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RESUMO

Os 06leos essenciais (OE) sdo um produto liquido natural sintetizado por plantas aromaticas a
partir de seu metabolismo especializado para defesa e que, historicamente tem sido utilizado
no mundo pelas sociedades humanas. Eles sdo obtidos por meio de extracdo de diferentes
partes das plantas, como flores, folhas, galhos, cascas, frutas e sementes. No processo de
extracdo sdo produzidos extratos liquidos de odor caracteristico e variado numero de
compostos volateis com potencial de utilizacdo como fitomedicamentos e fitodefensivos. O
Brasil, como pais megabiodiverso, tem grande potencial de uso de suas plantas nativas ao
desenvolvimento de produtos naturais. Uma planta amplamente distribuida no Bioma Pampa,
com grande potencial para extracdo de OE é a Aloysia gratissima. O OE dessa espécie tem
sua composi¢do quimica e rendimento que variam em decorréncia da parte da planta utilizada,
local e época do ano que é coletada. Assim, surgiu o objetivo de identificar a variacdo de
rendimento e compostos quimicos presentes no OE de A. gratissima em relacdo as partes das
plantas utilizadas e diferentes locais de coleta. Para isso, utilizou-se um arranjo metodoldgico
em duas etapas, onde inicialmente foi realizada uma revisdo sistematica e, em seguida, uma
pesquisa de campo. A revisdo foi realizada em artigos publicados nos Gltimos 10 anos sobre
OE de A. gratissima, seus compostos quimicos e atividade biologicas. A investigacdo de
campo foi realizada com material vegetativo de A. gratissima coletado em dois sitios
geograficos distintos no municipio de Sant’Ana do Livramento - RS, e posterior extragdo do
OE. Além do registro do rendimento, posteriormente foi realizada a analise de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa para identificar a composicdo quimica do OE
extraido. Assim, com esses resultados, avaliou-se as diferencas quimicas entre as amostras

bem como incita-se o debate sobre inovacéo a partir do uso da biodiversidade local.

Palavras-chave: Bioma Pampa. Extracdo. Garupd. Diversidade. Rendimento.



ABSTRACT

Essential oils (EO) are a natural liquid product synthesized by aromatic plants from their
specialized defense metabolism. They have been used throughout history by human societies
all over the world. They are obtained through the extraction of various parts of the plant, such
as the flowers, leaves, branches, barks, fruits, and seeds. The extraction process produces
liquid extracts with a characteristic odor and a wide range of volatile compounds. These
compounds have potential for use as phytomedicines and phytodefense products. As a
megabiodiverse country, Brazil has great potential for using its native plants to develop
natural products. One of the most widespread plants in the Pampa Biome with great potential
for EO extraction is Aloysia gratissima. Depending on the part of the plant used and the place
and time of year of collection, the chemical composition and yield of EO from this species
varies. Therefore, the aim was to determine the variation in yield and chemical compounds
present in A. gratissima EO depending on the plant parts used and the different collecting
sites. For this purpose, a two-step methodological approach was used. First, a systematic
review was performed, followed by a field survey. The review was carried out on the articles
published in the last 10 years on A. gratissima EO, its chemical compounds, and its biological
activity. The field study was carried out using vegetative material of A. gratissima collected
from two different geographical locations in the municipality of Sant'/Ana do Livramento —
RS, and then the EO was extracted. In addition to recording the yield, gas chromatography
coupled with mass spectrometry was used to identify the chemical composition of the
extracted EO. With these results, the chemical differences between the samples were
evaluated and the debate on innovation based on the use of local biodiversity was encouraged.

Keywords: Pampa Biome. Extraction. Garupd. Diversity. Performance.
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INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS
INTRODUCAO

Os oleos essenciais (OE) sdao compostos volateis derivados de plantas que consistem
de uma mistura de componentes complexos e volateis, como 0s monoterpenos, sesquiterpenos
e dos fenilpropanoides, que sdo responsaveis pelas caracteristicas desejaveis dos Oleos
essenciais, como o aroma (PAZ et al., 2021). Sdo utilizados desde o inicio da histéria da
humanidade para saborear comidas e bebidas; disfarcar odores desagradaveis; e controlar
problemas sanitarios, influenciando o bem-estar dos seres humanos e animais (FRANZ,
2010).

Os OE podem ser extraidos de diversas partes da planta, como folhas, flores, galhos,
sementes, etc. A utilizacdo dos OE apresenta-se de maneira multidisciplinar devido a grande
variedade de acBes bioldgicas, bem como por sua aplicabilidade em diferentes linhas de
producdo e valor terapéutico e popular (MACHADO; FERNANDES JUNIOR, 2011).

Entre as plantas que podem ser encontradas na América do Sul que podem ser
utilizadas para a realizacdo de extracdo de OE estdo as plantas do género Aloysia
(Verbenaceae), que possui cerca de 30 espécies, distribuidas nas Américas, indo dos Estados
Unidos até a Patagdnia (SANTOS, 2007). E, entre os representantes desse género, uma das
espécies aromaticas com grande potencial de utilizacdo do seu OE é a Aloysia gratissima
(GILLIES & HOOK.) Tronc.

Esta espécie boténica ocorre em varias regies da América do Sul, como Brasil,
Argentina, Paraguai e Uruguai e, apresenta uma grande variedade de nomes populares, como
alfazema-do-brasil, erva-de-nossa-senhora, erva-santa e garupa (SANTOS, 2018). O OE das
partes aéreas de A. gratissima tem sido investigado e demonstrou alta variabilidade quimica
em sua composicdo, bem como importantes bioatividades (FRANCO et al., 2007; SANTOS
et al., 2013; SANTOS et al., 2015; SOLER et al., 1986; TROVATI et al., 2009). Os OE
podem proporcionar efeitos bioldgicos, como anestésico, antibiético, anti-inflamatério, acéo
antibacteriana e virrucida (BENOVIT et al., 2015; GARCIA et al., 2018; SANTOS et al.,
2021a, 2021b).

A composic¢do quimica dos OE pode variar em decorréncia do ambiente no qual a
planta se encontra, podendo ocorrer um redirecionamento em sua rota metabolica,
ocasionando a biossintese de diferentes compostos (DE MORAIS, 2009). Os constituintes

quimicos os OE da A. gratissima sdo influenciados por condi¢fes climaticas e geogréficas,
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podendo alterar seu potencial de uso como produto natural. Com isso, 0s seus constituintes
podem sofrer diferencas em quantidade e potencialidade dependendo da regido e época de
colheita (SANTOS et al., 2013). A variabilidade da composi¢cdo do OE assim como 0 seu
rendimento também pode depender da parte da planta utilizada.

A dissertacdo estd organizada em dois capitulos. No primeiro hd uma revisdo
sistematica em que estdo retratadas pesquisas realizadas nos ultimos 10 anos sobre os OE de
A. gratissima, sua composi¢do quimica e seus potenciais biologicos identificados. No segundo
capitulo esta descrito o trabalho de coleta, extracdo e andlise da composicdo quimica e

rendimento dos OE da A. gratissima coletados em dois sitios geograficos distintos.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Diante do fato de que ha uma grande diversidade na composicdo quimica dos OE da A.
gratissima, surgiu a necessidade de identificar a diferenca de rendimento e compostos
presentes nos Oleos essenciais de diferentes partes vegetativas desta espécie boténica
coletadas no verdo em locais com distintos tipos de solo.

Objetivos especificos

e Avaliar o rendimento dos OE de A. gratissima extraidos a partir de trés diferentes
partes das plantas provenientes de populagdes naturais coletadas no verdo em dois
locais geomorfologicamente distintos;

e Analisar a composicdo quimica dos OE de A. gratissima extraidos a partir de trés
diferentes partes das plantas provenientes de populagdes naturais coletadas no verao

em dois locais geomorfologicamente distintos.
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Brazilian Journal of Environmental Sciences

Resumo

Os 6leos essenciais (OE) sdo metabdlitos secundarios armazenados em diferentes 6rgdos de
plantas aromaticas. Dentre as plantas encontradas no Bioma Pampa com potencial para
extracdo de OE, destaca-se a Aloysia gratissima, o garupa. O uso sustentavel de plantas
nativas € uma estratégia de conservacéo da biodiversidade. Assim, ao conectar as pesquisas e
a estratégica necessidade de valorizagdo da sociobiodiversidade na América do Sul, essa
revisdo busca analisar sistematicamente estudos cientificos sobre os efeitos bioldgicos,
rendimento e composicdo quimica do OE do garupa. A revisao incluiu artigos publicados
entre 2012 e 2022 a partir dos seguintes critérios de inclusao: a) nos idiomas inglés,
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espanhol ou portugués, b) relacionado a 6leos essenciais, ¢) sobre compostos quimicos e
atividade bioldgica. Dentre 99 artigos obtidos, 13 fizeram parte da analise a partir da
construcdo do corpus textual. Com isso, foram realizadas as analises de similitude e
hierarquica descendente com o uso do Iramuteq. Os 13 artigos apresentavam dados sobre a
composicdo dos oleos de A. gratissima e destes, 10 avaliaram as propriedades bioldgicas e 8
apresentaram dados de rendimento. Assim, o rendimento variou 0,25 a 1,14% e os principais
compostos encontrados nos estudos foram: 1,8-cineol, B-pineno, guaiol, sabineno, [-
cariofileno, a-Pineno, biciclogermacreno, espatulenol, trans-pinocanfone e acetato de trans-
pinocarveol. Ainda, os resultados demonstram que os OE possuem potencial de uso para
insumos em fitomedicamentos e bioinsumos agropecuarios, uma vez que possuem atividades

antifangica, antibacteriana, analgésica e repelente.

Palavras chaves: efeitos bioldgicos; composi¢do quimica; plantas nativas; produtos naturais;
Bioma Pampa.

Essential oil composition and biological activities of Aloysia gratissima (Gillies & Hook.)

Tronc. (Verbenaceae): a systematic review

Abstract

Essential oils (EO) are secondary metabolites stored in various organs of aromatic plants.
Among the plants found in the Pampa Biome with potential for EO extraction, Aloysia
gratissima, the garupa, stands out. The sustainable use of native plants is a strategy for
conserving biodiversity. Therefore, linking research and the strategic need to value socio-
biodiversity in South America, this review aims to systematically analyze scientific studies on
the biological effects, yield and chemical composition of Garup4 OE. The review included
articles published between 2012 and 2022 based on the following inclusion criteria: a) in
English, Spanish, or Portuguese, b) related to essential oils, and ¢) on chemical compounds
and biological activity. Of the 99 articles obtained, 13 were included in the analysis based on
the construction of the textual corpus. Similarity and descending hierarchical analyses were
carried out using Iramuteq. The 13 articles presented data on the composition of A. gratissima
oils, of which 10 evaluated the biological properties and 8 presented yield data. Thus, the
yield varied from 0.25 to 1.14% and the main compounds found in the studies were: 1,8-

cineole, p-pinene, guaiol, sabinene, R-caryophyllene, a-Pinene, bicyclogermacrene,
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spathulenol, trans-pinocampone and trans-pinocarveol acetate. Furthermore, the results show
that EO have the potential to be used as phytomedicines and agricultural bio-inputs due to

their antifungal, antibacterial, analgesic, and repellent activities.

Keywords: biological effects; chemical composition; native plants; natural products; Pampa

Biome.

1. Introducéo

O Brasil é um dos paises com maiores perspectivas para a delimitacdo de estratégias
de conservacao pelo uso da sua megabiodiversidade. Este fato é devido as suas apropriadas
condi¢cdes climaticas, edaficas e de disponibilidade hidrica aliadas aos saberes da
sociobiodiversidade (Zuanazzi and Mayorga, 2010; IPBES, 2019). No entanto, esta realidade
tem sido fortemente ameagada em funcédo da falta de politicas e valorizacdo do seu patrimdnio
natural e cultural (Fernandes et al., 2017). Nesta realidade, o0 Bioma Pampa, localizado ao sul
da América do Sul, com 193 mil km2 sob o dominio brasileiro, exclusivo ao estado do Rio
Grande do Sul, é atualmente o segundo bioma mais ameacado do Brasil, especialmente
devido a sua caracteristica de predominancia de ecossistemas abertos (Menezes et al., 2022;
Mapbiomas 2022; Hasenack et al., 2023).

De acordo com Andrade et al. (2023), nos dominios do Pampa sdo conhecidas mais de
3.642 espécies, pertencentes a 191 familias e 1108 géneros. E um bioma com enorme
biodiversidade e distintas paisagens, com flora e fauna endémicas além de compor um valioso
mosaico genético, porém pouco reconhecido no Brasil (Konig et al., 2014). Este patrimonio
tem sido fortemente ameacado e as dindmicas ecoldgicas tém conduzido as comunidades
floristicas com dominancia de espécies pioneiras e exoticas invasoras (Torchelsen et al.,
2020).

No escopo desta diversidade de plantas nativas, 0 uso de plantas medicinais por
comunidades locais para fins de tratamento e prevencdo de enfermidades, é considerado uma
das mais antigas formas de pratica medicinal na humanidade, tornando-se o primeiro recurso
terapéutico utilizado por povos primitivos (Tomazzoni et al. 2006). Para além dos usos tipicos
da sociobiodiversidade, como plantas medicinais e aromaticas, atualmente ocorre uma grande
busca pelo consumo e uso de produtos oriundos de fontes naturais e, um dos produtos
emergentes sdo o0s Oleos essenciais (OE), devido a grande presenga de compostos bioativos

que lhe conferem acdo farmacologica (Da Silva et al., 2017). Os OE s&o produzidos por mais
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de 17.500 plantas aromaticas e estdo armazenados em diversos 6rgdos da planta, como nas
flores, folhas, cortex, raizes, rizomas, frutas e sementes. Sdo0 metabdlitos secundarios com
forte aroma constituidos por um sistema de multicomponentes, principalmente de terpenos e
hidrocarbonetos volateis (Baptista-Silva et al., 2020).

Dentre as plantas encontradas no Bioma Pampa com potencial para extracdo de OE,
destaca-se os representantes do género Aloysia (Verbenaceae), originario da América do Sul,
contendo 34 espécies catalogadas, das quais 12 podem ser encontradas no Brasil (Benovit et
al., 2015). Dentre as espécies deste género que ocorrem na regido do Pampa e ¢é tipica da
sociobiodiversidade, destaca-se a A. gratissima, espécie aroméatica e medicinal, conhecida
popularmente como alfazema do Brasil, erva-santa e garupé (O’Leary and Moroni, 2020). De
ampla distribuicdo na América do Norte, a A. gratissima é encontrada no sul dos Estados
Unidos e no Norte e centro do México e na América do Sul, Bolivia, Paraguai, sul do Brasil,
Uruguai, norte e centro da Argentina e centro do Chile (Risso et al., 2021).

E uma planta perene, arbustiva, que pode alcancar até trés metros de altura e possui
crescimento desordenado, possui flores de coloracdo branca, dispostas em cachos ao longo
dos ramos, muito perfumadas (Franco et al., 2007). Suas folhas sdo simples, com disposicédo
opostas, podendo apresentar bordas lisas até a metade inferior da folha, seguindo serrilhada da
metade até o apice (Garlet, 2019). Possui um formato lanceolado, podendo apresentar textura
subcoriacea ou até macia, coloracdo verde escura ventral e acinzentada dorsalmente. Seu
caule comumente é fino e longo, possui aspecto aspero, de coloragdo acinzentada ou verde
oliva, até mesmo seus brotos sdo herbaceos e resistentes (Schreiner, 2019).

Estudos recentes com OE de A. gratissima identificaram potencial efeito antibi6tico,
anti-inflamatorio, antibacteriano, antiflngico, antidepresivo e anestésico (Santos et al., 2021a;
Santos et al., 2021b; Paulo et al., 2021; Santos et al., 2015; Galvez et al., 2018; Benovit et al.,
2015). Apesar do interesse de pesquisadores na espécie, as plantas nativas tém sido
negligenciadas no &mbito de politicas de incentivo e em processos de inovacgdo. Desta forma,
considerando a importancia do uso popular de plantas nativas, o interesse em pesquisas sobre
0 garupa e a necessidade de estratégias de promocdo de uso da sociobiodiversidade na
América do Sul, esta revisdo busca analisar sistematicamente estudos cientificos sobre os

efeitos bioldgicos e composicdo quimica de OE de A. gratissima.

2. Materiais e métodos



20

O presente trabalho de revisdo utilizou as diretrizes da declaracdo PRISMA (UrrGtia
and Bonfill et al., 2010). A pesquisa foi realizada no periodo de 2021 e 2022 e incluiu a busca
de artigos cientificos publicados nos ultimos 10 anos a partir dos seguintes buscadores: A.
gratissima, A. gratissima AND essential oil e A. gratissima AND chemical compounds bem
como, trocando A. gratissima nos algoritmos de busca pelas sinonimias Lippia gratissima e
Verbena gratissima. Os artigos foram selecionados segundo os seguintes critérios de inclus&o:
(i) artigos originais publicados em inglés, espanhol ou portugués, (ii) trabalhos sobre OE
essenciais, (iii) artigos sobre compostos quimicos e atividade bioldgica. As bases de dados
utilizadas foram: eduCapes, SciELO, Research Gate e Science Direct. Foram excluidos os
trabalhos repetidos, aqueles de revisdo bibliografica e os que ndo dissertam sobre os
compostos presentes na A. gratissima nem sobre o OE. Os dados foram organizados em
planilhas no Excel com as seguintes informacGes: (i) dados do artigo (autores, ano de
publicacdo); (ii) composicdo quimica dos 6leos; (iii) atividades bioldgicas identificadas.

Apo6s a selecdo dos artigos, os resumos de todos eles foram estudados e foram
organizados em em um corpo textual, denominado corpus, e a analise se deu pelo software
estatistico Iramuteq (versdo 0.7 alpha 2). O conteudo textual do corpus foi submetido a
andlise hierarquica descende, que visa obter as semelhancas e diferencas entre os vocabulos
utilizados nos discursos dos pesquisadores e classifica-los em classes e a analise de similitude
a qual verifica a ligacdo entre os discursos, ou seja, conceitos, escopo metodolédgico e

resultados.

3. Resultados e discussao

Foram encontrados 99 artigos publicados entre 2011 e 2022 sendo que 10 foram na
base de dados Research Gate artigos, 21 na eduCapes, 10 SciElo e 58 no Science Direct.
Foram eliminados 13 trabalhos repetidos entre as plataformas de busca. Apo6s avaliacdo de
contetido dos artigos foram excluidos 73 artigos por ndo cumprir os critérios de inclusdo que
haviam sido determinados e se enquadrarem nos critérios de exclusdo. Assim, em base no
exposto nos protocolos de busca foram incluidos 13 trabalhos para a realizagdo desta revis&o.
O fluxograma apresentado (Figura 1) mostra o escopo metodologico utilizado neste trabalho
de revisdo sistematica onde, entre parénteses, € apresentado o numero de artigos selecionados

em cada etapa.
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Figura 1 - Fluxograma para selecéo dos artigos utilizados na revisdo sobre A. gratissima
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Dentre os trabalhos avaliados, 13 possuem dados primarios sobre a composicao dos

Oleos extraidos de partes aéreas da A. gratissima, e 10 de suas propriedades biolégicas.

Dentro deste escopo qualitativo de analise textual, a analise de classificacdo hierarquica a qual

apresenta a relacdo de semelhanca e divergéncia dos segmentos de texto analisados no corpus

textual, identificou 7 classes no perfil da analise (Figura 2).

Figura 2 - Dendrograma de analise hierarquica dos segmentos de texto.

—— classe &

— classe 1

— classe 3

classe 2

187 %

classe 7




22

A partir da figura apresentada acima é possivel observar dois grupos que interagem
mais fortemente entre si. O primeiro grupo envolve os estudos relativos sobre analise quimica
e atividade bioldgica e o segundo grupo, que, além de oferecer dados sobre quimica e/ou
atividade bioldgica dos OE, ainda da énfase ao discurso da importancia do uso dos produtos
naturais a partir de espécies nativas em diversos setores da economia. Paul and Sharma
(2006), afirmaram que alguns principios ativos que podem ser encontrados em extratos de
algumas plantas podem exercer efeito toxico sobre patdgenos que as atacam. Silva et al.
(2023), relatam que o uso dos OE causam efeitos de acdo tdxica a fitopatdgenos, com positiva
atividade antibacteriana e antifungica capaz de inibir o crescimento de bactérias e fungos
respectivamente, ou mesmo reduzir sua resisténcia. Por exemplo, o 1,8-cineol é um
monoterpeno conhecido pela atividade antimicrobiana e capacidade de inibir
microorganismos como Staphylococcus aureus Rosenbach_(Gachkar et al. 2007). Da Silva et
al. (2014), conseguiram mostrar que produtos naturais derivados de OEs podem ser mais
eficazes do que um fungicida comercial para o controle de doengas, como por exemplo
Oidium eucalypti Rostr. O uso de produtos naturais em substituicdo gradual ao uso de
fungicidas sintéticos é um tema atual de interesse nas areas de controle alternativo, medicina e
agricultura orgéanica (Pansera et al., 2021). Esses produtos naturais, especialmente de dleos
essenciais provenientes de espécies nativas, podem ser um vetor de inovacdo em territorios
pressionados pelo agronegacio (Elguy et al., 2021).

O oleo volatil de A. gratissima é caracterizado por ter uma composicdo diversificada
derivada principalmente de dois grupos de compostos, os terpendides (monoterpenos e
sesquiterpenos) e fenilpropandides (Calsamiglia et al.,, 2007). Esses compostos sao
provenientes de uma ampla quantidade de precursores do metabolismo primario e sintetizados
por diferentes vias metabolicas, conferindo assim um espectro variado de atividade biol6gica
(Khan et al., 2011).

O método de extracdo do OE de todos os 13 trabalhos avaliados na Tabela 1 foi por
hidrodestilagdo sendo que deste total 12 estudos utilizaram um extrator de bancada de
laboratdrio, denominado clevenger, e um apresentou em sua metodologia a utilizacdo de um
extrator de escala industrial (Elguy et al., 2021). Quanto a identificacdo dos compostos
presentes nos OE, a cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massa (MS) foi
a metodologia empregada em todos os estudos. S&o apresentados 0s 29 compostos descritos

nos trabalhos analisados (Tabela 1).
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Tabela 1 — Compostos encontrados em OE de A. gratissima

1111 Parte da
Compostos 1234 5 6789 01 2 3 Planta* N Local estudo
: RS, SC, RJ
1,8-cineol X X X X FO, RA 5 (BR), (ARG)
: MG, SP, RS,
Guaiol X X X X X FO, FL, RA 5 RJ (BR)
: MG, SP, SC,
[-pineno X X X FO, FL, RA 5 PR (BR)
_ RS (BR),
Sabineno X X X X FO, RA 4 (ARG)
Biciclogerm « % FO. FL, RA 4 RS, SC, PR
acreno (BR)
a-Pineno X x x FOFLRA 4 SCPR(BR)
B- SC, PR (BR),
cariofileno X FO, FL, RA 4 (BO),
Acetato de
trans- X X X FO, FL 3 MG, SP (BR)
Pinocarveol
Germgcreno X FO, FL 3 MG, RS (BR)
Germg’reno' X FO, RA 2 SC (BR)
RS (BR),
Espatulenol X X FO, RA 2 (ARG)
_Trans- X X FO, FL 2 MG (BR)
pinocanfone
(E)-nerolidol X FO, FL, RA 2 SC, PR (BR)
_E X FO 1 SP (BR)
pinocanfone
Acetato de
E- X FO 1 MG (BR)
pinocanfone
3-careno X FO, RA 1 RS (BR)
Pineno X FO, RA 1 RS (BR)
y-terpineno X FO, RA 1 RS (BR)
Limoneno X FO, RA 1 RS (BR)
Nerolidol X FO, RA 1 RS (BR)
B-tujona X FO 1 (ARG)
a-tujona X FO 1 (ARG)
60.-
Hidroxigerm X FO 1 (BO)
acra-1
Cubenol  x FO 1 (BO)
0-Cadinene x FO 1 (BO)
Germacrene X FO 1 (BO)
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D-4-ol
Myrcene X FO 1 MG (BR)
a-cariofileno X FO 1 SP (BR)
Verbenol X FO 1 (ARG)

Arze et al. (2013)%; Santos et al. (2013)?; Da Silva et al. (2014)3; Bersan et al. (2014)* Benovit et al. (2015)°;
Santos et al. (2015)%; Galvez et al. (2018)7; Garcia et al. (2018)8; Santos et al. (2021a)°; Santos et al. (2021b)*°;
Elguy et al. (2021)*; Pansera et al. (2021)*?; Risso et al. (2022)*%. *FO=folha, FL=flor, RA=ramo. BR=Brasil,
ARG=Argentina, BO=Bolivia

Fonte: Autores, 2023

Dentre os 29 compostos apresentados acima (Tabela 1), apenas 24 deles apresentaram
dados quantitativos registrados nos trabalhos avaliados. Assim, nesta perspectiva de analise
quantitativa destacam-se que os 10 compostos encontrados em maior concentracéo percentual
foram: 1) B-tujona (36,1%), 2) a-tujona (32,2%), 3) 6o-Hidroxigermacra-1 (16,3%), 4)
Espatulenol (16,23%), 5) E-pinocanfone (16,07%), 6) 1,8-cineol (14,82%), 7) trans-
pinocanfone (14,12%), 8) B-cariofileno (13,88%), 9) Acetato de trans-Pinocarveol (13,27%) e
10) B-pineno (12,93%). Contudo, salienta-se que 0s cinco primeiros compostos destacados
acima, somente foram identificados em um dos estudos avaliados, 0 sexto composto foi
identificado em cinco estudos e os quatro Gltimos compostos foram registrados em dois,
quatro, dois e cinco estudos, respectivamente. Destaca-se que PB-tujona e o-tujona sdo 0s
compostos que se destacam, pois apresentaram picos de concentracdo bem superior ao maior
pico do composto registrado em mais de um estudo. Ressalta-se que ambos 0s compostos
foram identificados em trabalho realizado na Argentina. No referido estudo ndo foram
registrados dados de horario e época de colheita das partes utilizadas da A. gratissima para a
obtencdo desses 6leos. Desse modo, acredita-se que estes podem ser os fatores que
influenciaram na sua composicao.

Nesse sentido, ao avaliar 0os 24 compostos identificados nesta revisdo, € registrada
(Figura 3) a distribuicdo de concentracdo entre os compostos identificados nos trabalhos

avaliados.



Figura 3 - Compostos identificados nos OE de A. gratissima nos trabalhos analisados.

Dentre os 24 compostos identificados, destacam-se compostos registrados em mais de
um trabalho ao decorrer da revisdo. Foram 17 compostos comuns entre os trabalhos avaliados
e 12 com valores quantitativos, 0s quais a analise estatistica descritiva relativa a concentracdo
encontrada pode ser observada, abaixo (Figura 4). Assim, como podemos observar, 0 maior
desvio padrao foi de B-pineno, com 8.2% e o menor com 0.4%, para o germacrene-D.

30

Porcentagem

Compostosdos OE de 4. gratissima

mmm media e Desvio Padrdn == minimo = macmo

Figura 4- Compostos identificados no 6leo essencial de A. gratissima registrados em mais de um
estudo.
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3.1. Composicdo quimica da A. gratissima

Ao realizar a extragcdo do OE de A. gratissima com o clevenger, Benovit et al. (2015),
identificaram a presenca de quatro componentes majoritarios, conforme € mostrado na Tabela
1. Porém, ao realizar o fracionamento do O6leo foram identificados os compostos E-(-)-
pinocamfone, (-)- Oxido de cariofileno, (-)- guaiol e (+)- espatulenol. Elguy et al. 2021
realizaram a extracdo do Oleo de A. gratissima com um extrator industrial de arraste a vapor,
que resultou na identificacdo de 10 componentes majoritarios, entre eles sete monoterpenos,
representando 72,6% da composicdo; e trés sesquiterpenos com um total de 24,3%. Os dois
trabalhos citados acima foram realizados no estado do Rio Grande do Sul (Brasil).

Arze et al. (2013), coletaram A. gratissima na Provincia de Cochabamba de Mizque
(Bolivia) e identificaram a presenca de cinco compostos majoritarios no OE, também
apresentados na Tabela 1. Na provincia de San Luis (Argentina), Risso et al. (2022)
identificaram a presenca dos monoterpenos o-pineno, sabineno e verbenol, e dos
sesquiterpenos 1,8 cineol, espatulenol, cubenol e B-cariofileno nos éleos.

Santos et al. (2013), realizaram a extracdo do OE das folhas e flores da A. gratissima
por meio da hidrodestilacdo por Clevenger e analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS), em que os compostos majoritarios derivados do OE das
folhas de A. gratissima identificados foram trés: acetato de trans-pinocarveol, trans-
pinocanfone e guaiol, totalizando 45,4% dos compostos identificados. O mesmo estudo,
destacou que nas flores, os compostos majoritarios foram E-cariofileno, germacreno B e
guaiol.

Ao realizar a extracdo do OE de garupa no outono, Risso et al. (2021) identificou a
presenca de monoterpenos e sesquiterpenos na composicdo do 6leo, sendo que o composto
majoritario de cada grupo foram 1,8 cineol e espatulenol, respectivamente. Pansera et al.
(2021), ao realizar a coleta e extracdo do OE de A. gratissima no outono, identificaram a
presenca majoritaria do sesquiterpeno espatulenol (16,23%), seguido por germacreno-D
(12,48%).

Santos et al. (2015) realizaram as coleta e extragcdo do OE de A. gratissima no verdo
em Santa Catarina e Parand, no Brasil e identificaram que 50,6% dos compostos encontrados
nos Oleos eram monoterpenos e 43,1% sesquiterpenos, sendo que oS majoritarios foram
germacreno-D (13,1%), B-cariofileno (12,4%), 1,8 cineol (12,4%). Santos et al. (2021a)
também realizaram as coletas no Estado de Santa Catarina, sé que diferente dos autores

citados anteriormente, as coletas foram realizadas na primavera.
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3.2. Rendimento dos 6leos essenciais

Ao realizar a extragdo do OE das folhas (120g) e flores (60g) A. gratissima, Santos et al.
(2013), identificaram que as flores apresentaram rendimento de OE (0,56 %) e as folhas (0,35
%). Arze et al. (2013), relataram que apOs realizar a extracdo via clevenger de 76 kg das
folhas de A. gratissima obtiveram 110 mL de OE, representando 1,14 %. A partir de 100 g de
folhas frescas de A. gratissima, Bersan et al. (2014), conseguiram obter 1,10 % em relagéo a
massa de material utilizado. Benovit et al. 2015 extrairam o OE de A. gratissima das folhas e
conseguiram cinco fracdes de 6leo em que essas tiveram um rendimento que variou entre 1,94
* 0,03 % (p/p). Garcia et al. (2018) obtiveram 0,52 % de rendimento de OE na extragéo de
1020 g de folhas e galhos de A. gratissima. Pansera et al. (2021) alcangaram 0,50 % v/m de
0leo, ao realizar a extracdo de folhas e galhos da A. gratissima.

Elguy et al. (2021) realizaram a extracdo do OE de A. gratissima em duas épocas do
ano diferentes, outono e primavera, sendo que no outono a extracao foi realizada a partir das
folhas da planta, em que 20 Kg de matéria fresca e obtiveram 0,25 % de rendimento. Na
primavera, a extracdo foi realizada a partir das folhas e galhos da planta e, de 20 Kg de
matéria fresca, obtiveram 0,75 % de rendimento. J&, Santos et al. (2021a) chegaram a um
rendimento de 0,33% de OE, ap0s realizar a extracdo via clevenger de 50g de matéria seca
(flor, galho e folhas) da A. gratissima.

Percebe-se que ndo had um padrdo de unidade de medida para mensuracdo do
rendimento dos OE nos artigos avaliados, pois dentre os 8 trabalhos que relatam o rendimento
de OE, 6 utilizam porcentagem extraida sobre o peso da massa utilizada, 1 utilizaram a
porcentagem sobre peso sobre peso e 1 apresenta volume sobre massa. Dentre os 6 estudos
que utilizaram a mesma unidade de medida, o valor maximo registrado foi de 1,14% e

minimo de 0,25%.

3.3. Atividades bioldgicas

Em relagdo as propriedades biolégicas nos OEs extraidos da espécie, s&éo mostrados 0s
efeitos biolégicos encontrados nos trabalhos (Figura 5), nestes foram identificadas
propriedades com atividade anestésica (Benovit et al., 2015), virucida (Garcia et al., 2018),
antifungica (Santos et al., 2013; Da Silva et al., 2014; Santos et al., 2015; Galvez et al., 2018;
Pansera et al., 2021), antibacteriano (Santos et al., 2013, Santos et al., 2015; Santos et al.,
2021a), antibiotico (Santos et al., 2021b).
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Figura 5 - Efeitos bioldgicos encontrados em Gleos essenciais de Aloysia gratissima de acordo com o
numero de estudos realizados

Quanto a atividade antimicrobiana, nos estudos realizados com folhas, Bersan et al.
(2014), avaliaram a atividade antimicrobiana do o6leo de A. gratissima por meio de
microdiluicdo contra o fungo Candida albicans (Robin) Berkhout (CBS 562) e as bactérias
Streptococcus sanguis White & Niven (ATCC 10556), Streptococcus mitis Andrewes and
Horder (ATCC 903), Porphyromonas gingivalis Straint ATCC 33277), e Fusobacterium
nucleatum (ATCC 25586). Eles identificaram que o Oleo de A. gratissima inibiu
significativamente o crescimento do biofilme de P. gingivalis, S. sanguis e S. mitis. Santos et
al. (2013) avaliaram a composic¢do quimica do 6leo das folhas e flores de A. gratissima, e
também a sua atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis
(Cohn 1872) (CCT 2576), Staphylococcus aureus Rosenbach (CCT 2740) e Streptococcus
pneumoniae Chester (ATCC 11733), e bactérias Gram-negativas Salmonella choleraesuis Le
Minor et al. (CCT 4296) e Pseudomonas aeruginosa Schroeter (ATCC 13388), e o fungo C.
albicans (ATCC 10231). A atividade antimicrobiana variou de acordo com o0s
microrganismos avaliados, assim, o OE das folhas da A. gratissima apresentou atividade
contra P. aeruginosa (CIM 0,8 mg mL-1) e S. pneumoniae (CIM 0,6 mg mL-1) e o OE da
inflorescéncia apresentou atividade contra P. aeruginosa (CIM 0,15 mg mL-1), S.
pneumoniae (CIM 0,025 mg mL-1) e C. albicans (0,02 mg mL-1). De acordo com os autores,
a atividade do OE da flor foi mais eficaz do que da folha, e foi especialmente pronunciada
contra a bactéria gram-negativa P. aeruginosa, bactéria gram-positiva S. pneumonia e a

levedura C. albicans.
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Da Silva et al. (2014) avaliaram o efeito antifingico do OE da folha de A. gratissima
sobre O. eucalypti. Foi identificado que o 6leo contém principios ativos que sdo capazes de
controlar a infeccdo na planta, e que a A. gratissima tem uma vantagem adicional de induzir
resisténcia sistémica em plantas de eucalipto. Dessa forma, pode-se identificar que o 6leo foi
eficaz no controle local do oidio em eucalipto mesmo nas menores concentragdes (0,25 %)
testadas, podendo ser utilizado para o auxilio no controle do fungo. Galvez et al. (2018)
descreveram que o OE das folhas de A. gratissima apresentou atividade antifungica moderada
sobre as cepas de Fusarium sp (MIC = 0,6-1,2 mg/mL) e apresentou um efeito fraco sobre as
cepas de Aspergillus sp, ou seja, foi inativo.

Pansera et al. (2021) avaliou a atividade antifungica do 6leo dos galhos e folhas de A.
gratissima sobre 0s seguintes fungos patogénicos: Alternaria alternata (Fr.) Keissl.,
Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder and Hansen, Botrytis cinerea (de Bary)
Whetzel, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary e Colletotrichum gloeosporioides Penz.
Apo6s 14 dias de exposi¢do a uma concentracdo de 0,10 % v/v 6leo essencial, foi verificado
que o percentual de inibicdo variou de 3,27 % a 33,87 %. Esse resultado mostrou que o OE de
A. gratissima pode ser utilizado para auxiliar no controle dos fungos A. alternata, F.
oxysporum, B. cinerea, S. clerotiorum e C. gloeosporioides.

Sobre o efeito antiprotozoario de A. gratissima, Garcia et al. (2018) realizaram um
estudo em que avaliaram a atuacdo do 6leo das folhas e galhos de A. gratissima sobre o
parasita Leishmania amazonensis Lainson & Shaw, causador da doenca Leishmaniose, foram
observadas alteracBes estruturais no cinetoplasto, membrana plasmatica e matriz
mitocrondrial. Os autores correlacionaram essas alterages com a composicdo quimica do
6leo, sendo o principal composto o guaiol. Também foi demonstrado que ocorreram inibices
de 31 %, 44 % e 85 % do crescimento do parasita apds 72h apos-tratamento com 1, 10 e 100
ug mL* de OE de A. gratissima, respectivamente, resultando em 1Csp em 48 h e 72 h para a
exposicdo ao composto foram 25 e 14 pug mL™ respectivamente. O mesmo estudo, também
investigou o efeito do 6leo na carga de amastigotas intramacrofagos, protozoario vetor da
doenca Leishmaniose e foi encontrada uma reducdo de 85 % na carga intracelular de
amastigotas com 2 pg mL™ de dleo de A. gratissima, semelhante a redugdo promovida por 1
ug mL de anfotericina B. Os dados dessa pesquisa estabeleceram pela primeira vez que o
guaiol inibe a sobrevivéncia de amastigotas com IC50 de 0,01 pg mL™ contra amastigotas,
sugerindo que os efeitos do 6leo de A. gratissima podem ser atribuidos & maior presenca de
guaiol na constituicdo do 6leo, embora o efeito de outros semelhantes sesquiterpenos (por

exemplo, bulnesol e germacrenos) ndo podem ser definitivamente excluidos. Os autores ainda
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especulam que o guaiol pode ser metabolizado diretamente pelos parasitas, gerando produtos
toxicos, ou pelas células do hospedeiro, gerando metabolitos leishmanicidas.

Quanto a atividade antibidtica Santos et al., (2021b) investigaram o potencial do 6leo
essencial das folhas, galhos e flores de A. gratissima para potencializar a atividade de
antibidticos convencionais contra cepas resistentes de S. aureus, Escherichia coli Migula e P.
aeruginosa, causadores de graves infec¢cGes como, endocardite, infecgdes urinaria e intestinal,
respectivamente. Foi identificado que o OE de A. gratissima potencializou (p < 0,0001) a
atividade da norfloxacina contra todas as cepas bacterianas analisadas no estudo. Porém, no
decorrer do trabalho, pode-se identificar que o OE causou alteragbes significativas na
atividade da gentamicina e da eritromicina contra as cepas bacterianas investigadas. Isso
sugere que o OE de A. gratissima modula seletivamente a resisténcia sobre diferentes classes

de antibioticos.

4. Conclustes

Ao concluir esta revisdo, pode-se identificar que os OE de A. gratissima podem ser
utilizados para auxiliar em uma ampla gama de tratamentos por possuir um promissor
potencial como fonte de compostos que podem ser usados como anti-inflamatérios,
antifungicos, antibacterianos e/ou antibioticos.

Foi possivel visualizar que houve uma grande variacdo entre 0S compostos
encontrados nos 6leos avaliados e que ndo houve uma caracteristica que padronizasse 0S
compostos identificados em maior concentracdo. Os compostos quimicos identificados com
maior frequéncia ao realizar a extracdo do garupa foram os terpenos, sendo 1,8-cineol, -
pineno, guaiol, sabineno, R-cariofileno, a-Pineno, biciclogermacreno, espatulenol, trans-
pinocanfone e acetato de trans-pinocarveol os principais, porém nenhum deles foram
encontrados em mais de 5 trabalhos.

Também é possivel observar que o método de extracdo utilizado nos estudos ndo
impacta significativamente na composicdo quimica dos extratos, porém o periodo e época de
colheita pode influenciar. Alguns dos principais compostos identificados foram encontrados
em apenas 1 trabalho e identificados em grandes concentraces e esse fato, pode ser em
decorréncia da época da coleta das plantas. Também pode-se visualizar que todos os trabalhos
estudados foram realizados em paises da América do Sul, tal fato se da em decorréncia de que

a A. gratissima € uma espécie nativa e amplamente distribuida nesta regido.
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Por fim, pode-se concluir de que as pesquisas sobre as formas de utilizagcdo dos OE da
A. gratissima ainda sdo insuficientes em relacdo a todo o seu potencial na area de
fitomedicamentos e, para que haja uma melhor compreensao sobre o tema seria indispensavel

que ocorra varios estudos adicionais.
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RESUMO

Os 6leos essenciais (OE) sdo produtos naturais utilizados ha muitos anos e a
Aloysia gratissima (Gillies & Hook) Tronc é uma espécie de planta aromatica
amplamente distribuida na América do Sul com grande potencial para extracao
de OE. Um aspecto quimico interessante do OE da A. gratissima é a diversidade
de compostos encontrados a depender da parte da planta utilizada bem como da
eépoca do ano e condicbes abidticas do local de coleta. Com base nisso, 0
objetivo deste trabalho foi identificar diferencas na composicdo quimica e
rendimento do OE a partir de diferentes estruturas vegetativas da A. gratissima
coletadas no verdo em locais com solos distintos. Foram coletadas partes aéreas
da A. gratissima em dois locais com solos distintos: solo raso (SR) e solo
profundo (SP) no municipio de Santana do Livramento — RS. Foram coletadas
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12 amostras, em cada local, dos seguintes materiais vegetativos: flor; folha e flor
— galho — folha entre dezembro/2021 e fevereiro/2022, totalizando 24 amostras.
Os OE foram obtidos por meio do processo de hidrodestilacdo e as amostras
foram submetidas a analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa. As amostras de OE coletadas no SR apresentaram maior rendimentoe
foram estatisticamente superiores (0,75%) do que aquelas coletadas no SP
(0,60%). Em relacéo as partes das plantas, as amostras das flores apresentaram
maior rendimento estatisticamente. A partir da caracterizacdo quimica foram
identificados 54 compostos presentes nas amostras, sendo que 0s principais
compostos identificados em todas elas foram o B-Caryophyllene, Spathulenol e
Germacrene D.

Palavras-chave: produtos naturais, plantas aromaticas, diversidade, garupa,
material vegetativo.

ABSTRACT

Essential oils (EO) are natural products that have been used for many years and
Aloysia gratissima (Gillies & Hook) Tronc is a species of aromatic plant widely
distributed in South America with great potential for EO extraction. An interesting
chemical aspect of A. gratissima EO is the diversity of compounds found
depending on the part of the plant used, as well as the time of year and abiotic
conditions at the collection site. Based on this, the objective of this work was to
identify differences in chemical composition and EO vyield from different
vegetative structures of A. gratissima collected in summer in places with different
soils. Aerial parts of A. gratissima were collected in two places with different soils:
shallow soil (SR) and deep soil (SP) in the municipality of Santana do Livramento

- RS. Twelve samples were collected, in each location, of the following vegetative
materials: flower; leaf and flower — branch — leaf between December/2021 and
February/2022, totaling 24 samples. The EO were obtained through the
hydrodistillation process and the samples were submitted to gas chromatography
analysis coupled with mass spectrometry. The EO samples collected in the SR
had a higher yield and were statistically higher (0.75%) than those collected in
the SP (0.60%). In relation to the parts of the plants, the samples of the flowers
presented statistically higher yield. From the chemical characterization, 54
compounds present in the samples were identified, and the main compounds
identified in all of them were B-Caryophyllene, Spathulenol and Germacrene D.

Keywords: natural products, aromatic plants, diversity, garupa, vegetative
material.
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1 INTRODUCAO

Os oOleos essenciais (OE) sdo produtos naturais utilizados ha mais de 60
mil anos e possuem substancias com um amplo espectro de acéo biolégica em
funcdo da presenca de um arranjo complexo de compostos quimicos
(ERICHSEN-BROW, 1979). Podem ser obtidos por diferentes métodos de
extracdo a partir de partes das plantas tais como flores, folhas, cascas, rizomase
frutos. S&o substancias liposoluveis, volateis, instaveis na presenca de luz e
oxigénio e produzidas pelo metabolismo especializado das plantas como
resposta a fatores externos. Sua composi¢do quimica complexa e variavel que
garantem aos vegetais vantagens adaptativas no meio em que estdo inseridos
(MIRANDA et al., 2016). A maior classe de metabdlitos produzido nos OE das
plantas sdo os terpenos e podem ser classificados pelo nimero de unidade de
cinco carbono, tais como os monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (TAIZ; ZEIGER IAN
MAX MZLLER; MURPHY, 2017). Os compostos terpénicos podem se encontrar
livre na fracdo volatil ou associados a outras moléculas tais como os alcoois,
aldeidos, ésteres, fendis, éteres e oxidos, peroxidos, furanos, lactonas e acidos
(NASCIMENTO; CARLA; PRADE, 2020).

O Brasil possui uma flora bastante negligenciada quanto ao uso e manejo
sustentavel dos diversos produtos provenientes do metabolismo especializado.
Neste sentido, destaca-se A. gratissima, espécie de ampla distribuicdo na
América do Sul conhecida popularmente como alfazema-do-brasil, erva-de-
nossa-senhora, erva-santa e garupa. Como planta aromatica, o OE da A.
gratissima pode ser obtido por meio de diversas partes da planta, como: folhas,
flores, frutos, cascas e rizomas (SANTOS, 2018). Os 6leos essenciais do garupa
apresentam propriedades farmacoldgicas, com atividades biolégicas descritas
contra infeccbes brénquicas e pulmonares, além de apresentar acdo
antimicrobiana, efeito antibiético, anti-inflamatério e anestésico (BENOVIT et al.,
2015; BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; PINTO et al., 2007; SANTOS et al.,
2021a, 2021b).
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Um aspecto quimico interessante do OE da A. gratissima € a diversidade
de compostos encontrados a depender da parte da planta utilizada bem como da
época do ano e das condi¢cBes abidticas do local de coleta. Santos et al. (2015),
realizaram a coleta das folhas de A. gratissima no verdo e obtiveram o0s
seguintes compostos encontrados em maior quantidade:1,8-cineol (13,7%),
germacreno D (13,4%), p-cariofileno (12,7%) e p- pineno (11,7%) e
biciclogermacreno (8,3%). Santos et al. (2021a), coletaram ramos de A.
gratissima na primavera e identificaram B-cariofileno (17,3%), nerolidol (9,7%),
biciclogermacreno (7,3%) e B- pineno (7,2%), como 0s compostos encontrados
em maior concentracdo no OE extraido. Benovit et al., (2015), coletaram
amostras de folhas de A. gratissima no outono e 0s compostos que foram
identificados em maior quantidade no 6leo foram 1,8-cineol (18,54%), sabineno,
guaiol (9,5%) e biciclogermacreno (5,12%).

O rendimento do OE de A. gratissima também pode sofrer variacdo em
decorréncia da época de coleta e material vegetativo utilizado para a realizacdo
da extracdo. Rodrigues et al. (2021), realizaram a coleta de 20 Kg de folhas de
A. gratissima no outono e obtiveram um rendimento de 0,05% de OE e na
primavera, com a mesma quantidade de biomassa de folha, ramos e flores, o
rendimento foi de 0,15%. Apds a extracdo de 76 kg de biomassa de A.
gratissima, Arze et al. (2013), obtiveram 110 mL (1,4% v/m) de OE e Garcia et
al. (2018), obtiveram 0,52% de rendimento de OE na extracdo de 1020 g de
folhas e galhos de A. gratissima.

Neste escopo, com o intuito de explorar a diversificada composi¢cao
quimica do OE da A. gratissima e contribuir para novas pesquisas, 0 objetivo
deste trabalho foi identificar as possiveis diferencas na composi¢cao quimica e
rendimento do OE extraidos a partir de diferentes estruturas vegetativas da A.
gratissima coletadas no verdo em dois locais com tipos de solos de diferentes

estruturas geomorfologicas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA, SELECAO DO MATERIAL VEGETATIVO E PREPARACAO
DAS AMOSTRAS

Para a realizacdo do trabalho foram coletadas partes aéreas da A.
gratissima coletadas de populagbes naturais no verdo em dois sitios
geomorfolégicos caracterizados com diferentes tipos de solos no municipio de
Santana do Livramento-RS. No primeiro sitio, o solo € caracterizado como
Neossolo Litolico Eutréfico fragmentéario (Unidade Pedregal) e no segundo, trata-
se de Argissolo Amarelo Ta Aluminico abraptico (Unidade Livramento) (STRECK
et al., 2018), gerando solos rasos e solos profundos, respectivamente, que no
presente estudo serdo denominados SR e SP.

As coletas das plantas foram realizadas entres 0s meses de
dezembro/2021 e fevereiro/2022 no periodo da manhd, tomando-se lotes de
individuos ao acaso e formando amostras com 4 repeticdes de cada individuo.
Para compor cada lote foram colhidas amostras das seguintes materiais
vegetativos: flor; folha e flor — galho — folha. Dessa forma, foram obtidas 12
amostras em cada local estudado, totalizando 24 amostras. Os individuos
utilizados foram escolhidos aleatoriamente por meio de um sorteio e demarcados
com placas enumeradas para posterior identificacdo. Apds as coletas, 0s
materiais vegetativos foram beneficiados, ou seja, picados em pedacos de
aproximadamente 5 cm, e colocados em embalagens at¢é o momento da

extracao.

2.2 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
Os OE da A. gratissima foram obtidos por meio do processo de
hidrodestilagdo em um aparelho tipo Clevenger. Foram utilizadas amostras de
100 g do material vegetativo fresco, apds processados, foram adicionados em
um baldo com capacidade de 1000 mL, contendo 500 mL de agua destilada, por
um periodo de 2 h apds o inicio da ebulicdo. Apos o término de cada extracéo,o
Oleo ficou em descanso por 15 minutos para que o0 ocorresse uma estabilizacadoe

uma quantificagdo mais precisa do rendimento. Apds as extracdes os Oleos
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foram armazenados em vidros de ambar lacrados até o0 momento da realizacao
da anélise. O rendimento dos OE foi expresso como em porcentagem com base

na relacéo entre a massa do OE e a massa do material vegetal.

2.3 ANALISE DA COMPOSIGCAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Apos a realizacdo das extracdes, as amostras dos 6leos foram realizadas
analises cromatogréaficas no Laboratorio de Quimica da Unipampa — Campus de
Bagé. Preliminarmente, foi realizada a filtragem por pressdo do OE a fim de
remover possiveis resquicios da fracdo aquosa. Para isso, foi utilizado em um
Funil de Buchener com placa filtrante porosa e nele foi inserido sulfato de
magnésio (MgSOa4). Apos filtragem, foi adicionado cloroformio (CHCIs) ao 6leo
essencial coletado e, com a amostra isenta de 4gua, passou-se para a etapa de
analise cromatogréfica.

Os OE de A. gratissima foram submetidos & analise em cromatografia
gasosa acoplada a um espectrdbmetro de massa no cromatégrafo Shimadzu,
modelo GC-2010 Plus equipado com coluna capilar de silica fundida modelo
RTX-5MS. Foram realizadas 24 inje¢cdes no equipamento, referente a cada uma
das amostras extraidas e filtradas, sendo cada amostra de 1 ul injetada ho modo
split. As condi¢Bes de analise foram: velocidade linear de 40,2 cm/seg com gas
de arraste Hélio (He); presséo na coluna de 77,0 kPa; temperatura do injetor de
250 °C e temperatura do forno de 70 a 280 °C. O modo de varredura foi Scan de
m/z de 35,00 a 400,00. A fonte de ions foi mantida a 280 °C e a interfase a 300
°C. A identificacao foi realizada por similaridade com os dados da biblioteca NIST
14.

Os dados obtidos da andlise quimica foram processados por meio do
software GCMS Postrun Analysis. Os componentes dos OE foram identificados
com base no indice de retencdo, determinados por meio da utilizacdo de uma
curva de calibracdo de uma série homologa de n-alcanos (C8-C24), injetados
nas mesmas condicbes cromatograficas das amostras e nos modelos de
fragmentacao dos espectros de massas, sendo ambos comparados com dados

da literatura NIST 14. Apds a obtencdo dos compostos, foram criadas tabelas e
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dendrogramas para analise de similitude e frequéncia entre 0os compostos
identificados nas amostras.

Para a realizacdo da andlise dos dados de rendimento do OE os
resultados foram organizados em planilhas Excel para posterior analise
estatistica a partir da ANOVA em dois fatores, seguida de teste post-hoc e Tukey
com o uso do software JASP Team (2023).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE A. GRATISSIMA
Muitos fatores exercem influéncia no rendimento das extracbes dos OE,

tais como a escolha da planta, o tipo de amostra vegetal, sua composi¢cao, época
sazonal, horério da colheita, ambiente em que a planta se encontra e a
temperatura (DE ALMEIDA; DE ALMEIDA; GHERARDI, 2020). E possivel
visualizar na Tabela 1 que, pela anélise de variancia ha diferenca significativa
nos materiais vegetativos coletados e entre os locais de coleta quando
considerados isoladamente, mas que, para interacdo entre eles, ndo foi

verificada diferenca estatistica alguma.

Tabela 1- Andlise de variancia para o rendimento dos fatores material vegetativo e local

Fatores avaliados GL SQ QM F p
Parte da planta 2 0.665 0.332 12.923 <0.001
Solo 1 0.131 0.131 5.110 0.036
Parte da planta x Solo 2 0.088 0.044 1.709 0.209
Residuo 18 0.463 0.026

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

O rendimento médio do OE proveniente do solo raso foi de 0,75% e o
rendimento médio do OE de plantas coletadas em solo profundo foi de 0,60%.
Ao realizar a comparacéo entre as médias do rendimento percentual do OE para
os dois locais de coleta, pode-se observar que houve uma diferenga estatistica
significativa ao aplicar o teste Tuckey (p < 0,05). Observou-se que as amostras
coletadas em solo raso obtiveram rendimentos superiores aquelas coletadas em

solo profundo, o que corrobora o descrito por Castelo et al. (2013), de que essa
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diferenga pode ser atribuida as diferentes condi¢des de solo, clima, temperatura
e entre as locais de coleta.

Com relacdo ao rendimento percentual de OE obtido para os diferentes
materiais vegetativos utilizados para a extragdo, a analise post-hoc demonstrou
que os resultados possuem diferenca estatistica quando comparadas a flor e as
outras partes avaliadas. Assim, obteve-se um valor de Puwkey <0.001 entre flor e
flor — galho — folha e de 0.009 para flor e folha. Quando avaliados os rendimentos
obtidos na biomassa da folha e da flor — galho — folha, ndo houve registro de
diferencas significativas a 95%. Os resultados deste trabalho corroboram com
Santos et al. (2013), que realizaram a extracdo do OE de A. gratissima e
identificaram que as flores apresentaram maior rendimento (0,56%) do que as
folhas (0,35%). No entanto, ainda é descrito que, apesar de os 6leos essenciais
poderem estar presentes em qualquer parte da planta, é nas folhas que mais
usualmente sdo encontrados e estudados (CASTELO et al., 2013). Os resultados

descritivos dos rendimentos podem ser observados na Figura 1.

Figura 1 — Dados de rendimento do OE extraido
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

O rendimento dos OE pode ainda variar bastante, em razdo da época de
coleta do material e entre estagdes do ano e locais de coleta. Estudos realizados

por Paulus et al. (2013), com extracdo de OE de Aloysia triphylla (L’'Hérit) Britton
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identificaram que o maior rendimento foi na estacao de verdo quando comparada
com o outono. Estes dados corroboram a afirmacédo de Santos, (2018), de que a
producdo ou sintese de Oleos volateis, tende a aumentar em temperaturas mais
elevadas. Assim, como o presente trabalho foi realizado no verao onde na regiao
de estudo é caracterizado por altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar,
resultados diferentes poderdo ser encontrados quando avaliados em estacéo

mais Umida e fria.

3.2 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS DE A. GRATISSIMA
ApOs a realizagdo das andlises cromatogréficas, foi possivel identificar os
compostos presentes na composicdo dos OE extraidos das amostras de flor,
folha e flor — galho — folha. Foram encontrados 54 compostos em quantidade

significativa has amostras analisadas, conforme mostra a Figura 2.
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Figura 2 - Dendograma dos compostos identificados nas amostras do material vegetativo nos dois
locais de coleta.
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Figura 3 - Frequéncia dos compostos -Caryophyllene, Spathulenol e Germacrene D presente
nas amostras analisadas.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Dentre as amostras analisadas, a média mais alta do (B-Caryophyllene
(14,52%) foi identificada na amostra oriunda de flor — galho — folha coletada em
solos rasos (SR), Litdlico, e a média mais baixa (5,89%) foi identificada nas
amostras analisadas de folhas coletadas em solos profundos (SP), Argissolo.
Em relacdo ao Spathulenol, a média superior (14,15%), foi identificada na
amostra de flor — galho — folha no SP, e a média mais baixa (2,16%) foi
identificada na amostra de flor coletada em SR. E sobre o Germacrene D, a
amostra que apresentou a média superior (16,9%), foi aquela oriunda da amostra
de folhas coletadas no SR, e a média mais baixa (1,35%), referente a da amostra
de flores coletadas no SP.

Ao realizar estudos sobre a composicdo quimica do OE de A. gratissima,
(SANTOS et al. 2021b) e (ARZE et al. 2013), identificaram (-Caryophyllene
como um dos principais compostos encontrado com uma de concentragdo de
17,13% e 8,5%, respectivamente. Pansera et al. (2021), também encontraram (-
Caryophyllene (5,32%) na composicdo do OE de A. gratissima, e entre 0s

compostos majoritarios identificados estavam o Spathulenol (16,23%) e
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Germacrene D (12,48%), assim como Risso et al. (2022), que também encontrou
Spathulenol no OE ao realizar as extracdes. Ao realizar a extracdo do OE das
partes aéreas de A. gratissima em diferentes épocas do ano e em diferentes
localidades, Ricciardi et al. (2006), identificaram Viridiflorol (6,2 — 33,6%), B-
caryophyllene (1,8 — 28,0%), Bicyclogermacrene (3,8 — 18,8%), e Germacrene D
(1,9 — 10,1%), como alguns dos principais compostos encontrados. No estudo de
Santos et al. (2015), também foram identificados uma quantia significativa de
Viridiflorol (3.3 = 0.27%), Germacrene D (13,14%), B-caryophyllene (12,7%) e
Bicyclogermacrene (8.3 + 0.28) na composi¢ao quimica do OE do garupa. Neste
estudo também foi identificado a presenca de Viridiflorol na composicdo do OE
de A. gratissima, sendo que a maior média (5,0%) foi identificada no OE oriundo
da amostra de flores coletadas do SP e a menor média (0,89%) foi identificada
na amostra de flores coletadas no SR.

O y-Elemene foi um dos principais compostos identificados nos OE
extraidos das flores coletadas no SR (8,83%), fato este que complementa o
resultado do estudo de Santos et al. (2013), que encontraram y-Elemene apenas nos
Oleos que foram extraidos a partir de flores da A. gratissima, porém em
concentracao inferior (0,9%). Ainda, os compostos a-Cadinol (6,33 — 3,08%) e
Linalool (3,98 — 8,24%) também foram alguns dos principais compostos
identificados em todas as amostras de todas as partes coletadas no SR. Ao
extrair OE de amostras de folhas e galhos frescas e de amostras secas de A.
gratissima, do Amaral et al. (2017), encontraram a-Cadinol (1,5%) em sua
composicdo quimica.

Ao analisar os resultados nos diferentes tipos de solos, foi identificado o
Bicyclogermacrene em todas as amostras de folhas coletadas em solos
profundos (11,2%) e em solos rasos (3,02%) o B-Pinene (5,14%) e Sabinene
(5,29%) também foram identificados em todas as amostras de OE de folhas
analisadas. O Sabinene foi identificado em baixa concentracao (0,2%) no OE
das flores, folhas e galhos da A. gratissima por Arze et al. (2013), que realizaram
as coletas do material vegetativo na Bolivia. J&, ao realizar a extracdo a partir de
folhas da A. gratissima coletadas no outono, Benovit et al. (2015), identificaram
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uma concentracdo mais elevada de Sabinene (9,5%) na composicao do 6leo, e
juntamente encontraram (-Pinene (3,69%), Germacrene D (3,91%), B-
caryophyllene (8,82%) e Bicyclogermacrene (5,12%).

Os oOleos essenciais podem ter diferentes composi¢cdes quimicas e
aromas de acordo a espécie e parte da planta utilizada no processo de extracao
bem como de acordo com o método de extracdo, a regido e forma de cultivo,
parametros climaticos e edaficos (DE GROOT E SCHMIDT, 2016; SILVESTRE
E PAULETTI, 2018).

Alguns dos compostos que foram identificados poucas vezes nas
concentracbes das amostras foram o cyclohexene-1-methanol, 2,6,6-trimethyl
(0,58%), cis-peperitol (2,39%) e verbenol (0,99%) que foram encontrados nas
amostras oriundas de folhas coletadas no SP; o L-limoneno (0,95%) foi
identificado apenas nas amostras de folhas do SR; apenas o 9,10 -
Dimethyltricyclo [4.2.1.1 (2,5)] decane-9,10-diol (0,97%) foi o Unico encontrado
somente em amostras de flor — galho — folha do SR e 0s compostos
bicycloelemente (1,58%), sabinol (1,69%) e germacrene B (7,39%), que foram
identificados apenas nas amostras de flor — galho — folha do SP; os compostos
aromandrene oxide (1,35%), isoaromadendrene epoxide (0,88%), myrtenyl
acetate (1,18 %) e patchoulene (1,70 %) foram identificados nas amostras de
flores do SP.

Na Figura 4 sdo mostrados os perfis cromatograficos das amostras de OE

das flores, folhas e flor — galho — folha, analisadas por CG-EM.
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Figura 4 - Cromatogramas das amostras de cada parte da planta utilizada nos dois locais de

estudos.
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SP= flor-galho-folha no solo profundo.

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Com relacdo as classes de terpenoides, pdde-se identificar que no
presente trabalho ocorreu maior teor de sesquiterpenos, como mostra o Gréfico
1. Nas amostras de flores coletadas no SR e SP o0s sesquiterpenos
representaram em meédia 76,47% e 73,33% da composicdo quimica,
respectivamente. Nas amostras de flor — galho — folha no SR e SP, os
sesquiterpenos compde em média 77,27% e 60,0% do OE. E nas amostras de
folhas coletas do SP ele representa 73,33% em média do 6leo. Nas amostras de
folhas coletadas no SR os sesquiterpenos representam em média 40,0%, sendoo
anico resultado em que 0s monoterpenos se mostraram em meédia superior. JA0s
triterpenos foram identificados apenas em amostras de flor — galho — folha
coletados no SP e comp&es em média apenas 8,00% do OE. Porém, diferente
destes resultados, Rodrigues et al. (2021), identificaram uma concentracdo de
72,6% de monoterpenos e apenas 24,3% de sesquiterpenos no OE das folhas
da A. gratissima. Assim como Elguy et al. (2021), que também identificaram uma
propor¢cdo maior de monoterpenos ao analisar o OE das folhas e ramos de A.

gratissima.
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Gréfico 1 - Classes de terpenos identificadas na composigéo quimica das amostras analisadas
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Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

A quantidade de monoterpenos identificada foi menor em relagdo aos
sesquiterpenos, porém pode-se perceber gque esses foram encontrados em
maior abundancia nas amostras extraidas dos materiais vegetativos coletado no
SP. Masarro, (2020), identificou uma maior quantidade de sesquiterpenos ao
extrair OE de uma outra espécie do genero Aloysia, a A. hatschbachii Moldenke,
pois visualizou-se que 0S sesquiterpenos apresentaram as maiores
concentracdes, entre 84,00% a 87,97% do OE e 0s monoterpenos em menor
concentracdes, variando entre 2,01%, chegando a um maximo de 9,38%.

Os dois triterpenos identificados, foram encontrados exclusivamente nas
amostras de flores-galhos e folhas coletados do SP, esses foram Cycloartenol

acetate e Cycloeucalenol acetate.

4 CONCLUSOES

Ao avaliar o rendimento das amostras de OE de diferentes partes
vegetativas de A. gratissima em relacdo aos dois sitios geomorfolégicos
distintos, foi possivel identificar que as amostras de OE que apresentaram maior
rendimento e foram estatisticamente superiores foram aquelas extraidas a partir
do material coletado no SR com rendimento médio de 0,75%, enquanto as

amostras coletadas no SP apresentaram rendimento médio de 0,60%. Ja em
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relacdo as partes das plantas utilizadas, a andalise post-hoc demonstrou que 0s
resultados possuem diferenca estatistica quando comparadas a flor e as outras
partes avaliadas. As amostras de folha e flor — galho — folha ndo se diferiram
estatisticamente.

Com a caracterizacdo quimica realizada a partir da anélise
cromatografica, pode-se identificar 54 compostos presentes nas amostras.
Verificou-se que o B-Caryophyllene, Spathulenol e Germacrene D foram
encontrados em todas as amostras analisadas, sendo eles os principais
compostos quimicos identificados entre as amostras. O [(-Caryophyllene
apresentou a média mais alta (14,52%) na amostra de flor — galho — folha nas
amostras do SR; o Spathulenol teve sua maior média expressa nas amostras
oriundas de flor — galho — folha no SP (14,15%) e o Germacrene D teve sua
média mais alta (16,9%) encontrada nas amostras de folhas coletadas no SR.

Os compostos y-Elemene, a-Cadinol e o Linalool foram encontrados
apenas nas amostras extraidas a partir do material vegetativo coletado no SR eo
B-Pinene e Sabinene foram encontrados somente nas amostras coletadas noSP,
tal fato pode ser em decorréncia do tipo de solo dos locais.

Os sesquiterpenos foram o0s terpendides encontrados em maior
quantidade nos OE, variando entre 60% e 74% (em massa) nas amostras
analisadas, enquanto os monoterpenos variaram entre 23% e 34% (em massa) e
os triterpenos foram identificados em apenas um tipo de amostra, sendo 8% (em

massa).
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