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Resumo

Este trabalho aplicou métodos multivariados para estudo da variabilidade quimico-bioldgica,
contribuindo para a utilizacdo de espécies medicinais do Cerrado/GO como fonte de compostos
antimicrobianos. Os 6leos essenciais de folhas secas das plantas Eucalyptus saligna Smith, E. microscorys F.
Mueller, E. cloeziana F. Mueller, E grandis Hill ex Maiden, E. citriodora Hook, cultivadas na Estacéo
Florestal Experimental do Ibama-EFLEX de Silvania-GO, foram extraidos por hidrodestilacao, investigados
por CG-MS e avaliado a atividade antibacteriana por difusdo em &gar. Os microrganismos utilizados foram
Escherichia coli 0:158, E. coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Salmonella choleraeseus
AATCC 10708. Os resultados obtidos foram tratados em Anaélises de Componentes Principais (PCA) e
Analises de Agrupamentos (CA), através do pacote estatistico SPADN.N 2.5. A PC-1 separou monoterpenos
oxigenados —mo-, E. saligna e as bactérias Gram-negativas (E. coli e S. choleraeseus) e a PC-2 separou 0s
hidrocarbonetos monoterpénicos —hm- e E. grandis dos monoterpenos oxigenados -mo- (junto a E.
microscorys e a E. citriodora) e hidrocarbonetos sesquiterpénicos —hs- (agrupado a E. cloeziana). Na CA
formaram-se quatro agrupamentos (clusters): mo e E. saligna juntos com as bactéria Gram-negativas (I); mo,
E. microcorys e de E. citriodora (I1); a bactéria Gram-positiva localizada entre os ultimos dois clusters, os hs
agrupados com a E. cloeziana (111); e os hm com a E. grandis (V).
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1. Introdugéo

Vaérias espécies de Eucalyptus vém sendo cultivadas e exploradas em grande escala a muitos anos em
diversas partes do mundo. A maioria das espécies € arborea, de rapido crescimento, facil manejo, alta
plasticidade fenotipica a adaptacdo a diversos tipos de clima e solos. Os Eucalyptus sdo largamente usados
no reflorestamento em todo Brasil sem limitagdes para a cultivacio (SOARES et al., 1983). E utilizado
desde o caule, de onde se extrai a celulose para a industria do papel, até as folhas, de onde sdo retirados 0s
6leos essenciais de diferentes composi¢des quimicas, principalmente o eucaliptol, pois segundo a
Farmacopéia Britanica a qualidade dos 6leos essenciais é dada pela presenca deste composto, Uteis em varias
areas tais como: ambiental, econdmica, medicinal e farmacéutica. Entre as 600 espécies descritas, pouco
mais de 200 tém sido examinadas com relacdo a producédo e ao teor de 6leo essencial, e menos de 20 sdo
exploradas comercialmente pela indUstria como antisséptico e bactericida (VITTI 1999), pois apresenta as
seguintes propriedades terapéuticas: antifingica, antisséptica, adstringente, antiinflamatoria, antibacteriana,
cicatrizante, repelente de insetos, e é um desinfetante de grande potencialidade (GRA et al., 1990; ALVES,
1992; CUE et al., 1993; RODRIGUES, 1994; MATOS, 1997; SIMOES et al., 2003 DELAQUIS et al., 2002;
SILVA et al., 2003; ALITONOU et al., 2004; TAPONDJOU et al., 2005).

As infecgbes bacterianas estdo disseminadas pelo mundo, principalmente nos paises
subdesenvolvidos e, por isso, os estudos sobre a atividade antimicrobiana de plantas representam um grande
desafio para a descoberta e a identificacdo de novos farmacos. Resultados de Estanislau e colaboradores
(2001) evidenciaram a potencialidade dos dleos essenciais das folhas de Eucalyptus na inibi¢do do
crescimento de bactérias Gram-negativas e positivas.

Apesar dos varios estudos sobre a composi¢do quimica e analise bioldgica de dleos essenciais de

Eucalyptus, originados de diferentes partes do mundo, e a observacdo da existéncia de quimiotipos nesta
espécie (GRAYLING & BROOKER, 1996; PAPPAS et al., 200; IRELAND et al., 2004), poucos utilizaram
métodos de andlise multivariada nestes estudos (SILVESTRE et al., 1997). A aplicacdo de métodos
multivariados envolvendo a composic¢do quimica e a bioatividade dos 6leos essenciais inexistem, apesar das
tentativas em se correlacionar essas propriedades, seja como método de triagem biologica, ou como critério
em controle de qualidade de dleos essenciais (CIMANGA et al., 2002).
O objetivo deste trabalho ¢ a aplicacdo de métodos multivariados de analise estatistica na correlacdo entre a
composi¢do quimica e a atividade antibacteriana de 0Oleos essenciais de cinco espécies de Eucalyptus,
cultivados no Estado de Goids, frente a bactérias Gram-negativas e uma Gram-positiva, permitindo o
desenvolvimento de estratégias para uma triagem bioldgica, controle da qualidade do 6éleo essencial e na
descoberta e/ou identificacdo de novos farmacos oriundos de plantas aromaticas do Cerrado.

2. Materiais e Métodos
2.1. Material Botanico

Espécies de E. cloezina F. Mueller, E. citriodora Hook, E. saligna Smith, E. grandis Hill ex Maiden
e E. microscorys F. Mueller foram coletadas na Estacdo Florestal Experimental -EFLEX - IBAMA de
Silvania/GO, em junho de 2000 e dessecadas a temperatura ambiente.

2.2.Extracao

O oleo essencial das folhas de Eucalyptus, previamente moidas em moinho de faca, foi extraido por
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado por 3 horas. O dleo essencial foi coletado, seco em
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Na2S04 anidro, acondicionado em frascos de vidro ambar e armazenado em freezer a —-18°C, até ser
analisado.

2.3 Analise quimica dos 6leos essenciais

Amostra dos 0leos essenciais foi submetida a uma andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria quadrupolar de massas (CG/EM) em um equipamento Shimadzu, modelo QP505A,
utilizando uma coluna capilar de silica fundida (CBP-5; 30m de comprimento x 0.25mm de diametro interno
X 0.25um de espessura do filme de 5% de fenilmetilpolisiloxano), mantendo-se uma vazdo de 1mL/min de
Hélio, como gas de arraste; temperatura do injetor a 220°C e interface a 240°C e aquecimento com
temperatura programada (60°C a 246°C com um gradiente de 3°C/ min; em seguida, a 10°C/ min até 260°C,
mantendo-se uma isoterma de 1,6min, com um tempo total de 65 min). O volume de injecdo das amostras
sera de 0.4uL diluidas em CH2CI2 ( ~10% P/V), com uma razao de split de 1:20, sendo a andlise conduzida
no modulo varredura, com a energia de ionizacdo de 70 eV; intervalo de massa de 40-400 m/z a uma
velocidade de 1 scan/s. A identificacdo dos componentes do 6leos essenciais foi realizada por comparacéo
dos espectros de massa e indice de retencdo com os da literatura (ADAMS, 1995, 2001), além da busca
(automatica e manual) dos espectros de massas com aqueles das bibliotecas National Institute of Standards
and Technology (NIST/EPA/NIH, 1998). Os indices de retencdo foram calculados através da co-injecao de
uma mistura de hidrocarbonetos, C8-C32, e com aplicacdo da equacdo de Van Den Dool e Kratz (VAN DEN
DOOL & KRATZ, 1963; FERRACINI, 1995). A analise quantitativa foi efetuada pela integracdo do
Cromatograma Total de fons (TIC).

2.4. Avaliacao da atividade antibacteriana

Foram utilizadas as seguintes cepas de bactérias: Escherichia coli enteropatogénica classica
monovalente 0:158, isolada de fezes diarréicas de criancas no IPTESP/ UFG, E. coli ATCC 8739,
Staphilococcus aureus ATCC 6538 e Salmonella choleraeseus ATCC 10708, Bacillus cereus ATCC
14579, Micrococcus luteus ATCC 9341. As culturas bacterianas foram repicadas mensalmente e
conservadas em geladeira. A padronizacdo do inoculo foi feita pela ativacdo das culturas em caldo Cazoy
por 15 horas a 37°C, obtendo 10 ® células/mm, estimadas por comparacéo ao tubo 0,5 da Escala de Mc
Farland, e estas foram inoculadas em meios de cultura para avaliagdo da atividade antibacteriana
(ESTANISLAU et al., 2001).

Os microrganismos foram inoculados diretamente em placas de Petri com Agar Mueller Hinton, onde
foram impregnados os discos de papeis de 6mm de diametro (Discos Blank estéreis/ CECON) com 5 uL de
cada oleo essencial em estudo. Um controle positivo foi realizado com discos impregnados com 30 ug de
clorafenicol (Sensibiodisc/ CECON). Apos as inoculacdes de cada microrganismos os discos testes foram
colocados sobre as placas de &gar e estas incubadas a 37°C por 24 horas. Os resultados foram obtidos atraves
da observacdo da presenca de halos de inibi¢cdo e medicdo dos didmetros (mm) dos mesmos (ESTANISLAU
etal., 2001).

2.5. Analise estatistica

A porcentagem relativa dos componentes quimicos dos 6leos essenciais e 0s halos de inibicdo de
crescimento microbiano foram submetidos a analise multivariada, usando o pacote estastitico Systéeme
Portable d*Analyse des Données Numériques (SPAD.N, versdo 2.5 PC/ 1994) do Centre International de
Statistique et d‘Informatique Appliquées-CISIA, Saint-Mandé/Franca (LEBART et al., 1994). A aplicacdo
da Analise por Componentes Principais (ACP) permitiu que os dados fossem projetados no espaco definido
pelo primeiro plano fatorial, retendo significativa porcentagem de variancia acumulada dos dados originais.
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A Anélise por Agrupamento (Analise de Cluster) foi aplicada para o estudo da similaridade entre os
individuos (diferentes espécies) com base na distribuicdo dos constituintes dos 6leos essenciais e dos halos
de inibicdo. A técnica do Vizinho mais Préximo (Nearest neighbour complete linkage), pelo algoritmo de
Benzécri (BENZECRI, 1980) foi realizada como indice de similaridade, enquanto o grupamento hierarquico
foi efetuado de acordo com o método de minimizacdo da variéncia descrito por Ward (WARD, 1963). As
correlacdes entre os componentes dos Gleos essenciais e as coordenadas geogréaficas dos espécimes foram
estabelecidas pelo teste t de Student. VValores de P < 0.05 serdo considerados significativos.

3. Resultados e Discussao

Os 6leos essenciais presentes nas folhas de cinco espécies de Eucalyptus (E. saligna, E. microscorys,
E. cloeziana, E. grandis e E. citriodora), coletadas na Estacdo Florestal do IBAMA- EFLEX de Silvania,
extraidas por hidrodestilacdo em, aparelho de Clevenger modificado, foram submentidas a analise quimica,
feita por CG/EM. Na analise observou-se um predominio de monoterpenos em todos os 6leos essenciais
analisados. Eucalyptus citriodora apresentou um alto teor de citronelal (82.33%). Foi observado um alto teor
de 1,8 cineol (86,72%) no OGleo essencial de E. mycrocorys, indicando ser uma possivel fonte desta
substancia, responsavel pelas propriedades expectorantes e antissepticas das vias respiratérias de E. globulus
Labill. Os rendimentos dos processo de extracdo e 0s componentes majoritarios dos 6leos essenciais estao
representados na tabela 1 (anexos).

Na tabela 2 em anexos apresenta os halos de inibicdo (mm) observados para as amostras dos 6leos
essenciais extraidos das diferentes espécies de Eucalyptus frente aos microrganismos Escherichia coli
enteropatogénica classica monovalente 0:158, Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC
6538 e Salmonella choleraeseus ATCC 10708. O oleo essencial de E. mycrocorys foi o Unico que ndo
apresentou atividade inibitéria sobre E. coli ATCC 8739. Todos os outros exerceram consideravel atividade
sobre este microrganismo. Em relacdo a E. coli 0:158 foi observado que os dleos essenciais de E. gloeziana e
E. mycrocorys ndo apresentaram atividade sobre este microrganismo. Os 6leos essenciais de E. gloeziana e
E. mycrocorys ndo apresentam atividade antimicrobiana para S. choleraeseus ATCC 10708. Observou-se
(Tabela 2) que S. aureus € sensivel principalmente aos 6leos de E. grandis e E. cloeziana. E. coli ATCC
8739 é principalmente inibida na presenca do 6leo de E. cloeziana. Ja E. coli 0:158 e S. choleraeseus sdo
mais inibidas na presenca do 6leo de E. saligna.

Na analise multivariada utilizaram-se as Analises de Componentes Principais (PCA) e de Cluster
(CA), através do pacote estatistico SPAD.N 2.5, representado no grafico 1 em anexos. De fato, apos a
aplicacdo da PCA obteve-se no primeiro plano fatorial aproximadamente 80% da variancia acumulada, o
qual permitiu separar na PC-1, monoterpenos oxigenados —mo-, E. saligna e as bactérias Gram-negativas (E.
coli e S. choleraeseus), enquanto que a PC-2 discrimina os hidrocarbonetos monoterpénicos —-hm- e E.
grandis dos monoterpenos oxigenados -mo- (junto a E. microscorys e a E. citriodora) e hidrocarbonetos
sesquiterpénicos —hs- (agrupado a E. cloeziana). Na CA formaram-se quatro agrupamentos: novamente, mo
e E. saligna juntos com as bactérias Gram-negativas (I); mo, E. microscorys e de E. citriodora (Il); a
bactéria Gram-positiva localizada entre os Gltimos dois clusters, os hs agrupados com a E. cloeziana (l11); e
0os hm com a E. grandis (IV). A bactéria E. coli ATCC 8739, no entanto,encontra-se entre E. saligna e E.
cloeziana.

4. Conclusodes

Através da analise multivariada verificou-se maior poder Antibacteriana dos mo (presentes em E.
saligna) nas bactérias Gram-negativas, no entanto, E. coli ATCC8739 mostrou-se sensivel também aos 6leos
de E. cloeziana. Em contrapartida a bactéria Gram-positiva foi mais sensivel a hidrocarbonetos de E.
cloeziana e E. grandis.
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Anexos

Tabela 1. Rendimentos e componentes majoritarios dos 6leos essenciais extraidos por hidrodestilagdo das
folhas de diferentes espécies de Eucalyptus.

Componentes E. citriodora® E. saligna® E. microcorys® | E. grandis® E. cloeziana®
B-pineno - - - 11,54 29,53
a-2-careno - - - 0,20 -
0-cimeno - - - 16,66 -
1,8 cineol 0.93 6,17 86,72 7,74 -
y-terpineno - 0,79 - 16,84 -
Terpinoleno - - - 0,77 -
a-fenchol - - - 0,70 -
Isoboneol - - - 1,56 -
4-Terpineol - 0,45 - 3,09 0,29
8-p-cimenol - - - 0,23 -
a-terpineol - 9,25 3,90 4,07 1,93
Timol - 0,18 - 0,38 -
B-cariofileno - - - 2,98 -
a-humuleno - - - 0,43 -
Seicheleno - 0,16 - 0,18 -
y-muuroleno - - - 0,17 3,97
6,11- 6xido de 4-acoreno - - - 1,95 -
a-acorenol - - - 0,85 -
Cubenol - - - 0,47 -
3-neotujamol 6,78 - - - -
Citronelal 82,33 0,30 - - -
Isodiicarveol 0,43 - - - -
Formato de citronelila 7,80 - - - -
9-epicariofileno 0,43 - - - 6,59
Isobutirato de pentila - 2,05 0,81 - -
Trans-pinocarbeol - - 1,84 - -
Pinocarvona - - 1,76 - -
Sabineno - - - - 0,27
Mirceno - - - - 31,82
a-bisoboleno - - - - 0,77
p-cimeno - 25,61 2,82 - 1,21
Borneol - 4,70 1,34 - -
y-cadineno - - - - 0,36
B-eudesmol - - - - 0,61
a-eudesmol - - - - 0,72
Kusinol - - - - 0,42
a-pineno - 0,27 - - -
n-butirato de isopentila - 1,13 - - -
Limoneno - 1,91 - - -
Canfenol - 1,51 - - -
Endofenchol - 2,39 - - -
a-canfolenal - 7,95 - - -
Cis-pinocarveol - 5,76 - - -
Hidrato de canfeno - 0,27 - - -
Pinocanfona - 1,57 - - -
Trans-carveol - 3,77 - - -
Cis-carveol - 0,68 - - -
Carvona - 0,39 - - -
Carvotanacetona - 0,19 - - -

7-Hidroxi-p-cimento - 0,21 - - -
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Carvacrol - 0,41 - - -
Espatuleno 1,78 - - -

Rendimentos: ® 4,0%, ° 0,5%, “ 2,5%, " 2,0%, ° 0,75%.

Tabela 2. Atividade anti-bacteriana dos Oleos essenciais de especies de Eucalyptus frente a diferentes
bactérias.

Amostras S.aureus E.coli E. coli S.choleraeseu
ATCC8739 0:158

E. cloeziana 20 20 - -

E. citriodora 10 10 14 10

E. grandis 20 10 10 10

E. microscorys 08 - - -

E. saligna 14 15 15 15
Cloranfenicol 25 25 25 25

Os resultados representam o didmetro do halo de inibicdo em milimetros. (-) N&o houve inibicdo de
crescimento.
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Grafico 01. Apresentacdo dos dados mostrando suas tendéncias. Circulos representam as bactérias,
triangulos os Eucaliptos e losangulos os compostos quimicos



