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Identificacdo e Quantificacdo de Volateis de Lippia thymoides por CG-EM E CG-DIC
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RESUMO

O uso de plantas para fins culinarios e terapéuticos sdo tradi¢cGes nas culturas de varias
nacOes, sendo largamente utilizadas no tratamento e prevenc¢do de doengas por varios povos
e culturas de diversas maneiras. A L. thymoides é uma das plantas medicinais mais
conhecidas desde a antiguidade, gracas as suas propriedades medicinais, comestiveis e
aromatizantes, apresentando uma grande variabilidade de compostos volateis que possuem
diversas atividades bioldgicas. Esta pesquisa trata do estudo quimico da planta L. thymoides,
testando também suas atividades bioldgicas frente aos fungos Penicillium roquefortii,
Rhizopus microsporus var. oligosporus, Aspergillus niger. A identificacdo dos componentes
do dleo essencial da L. thymoides, foi realizada por meio da cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM), onde para as quantificacdes dos constituintes foram
analisadas por meio da cromatografia gasosa com detector por ioniza¢do de chama (CG-
DIC). Foram identificados e quantificados 27 compostos, sendo 0s constituintes principais
0-Cimeno (29,70 %), seguido do Timol metil éter (9,50 %), Y-Terpineno (6,30 %), e 0 B-
Cariofileno (6,00 %). Para quantificagéo foi utilizada a técnica de padronizacgdo interna
utilizando os fatores de resposta relativa previstos (RRF). O 6leo essencial da L. thymoides
com massa na faixa de 8,7 mg. mL™, apresentou atividade fungicida, inibindo o crescimento
dos fungos Penicillium roquefortii INCQS 40075 (ATCC 4845), Rhizopus microsporus var.
oligosporus, Aspergillus niger INCQS 40018 (ATCC 1004).

Palavras-chave: Lippia thymoides, terpenos, fator de resposta relativa, quantificacéo.



Identification and Quantification of Lippia thymoides Volatiles by GC-MS and CG-DIC

Using Predicted Response Factors

Author: Adonias de Oliveira Teixeira
Advisor: Dr. Djalma Menezes de Oliveira

Co-supervisor: Prof. Dr. Valfredo Azevedo Lemos

ABSTRACT

The use of plants for culinary and therapeutic purposes are traditions in the cultures of
various nations and are widely used in the treatment and prevention of diseases by various
peoples and cultures in various ways. L. thymoides is one of the medicinal plants best known
since ancient times, thanks to its medicinal, edible and flavoring properties, presenting a
great variability of volatile compounds that have diverse biological activities. This research
deals with the chemical study of the plant L. thymoides, also testing its biological activities
against the fungi Penicillium roquefortii, Rhizopus microsporus var. oligosporus,
Aspergillus niger. The identification of the essential oil components of L. thymoides was
performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), where
quantification of the constituents was analyzed by gas chromatography with flame ionization
detector ( CG-DIC). Twenty-seven compounds were identified and quantified, with the main
constituents 0-Cymene (29.70%), followed by Thymol methyl ether (9.50%), Y-Terpinene
(6.30%) and B-Caryophyllene (6 , 00%). For quantification, the internal standardization
technique was used using predicted relative response factors (RRF). The essential oil of L.
thymoides with mass in the range of 8.7 mg. mL-1, showed fungicidal activity, inhibiting
the growth of fungi Penicillium roquefortii INCQS 40075 (ATCC 4845), Rhizopus
microsporus var. oligosporus, Aspergillus niger INCQS 40018 (ATCC 1004).

Keywords: Lippia thymoides, terpenes, relative response factor, quantification.
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Identificacdo e Quantificacdo de Volateis de Lippia thymoides por CG-
EM E CG-DIC Utilizando Fatores de Respostas Previstos

1. INTRODUCAO

O uso de plantas para fins culinérios e terapéuticos sdo tradi¢des nas culturas de
varias nacdes, constituindo ainda hoje um recurso alternativo de grande aceitacdo (Santos
et al. 2008). Plantas medicinais sdo largamente utilizadas no tratamento e prevencao de

doencas por varios povos e culturas de diversas maneiras (Sales, Sartor & Lima 2016).

Entre essas plantas medicinais destacam-se as espécies da Familia Verbenaceae,
pertencente a ordem Lamiales. Esta Familia compreende 35 géneros e 1.035 espécies. Os
géneros mais representativos em namero de espécies sdo: Verbena, Lippia, Citharexylum,
Stachytarpheta, Glandularia e Duranta (Gomes, Nogueira & Moraes 2011; Souza &
Lorenzi 2012). Na regido neotropical ocorrem 32 géneros e 480 espécies, sendo o Brasil
0 pais que apresenta a maior riqueza de tdxons de Verbenaceae com 16 géneros e 290

espécies (Costa et al. 2017).

A L. thymoides (Alecrim do campo) é uma planta aromética da familia
Verbenaceae, natural no Hemisfério Sul e em algumas regiGes tropicais da América do
Norte e Austrélia (Reis et al. 2014). Também conhecida pelos nomes populares, alecrim-
do-cerrado, alecrim-do-campo, alecrim-de-cheiro, sendo bastante empregada no banho
para o tratamento de feridas, as folhas sdo utilizadas como antipiréticas, no tratamento da

bronquite e reumatismo (Silva 2012; May et al. 2010).

L. thymoides é uma das plantas medicinais mais conhecidas desde a antiguidade,
gracas as suas propriedades medicinais, comestiveis e aromatizantes, é bastante utilizada
para fins culinarios e médicos (Achour et al. 2018; Oliveira et al. 2017; Ribeiro et al.
2012). Apresentando propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Sirocchi et al. 2017;
Oliveira et al. 2017; Sales, Sartor & Lima 2016), estimulantes, antiespasmaodica,
emenagogas, cicatrizantes (May et al. 2010), inapeténcia, carditonico, anti-séptico, anti-
tumoral, anti-depressivo natural, vasodilatador (Ribeiro et al. 2014; Carvalho 2004;
Ribeiro et al. 2012).
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L. thymoides é um arbusto de 0,5 a 1,5 m de altura, ramos lisos e quadrangulares.
Folhas opostas nos ramos normais, fasciculadas nos braquiblastos, discolores, coridceas,
0,5 a 1 cm de comprimento; Flores pediceladas, pedicelo com 0,3 a 0,4 cm de
comprimento e de aromas forte e agradavel. (Lorenzi & Matos 2006). L. thymoides é
facilmente distinguivel das demais espécies congéneres encontradas na area de estudo
pelas folhas verticiladas de lamina oblanceolada com venacéo hifédroma e flores de
calice cilindrico (Melo et al. 2010).

Segundo Santos (2015, p. 19) espécies do género Lippia apresentam uma grande
variabilidade de compostos volateis que possuem diversas atividades bioldgicas (Santos,
2015), onde a composi¢do quimica do extrato varia, devido a alguns fatores que
influenciam diretamente na qualidade, quantidade de O6leo e extrato produzido.
Dependendo do continente onde o alecrim é cultivado, do método de extracdo utilizado,
do método de analise, da parte da planta (folha ou caule) e do preparo da matéria prima
(se in natura ou seca) para obtencdo de seus extratos, podemos encontrar composic¢oes
variadas (Carvalho Junior, 2004).

Os terpenos ou seus derivados sdo constituintes majoritarios em 6leos essenciais
de plantas, onde, se constituem como um extenso grupo de moléculas organicas
produzidas como metabdlitos secundarios, principalmente em plantas para evitar ataques
promovidos por agentes externos (Felipe & Bicas, 2017). Terpenos podem ser
encontrados também em organismos marinhos, algas, microrganismos € em menor

extensdo em fungos (Fehlberg, 2011; De Martino et al. 2015).

Quimicamente, os terpenos podem ser definidos como “alcenos naturais”, isto €,
apresentam uma dupla ligacdo carbono-carbono sendo caracterizado como um
hidrocarboneto insaturado (Mc Murry, 2011). Apresentam uma grande diversidade
estrutural derivada da juncdo cabeca-cauda de unidades de cinco atomos de carbonos
chamadas de unidades isoprénicas. As estruturas quimicas formadas através da juncgéo de
duas, trés, quatro, seis e oito unidades isoprénicas, originando os monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40), dentre
outras classificacGes de acordo com a quantidade de carbonos na molécula e/ou unidades

de isopreno presentes (Fehlberg, 2011; Menezes et al. 2017).

Os triterpenos tém despertado grande interesse por parte dos pesquisadores devido
a seu amplo espectro de atividade bioldgica, tais como anti-inflamatdria, antibacteriana,
13



antifingica, antiviral, antitumoral, antidiabética, antiulcerogénica, anticariogénica,
hepatoprotetora, neuroprotetora, antiparasitica, analgésica e antioxidante (Coloma et al.
2011).

Através de estudos anteriores foi evidenciado que as atividades bioldgicas
presentes principalmente em vegetais odoriferos, estdo diretamente atreladas a
composicao quimica de seus 6leos essenciais que trazem como constituintes majoritarios
desse género: o timol, carvacrol, carvona, limoneno, p-cimeno, geranial, linalol, mirceno,
y-terpineno, B-cariofileno e éxido de cariofileno (Costa et al. 2017; Sirocchi et al. 2017,
Linde et al. 2016). Assim como o0s terpenos também é evidenciado um padrdo na
presenca de &cidos fendlicos e fenilpropanoides, como por exemplo anetol, eugenol e o
aldeido cinamico. Essas classes de metabdlitos secundarios pertencem a um dos grupos
mais numerosos e largamente distribuidos de substancias das plantas, que sdo 0s
compostos fendlicos ou polifenois, sendo provenientes das vias biossintéticas do
chiquimato e acetato (Silva 2012).

Silva (2012) investigou o perfil fitoquimico e farmacoldgico da L. tymoides,
correlacionando com o uso popular. Os 6leos essenciais foram obtidos nas quatro estacoes
climatologica, tiveram como constituinte majoritario o sesquiterpeno B-cariofileno.
Segundo a pesquisa, a espécie L. thymoides apresentou potente atividade antioxidante no
ensaio de sequestro do radical DPPH, provavelmente devido ao alto teor de constituintes
fendlicos. Os 6leos essenciais inibiram o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus,
enquanto que as fragbes diclorometano e acetato de etila dos extratos metanélicos das
folhas e caules inibiram o crescimento de S. aureus, Micrococcus luteus e Bacillus cereus
(Silva 2012).

Quantificar e identificar os constituintes quimicos em um 6leo essencial, se tornou
cada vez uma tarefa importante, pois, sdo as proporc¢des destes que determinam as
atividades organolépticas de alimentos, em industria de aromas e fragrancia antes da
importacdo e exportacdo do material, analises de plantas para fins medicinais, etc. (Tissot
etal. 2011).

Quando o objetivo da analise é a determinacdo de um ou alguns constituintes da
amostra, a adi¢do de um padrdo interno pode auxiliar na corregdo de erros analiticos. A
técnica consiste na preparacdo das solucbes padrdo de concentragdes conhecidas da
substancia de interesse, as quais se adiciona a mesma quantidade conhecida de um
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composto chamado padréo interno. Ele é usado como marcador interno para compensar
todos os efeitos que podem alterar a &rea do pico, incluindo as flutuacdes do volume da
amostra injetado (Ciola 1985 ; Bottoli et al. 2004; Fernandes et al. 2003; Tissot et al.
2012).

Idealmente, a substancia usada como padrdo interno deve ser similar a substancia
a ser quantificada, ter tempo de retencdo proximo a esta substancia, ndo reagir com a
substancia ou outro componente da matriz, ndo fazer parte da amostra e, quando
cromatografada, ficar separada de todas as demais substancias presentes na amostra
(Fernandes et al. 2003). A Cromatografia Gasosa é uma técnica para separacao e analise
de misturas de substancias volateis. A amostra é vaporizada e introduzida em um fluxo
de um géas adequado denominado de fase movel ou gas de arraste. Este fluxo de gas com
a amostra vaporizada passa por um tubo contendo a fase estacionaria, onde ocorre a
separacdo da mistura. A fase estacionaria pode ser um sélido adsorvente ou, mais
comumente, um filme de um liquido pouco volatil, suportado sobre um sélido inerte ou
sobre a propria parede do tubo (Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo). (Atkins &
Jones 2001; Muhlen & Lancas 2004).

Esta pesquisa teve como objetivo a identificacdo e quantificacdo dos constituintes
quimicos do 6leo essencial das folhas de uma espécie L. thymoides , utilizando CG-EM e
CG-DIC. Bem como avaliar a atividade antifingica do 6leo frente & Penicillium
roquefortii INCQS 40075 (ATCC 4845), Rhizopus microsporus var. oligosporus,
Aspergillus niger INCQS 40018 (ATCC 1004).

2. MATERIAIS E METODO

2.1 Obtencéo do oleo essencial

As folhas de L. thymoides foram coletadas no dia 07 de Junho de 2017, no
municipio de Maracas — Bahia, cerca de 88 km de distancia do municipio de Jequié.
Regido caracterizada por ser uma zona de transi¢ao entre a caatinga e cerrado, e possui
consideravel variedade vegetativa. Uma exsicata representativa (Figura 1) foi depositada

no herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, sob o registro
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HUESB 12093. Familia: Verbenaceae. Género: Lippia Espécie: Thymoides. O Oleo
essencial foi extraido e doado por Torres (2017), onde este foi armazenado sob
refrigeracdo até o presente momento para o estudo quantitativo e qualitativo.

Figura 1. Foto da exsicata de L. thymoides.

Fonte: Torres 2017

2.2 ldentificacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS)

As analises dos OE’s foram realizadas em cromatégrafo a gas acoplado a
espectrometro de massas Shimadzu modelo QP2010, contendo uma coluna de baixa
polaridade SLBSMS (30 m x 0,32 mm didmetro interno e 0,32 um de espessura do filme)
e carreador de gas hélio com fluxo de 1,80 mL/min, o injetor e o detector estavam & 220
°C. A temperatura inicial da coluna foi programada de 40 °C/ 2 min. chegando a 240 °C /
5min.a 3 °C/min, modo de injecdo Split 1:20, fluxo de purga 3,0 mL/min, presséo 22.2
kPa.

A identificacdo dos constituintes dos OE’s foi realizada com base nos indices de

retencdo comparados aos obtidos do padrdo de hidrocarboneto (C4 - C26), injetados sob
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as mesmas condicdes cromatograficas e no padrdo de fragmentacdo dos espectros de
massas, sendo ambos comparados aos encontrados na biblioteca NIST (2014) e Silva
2012.

2.3 Quantificacdo por cromatografia gasosa com detector por lonizacdo de Chama
(GC-FID)

A quantificacdo dos componentes do 6leo essencial da L. thymoides foi realizada
por meio da cromatografia gasosa, utilizando equipamento Varian, modelo CP 3800, com
detector de ionizacdo de chama (GC-FID), com coluna capilar DBS 0,25mm de diametro
interno, 30 m de comprimento e 25 um de filme liquido THK. Amostras de 6leo essencial
da L. thymoides foram pesadas em balanca analitica de precisao e diluidas em 1 mL de
solvente (Tolueno). Apds preparadas, 1puL foi injetado em razdo de splitl:10, com
temperatura inicial: 40°C/ 2min., Rampa de Aquecimento: 3°C.min~t, Temperatura final:
240°C/ 5 min. . A vazio de gas de arraste (Nitrogénio) foi de 3 mL.min"?, e temperatura
de injetor de 220°C, a temperatura de interface de 240° C, a pressdo na coluna de 14

psi. Gas de make up: ar sintético, nitrogénio e hidrogénio.

2.4 Quantificacéo dos constituintes

Para o preparo das solucdes, foi pesado 40,8 mg da amostra de 6leo essencial e
1,0 mg do padrdo interno (Nerol) em balanca analitica e diluida em at¢ 1000 pL do
solvente Tolueno. Foi injetado 0 volume de 1 uL desta solu¢do sob as mesmas condigdes

de anélise relatadas.

A quantificacdo foi realizada através de célculos feitos em uma planilha no excel
com base no trabalho de Cachet et al. 2016, utilizando os fator de resposta relativa
(RRFs) previstos de cada constituinte contido no oOleo, realizando assim uma
padronizacdo interna, que € um método frequentemente utilizado para quantificacdo de
constituintes em 6leo essencial. (Tissot et al. 2012). A quantificacéo € realizada com base
na comparacdes entre os sinais do padréo interno, externo ou adi¢do padréo (quantidades
conhecidas) com dos analitos presentes, onde atraves deste metodo € possivel determinar

o0 nivel destes presente no 6leo (IOFI 2011). O nerol foi utilizado para a padronizagéo
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interna (figura 2), sendo este ausente na amostra, mas possuindo caracteristicas similares

com os constituintes no dleo essencial da L. thymoides.
Figura 2. Estrutura quimica do nerol.
CHg

X

OH

HsC CHj

Nerol

O dleo é injetado juntamente com o padrdo interno, onde suas respostas sdo
corrigidas utilizando o RRF previsto, sendo este calculado a partir da formula molecular

e numero de anéis benzénicos contidos em cada analito (Cachet et al. 2016).

Os fatores de respostas (RRF’s) previstos sdo obtidos pela equacgéo a seguir, na

forma simplificada, ideal para amostras de 6leos (Tissot et al. 2012):

RRFi= 10° (MWi/MWhey) (-61,5 + 88,8nc + 18,7n4 -41,3n0 3,8ns - 20,2n¢ -23,5nci -
10,2ngr-1,07n =121ngenz) ™

Equacéo 1

Onde nC, nH, nO, nS, nF, nCl, nBr, nl, representam nimeros de atomos de
carbono, hidrogénio, oxigénio, enxofre, fluor, cloro, bromo e iodo respectivamente no
composto; nBenz é o numero de anéis de benzeno, e MW; e MWp sd0 as massas
moleculares do analito e o padréo interno, respectivamente. A Equacdo 1 é derivada das
entralpias de combustdo dos compostos, considerando que o detector por ionizagdo por
chama (DIC ou FID em inglés) opera por combustdo e as entalpias de combustdo dos
compostos detectados apresentaram, segundo a literatura, excelente correlagédo linear com

os fatores de respostas para este detector (Saint Laumer, J-Y. et al, 2010).

Quando adiciona-se um padrdo interno em uma amostra real, a quantificagdo é

obtida pela equacéo:
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mi1= (a1 X mp X RRF)/Ap
Equacéo 2

Onde m: e A massa a ser quantificada do constituinte e &rea deste,
respectivamente; Ap e mp= &rea e massa do padrao interno, respectivamente; RRF: Fator

de resposta relativa previstos dos constituintes.

Também foram calculadas as quantificacGes sem a utilizacdo do RRF, sendo este

calculado pela equacdo:
mi= (a1 X mp )/Ap
Equacéo 3

Sendo este para comprovacado da eficiéncia deste método. Onde m1 e A1: massa a
ser quantificada do constituinte e area deste, respectivamente; Ap € mp= area e massa do

padrdo interno, respectivamente.

2.5 Avaliacao preliminar de atividade antifiingica

Com auxilio de uma balanca analitica (Shimadzu) pesou-se 4,329 de PDA (Potato
Glucose Agar — Fluka), e preparou-se uma solucdo a 110 mL para o preparo do meio de
cultura. As placas de petri utilizadas para os testes, foram autoclavadas juntamente com
a solucdo de PDA a 121°C, durante 15 min, com uma pressdo de 1 atm. Os meios de
culturas foram confeccionados com 10 mL da solu¢do em cada placa de petri em capela

estéril de ultravioleta (UV).

Foram preparadas dez solugcbes a partir do oleo essencial das folhas de Lippia
Thymoides., com concentracfes de 5 a 50 uL, onde foram completados a 1 mL com
cloroformio CHCI3. Confeccionou-se discos de papel filtro de 5 mm de diametro onde
foram adicionados sobre as culturas e mantidos estéries a temperatura ambiente.
Posteriormente adicionou-se 2 gotas das solugdes preparadas do dleo sobre cada disco.
Cada disco foi colocado sobre meio de cultivo apropriado, sendo adicionado uma pequena
aliquota dos fungos ao lado dos discos. Foram realizadas triplicatas de cada solugéo

durante cinco dias a 30° C em estufa bacterioldgica, apropriada para o crescimento destes.
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Para os ensaios de atividade antifingica foram utilizados os seguintes fungos:
Penicillium roquefortii INCQS 40075 (ATCC 4845), Rhizopus microsporus var.
oligosporus, Aspergillus niger INCQS 40018 (ATCC 1004).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlises dos cromatogramas, identificagdo e quantificacdo dos constituintes

Segundo Mihlen 2009, os indices de retencdo mais utilizados sdo conhecidos
como indices de Kovats (KI) e indices de retencdo com programacdo linear de
temperatura. O Indice de Kovats foi introduzido em 1958 para ser utilizado em
separacdes isotérmicas, e pode ser calculado empregando-se a equagéo 1:

tc—tn
|

IRL = 100[ —"— +n

— Equacéao 4
Onde: IRL - indice de retencdo linear; tc - tempo de retencdo do composto de
interesse; th+1 - tempo de retengdo do hidrocarboneto posterior; n - n° de carbonos do

hidrocarboneto anterior.

O indice de retencdo dos componentes € obtido por interpolacdo, onde sera
relacionado o tempo de retencdo do analito em estudo com o tempo de retencdo de dois
padrBes, geralmente hidrocarbonetos, eluidos um antes e um ap6s o pico do analito de
interesse (Inczedy, Lengyel & Ure 1998). Durante a pesquisa foram realizadas
temperaturas programadas, logo a formula utilizada foi extraida de seu algoritmo original,

obtendo a equacdo 4.

Utilizando-se a técnica de GC-MS identificaram-se varios compostos citados na
literatura (Costa et al. 2017; Sirocchi et al. 2017; Linde et al. 2016) como sendo
componentes importantes contidos no 6leo essencial do alecrim. Através das Firguras 3
e 4, foi possivel observar o cromatograma, bem como os espectros de massas dos

principais constituintes obtidos pela analise no GC-MS do OE da L. thymoides.
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Figura 3. Cromatograma do Gleo essencial da da L. thymoides, a) tempo de 8 a 15min; b) tempo

de 15 a 25 min.; c) tempo de 25 a 40 min.
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O o-cimeno € o constituinte majoritario, esta molécula é comumente encontrada
em diversos OE de variadas plantas, especialmente do género Lippia, ho cromatograma
observa-se em m/z = 134 o ion molecular do o-cimeno, com destaque na m/z= 91
correspondente ao ion tropilium e os fragmentos do anel aromatico com m/z = 77, figura
4 (a).

O y-Terpineno é o segundo constituinte majoritario identificado no o6leo da L.
thymoides, sendo este também relatado na literatura como um dos constituintes
encontrados em plantas esta espécie de Lippia, observando-se o ion molecular em m/z=

136, destacando o ion com m/z= 121 correspondente a perda de uma metila (-CHz) , m/z=
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93 correspondente perda do grupo isopropil (-CHCHsCHz) e os fragmentos do anel

aromatico com m/z = 77, sendo observado na figura 4 (b).

Timol metil éter, foi o terceiro constituinte majoritario, pois este, & encontrado
naturalmente em extratos de plantas citricas e em Oleos essenciais de plantas, é
pertencente a classe dos fenilpropandides (ESCOBAR, 2010). O Espectro de massa deste,
apresenta um ion molecular com m/z= 164, sendo o pico base m/z= 149, correspondente
a perda de uma metila (-CHs), m/z= 133 correspondente a saida de uma metoxila (-
OCHpa), destacando também m/z= 91 correspondente ao ion tropilium e os fragmentos do

anel aromatico com m/z = 77, figura 4 (c).

Para o B-Cariofileno foi apresentado um ion molecular com m/z= 189, perdendo
os principais radicais (-CH2C(CHs)2) obtendo m/z=56, fragmentando (-
CHCH>C(CH?3).CHCH_) obtendo o pico com m/z= 93, sendo observado também um pico
com m/z= 91 correspondente ao ion tropilium que pode ser formado durante a
fragmentacdo, figura 4 (d). Este produto natural € um composto ndo esteroidal que possui
efeitos antiinflamatorios. Atua blogueando a sintese de prostaglandinas inibindo a
ciclooxigenase, que converte o acido araquiddnico em endoperoxidos ciclicos: 0s
precursores das prostaglandinas. Como resultado, o trans-cariofileno tem acéo analgésica,

antipirética e inibitoria de plaquetas (Abu-Shandia et al. 2015).
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Figura 4. Espectros de massas dos constituintes principais, a) 0-Cimeno; b) y-Terpineno e ¢) Timol metil éter e d) B-Cariofileno
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Continuacéo figura 4.
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Segundo a pesquisa de Silva 2012, os 6leos essenciais foram obtidos nas quatro
estacOes climatolégica. Logo, dentre todos os constituintes, foi observado a
predominancia do sesquiterpeno [3-cariofileno como constituinte majoritario em todos os
oleos, variando entre 17,22 % em no outono e 26,27 % no inverno. A pesquisa houve uma
variacdo dos constituintes que apareceram em maior propor¢ao em seguida ao f -
cariofileno, esta variacdo foi observada de acordo com as estagcbes do ano, sendo 0s
constituintes canfeno (5,44%), canfora (8,61 %), borneol (5,33%) ¢ a-cariofileno (5,05

%), representando assim 41,65 % do 6leo das plantas coletadas no outono.

Comparado com os dados obtidos nesta pesquisa, pode-se observar uma diferenga na
quantidades de constituintes majoritarios, constatando também diferenca na sua
identificacdo. A Tabela 1 e figura 5 é destacado os 27 compostos identificados usando-se
o sistema CG-EM, onde mostraram que a maioria dos constituintes principais sdo
monoterpenos, sendo 0s majoritarios: 0-Cimeno (29,70 %), seguido do Timol metil éter
(9,50 %), Y-terpineno (6,30 %) e o B-Cariofileno (6,00 %) que é o sesquiterpeno, com
confirmacdo pelo IR comparados pela literatura (Silva 2016) e fragmentacao do espectro
de massas, sendo que no outono no trabalho de Silva 2016 foram identificados 29

constituintes.

Figura 5. Constituintes identificados e quantificados no 6leo essencial da L. thymoides.
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Foi observado que no trabalho de Silva et al. (2016), comparando os dados quimicos
com as informagbes climatoldgicas, que houve uma tendéncia de L. thymoides em
sintetizar sesquiterpenos, com destaque para o B-cariofileno, em periodos com baixas
insolacdo e temperatura média e elevada umidade relativa do ar, como no inverno. Da
mesma maneira, observa-se redugido da sintese do B-cariofileno em periodos com alta

insolacéo e baixa umidade relativa do ar, como no verdo (Silva et al. 2016).

O que pode ser explicado a alta producdo de o-cimeno e baixa produgdo f-
cariofileno destacado nesta pesquisa, € o tipo de bioma onde ocorre a planta. Pode-se
observar pelos resultados apresentados na tabela 1 que, a maioria dos valores dos indices
de retencdo dos constituintes estudados estdo coerentes com os valores encontrados na

literatura, de acordo com a polaridade da coluna cromatogréfica.

Através da padronizagdo interna e dos célculos de fator de resposta relativa (RRF),
foram feitas as quantificacdes de cada constituinte no 6leo essencial, sendo esta etapa de
grande importancia para estudos quimicos e farmacéuticos, pois através destes valores

que sdo definidas concentragdes ocorrem atividades.

E recomendado a utilizac4o da técnica de quantificacdo por RRF, pois esta permite
a quantificacdo de compostos volateis de 6leos essenciais, pela cromatografia gasosa com
deteccdo por ionizacdo de chama (CG-DIC) , sem a presenca de compostos auténticos, e
também em muitos casos pode evitar procedimentos de calibragdo demorados. Sendo este
tipo de decteccdo mais robusto que os detectores por massa (GC-MS). As determinacgdes
de MS sem fatores de resposta exibiram uma falta de precisao e reprodutibilidade, como
é abordado no trabalho de Cicchetti et al. 2008. Os fatores de resposta relativa (RRF)
podem ser previstos a partir da formula molecular do composto, sendo aplicada tambem
a compostos contendo os atomos C, H, O, N, S, F, Cl, Br, | e Si. , desde que a formula
molecular e o nimero de anéis de benzeno nos analitos tambem sejam conhecidos (Cachet
et al. 2016).
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Tabela 1. Constituintes do 6leo essencial identificados e quantificados com seus respectivos RRF previstos

Pico Composto FM IRLit IRcac  Area % Area RRFca m(mg)* m%* m(mg)** m%**
Pl Nerol (P.I) CoHiO 1228 1221 1965381 1.20% 08913 100 150% 1,00 1.20%
1 a-Tujeno CioHis 931 932 488776 180% 07846 1,16 180% 148 1,80%
2 o-Pineno CioHis 939 937 667004 250% 07846 161 240% 205 250%
3 Canfeno CioHis 953 952 143305 0,60% 07846 037 060% 047 0,60%
4 Sabineno CioHis 075 977 613222 1090% 07846 122 180% 155 1,00%
5 B-Pineno CioHis 980 981 240595 1,550% 07846 099 150% 126 150%
6  B-Mirceno CioHis 991 997 453113 180% 07846 117 180% 149 1,80%
7 3-Careno CioHis 1011 1024 309981 150% 07846 097 150% 124 1,50%
8  0-Cimeno CioHus 1026 1024 7726517 3050%  0,7846 1955 29,70% 24,92 30,50%
9 D-Limoneno CioHis 1030 1020 1486491 070% 07846 045 070% 057 0,70%
10 1,8-Cineol CuoHiO 1033 1032 320216 1,90% 08914 138 210% 154 1,90%
11 p-Ocimeno CioHis 1062 1069 68210 020% 07846 011 020% 014 0,20%
12 y-Terpineno CioHis 1177 1181 1550348 650%  0,7846 415 6,30% 53  6,50%
13 Canfora CuHiO 1225 1224 48453 020% 09101 016 020% 0417 0,20%
14 Terpinen-4-ol CoHiO 1338 1340 246811 110% 08914 081 120% 091 1,10%
15  Timol metil ter  CuHiO 1418 1414 1972043 850% 09076 629 950% 693 850%
16 é.rigiuﬁfnm CuoHwO 1454 1450 520836 2,60% 08295 176 270% 212 2,60%
17 Carvacrol CiHiO 1480 1476 205034 120% 08102 08 120% 099 1,20%
18 Acetatodetimol  CuHiO» 1350 1345 355057 210% 09248 162 250% 175 210%
19 Copaeno CisHas 1376 1372 267288 180% 07705 111 170% 145 1,80%
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Continuacao da Tabela 1

20  B-Cariofileno CisHas 1418 1414 1004956 6,20%  0,7705 3,93 6,00% 51  6,20%
21 B-Farneseno CisHas 1456 1456 113834 0,60%  0,7705 04 0,60% 052  0,60%
22 a-Cariofileno CisHas 1454 1450 254409 1,90%  0,7705 1,17 1,80% 151  1,90%
23 Germacreno D CisHas 1480 1476 453829 3,10%  0,7705 1,92 2,90% 249  3,10%
24 g-Zingibereno CisHas 1493 1491 200954 1,40%  0,7705 0091 1,40% 1,18  1,40%
25  a-Muuroleno CisHas 1500 1500 91994 050% 07705 033 0,50% 0,43  0,50%
26  Calamelene CisH2 1529 1519 47106 030%  0,7798 022 0,30% 028 0,30%
27 Oxido de cariofileno CisHzsO 1582 1577 37519 0,30% 08512 0,19 0,30% 023 0,30%

Nao identificados 3638969 15,06%  0,8081 6,59 16,5% 8,15601 16,4%

Sﬁg";‘]t‘ﬁxassas 24164309 100,0% 40,0 100,0% 49,8 100,0%

Identificados 20525340 84,94% OE (mg) = 40,8 83,5%

Recuperagéo global (%0) 98% 122%

Erro -2% 22%

Legenda: PI: Padréo interno; (*) Quantificagio utilizando o RRF; (**) Quantificagdo com RRF = 1; IRteor: indices de retenco teorico;

IRcalc.: indices de retencéo calculado; Massa de OE de L. Thymoides pesada foi de 40,8 mg; RRFmédio = 0,8081 (ndo identificados).

28



Para realizar a quantificacdo dos constituintes utilizando os fatores de respostas
relativa previsto, geralmente € necessério a utilizacdo de um padréo especifico para cada
constituinte do 6leo essencial, mas Oleos essenciais ha uma grande variedade de
constituintes, onde para a determinacdo experimental de todos os fatores de resposta, 0
método torna-se extremamente tedioso, demorado e com alto custo. Além disso, nem
sempre todos os padrdes estdo disponiveis em laboratorios analiticos e comercialmente.
Logo, através desta pesquisa utilizou-se a padronizacao interna para a quantificacdo dos
constituintes, onde com o valor da area do padréo interno pode-se realizar a quantificacdo
dos constituintes, utilizando também os RRFs calculados, que sdo feitos com a Equacéo
1.

Através da tabela 1 podemos observar que os valores das quantificacdes realizada
utilizando o RRF calculados obteve-se valores mais confiaveis, sendo observado pela
porcentagem do erro obtido da quantificacdo sem a utilizacdo do RRF (erro = 22%), com
o0 valor obtido com a utilizacdo do RRF (erro = -2%), comprovando assim eficiéncia do
método utilizado, onde pode ser observado também pelos valores das recuperacdes. No
trabalho de Tossi et al 2012 € relatado que a utilizacdo de um padrédo interno quando
adicionado a mistura, e as quantidades constituintes sdo determinadas assumindo que
todos os fatores de resposta relativos a este padrdo interno sdo iguais a 1 ou sem a
utilizacdo deste, provou ser muito imprecisa, com vieses de até mais de 40%, comparado

com os valores dos RRFs previstos.

O padrao interno apesar de ser semelhante aos encontrados no 6leo, ele é um
terpeno oxidado, ou seja, aumentaria a confianca dos resultados obtidos com a utilizacéo
de um padrdo interno mais similar aos compostos do 6leo, sendo que houve a presenca
de oito compostos que a similaridade se aproximaram do padrao interno, ocorrendo assim
um pequeno erro nos resultados obtidos, gerado pelo o efeito de matriz ocorrido, sendo
também que este pode ter acontecido pelo elevado valor na massa utilizada do padrédo

interno, causando assim o erro de -2%.

3.2 Avaliagédo preliminar de atividade antifungica

O desenvolvimento e a inibicdo de microrganismos foram avaliados segundo

método modificado de Tomazoni et al. 2016, em diferentes concentra¢cBes de Oleo
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essencial utilizando meio de agar batata-dextrose (PDA). As concentracdes do 6leo
essencial foram de 5 a 50 pL/ mL de solvente (cloroférmio). A incubacdo foram
realizadas em estufa bacteriolégica, (apropriada para o crescimento destes), em um
periodo de 5 dias a 30°C, sendo para cada fungo, foram realizadas triplicadas de cada

concentracdo preparada.

Na pesquisa de Oliveira etal. 2017 o foram testados extratos da Lippia., atuando
em biofilmes monomicrobianos de C. albicans, S. aureus, E. faecalis, S. mutans e P.
aeruginosa, atuando tambem como em biofilmes polimicrobianos formados por C.
albicans com cada bactéria. Em relacdo as linhagens celulares, o extrato promoveu
viabilidade celular acima de 50% (< 50 mg / mL). Mostrou efeito antiinflamatorio
significativo, controlando a sintese de IL-1 e TNF-a por RAW estimulado por LPS 264.7
(Oliveira et al. 2017). Outros estudos, tambem mostraram a eficiencia da utilizacdo de
diferentes extratos de Lippia. Em alguns tipos de celulas tumorais como, cancer de
prostata (Petiwala et al. 2014), pancreas ( Gonzalez-Val.inas et al. 2014), carcinoma

hepatocelular e cancer de ovario ( Wang, Li & Zu 2012).

Nos ensaios bioldgicos realizado por Silva 2012, constatou que os 6leos essenciais
da espécie L. Thymoides inibiram o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus,
apresentando também atividade antinociceptiva em camundongos, provavelmente pelo
efeito anti-inflamatorio do B-cariofileno, 1,8-cineol, canfeno e borneol. Atividade
espasmolitica in vitro em 6rgéos isolados, com os 6leos essenciais relaxando Utero de rata
e aorta de rato de maneira independente do endotélio (Silva 2012). A tabela 2, mostra os
resultados dos testes antifngicos envolvendo o OE contra trés tipos de fungos. Observa-
se gque o produto a partir de uma concentracdo de 10 puL /mL (correspondente a 8,7
mg.mL™?) ja inibiu o crescimento de todos os tipos de fungos utilizados para os testes. Ja
em concentracOes abaixo de 10 pL /mL, os fungos mostraram resisténcia ao OE. Assim,
na presente pesquisa, mostramos a atividade anti-fungica do OE das folhas da L.

thymoides, e seu efeito sobre o crescimento de trés espécies de fungos.

Segundo a literatura alguns destes compostos apresentam interessantes
atividades bioldgicas, como o0-Cimeno, y-Terpineno e o Timol metil eter possuem
atividades antibacteriana e antifingica (Bitu et al. 2012; Mendes et al. 2010; Sarrazin et
al. 2012; Soto-Dominguez et al. 2012; Escobar et al. 2010; Sarrazin et al. 2015), o
limoneno e germacreno D, possuem atividades antifungicas, antibacteriana
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(Olivero-Verbel et al. 2009; Escobar et al. 2010; Montanari et al. 2011) e funcionam
como sinalizadores fundamentais no relacionamento de plantas e insetos (Souza et al.
2007), B-cariofileno possui acdo anestésica, antibacteriana e antifingica (Aguiar et al.
2008; Escobar et al. 2010; Souza et al.. 2007), mirceno tem atividade analgésica e
antifangica (Sarrazin et al. 2012; Souza et al. 2007), B-pineno possuindo acdo antiseptica
e antimicrobiana (Souza et al. 2007). Constituintes que possuem atividades bioldgicas,

sd80 como precusores para sinteses destes e utilizados em farmacos (Costa et al. 2017).

Tabela 2. Testes bioldgicos com o dleo essencial da L. thymoides

Fungos O.E (uL/mL)
5 10a50
Penicillium roquefortii  INCQS 40075 ] .
(ATCC 4845).
Rhizopus microsporus var. oligosporus. - +
Aspergillus niger INCQS 40018 (ATCC ] N
1004).

Legenda : + Ativo; - Inativo

E relatado no trabalho de Silva et al. (2016) que, outros trabalhos anteriores
revisaram extensivamente a quimica da Lippia e descobriram que 0os componentes com
maior freqiiéncia nos 6leos essenciais desse género sdo o limoneno, o B-Cariofileno, o p-
cimeno, a canfora, o linalol, 0 a-pineno e o timol. Sendo que o B-Cariofileno é o
constiuinte majoritario nos 6leos essenciais coletados em diferentes esta¢des do ano, mas
é relatado que este ndo seja o principal responsavel pelas atividades antimicrobianas, pois
todos os 0leos essenciais é constituido por uma grande variedades de compostos que que
influenciam em atividades bologicas (Silva et al. 2016), o que ¢é evidenciado no atual
trabalho, que mesmo com baixas concentracdes de B-cariofileno, o 6leo essencial
conseguiu inibir o crescimento dos fungos estudados.

Outro ponto importante a ser considerado é a morfologia do microorganismo, pois
segundo a literatura, terpenos (pricipalmente monoterpenos e sesquiterpenos) induzem
alteracdo na membrana bacteriana, promovendo ruptura e aumentando a permeabilidade,
levando a concluséo de que a estrutura da membrana desta influencia nas atividades
biologicas, sendo explicado assim o efeito seletivo do 6leo essencial da L. thymoides
contra bactérias e fungos (Silva et al. 2016). Logo, é comprovado que estes constituintes
majoritarios identificados através da pesquisa, possuem atividades biologicas
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antifuingicas, como foi ecidenciado pela inibi¢cdo do crescimmento dos fungos, onde os
resultados demonstram que L. Thymoides € uma fonte de substancias de interesse
farmacéutico, comprovando parcialmente a utilizacdo popular dessa espécie no

tratamento de feridas, febre e reumatismo.

4. CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados, foi evidenciado que a espécie Lippia
Thymoides ¢ uma possivel fonte de substancias com diversas atividades biologicas,
atestando seu uso na medicina. Foi comprovado a importancia da padronizacéo interna e
dos calculos de fator de resposta relativa (RRF), sendo essa uma ferramenta de
quantificacdo rapida para misturas complexas e uma maneira de quantificar compostos,
onde através desses foi possivel corrigir os valores obtidos durante as analises e

quantificar cada constituinte do 6leo essencial.

Com base no potencial bioldgico, esta planta medicinal, conclui-se que esta tem
grandes chances de ser um promissor agente terapéutico aplicado em algumas
formulag@es, pois foi comprovada sua eficacia em diversas areas de aplicacdo, como
evidenciado nesse estudo que mostrou um alto poder na inibicdo do crecimento dos
fungos Penicillium roquefortii, Rhizopus microsporus var. oligosporus, Aspergillus

niger, utilizando solucGes em pequena concentracdes do 6leo da Lippia Thymoides.
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