renda para agricultura familiar com a producdo do O6leo como
biocombustivel. ®> O 6leo desta espécie de Jatropha foi utilizado pela primeira vez na sintese de
um polimero para revestimento de superficies através de técnicas de micro-ondas, sendo este
material altamente resistente & corrosdes. 2 A Jatropha gossypiifolia L., conhecida como pinhéo-
roxo, € usada popularmente como cicatrizante e anti-inflamatéria, com algumas ac6es
confirmadas experimentalmente, como cicatrizante, antimicrobiano, antineoplasico e hipotensor,

mas também pode ser altamente toxica ao organismo. %%’
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1.9 ESPECIE J. ribifolia (Pohl) Baill

A J. ribifolia (Pohl) Baill é uma espécie nativa do Brasil, arbustiva, pequena, atinge 2m de
altura, com folhas 3-lobadas (Figura 23). E uma planta perene, adaptada a todos os tipos de
solos, ® encontra-se distribuida nas regides secas tropicais das Américas *?° e nas regides aridas
da Africa e Asia. ** No Brasil é encontrada em regides semi-aridas do nordeste e do cerrado do
Centro-Oeste, onde é conhecida como pinh&o-rasteiro. 2 No nordeste suas folhas séo muito
utilizadas para xaropes e extratos, antidoto para veneno de cobra, feridas e impingem, *® no
centro-oeste suas raizes sdo usadas na forma de extratos para gastrites, Ulceras e ferimentos.
Experimentos com caprinos resultaram em até 40% de mortalide dos animais alimentados com

as folhas da planta, demonstrando alta toxicidade. %

Figura 23 - Planta Jatropha ribifolia (Pohl) Baill

O estudo foi motivado pela auséncia de publicacdes de estudos com o 6leo desta espécie,
além de comprovar as evidéncias de atividades medicinais pelo uso popular. Foi realizada uma
investigacao fitoquimica e bioativa do 6leo essencial das raizes, no intuito de descobrir novos
principios ativos e bioatividades.
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1.10.

1

OBJETIVOS

.10.1 Objetivo geral

Conhecer, isolar e caracterizar a composi¢do quimica do 6leo essencial, verificar possiveis

atividades bioldgicas e avaliar o perfil de acidos graxos de sementes da Jatropha ribifolia.

1.10.2 Objetivos especificos

1.11.

Isolar e identificar os constituintes quimicos presentes no 6leo desta espécie através de
GC-FID, GC-MS e IV.

Avaliar a composicdo de volateis do 6leo através da técnica de HS-SPME-GC-MS.
Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica do O&leo através de ensaios
microbioldgicos.

Avaliar o potencial antitumoral e citotdxico do 6leo e das fracGes isolados.

Determinar o perfil de acidos graxos das sementes por GC-FID e GC-MS.
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RESUMO: O dleo essencial de raiz da Jatropha ribifolia (Phol) Baill, Euphorbiaceae, foi obtido
por destilador tipo Clevenger e sua composic¢do foi analisada por CCD, GC-FID, GC-MS, IK,
RMN e IV. O rendimento médio do 6leo colhido em trés épocas diferentes foi de 0,21 %. Foram
identificados 61 compostos, o que representa 82,19% do o6leo, sendo o B-pineno (9,16%),
isoeugenol metil éter (8,54%) e p-vatireneno (8,34%) os majoritarios. Foram avaliados o
potencial antibacteriano e antifungico do 6leo, apresentando potencial bacteriostatico frente a
duas linhagens de bactérias, S. aureos (CIM 2048 pg mL™) e P. aeroginosa (CIM 4096 pg mL
1), Todas as cepas foram sensiveis & acao fungiostatica do 6leo, sendo mais significativo contra a
C. albicans, com uma CIM de 246 pg mL™. O 6leo foi avaliado frente a nove linhagens de
células tumorais, expressando resultado significativo contra células cancerigenas de pulmao-
NCI-H460 (6,2 pg mL™) e de ovario-OVCAR-3 (8,0 pg mL™). Trés compostos foram isolados e
identificados, dehidro-aromadendreno (3,53%), 7-tetraciclo [4,4,11,11-tetrametil
(6.2.1.0(3.8)0(3.9)) undecanol], (6,64%) e (8S-cis)-5(1H)-azulenone,2,4,6,7,8,8a-hexahidro-3,8-
dimetil-4-(1-metiletilideno) (3,33%).
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PALAVRAS-CHAVE: Jatropha ribifolia; 6leo essencial; composi¢do quimica; bioatividade.

ABSTRACT: The essential oil from the of Jatropha ribifolia (Phol) Baill root, the
Euphorbiaceae, was obtained by distiller type Clevenger and its composition was analyzed by
TLC, GC-FID, GC-MS, RMN and IR. The average yield of oil collected in three different
periods was 0.21 %. Fifty three compounds were identified, representing 82.19% of the oil,
being p-pinene (9.16%), isoeugenol methyl ether (8.54%) and vatirenene (8.34%), the majority
compounds. Were evaluated the potential antibacterial and antifungal oil, with potential
bacteriostatic against the two lineages of bacteria, S. Aureos (CIM 2048 pg mL™) and P.
aeruginosa (CIM 4096 ug mL™). All strains were sensitive to the gungal inhibition oil, being
more significant against C. albicans, with a MIC of 246 ug mL™. The oil was evaluated against
the nine tumor cell lines expressing significant result against lung NCI-H460 (6.2 mg mL™), and
ovarian OVCAR-3 (8.0 mg mL™) cancer cells. Three compounds were isolated and identified,
dehydro-aromadendrene (3,53%), [4,4,11,11-tetramethyl- 7-tetracyclo (6.2.1.0 (3.8) 0 (3.9))
undecanol] (6,64%) and (8S-cis) -5 (1H)-azulenone, 2,4,6,7,8,8 a-hexahydro-3 ,8-dimethyl-4-(1-
methylethylidene) (3,33%).

KEY-WORDS: Jatropha ribifolia; essential oil, chemical composition; bioactivity
2.1 INTRODUCAO

A humanidade sempre fez uso empirico das plantas para curar o corpo, mas no Brasil a
partir do século XV esse conhecimento passou a ser mais explorado cientificamente, pois além
do rico uso tradicional, é um dos paises mais ricos em biodiversidade, o segundo maior detentor
de espécies endémicas, abrigando de 15 & 20% da flora mundial com cerca de 55mil espécies.*?
Todo esse patriménio genético vem correndo risco de desaparecer, devido a antiga e extensa
exploracdo consumptiva humana, e uma forma de preserva-lo é através da pesquisa e divulgacao
da sua relevancia ao homem, nos diversos aspectos, como saude, econémico, ecologico e outros.
% As descobertas cientificas tem demonstrado que o bioma brasileiro é uma fonte inesgotavel de
4

bioativos e protétipos de farmacos, despertando assim o interesse pelos seus constituintes.

Através de pesquisas bioprospectivas, houve o0 desenvolvimento de uma gama de
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quimioterépicos, e cerca de 50% dos farmacos existentes originaram-se de moléculas naturais. *°
A morfina, isolada da espécie Papaver somniferum em 1804, é um exemplo classico de um
principio biologicamente ativo e precursor para varios quimiosintéticos. Na terapia anticAncer ha
um predominio dos produtos naturais, sendo que 60% dos farmacos desenvolvidos nas Ultimas
décadas tiveram sua origem relacionada a eles, como a vincristina e a vimblastina. Dos onze
antineoplasicos extraidos da flora, dois sdo alcaldides isolados da espécie Catharanthus roseus e
0 antineoplésico de escolha para tratamento de Vvérios tipos de céncer, como no linfoma de
Hodgkin e leucemia, corroborando a importancia das pesquisas com os recursos naturais. 40122
No intuito de ampliar o conhecimento sobre as plantas medicinais e investigar novos ativos
terapéuticos, foi feito um estudo investigativo com a espécie Jatropha ribifolia (Phol) Baill, da
familia Euphorbiaceae, do género Jatropha, o qual possui mais de 200 espécies. ** Esta espécie
encontra-se distribuida disformemente nas regides tropicais da América *° e 4ridas da Africa e da
Asia. ¥ Algumas espécies deste género, por serem oleaginosas, vem sendo estudadas para
producdo de biocombustivel. ***3%* A J. ribifolia é uma espécie pouco relatada cientificamente,
conhecida popularmente como pinh&o rasteiro, encontrada no Brasil em solos semi-aridos do
nordeste e do cerrado. ***>* E uma planta perene, resistente & varias condices edafoclimaticas,
seu arbusto de 2m de altura e herbacea, com folhas 3-lobadas, o que a diferencia de outras
espécies. 2 E utilizada na medicina popular na forma de xarope, para tratar mordeduras de cobra,
impingem, feridas, gastrite e enfermidades em animais. *° As folhas desta planta apresentou
toxicidade em estudos com caprinos, causando uma mortalidade de até 40% dos animais. % De
forma inédita foi realizado uma investigacdo fitoquimica, em que se trabalhou com o dleo
essencial da raiz desta espécie, primeiramente com a caracterizacdo dos compostos e ap6s com

ensaios bioldgicos in vitro na busca de atividade antitumoral, antibacteriana e antiflngica.
2.2 MATERIAIS E METODOS
Procedimento experimental para obtencéo do o6leo essencial

A espécie utilizada foi identificada no Instituto de Botanica de S@o Paulo, pela

professora Dra. Inés Cordeiro, sendo sua exsicata registrada sob n° CGMS 31.481. ** As raizes

45



(Figura 24) da planta foram coletadas na regido rural da cidade de Navirai-MS, em de 2011,
fevereiro e setembro de 2012. O material foi levado ao laboratorio da UEMS, onde foi triturado,
pesado e o0 Oleo extraido por hidrodestilacdo a vapor, com aparelho de Clevenger, por um
periodo de 12 h, até completa extracdo. O 6leo foi dessecado com sulfato de sodio anidro

(Na,SO,) e acondicionado em frasco &mbar em dessecador protegido da luz (Figura 25). ©

Figura 24 - Raizes da J. ribifolia Figura 25 — Oleo da raiz da J. ribifolia

Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD foi utilizada para analise preliminar, fracionamento e isolacdo dos compostos
quimicos. Primeiramente foram utilizadas cromatofolhas da Merck G60-Fzs4, cortadas em
tamanho 7x3cm, como fase estaciondria, sendo esta pontilhada com o 6leo essencial através de
um capilar. Em seguida foram feitas sucessivas eluigdes com diferentes combinagdes de
solventes orgénicos para obter uma fase mével mais eficiente. Foi eleita a fase composta por
hexano-cetato de tila (85:15) e hexano-acetato de etila-acido Acético (86:10:4). Foram usados
um revelador quimico, preparado com 1 g de vanilina, 1 mL de acido sulfurico e etanol g.s.p 100
mL, e um revelador fisico, a cdmera com lampada UV 254 nm. Para separacdo e isolacdo
de compostos foram utilizadas placas de vidro (19x19 cm) de largura por 0,5 mm

de espessura, para confeccdo de cromatoplacas, com silica gel G60-Merck (15 g) para 38 mL de
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agua destilada, sendo ativada, apds seca, em estufa a 100 °C por 24h. Uma aliquota de 200 pL do
6leo foi eluida na referida cromatoplaca e revelada em seguida. ®°

Para verificacdo da atividade antioxidante do 6leo da J. ribifolia, a borda (1 cm) da
cromatoplaca previamente eluida com o 6leo, foi borrifada com solugdo 0,4 mmol L™ do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrasil) em metanol, e aquecida com aquecedor elétrico por 10

segundos. ®9%

Cromatografia a gas com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) e cromatografia a gas

acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

A avaliacdo do perfil cromatogréfico do 6leo e pureza das fracOes isoladas foi realizada
em GC-FID-HP5890, com coluna ZB5 40m (0,25 mm x 0,25 um), fase estacionéaria 5 % fenil e
95% dimetilpolisiloxano. Condi¢des de analise: razéo de divisdo do injetor em split 1:80, gas de
arraste: N, (1,2 mL min™); forno cromatogréfico 40 °C, elevacdo de 4°C até 260°C, injetor
250°C e detector 250°C. A andlise qualitativa foi feita em GC-MS-Focus GC Triplus (Thermo
Finigan), equipado com uma coluna HPSMS e com biblioteca NIST 32, sob as mesmas
condicdes do GC-FID. Para a identificacdo dos compostos foi comparado a fragmentacéo do ion
molecular dos espectros da amostra obtido com os espectros da biblioteca NIST do equipamento,
calculado o indice de Kovats (IK) dos compostos e confirmados através do IK tabelado da

literatura, -°
Infravermelho (1V)

Para conhecimento dos grupos funcionais do composto isolado foi obtido espectro de IV
pelo equipamento FT-IR-4100 (Jasco), na janela espectral de 400 até 40000 cm™, utilizando
amostra KBr. Esta analise espectroscopica foi realizada em parceria com o laboratério de

Quimica Inorganica da UFGD.

Ensaios Bioldgicos

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
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A CIM do 6leo essencial foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, com
base nas normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), documentos CLSI-M7-
A9 e CLSI-M27-A3, "® e realizados no laboratério de microbiologia da UFGD. Os
microorganismos testados foram: Escherichia coli ATCC® 25922, Enterococcus faecalis
ATCC® 51299, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, Staphylococcus aureus ATCC®
25923, Candida albicans ATCC® 90028, Candida tropicalis ATCC® 750, Candida krusei
ATCC® 6258, Candida glabrata ATCC® 2001.

As atividades antibacteriana e antifingica foram comparadas com a acdo in vitro de
ampicilina e fluconazol, respectivamente.

As bactérias foram previamente cultivadas em agar Triptona de soja (Himedia) a 37 °C
por 24 horas. Suspensdes foram preparadas em solugdo salina estéril (0,85%) com concentracao
aproximadamente 1,5x108UFC mL™. O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller-Hinton
(Himedia).

As leveduras do género Candida foram previamente cultivadas em &gar Sabouraud
Dextrose (Difco) a 35°C por 24 horas. Suspensdes foram preparadas em solucdo salina estéril
(0,85%) com concentracdo ajustada para 0,5 a 2,5 x 10° UFC mL™. O meio de cultura utilizado
foi o0 RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) tamponado com &cido morfolinopropanosulfénico (MOPS-
Sigma-Aldrich) pH 7, suplementado com 2 % de glicose.

Para 0 ensaio antibacteriano, o 0&leo foi, primeiramente, diluido em DMSO
(Dimetilsulfoxido) e em seguida passou por uma segunda diluicdo em caldo Muller-Hilton
(1:100). Apds o oleo diluido foi adicionado as microplacas de 96 pocos para as demais diluicGes
em série, obtendo-se as concentracdes de 16 a 8192 pg ml™. As suspensdes bacterianas foram
diluidas em 1:100 em caldo Mueller-Hilton. As microplacas foram preenchidas com 100 pl de
caldo Mueller-Hinton nas colunas de 2 a 11 e 200 pl na coluna 12, 100 pl do 6leo diluido nos
pocos das colunas 1 e 2, e realizado diluicdo seriada até a coluna 10. E adicionado 100 pl do
in6culo nas colunas de 1 a 11. A coluna 11 foi utilizada como controle positivo (meio de cultura
e inoculo) e a coluna 12 para controle negativo (meio de cultura) (Figura 26). As
microplacas  foram incubadas a 37°C por 24h em cdmara Umida. A CIM
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foi obtida atraves da menor diluicdo capaz de inibir o crescimento do microrganismo testado,

pela visualizacdo da auséncia de turbidez nos pocos. O teste foi realizado em duplicata.

C1 e 2: 100puL oleo diluido - diluigao seriada até C10

C1a11:100pL do inoculo
C11 - C. Positivo
[ C12 - C. Negativo

|

elejeloelelelolE
elejeloelolelell
elojoloJololelo]t
OO 000000
elojoloeloleloll
olojoloelolelolt
QO OO QOO0
0000 Q000
PPEDPEDO
= L X1 X1 1 1]

00000000
100000000}

| .
C2 a C11 - 100uL de Mueller-Hinton/RPMI

C12 - 200uL

Figura 26- Montagem das microplacas para 0s ensaios biol6gicos

Para o0 ensaio antifungico, o 6leo passou por uma primeira diluicdo com DMSO e ap06s
em RPMI-1640 (1:100) e adicionado as microplacas para as demais diluicdes em série, obtendo-
se as concentracGes de 16 a 8192 pg/ml. As suspensdes fungicas foram diluidas em 1:50 em
solucdo salina estéril (0,85%) e depois em 1:20 em caldo RPMI-1640. Para montagem da
microplacas de 96 pocos foram adicionados 100 pl de RPMI 1640 nas colunas 2 a 11 e 200 pl na
coluna 12, 100 pl do 6leo diluido nas colunas 1 e 2, sequida de dilui¢éo seriada da coluna 2 a 10
e 100 pl do indculo nas colunas de 1 a 11. A coluna 11 foi utilizada o controle positivo (meio de
cultura e inoculo) e a coluna 12 para controle negativo (meio de cultura) (Figura 26). As
microplacas foram incubadas em camara Umida a 35° C por 48h. A CIM foi obtida através da
menor diluicdo capaz de inibir o crescimento do microrganismo testado, pela visualizacdo da
auséncia de turbidez nos pocos. O teste foi realizado em duplicata.

Foi realizado o ensaio para concentracdo bactericida minima (CBM) e concentracéo
fungicida minima (CFM), através de subcultura para placas de Petri com &gar Sabouraud para
leveduras e agar Triptona de soja para bactérias. As placas foram demarcadas conforme as

posicOes das cepas nas placas dos ensaios de CIM. Em seguida, com palitos esterilizados em
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autoclave, foram adicionadas aliquotas de cada po¢o nas respectivas demarcacgdes. Essas placas
foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h para as bactérias e a 35 °C por 48 h para as
leveduras. A menor concentracdo do 6leo que ndo apresentou crescimento visivel na subcultura
foi considerada como CBM e CFM. ®

Atividade Citotoxica

A capacidade antiproliferativa do 6leo puro foi avaliada frente a oito linhagens de células
neoplasicas, U251 (glioma SNC), M - MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario com fen6tipo de
resisténcia a multiplas drogas), 786-0(rim), NCI-H460 (pulmdo), OVCAR-3 (ovério), Ht-29
(coldn), K562 (leucemia), e para as fracdes além das células acima foi incluida a PC-3 (prostata).
Células normais HaCat (queratindcito humano) foram utilizadas como controle. Primeiramente
as celulas, em diferentes densidades, foram cultivadas em meio RPMI-1640, com 5% de soro
fetal bovino inativado (SFB), a 37 °C em incubadora com atmosfera Umida e 5% de CO,,
realizado de acordo com a técnica descrita por Skehan et al. (1990). 2°

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos, que foram preenchidas com 100 pL
de suspensdo de células e incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera com 5% de CO, e ambiente
Umido. Apds foi adicionado 100 pL da amostra teste, previamente diluida com DMSO, nas
concentracdes de 0,25 a 250 pg mL™, exceto no controle negativo (células/meio de cultura)
contendo DMSO 0,25 %, e incubadas nas mesmas condigdes.

Apbs 48 h as células foram fixadas com &cido tricloroacético (TCA) 40%, e deixadas por
1 h a4 °C em geladeira. Em seguida foram lavadas e adicionou-se 50 pL de SRB
(Sulforrodamina B) 0,1% por 30min em temperatura ambiente. A SRB foi removida, as placas
foram lavadas com acido acético 1 %, e adicionado Tris Base 10 mM (Sigma). Em seguida foi
realizada a leitura espectrofotométrica da absorbancia em leitor de microplacas com base na
coloracdo de proteinas pela SFB, que se liga aos aminoacidos basicos das proteinas das células
viaveis (vivas), entdo quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a

atividade citotoxica da amostra.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A hidrodestilacdo a vapor com aparelho de Clevenger foi eficiente para extracdo do éleo
essencial das raizes da J. ribifolia com rendimento médio de 0,21 % m/m (x 0,11). O 6leo
essencial mostrou-se com coloracéo verde-azulada, com fragrancia forte, canforado e agradavel,
com uma densidade relativa calculada em 0,915 g mL™. A composicdo completa para 0 6leo
extraido foi realizada por cromatografia a g&s acoplada ao espectrébmetro de massas (GC-MS)
conforme perfil ilustrado na Figura 27.
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Figura 27 - Perfil cromatografico do 6leo da J. ribifolia obtido por GC-MS.

A composigdo quimica obtida por injecdo direta em GC-MS mostra que o0 6leo é rico em
compostos terpénicos. Os resultados da analise do perfil cromatografico sdo mostrados na Tabela
1, contendo o indice de Kovats (IK) calculado e tabelado, * o percentual (area de pico por

area total), obtido para todos os ompostos. Os terpenos em maior concentracdo parao
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0leo analisado foram: g-pineno (9,16%), p-vatireno (8,34%), a-gurjuneno (6,98%), a-pineno
(6,35%), canfeno (4,34%), tricicleno (3,79%) e dehidro aromadendreno (3,52%). Alcoois e
aldeidos representam a segunda maior classe de compostos sendo o isoeugenol metil éter
(8,54%), 6-isopropenil-4,8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-naftalen-2-ol (6,64%), p-ment-1-
en-8-ol (5,24%) e (R)-(-)-p-ment-1-en-4-ol (2,91%), como mostra a Figura 28. A Tabela 1

mostra a composi¢cdo quimica para estes percentuais. O IK determinado para a maioria de cada

um dos compostos identificados foi equivalente ou préoximo ao indice tabelado, com

determinacdo baseada na comparacdo da fragmentacdo do ion molecular do espectro de massas

obtidos com os dados espectrais da biblioteca NIST do equipamento e também pelos espectros

da biblioteca de Adams. !

Tabela 1. Composigdo quimica do 6leo essencial da J. ribifolia (Pohl) Baill analisado por GC-MS
KI*- indice de Kovats tabelado, K1 - indice calculado. ND - ndo determinado; TR- tempo de retencéo.

n. TR Compostos 1K IK* % FR1 FR2 FR3 FR4 FR5 FR6
1 7.83 tricicleno 919 921 3,79

2 8.24 a-pineno 931 932 6,35

3 8.70 canfeno 945 946 4,34

4 9.13 3,3,4-trimetil-2-ciclopente-1-one 958 ND traco

5 9.67 B-pineno 974 974 9,16

6 10.21 S-mirceno 990 988 0,51

7 10.81 a-felandreno 994 1002 traco

8 11.06 a-terpineno 1014 | 1014 0,12

9 11.35 p-cimeno 1022 | 1022 0,12

10 | 11.47 d-limoneno 1026 | 1024 1,55

11 12.32 3-careno 1057 | 1054 trago

12 | 1257 r-terpineno 1057 | 1054 0,34

13 | 13.05 trans-p-menta-2,8-dienol 1070 ND 0,05

14 13.63 terpinoleno 1088 | 1086 0,41

15 | 14.12 p-linalool 1100 | 1095 0,33

16 | 1454 exo-fencol 1112 | 1116 0,42

17 | 14.68 tujone 1116 | 1114 0,05

18 | 14.83 cis-p-terpineol 1120 | 1130 0,05 0,81
19 14.99 <a->canfolenal 1125 | 1126 0,03

20 15.41 trans-pinocarveol 1137 | 1135 0,03 1,42
21 | 15.62 (-)-alcanfor 1142 | 1141 0,03

22 15.76 2,3,3-trimetil 2-norbornanol 1147 | 1140 0,05

23 16.2 pinocanfone 1159 | 1158 traco

24 | 16.36 borneol 1164 | 1165 0,76 7,79 0,25
25 16.69 3-pinanone 1173 | 1172 trago

26 16.8 (R)-(-)-p-ment-1-en-4-ol 1176 | 1174 291

27 | 17.29 p-ment-1-en-8-ol 1185 | 1179 5,24 7,03
28 17.96 D-verbenone 1209 | 1204 0,04

29 18.79 1,3,3-trimeti|-_2-(2-metiI-ciclopropil)- 1190 | 1186 0,05

ciclohexeno
30 | 2055 2,6-acido octadienoico , 3,7-dimetil-, etil 1195 | 1194 0.36
ester

31 20.94 2-metil-1-(trimetilciclopropilideno 1285 ND 1,23
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propeno

32 | 21.83 metil geranato 1296 | 1322 0,46 2,14
& 22.75 2,4diisocianato-1-metilbenzeno 1301 ND trago
34 23.04 9,10-dehidro-isolongifoleno, 1361 ND 0,12
35 | 2343 P-vatireneno 1312 ND 8,34
36 | 23.59 S-patcouleno 1324 | 1322 0,26
37 | 24.05 (-)-p-elemeno, 1361 | 1391 | 0,01
38 24.3 cipereno 1373 | 1398 0,01 1,75
39 24.46 (6-hidroximetil-2,3-dimetilfenil) metanol | 1378 | 1379 0,01
40 24.77 isoledeno 1393 | 1389 1,35
41 26.6 a-gurjuneno 1400 | 1409 6,98
42 | 27.36 isoeugenol metil eter 1494 ND 8,54 0,78 | 21,19 0,39
43 | 28.23 espatulenol 1514 | 1490 0,74 9,25
44 28.87 dehidro-aromadendreno 1519 ND 3,52
45 28.38 corimbolone 1533 ND trago 1,26 3,27
46 29.72 isolongifolene-5-ol 1534 ND 0,65 1,41 1.36
[4,4,11,11-tetrametil -7- tetraciclo
47 | 30.52 (6.2.1.0(3.8)0(3.9)) undecanol] 1608 [ ND 6,64 38,63 31,60 21,28
48 | 30.83 cedrol 1619 [ ND traco 4,80
8S-cis-5(1H)-azulenone, 2,4,6,7,8,8a-
49 | 30.91 hexahydro-3,8-dimetil-4-(1- 1622 ND 3,33 11,16 23,03 73,54 17,08
metiletilideno)
50 | 31.55 <3->tujopsanone 1645 | 1650 1,25
4a,8,8- trimetiloctahidrociclopropa
51 | 320 e prop 1661 | ND | traco 912 | 1905
52 32.34 (-)-espatulenol 1673 ND 1,25 5.49
6-isopropenil-4,8a-dimetil-
53 | 3269 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-naftalen-2-ol 1696 | ND 115 369 12,20 12.89
54 | 32.90 f-guaieno 1697 ND traco 12.8
2,2,7,7-tetrametiltriciclo
55 | 3341 [6.2.1.0(1,6)]undec-4-en-3-one 1713 | ND 0,46 1,59 0,57 7,25 4,55
2(1H)naftalenone, 3,5,6,7,8,8a-
%6 | 3392 hexahidro-4,8a-dimetil-6-(1-metiletenil) 1732 ND 115 782 380
acido acético, 7-isopropenil-1,4a-dimetil-
57 | 34.12 | 3-ox0-2,3,4,4a,5,6,7,8-octahidronaftalen- | 1740 ND 0,09 1,36 9,88 4,47 1,22
2-il ester
58 | 34.16 oxido-[2] aromandendreno 1762 ND traco 2,74
59 34.78 8-0x0-9H-cicloisolongifolene 1765 ND 2,09 1,91 3,27 21,43
60 35.08 valeral 1776 ND 0,41 2,49
61 | 35.94 metil hinokiate 1827 ND 1,20 7,86 3,57
Total (%) 82,19 654 | 75,61 70,26 80,03 73,54 73,73
Terpenos 48,51
Alcoois / Aldeidos 19,66
Cetonas 4,66
Outros 9,36

53



60

50 4

40 A
30 4

204

: | == [

Temenas Alcoois/aldeidos Cetonas Outros

Porcentagem (%)

Figura 28 - Percentual dos compostos de 6leo volatil da J. ribifolia.

Por meio de sucessivas etapas de fracionamentos em CCD preparativa do 6leo essencial,
foi possivel a obtencdo de seis fragcbes semi-puras denominadas FR1, FR2, FR3, FR4, FR5 e
FR6, e o isolamento dos compostos A, B e C (Figura 32), sendo suas estruturas elucidadas
através do método analitico GC-FID e GC-MS, KI, baseando-se em comparaces do KI
calculado para o composto com os IK tabelado e por espectros de massas dos mesmos e dados da
biblioteca NIST e Adams. *?" O Monitoramento do processo de isolamento foi realizado através
de cromatografia gasosa (GC-MS), conforme Figuras 29, 30 e 31 abaixo e 36, 37, 38, 39, 40 e
41 no apéndice.
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Figura 30 - Cromatograma de ions totais (TIC) obtidos por GC-MS do constituinte B isolado.
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Figura 31 - Cromatograma de ions totais (T1C) obtidos por GC-MS do constituinte C isolado.

Através dos espectros de RMN **C e DEPT pode-se comprovar a estrutura quimica do
composto C (Figura 32), tratando-se de uma cetona sesquiterpénica com a formula Cys5H,.0.
Foram confirmadas 4 metilas nos deslocamentos de 15.467, 18.104, 19.174 e 26.604 ppm, 4 CH,
nos desvios quimicos 26,121 e 26.414, 34.804, 43.670 ppm, uma carbonila (O=CR2) em 207
ppm, 4 sinais de carbonos insaturados entre 129-148 ppm e 2 carbonos terciarios (R3CH) na
regido de 35 e 63 ppm.

O espectro de IV forneceu dados qualitativos do composto C, onde foram identificadas
bandas de absorcéo caracteristicas de carbonila (C=0) em 1715 cm™, para alcanos (CH) em
2921,35 cm™ e alcanos (CH3) em 1398,88 cm™, bandas de ligagdo C=C do anel aromatico em
1486,11 cm™ e um CH, em 804,68 cm™ (Figura 48) no apéndice.
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Figura 32 - Estrutura quimica do dehidro-aromadendreno (A), 4,4,11,11-tetrametil-7-

tetraciclo[6.2.1.0(3.8)0(3.9)Jundecanol (B) e (8S-cis)-5(1H)-azulenone, 2,4,6,7,8,8a-hexahidro-3,8-
dimethyl-4-(1- metiletilideno) (C)

A acgdo antioxidante do 6leo da J. ribifolia foi avaliada pela suareacdo com o DPPH,
um radical livre estavel, cromoéforo, que é reduzido a difenil-picril-hidrazina, revelando

mancha violeta de fundo amarelo. O ensaio para acdo antioxidante foi negativo, pois nédo
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ocorreu 0 aparecimento das manchas, o DPPH néo foi estabilizado, indicando a auséncia de
ativos antioxidantes no o6leo volatil.

A investigacdo da atividade biologica do 6leo frente as cepas bacterianas e fangicas foi
através do método de microdiluicdo em caldo. A acdo antibacteriana foi verificada a olho nu pela
auséncia de turvacdo dos pocos. De acordo com os resultados da CIM expostos na Tabela 2, o
6leo apresentou potencial bacteriostatico frente a duas linhagens de bactérias, S. aureus (CIM
2048 pg mL™) e P. aeroginosa (CIM 4096 pug mL™), mostrando que a bactéria Gram + é mais
susceptivel a acdo do 6leo. Mesmo sendo maior que o CIM do antibacteriano padréo, o resultado
foi significativo, pois foi eficaz frente as bactérias Gram - e Gram +. No entanto, o 6leo nédo
apresentou acdo bactericida nas concentracdes testadas.

Os resultados da Tabela 3 demonstram que todas as cepas foram sensiveis a acéo
fungiostatica do dleo, sendo mais significativo contra a C. albicans, com uma CIM de 246 ug
mL™, ja contra as cepas C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata foram necessérias doses maiores. O
6leo apresentou acdo fungiostatica e fungicida frente a C. tropicalis e C. glabrata nas mesmas
concentragdes, sendo CIM e CFM iguais. Esse resultado merece atengédo pelo fato desses fungos
apresentarem resisténcia a antifingicos padrbes, como ambos para o Itraconazol e a C. tropicalis
a Anfotericina B. >*" Os resultados indicaram 100% de susceptibilidade das cepas, mas em
diferentes concentracGes da amostra testada. As leveduras mostraram-se mais susceptiveis ao

6leo em relagdo as bactérias, sendo essa situacao ja relatada para outros 6leos essenciais. 2

Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do
6leo essencial da raiz da Jatropha ribifolia (Phol) Baill. frente & diferentes cepas bacterianas (g

mL™).
Oleo (ug mL™) MIC
Bactéria e CBM Ampicilina
_ (Mg mL™)
E. coli s/ inibicdo s/ acdo 8
E. faecalis s/ inibicdo s/ acdo 1
P. aeruginosa 4096 s/ acdo 1
S. aureus 2048 s/ acdo 128
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Tabela 3 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do
6leo essencial da raiz da Jatropha ribifolia (Pohl) Baill. (ug mL™) frente a diferentes cepas

fangicas.

Levedura Oleo (ug mL™) Fluconazol

(Hg mL™)
MIC CFM

C. albicans 246 2048 1

C. tropicalis 2048 2048 2

C. krusei 4096 8192 16

C. glabrata 2048 2048 32

Nos ensaios antiproliferativos (Tabela 4) para células tumorais com o Gleo bruto,
verificamos que 0 mesmo apresentou maior potencial citotoxico frente a duas linhagens, de
pulmio e de ovério, com 1Gs; de 6,2 e 8,0 ug mL™, respectivamente. Nos testes com as fracdes
semi-puras, as células neoplasicas do SNC (U251) foram mais sensiveis a FR2, composta
majoritariamente pelo monoterpeno isoeugenol metil éter (21,19%) e o sesquiterpeno [4,4,11,11
- tetrametil - 7 - tetraciclo (6.2.1.0(3.8) 0 (3.9)) undecanol] (38,63%), provaveis responsaveis
pela acdo, com Glsy de 4,2 ug mL™. As células cancerigenas de mama (MCF-7) tiveram sua
viabilidade reduzida significativamente pela maioria das fragdes, com menor Glsode 1,0 ug mL™
para FR2. As células tumorais de ovario resistente a multiplas drogas (NCI-ADR/RES)
apresentaram maior sensibilidade as fracbes FR1, FR2, FR4 e FR6, com menor IGsy de 0,19 ug
mL™ para FR1, sendo o valor igual ao do controle doxorrubicina. J4 para as células de ovario
(OVCAR-3) a FR1 apresentou resultado mais significativo de 0,51 pgmL™, esta fracdo é
composta na sua maioria por monoterpenos: transpinocarveol (1,42 %), borneol (7,79 %), a-
terpineol (7,03 %) e isoeugenol metil éter (0,78 %) e sesquiterpenos: isolongifolene-5-ol (1,41
%) e metil-hinokiate com 7,86 %. Para as linhagens celulares de cancer renal (786-0), as fracdes
1 e 2 exerceram maior potencial antiproliferativo. As células neoplasicas pulmonares foram
susceptiveis a todas as fragdes, mesmo que em doses maiores que o controle positivo. Frente as
células da proéstata (PC-3), todas as fracfes foram eficientes quando comparada a doxorrobicina,
destacando-se FR1 e FR2 com Gls < 0,25 pg mL™, com valores de Glso iguais ao do controle

positivo.
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Tabela 4. Atividade antiproliferativa do éleo da J. ribifolia (Pohl) Baill frente a células neoplésicas

Glso (g mL™)

2 m a 7 4 0 h k q p

O 25 25 25 25 6,2 8,0 25 18,3 20,4 _
FR1 25,0 2,5 0,19 3,1 4,5 0,51 3,3 2,7 1,2 <0,25
FR2 4,2 1,0 0,45 3,6 6,5 10,3 6,1 1,0 1,2 <0,25
FR3 25,0 3,9 25,0 25,0 25,0 2,1 25,0 113 3,6 0,88
FR4 25,0 7.8 3,8 25,0 25,0 47 25,0 7.9 10,3 0,25
FR6 25,0 25,0 3,0 25,0 25,0 5,6 25,0 5,8 25,0 0,57
D 0,025 <0,25 0,19 0,025 <0,25 <0,25 0,031 0,37 0,068 <0,25

Glsp - concentragdo necesséria para que ocorra 50% de inibicdo do crescimento; O - 6leo essencial da J. ribifolia, D —
doxorrubicina; 2-U251-(glioma, SNC); m - MCF-7 (mama); a - NCI-ADR/RES (ovarios com fenétipo de resisténcia a maltiplas
drogas); 7 - 786-0(rim); 4 - NCI-H460 (pulmao — tipo néo pequenas células); o - OVCAR-3 (ovério); h - HT-29 (colén); k - K562
(leucemia); q - HaCat (queratinécito humano, célula ndo tumoral) e p — PC3 (préstata)

Também vale ressaltar que as fragbes FR3 e FR6 apresentaram menores Glsy para estas
células, com 0,88 e 0,57 pg mL™, respetivamente, sendo os compostos majoritarios da FR3:
[4,4,11,11-tetrametil -7-tetraciclo (6.2.1.0(3.8) 0 (3.9)) undecanol] (31,6%) e o 6-isopropenil-
4,8a-dimetil-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-naftalen-2-ol (12,2% ) e FR6: 4,4,11,11-tetrametil- 7-
tetraciclo[6.2.1.0(3.8)0(3.9)Jundecanol(21,28%) e 8S-cis-5(1H)-azulenone,2,4,6,7,8,8a-
hexahidro-3,8-dimetil-4-(1-metiletilideno) (17,08%). Os resultados foram expressivos também
para células leucémicas (K562) com menor Glso da FR2 1,0 ug mL™. As células de célon retal
(HT29) foram mais suscetiveis & FR1 e FR2, com Gls, de 3,3 e 6,1 ug mL™, respectivamente.
Ressalta-se que a FR2 foi a que apresentou os melhores resultados frente a todas as células

testadas.
2.4 CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro trabalho com o 6leo essencial de raizes da J. ribifolia, no
qual foram investigadas a composi¢do quimica e as atividades biologicas. Relativo & composicao
quimica da planta, o Oleo da raiz é principalmente representado por terpenos, a maioria
sesquiterpenos, seguido de alcoois e aldeidos. Os ensaios biologicos demonstraram potencial
antibacteriano, ntifangico, fungicida e citotoxico do 6leo essencial, apontando a presenca

de principios ativos agindo sozinhos ou em sinergismo. Esses resultados embasam
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futuros estudos com o Oleo da J. ribifolia para identificacdo dos compostos que exercem essas

bioatividades, bem como elucidacdo dos mecanismos de acéo.
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CAPITULO Il
COMPOSICAO QUIMICA DE VOLATEIS DO OLEO ESSENCIAL DA
Jatropha ribifolia (POHL) BAILL POR SPME-GC-MS.
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RESUMO: A composi¢do quimica do 6leo essencial e seus volateis obtidos de raizes da
Jatropha ribifolia (Pohl) Baill foram analisados neste trabalho. A extracdo tipo Clevenger foi
utilizada para hidrodestilagdo do 6leo e a composicdo quimica determinada por cromatografia a
gas acoplada ao espectrdometro de massas (GC-MS). A identificacdo dos compostos foi
confirmada pelo indice de Kovats, obtido por uma série de alcanos de cadeia longa (C7-C30) e
comparado com os dados da biblioteca NIST 32 e ADAMS (2007). Um total de 61 compostos
foi identificado no 6leo essencial por GC-MS. A extracdo dos volateis foi realizada através da
microextracdo em fase s6lida (SPME) com quatro diferentes fibras. A extracdo dos volateis do
6leo essencial foi extremamente rapida (15 s) para evitar saturacdo do revestimento da fibra e do
detector do equipamento. Na composicao do 6leo essencial tém-se terpenos S-pineno (9,16%); B-
vatireno (8,34%); a-gurjuneno (6,98%); a-pineno (6,35%); canfeno (4,34%); tricicleno (3,79%)
e dehidro-aromadendreno (3,52%) e aldeidos e alcoois. Através da SPME foi possivel a
determinacdo de dez compostos volateis ndo identificados no o0leo, sendo estes 3,3,4-trimetil-2-
ciclopenteno-1-one (3,2%); a-felandreno (0,67%); 3-careno (0,02%); trans-p-menta-2,8-dienol
(0,17%); pinocanfone (0,02%); 3-pinanone (0,77%); D-verbenone (0,04%); 1,3,3-trimetil-2-(2-
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metil-ciclopropil)-ciclohexano (0,09%); 2,4diisocianato-1-metilbenzeno (0,38%) e (6-
hidroximetil-2,3-dimetilpenil) metanol (0,01%).
PALAVRAS-CHAVE: Euphorbiaceae, headspace, terpenos.

ABSTRACT: The chemical composition of essential oil and volatile obtained the roots of
Jatropha ribifolia L. were performed this work. The extraction Clevenger was utilized to
hydrodestilation of oil and chemical composition determined by gas chromatography coupled
mass spectrometry detector (GC-MS). The identification of compounds was confirmed by
retention index (Kovats indict) obtained from a series of straight chain alkanes (C;-Csp) and
comparison with NIST 32 and Adams library. A total of 61 compounds were identified in
essential oil by GC-MS. The extraction of volatile was performed also with the use of the solid
phase microextraction (SPME) with four fibers different. The essential oil extraction was
extremely rapid (15 s) to avoid saturation of the fiber and the MS detector. The majority of the
composition of essential oil are the terpenes S-pinene (major compound 9.16%); S-vatirene
(8.34%); a-gurjunene (6.98%); a-pinene (6.35%); camphene (4.34%); tricyclene (3.79%) and
dehydro aromadendrene (3.52%) and aldehyd and alcohols. Through the SPME was possible a
determination de ten volatile compounds not identified in oil these being 2,3,4-trimethyl-2-
cyclopenten-1-one (3,2%); a-phellandrene (0,67); 3-carene (0,02%); trans-p-mentha-2,8-dienol
(0,17%); pinocamphone (0,02%); 3-pinanone (0,77%); verbenon (0,04%); 1,3,3-trimethyl-2-(2-
methyl-cyclopropyl)-cyclohexene (0,09%); 2,4 diisocyanato-1-methylbenzene (0,38%) and (6-
hydroxymethyl-2,3-dimethylphenyl) methanol (0,01%).

KEY-WORDS: Euphorbiaceae, headspace, terpenes.

3.1 INTRODUCAO

A Jatorpha ribifolia (Pohl) Baill., é uma Euphorbiaceae encontrada na regido do semi-

| % e mais recentemente no centro-oeste. > O género Jatropha é

arido do nordeste do Brasi
constituido de mais de 200 espécies sendo mais comum na regido semi-arida a Jatropha

mollissima (Pohl) Baill., J. mutabilis (Pohl) Baill. e J. ribifolia (Pohl) Baill. * Outras espécies

64



tais como a J. gossypifolia L. e J. curcas L. sdo encontradas em territdrio brasileiro e tem
importancia sécio-econdmica, medicinal e ornamental. %

A J. curcas L. pode ser utilizada na producéo de biodiesel para motores a diesel ° e tem
sido alvo de muitas pesquisas com varios catalisadores. **® A J. gossypifolia L. é uma planta que
pode apresentar toxicidade, mas tem sido usada na medicina popular e para o tratamento de
vérias doengas, " entretanto, alguns compostos exibem toxicidade hepatica.

Muitos compostos terpénicos foram isolados de espécies da Jatropha com respeito a
novas estruturas quimicas e valores medicinais. Estes terpenos podem exibir atividade citotoxica,
antitumoral e antimicrobiana in vitro, tais como a jatrofona, spruceanol e jatrophatrione que
mostraram atividade contra células tumorais. *° Os compostos isolados sdo obtidos de extrato
organico a partir de cascas, galhos e raizes. Alguns terpenos séo isolados da composicao obtido
do 6leo do fruto. Entretanto, a composicdo do 6leo essencial para terpenos volateis de espécies
da Jatropha ainda ndo é conhecida.

A J. ribifolia € uma espécie aromatica encontrada na regido centro-oeste, também
conhecida como “minancora do campo”, Fernandes et al. (2013), 12 recentemente estudando as
raizes desta espécie, isolou os compostos jatrofona e &cido ciperendico do extrato hexanico e
caracterizou-os por técnicas espectroscopicas (RMN de *H e *C). A atividade antiproliferativa in
vitro da jatrofona mostrou seletividade em uma concentracdo-dependente na inibicdo do
crescimento total (TGI) para células neoplasicas de glioma (0,57 pg mL™), mama (9,2 ug mL™?),
ovario 0,96 pg mL™), rim (4,2 pg mL™), préstata (8,4 pg mL™), célon (16,1 ug mL™) e leucemia
(0,21 pg mL™Y).

A extracdo de compostos volateis do 6leo pode ser realizada por purge-trap, ® extracéo

9

em fase sélida (Solid Phase Extraction - SPE), ™ extracdo liquido-liquido (Liquid-liquid

Extraction - LLE), 2% hidrodestilacdo assistida por micro-ondas (Microwave-assisted

Hydrodistillation - MAHD), **** extracdo por fluido supercritico (Supercritical Fluid Extraction

5,14

- SFE), 2® microextracdo em fase sélida (Solid Phase Microextraction - SPME), > por extrator

de Clevenger, * entre outros.

SPME é uma técnica aplicada para extracdo e concentracdo de grande variedade de

28,27 3 6

compostos organicos, 2°* de vérios tipos de matrizes tais como &gua, ar, ° solo,

2,26

componentes volateis em alimentos, %*° 6leo essencial ® e matrizes bioldgicas. > A determinacéo

direta de analitos através do acoplamento com outras técnicas também tem sido desenvolvida.
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182728 A SPME ¢ feita por materiais sorventes e adsorventes tais como polidimetilsiloxano
(PDMS), divinilbenzeno (DVB), Carbowax (CW) e carboxens (CAR) dispersos sobre uma fibra
de silica. Na extracdo de compostos volateis ndo é necessario o uso de solventes no preparo e
analise de amostras. *

Este trabalho mostra a composicdo de volateis extraidos do 6leo essencial obtido de
raizes da J. ribifolia (Pohl) Baill., por uso de amostragem em headspace estatico com diferentes
fibras de SPME com analises por GC-MS. O perfil cromatogréfico obtido pelas fibras foi
comparado ao perfil cromatogréafico do 6leo por injecdo direta nas mesmas condicdes.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal

Uma quantidade de raizes da Jatropha ribifolia (Pohl) Bail. foi coletada na regido de
pastagem perto da cidade de Navirai-MS e transportadas para o laboratério de quimica organica
da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS-Navirai). A Jatropha ribifolia foi
identificada no Instituto de Botanica de Sdo Paulo, pela professora Dra. Inés Cordeiro, sendo sua
exsicata registrada sob n® CGMS 31.481. *? As raizes foram limpas e lavadas com agua corrente
para remocdo de particulas e secas por 3 horas a temperatura ambiente. Depois foram trituradas
mecanicamente e colocadas em baldo de 5L e o 6leo essencial extraido com equipamento
extrator de Clevenger até extracdo exaustiva. O 6leo essencial coletado foi colocado em frascos

de vidro préprios, selados e estocados em ambiente escuro para analises posteriores.

Instrumentacao

A analise cromatografica foi realizada usando um cromatografo a gas (Thermo-Finigan -
USA), equipado com detector de espectrometria de massas e injetor split/splitless. Coluna
cromatografica capilar de 30 m x 0.25 mm x 0.25 um (HP5-MS) foi usada para separagdo dos
componentes do Oleo essencial. Um holder para fibra de uso manual foi obtido da Supelco
(Bellefont). Fibras de SPME da Supelco e revestidas com quatros tipos de diferentes

filmes: 100 um de polidimetilsiloxano (PDMS), 85 um de poliacrilato (PA), 65 um de
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polidimetilsiloxano / divinilbenzeno (PDMS/DVB e a 85 um de Carbowax/DVB (CW/DVB)
foram utilizadas. Todas as fibras foram condicionadas em injetor do cromatografo de acordo com

instrucdes fornecidas pelo fabricante.
Condigdes cromatograficas

Os parédmetros de analises cromatogréaficas usados neste trabalho foram: temperatura do
injetor 230 °C, temperatura do detector 250 °C, temperatura do forno 40 °C (1 min), aumento de
4 °C min™ a 260 °C. O Hélio (1.2 mL min™) foi usado como gas de arraste. O modo de injecéo
foi realizado em splitless por 5 min e apo6s a valvula split/splitless aberta. Foi obtido um
cromatograma de ions totais em modo scan de 40 m/z a 400 m/z, com espectrdmetro de massas
quadrupolo operando em ionizacdo de impacto de elétron de 70 eV, com temperatura da fonte de
250 °C.

Procedimentos de extracéo por HS-SPME

A extracao foi realizada em modo headspace estatico (HS) com todas as diferentes fibras
de SPME. Em adic¢do, para minimizar os sinais de fundo (background), as fibras foram aquecidas
em injetor do GC-MS por 5 min depois de cada amostragem por HS-SPME. Em seguida 50 pL
do 6leo essencial foram coletados e adicionados em frascos (10 mL) fechados com septo lacrado,
para extracdo por SPME em laboratdrio a 25° C. As fibras foram expostas por 15 s em headspace
para extracdo dos volateis para evitar saturacdo do revestimento da fibra. A dessorcdo foi
realizada por 5 min em injetor do GC-MS. Nenhum carryover foi determinado para as fibras. Os
dados foram coletados com software Xcalibur® e analisados contra biblioteca NIST MS Search
2.0 e Adams (2007). Os compostos foram preliminarmente identificados por pesquisa na
biblioteca do equipamento, e muitos identificados por comparacdo do espectro de massas,
de indice retencdo de Kovats (IK) da literatura e indice de Kovats calculado
obtido por uma série homoéloga de alcanos de cadeia longa (C7 - C30), que foram usados

para calcular o Kl para todos os compostos identificados. Para analise do 6leo
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puro 50 uL foram solubilizados em 5 mL do solvente organico e injetados em modo split
(1/100).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As raizes da J. ribifolia foram sujeitas a hidrodestilacdo por 12h usando extrator de
Clevenger modificado, obtendo-se um rendimento médio de 0.16%. O Gleo apresentou uma
coloracédo verde-azulada com odor intenso, agradavel e refrescante. A composicao de volateis do
6leo da raiz ndo tem sido mostrada para J. ribifolia em literatura. As composi¢des quimicas do
6leo e volateis foram analisadas através do GC-MS e HS-SPME-GC-MS. A composi¢do quimica
realizada por injecdo direta do 6leo em GC-MS mostrou que este é rico em terpenos. Na Tabela 5
é mostrada a composicdo quimica, o Kl calculado e tabelado para todas as analises e a
porcentagem para todos os compostos. Os terpenos sdo compostos em sua maioria por S-pineno
(composto majoritario com 9,16%), p-vatireno (8,34%), a-gurjuneno (6,98%), a-pineno
(6,35%), canfeno (4,34%), tricicleno (3,79%) e dehidro-aromadendreno (3,52%). Alcoois e
aldeidos representam a segunda maior classe de compostos majoritarios, sendo o p-menth-1-en-
8-ol 0 componente majoritario para alcoois com 5,24%, e cetonas a terceira maior classe com 8-

ox0-9H-cicloisolongifoleno o composto majoritario com 3,33%.

Tabela 5: Composi¢do quimica e fragcdo de volateis do 6leo da J. ribifolia L. identificados por GC/MS
e HS-SPME-GC-MS.

RT Compostos IK IK* 6leo PA PDMS/DVB | PDMS | cw/DvB
1 7.83 tricicleno 919 921 | 3.79 7.52 32.39 21.01 12.26
2 8.24 a-pineno 931 932 | 6.35 | 13.19 ND 21.32 15.22
3 8.70 canfeno 945 946 | 4.34 8.65 11.98 15.15 23.65
4 9.13 3,3,4-trimetil-2-ciclopenten-1-one 958 ND | trago 0.01 ND ND 3.20
5 9.67 B-pineno 974 974 | 9.16 | 18.26 19.48 223 4.45
6 | 10.21 S-mirceno 990 988 | 0.51 1.37 3.71 2.63 0.5
7 | 1081 a-felandreno 994 1002 | traco ND 0.13 0.67 0.01
8 | 11.06 a-terpineno 1014 | 1014 | 0.12 0.15 1.25 0.01 1.01
9 | 11.35 p-cimeno 1022 | 1022 | 0.12 0.32 3.06 0.02 0.02
10 | 11.47 d-limoneno 1026 | 1024 | 1.55 4.19 6.00 6.33 104
11 | 12.32 3-careno 1057 | 1054 | trago ND 0.02 0.01 ND
12 | 12,57 t-terpineno 1057 | 1054 | 0.34 0.87 2.2 1.16 24
13 | 13.05 trans-p-menta-2,8-dienol 1070 ND | trago 0.10 0.17 0.07 0.17
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14 | 13.63 terpinolene 1088 | 1086 | 0.41 1.23 2.27 1.00 2.56
15 | 14.12 linalool 1100 | 1095 | 0.33 0.82 0.44 0.17 0.59
16 | 1454 exo-fenchol 1112 | 1116 | 0.42 0.9 0.6 0.25 0.91
17 | 14.68 tujone 1116 | 1114 | 0.05 ND 0.01 0.01 0.01
18 | 14.83 cis-fS-terpineol 1120 | 1130 | 0.05 0.18 0.01 0.01 ND
19 | 14.99 <a->canfolenal 1125 | 1126 | 0.03 ND 0.01 0.02 0.03
20 | 15.41 trans-pinocarveol 1137 | 1135 | 0.03 0.01 0.01 0.02 0.02
21 | 15.62 (-)-alcanfor 1142 | 1141 | 0.03 0.01 0.4 0.24 0.01
22 | 15.76 2,3,3-trimetil 2-norbornanol 1147 | 1140 | 0.05 1.27 ND 0.36 1.2
23 | 16.20 pinocanfone 1159 | 1158 | trago ND ND ND 0.02
24 | 16.36 borneol 1164 | 1165 | 0.76 1.19 0.59 0.024 0.5
25 | 16.69 3-pinanone 1173 | 1172 | 0.06 ND 0.05 ND 0.77
26 | 16.80 (R)-(-)-p-ment-1-en-4-ol, 1176 | 1174 | 291 6.17 2.8 1.14 3.83
27 | 17.29 p-ment-1-en-8-ol 1185 | 1179 | 5.24 7.95 2.39 0.92 3.43
28 | 17.96 D-verbenone 1209 | 1204 | traco 0.04 ND ND 0.03
29 | 18.79 1'3'3"”mEt'l}i[éﬁ;’:(‘:;'é')c'c"’pmp")' 1190 | 1186 | traco | ND 0.09 003 | 002
30 | 2055 | #Ooctdienoicackd, 37-dimetil, etil | 1195 | 1104 | 036 | 061 | 032 012 | 001
31 | 20.94 2'”“3“"1'(”'32222;'3;0”0"'"de”" 1265 | ND | 123 | 206 | 082 0.3 1.05
32 | 21.83 metil geranato 1296 | 1322 | 0.46 0.60 0.18 0.07 0.22
33 | 22.75 2,4-diisocianato-1-metilbenzeno 1301 ND traco 0.38 ND ND ND
34 | 23.04 9,10-dehidro-isolongifolene 1361 | ND | 0.12 ND 0.07 0.03 0.05
35 | 23.43 P-vatireno 1312 ND 8.34 ND 0.13 0.02 0.02
36 | 23.59 [S-patcouleno 1324 | 1322 | 0.26 0.27 0.02 0.01 0.15
37 | 24.05 (-)-p-elemeno 1361 | 1391 | 0.01 0.13 0.05 0.02 0.05
38 | 24.30 cipereno 1373 | 1398 | 0.01 6.45 2.72 1.19 3.35
39 | 24.46 (6-hidroximetil-2,3-dimetilfenil) 1378 | 1379 | traco 001 ND ND ND
metanol
40 | 24.77 isoledeno 1393 | 1389 | 1.35 0.89 0.36 0.14 0.44
41 | 26.6 a-gurjuneno 1400 | 1409 | 6.98 3.05 0.93 0.34 1.18
42 | 27.36 isoeugenol metileter 1494 ND 8.54 241 0.4 0.22 ND
43 | 28.23 espatulenol 1514 | 1490 | 0.74 ND ND ND 0.09
44 | 28.87 dehidro-aromadendreno 1519 ND 3.52 0.93 0.22 0.11 0.32
45 | 28.38 corimbolone 1533 | ND | trago ND ND ND ND
46 | 29.72 Isolongifolene-5-ol 1534 ND 0,65 ND ND ND ND
47 | 3052 [4['3.';11&)1(;%;822?;')')&] dfg;‘;‘]‘gl‘]:'o 1608 | ND | 6.64 | 039 0.15 0.14 ND
48 | 30.83 cedrol 1619 ND | trago ND ND ND ND
8S-cis-5(1H)-azulenone, 2,4,6,7,8,8a-
49 | 30.91 hexahidro-3,8-dimetil-4-(1- 1622 ND 3.33 ND ND ND ND
metiletilideno)
50 | 31.55 tujopsanone <3-> 1645 | 1650 | 1.25 ND ND ND ND
51 | 320 cic|oi;arfﬁiig;gefglﬁt?zh(g;%-one 1661 | ND | traco | ND ND ND ND
52 | 32.34 (-)-espatulenol 1673 ND 1.25 ND ND ND ND
6-isopropenil-4,8a-dimetil-
53 | 32.69 | 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-naftalen-2- 1696 ND 1.15 ND ND ND ND

ol
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54 | 32.90 f-guaieno 1697 ND traco ND ND ND ND
2,2,7,7-tetrametiltriciclo
55 | 33.41 [6.2.1.0(1,6)]undec-4-en-3-one 1713 | ND 0.46 ND ND ND ND
2(1H)naftalenone, 3,5,6,7,8,8a-
56 | 33,92 hexahidro-4,8a-dimetil-6-(1- 1732 | ND 1,15 ND ND ND ND
metiletenil)
acido acético, 7-isopropenil-1,4a-
57 | 34.12 dimetil-3-0x0-2,3,4,43,5,6,7,8- 1740 | ND 0,09 ND ND ND ND
octahidronaftalen-2-il ester
58 | 34.16 oxide-[2] aromandendrene 1762 ND | trago ND ND ND ND
59 | 34.78 8-0x0-9H-cicloisolongifolene 1765 ND 2.09 ND ND ND ND
60 | 35.08 valeral 1776 | ND 0,41 ND ND ND ND
61 | 3594 metil hinokiate 1827 | ND 1,20 ND ND ND ND
Total (%) 82.19 | 92.58 96.43 97.58 94.15
Terpenos 4851 | 69.53 87.9 93.8 79.11
Alcoois / Aldeidos 19.66 | 18.99 7.22 3.124 11.54
Cetona 4.66 0.06 0.41 0.25 3.27
Outros 9.36 4.00 0.90 0.41 0.23

RT-tempo de retencdo, IK- Indice de Kovats calculado, IK*-indice de Kovats tabelado, PA — fibra poliacrilato
85 um; PDMS/DVB - polidimetilsiloxano/divinilbenzeno 65 pm; PDMS — polidimetilsiloxano 100 pm;
CW/DVB - carbowax/ divinilbenzeno 85 um. ND — ndo detectado.

SPME é uma técnica de extracdo n3o exaustiva, > na qual uma fibra 6ptica de silica
revestida por materiais sorventes / adsorventes é exposta ao hedspace acima da amostra ou na
qual a fibra é imersa na fase aquosa. A extracdo dos analitos pode ser atribuida as suas
caracteristicas associadas ao revestimento da fibra. Fibras de revestimento ndo polares, tais como
PDMS, sdo mais adequadas para analises de compostos ndo polares, PDMS/DVB (fibra bi-polar)
é aplicada para volateis e ndo volateis de baixa a alta polaridade e poliacrilato (PA) (fibra polar)
para extracdo de compostos volateis de média a alta polaridade. >’ Para todas as fibras o tempo
de extracdo foi curto para evitar saturacdo do revestimento devido a alta volatilidade dos
compostos. Assim evitou-se a saturacdo do detector do espectrometro de massas. Um total de 61
compostos foram identificados e comparados ao IK para 6leo puro e composicao de volateis. A
composicdo do bleo avaliada foi de 87,59 %, na qual para o perfil de volateis realizado com as
fibras de SPME foi acima de 92 %.

O perfil cromatografico obtido para os volateis do 6leo com as fibras PDMS e
PDMS/DVB séo muito similares no inicio do cromatograma, onde para 0s compostos tricicleno e
a-pineno existentes ndo houve boa separagdo. As fibras CW/DVB e PA em geral mostraram

melhores resultados na extragdo para compostos de baixo peso molecular a
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moderadamente alto. Compostos de alta massa molar do 6leo compreendidos entre os tempos de
30 e 47min ndo foram extraidos pelas fibras devido ao curto tempo de extracdo ou por ndo serem
volateis (Figura 33).

Atraveés do uso da SPME para extracdo dos volateis foi possivel a identificagdo de alguns
compostos que ndo foram detectados no 6leo por GC-MS. Estes foram o 2,3,4 — trimetil - 2 -
ciclopenteno - 1 - one; o-felandreno; 3-careno; trans-p-menta - 2,8 -dienol; pinocanfone; 3-
pinanone; verbenone; 1,3,3 - trimetil - 2 - (2 — metil - ciclopropil) -ciclohexeno; 2,4 diisocianato
— 1 - metilbenzeno e (6 — hidroximetil - 2,3 -dimetilfenil) metanol. As fibras PA e CW/DVB
foram seletivas para extragdo dos compostos pinocanfone, 2,4 diisocianato — 1 - metilbenzeno e
(6 — hidroximetil - 2,3 -dimetilfenil) metanol, aparecendo somente nestes cromatogramas (Figura
33). Terpenos estdo em maiores concentracdes para todas as analises, seguidos de

alcoois/aldeidos e cetonas. A Figura 34 exp0e estes resultados.
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Figura 33: Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo obtido por GC-MS e volateis determinandos por
HS-SPME-GC-MS da J. ribifolia. Nota: * compostos identificados somente na fracdo de volateis do 6leo:
[4] 2,3,4-trimetil-2-ciclopenten-1-one; [7] a-felandreno; [11] 3-careno; [13] trans-p-menta-2,8-dienol;
[23] pinocanfone; [25] 3-pinanone; [28] verbenon; [29] 1,3,3-trimetil-2-(2-metil-ciclopropil)-ciclohexeno;
[33] 2,4 diisocianato-1-metilbenzeno e [39] (6-hidroximetil-2,3-dimetilfenil) metanol.
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Figura 34: Porcentagem da composi¢do das classes quimicas majoritarias para oleo e fracdo de volateis
da J. ribifolia (Pohl) Baill.

3.4 CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro a descrever 0s compostos e 0s volateis do 6leo essencial
das raizes da J. ribifolia, realizados por GC-MS e HS-SPME-GC-MS. Relativo a composicao
quimica da planta pode-se concluir que o 6leo é principalmente representado por compostos
terpénicos, alcoois e aldeidos. A técnica de SPME mostrou o perfil da composicdo quimica dos
volateis do 6leo essencial. De acordo com os resultados obtidos, pode-se propor que estudos
envolvendo SPME em 0leos volateis sdo mais eficientes e seguros quando sdo empregadas fibras
com diferentes caracteristicas, pois tais fibras podem fornecer perfis cromatograficos distintos do
6leo bruto e também apresentar diferentes entre elas. Notou-se através do procedimento utilizado
que as fibras foram mais eficientes na extracdo dos compostos monoterpénicos, ocorrendo
significativa distincdo do perfil obtido para o dleo do obtido para as fibras, evidenciados no caso
de compostos como o tricicleno, a-pineno, canfeno, S-pineno e S-mirceno, que apresentaram
maior concentracdo no perfil cromatografico para todas as fibras de SPME.

No caso dos sesquiterpenos 0 Oleo bruto apresentou maior concentracdo destes

compostos, revelando também discrepancias entre o 6leo e as fibras utilizadas para as analises.
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Sesquiterpenos como S-vatireno, a-gurjuneno, espatulenol, dehidro-aromadendreno, [4,4,11,11-
tetrametil -7- tetraciclo (6.2.1.0(3.8)0(3.9))undecanol] e 8S-cis-5(1H)-azulenone, 2,4,6,7,8,8a-
hexahidro-3,8-dimetil-4-(1-metiletilideno), foram significativamente mais abundantes no perfil
cromatogréafico do o6leo bruto. Além destas verificagBes, alguns compostos presentes em nivel de
tragos tiveram as identificagdes dificultadas em algumas fibras de SPME devido ao curto tempo
de  extragio, como por exemplo, 0  sesquiterpeno  4,4,11,11-tetrametil-7-
tetraciclo[6.2.1.0(3.8)0(3.9)]Jundecanol, que apresentou um teor de 6.64 % no 6leo, mas nao foi
detectado na extragcdo com a fibra CW/DVB. O mesmo ocorre com o fenilpropanoide isoeugenol
metil éter, com um teor de 8.54 %. Conclui-se que a fibora CW/DVB foi a que extraiu 0 maior
numero de compostos e apresentou melhor separacdo dos mesmos, fornecendo um perfil
cromatografico com melhor defini¢do dos picos, sendo entdo a fibra mais eficiente para extracao

dos volateis do dleo da Jatropha ribifolia (Pohl) Baill.
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CAPITULO IV
AVALIACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO ALBUMEN DA
SEMENTE DA J. ribifolia (Pohl) Baill
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RESUMO: A espécie Jatropha ribifolia (Pohl) Baill pertence a familia Euphorbiaceae, sendo
conhecida por ser altamente oleaginosa. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de &cidos
graxos do albumen da semente desta espécie. Os lipidios foram extraidos por Sohxlet e
submetidos & esterificacdo com KOH/MeOH (2 mol L™), e analisados por cromatografia gasosa
com deteccdo por ionizacdo de chama (GC-FID). Os principais acidos determinados foram o
miristico (0,61 %), palmitico (4,81 %), estearico (5.60 %), oléico (9,99 %) e o linoléico
representando (72,82 %). Os resultados mostraram um predominio de &cidos graxos insaturados
no 6leo do albumen da J. ribifolia.

PALAVRAS-CHAVE: albumen, pinh&o-rasteiro, lipidios.

ABSTRACT: The Jatropha ribifolia (Pohl) Baill species belongs to the family Euphorbiaceae,
are known to be highly oilseeds. The objective of this study was to evaluate the fatty acid profile
of the albumen of the seed of this species. Lipids were extracted by sohxlet and submitted to
esterification with KOH / MeOH (2 mol L™), and analyzed by gas chromatography with flame
ionization detection (GC-FID). The main acids determines were myristic (0.61 %), palmitic (4.81
%), stearic (5,60 %), oleic (9.99%) and linoleic acids (72.82 %) representing the major
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compound. The results showed a predominance of unsaturated fatty acids in the oil albumen J.

ribifolia.

KEY-WORDS: albumen, creeping pinion, lipids.

4.1 INTRODUCAO

A espécie Jatropha ribifolia (Pohl) Baill., € uma planta nativa, encontrado no cerrado do
Mato Grosso do Sul e também em regiGes de clima seco do nordeste. Pertence a familia
Euphorbiacea, género Jatropha, cujas espécies sdo resistentes e adaptaveis em diferentes tipos de
solo, suas sementes sdo facilmente propagaveis, podendo ser usadas para recuperar areas
degradadas e erosadas. Sdo importantes pelas propriedades medicinais e pelo alto teor de éleo, é
0 caso da J. podagrica, J. molissima, J. curcas e J. gossypipholia. %% O ¢leo extraido das
sementes dassas espécies sdo importantes comercialmente, tanto para producdo de biodiesel
como outros produtos. Os residuos da semente da J. curcas podem ser usados como fertilizantes
e gerador de energia através da combustéo da casca da semente. >°

A J. ribifolia, espécie pouco conhecida, ¢ uma planta aromatica, com propriedades
medicinais, usada na medicina tradicional, na forma de xarope feito com as folhas para
problemas topicos. '® As raizes possuem 6leos essenciais, conhecida como “minincora do
campo” pelo odor forte e refrescante, ¢ usada na forma de extrato para gastrites e ferimentos em

14 e raizes contendo

geral. Estudos em animais mostraram alta toxicidade das folhas,
sesquiterpenos (jatrofona e 4cido ciperendico), com forte ac&o antitumoral. ’

A busca por novas oleaginosas, como alternativas sustentaveis e menos poluentes para
biocombustiveis, visto que a principal fonte de energia, o petréleo, € uma fonte esgotavel e
altamente nociva ao meio ambiente, é de extrema importancia. ® Pesquisas tém mostrado
resultados promissores com varias espécies ndo sé da Jatropha como de outras plantas, para
producdo de biocombustiveis. ****

Outra finalidade para sementes oleaginosas esta relacionada a composi¢do quimica dos

12

acidos graxos existentes para nutricdo humana. Acidos graxos possuem cadeias

hidrocarbénicas lineares com quatro ou mais atomos de carbono, algumas ramificadas, com
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um grupo carboxilico numa extremidade e um radical metil na outra. Os acidos graxos podem ser
saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI), presenca de uma dupla ligacédo e acidos graxos poli-
insaturados (AGPI), duas ou mais ligacdes duplas. Os AGPI sdo classificados de acordo com o
numero de carbonos, duplas ligacdes e suas posi¢des, sendo os com 12 a 18 carbonos mais
importantes. Os AGPI possuem trés grupos importantes, o0 dmega-3, originado do &cido alfa-
linolénico (ALA), 6mega-6, derivado do &cido linoleico (LA) e o dmega-9 que tem sua origem
no écido oleico. %! Sd0 muitos os beneficios dos 4cidos graxos insaturados ao organismo, como
protecdo do sistema cardiovascular, pela acdo antitromboética e anti-inflamatdria, acéo
hipotensora, podendo esta estar relacionada a regulacdo do tonus vascular, aumento da excrecao
de sédio e sintese de 6xido nitrico. “** Age como dislipidémico, reduzindo os triglicérides,
diminuicdo dos moduladores do processo imune e inflamatorio, inibindo a proliferacdo de
linfocitos, producdo de anticorpos e citocinas, sendo eficazes em processos inflamatdrios
crbnicos, como doencas reumaticas, e ainda podem agir como estimulantes da resposta

imunolégica. 310

O 6mega-3 contribui no desenvolvimento cerebral do feto durante a
gestacéo e da visdo. %

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a composi¢do quimica de &cidos graxos do
albimen da semente da J. ribifolia, através da extracdo, esterificacdo e identificacdo por GC-

FID.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Coletas da Planta

Os frutos da Jatropha ribifolia foram coletados na regido de Navirai-MS, em regido de
pastagem, localizado a 10 km da rodovia entre as cidades de Navirai e Juti — MS. Sua
identificacdo foi comprovada por comparacdo a dados literarios existentes, sendo sua excicata
registrada no Instituto de Botanica de S&o Paulo sob nimero CGMS 31.481. "% Os frutos
coletados foram levados ao laboratorio de quimica orgéanica da unidade de Navirai - UEMS, e

separados do fruto o albimen (0,132 g) para extracdo do material graxo.
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4.2.2 Extracao do material graxo

A extracdo do material graxo foi realizada por aparelho de Soxhlet por um periodo de 4
horas com solvente hexano a quente sob refluxo. Apos extracdo o solvente mais material graxo
foi coletado e 0 hexano evaporado em evaporador rotatorio sob vacuo e banho Maria a 60° C
controlados. Apds evaporacdo o material graxo foi coletado, pesado e acondicionados em frascos

proprios para posterior esterificacéo e analise cromatogréfica. %
4.2.3 Transesterificacao

A transesterificacdo dos &cidos graxos foi realizada conforme método 5509 1SO (1978). 8
Aproximadamente 100 pL de 6leo extraido do albumen foi transferido para tubo de ensaio,
adicionados 1,0 mL de hexano para solubilizacdo do dleo com agitacdo. Em seguida foram
adicionados 2,0 mL de KOH 2 mol L1 em metanol, e a mistura submetida a agitacdo vigorosa
em vortex até a obtencdo de separacdo das fases. ° Apds a separacdo de fases, a fase superior foi

transferida para frascos préprios e 2 uL foram injetados no cromatégrafo a gés.

4.2.4 Cromatografia Gasosa (CG)

Para andlise dos ésteres metilicos de acidos graxos, um cromatografo a gas HP-5890
SEREI 11, equipado com software “N2000”, com detector de ionizagdo em chama e coluna
capilar de silica fundida ZB-WAX (60 m, 0,25mm e 0,25 pum d. i. 100% etilenoglicol, Zebron,
EUA) foi utilizado. A vazdo dos gases foram de 1,2 mL min™ para o gas de arraste (N,), e para
formacdo da chama 30 mL min™ de gés H., e 300 mL min™ de ar sintético. A razdo de divisdo da
amostra (split) foi de 1/80. A programacdo da rampa foi de 140 °C por 5 min. seguidos com
elevacédo de 5°C/min. até 200 °C e mantido por 12 minutos, e elevagdo de mais 5 °C/min. a 235
°C por mais 45 min.

Dois microlitros do 6leo transesterificado foram injetados e a identificacdo dos ésteres
metilicos realizada por comparagdo dos tempos de retencdo dos ésteres metilicos de uma mistura
padrdo contendo 37 compostos (Sigma-Aldrich). O percentual dos principais acidos graxos

existentes foi avaliado.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O oleo obtido do albumen da J. ribifolia apresentou uma leve coloracdo amarelo claro.
O rendimento da extracao foi de 38,4% (50,3 mg) para extracdo do albumen, utilizando o método
proposto.

A determinacéo dos acidos graxos foi realizada por comparacao dos tempos de retencéo
com o dos ésteres metilicos de mistura padrdo contendo 37 compostos (Sigma-Aldrich). O
percentual de cada &cido graxo foi calculado pela normalizacdo total das areas obtidas do

cromatograma através da seguinte equagéo:

9N = "G

Z Actotal

Onde: %N é a porcentagem obtida; Ac, = € area obtida do &cido graxo no tempo de
retencao; Acia = area total do cromatograma obtido.

A reacdo de transesterificacdo realizada por uma base forte (KOH) em metanol converte
os acidos graxos livres e os acidos ligados ao glicerol em ésteres metilicos. Estes podem ser
analisados por cromatografia a gas, devido a diminuigdo de sua pressao de vapor proporcionando
sua evaporacao. A Figura 35 pode-se observar o cromatograma para o 6leo obtido do albimen da
J. ribifolia obtido por GC-FID.
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Figura 35- Perfil cromatogréafico para &cidos graxos obtidos do 6leo do albimen da J. ribifolia,
analisados por GC-FID.
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A Tabela 6 mostra o percentual dos principais acidos graxos para J. ribifolia comparados

a outras duas espécies de Jatropha, a curcas e gossypifolia.

Tabela 6 - Percentual de &cidos graxos do dleo da J. ribifolia (Pohl) Baill.

Formula Acido graxo Percentual Percentual ? Percentual
estrutural J. ribifolia J. gossypifolia J. curcas

C14:0 Miristico 0,61 0,05 0,05
C16:0 Palmitico 4,81 12,72 14,90
C18:0 Esteérico 5.60 7,83 5,73
C18:1n9 Oléico 9,99 19,96 45,98
C18:2n6 Linoléico 72,82 55,18 30,57
Total 93,83 95,74 97,23
Outros 6,17 4,26 2,77
Acidos graxos saturados 11.02 20,6 20,68
Acidos graxos insaturados 82,81 75,14 76,55

2 _ Reis & Silva (2012)™, ® — Xavier & Silva (2009)**

O perfil de &cidos graxos da semente da J. ribifolia apresentou trés acidos graxos
principais saturados e dois insaturados, sendo o linoléico com maior percentual (72,82%).
Observa-se principalmente uma diferenca para o palmitico, oléico e linoléico entre as trés
espécies estudadas, onde a J. ribifolia apresentou um alto teor de linoléico e um baixo teor de

oléico.

4.4 CONCLUSAO

O perfil de acidos graxos para sementes da J. ribifolia ndo é encontrado em literatura.
Este se mostrou com diferencas em sua composi¢do quando comparado a outras duas espécies de
Jatropha. O principal acido graxo encontrado foi o linoléico com 72,82 %, sendo este percentual
mais que o dobro quando comparado ao 6leo da J. curcas.

Esta composicdo mostra-se muito interessante para estudos futuros visando seu melhor
aproveitamento como alimento apds desintoxicacdo, pois 0 mesmo é rico em acidos graxos que
desempenham importantes fungdes na fisiologia humana como o &cido linoléico, que ndo pode
ser sintetizado pelo nosso organismo, portanto sendo necessaria sua ingestdao. A J. ribifolia
também pode exibir potencial na producdo de biodiesel, uma vez que se buscam fontes

alternativas de biocombustivel como fontes alternativas de energia.

85



4.5 REFERENCIAS:

10.

11.

ANDRADE PMM, CARMO MGT. Acidos graxos n-3: um link entre eicosanoides,
inflamac&o e imunidade. Revista Mn-Metabolica, v.8:3, 135-43, 2006.

BORGES KA, BATISTA ACF, RODRIGUES HS, TERRONES MH, VIEIRA AT,
OLIVEIRA MF. Production of methyl and ethyl biodiesel fuel from pequi oil (Caryocar
brasiliensis Camb.). Chemistry and Technology of Fuels and Oils, v.48:2, 83-89, 2012.

CALDER PC, ALBERS R, ANTOINE JM, BLUM S, BOURDET-SICARD R, FERNS
GA, ET AL. Inflammatory Disease Processes and Interactions with Nutrition. O British
Journal of Nutrition, v.101:1, 1-45, 2009.

CICERO AFG, ERTEK S, BORGHI C. Omega-3 polyunsaturated fatty acids:
theirpotential role in blood pressure prevention and management. Current Vascular
Phannacology, v.7, 330-7, 2009.

CONTRAN N, CHESSA L, LUBINO M, BELLAVITE D, ROGGERO PP, ENNE G.
State-of-the-art of the Jatropha curcas productive chain: from sowing to biodiesel and
by-products. Industrial Crops and Products, v. 42, 202-215, 2012.

DIN JN, NEWBY DE, FLAPAN AD. Omega 3 fatty acids and cardiovascular disease -
fisrung for a natural treatment. BMJ. v.328, 30-5, 2004.

FERNANDES ES, RODRIGUES FA, TOFOLI D, IMAMURA PM, CARVALHO JE,
RUIZ ALTG, FOGLIO MA, MINGUZZI S, SILVA RCL. Isolation, structural
identification and cytotoxic activity of hexanic extract, cyperenoic acid, and jatrophone
terpenes from Jatropha ribifolia (Pohl) Baill roots. Journal of Pharmacy and
Pharmacognosy, 2012 (in press).

ISO — International Organization for Standardization. Animal and vegetables fats and oils
— Preparation of methyl esters of fatty acids. Method ISO 5509, 1987.

IUPAC. Standard Methods for Analysis of Oils, Fats and Derivatives. IUPAC Method
2.301. Report of IUPAC Working Group WG 2/87. Blackwell Scientific Publications, 7
ed., 1987.

JINDAL S, GOYAL K. Evaluation of performance and emissions of Hibiscus
cannabinus (Ambadi) seed oil biodiesel. Clean Technologies and Environmental Policy,
v.14:4, 633-639, 2012.

KAFUKU G, LEE K T, MBARAWA M. The use of sulfated tin oxide as solid superacid

catalyst for heterogenous transesterification of Jatropha curcas oil. Chemical Papers,
v.64, 734740, 2010.

86



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

KRATZEISTEISEN M, MULLER J. Suitability of Jatropha seed shells as fuel for small-
scalle combustion units. Renewable Energy. v. 51, 46-52, 2013.

OPENSHAW K. A review of Jatropha curcas: an oil plant of unfulfilled promise.
Biomass and Bioenergy, 19, 1-15, 2000.

PIMENTEL LA, RIET-CORREA B, DANTAS AF, MEDEIROS RMT, RIET-CORREA
F. Poisoning by Jatropha ribifolia in goats. Toxicon, v.59, 587-591, 2012.

REIS JM, SILVA RCL. Estudo da composicédo e citotoxicidade dos 6leos essenciais e
acidos graxos da J. gossypifolia L. Trabalho de conclusdo de curso. UEMS-Naviréi,
2012.

SALEM N JR. Introduction to polyunsaturated fatty acids. Backgrounder, v.3:1, 1-8,
1999.

SHUCHRDT U, SERCHELI R, VARGAS M. Transesterification of vegetable oils: a
review. Journal Brazilian Chemical Society, v.9:1, 199-210, 1998.

SILVA TS, FREIRE EMX, Abordagem etnobotanica sobre plantas medicinais citadas
por populacdes do entorno de uma unidade de conservagéo da caatinga do Rio Grande do
Norte, Brasil. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v.12:4, 427-435, 2010.

TEIXEIRA JPF, Teor e composicdo do Oleo de sementes de Jatropha Sp., Bragantia:
Campinas, v.46:1, 151-157, 1987.

VALENZUELA AB, NIETO SK. Acidos grasos omega-6 y omega-3 en la nutricion
perinatal: su importancia em el desarrolo del sistema nervioso y visual. Revista Chilena
de Pediatria, v.74, 149-57, 2003.

VASCONCELOS GCL, MEDEIROS KAAL, MEDEIROS NI, DE LUCENA AMA,
ARRIEL NHC. Caracterizacdo morfologica comparativa de Jatropha curcas L., Jatropha
mollissima (Pohl.) Baill. e Jatropha gossypiifolia L. 11 Congresso Brasileiro de Pesquisas
de Pinh&o-manso. Brasilia-DF, 2011.

VISAVADIYA NP, SONI B, DALWADI N. Free radical scavenging and antiatherogenic
activities of Sesamum indicum seed extracts in chemical and biological model systems.
Food and Chemical Toxicology, v.47, 2507, 2009.

WATT JM, Breyer-Brandwijk MG. The medicinal and poisonous plants of outhern and
eastern Africa. 2. ed. E.& S. Livingstone, Edinburgh and London, 1962, 1457p.

XAVIER ME, SILVA RCL. Perfil de &cidos graxos do 0leo de Jatropha curcas L. por
cromatografia gasosa. Trabalho de conclusdo de curso. UEMS-Navirai, 2009.

87



25.

26.

ZAMBOM MA, SANTOS GT, MODESTO EC. Importancia das gorduras
poliinsaturadas da salde humana. Revista da Sociedade Brasileira de Zootecnia. v.547,

553-7, 2004.

ZUCHI C, AMBROSIO G, LUSCHER TF, LANDMESSER U. Nutraceuticals in
cardiovascular prevention: lessons from studies on endothelial function. Cardiovascular
Therapeutics, v.28:4,187-201, 2010.

88



APENDICE

89



RT. 0.00- 4551
100
953
903
85
803
753
703
653
603
553
504
453
404

429

Relative Abundance

4.01

4.87
6.36

10.

27

16.79

17.67

16.15
1582

13.58
A

A

1790 7159 i
LN

3227

31.14
29.26

28.80
2656 2770

2469

2311

3508

36.39

37.70 40.16
40,60

ML:

310ET
TICF: M3
FR1-44

10

15

Time {min}

Figura 36 - Cromatograma de ions totais da fragdo 1 obtido por GC-MS

RT: 0.00- 4852
1005
953
903

Relative Abundance
o
[
1l

4.26
299 | 486 657
T

0 T

10

26
T

g5 1721

L 11789 1988
LAY A RS MRS M M) AR A

3094

2774

2881

2649
471 ]
T T

33.41

4

L
J

52
4015 44237 4548
T

ML

3 B4AES8
TICF: MS
FR2-4.4

™
10

1%

20 25

Time {min}

35 40

Figura 37 - Cromatograma de ions totais da fracéo 2 obtido por GC-MS

45

90



RT. 0.00
1005
953
903
853
803
753
703
653
603
553
503
459
404
353
303

Relative Abundance

-48.51

4.87
836 953 1062

14.93 1534

30

3083

3046

kel

3271

2412

3478

2133 2623 2772 28 55&

b,

ML:
4.39E7
TICF: MS
FR3-4.4

4479
JL 36,00 3761 4015 4549

RT: 0.00
1005
953
903
857
803
753
703
653
603

o
o

50

P
o n
1

Relative Abundance

[T R )
o (ID [
Ty

5 10

1%

20 25 30
Time {min}

35

Figura 38 - Cromatograma de ions totais da fracdo 3 obtida por GC-MS

-48.51

4.29

40
3.54‘1&8? 637 952 1060
T T T

1606 19
T T

3133

3082

3025

532137 2468 2986 |

3477

32.00

3258

40

45

4479 4769

NL:
715E7
TICF. MS
FRA-44

T
15

20 25 30
Time {min}

Figura 39 - Cromatograma de ions totais da fracéo 4 obtida por GC-MS

45

91



RT. 0.00-45.50
100
953
903
85
803
753
703
653
603
553
504
453
404

Relative Abundance

4.26

2470 2856

3137

3297

3024
N

ML:
5.92E8
TICF: M3
FRe-44

0 399|485 6558 953 1060 1492 1712 2137
AR L Mt et ) L s M My add st it s

0 5 10 15 20

2299
LAadd o maads s as

25
Time {min}

30

3362
e e

40.14
LAt kaad s s

40

44.78 4771

45

35

Figura 40 - Cromatograma de ions totais da fracdo 5 obtido por GC-MS

RT. 0.00- 4851
1005
953
90
853
803

fn T B |
=m0
oy bl bl

Relative Abundance

E 2134

2223
3 2094

3028

3132

2996
2864

31.93

ML
1.67E8

TICF: MS
FRE-4.4

3583

24 67 2664

3297

4.01

4015 45.12
4‘.8b: 5,58 |9_2|4 ‘14|92| 1|66|2|2|079j N J‘ l 1 | 3600 4485

LI S Rl B LA A M kit R ) M R M I A hd Rt R R MR R S I R A MMM M
1% 20 25 35 40 45

Time {min)

10

Figura 41 - Cromatograma de ions totais da fracéo 6 obtido por GC-MS

92



1,100

1,000 M

500 PDMS/DVB

1,100
1,000 ]

PDMS

550 PA

1,100

1,000

e CW/DVB

L

0 2 4 6 3 10 12 14 16 13 20 22 24 25 28 30 32 34 36 38 40 4z 44 48 48

Figura: 42: Avaliacdo do perfil cromatografico de volateis do 6leo essencial da Jatropha ribifolia
(Pohl) Baill obtido por HS-SPME-GC-MS. Fibras: polidimetilsiloxano (PDMS) 100 pm,
poliacrilato (PA) 85 pum, polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) 65 pum e
Carbowax/DVB (CW/DVB) 85 pum.

93



RT. 0.00- 5852

80 FrB

- 97 26
70 ZisL / FrA

3052

55 FrC

1729

45

40 /
35 T 2887
20

30.9

Relative Abundance
o
(=]

3433

15 e 2094
3555 g714 4435

404 1636
4383 | 45.54

2055 | 2405
S'E;L S j. L1l .Jl . 38.10 [ 4885 5390 5537

O I T T T T T T T T T T T 1 1 I T T T T T T T T T f T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50 55
Time {min}
Figura 43: Cromatograma de ions totais (TIC) do éleo essencial obtido por GC-MS e compostos
isolados de fracdes obtidas por CCD. Fr A- dehidro-aromadendreno, Fr B- [4,4,11,11-tetrametil-7-
tetraciclo (6.2.1.0(3.8)0(3.9))undecanol], Fr C-(8S-cis)-5(1H)-azulenone,2,4,6,7,8,8a-hexahidro-3,8-
dimetil-4-(1-metiletilidene).

RT. 0.00-5852
RT: 0.00-58.53
2B/7E
1009
0
20
g o~
S Fragao A
4%
w0
2 3
20
10 449
o ‘ﬁJiDQ 883 801 987 1085 1280 1558 10,48 1825 2140 2490 25“9 2912 3208 3302 3553 28 4088 4388 4554 4808 4085 5188 5294 S808 57.32
R s S e L N M o
1004 13¢ 4
1004
159
? 131 202
50+ S0 9s
T 187
55
1 A
4 77 nz 187 s |
.l o] . :
ol iz '|‘-'||.' ||.- il Jph . |.|: T Y . ,‘ J ,1..|.|..... il P T O
40 S50 &0 70 80 90 100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 21( 40 &0 80 100 120 140 140 180 200

Figura 44: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS e comparacdo dos espectros de
massas para 0 composto e biblioteca para fracdo 1 isolada do 6leo essencial por CCD. Compostos
sugerido: Dehydro aromadendrene.



100
%0
0
£ 7o
i Fragdo B
-
: ragio
2=
£ w
H
& 0
20
10 25 .
457 532 7.37 355 1023 1188 1478 17.48 2093 2253 2423 2653 2850 2079 | | 3318 3sap apgy 3973 4254 435 47.17 $8.99 50.13 5215 5427 5523 s08
T T T T T T T T T T T T u T T T T T T T T T T T T T T
2 “ e s 1 13 1e 16 18 20 32 24 20 28 30 32 3w W 38 40 42 4 48 e B0 82 64 S g8
Tirne: (min}
159
1004 -
100
145
131
n
7 117
s
s0- oH
& 22
131 187
i 202
a1 105 o
s g 77 I 121 | | a7 20 U || B | .
| 177 7 230
| l‘ 1l | el |I| L, . | | ) | m ‘I |||| || 1 “ de_l | L
40 50 40 70 B8O S0 100 110 120 130 140 150 140 170 180 190 200 210 220 110 120 IO sc 160 170 160 150 200 210 220 230

Figura 45- Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS e comparacéo dos espectros de
massas para 0 composto e biblioteca para fragdo C isolada do 6leo essencial por CCD. Compostos
sugerido: [4,4,11,11-tetrametil-7-tetraciclo(6.2.1.0(3.8)0(3.9))undecanol].
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Figura 46: Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS e comparagdo dos espectros

de massas para 0 composto e biblioteca para fracdo 2 isolada do éleo essencial por CCD.
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Figura 47: Espectro de infra-vermelho para Fracdo B isolada do 6leo da J. ribifolia por CCD.
Bandas caracteristicas de carbonila (C=0) em 1715 cm™, para alcanos (CH) em 2921,35 e alcanos
(CH3) em 1398,88, bandas de ligagio C=C do anel aromatico em 1486,11 cm™ e um CH, alifético
em 804,68.



