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Oleo essencial de Baccharis tridentata Vahl: composicdo quimica, atividade
antioxidante e fungitoxica, e caracterizacdo morfoldgica das estruturas secretoras
por microscopia eletronica de varredura
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivos avaliar a composi¢éo quimica do éleo essencial de
Baccharis tridentata Vahl, as atividades antioxidante e fungitoxica, e estudar a morfologia das
estruturas secretoras do 6leo essencial presentes na superficie foliar por meio de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). A extracéo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestila¢éo, as
analises quantitativas e qualitativas foram executadas por meio de cromatografia em fase gasosa
com detector de ionizacdo de chamas (FID) e acoplada a espectrometria de massas,
respectivamente. A atividade antioxidante foi realizada empregando-se os métodos de reducao
do radical estavel DPPH e o ensaio de oxidacéo do sistema -caroteno/acido linoleico. As atividades
fungitoxicas foram avaliadas utilizando o teste bioanalitico in vitro, sobre a inibicdo do crescimento
micelial dos fitopatégenos Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia
solani. A composi¢éo quimica revelou a presenca de 28 compostos, sendo o a-tujeno (22,93%) o
constituinte majoritario; nao foi observada atividade antioxidante por meio dos ensaios utilizados,
no entanto, observou-se atividade fungitéxica sobre o crescimento micelial dos fitopatégenos
estudados. J4 os estudos da superficie foliar por MEV revelaram a presenca de tricomas glandulares
em ambas as superficies abaxial e adaxial.
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ABSTRACT: Baccharis tridentata Vahl essential oil: chemical composition, and antioxidant
and fungitoxic activities and morphological characterization of secretory structures by
scanning electron microscopy. This study aimed to evaluate the chemical composition and the
antioxidant and fungitoxic activities of Baccharis tridentata essential oil, as well as to study the
morphology of its secretory structures present on the leaf surface by scanning electron microscopy
(SEM). The essential oil was extracted by hydrodistillation; the quantitative and qualitative analyses
were performed on a gas chromatograph equipped with a flame ionization detector (FID) and
coupled to a mass spectrometer, respectively. The antioxidant activity was determined by the
methods of reduction of the DPPH stable radical and oxidation of the -carotene/linoleic acid
system. Fungitoxic activities were assessed by the in vitro bioanalytical test on the inhibition of
the mycelial growth of the plant pathogens Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides
and Rhizoctonia solani. The chemical composition revealed the presence of 28 compounds, with
a-thujene (22.93%) as the major constituent. No antioxidant activity was observed in the tests
used; however, there was fungitoxic activity against the mycelial growth of plant pathogens. Leaf
surface studies by SEM revealed the presence of glandular trichomes on both abaxial and adaxial
surfaces.

Key words: essential oil, Baccharis, biological activity

INTRODUCAO
Os 6leos essenciais, constituintes volateis plantas, séo compostos que vém despertando grande
organicos responsaveis pela fragrancia de muitas interesse nas pesquisas, por serem potencialmente
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Uteis no controle fitossanitario, propiciando o
desenvolvimento de técnicas que procuram diminuir
os efeitos negativos de agentes oxidantes, radicais e
micro-organismos que causam prejuizos nas
industrias de alimentos e na agricultura.

Estes desempenham diferentes e
importantes papéis nos vegetais como na defesa ao
ataque de patdgenos, animais herbivoros, podendo
também agir na atracdo de organismos benéficos.
Devido as diferentes atividades bioldgicas
apresentadas por estes compostos, ha crescente
nimero de estudos, visando verificar a atividade
antimicrobiana e antioxidante dos mesmos (Simdes
etal., 2007).

Estudos toxicolégicos com animais
empregando os antioxidantes sintéticos mais
utilizados naindustria alimenticia, BHA (butil-hidroxi-
anisol), BHT (butil-hidroxi-tolueno), PG (galato de
propila) e o TBHQ (tert-butil-hidroquinona), tém
demonstrado a possibilidade destes compostos
apresentarem efeitos carcinogénicos (Botterweck et
al., 2000). Desta forma, pesquisas tém sido dirigidas
no sentido de encontrar produtos naturais, que assim
como os tocoferois e o0s acidos orgéanicos, que sao
antioxidantes de origem natural, possam permitir a
substituicdo dos antioxidantes sintéticos ou fazer
associacdes com estes, com o intuito de diminuir os
teores nos alimentos (Ramalho & Jorge, 2006).

Em muitos estudos tém sido demonstrado
o potencial dos 6leos essenciais como antioxidantes
de origem vegetal. Vardar-Unlu et al. (2003)
demonstraram a atividade antioxidante do 6leo
essencial de Thymus pectinatus. Ebrahimabadi et al.
(2010) demonstraram a atividade antioxidante do 6leo
essencial de Stachys inflata e dos constituintes
majoritarios linalol e a-terpineol.

Na agricultura, por muitos anos uma
variedade de diferentes compostos quimicos
sintéticos como os benzimidazois, hidrocarbonetos
aromaticos e inibidores da biossintese de esterois
tém sido muitas vezes utilizados no controle de
doencas de plantas. No entanto, o uso destes
produtos sintéticos para o controle de doengas
causadas por fungos e bactérias em plantas como
antracnose, mancha marrom, mancha bacteriana,
pinta bacteriana e contra a deterioracéo de frutos e
vegetais no periodo de poés-colheita, tem sido
restringido devido aos seus efeitos carcinogénicos,
teratogénicos, alta e aguda toxicidade residual, longo
periodo de degradacdo, poluicdo ambiental entre
outros (Unnikrishnan & Nath, 2002). De acordo com
Dianz et al. (2002), outro problema € o desenvolvimento
de resisténcia em decorréncia do uso continuo destes
produtos em populacgées de fitopatégenos.

Um grande namero de pesquisas relata
atividades de diversos 6leos essenciais sobre micro-
organismos fitopatogénicos, principalmente sobre
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patégenos causadores de perdas em frutos e vegetais
em periodo de poés-colheita. Avaliando o efeito
fungitéxico de 37 6leos essenciais sobre Fusarium
verticillioides, F. proliferatum e F. graminearum, Velluti
etal. (2004) observaram atividade fungitoxica para os
Oleos de orégano (Origanum vulgare), cinamomo
(Melia azedarach) e cravo-da-india (Syzygium
aromaticum). Kordali et al. (2007) avaliaram as
atividades de varios monoterpenos oxigenados,
compostos presentes em varios 6leos essenciais,
sobre ainibicdo do crescimento micelial de 31 fungos
fitopatogénicos, e encontraram valores de inibigdo para
0 B-citronelol e para o nerol superiores aos
apresentados pelo fungicida Benomil. Bajpai et al.
(2007), estudando o efeito fungitoxico do éleo essencial
de Metasequoia glyptostroboides, sobre fungos
pertencentes ao género Fusarium, demonstraram que
essa planta pode ser utilizada pelas agroindustrias
como fungicida natural em alternativa ao uso de
produtos quimicos sintéticos, no tratamento de muitos
micro-organismos fitopatogénicos causadores de
grandes prejuizos na agricultura.

O género Baccharis é constituido por mais
de 500 espécies distribuidas em varios paises da
América do Sul, ocupando principalmente regides
mais elevadas. No Brasil estdo descritas 120
espécies incluidas neste género, estando a maior
parte delas localizadas na regido Sudeste. As
espécies pertencentes a este género sao geralmente
arbustos como a carqueja, a vassoura ou a
vassourinha e medem em média de 0,5a 4,0 m de
altura (Giuliano, 2001).

Entre as espécies mais pesquisadas
encontram-se B. megapotamica, B. incarum, B. trimera,
B. trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B. coridifolia, B.
dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata. No
entanto, sobre a espécie Baccharis tridentata Vahl.
(Asteraceae), que se trata de um subarbusto de 0,5-
2,0m de altura (Barroso, 1986), foi identificado apenas
um trabalho, desenvolvido por Ferracini et al. (1995);
no qual os mesmos relatam a caracterizagao quimica
do dleo essencial. Agostini et al. (2005), estudando
0s Oleos essenciais de diversas espécies de
Baccharis, encontraram entre os constituintes
majoritarios dessas espécies 0s compostos a-pineno,
B-pineno, espatulenol e o limoneno. Lago et al. (2008),
estudando a composicdo de seis espécies de
Baccharis coletadas na regido Sudeste do Brasil,
relataram a predominancia dos monoterpenos o e f3-
pineno e dos sesquiterpenos y-cadineno, germacreno-
D, biciclogermacreno, a-humuleno, aromadendreno
e (E)-cariofileno na composicdo destes 6leos
essenciais. Trabalhos com varias espécies de
Baccharis mostraram que estas possuem atividades
microbioldgicas. O 6leo essencial de Baccharis
trimera apresentou atividade antimicrobiana sobre S.
aureus e E. coli (Avancini et al., 2000). A atividade
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antimicrobiana de Baccharis nitida, foi observada
sobre as bactérias S. aureus e P. aeruginosa,
bactérias Gram positiva e Gram negativa,
respectivamente (Rangel et al., 2001).

Apesar de haver varios estudos com a
caracterizacao quimica dos Oleos essenciais de
plantas do género Baccharis, poucos estudos foram
realizados para verificar suas atividades bioldgicas.
Flores et al. (2009) encontraram uma moderada
atividade antibacteriana contra bactérias Gram
positivas para o Oleo essencial de Baccharis
salicifolia, com CMI (concentragdo minima inibitoria)
variando entre 0,47 € 0,94 ug mL* Ja o 6leo essencial
de Baccharis dracunculifolia apresentou atividade
antiprotozoaria sobre Leishmania donovani, com IC_
igual a 42 pg mL*, apresentando também atividade
antihelmintica sobre Schistosoma mansoni com
concentracdes a partir de 10 pg mL2, por outro lado
este Oleo essencial ndo apresentou atividade
antimicrobiana sobre leveduras pertencentes ao
género Candida (Parreira et al., 2010).

De acordo com Lewinsohn et al. (1998),
apesar do avanc¢o no conhecimento das propriedades
bioldgicas e farmacolégicas dos 6leos vegetais, sabe-
se pouco sobre a morfologia das estruturas celulares
ou 6rgaos envolvidos na producdo nos vegetais. Varias
espécies de Baccharis possuem tricomas tectores e
glandulares na epiderme de folhas e caules (Hellwing,
1992). Budel et al. (2004 b) encontraram tricomas
glandulares e tectores pluricelulares na epiderme
caulinar de Baccharis cylindrica (Less.) DC. Nas folhas
foram encontrados tricomas glandulares em
Baccharis gaudichaudiana DC. (Budel et al., 2003),
Baccharis sagittalis (Less.) DC., Baccharis
triangulares Hauman (Petenatti et al., 2007) e
Baccharis dracunculifolia DC. (Pegorini et al., 2008).

Tendo em vista a caréncia de estudos sobre
a espécie Baccharis tridentata, objetivou-se neste
trabalho avaliar a composi¢cao quimica do oleo
essencial, atividade antioxidante, fungitoxica e estudar
as estruturas nas quais o Oleo essencial é
armazenado na superficie foliar por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV).

MATERIAL E METODO

Material vegetal

As folhas de Baccharis tridentata foram
coletadas em outubro de 2007, no periodo da manha
(7:00 horas), com temperatura de 20°C, no municipio
de ltumirim-MG/Brasil. Aidentificacéo taxonémica da
espécie em estudo foi realizada pelo professor Manoel
Lousada Gavilanes, do Departamento de Biologia da
UFLA (Universidade Federal de Lavras), e uma
exsicata da espécie encontra-se registrada no
Herbario ESAL (Escola Superior de Agricultura de

Lavras), com o niumero de registro 5.488.

Para a extrac&o do 6leo essencial empregou-
se a técnica de hidrodestilagdo, utilizando-se o
aparelho de Clevenger modificado adaptado a um
baldo de fundo redondo com capacidade de 4 litros
(Guimar&es et al., 2008). O processo de extragao foi
realizado no periodo de 2 horas, mantendo a dgua
em ebulicdo. Em seguida, coletou-se o hidrolato, que
foi levado a centrifuga de cruzeta horizontal, sem
refrigeracdo, a 965,36 g por 5 minutos. O dleo
essencial foi retirado com o auxilio de pipeta de
Pasteur e acondicionado em frasco de vidro envolto
por papel aluminio.

Paralelamente as extracoes, realizou-se o0
teste de umidade, de acordo com o método oficial da
AOCS (American Oil Chemists’ Society), adaptado por
Pimentel et al. (2006). O rendimento do 6leo essencial
foi calculado e expresso em peso de 6leo por peso de
folhas com base livre de umidade (% p/p BLU).

Caracterizagdo quimica e quantificagao
dos constituintes do 6leo essencial

A andlise qualitativa do 6leo essencial foi
realizada por cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG/EM), utilizando-se
o aparelho Shimadzu CG-17A com detector seletivo
de massa modelo QP 5000 sob as seguintes
condic¢des experimentais: coluna capilar; silica fundida
(30 m x 0,25 mm) com fase ligada DB5 (0,25 um de
espessura de filme); temperatura do injetor: 220°C;
programacéao da coluna: temperatura inicial de 60°C,
sendo acrescidos 3°C a cada minuto até atingir 240°C;
gas carreador hélio (1 mL min?); taxa de split: 1:10;
volume injetado 1 pL (1% de solugcdo em
diclorometano) e presséo inicial ha coluna de 100,2
KPa. As condi¢bes de EM foram energia de impacto:
70 eV; velocidade de decomposicdo: 1000; intervalo
de decomposicéo: 0.50; e fragmentos de 45 Daltons
a 450 Daltons decompostos. Injetou-se, nas mesmas
condicbes das amostras, uma mistura de
hidrocarbonetos (C,H,,; C, H,,; C,H,;... C,H.;
C,H,,, C,H,,). Os espectros obtidos foram
comparados com o banco de dados da biblioteca
Wiley 229 e os indices de Kovats calculados para
cada constituinte, foram comparados com os
tabelados, de acordo com Adams (2007).

A andlise quantitativa foi realizada por
cromatografia em fase gasosa com detector de
ionizacao de chamas (FID), utilizando-se um aparelho
Shimadzu CG - 17A, realizada nas seguintes condi¢fes
experimentais: coluna capilar (DB5) constituida 5-fenil-
metilpolisiloxano, temperatura do injetor 220°C;
temperatura do FID 250°C; programacéo da coluna:
temperatura inicial de 60°C, sendo acrescidos 3°C a
cada minuto até atingir 240°C. Utilizou-se como gas
de arraste o nitrogénio (0,95 mL min?) e arazdo de
separacao de 1:20. O volume injetado de amostra foi
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1 uL diluido narazéo de 1:100 (v/v) em diclorometano,
sendo a quantificacdo de cada constituinte obtida por
meio de normalizacao de areas (%).

Analise das glandulas secretoras por
microscopia eletrénica de varredura
As analises foram realizadas no Laboratdrio
de Microscopia Eletrénica e Analise Ultra-estrutural
(LME), do Departamento de Fitopatologia da UFLA.
Para realizacdo destas, foram utilizadas folhas
adultas, posteriormente lavadas em 4gua corrente e
cortadas em pedacos de aproximadamente 0,5 cm
de largura. O material foi imerso em solucéo fixativa
Karnovisky, pH 7,2 por periodo de 24 horas para a
fixacdo do mesmo. Apds, foram lavados trés vezes
(10 minutos cada lavagem) em tamp&o cacodilato 0,05
M. Em seguida as sec¢des foram transferidas para
uma solucgéao de tetroxido de 6smio/agua (1,0%) por
1 hora; posteriormente o material foi lavado em agua
destilada por trés vezes e desidratado em uma série
de solucbes de acetona (25, 50, 75, 90 e 100%).
ApOs a desidratacdo, as amostras foram levadas para
o aparelho de ponto critico Balzers CPD 030 para
substituicdo da acetona por CO, e complementacao
da secagem. Os espécimes obtidos foram montados
em suportes de aluminio “stubs” com fita de carbono
sobre uma pelicula de papel aluminio e cobertos com
ouro no evaporador Balzers SCD 050, e posteriormente
foram observados em microscépio eletrdnico de
varredura LEO EVO 40 (Combrinck et al., 2007).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada perante
o consumo do radical estavel DPPH e a oxidagao do
sistema B-caroteno/acido linoleico. Os compostos
antioxidantes, timol (Acrds - 99%) e a-tocoferol (Acrds
- 99%) foram utilizados como referéncia. Cada ensaio
foi realizado trés vezes sendo calculada a média dos
resultados e os desvios padroes.

Determinac¢éo da atividade antioxidante por
meio do método de sequestro de radicais livres
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A avaliacdo da atividade antioxidante diante
do consumo de DPPH foi realizada de acordo com a
metodologia desenvolvida por Ayscough & Russel
(1965) seguida por modificagdes. Foi preparada uma
solucdo em metanol de DPPH na concentracdo de
40 pg mL?, a qual foi mantida sob refrigeragéo e ao
abrigo da luz. Paralelamente, foram preparadas
solucdes metandlicas do 6leo essencial e dos
compostos antioxidantes utilizados como referéncia
(timol e a-tocoferol), ambas na concentracéo de 500
png mLt. As misturas reacionais foram preparadas
em tubos de ensaio, adicionando-se 0,3 mL das
solugdes das amostras a 2,7 mL da solugéo de DPPH
em metanol (40 pg mL?). Em seguida, as leituras de
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absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-160 1PC) a 517 nm, no tempo 0 e 30
min apoés juncao das duas solugdes. A porcentagem
da atividade antioxidante foi calculada de acordo com
a equagéo [l-(Aamostra/Acontrole)] X 100' Onde Aamostra é a
absorbancia da solucéo contendo todos os reagentes
eA_, ... € aabsorbancia da solugéo controle (solugéo
contendo todos 0s reagentes menos 0S COMpOostos
avaliados). Como branco foi utilizada a mistura de
2,7 mL de metanol e a solugdo metandlica dos

compostos avaliados.

Determinacdo da atividade antioxidante
utilizando o sistema B-caroteno/4acido linoleico

A avaliacdo da atividade antioxidante
utilizando o ensaio do p-caroteno/acido linoleico foi
realizada de acordo com as metodologias
apresentadas por Kulisic et al. (2004) e Lopes-Lutz
et al. (2008) com pequenas modificacdes. Foi
preparada uma solucéo de -caroteno em cloroférmio
(0,3 ng mL1); em seguida, foram adicionados a esta
60 pL de 4cido linoleico, 600 mg de Tween 20® e 1,5
mL de cloroférmio, sendo o cloroférmio evaporado em
rotaevaporador a vacuo (Blicher Rotavapor R 114).

Posteriormente, 175 mL de 4gua destilada
saturada com oxigénio foram acrescidos na mistura
sob agitacdo constante (emulsdo A). Em seguida,
2,5 mL da emulséo A foram adicionados em tubos de
ensaio e sob ela foram acrescidos 200 pL das solugbes
metandlicas do 6leo essencial e dos compostos
antioxidantes utilizados como referéncia, na
concentracdo de 500 pg mL*?. Paralelamente,
prepararam-se duas solug¢des, uma sem o antioxidante
(controle) e outra com 0s mesmos reagentes de A,
sem o B-caroteno (emulséo B - branco).

As leituras das amostras foram realizadas
nostempos 0 e 3 horas ap6és adicionado o antioxidante
sobre a emulsdo A em espectrofotdmetro Shimadzu
UV-1601PC utilizando um comprimento de onda de
470 nm. A porcentagem de inibicdo (porcentagem de
atividade antioxidante AA%) foi calculada por meio
daformulaAA% =100x [1 - (A,-A/A,, -A,)], sendo
A, a absorbéancia no tempo 0; A, absorbancia da
mesma solugdo apds 3 horas de incubagéo; A, a
absorbancia no tempo 0 da solugdo contendo 2,5 mL
daemulsdo Ae 200 pL de metanol e A, a absorbancia
desta solucao apoés 3 horas de incubacao.

Atividade fungitéxica

As culturas dos fungos foram obtidas da
micoteca do Departamento de Fitopatologia e
identificadas como Fusarium oxysporum CML n2 1450,
Colletotrichum gloeosporioides CML n¢ 1449 e
Rhizoctonia solani CML ne 1448. O método utilizado
foi o bioanalitico in vitro de acordo com Nakahara et
al. (2003) seguido por modifica¢cfes, por meio do qual
avaliou-se o efeito do 6leo essencial de Baccharis
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tridentata Vahl., em diferentes concentracfes sobre o
crescimento e/ou inibigcdo micelial das culturas flngicas.

As concentracdes utilizadas do dleo
essencial foram de 50, 100, 150, 200, 500, 1000, 1500
mg L (relagBes massa de 6leo essencial por volume
de meio de cultura) para todos os fitopatdgenos. Para
obtencdo dessas, inicialmente preparou-se uma
solugdo de 6leo essencial em éter etilico, na
concentracéo de 1500 mg L%, que foi diluida para as
concentragdes citadas. Posteriormente, acrescentou-
se 0,25 mL de cada solugcdo em 24,75 mL de meio
de cultura (BDA) previamente autoclavado e semi-
fundente, resultando em 25 mL de meio de cultura
contendo 6leo essencial nas concentracdes utilizadas.

O meio de cultura foi vertido em placas de
Petri (9 cm de diametro) com a posterior inoculagao
dos fitopatdgenos. Foi preparado um controle com o
meio de cultura puro (testemunha absoluta) e outro com
apenas éter etilico (testemunha relativa) para determinar
o efeito desse composto sobre os fitopatdgenos.

Para a inoculacdo dos fitopatégenos, um
disco de 9 mm de didmetro contendo o micélio de
cada fungo (retirado da colénia com doze dias em
BDA) foi repicado para o centro da placa, as quais
foram vedadas com filme plastico e colocadas em
incubadora com “biological oxygen demand” (BOD) a
25°C para os fitopatdgenos Fusarium oxysporum e
Colletotrichum gloeosporioides e a 21°C para
Rhizoctonia solani e fotoperiodo de 12 horas. As
medidas do crescimento micelial das culturas de
Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides
foram realizadas no décimo dia apés a inoculacéo
dos fungos, e no terceiro dia para Rhizoctonia solani.
Para tal, foram tracadas duas retas pela placa de
Petri passando pelo centro do disco de 9 mm; uma
perpendicular a outra; as leituras foram realizadas
pela medicdo do diametro de crescimento das
colbnias (médias de duas medidas diametralmente
opostas) (Balbi-Pefia et al., 2006). A porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial foi calculada para
cada dosagem em relacao a testemunha absoluta.

O delineamento experimental para os
ensaios bioldgicos foi inteiramente casualizado, com
trés repeticdes. Realizou-se a andlise de regressao
para avaliar a porcentagem de inibig&o do crescimento
micelial dos fitopatégenos frente as diferentes
concentracdes do 0Oleo essencial estudado. As
andlises foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (Ferreira, 2000).

RESULTADO E DISCUSSAO

As folhas frescas de Baccharis tridentata
apresentaram um teor de 6leo essencial de 0,091%
p/p (BLU).

Estudando os teores de Oleo essencial
apresentados por doze espécies de Baccharis

coletadas no Sul do Brasil, Agostini et al. (2005)
encontraram teores variaveis entre 0,1 e 0,5% p/v,
sendo que, seis espécies apresentaram teor de 0,1%.
Os teores encontrados por Silva et al. (2007) para
plantas de Baccharis trimera cultivadas e selvagens
variaram de 0,11 a 0,32% p/v de acordo com a época
de colheita. Silva et al. (2006), estudando plantas de
Baccharis trimera submetidas a diferentes niveis de
radiacdo luminosa, encontraram teores de 0Oleo
essencial variando de 0,036 a 0,059% p/p. Desta
forma observa-se que o teor de 6leo essencial
apresentado pela espécie de Baccharis estudada esta
de acordo com os teores de 6leo essencial
encontrados para outras espécies do mesmo género,
demonstrando o potencial da mesma como fonte de
Oleo essencial para diversos estudos.

De acordo com os dados apresentados na
Tabela 1, foram identificadas 28 substancias que séo
responsaveis por 93,14% da constituicdo quimica do
6leo essencial de Baccharis tridentata. O a-tujeno
apresentou-se como composto majoritario (22,93%),
seguido pelo B-pineno (20,33%) e B-felandreno
(16,15%).

Esses resultados ndo corroboram com
agueles encontrados por Ferracini et al. (1995), que
estudando a composicao quimica de varias espécies
pertencentes ao género Baccharis, encontraram o
espatulenol (21,20%, constituinte majoritario), seguido
pelo &-cadineno (7,68%) e pelo globulol (5,86%),
como constituintes principais do 6leo essencial de
Baccharis tridentata, coletada em Santana do Riacho/
MG. No entanto, a presenca do monoterpeno 3-pineno
(20,33%) como constituinte majoritario esta de acordo
com os resultados apresentados por Agostini et al.
(2005), que avaliando a composi¢éo quimica de varias
espécies de Baccharis nativas do Rio Grande do Sul
e coletadas em diferentes localidades do estado,
também encontraram B-pineno como constituinte
majoritario de B. articulata (41,4% a 52,8%) e de B.
cogata (27,2%).

A composicao quimica dos 6leos essenciais
de espécies de Baccharis é muito variada. Silva et
al. (2007) estudando a variabilidade sazonal dos 6leos
essenciais de Baccharis trimera selvagem e cultivada,
encontraram como constituintes majoritarios o (E)-
cariofileno com seu teor variando de 12 a 21%, o
germacreno-D com teor entre 6,3 e 28% e o
biciclogermacreno com teor entre 12 e 23%.
Schossler et al. (2009) encontraram 0s compostos
biciclogermacreno (9,73%) e o cis-cadin-4-en-7-ol
(6,77%) como constituintes majoritarios do 6leo
essencial de Baccharis punctulata e o (E)-nerolidol
(22,80%) mais o 3-pineno (12,17%) como constituintes
majoritarios do Oleo essencial de Baccharis
dracunculifolia. Ja Parreira et al. (2010) encontraram o
(E)-nerolidol (33,51%) e o espatulenol (16,24%) como
constituintes majoritarios do 6leo essencial de
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TABELA 1. Constituintes do 6leo essencial de Baccharis tridentata Vahl. identificados por CG/EM e os respectivos

teores.
Composto IK Teor
calculado (%)

a- tujeno 927 2293
a - pineno 934 0,60
B- pineno 975 20,33
Mirceno 991 6,08
0-3- careno 1015 0,25
p-cimeno 1024 0,19
Limoneno 1028 1,30
B-felandreno 1029 16,15
(E)-B-ocimeno 1050 3,42
y- terpineno 1061 2,33
Terpinoleno 1088 0,73
Fenchol 1116 0,14
4- terpineol 1180 3,53
o -terpineol 1188 0,54
Acetato de bornila 1283 0,12
B-borboneno 1379 0,09
B-elemeno 1388 0,26
(E)-cariofileno 1414 4,24
o -humuleno 1448 0,28
Germacreno-D 1477 4,44
Biciclogermacreno 1491 0,19
o -muuroleno 1500 1,58
y-cadineno 1513 0,34
d-cadineno 1520 0,81
Espatulenaol 1576 0,19
Oxido cariofileno 1579 0,87
Epi- a - cadinol 1642 1,00
o -cadinol 1658 0,21
Hidrocarbonetos monoterpénicos 74,31
Monoterpenos oxigenados 4,33
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 12,27
Sesquiterpenos oxigenados 2,27
Total 93,14

Baccharis dracunculifolia. Boix et al. (2010) encontraram
0s compostos verbenona (10,1%), mirceno (10,2%), 1,8-
cineol (10,4%) e a canfora (25,2%) como constituintes
principais do 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia.

Muitos trabalhos relatam a predominancia
de compostos monoterpénicos e sesquiterpénicos na

composi¢do quimica dos Oleos essenciais
pertencentes a plantas do género Baccharis. Na
Tabela 1 observa-se que 78,64% da composicao
quimica do 6leo essencial estudado é representada
por monoterpenos e 14,54% de sesquiterpenos, este
resultado encontra-se de acordo com os resultados
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encontrados por Boix et al. (2010) para o 6leo essencial
de Baccharis dracunculifolia, que encontraram 78,50%
de monoterpenos e 21,40% de sesquiterpenos. Por
outro lado, estes resultados contrariam varios trabalhos
que demonstram 0s sesquiterpenos como 0s
compostos predominantes nos 6leos essenciais deste
género de plantas, como os de Lago et al. (2008), que
estudaram a composic¢éo quimica dos ramos floridos
de Baccharis trimera (Less.) DC. e encontraram uma
predominancia de sesquiterpenos, 48,5 e 68,6% no 6leo
essencial das espécimes feminina e masculina,
respectivamente; e os de Schossler et al. (2009), que
estudando a composic¢éo quimica dos 6leos essenciais
de Baccharis punctulata e Baccharis dracunculifolia
encontraram 54,76 e 45,87% de sesquiterpenos em
seus 6leos essenciais extraidos por hidrodestilacéo.
Todas estas variagbes podem ser atribuidas
a fatores como sazonalidade, ritmo circadiano,

desenvolvimento, temperatura, disponibilidade
hidrica, nutrientes entre outros (Gobbo Neto & Lopes,
2007). Silva et al. (2007) demonstraram a influéncia
da variacéo sazonal na composi¢ao quimica do 6leo
essencial em populagdes de Baccharis trimera
natural e cultivada, encontrando a presenca de trés
tipos de substancias diferentes em relacao a origem
e a fase de desenvolvimento das plantas.

Pelas imagens de microscopia eletrénica
de varredura (Figura 1) foi possivel visualizar as
estruturas secretoras de Oleos essenciais,
classificadas como tricomas glandulares do tipo
peltado. Estes estdo situados na superficie foliar
abaxial e adaxial desta espécie, sendo encontrados
isolados ou agrupados, observando em ambas as
faces baixa densidade dos mesmos, bem como a
auséncia de pelos e grande quantidade de ceras
situadas nas superficies abaxial e adaxial.

10pm
—

FIGURA 1. Micrografia eletronica de varredura (MEV) da epiderme na face foliar de Baccharis tridentata (as setas

indicam a presenca de tricomas).

A presenca de tricomas glandulares na
superficie foliar de plantas do género Baccharis ja foi
relatada, uma vez que, ja foram observados tricomas
glandulares pluricelulares, com posicao apical
arredondada, reunidos pela base em tufos e
localizados em pequenas depressdes nas superficies
foliares de Baccharis dracunculifolia (Budel et al.,
2004 a). Molares et al. (2009) também observaram a
presenca de tricomas agrupados em plantas de
Baccharis abovata Hook. Budel & Duarte (2007)
encontraram tricomas glandulares inseridos em

pequenas depressdes nas folhas de Baccharis
coridifolia. Diante destes estudos, pode se afirmar
que, os resultados encontrados neste trabalho
corroboram com aqueles ja citados na literatura para
espécies pertencentes ao género Baccharis.

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas
com o objetivo de caracterizar as estruturas secretoras
de dleos essenciais, em diversas espécies de plantas
pertencentes a vérias familias e géneros. A presenca
de tricomas glandulares nas superficies foliares de
Salvia blepharophyll (Lamiaceae) foi observada como
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sitios de producdo e armazenamento de éleos
essenciais (Bisio et al., 1999). Trabalhos de
Combrinck et al. (2007) sobre a morfologia dos
tricomas glandulares presentes nesta mesma espécie
vegetal, demonstraram a presenca de tricomas
peltados de dois tamanhos diferentes, sendo um maior
(com aproximadamente 50 pm de didmetro) e outro
menor (com 20 um de didmetro).

Os resultados da avaliac&o antioxidante do
Oleo essencial de Baccharis tridentata pelo teste de
neutralizacdo do radical DPPH e pela inibicdo da
oxidacdo do sistema acoplado B-caroteno/acido
linoleico estédo apresentados na Figura 2. Observa-
se que o 6leo essencial apresentou uma atividade
antioxidante proxima a zero para ambos os testes,
ja os padrodes, timol e o-tocoferol foram os que
apresentaram as maiores atividades, havendo um
destaque por parte do a-tocoferol.

Estes resultados estdo de acordo com
trabalhos sobre a atividade antioxidante de 6leos
essenciais de varias espécies de Artemisia pelos
mesmos métodos, os quais também nao observaram
atividade antioxidante consideravel para os 6leos
essenciais estudados (Lopes-Lutz et al., 2008).
Entretanto em outros trabalhos realizados com a
mesma metodologia foram encontrados valores que
caracterizam a atividade antioxidante para o 6leo
essencial de Petroselinum crispum (Zhang et al.,
2006). Estudos sobre o potencial antioxidante dos
Oleos essenciais de Pimpinella anesetum e Pimpinella
flabellifolia demonstraram atividade antioxidade
significativamente maior para os 6leos essenciais
estudados pelo ensaio do DPPH em relacéo ao padréao
utilizado (4cido ascorbico) (Tepe et al., 2006). A
atividade antioxidante dos Oleos essenciais de
Satureja spicigera e Satureja cuneifolia foi superior a
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dos antioxidantes utilizados pela indUstria como o
BHT e o acido ascorbico pelo ensaio utilizando o
DPPH, no entanto, perante o ensaio da oxidac&o do
B-caroteno/acido linoleico estes éleos essenciais
apresentaram atividades antioxidantes inferiores a
apresentada por estes compostos (Eminagaoglu et
al., 2007).

A atividade fungitoxica do 6leo essencial das
folhas de Baccharis tridentata sobre o crescimento
micelial dos fitopatdégenos Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporium e Rhizoctonia
solani pode ser observada nas Figuras 3, 4 e 5,
respectivamente.

Pelos dados obtidos observou-se que houve
inibicdo consideravel do crescimento micelial frente
a presenca do Oleo essencial para Fusarium
oxysporium, Rhizoctonia solani, sendo mais eficiente
para o Rhizoctonia solani, o qual teve 72,28% do
crescimento micelial impedido com a concentracéo
de 1000 mg L* do 6leo essencial. Sobre o
crescimento micelial do fitopatégeno Colletotrichum
gloeosporioides, o 6leo essencial ndo apresentou
atividade inibitéria significativa. De acordo com as
analises de regressao realizadas com a finalidade de
demonstrar o comportamento da inibicdo do
crescimento micelial dos fitopatdgenos estudados,
em relacao as concentracdes de 6leo essencial
utilizadas, observa-se que no intervalo das
concentracdes estudadas a inibicdo do crescimento
micelial dos fungos Colletotrichum gloeosporioides e
Rhizoctonia solani aumenta de acordo com o aumento
da concentracdo do dleo essencial, seguindo a
equacao de primeiro grau, 0 que ndo acontece em
relacdo ainibicdo do crescimento micelial do fungo
Fusarium oxysporium, umavez que, sobre este esta
relacdo segue equacao de segundo grau.

B AA%-ensaio B-
caroteno/acido
linoleico

B AA%-ensaio DPPH

Oleo essencial Timol

Alfa-tocoferol

FIGURA 2. Atividade antioxidante do 6leo essencial de Baccharis tridentata, do timol e do a-tocoferol diante dos

ensaios do DPPH e do sistema B-caroteno/acido linoleico.
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FIGURA 3. Inibicdo do crescimento micelial do
fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides causado
pelo 6leo essencial de Baccharis tridentata.
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y =-5E-05x?+ 0,0806x +5,8159
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0 T '
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FIGURA 4. Inibicdo do crescimento micelial do
fitopatdgeno Fusarium oxysporium causado pelo éleo
essencial de Baccharis tridentata.

y = 0,0466x + 28,28
307 ¢ R? = 0,0322

Inibigao do crescimento micelial

0 T !
0 500 1000
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FIGURA 5. Inibicdo do crescimento micelial do
fitopatégeno Rhizoctonia solani causado pelo 6leo
essencial de Baccharis tridentata.

A atividade fungitOxica encontrada para o éleo
essencial de Baccharis tridentata esta de acordo com
as atividades apresentadas por diversos 0leos
essenciais. Salgado et al. (2003) demonstraram o
efeito fungicida (capaz de causar a morte dos
fitopatdgenos) dos 6leos essenciais de trés espécies
de eucalipto (Eucalyptus urophylla, Eucalyptus
citriodora e Eucalyptus camaldulensis) sobre os
fitopatégenos (Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea
e Bipolaris sorokiniana). Outros estudos realizados
por Guimarées et al., (2011), constataram que a
atividade fungitéxica do oOleo essencial de
Cymbopogon citratus e dos componentes majoritarios
mirceno e citral (mistura isomérica de geranial e neral)
sobre os fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum,
Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani,
foi exercida pelo citral.

Vérios trabalhos comprovam a presenca do
trans-cariofileno como antimicrobiano, principalmente
em fungos patogénicos e bactérias Gram (+/-)
(Couladis et al., 2000; Novak et al., 2001). O
composto germacreno-D foi encontrado em Artemisia
parviflora (Rana et al., 2003), Piper friedrichsthalli e
P. pseudollindeni (Vila et al., 2003), e em Jupinerus
turbinata (Consentino et al., 2003) e Lippia javanica
(Ngassapa et al., 2003) apresentando atividade
bactericida e fungicida.

A anélise por CG/EM do 6leo de Leonurus
sibiricus, revelou a presenc¢a de 13 compostos, sendo
gue dentre os identificados pode-se observar a
predominancia dos sesquiterpenos trans-cariofileno
(33,43%), alfa-humuleno (21,49%) e germacreno-D
(24,95%), responsaveis por 70% da composi¢édo do
Oleo. Os autores afirmam que essas substancias
apresentam esqueletos carbdnicos com ampla
atividade antibacteriana, antifingica e inibidores
enzimaticos (Almeida et al., 2005).

Diante dos dados obtidos, confirma-se que
0 Gleo essencial de Baccharis tridentada € constituido
por monoterpenos e sesquiterpenos, corroborando
com estudos realizados com 6leos essenciais de
outras espécies de Baccharis, os quais sao
constituidos predominantemente por compostos
pertencentes a estas classes. Observou-se a
inexisténcia de atividade antioxidante do mesmo
perante as metodologias estudadas, descartando a
possivel utilizagdo como antioxidante, tanto na salde,
como na conservagado de alimentos. Ja a atividade
fungitéxica encontra-se de acordo com a atividade
apresentada por 6leos essenciais de outras plantas,
demonstrando que o mesmo pode vir a ser utilizado
para o controle de fungos na agricultura e em frutos
no periodo de pos-colheita. Em relacao as estruturas
secretoras estas se apresentaram semelhantes as
estruturas encontradas em outras espécies do género
Baccharis.
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