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Resumo

O presente estudo teve como objetivo promover a bioprospeccdo dos constituintes volateis de espécies do género
Croton L., bem como avaliar o potencial s6cio-econémico aliado as atividades biolégicas de constituintes volateis
dessas espécies presentes na flora do Delta do Parnaiba. Para obtencéo dos 6leos essenciais foram coletadas amostras
das partes aéreas de Croton blanchetianus, C. campestris, C. floribundus, C. heliotropiifolius e C. rhamnifolius que
foram individualmente, submetidas ao processo de hidrodestilacdo e posteriormente, realizada a analise de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) e acoplada ao detector de ionizagdo em chama
(CG/FID). A identificacdo dos constituintes volateis foi efetuada através da determinacdo do indice de Kovats
simulados e compara¢do com dados da literatura. O 6leo essencial do C. rhamnifolius foi submetido ao teste de
sensibilidade a antimicrobianos pelo método de difusdo em disco. A anélise fitoquimica identificou 33 constituintes
no 6leo essencial das cinco espécies, principalmente os monoterpenos (sabineno, limoneno, a-pineno, p-cimeno,
eucaliptol) e sesquiterpenos (biciclogermacreno, germacreno-D, trans-cariofileno) muito das vezes como constituintes
majoritarios, o possibilitou a utilizacdo desses compostos como marcadores quimicos para classificagdo taxonémica
das espécies do género Croton. O teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusdo em disco
apresentou atividade inibitoria promissora do o6leo de C. rhamnifolius contra cepas Gram-negativas de
microrganismos, o que torna este 6leo de grande interesse medicinal.

Palavras-chave: Croton blanchetianus; Croton campestres; Croton floribundus; Croton heliotropiifolius; Croton
rhamnifolius; Oleo Essencial.

Abstract

The present study aimed to promote the bioprospecting of volatile constituents of species of the genus Croton L., as
well as to evaluate the socio-economic potential allied to the biological activities of volatile constituents of these
species present in the flora of the Delta do Parnaiba. To obtain the essential oils, samples of the aerial parts of Croton
blanchetianus, C. campestris, C. floribundus, C. heliotropiifolius and C. rhamnifolius were collected and individually
submitted to hydrodistillation and then analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS) and
coupled to a flame ionization detector (GC/FID). ldentification of the volatile constituents was carried out by
determining the simulated Kovats index and comparison with literature data. The essential oil of C. rhamnifolius was
submitted to antimicrobial sensitivity test by the disk diffusion method. The phytochemical analysis identified 33
constituents in the essential oil of the five species, mainly monoterpenes (sabinene, limonene, a-pinene, p-cymene,
eucalyptol) and sesquiterpenes (bicyclogermacrene, germacrene-D, trans-caryophyllene) very often as major
constituents, which enabled the use of these compounds as chemical markers for taxonomic classification of species
of the genus Croton. The sensitivity test to antimicrobials by the disk diffusion method showed promising inhibitory
activity of C. rhamnifolius oil against Gram-negative strains of microorganisms, which makes this oil of great
medicinal interest.

Keywords: Croton blanchetianus; Croton campestres; Croton floribundus; Croton heliotropiifolius; Croton
rhamnifolius; Essential oil.
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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo promover la bioprospeccion de constituyentes volatiles de especies del género
Croton L., asi como evaluar el potencial socioeconémico aliado a las actividades biol6gicas de los constituyentes
volatiles de estas especies presentes en la flora del Delta do Parnaiba. Para la obtencion de los aceites esenciales se
recolectaron muestras de partes aéreas de Croton blanchetianus, C. campestris, C. floribundus, C. heliotropiifolius y
C. rhamnifolius, las cuales fueron sometidas individualmente al proceso de hidrodestilacién y posteriormente, al
analisis de cromatografia de gases acoplado a la espectrometria de masas (CG/MS) y acoplado al detector de
ionizacion de llama (CG/FID). La identificacion de los constituyentes volatiles se realizd mediante la determinacion
del indice de Kovats simulado y comparacion con datos de la literatura. El aceite esencial de C. rhamnifolius fue
sometido a la prueba de susceptibilidad antimicrobiana por el método de difusién en disco. El andlisis fitoquimico
identificd 33 componentes en el aceite esencial de las cinco especies, principalmente los monoterpenos (sabineno,
limoneno, a-pineno, p-cimeno, eucaliptol) y sesquiterpenos (biciclogermacreno, germacreno-D, trans-cariofileno) a
menudo como componentes principales., permitié el uso de estos compuestos como marcadores quimicos para la
clasificacion taxonémica de especies del género Croton. La prueba de susceptibilidad antimicrobiana por el método
de difusion en disco mostré una actividad inhibitoria prometedora del aceite de C. rhamnifolius contra cepas de
microorganismos Gram-negativos, lo que hace que este aceite sea de gran interés medicinal.

Palabras clave: Croton blanchetianus; Croton campestres; Croton floribundus; Croton heliotropiifolius; Croton
rhamnifolius; Aceite esencial.

1. Introducéo

Os produtos de origem natural sdo metabdlitos e/ou subprodutos derivados de microrganismos, plantas ou animais
(Baker et al., 2000), e estdo ligados intimamente a evolucdo da espécie humana, pois tm sido amplamente utilizados para
melhorar a qualidade de vida das pessoas. Dessa forma, o isolamento de moléculas oriundas de produtos naturais tem sido uma
preocupacao central das ciéncias quimicas e bioldgicas (Cavalcanti et al., 2020).

A bioprospeccdo nédo é algo novo, pois a humanidade tem analisado e explorado os recursos naturais desde o seu
inicio como civilizagdo. De maneira geral, a bioprospeccao consiste na busca por compostos organicos em microrganismos,
plantas e animais que sejam (teis para a humanidade (Filho et al., 2014), e que podem levar ao desenvolvimento de um
produto, sendo relevante para uma ampla variedade de setores e atividades, incluindo agricultura, biotecnologia,
biorremediacdo, biomonitoramento, industria cosmética e farmacéutica, producdo de combustiveis, salde, entre outros
(Saccaro JR, 2011). Além disso, é um cenério vem crescendo os estudos atualmente, principalmente quando relacionado a
bioprospeccdo na Amazdnia e sua biodiversidade de componentes que podem gerar 6timos resultados (Rufino & Abegg,
2022). Outro ponto, é a manutencéo da sustentabilidade e da biodiversidade amazdnica, para que os estudos contribuam com a
sua conservacgdo, com a preservacao cultural e de produtos derivados, seguindo os conhecimentos tradicionais como guia para
a construcao das pesquisas cientificas (Galves et al., 2021).

A definicdo de bioprospecg¢do abrange também a producdo de fitoterdpicos e antibioticos, o0 melhoramento genético de
espécies, a descoberta de enzimas com propriedades medicinais e nutricionais, entre varios outros fatores que podem contribuir
para a economia, farmacologia, nutricdo, medicina, veterinaria e agronomia (Strobel & Daisy, 2003). Atualmente, um dos
exemplos mais conhecidos é o descobrimento do &cido acetilsalicilico (a aspirina), resultante do salgueiro europeu (Salix spp.),
h& muito tempo j& usado, tornou-se uma medicacdo utilizada em todo o mundo até os dias de hoje (Lima et al., 2020). Vale
ressaltar que a bioprospeccédo é de suma importancia para a sustentabilidade, visto que contribui com a preservagdo ecologica,
utilizando-se dos recursos naturais e ndo do patriménio ambiental.

As atividades bioprospectivas permitem, a partir da variedade biolégica, descobrir com eficacia novos compostos e
desenvolver novos bioprodutos agregando valor a biodiversidade. Dentre as mais diversas fontes das quais sdo provenientes 0s
produtos naturais, as que mais se destacam sao as plantas, das quais sdo usados folhas, flores, frutos, casca e raizes (Martins &
Garlet, 2016). As plantas sdo capazes de fornecer uma série de produtos naturais bioativos, muitos dos quais se constituem em

modelos para a sintese de varios farmacos (Simdes et al., 2017). Segundo Lorenzi e Matos (2009), o uso de plantas medicinais
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vem evoluindo com o passar do tempo e tém sido a principal fonte de substancias utilizadas na medicina. As plantas séo,
portanto, constituidas por diversos compostos organicos diferentes que, quando isolados, podem apresentar indmeras
atividades bioldgicas que trazem beneficios ao homem. Por isso, a bioprospeccao de substancias quimicas oriundas de vegetais
deve continuar contribuindo para o uso seguro deles como fonte alternativa de medicamentos.

Estes produtos naturais sao oriundos das mais diversas familias de plantas que sdo empregadas na terapia de varios
males, seja na forma de chas, pomadas, extratos, entre outros (Cavalcanti et al., 2020). Uma das familias de interesse da ciéncia
é a familia Euphorbiaceae. Esta familia botanica é composta por mais de 300 géneros, representando cerca de 8.000 espécies
(Lira et al., 2019), sendo uma das mais diversas entre as familias de Angiospermas no bioma Cerrado, e embora supostamente
cosmopolita, quase ndo ha representantes em regifes polares (baixas temperaturas), mas apresenta maior diversidade em
regides subtropicais e tropicais (Webster, 2014). O género Croton L. é o segundo com mais diversidade dessa familia e esta
representado por cerca de 300 espécies no Brasil, agrupadas principalmente em cerrados, campos rupestres e caatinga (Caruzo
et al., 2010, 2020).

O género Croton L. é um dos mais importantes desta familia, inclui cerca de 1.200 espécies distribuidas nas Américas
(Lira et al., 2019) e possui uma ampla variedade de espécies ricas em metabolitos secundéarios (Bezerra et al., 2020). Este
género tem grande potencial para a inddstria farmacéutica, concedendo caracteristicas medicinais para muitas espécies,
apresentando metabdlitos secundarios, como alcaldides, flavonoides e terpendides (Payo et al., 2001) e sendo utilizadas para
tratar diversas enfermidades, tais como problemas digestivos, diabetes e febre (Aradjo et al., 2017).

A quimica desse género de plantas tem sido amplamente estudada, visto que muitas de suas espécies apresentam éleos
essenciais ricos em metabdlitos secundarios volateis, comumente associados a importantes atividades bioldgicas. Os 6leos
essenciais consistem em compostos naturais, volateis e complexos, caracterizados por apresentarem um forte odor, produzidos
por plantas aromaéticas e representam uma importante contribui¢do para a medicina popular, devido a sua funcionalidade e sua
facil obtencdo (Machado & Junior, 2011). Considerando o uso da biodiversidade vegetal, quando o 6rgdo representa um
substrato renovavel (ex. resina, folha, flor, fruto, semente), é possivel extrair-se a esséncia sem eliminar a planta, o que a torna
uma fonte de 6leo ecologicamente correta (Siani et al., 2006).

Segundo Navarrete et al. (2011), uma das principais caracteristicas de um 6leo essencial sdo suas atividades
antimicrobianas e antioxidantes, apresentando estruturas fendlicas que o tornam ativo contra microrganismos. Portanto, muitas
plantas podem servir como alternativa terapéutica devido & atividade antimicrobiana comumente associada aos seus 6leos
essenciais (Santos et al., 2012), os quais desempenham papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores entre
outras funcBes diversas necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema.

Geralmente, os 6leos essenciais sdo constituidos por moléculas de natureza terpénica. Segundo Siani et al. (2006), o
perfil terpénico apresenta geralmente compostos constituidos de 10 e de 15 moléculas de carbonos (monoterpenos e
sesquiterpenos), mas, a depender da composicdo da planta e do método de extragdo, podem ser encontrados terpenos menos
volateis na composicdo do 0leo essencial. Portanto, levando em consideracdo uma mesma espécie de planta, o nimero de
compostos, suas quantidades relativas e o rendimento de éleos variam significativamente. Isso pode ser atribuido ao método de
extracdo do Gleo, além dos parametros climaticos, localidade e fatores agrondmicos como fertilizacdo, irrigacdo, e estagio de
desenvolvimento da planta na época da colheita (Bakkali et al., 2008).

O Delta do Parnaiba apresenta zona climatica intertropical e esta situado na regido Nordeste do Brasil, no hemisfério
Sul e Ocidental. Possui uma ampla area de cobertura de aproximadamente 2.750 Kmz, sendo caracterizado por um complexo
agregado de ecossistemas divididos por baifas e estuarios. Consiste em uma regido bastante dinamica formada pela tensao
ecoldgica entre as formagOes de Cerrado a sudoeste, Caatinga a leste e Sistemas marinhos ao norte (Castro, 2007; Guzzi,

2012), sendo caracterizada por apresentar vegetagdo rastejante e arbustiva que esta sujeita a inundag6es frequentes com o fluxo
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das marés, e se distingue principalmente por variagdes na composicdo e profundidade do solo em relacdo ao lencol freatico,
sendo classificada como manguezal, mata ciliar de varzea e vegetacdo de tabuleiro (Radambrasil, 1981). Esse ecossistema rico
em diversidade vegetal é de suma importancia para o equilibrio ambiental da zona costeira do estado do Piaui, que relne
grande nimero de espécies amplamente utilizadas pela cultura popular local como fonte alternativa de fitomedicamentos no
combate a doencas. Apesar de sua grande extensdo e de sua variada formacgdo vegetal, trabalhos que evidenciem a
biodiversidade do Delta so recentes e bastante escassos (Guzzi, 2012).

Nesse contexto, levando em consideracdo que o estudo quimico contribui para o desenvolvimento de novos
medicamentos, além de propiciar o conhecimento da flora local e garantir a populacdo daquela determinada regido o uso
correto e seguro dos costumes populares, o presente trabalho tem o intuito de promover a bioprospeccdo de constituintes
volateis de espécies do género Croton L. da flora do Delta do Parnaiba — PI, contribuindo, dessa forma, com o quadro
cientifico/social no sentido de comprovar a eficacia e 0 uso seguro de recursos naturais, € no desenvolvimento socioeconémico

da regido, incentivando o extrativismo sustentavel e ecologicamente correto da Regiéo.

2. Metodologia
2.1 Tipo de pesquisa

Considerando os procedimentos utilizados no decorrer de seu desenvolvimento, a pesquisa é classificada como
experimental e bibliogréafica. Para Fonseca (2002), a pesquisa experimental submete a diferentes tratamentos grupos de
assuntos coincidentes, verificando e comparando se as diferencas observadas nos resultados séo estatisticamente significantes.
Com isso, na pesquisa experimental podem ser testadas hipoteses que firmam relagbes de causa e efeito. Por outro lado, a
pesquisa bibliografica é feita através do levantamento de referencial teérico, com base em artigos cientificos, livros, revistas,

objetivando a obtencgdo de conhecimentos prévios sobre 0 tema da pesquisa (Fonseca, 2002).

2.2 Coleta e identificacdo do material boténico

O material vegetal foi coletado nos municipios de Parnaiba-Pl e Camurupim-Pl em fevereiro de 2018, periodo
chuvoso que corresponde & época de florescimento. Um representante da espécie Croton rhamnifolius Kunth (tombo 6724),
uma de marmeleiro (C. blanchetianus Baill. (tombo 6725)) e trés de velame (C. heliotropiifolius Kunth (tombo 6726), C.
floribundus Spreng. (tombo 6723) e C. campestris A.St.-Hill. (tombo 6727) foram coletados para o estudo. O material vegetal
foi herborizado e incorporado ao Herbario Delta do Parnaiba da Universidade Federal do Piaui (UFPI), para correta

identificaco.

2.3 Obtencdo e identificag8o dos constituintes volateis

As partes aéreas dos materiais vegetais foram, individualmente, submetidas ao processo de hidrodestilagdo em
aparelho doseador de 6leo essencial tipo Clevenger modificado por Gottlieb (Gottlieb & Magalhées,1960), levando a obtencéo
dos 0leos essenciais de cada espécie coletada.

Os 6leos essenciais obtidos foram enviados para analise em Espectrometro de Massa Hewlett-Packard, pertencente a
Universidade Federal do Ceara (UFC) de modelo HP-5791 A, acoplado a cromatografo Gas-Liquido modelo HP A série |1
(CG/MS), provido de coluna capilar DB-5 (dimetilpolisiloxano) com 30,0 m de comprimento; 0,25mm de didmetro interno e
filme de 0,1pum. A razdo de aquecimento do injetor foi de 35-180°C/4°C/min e 180-280°C/35°C/min, utilizando o hélio como o
gas de arraste. A analise Cromatografia Gasosa Acoplada ao Detector lonizacdo em Chama (CG/FID), foi efetuada num

cromatégrafo Shimadzu GC-172 equipado com detector FID, usando coluna capilar DB-5 (dimetilpolisiloxano) com 30,0m x
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0,25mm de didmetro interno e filme de 0,25um, utilizando razdo de aquecimento do injetor de 35-180°C/4°C/min e 180-
280°C/17°C/min, utilizando hidrogénio como gas de arraste. A identificacdo dos constituintes quimicos volateis do 6leo
essencial foi efetuada através da determinacéo do indice de Kovats simulados, pesquisa em espectroteca (Alencar et al., 1990),

e comparacdo com dados da literatura (Adams, 2007).

2.4 Teste de atividade de sensibilidade a antimicrobianos

Foi utilizado o método descrito originalmente por Bauer et al. (1996), conhecido como método de disco-difusdo. As
Culturas bacterianas desenvolveram-se a 37 oC durante 24 horas em BHI, com posterior preparacdo das suspensdes em salina
0,9% concentracdo 1,5x108 células/mL, utilizando a escala 0,5 de McFarland, Placas de Petri com agar Miller Hinton (MH),
semeadas com 100 pL de cada suspensdo bacteriana e utilizados discos de papel de filtro embebidos nas solugdes contendo o
6leo essencial de C. rhamnifolius (70mg/ml) e Oxacilina ou Kanamicina (0,05 mg/mL) como controle positivo e cloroférmio
como controle negativo (Araujo et al., 2003; Costa et al., 2004; Albuquerque et al., 2004; Menezes-Torres et al., 2021; Santos
et al., 2006).

3. Resultados e Discusséo
3.1 Fitoquimica das espécies do género Croton L.

Apdbs o processo de extracdo dos dleos essenciais das cinco espécies de Croton, foi possivel determinar o rendimento
relativo de cada 6leo essencial. A extragdo do 6leo essencial do C. rhamnifolius forneceu 436,7 mg com rendimento de 0,09%
de 6leo, o C. heliotropiifolius forneceu 168,3 mg e rendimento de 0,03% de 6leo, por sua vez o C. floribundus forneceu 102,5
mg com rendimento de 0,02% de 6leo, C. campestris forneceu 200,1 mg com rendimento de 0,04% de o6leo, e por fim, C.
blanchetianus forneceu 1.113 mg de dleo, com 0,22 % foi a espécie que apresentou maior rendimento por massa de folha
fresca. Na literatura é observado que os rendimentos dos 6leos essenciais extraidos de diversas espécies do género Croton
variando entre 0,02 e 1,15% sendo obtido de vérias partes da planta, como das folhas, caule, raizes (Angélico et al., 2011).

A andlise por CG/MS e CG/FID dos Oleos essenciais permitiu determinar, respectivamente, qualitativo e
quantitativamente a composi¢do dos 06leos essenciais dos Croton blanchetianus (OECB), C. heliotropiifolius (OECH), C.
Floribundus (OECF) e C. campestris (OECC), C. rhamnifolius (OECR) como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Anélise quimica CG/MS dos 6leos das espécies Croton blanchetianus (OECB), C. heliotropiifolius (OECH), C.
floribundus (OECF), C. campestris (OECC) e C. rhamnifolius (OECR), e as respectivas porcentagens (%) de contribuicdo de

cada composto. (NC) Niimero do composto; (TR) Tempo de Retencéo; (IK) indice de Kovats simulados.

Amostra (%)
Constituintes NoTR IK OECB OECH OECF OECC OECR
Monoterpenos hidrocarbonetos
a-Tujeno 1 7.9 930 - 0,4 - 2,6 -
a-pineno 2 8.1 939 2,0 0,5 4,3 10,4 9,9
Canfeno 3 8.6 954 - - - 1,3 2,1
Sabineno 4 9.4 975 - 25 15,5 23,8 7,1
B-pineno 5 9.5 979 0,5 - 1,3 1,4 -
Mirceno 6 10.1 990 - 9,1 14 1.8 -
a-Felandreno 7 105 1002 0,5 - 2,3 5,8 4.6
a-Terpineno 8 10.9 1017 - - - 0,8 -
p-Cimeno 9 11.2 1026 - 0,8 2,6 0,8 10,9
Limoneno 10 11.4 1029 2,5 10,4 11,2 12,7 -
B-trans-Ocimeno 11 12.1 1050 1,0 = = = =
y-Terpineno 12 12.5 1059 - - - 10,8 -
a-Terpinoleno 13 13.6 1088 - 14 - 1,7 -
Subtotal 6,5 251 38,6 73,9 34,6
Monoterpenos oxigenados
Eucaliptol 14 11.7 1031 - - - - 455
B-Linolol 15 14.0 1098 - 1,3 - - -
Linolol 16 15.2 1100 - - - - 1,6
Terpineol-4 17 16.8 1177 - - 2,0 1,3 2,8
a-Terpineol 18 17.3 1189 - 0,8 - 0,9 2,2
Subtotal 0 2,1 2,0 2,2 52,1
Sesquiterpenos hidrocarbonetos
a-Copaeno 19 24.1 1375 - 0,9 - - -
B-Elemeno 20 24.6 1376 12,7 1,1 - 1,1 -
trans-p-cariofileno 21 24.8 1392 - - - - 3,2
trans-Cariofileno 22 25.6 1419 17,0 20,0 30,7 10,9 11
a-Humuleno 23 26.6 1454 2,8 1,8 29 0,9 -
Germacreno-D 24 27.6 1485 20,6 13,1 59 2,6 -
Biciclogermacreno 25 28.1 1494 33,5 194 13,0 6,3 1,7
Germacreno-A 26 28.3 1509 4.9 - - - -
y-Cadineno 27 28.6 1513 - 1,0 - - -
8-Cadineno 28 28.8 1523 - 1,3 - - -
Germacreno-B 29 29.9 1561 1,9 4.0 - - -
Oxido Cariofileno 30 31.7 1581 - - 3,5 - 2,3
Subtotal 93,4 62,6 56,0 21,8 8,3
Sesquiterpenos oxigenados
Bornilacetato 31 20.8 1285 - - - 2,0 -
Espatulenol 32 304 1578 - - - - 2,6
8-Cadinol 33 323 1636 - 1,1 - - -
Subtotal 0 1,1 0 2,0 2,6
Total identificado 100 90,9 96,6 100 97,6

Fonte: Dados da pesquisa.
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A analise do 6leo essencial por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas resultou na identificacdo de
33 constituintes no 6leo essencial das cinco espécies. Destes, 0 maior nimero de compostos identificados foi observado na
espécie C. campestris, apresentando na constituicdo de seu 6leo essencial 20 constituintes, enquanto o menor nimero foi
observado na espécie C. blanchetianus, apresentando 12 constituintes (Tabela 1).

Foi possivel identificar 100% dos constituintes volateis do C. blanchetianus e C. campestris, sendo que a primeira
apresentou como componente majoritario 0s compostos biciclogermacreno (33,5%), germacreno-D (20,6%) e o trans-
cariofileno (17,0%). Pinho-da-Silva et al. (2010), também observaram o biciclogermacreno como principal composto em C.
blanchetianus, no entanto, segundo Angélico et al. (2011), os componentes majoritarios sdo 1,8-cinol, eucalipitol ¢ a-pineno,
essa diferenca é justificada pela influéncia do ambiente e das condi¢des climaticas em que se encontra a planta, tais fatores
interferem na rota Biosintética das plantas, e consequentemente, na formacao dos constituintes volateis.

Os compostos sabineno (23,8%), limoneno (12,7%) e trans-cariofileno (10,9%) foram predominantes no 6leo
essencial de C. campestris. Os constituintes quimicos identificados para essa espécie no presente trabalho ndo corroboram com
0s observados em outras literaturas que apresentaram niveis diferentes (EI Babili et al., 2009; Santana, 2011), também
justificado pela influéncia dos fatores externos sobre a produgéo dos constituintes volateis da planta.

A analise do 6leo essencial de C. heliotropiifolius permitiu identificar 97,7% dos seus constituintes quimicos,
apresentando como componentes majoritarios o trans-cariofileno (20,0%), biciclogermacreno (19,4%), germacreno-D (13,1%).
A literatura descreve estes trés sesquiterpenos como componentes principais para o 6leo essencial desta espécie (Doria et al.,
2010).

O dleo essencial de C. floribundus, por sua vez, foi possivel identificar 96,6% dos seus constituintes volateis, e 0s
compostos trans-cariofileno (30,7%), sabineno (15,5%) e o biciclogermacreno (13,4%) apresentaram-se como 0s principais
constituintes. Ja para o 6leo essencial de C. rhamnifolius foi possivel identificar 97,56% de seus constituintes quimicos, sendo
o0 eucaliptol (45,5%) como o componente majoritario, seguido por p-cimeno (10,9%) e a-pineno (9,8%). Esses compostos
também foram identificados em diferentes concentragGes nos estudos de Craveiro et al. (1981), Silva (2008), Costa et al.
(2013), Vidal et al. (2016) e Castro et al. (2019).

A comparagdo dos resultados demonstra que a variabilidade na composicdo dos 6leos essenciais depende
essencialmente da origem das amostras, da influéncia da posicado geografica e do clima. Embora os compostos a- e B-pineno
estarem presentes em baixa quantidade no OGleo obtido das partes aéreas dessas espécies (0,2+10,4% e 0,5+1,4%,
respectivamente), a co-ocorréncia destes monoterpenos pode ser uma caracteristica comum do género Croton (Bracho &
Crowley, 1966; Craveiro et al., 1981; Radulovic et al., 2006). Os compostos identificados neste estudo sdo consistentes com 0s
dados da literatura para Croton spp., sendo os 6leos essenciais caracterizados por uma predominancia de monoterpenos e
sesquiterpenos (Meccia et al., 2000; Salatino et al., 2007; Fontenelle et al., 2008; Camara et al., 2017; Castro et al. (2019)).

A andlise dos constituintes majoritarios de cada espécie permitiu observar um padrdo na rota biossintética das plantas
analisadas, onde os constituintes sesquiterpenos trans-cariofileno e biciclogermacreno apresentam-se em todas as espécies
analisadas, muitas vezes, como um dos componentes majoritarios. Outro sinalizado de que essas espécies apresentaram rota
biossintética semelhante é a presenca do monoterpeno a-pineno em todas as espécies, tanto por fazer parte dos constituintes
dessas plantas, como também, pela porcentagem semelhante de contribuicdo para composicdo dos constituintes volateis. Desta
forma os compostos trans-cariofileno, biciclogermacreno e a-pineno podem ser qualificados como possiveis marcadores
quimicos para analise quimiotaxondmica das espécies do género Croton.

Para fins de apresentacdo, os compostos foram agrupados nas seguintes classes quimicas: monoterpenos

hidrocarbonetos (6,5-73,9%); monoterpenos oxigenados (0-52,1%); sesquiterpenos hidrocarbonetos (8,3-93,4%); e
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sesquiterpenos oxigenados (0-2,6%). Varios compostos foram observados em diferentes espécies de Croton, com algumas
sendo ricas em monoterpenos (Craveiro et al., 1981) e um grupo menor com sesquiterpenos como compostos principais
(Radulovic et al., 2006).

Verificou-se que na amostra de OECC foi obtida a maior porcentagem relativa de monoterpenos, correspondente a
73,0%; na amostra de OECR foi obtida a maior porcentagem relativa de monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos
oxigenados, correspondentes a 52,1% e 2,6% respectivamente; e na amostra de OECB verificou-se a maior porcentagem
relativa de sesquiterpenos correspondente a 93,4% (Tabela 1).

A espécie C. blanchetianus apresentou, em sua amostra de 6leo essencial, 6,5% de monoterpenos e 93,4% de
sesquiterpenos, totalizando 100% de terpenoides, ndo apresentando compostos oxigenados. C. heliotropifolius apresentou
25,1% de monoterpenos, 2,1% de monoterpenos oxigenados, 62,6% de sesquiterpenos e 1,1% de sesquiterpenos oxigenados,
totalizando 90,9% de terpenoides. C. floribundus apresentou 38,6% de monoterpenos, 2,0% de monoterpenos oxigenados e
56,0% de sesquiterpenos, totalizando 96,6% de terpenoides, ndo apresentando compostos oxigenados. C. campestris
apresentou 73,9% de monoterpenos, 2,2% de monoterpenos oxigenados, 21,8% de sesquiterpenos e 2,0% de sesquiterpenos
oxigenados, totalizando 100% de terpenoides. E por fim, C. rhamnifolius apresentou em sua constituicdo 34,6% de
monoterpenos, 52,1% de monoterpenos oxigenados, 8,3% de sesquiterpenos e 2,6% de sesquiterpenos oxigenados, totalizando
97,6% de terpendides (Tabela 1). Comparando as espécies vegetais e a porcentagem dos compostos em cada classe quimica, as
amostras de OECF, OECC e OECR tem maior similaridade quimica em relagcdo a composi¢do de monoterpenos, engquanto as

amostras de OECC e OECR possuem maior similaridade em relacdo aos seus compostos sesquiterpenos oxigenados.

3.2 Teste de sensibilidade a antimicrobianos
O 6leo essencial do C. rhamnifolius foi submetido ao teste de sensibilidade a antimicrobianos pelo método de difuséo
em disco apresentando uma promissora atividade inibitéria para as cepas Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis (Tabela 2).

Tabela 2 - Teste de sensibilidade a antimicrobianos pelo método de difusdo em disco.

) ) Oleo essencial/ halo inibigdo (mm)
Microrganismos

C. rhamnifolius Cloroférmio Oxacilina Kanamicina

Bacillus subtilis 12/15 0/0 22/19

Staphylococcus aureus 0/0 0/0 20/22

Chromobacterium violaceum 0/0 0/0 33/34
Escherichia coli 0/0 0/0 23/22
Klebsiella pneumoniae 19/22 0/0 17/18
Pseudomonas aeruginosa 20/21 0/0 19/18
Salmonella choleraesuis 23/24 0/0 18/18
Enterobacter aerogenes 0/0 0/0 20/20

Fonte: Dados da pesquisa.

O oleo de C. rhamnifolius mostrou-se seletivo para cepas de microrganismos do tipo Gram-negativo, 0 que torna esse
6leo de grande interesse medicinal, uma vez que essa classe de cepas é responsavel pela maioria das resisténcias

antimicrobianas, que pode ser explicada pela presenga de uma membrana fosfolipidica externa, que é quase impermeavel aos
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compostos lipofilicos (Nikaido & Vaara, 1985).

Segundo Nostro et al. (2000), a atividade antimicrobiana dos éleos essenciais é mais propicia em bactérias Gram-
positivas, uma vez que, o contato direto do 6leo com a membrana causa tanto um aumento da permeabilidade i6nica, como o
vazamento de constituintes fundamentais intracelulares das bactérias, ou a deterioracdo dos sistemas enzimaticos bacterianos
(Cowan, 1999), resultado este observado neste estudo apenas para Bacillus subtilis.

A maioria das propriedades antibacterianas dos 6leos essenciais tem sido associada a terpendides oxigenados como
alcoois e cetonas e alguns hidrocarbonetos (Koroch et al., 2007; Adra,r et al. 2016). Acredita-se que 0s 6leos essenciais
contendo monoterpenos podem acumular-se na membrana celular bacteriana, causando perda de integridade, fuga de conteddo
intracelular, levando a lise e morte celular (Huang et al., 2018).

Segundo Yin et al. (2012), o eucaliptol aumenta a permeabilidade da membrana citoplasmatica microbiana, causando
uma considerdvel perda de ATP citoplasmatico. Essa acdo deve-se & sua capacidade de interagir com a membrana
citoplasmatica, em que pode se dissolver na bicamada lipidica, alinhando-se entre as cadeias de acidos graxos. Tal distor¢do da
estrutura fisica poderia causar a expansao e desestabilizacdo da membrana, aumentando sua fluidez e resultando no incremento
de sua permeabilidade passiva. Acredita-se que sua efetividade esteja relacionada a presenca de um grupo éter no anel fenélico
que lhe confere alto poder reativo.

Silva et al. (2010) reforcaram a importancia das interacdes entre os compostos de baixa concentragdo, mostrando que
a presenca de p-cimeno e y-terpineno aumenta a a¢ao antimicrobiana de compostos majoritarios como o eucalipitol, porém o p-
cimeno ndo tem efeito antibacteriano se usado sozinho, apenas quando combinado, pois ele facilita o transporte do eucalipitol
por meio da membrana citoplasmatica para o interior da célula bacteriana (Naigre et al., 1996).

A atividade antimicrobiana do éleo de C. rhamnifolius pode também estar associada a presenga dos monoterpenos o-
pineno, p-cimeno e linalol, que ja foram estudados anteriormente e s&o conhecidos por possuir tal bioatividade (Hinou, Harvala
& Hinou, 1989; Prudent et al., 1993; Peres, 1997; Martins et al., 2000; Heluani et al., 2005; Almeida et al., 2013; Santiago et
al., 2016; Medeiros et al., 2017; Mouwakeh et al., 2019). O biciclogermacreno é referido na literatura como o principal
componente em muitos 6leos essenciais com propriedade antibacteriana (Heluani et al., 2005; Shafaghat, 2011; Almeida et al.,

2013), no entanto, este sesquiterpeno foi identificado em baixa quantidade neste trabalho (1,7%).

4. Concluséo

A analise fitoquimica de Croton blanchetianus, C. campestris, C. floribundus, C. heliotropiifolius e C. rhamnifolius
permitiu determinar o rendimento relativo (que variou de 0,02% a 0,22%) e identificar 33 constituintes no 6leo essencial das
cinco espécies. Os compostos majoritarios foram variados, sendo os principais 0 germacreno-D, sabineno, limoneno,
eucaliptol, p-cimeno, biciclogermacreno, trans-cariofileno, a-pineno, sendo que estes trés Gltimos se apresentam em todas as
espécies analisadas e podem ser qualificados como possiveis marcadores quimicos para analise quimiotaxonémica das espécies
do género Croton L.

Dentre as diferentes espécies oleiferas estudadas, C. rhamnifolius foi selecionada para teste de sensibilidade aos
antimicrobianos devido ao seu uso na medicina tradicional como erva medicinal. O dleo essencial dessa espécie apresentou um
rendimento de 0,56% pelo processo de hidrodestilacdo e que ap6s andlise do 6leo essencial em CG\MS revelou que sua
constituicdo é formada por monoterpenos (85,06%) e sesquiterpenos (12,50%), sendo 0s componentes majoritarios o
Eucaliptol (45,53%) e o para-cimeno (10,92%) num total de 97,56% dos compostos identificados. O teste de sensibilidade
realizado pelo método de difusdo em disco mostrou uma promissora atividade inibitdria contra as cepas Bacillus subtilis,

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis, revelando uma seletividade do 6leo de C.
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rhamnifolius para as cepas de microrganismos do tipo gram-negativo.

As perspectivas futuras sdo promissoras, esse género de plantas vem sendo estudado por diversos grupos de pesquisa,
sendo importante para entendermos como se apresentam o0s 6leos essenciais que sdo ricos em metabolitos secundarios volateis
e essenciais para as atividades bioldgicas, assim como, possuem uma boa funcionalidade e sdo faceis de adquirir. Atualmente,
sua utilizacdo vem crescendo, principalmente no uso de plantas medicinais, além disso, os estudos apontam sua importancia na
salide da populagdo, sendo importante ser estudado futuramente medicamentos alternativos utilizando como base essas fontes

naturais.
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