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Resumo

0 estudo de plantas medicinais tem ganho particular importancia nos Gltimos anos devido as
propriedades atribuidas s mesmas. Esta dissertacdo consistiu no estudo quimico de uma
planta ja com algumas propriedades benéficas comprovadas, a Lavandula luisieri. Para além
dos compostos principais presentes no 6leo da mesma, existem uma série de compostos com
estrutura 1,2,2,3,4-pentametilciclopentano (necrodano) que tém especial interesse. Este
trabalho teve uma abordagem diferente das tomadas até a data, pois consistiu no estudo da
variacao quimica existente nas varias fases de crescimento da mesma. Foi também estudado
o teor total de fendis e a atividade antioxidante. O estudo do teor total de fendis foi
executado para os trés constituintes da planta (folhas, flores e caules), utilizando-se 3
solventes distintos, o hexano, o diclorometano e o etanol. Concluiu-se que é na extracao
etanolica das folhas da Lavandula luisieri que esta presente o maior teor de fendis totais.
Este € um fator importante quando se pretende estudar a atividade antioxidante existente
nesta planta, que se encontra diretamente relacionado com os fendis presentes. O teste da
atividade antioxidante foi conseguido usando o método do DPPH nas extracdes etanolicas,
resultando num nivel de atividade antioxidante muito forte nos trés constituintes da planta.
Seguidamente através de GC-MS, averiguou-se os constituintes presentes nas folhas e flores,
em 4 fases de crescimento distintas. Os dleos essenciais sdo constituidos principalmente por

1,8-cineol, canfora, acetato de trans-a-necrodilo e o linalol.

Palavras-chave

Oleo essencial Lavandula luisieri Fenois Atividade antioxidante

GC-MS Necrodano
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Abstract

The study of medicinal plants has gained particular relevance in recent years because of the
properties attributed to them. This dissertation is to study a chemical plant has proven
beneficial to some properties, the Lavandula luisieri. In addition to the major compounds
present in the oil of the same, there are a number of compounds with structure 1,2,2,3,4-
pentamethylcyclopenten (necrodane) which are of particular interest. This work had a
different approach taken to date, as was the study of chemical variation exists in various
stages of growth of the same. It was also study the total phenol content and the antioxidant
activity. The study of the total content of phenols was done in the three constituents of the
plant ( leaves, flowers and stalks), using three different solvents: hexane, dichloromethane
and ethanol. It was concluded that is in the ethanol extraction from the leaves of Lavandula
luisieri that this is the highest total phenols content. This is an important factor in studying
the antioxidant activity exists in this plant, which is directly related to the phenols. It was
used the DPPH method to do the total phenols content in the etanolic extraction, and the
antioxidant activity in the three constituents of the plant was very strong. Then by GC-MS, it
was found constituents present in the leaves and flowers, in four distinct growth phases. The

essential oils are mainly constituted by 1,8-cineol, camphor, trans-a-necrodil acetate and

linalool.

Keywords

Essential oil Lavandula luisieri Phenols Antioxidant activity
GC-MS Necrodane
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Objetivos

O presente estudo teve como objetivo global o estudo quimico da planta Lavandula luisieri,
através de 2 pontos distintos:

e Estudo do conteldo fendlico nas diferentes partes da planta Lavandula luisieri (flores,
folhas e caules) em plena floracao, através do uso de trés solventes distintos e calculo

da atividade antioxidante para os extratos de etanol.

e Estudo quimico da variacao sazonal nas folhas e flores da planta Lavandula luisieri.
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Capitulo | - Revisao bibliografica

1.1 - Introducao

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os estudos
quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas. Isto pode ser claramente observado pelo aumento de trabalhos
publicados nesta area, além do surgimento de jornais especificos sobre produtos naturais

ativos.

De realcar a quantidade de plantas existente no planeta, sendo que a maioria é desconhecida
sob o ponto de vista cientifico, onde entre 250-500 mil espécies, somente cerca de 5% tém
sido estudadas fitoquimicamente e uma percentagem menor avaliadas sob os aspetos
biologicos. Neste contexto é importante mencionar que as plantas, além de seu uso na
medicina popular com finalidades terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos para a

obtencao de varios farmacos utilizados na clinica.

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, os quimicos organicos tém
conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas de constituintes naturais,
até ha pouco tempo dificeis de serem identificados. A cada momento sdo referidas na

literatura novas moléculas a serem estudadas.

No amplo leque de plantas medicinais a serem estudadas encontra-se a Lavandula luisieri,
uma planta existente em grande parte da peninsula ibérica, ja com varias atividades

biologicas e farmacologicas comprovadas.
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1.2 - Plantas Medicinais

0 conhecimento popular de plantas usadas pelos humanos é baseado em milhares de anos de
experiéncia. Por "tentativa erro”, o Homem foi aprendendo a reconhecer e utilizar plantas
(Rodrigues J. C. et al., 2003).

Até meio do século XIX, as plantas eram os principais agentes terapéuticos usados pelos
humanos, e mesmo hoje o seu papel na medicina continua relevante. Entre os testemunhos
mais antigos do uso de plantas, esta um pélen de plantas medicinais encontrado num local
arqueologico no Iraque. Este tinha 60000 anos de idade, originario do periodo Neandertal
(Rodrigues J. C. et al., 2003).

Mesmo hoje, cerca de 80 % da populacao mundial depende essencialmente de plantas e dos
seus extratos para cuidados de saude (Kumar P. et al., 2011). Nos paises em
desenvolvimento, plantas medicinais tém sido utilizadas como tratamentos alternativos a
problemas de salde (Duarte M. C. T. et al., 2005).

Particularmente nos Gltimos anos, os 6leos essenciais e 0s seus compostos tém ganho bastante
interesse devido a serem relativamente seguros para o ambiente assim como para a salde
publica, sdao bem aceites pelos consumidores e pelo seu aproveitamento para varias funcoes
(Kumar P. et al., 2011).

Sabe-se que a composicao quimica das plantas € facilmente influenciada por varios fatores
externos como o clima, pois alguns compostos podem ser acumulados num periodo particular
de tempo para responder a mudancas climaticas. A composicdo quimica dos 6leos essenciais
das plantas e a atividade bioldgica provocada pelos mesmos, sao assim o material de estudo
para observar variacdes qualitativas e quantitativas nas plantas. Amostras recolhidas em
diferentes fases do ano podem conter diferentes e novos compostos bioativos (Hussain A. I. et
al., 2010).
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1.3 - Oleo essencial e compostos ativos das plantas

Os oleos essenciais sdo extraidos de varias plantas aromaticas localizadas geralmente em
paises de clima temperado a quente, como paises mediterraneos e tropicais onde

representam uma parte importante da farmacopeia tradicional.

Os oleos essenciais sdao compostos volateis, naturais, complexos caracterizados por um odor
forte e sao formados por plantas aromaticas como metabolitos secundarios. Sao liquidos,
volateis, limpidos e raramente coloridos, lipidos sollveis em solventes organicos com uma

densidade geralmente mais baixa do que a da agua(Bakkali F. et al., 2008).

Figura 1 - Exemplo do dleos essenciais (Grossman L. et al., 2005).

Na natureza, os 6leos essenciais tém um papel importante na protecao das plantas como
antibaterianos, antivirais, antiflingicos, inseticidas e igualmente de encontro aos herbivoros
reduzem o seu apetite para tais plantas. Igualmente podem atrair alguns insetos para
favorecer a dispersao do pdlen e das sementes, ou repelir outros indesejaveis. Podem ser
sintetizados por todos os orgaos da planta, isto é botoes, flores, folhas, hastes, galhos,
sementes, frutas, raizes, madeira ou casca, € sao armazenados em células secretoras, em
cavidades, em canais, em células epidérmicas ou em tricomas glandulares (Bakkali F. et al.,
2008).

Sao extratos de planta preparados normalmente por destilacdao, compostos por uma vasta
diversidade de pequenas moléculas hidrofobicas (< 300 Da), que facilmente se difundem nas

membranas celulares interagindo com alvos intracelulares (Machado M. et al 2010).
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1.3.1 - Caracteristicas e Contexto historico

Os dleos essenciais sdo misturas complexas de diferentes compostos. A composicao do éleo é
determinada principalmente pelas formacoes genéticas de cada cultivo, embora também seja

influenciado pelo processo de destilacao (Cavanagh H. M. A. et al., 2002).

As plantas que contém 6leo essencial mostram geralmente uma composicao quimica variavel
devido a fatores intrinsecos (sexuais, sazonais, ontogenéticos, e variacdes genéticas) e
extrinsecos (aspetos ecologicos e ambientais). Geralmente, as indlstrias escolhem os
quimiotipos com potencial interesse comercial, de maneira a obter produtos finais de alta

qualidade, assim como uma atividade bioldgica eficiente (Zuzarte M. et al., 2009).

1.3.2 - Métodos de extracao laboratorial

Para a determinacdo da quantidade e composicdo dos Oleos essenciais, muitos métodos
diferentes tém sido descritos. O método mais usual para a determinacao do conteldo do éleo
essencial é a hidrodestilacdo, descrita na farmacopeia. Claro que compostos nao volateis
aroma-ativos ndo sdo extraidos. Por outro lado, componentes altamente volateis e
componentes sollveis em agua, podem se perder durante a hidrodestilacdo (Richter J. et al.,
2007).
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Figura 2 - Método de extracéo de 6leo essencial, aparelho Clevenger (Noudjou F. et al., 2007).
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1.3.3 - Compostos ativos presentes

O perfil quimico dos produtos do dleo essencial difere nao s6 no niumero das moléculas mas
igualmente nos tipos estereoquimicos das moléculas extraidas, de acordo com o tipo de
extracao, e este é escolhido de acordo com a finalidade do uso. O produto da extracao pode
variar na qualidade, quantidade e na composicao de acordo com o clima, composicao do solo,

o 6rgado da planta, a idade e o estagio vegetativo do ciclo.

Os oleos essenciais sdo misturas naturais muito complexas que podem conter
aproximadamente 20-60 componentes em concentracdes completamente diferentes. O grupo
principal € composto por terpenos e terpendides, e outros componentes aromaticos e

alifaticos, todos caracterizados pelo baixo peso molecular (Bakkali F. et al., 2008).

Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y™) or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
H QCR/
Alcohol acyelic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol

S o o
= OH
OH

-Sesquerpitenes

Carbure Alcohol
Farnesol Caryophyllene

OH
2. Aromatic compounds
Aldehyde Aleohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamvl alcohol Chavicol Eugenol
o CH,
T T
= = OCH;,4
OH
Methoxy derivative Methoxy derivative Mt‘_""}' lene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole
— — O ﬁ
7Y OCH; \ /) OCHs C
— — Y [ R N
3. Terpenoides (Isoprenoides)
Ascaridole Menthol
: . i OH

Figura 3 - Estruturas quimicas de alguns compostos presentes nos o6leos essenciais (Bakkali F. et al.,
2008).
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1.3.3.1 -Terpenos

Os terpenos formam classes estrutural e funcionalmente diferentes. Estes sao constituidos por
varias unidades base de 5 atomos de carbono (C5), que se designam como isoprenos. A
biossintese de terpenos inicia-se com o precursor difosfato de isopentanilo (IPP), que através
de varias adicdes do mesmo forma o fosfato de prenilo. A modificacao enzimatica de difosfato
de prenilo alilico forma os varios esqueletos de terpeno responsaveis pelas propriedades

funcionais dos mesmos (Bakkali F. et al., 2008).

Os terpenos principais sao os monoterpenos (C10) e os sesquiterpenos (C15), mas também
existem os hemiterpenos (5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e os tetraterpenos (C40).

Um terpeno que contém oxigénio designa-se de terpendide.

Os monoterpenos sao formados a partir do acoplamento de duas unidades de isoprenos (C10).
Estes sdo as moléculas mais representativas constituindo 90% dos oleos essenciais e permitem

uma grande variedade de estruturas. Os monoterpenos consistem em varias classes:
Hidrocarbonetos:
aciclicos: mirceno, ocimeno, etc.
monociclico: terpineno, p-cimeno, felandrenos, etc.
diciclico: pineno, 3-careno, canfeno, sabilineno, etc.
Alcoois:
aciclicos: geraniol, linalol, citronelol, lavandulol, nerol, etc.
monociclicos: mentol, a-terpinol, carveol, etc.
biciclico: borneol, fenchol, crisantenol, tujan-3-ol, etc.
Aldeidos:

aciclicos: geranial, neral, citronelal, etc.
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Cetonas:
aciclicos: tegetona, etc.
monociclicos: mentonas, carvona, pulegona, piperitona, etc.
Biciclicos: canfora, fenchona, tujona, ombelulona, pinocanfona, pinocarvona, etc.
Esteres:
aciclicos: acetato de linalilo ou propionato, acetato de citronelilo, etc.
monociclicos: acetato de mentilo ou a-terpinilo, etc.
biciclicos: acetato de isobornilo, etc.
Eteres:
1,8-cineol, mentofurano, etc.
Perodxidos:
ascaridole, etc.
Fenois:
timol, carvacrol, etc.

Quando a molécula é visivelmente ativa, os dois enantidomeros estdo frequentemente
presentes em diferentes plantas: (+)-a-pineno de Pinus palustris, (-)-B-pineno de Pinus
caribaea e de Pinus pinaster, (-)linalol de coentro, (+)-linalol a partir de algumas canforeiras,
etc. Em alguns casos é a forma racémica, sendo esta a forma mais encontrada: (+)-citronelol
€ generalizada, a forma (+) é caracteristica do Eucalyptus citriodora, a forma (-) € comum
para os oleos essenciais de rosa e geranio. Os sesquiterpenos sdao formados a partir da
montagem de trés unidades de isopreno (C15). A extensdo da cadeia aumenta o nimero de
ciclizacées que permite uma grande variedade de estruturas. A estrutura e funcao dos

sesquiterpenos sao semelhantes as dos monoterpenos:
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Hidrocarbonetos:

azuleno, B-bisaboleno, cadinenos, B-cariofileno, logifoleno, curcumenos, elemenos e

farnesenos e zingibereno, etc.
Alcoois:

bisabolol, cedrol, B-nerolidol, farnesol, carotol,

B-santalol, patchulol, viridiflorol, etc
Cetonas:

germacrona, cis-longipinano-2, 7 - Diona, B-vetinona e turmeronas, etc.
Epodxidas:

oxido de cariofileno, epoxidos de humuleno, etc

Exemplos de plantas contendo estes compostos sdo angélica, bergamota, alcaravia, aipo,
citronela, coentro, eucalipto, geranio, zimbro, lavanda, limao, cidreira, tangerina, menta,

laranja, hortela-pimenta, pinho, alecrim, salvia, tomilho (Bakkali F. et al., 2008).

1.3.3.2 - Compostos aromaticos

Derivados de fenilpropano, os compostos aromaticos ocorrem com menos frequéncia do que
os terpenos. As vias biossintéticas relativas aos terpenos e a derivados da fenilpropanica
geralmente sao separados nas plantas, mas podem coexistir em algumas, assumindo uma via
importante (ver, oleo de canela com cinamaldeido como constituinte principal e eugenol

como secundario, também dleo de cravo, erva-doce, etc.).
Compostos aromaticos compreendem:

e Aldeido: cinamaldeido

e Alcool: alcool cindmico

e Fendis: cavicol, eugenol

e Derivados Metoxi: anetol, elemicina, estragol, metileugenol

e Compostos dioxi-metileno: apiole, miristicina, safrol
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As principais fontes vegetais para estes compostos sao anis, canela, cravo, erva-doce, noz-
moscada, salsa, sassafras, estragdo, e algumas familias botanicas (Apiaceae, Lamiaceae,

Myrtaceae, Rutaceae).

Componentes azotados ou sulfatados, tais como glucosinolatos ou derivados de isotiocianato
(6leos de alho e mostarda) também sdo caracteristicos como metabolitos secundarios de

diversas plantas ou de produtos torrefeita, grelhado ou assado(Bakkali F. et al., 2008).

1.3.3.3 - Compostos fenolicos

E sabido que antioxidantes naturais extraidos de ervas e especiarias tém elevada atividade
antioxidante tendo inumeras aplicacbes. Entre as diversas classes de substancias
antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém recebido muita atencao nos
Ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro. A
atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
neutralizacao ou sequestro de radicais livres e quelacao de metais de transicao, agindo tanto
na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados
pela acao de antioxidantes fenolicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (Scherer R. et al., 2009; Sousa, C. et al.,
2007).

Varios estudos que descrevem a atividade antioxidante de extratos de plantas e as suas
relacoes com o conteldo de compostos fenolicos, descobriram elevada correlacao entre o
conteldo de compostos fenolicos e a atividade total antioxidante de varias séries de amostras
(Scherer R. et al., 2009).

A falta de antioxidantes que podem reagir com os radicais livres, facilitam o desenvolvimento
de doencas degenerativas, incluindo doencas cardiovasculares, cancros, doencas
neurodegenerativas, doenca de Alzheimer e doencas inflamatorias. Uma solucdo para este
problema é acrescentar a dieta um suplemento com compostos antioxidantes que estao
contidos em fontes vegetais. Estes antioxidantes vegetais naturais podem por isso servir como
um tipo de medicina preventiva. Relatorios recentes indicam que existe uma relacao inversa
entre o consumo de alimentos com antioxidantes na dieta e a incidéncia de doencas humanas.
Os compostos fenolicos (ex. flavonoides, acidos fendlicos e taminas), tém diversos efeitos
biologicos, como anti-inflamatorios, anti-carcinogénicos e efeitos antiateroscleroticos, como
resultado da sua atividade (Krishnaiah D. et al., 2011).
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Devido aos varios defeitos dos antioxidantes sintéticos ja descritos na literatura, o interesse
em moléculas antioxidantes de origem natural foi crescendo nos Gltimos anos, também para

aplicacoes alimentares (Scherer R. et al., 2009).

1.3.3.3.1 - Determinacéo de fenois totais

A quantificacdo espectrométrica de compostos fenolicos é realizada por meio de uma
variedade de técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu figura entre as
mais extensivamente utilizadas. O reagente consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacao +6
(cor amarela), porém, em presenca de certos agentes redutores, como os compostos
fendlicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do
estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 e 6. Esta coloracdao permite a determinacao da
concentracao das substancias redutoras, com grupos fenois ou outros grupos potencialmente
oxidaveis, que nao precisam necessariamente ter natureza fenolica (Miguel M. G., 2010). O
teor total de fenodis da amostra é expresso em equivalentes de ac. galico (GAE) por 1 de
amostra (mM/l) (Sousa, C. et al., 2007; Krishnaiah D. et al., 201).

CO0OH

0H
Gallie acid

Figura 4 - Estrutura quimica do ac. galico(Scherer R., 2009).

1.3.3.3.2 - Determinacéo da atividade antioxidante - Método de DPPH

Varios métodos sao utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPH", de coloracao purpura que absorve a 515 nm
(Rauter A.P. et al., 2012).
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Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R*), o DPPH' é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracao amarela, com consequente desaparecimento

da absorcao, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorvancia (figura 5).

A partir dos resultados obtidos determina-se a percentagem de atividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres e/ou a percentagem de DPPH’ remanescente no meio
reacional. A percentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para baixar
a concentracao inicial de DPPH em 50% é denominada concentracao eficiente (CEsp), também

.....

amostra, menor sera a sua ICsy e maior a sua atividade antioxidante (Sousa, C. et al., 2007).
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~
|
NOy ¢
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QO
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Figura 5 - Reacao entre o DPPH e uma substancia antioxidante dadora de um atomo de hidrogénio
(Prakash, A.. 2001).

1.3.4 - Efeitos dos 6leos essenciais

A pergunta sobre a especificidade dos diferentes o6leos essenciais é frequente. Poucos estudos
analisaram suficientes oleos essenciais e valores limite biologicos para determinar se ha uma
especificidade para efeitos diferentes de acordo com dleos diferentes ou ndo. Claramente, foi
mostrado por Bakkali e outros (2005, 2006) que os o6leos essenciais testados apresentaram
uma especificidade na amplitude, mas nao no modo de acao, dos seus efeitos biologicos, isto
é, citotoxicidade, inducao citoplasmatica do mutante, inducdo do gene e efeitos
antigenotdxicos. Relativamente a citotoxicidade, devido ao grande nimero de componentes,
os oOleos essenciais parecem nao ter nenhum alvo celular especifico. Como lipofilos tipicos,
passam através da parede da célula e da membrana citoplasmatica, interrompem a estrutura
das suas diferentes camadas de polissacaridios, de acidos gordos e de fosfolipidos,
permeabilizando-os (Bakkali F. et al., 2008).
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1.4 - Lavandula

As Lavandas (Lavandula spp.) pertencem a familia Labiatae (Lamiaceae) e tém sido usadas ou
como planta seca ou através da utilizacdo dos seus 0leos essenciais durante séculos, por uma
enorme variedade motivos terapéuticos e cosméticos. O 6leo essencial de lavanda é popular
como medicina complementar e como aditivo em produtos cosméticos. De facto, produtos
derivados da popular Lavanda dos jardim de ervas (Lavandula spp.) tém sido utilizados ha
séculos como um agente terapéutico com a mais “recente” adicdo dos Oleos essenciais
obtidos a partir destas plantas, sendo amplamente utilizados como agentes bacterianos na

Primeira Guerra Mundial (Cavanagh H. et al., 2005; Cavanagh H. et al., 2002).

O oleo é tradicionalmente acreditado como tendo propriedades sedativas, carminativas,
antidepressivas e anti-inflamatoérias, em conjunto com os seus efeitos antimicrobianos
conhecidos. Muitas das atividades atribuidas ao oleo da lavanda nao foram, contudo
comprovadas na literatura cientifica. Isto torna-se ainda mais complicado pelo facto de que a
maioria da investigacdo em oleos essenciais de lavanda tem sido baseada em 6leo de lavanda
inglés (Lavandula angustifélia), com pouca ou nenhuma diferenciacdo, sendo feita entre este
e outros oleos essenciais de lavanda. A potencial terapéutica de 6leos essenciais produzidos a
partir de outras variedades, tais como, L. x intermédia (lavanda), L. stoechas (lavanda
francesa) e L. x allardii, tém sido largamente ignorada. Embora as utilizacdes etnobotanicas e
constituintes quimicos principais sejam semelhantes entre lavandas variadas, algumas
diferencas ocorrem tanto na composicao do 6leo como nas diferentes utilizacoes terapéuticas
(Cavanagh H. et al., 2005).

Tabela 1 - Espécies de Lavandula existentes em Portugal (Bringre P. et al., 2007).

Familia Espécie Nome comum Caracteristicas

Pequeno arbusto,
aromatico,
Lavandula luisieri Rosmaninho-menor perenifélio,
tomentoso, até 1,3
m

Pequeno arbusto,

Lavandula pedunculata ) . aromatico,

Rosmaninho-maior perenifélio,

tomentoso, até 1,5
m

Cav.

Lamiaceae Pequeno arbusto,

Alfazema-de-folha- aromgt!c.o,
Lavandula multifida L. perenifolio,
recortada acinzentado-

tomentoso, até 70
cm

Pequeno arbusto

L ) aromatico,

Lavandula viridis L Her. Rosmaninho-verde perenifdlio,

tomentoso, até 75
cm
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1.4.1- Lavandula luisieri

Lavandula luisieri (Roseira) Riv.-Mart. é uma labiatae aromatica restrita a Peninsula Ibérica,
comum nas regides semi-aridas do Sudeste de Portugal e do Sudoeste de Espanha. Os oleos
essenciais das espécies de Lavandula tém valor econdmico para varias industrias (Coloma A.
G. et al., 2006).

Figura 6 - Imagem da Lavandula Luisieri (Monjardino J.R., 2002).

0 oleo essencial da lavanda é produzido usualmente por destilacdo por vapor, a partir das
flores ou folhas, mas a composicao quimica difere muito, com o 6leo das flores a ser o mais
aromatico e doce. Tradicionalmente acredita-se que o o6leo da lavanda é antibatericida,
antifingico, carminativo (relaxamento do musculo liso), sedativo, antidepressivo e eficaz
contra queimaduras e picadas de mosquito, porém muitas das atividades atribuidas aos o6leos

de lavanda, ainda ndo estdo confirmadas na literatura cientifica (Cavanagh H. et al., 2002).

1.4.1.1 - Carateristicas

O oleo presente na Lavandula luisieri € um liquido amber a temperatura ambiente, com um

aroma forte a canfora, frutado e balsamico (Coloma A. G. et al., 2011).

A analise de varias lavandas demonstrou que 6leos derivados de L. stoechas e L. lanata tém
altos niveis de canfora, enquanto que a L. angustifolia, L. dentata e L. pinnata apresentam
baixos niveis (< 2%). Estas plantas com pouca canfora tendem a possuir altos niveis de
terpenos e sesquiterpenos. Isto nao é inesperado dado o perfil do 6leo essencial e o uso
tradicional destas plantas. Por exemplo, L. angustifolia é usada nas industrias cosméticas e
de perfumes, enquanto que plantas com alto teor de canfora sao usadas como repelentes de

insectos e para outros usos nao aromaticos (Cavanagh H. et al., 2002).
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Na verdade, o oleo de lavanda é hoje utilizado predominantemente em aromaterapia ou
massagem, e muitos beneficios sdo reivindicados para a sua utilizacdo desta forma, incluindo
o alivio dos sintomas de stress e depressao, melhorando o humor e aliviando a ansiedade. No
entanto, embora a inalacdo de oleos volateis da lavanda tenha sido relatada como sendo
capaz de alterar o humor de um paciente e melhorar os seus padroes de sono, o verdadeiro
beneficio terapéutico da inalacdo de 6leos essenciais da lavanda permanece controverso. Isto
pode ser relacionado com o facto de que muitos estudos associam a massagem com o 6leo de
lavanda e sao incapazes de determinar se os beneficios observados sao como resultado da

massagem ou da inalacao/absorcao do 6leo de lavanda (Cavanagh H. et al., 2005).

1.4.1.2 - Dados
1.4.1.2.1 - Constituintes do oleo de L. luisieri

Os constituintes principais do 6leo de lavanda sédo o linolol, acetato de linalil, 1,8-cineole, B-

ocimeno (tanto cis- e trans-), terpinen-4-ol e canfora (Cavanagh H. et al., 2002).

Em adicdo aos compostos principais presentes no o6leo de Lavandula luisieri, existem uma
série de compostos com estrutura 1,2,2,3,4-pentametilciclopentano (necrodano) (figura 5).
Estes derivados de necrodano sé foram descobertos anteriormente numa secrecdo defensiva
de um escaravelho (Necrodes surinamensis), sugerindo um potencial papel defensivo desses

compostos (Coloma A. G. et al., 2006).

feg,,
3

1:R=H
2: R=Ac

9 10
8 7 \ﬁ? COOH
2 3 fe)
4 5 6
\ﬁ,CHQOH ﬁ/CHO
7 8

Figura 7 - Algumas estruturas de compostos necrodano (Baldovini N. et al., 2005)
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Quando se analisou os compostos volateis do dleo de L. luisieri descobriu-se que tinha uma
composicao atipica, caracterizada pela presenca de monoterpenoides irregulares: trans-o-
necrodol e acetato trans-a-necrodilo, sendo os principais constituintes. Recentemente

identificou-se também um acetato cis-a-necrodilo (Baldovini N. et al, 2005).

Uma pesquisa extensiva esta agora a ser realizada em todo o mundo para identificar e isolar
os componentes quimicos do 6leo de lavanda, o que permitira a identificacdo de componentes
biologicamente ativos do 6leo e a determinacdo de quaisquer efeitos sinérgicos da mistura
dos componentes. Embora se saiba que os constituintes principais desempenham um papel
importante na atividade bioldgica do 6leo de lavanda, também tem sido relatado que a
atividade antimicrobiana de diferentes tipos de dleo de lavanda nao esta toda relacionada

com estes constituintes principais (Cavanagh H. MA. et al., 2005).

1.4.1.2.2 - Propriedades atribuidas ao 6leo

Lavandula luisieri preveniu a oxidacdo de um dleo de girassol, que ao fim de 138 dias de
exposicao, o valor de perdxidos no 6leo normal é quase o dobro que naquele que continha o

6leo de Lavandula luisieri (Beirdo A. R. B. et al., 2005).

Um total de 47 plantas individuais de Lavandula luisieri foram agrupados em 6 grupos. Os
efeitos inibitorios na alimentacao de alguns insetos pelos oleos essenciais das flores e folhas
destes 6 grupos, nao podem ser contabilizados pela atividade dos seus principais
componentes, suportando a existéncia de efeitos sinérgicos entre os componentes do oleo
(Coloma A. G. et al., 2006).

Estudos para elucidar o mecanismo de acdo da lavanda revelou que a agao anti espasmolitica
nao é mediada nem por recetores adrenérgicos ou colinérgicos, nem por alteracdes de canais
de calcio ou potassio, em vez disso pensa-se que a lavanda atua via um aumento de AMPc
intracelular (Cavanagh H. MA. et al., 2002).

Também n&o é claro se os efeitos relaxantes observados no Homem sao resultantes se acoes
no sistema nervoso central ou se a acao € mediada pela periferia. Estas acdes no musculo
liso, e portanto vasodilatacdo, podem também ser responsaveis por referidas acoes
hipotensivas de lavanda, e pode ser atribuido ao contetdo de linalol no 6leo de lavanda
(Cavanagh H. MA. et al., 2002).
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0 dleo essencial da L. luisieri demonstrou boa atividade antibacteriana, contra as bactérias
Candida albicans e bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus, S. epidermidis e S.

pyogenes (Baldovini N. et al, 2005).

Por exemplo, um recente estudo que investiga o uso de 6leo de lavanda em aromaterapia em
pacientes com deméncia, nao encontrou qualquer evidéncia de que uma forma puramente
olfativa de aromaterapia conduziu a uma diminuida agitacdo em pacientes gravemente
dementes e sugeriu que a aplicacdo cutanea do 6leo essencial pudesse ser necessaria para
atingir o efeito desejado. Do mesmo modo, embora a administracao percutanea de um dos
principais ingredientes do dleo de lavanda, (-)- linalol, levou a uma diminuicdo na pressao
sistolica sanguinea e da temperatura da pele, em comparacdo com um grupo de controlo
correspondente que recebeu um placebo, nao se observou algum efeito sobre a avaliacao

subjetiva de bem-estar.

Noutro estudo, apesar de massagens com oleo essencial de lavanda e um o6leo de veiculo
inerte, nao foram demonstrados quaisquer beneficios significativos a longo prazo para
melhorar o controle da dor mas, a ansiedade ou qualidade de vida (em comparacao com 0s
pacientes que receberam sé o o6leo veicular inerte ou nenhuma massagem) e os padrdes de
sono melhoraram significativamente em ambos os grupos, tanto na massagem como na

massagem combinada (massagem e aromaterapia) (Cavanagh H. MA. et al., 2005).

Por outro lado, varios autores observaram uma associacao entre o odor de lavanda, estados
emocionais positivos e beneficios terapéuticos. Por exemplo, Diego e tal. Descobriu que os
individuos que receberam o odor de o6leo de lavanda (10%) por trés minutos ficaram
significativamente mais relaxados, diminuindo os scores de ansiedade, melhorando o humor e
aumentando a poténcia em alfa nos seus ECGs (uma indicacdo de relaxamento mental)
(Cavanagh H. MA. et al., 2005).
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Capitulo Il - Materiais e Métodos

2.1 - Material Vegetal

As amostra de Lavandula luisieri foram colhidas em Penamacor e depois cultivadas na Escola

Superior Agraria de Castelo Branco (Figura 6).

Figura 8 - Localizacao da area de estudo (Amaro C. et al., 2008).

Para este trabalho foram usadas plantas cultivadas. O material vegetal foi separado em
flores, folhas e caules somente em plena floracao, para futura destilacao com solventes.
Outras amostras de Lavandula luisieri foram colhidas em 4 fases de crescimento destintas,
antes da floracdo, no inicio, em plena floracdo e no final, separou-se folhas e flores para

futura extragado dos seus dleos essenciais.
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2.2 - Conteudo fendlico total em extracdes com solventes de

Lavandula luisieri

2.2.1 - Extracdes

Fizeram-se trés extracoes solido-liquido em duplicado, utilizando trés solventes diferentes, n-
hexano, diclorometano e etanol. Para as extracdes utilizou-se uma proporcao de 1:10, isto &,
20 gramas de planta para 200 mL de solvente, com excecao das flores, em que se utilizou

duas amostras de 17,7g cada (devido ao material vegetal disponivel).

2.2.2 - Preparacao dos extratos

Procedeu-se do seguinte modo para cada uma das partes da planta: pesaram-se cerca de 20g
de folhas e caules, e 17,7g de flores, em duplicado, que foram cuidadosamente colocadas no
interior de dois cartuchos. Com o uso de dois extratores de Soxhlet, nos quais foram
colocados um cartucho em cada um, adicionou-se cerca de 200 mL de n-hexano em cada
balao de 500 mL juntamente com reguladores de ebulicao e procedeu-se a extracdo até o

solvente ficar incolor (figura 7).

Figura 9 - Montagem laboratorial de extracoes sélido-liquido.
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Em seguida, calculou-se o rendimento das extracdes através da evaporacdao do volume

resultante das amostras num evaporador rotativo e respetivas pesagens (figura 8 e tabela 2).

Figura 10 - Evaporador rotativo e balanca analitica.

Os dois cartuchos foram seguidamente usados no mesmo processo descrito em cima, mas com

o uso de diclorometano e seguidamente de etanol (figura 9).

Figura 11 - Balées com todas as amostras apos as extracdes e posteriores secagens.
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Tabela 2- Rendimentos obtidos para as extracées com solventes, em duplicado.

Massa da Rendimento %
amostra (g)
L H, 1,52 7,6
L H, 1,44 7,2
LD, 1,51 7,6
LD, 1,40 7,0
L E4 0,59 3,0
L E, 0,63 3,2
LeH4 1,69 9,5
LeH, 1,73 9,8
LD, 1,06 6,0
LD, 1,21 6,8
LrE, 0,37 2,1
LrE, 0,48 2,7
LsH, 0,30 1,5
LsH, 0,30 1,5
LD, 0,24 1,2
LsE4 0,31 1,6

Os métodos de determinacao dos fendis totais e atividade antioxidante pelo método do DPPH,
exigem que o solvente das amostras seja metanol (Miguel M. G., 2010). As amostras foram

diluidas em 5 mL do solvente respetivo e 5 mL de metanol.

Para a obtencao dos valores fendlicos totais nas amostras, foi necessario calcular o teor de
massa seca de cada uma destas para que as suas concentracoes pudessem ser determinadas.
Para tal foram utilizados 5 mL de cada amostra, pesadas e evaporadas num evaporador

rotativo, seguido de varios ciclos estufa - exsicador.

As amostras foram pesadas de seguida (tabela 3). Estas concentracées foram usadas para as
posteriores diluicoes dos extratos em metanol (durante a determinacao da atividade

antioxidante) e para expressar o conteldo de fendis totais por matéria seca.
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massa amostra [ extrato]
(g) mg/mL
L H, 0,054 10,8
L H, 0,054 10,8
LDy 0,060 12,0
LD, 0,059 11,8
L E, 0,025 5,0
L.E, 0,032 6,4
LeH, 0,065 13,0
L¢H, 0,059 11,8
LeD, 0,049 9,80
LeD, 0,057 11,4
L¢E, 0,017 2,30
L¢E, 0,024 4,80
LsH, 0,018 3,60
LgH, 0,015 3,0
LsD, 0,010 2,0
LsE, 0,012 2,4

2.2.3 - Determinacao de fendis totais

A determinacao do teor de fendis totais presentes nas amostras foi feita utilizando o método

de Folin Ciocalteu, através do procedimento proposto por POURMORAD et al. (2006). Para tal

foi necessario a elaboracdo de uma curva de calibracdo do acido galico, através do método

descrito na tabela 4. Depois de adicionados os volumes de ac. galico, de agua e de reagente

de Folin, deixou-se reagir a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente adiciona-se o

carbonato de sodio e deixou-se 1 h e 30 min em banho de 30°C com agitacao intermitente.

Tabela 4 - Procedimento usado na elaboragao da curva de calibracao do ac. galico.

[ac. galico] V Reag. Folin | VNa2c03
me/L Vil | Viopl mlL mL
P 50 50 450 2,5 2
P, 100 50 450 2,5 2
P; 200 50 450 2,5 2
P, 400 50 450 2,5 2
Ps 600 50 450 2,5 2
Ps 800 50 450 2,5 2
P, 1000 50 450 2,5 2

Todas as amostras foram feitas em quintuplicado e as leituras feitas em células de quartzo

com Abs de 765 nm.

Universidade da Beira Interior 2012

22



Estudo quimico da Lavandula luisieri

Com a média dos pontos obtidos construiu-se a curva de calibracdo em baixo, em que nas

abcissas se colocam as concentracdes de acido galico e nas ordenadas as absorvancias (fig.

12).

0,6

0,4

0,2

Absorvancias (765 nm)

1,2 - Reta de calibracao do acido galico

y=0,0011x-0,0381

R?=0,9973

200 400 600 800
-0,2 - [acido galico] (mg/L)

1000 1200

Figura 12 - Reta de calibracao do acido galico.

Para a determinacdo dos fenodis totais nos extratos,

procedeu-se como descrito

anteriormente, substituindo os 50 pL iniciais por 50 yL de cada um dos extratos em metanol.

A quantidade de fenois totais em cada um dos extratos foi calculada utilizando a equacao da

curva de calibracdo e é apresentada em miligramas de equivalentes de acido galico por

gramas de matéria seca.
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2.3 - Determinacdao da atividade antioxidante dos extratos
etanélicos - Método DPPH

2.3.1 - Reta de calibragao

Para a utilizacdo do método DPPH é necessaria a construcao de uma curva de calibracdo da
mesma. Preparou-se uma solucao-mae com 21,4 mg de DPPH em 250 mL de metanol, de
concentracao 85,6 mg/L ou 0,217 mM. A partir desta foram feitas varias diluicdes com

concentracodes definidas (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracdes de DPPH usadas para a curva de calibracao e média das absorvancias medidas.

[DPPH] mg/L Abs 517 nm
4,280 0,094
8,560 0,196
17,12 0,388
25,68 0,614
34,24 0,830
42,80 1,030
51,36 1,253
59,92 1,503
68,48 1,720
77,04 1,955
85,60 2,123

Com amostras destas solucdes e com um branco constituido s6 por MeOH, procedeu-se a
leitura das absorvancias a 517 nm (tabela 5). As amostras foram feitas em duplicado e os
valores deram origem a curva de calibracdo do DPPH em baixo (figura 12).

Se Reta de calibracao DPPH
€ 2 -
=
r“"
L |
n 15 -
o y = 0,0249x
2 R?=0,9985
«w 1 -
Z
2
£ _
205
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
[DPPH] (mg/L)

Figura 13 - Curva de calibracao do DPPH.
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2.3.2 - Determinacao da atividade antioxidante

Para determinar a atividade antioxidante das nossas amostras foi necessario a preparacao
diaria de trés solucées de DPPH de concentracdes 0,2000, 0,1242 e 0,0800 mM, preparadas
pela dissolucao de 19,7, 12,25 e 7,9 mg respetivamente em 250 mL de metanol. (Scherer R.,
2009).

Através de varios ensaios com diferentes concentracdes de amostra, atingiu-se umas
concentracoes otimizadas para as leituras posteriores, de 750, 600, 450, 300, 150 e 50 mg/L

para as extragoes das flores e caule e de 450, 375, 300,225, 150, 75 mg/L para as folhas.

Usando estas concentracdes e as trés solucdes preparadas anteriormente de DPPH, seguiu-se
o proximo protocolo: Num tubo de ensaio adicionou-se 0,1 mL das nossas amostras nas
concentracbes descritas em cima para 3,9 mL de solucao de DPPH, nas trés concentragoes
diferentes. Utilizar sempre um branco, em que se adiciona 0,1 mL de MeOH. As amostras
foram feitas em triplicado. Deixar incubar a temperatura ambiente e no escuro durante 90

min. Ler as absorvancias a 517 nm.

A percentagem de inibicao (1) de cada amostra ¢ calculada segundo a formula seguinte:

%1 = (Absg - Abs; ) x 100 1)
AbSo

Em que Absy corresponde a absorvancia do branco e Abs1 a absorvancia na presenca da

amostra a testar, a diferentes concentracées.

De seguida foi-se calcular a concentracao dos extratos responsaveis por 50% da inibicdo, 1C50.
E calculado graficamente usando uma curva de calibracdo com os efeito inibidores em funcao
das concentracdes dos extratos. Este valor é usado para calcular o indice de atividade

antioxidante, AAI (2) calculado posteriormente.

AAIl = concentracao final de DPPH pg/mL x 100 (2)
IC50 pg/mL
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Com base no valor do AAIl é possivel classificar o tipo de atividade antioxidante:

AAl < 0,5 Atividade antioxidante pobre
0,5 <AAl<1,0 Atividade antioxidante moderada
1,0< AAl < 2,0 Atividade antioxidante forte
AAl > 2 Atividade antioxidante Muito forte

2.4 - Extracdo e andlise de dleos essenciais da Lavandula

luisieri ao longo do seu ciclo, por GC-MS

2.4.1 - Extracdo do 6leo essencial

Para a extracdo dos oleos essenciais foi usado o método de hidrodestilacdao através da
utilizacao de um aparelho tipo Clevenger. A um baldao de fundo redondo de 2 L adicionou-se
100g de flores ou folhas de Lavandula luisieri, cerca de 1,5 L de agua e reguladores de
ebulicdo. Ao fim de 2-3 horas, através de diferencas de densidade, o dleo essencial é
armazenado no extrator de Clevenger, e posteriormente recolhido, identificado e guardado

no congelador para posterior analise (Figura 13).

Figura 14 - Método de recolha de dleos essenciais através do uso de um extrator de Clevenger.
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2.4.2 - Analise por GC-MS

Os oleos essenciais da Lavandula luisieri foram analisados por cromatografia gasosa, através
do uso de um cromatdgrafo Shimadzu associado a um espetrometro de massa do tipo

quadrupolo QP500. A técnica de ionizacao usada foi de impacto eletrénico de 70 eV.

A coluna usada foi J&W DB5 com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro e 0,25um de
espessura de filme, programada para atingir uma temperatura de, 50°C em 5 min, a 270°C a

7°C por min. O injetor e a temperatura de interface foi de 270°C.

A identificacdo foi feita através do uso do AMDIS ( Automatic Mass Deconvolution and

Identification System), utilizando como biblioteca a Wiley.
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Capitulo Ill - Resultados e Discussao

3.1 - Conteudo fendlico total em extracdes com solventes de

Lavandula luisieri

A extracao sequencial foi feita com uso crescente de polaridade nos solventes usados, e

através do uso de um Soxhlet. Metanol, diclorometano e etanol foram os solventes escolhidos.

As extracoes foram feitas em duplicado com amostras de 20g de folhas, 20g de caules e 17g

de flores.

3.1.1 - Teores fenolicos totais

Para a determinacdo do teor fendlico total nas amostras utilizou-se o método de Folin-
Ciocalteu. O teor de fendis totais foi medido por espectroscopia UV, baseado na reacao
colorimétrica de oxidacdo/reducéo. Os teores de fenodis presentes em cada parte da planta e

para cada solvente, encontram-se na tabela 5.

Tabela 6 - Teores de fendis presentes em cada parte da planta para cada solvente utilizado.

Equivalentes de ac. galico
Rendimentos das
[Extrato] (mg/L) (mg/g matéria seca)
extracoes (%)
Média + Desvio padrao

Flores 12,4 9,65 461,0 + 0,023
Hexano Folhas 10,8 7,40 636,5 + 0,112
Caules 3,30 1,50 151,0 + 0,101
Flores 10,6 6,40 620,1 + 0,072
Diclorometano Folhas 11,9 7,30 714,2 + 0,267
Caules 2,00 1,20 318,7 £ 0,118
Flores 4,20 2,40 1326 = 0,068
Etanol Folhas 5,70 3,10 1778 = 0,000
Caules 2,40 1,60 1356 + 0,000
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Dos resultados apresentados na tabela 6, é possivel concluir é nas extracées com hexano que
sao obtidos os melhores rendimentos de extracdao. Nas flores sao obtidos os melhores
rendimentos, com a excecdo da extracdo com diclorometano, em que se obtém melhores
rendimentos nas folhas. Nos caules, a % de extracdao é sempre baixa e semelhante entre os

trés solventes usados.

Ao analisarmos a tabela, concluimos também que as folhas da Lavandula luisieri sao a parte
da planta com maior conteldo de fendis, seguido pelas flores e depois o caule. O teor de
fendis é muito maior nas extracdes etandlicas como esperado, mesmo tendo rendimentos de
extracdo menores. A medida que aumentamos a polaridade do solvente, também o valor de

fenodis aumenta.

Estes resultados ja foram apresentados em forma de poster no final de 2011 (Araujo J. et al.,
2011).

3.2 - Determinacdao da atividade antioxidante dos extratos de
etanol - Método DPPH

De seguida encontram-se os calculos dos parametros da atividade antioxidante (IC50 e AAl),
para a 12 extracao etandlica das folhas de Lavandula luisieri, que serve de exemplo para as

outras extracoes. Os dados globais encontram-se na tabela 11.

Através das leituras das absorvancias das amostras, calculou-se a % | através de (1) (Tabela
6). Com estes valores criou-se uma reta, necessaria para o calculo do IC50. Os parametros da
atividade antioxidante encontram-se nas tabelas a frente assim como os graficos criados, da
percentagem de inibicdo (ordenadas) pela concentracdo de extrato na célula de leitura

(abcissas).

Tabela 7 - Percentagem de inibicao para a amostra L E;.

% | [Extrato] (mg/L)
0,26 1,88
0,63 3,75
0,94 5,64
1,25 7,50
1,46 9,38
2,08 11,25
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2,5 A
[DPPH] = 0,200mM
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Figura 15 - Extrato etanolico da amostra L E,, para [DPPH] = 0,200 mM.

Tabela 8 - Parametros da atividade antioxidante (IC50 e AAl) para a amostra L E;.

IC50 275,676
AAI 27,967
2,5 -
' [DPPH] = 0,1242mM
2 -
Q
g
215
2
=t
v 1 y=0,1661x+0,1719
> R =0,9932
=
0,5 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
[extrato] pg/mL

Figura 16 - Extrato etanolico da amostra L E,, para [DPPH] = 0,1242 mM.
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Tabela 9 - Parametros da atividade antioxidante (IC50 e AAl) para [DPPH] =0,1242 mM

IC50 299,988
AAI 16,09
2,5 7 [DPPH] = 0,080mM
2 -
Q
g
215 -
2
‘:
v g y=0,2351x- 0,5044
e R2=0,98
=
0,5 -
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
[extrato] pg/mL

Figura 17 - - Extrato etanolico da amostra L E;, para [DPPH] = 0,080 mM.

Tabela 10 - Parametros da atividade antioxidante (IC50 e AAl)

IC50 214,820
AAl 17,810

Tabela 11 - Resumo dos parametros da atividade antioxidante para a amostra L.E;.

Média Atividade antioxidante
IC50 263,49 + 43,87
Muito Forte
AAl 20,6 + 0,042

A partir da média dos valores de IC50 para a extracao etanolica das folhas, € necessario uma

concentracao de 263,49 mg/L para atingir 50% de inibicao do DPPH.

Através do valor final de AAIl conclui-se que a 1* extracao etandlica de folhas, L.E;, tem

atividade antioxidante muito forte.
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Em baixo encontram-se os valores de IC50 e de AAIl para todas as extracoes (Tabela 12).

Tabela 12 - Avaliagado da atividade antioxidante e seus parametros.

Atividade

Extratos Parte vegetal IC50 AAl

antioxidante
L E, 263,49 + 43,87 20,6 + 0,041 Muito forte
Folhas

L E; 208,66 + 39,46 17,5 + 0,027 Muito forte
Etandlicos Flores LrE4 316,95 + 35,38 18,0 + 0,079 Muito forte
Caule LsE; 111,88 + 30,44 40,0 + 0,101 Muito forte

Como se pode observar pela tabela 11, os extratos etanodlicos da Lavandula luisieri com

elevado teor de fenois, contém, segundo este teste, atividade antioxidante muito forte.

Contudo, é no extrato dos caules que a atividade é maior. A analise da composicdo quimica
dos oleos essenciais desta planta (descrita a frente), ndo é efetuada nos caules. No futuro,
esse seria um estudo interessante, para que com as moléculas identificadas no mesmo, se
consiga justificar este aumento de atividade antioxidante, quando comparado as folhas e
flores.

Devido ao elevado teor de fenois totais presentes nas amostras, &€ possivel afirmar que, a
atividade antioxidante demonstrada na tabela se deve principalmente aos compostos
fendlicos presentes. Esta relacdo ja tem vindo a ser demonstrada na literatura em enumeros

casos, por exemplo, Scherer R. et al., 2009.
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Os oleos essenciais foram extraidos a partir de amostras da planta colhidas em 4 fases de

desenvolvimento distintas.

A extracao dos 6leos essenciais, foi feita por hidrodestilacdo durante aproximadamente 2 h

num aparelho Clevenger, e calculou-se o rendimento do volume de oleo obtido, que se

encontra na Tabela 13.

Tabela 13 - Rendimento do volume de 6leo obtido.

Lavandula V de 6leo Rendimento
L. m de planta (g)

luisieri essencial (mL) (%)

Antes da
Folhas 100 2,8 2,80

floracado
Inicio de Folhas 100 1,05 1,05
floracao Flores 100 2,00 2,00
Plena Folhas 100 0,73 0,73
Floracao Flores 100 0,80 0,80
Final da Folhas 100 0,18 0,18
floracao Flores 100 1,00 1,00

Como se pode observar na tabela em cima, é antes da floracdo que se obtém o maior

rendimento de V de éleo essencial extraido. E possivel constatar também, que a partir do

inicio da floracdo, € sempre nas flores que o rendimento de extracdo é maior, produzindo

estas maior volume de 6leo essencial.

No somatorio do o6leo produzido pelas folhas e flores, € no inicio de floracdo que este é

produzido em maior quantidade pela planta.
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3.4 - Analise e Identificacdao dos compostos quimicos do 6leo essencial da

Lavandula luisieri ao longo do seu ciclo, por GC-MS.

Com as 7 amostras de 6leos de Lavandula luisieri (4 de folhas e 3 de flores) obteve-se 7
cromatogramas diferentes de GC-MS. Foi através do estudo de cada um deles que se obteve

um estudo exaustivo dos compostos constituintes da Lavanda.

3.4.1 - Cromatogramas das Fases de Crescimento

3.4.1.1 - Antes da Floragao

Abundance [252471] $ targets (7). 715 components (v)
100

- J]Lm )
D6 €313 =5 60 07 774y

Time: 787 1144 1402 1830 2187 2234 2381 3228 3575 3023 4271 4617 4 0 6008 sS3s4 6702 7040 73

Figura 18 - Cromatograma do dleo essencial das folhas antes da floracao - P1L
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3.4.1.2 - Inicio Floracao

TS

=0

25

[ 8.7s 1314 1752 2192 2630 3058 3508 3045 4385 4823 =262 5701 6130 o578 7017 7455 7804 83

Figura 19 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas no inicio da floragao - P2L.
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Figura 20 - Cromatograma do 6leo essencial das flores no inicio da floracao - P2F.
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3.4.1.3 - Plena Floracao

75
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aak Ll
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fime:  ®R75 1314 1742 2192 2430 anlaR  3SNR 3046 43RS 4r23 s2la2 57N 6130 as7R 7n17 4S5 7R04  R3a2 R7.72 02710 Oac

Figura 21 - Cromatograma do dleo essencial das folhas em plena floracao - P3L.
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Figura 22 - Cromatograma do dleo essencial das flores em plena floracao - P3F.
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3.4.1.4 - Final Floracao

Abundance |32U834] 3 targets (7). 461 components [~)

100
75
S0
25
b ‘Jlu\l .
Ja
Time: 875 1314 1752 2192 2530 30.68 3508 30.46 43 85 48 23 S2.62 S57.01 6139 65.78 7017 T4.55 73094 83.32 87.72 o210 Q548

Figura 23 - Cromatograma do dleo essencial das folhas no final da floracdo - PA4L.

Abundance [YYouUU)

s
25
»lu'w M
o T T T T T T T T T T T T T T =T T T T T T T

Figura 24 - Cromatograma do 6leo essencial das flores no final da floracao - P4F.
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3.4.2 - Identificacdo dos compostos quimicos do o6leo essencial da

Lavandula luisieri

Depois da analise dos espetros de GC-MS, construiram-se tabelas com os compostos mais
significativos e possiveis de identificar de cada uma das amostras (tabelas em anexos). Na

tabela 14 encontram-se os principais compostos identificados nas amostras.

Tabela 14 - Identificacao de alguns dos compostos dos respetivos dleos e suas percentagens.

Composto
P1L P2L P3L P4L P2F P3F P4F
Acetato de
trans-a- 8,05 18.69 16,92 5.06 20.29 16,62 1,79
necrodilo
Trans -a-
necrodol 408
p-cimeno 4.46 0,16 0,08 1.23
o-cimeno 4.03 1.23 0.40 0,16 1.19
m-cimeno 0,26 0,31 0,26 0,20 0,36
canfeno 0.10 0.16 0.07 0.16 0.75 0.35 0.17
1,8-cineol 16.35 13.91 15.47 6.33 2.72 3.45 3.97
fenchona 1.56 1.25
canfora 1.05 1.58 3.08 42.93 20.76 8.23 12.01
linalol 0,94 1,63 1,83 0,33 1,76 2,94 1,44
1,2,3,3-
tetrametil
ciclopenten-4- 0,26 0,52 0,42 0,18 0,10 0,31 0,61
one
oxido de
limoneno 0,62 0,22 0,38 0,18 0,56 0,46 0,53
trans-ocimeno 0,10 0,09 0,60
tau-murolol 0,12 0,91 2,02 0,29
p-menta-1,5-
dieno-8-ol 0,49 0,27 0,41 0,22 2,33 0,55
verbenona 0,50 0,34 1,99 1,27
3,4,4-trimetil 2-
ciclohexen-1- 1,39 0,50 0,91 1,95
one
mirtenal 0,35 0,26 0,20 0,26
cubenol 1,70 0,37 1,10
veridiflorol 4,14 0,99 1,05 6,18
ledol 3,68 3,85 1,77
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acetato de
2,43 2,6 1,87 2,52 2,02
dihidrocarveol

acetato de
7,17 0,80 3,98
lavandulilo

acetato de
0,85 0,7 1,1
nerilo
epiglobulol 1,66 2,06 2,93
Total de
compostos 58,06 69,06 73,11 68,64 79,46 65,34 65,23

identificados (%)

A molécula 1,8-cineol encontra-se em todas as amostras da Lavandula luisieri. O cineol e
outros terpenos sao produzidos pelas plantas como moléculas defensivas, toxicas para
patogénicos e herbivoros. Sao moléculas volateis que podem também funcionar como

moléculas sinalizadoras.

A percentagem de 1,8-cineol encontra-se significativamente maior nas folhas, quando
comparado com as flores. No final da floracao, existe uma reducao da sua presenca nas
folhas. Nas flores existe um aumento gradual da quantidade de 1,8-cineol até ao final da

floracao.

O linalol € um monoterpeno presente em varias espécies de plantas aromaticas, como
descrito anteriormente. E um composto presente em todas as amostras, no entanto € nas

flores em plena floracao que se encontra em maior quantidade.

Outro terpeno que existe em grandes percentagens em todas as amostras da lavanda é a
canfora, um terpendide com formula molecular C4,H;¢O de forte odor caracteristico. Este é o
composto em que maiores variacoes de quantidade foram observadas. Nas folhas, o seu valor
vai aumentando devagar nas 3 primeiras fases de desenvolvimento, mas no final da floracao a
sua quantidade presente no oleo dispara, atingindo os 42,93% do total. Nas flores atinge o
pico maximo no inicio da floragao, 20,29% do total, diminuindo depois consideravelmente

aquando do seu crescimento.

Encontram-se também varios cimenos a diferentes concentracoes presentes nas amostras. De
salientar o para-cimeno que é um hidrocarboneto aromatico, importante na industria
quimica, mas que é um composto irritante para a pele e para os olhos, sendo toxico se

ingerido.

O acetato de lavandulilo encontra-se presente somente nas amostras de folhas até plena
floracdo, encontrando-se em maior quantidade antes da floracdo. Ja demonstrou ser um bom

agente anti-inflamatorio nao-esteroide.
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O B-ocimeno tem sido descrito como um dos constituintes principais da Lavandula luisieri
(Cavanagh H. et al., 2002). No entanto, pode-se concluir que para as nossas amostras esse

nado € o caso, pois apenas foi detetado em poucas amostras e em baixas concentracoes.

Os compostos com estrutura necrodano sao em termos individuais, como ja referido antes, os
compostos mais importantes na composicdo do o6leo da Lavandula luisieri, pela sua
exclusividade em relacdo a outras espécies vegetais. Foi possivel detetar nas amostras o

acetato de trans-a-necrodilo e o trans-a-necrodol, ja descritos na literatura.

Para futuros estudos a estas molécula, é importante saber que € no periodo em que a planta
se encontra no inicio da floracao, que a quantidade de acetato de trans-a-necrodilo é maior,
nas folhas e flores. Ja o trans-a-necrodol sé se detetou nas flores no inicio de floracao. Serao
necessarios mais estudos, nomeadamente de NMR, para se tentar desvendar outros compostos
com estas estruturas, e avaliar as suas atividades bioldgicas. Alguns destes estudos comecam
a aparecer na literatura, como Baldovini N. et al., 2005, no entanto ainda se encontram numa

fase inicial.

Esta tabela demonstra a complexidade de compostos que existe no éleo essencial da Lavanda
luisieri e a sua variabilidade, sendo que a grande maioria dos compostos sao terpenos e

sesquiterpenos.

Alguns destes resultados ja foram apresentados em forma de poster no 7° Encontro Nacional
de Cromatografia 2012 (Araujo J. et al., 2012).
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Capitulo IV - Conclusdes e perspetivas

futuras

4.1 - Conclusoes

0 uso de oleos essenciais para fins terapéuticos tem sido vastamente explorado e o seu uso ja
remonta a milhares de anos. Sendo misturas naturais muito complexas torna-se importante
estudar e identificar todos os componentes presentes, responsaveis pelas mais variadissimas
funcdes biologicas ja comprovadas. No caso da Lavandula luisieri, o seu 6leo ja foi sujeito a
varios estudos, tendo sido demonstrado j& varias caracteristicas biologicas. E constituido
principalmente por terpenos, terpenoides e outros compostos aromaticos e alifaticos de baixo
peso molecular. Nesta espécie em particular existe uma classe de compostos com estrutura
necrodano que até agora nao foi encontrada em mais planta nenhuma. Estes compostos
devem desempenhar um papel protetor para a planta, antissético ou antibacteriano, pois s6
foi encontrado anteriormente na secrecao defensiva de um escaravelho(Necrodes
surinamensis). Os compostos fenolicos presentes na composicao do 6leo essencial, também
sdo de extrema importancia, pois estda comprovado a elevada relacdo entre estes e a

atividade antioxidante demonstrada pelos 6leos.

Os objetivos deste trabalho era o estudo do conteGdo fenolico nas diferentes partes da
planta, através do uso de trés solventes, e a sua relacdo com a atividade antioxidante.
Pretendia-se elaborar também um estudo quimico da composicdo do d6leo essencial da

Lavandula luisieri nas folhas e flores, em 4 estados de crescimento diferentes.
Como tal obtiveram-se as seguintes conclusodes:

e As folhas da Lavandula luisieri sao a parte da planta com maior contetdo de fenois,
seguido pelas flores e depois o caule. O teor de fenois € muito maior nas extracoes
etandlicas como esperado, mesmo tendo rendimentos de extracdo menores. A medida

que aumentamos a polaridade do solvente, também o valor de fendis aumenta.

e Utilizando o método do DPPH nas extracdes etandlicas conclui-se que as extracdes das
folhas, das flores e dos caules, contém atividade antioxidante muito forte, sendo nos

caules que a maior AAl é demonstrada.
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Na extracao de éleo essencial, obteve-se o rendimento maior, nas folhas antes da
floracdo. O o6leo extraido nas folhas foi diminuindo consoante a "maturacdo” da

planta. Nas flores, existe maior volume de 6leo obtido no inicio de floracao.

Através de GC-MS, foi possivel a analise dos oleos extraidos. Através do programa
AMDIS e por comparacao com bibliotecas Wiley foi possivel a identificacao de grande
parte dos compostos presentes nos dleos. Os principais constituintes das amostras

analisadas sao, o 1,8-cineol, canfora, acetato de trans-a-necrodilo e o linalol.

Através da leitura dos espetros de gc-ms verificou-se que ao longo da maturacao da
planta, ocorrem elevadas alteragdes na constituicdo do seu 6leo essencial. Amostras
recolhidas em diferentes fases do ano podem conter diferentes e novos compostos

bioativos.

A maior parte das moléculas identificadas em todas as amostras, pertencem ao
grande grupo dos terpenoides. Sabe-se que estes tém acdes terapéuticas e em poucos
casos, acoes toxicas, sugerindo a necessidade de estudos de relacdo estrutura-
atividade desta classe de metabolitos secundarios, visando a modulacdo das suas
propriedades biologicas e possibilitando a obtencao de protdtipos farmacolégicos mais

eficazes e seguros.
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4.2 - Perspetivas futuras

Ja se sabe que o uso de plantas medicinais remonta a milhares de anos, mas so6 agora temos
as ferramentas necessarias para compreender e estudar estas plantas. No caso da Lavandula
luisieri, ja existem na literatura varias provas dadas de que esta contém varias atividades

biologicas e farmacologicas interessantes em termos clinicos.

Seria interessante remeter estes oOleos essenciais a outros ensaios de atividade bioldgica,
como antibatericida ou citotoxica. E deste modo saber em que época do ano as amostras se
encontrariam potenciadas para o efeito em causa, pois como ficou provado, os oleos

essenciais desta planta sofrem severas alteracoes no seu contetdo quimico.

Sera também importante no futuro a total identificacdo de todos os compostos presentes nas
amostras, através do uso de técnicas de NMR, para melhor descortinar os compostos com
estrutura necrodano presentes nas mesmas. Dentro da familia das lavandas, esta é talvez a
menos estudada, e so6 recentemente se esta a estudar estas novas moléculas, justificando o

interesse crescente em futuros testes bioldgicos e farmacologicos.
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Anexos

Resumo submetido para a apresentacdao de um poster no Simpésium 2011 - Transferéncia

de conhecimento e tecnologia, UBI.
Total phenol content in solvents extracts of Lavandula luisieri
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Abstract

Lavenders (Lavandula spp.) belong to the family Labiatae (Lamiacae) and have been used
either dried or as an essential oil for centuries for a variety of therapeutic and cosmetic
purposes. Several therapeutic effects of lavender such as sedative, spasmolytic, antiviral, and
antibacterial activities have been reported. The phenolic compounds are a group of
antioxidants that fight the free radicals. These compounds can be split in two main groups,
phenolic acids and flavonoids. In this study, flowers, leaves and stems of the Lavandula
luisieri, were subdued to extractions with three different solvents, hexane, dichloromethane
and ethanol. The extractions yields (%) and the total phenol content (mg GAEs/g) were

evaluated.

Introduction

Lavandula luisieri (Rozeira) Riv.-Mart. is an aromatic Labiatae endemic to the Iberian
Peninsula, common in the South of Portugal and in the Southwest of Spain. [1]. This plant is
characteristic of the syntaxon Cisto-Lavanduletae, a class which includes thermo- to supra-
Mediterranean dry and semi-arid, sub-humid secondary scrub communities producing aromatic
compounds[2]. The extraction of natural substances with antioxidant activity, to replace
synthetic food preservatives has gained great importance. Extensive research has been
dedicated to identification of antioxidant compounds of natural sources, and the antioxidant
activity of many plants has been investigated. All plants produce an amazing diversity of
secondary metabolites. One of the most important groups of these metabolites are phenolic
compounds. Phenolics are characterized by at least one aromatic ring (Cé) bearing one or
more hydroxyl groups. Phenolic compounds and acids are plant metabolites widely spread

throughout the plant kingdom. Recent interest in phenolic acids stems from their potential
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protective role, through ingestion of fruits and vegetables, against oxidative damage diseases
(coronary heart disease, stroke, and cancers). Phenolic compounds are essential for the
growth and reproduction of plants, and are produced as a response for defending injured
plants against pathogens. The importance of antioxidant activities of phenolic compounds
and their possible usage in processed foods as a natural antioxidant have reached a new high
in recent years [3].

This work consists in the study of these compounds in different parts of Lavandula luisieri

using solvent extraction.

Materials and Methods
Experimental general proceedings

All the solvents and used reagents were analytically pure. The reagent Folin-Ciocalteu was
acquired from Sigma life science, the gallic acid from Acros Organics. The measures of

absorption were done using spectrophotometer UV-Vis Evolution 160.
Plant material

Lavandula luisieri was collected in Penamacor and than cultivated in Escola Superior Agraria
de Castelo Branco. For this work we use the cultivated plant. The material plant was

separated in flowers, leaves and stems. Then it was dry and ground before the extraction.

Solvent extraction

The sequential extraction was made with solvents of growing polarity with the use of a
Soxhlet. Methanol, dichloromethane and ethanol, were the solvents chosen. The extractions
were made duplicated with samples of 20g of leaves and stems, and 17g of flowers each. The

solutions were cooled and then concentrated at room temperature under vacuum.

Total phenols content

The total phenols content was determined according to the Folin-Ciocalteu method. The
concentration of total phenols in extracts was measured by UV spectrophotometry, based on

a colorimetric oxidation/reduction reaction.

The oxidizing agent used is Folin-Ciocalteu reagent. To 0.05 ml of diluted extract, 0.45 ml of
water and 2.5 ml of Folin-Ciocalteu reagent (Sigma, diluted 10 times with water) was added.
In a 5 min time interval, 2ml of Na,CO; (75 g/l) was added. For a control sample, 0.05 ml of
distilled water was used. Leave in water at 30 °C for 1.5 h with intermittent agitation. Gallic

acid standard solutions (1000-50 mg/l) were used for constructing the calibration curve.
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The absorbance was measured at 765 nm. The results were expressed in mg of gallic acid per

g of dry plant material.

Results and Discussion

The yields of the different extractions are present in table 1. Since it is possible to conclude,
the stems are the part of the plant in which less yield of extraction was obtained.

On the other hand, very good extraction levels are achieved in flowers and leaves, using
hexane and dichloromethane. The hexane extraction of the flowers was the one that present

biggest yield.

Table 1 - Yields of extractions and total phenolic content (expressed as mg Gallic acid/g of
Dry Weight).

Concentration | ExtractionYield | Phenol Content(mg/ g
(mg of plant/ s (%) of dry weight)
ml)
Hexane Flowers 124,0 9,7+0,16 461,0+0,023
Leaves 108,0 7,4+0,28 636,5+0,112
Stems 33,0 1,5+0,00 151,0+0,101
Dicloromethan Flowers 106,0 6,4+0,60 620,1+0,072
e Leaves 119,0 7,3+0,39 714,240,267
Stems 20,0 1,2+0,00 318,7+0,118
Ethanol Flowers 41,0 2,4+0,44 1326+0,068
Leaves 57,0 3,1+0,14 1778+0,000
Stems 17,0 1,6+0,00 1302+0,000

The calibration curve of gallic acid was obtained using different values of concentration
(1000-50 mg/ml) and has a R?=0,9973.

Based in table 1, our results suggest that the leaves are the part of Lavandula luisieri that has
greatest phenol content, followed by the flowers and finally the stems. The phenol content
was a lot higher in the ethanolic extraction as expected, even having the lowest yield of
extraction. It can be notice that as we increase the polarity of the solvent, the phenol

content grows as well.

Conclusions

A lot of different characteristics has been attributed to this plant that continuous to justify
the growing interest of the scientific community. As here reported, the Lavandula luisieri is a
easy, non-expensive, rich fountain in phenolic compounds. There s still a lot to know about

all the features of this plant, about their compounds and biological activity.
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Lavandula luisieri (Rozeira) Riv.-Mart. is an aromatic Labiatae endemic to the Iberian Peninsula,
common in the South of Portugal and in the Southwest of Spain. Previous studies have shown in L.
luisieri the presence of several compounds also present in other Lavandula species such as 1,8-
cineole, lavandulol, linalool and their acetates, in addition to a series of compounds with a
1,2,2,3,4 pentamethylcyclopentane (necrodane) structure[1]. These necrodane derivatives have
previously been found in the defensive secretions of the beetle Necrodes surinamensis suggesting
a potential defensive role for these compounds [2].

The object of this study was samples of L. luisieri populations in four different states of their life
cycle, before the flowering season, in the beginning, middle and in the end. In the present work
the essential oils of this four different samples of L. luisieri populations was analyzed by GC-MS
and the compounds identify and compared. The extract preparation consisted in the manually
separation of flowers and leaves from the twigs and then hydrodistilled separately for 1,5 h in a
Clevenger-type apparatus.

Flower and leaf essential oils were analyzed by GC-MS and their compounds were identified by
NIST and Wiley library. The main compounds are presented below.

Before flowering - viridiflorol, 1,8-cineol, necrodol acetate, lavandulol acetate, necrodol acetate
and p-cimeno. Beginning - Leaves - 1,8-cineole and o-cyclogeraniol acetate. Flowers - (1R)-
2,6,6-trimethylbicyclo-hept-2-ene, 1,8-cineole, alcanfor 2-cyclopentene, 4-(hydroxymethyl)-
1,1,2,3-tetramethyl and lavandulyl acetate. Middle- Leaves - 1,8-cineole, a-cyclogeraniol acetate
and lavandulyl acetate. Flowers- 1,8-cineole, camphor, o-cyclogeraniol acetate and lavandulyl
acetate. End, Leaves -1,8-Cineole, (-)-camphor and endobornyl acetate. Flowers - 1,8-cineole,
camphor, benzenemethanol, (+)-aromadendrene.

[1] J. Sanz, A.C. Soria, M.C. Garcia-Vallejo, J Chromatography A, 2004, 1024, 139-146.

[2] A. Gonzalez-Coloma, F. Delgado, J. M. Rodilla, L. Silva, J. Sanz, J. Burillo, Biochemical
Systematics and Ecology, 2011, 39, 1-8.
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Tabelas com todos os constituintes identificados de todas as amostras.

Amostra de folhas de Lavandula luisieri antes da floracao P1L

Tabela 15 - Compostos presentes na amostra de folhas de Lavandula luisieri no inicio de floracao

Quarz;:;j ade Formula quimica Composto
0,23 CeH100 (E)-2-hexenal
0,15 CsHq00 acetato de 3-metil-2-buten-1-ilo
0,96 CioH1e a-pineno
4,46 C1oH14 p-cimeno
0,15 C10H14 Verbeneno
0,87 C10H14 B-pineno
0,09 CioH1e Delta-3-careno
16,35 C10H180 1,8-cineol
0,33 CioH1s Cis-ocimeno
1,66 C10H1802 Oxido de linalol
0,15 CyioH1¢O p-ment-1-eno
0,94 C10H180 Linalol
0,31 C10H16O Hotrienol
0,46 CioH460 Trans-Pinocarveol
1,05 C10H160 Canfora
1,85 C10H140 Eucarvona
0,47 CioH140 Pinocarvona
1,60 CioH140 verbenona
0,26 CioH40 p-cimen-8-ol
0,35 C10H140 Mirtenal
042 C10H160 Mirtenol
8,05 C12H2002 Acetato de trans-a-necrodilo
7.17 C12H2002 Acetato de lavandulol
1,06 C15H24 delta-cadineno
0,92 Cy5H.40 oxido de cariofileno
4,14 C15H260 viridiflorol
1,28 C15H260 Globulol

Total de compostos identificados

(%) 58,06
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Amostra de folhas de Lavandula luisieri no inicio da floracdo P2L

Tabela 16 - Compostos presentes na amostra de folhas de Lavandula luisieri no inicio de floracao

Quar(mf/l;'lade Férmula Quimica Composto
1,4 CioH1e a—pineno
4,03 C10H14 o-cimeno
0,05 CioH1e canfeno
Bicyclo[3.1.0]hex-2-ene, 4-
H )
0,16 C10H14 methylene-1-(1-methylethyl)
0,38 CoH160 trans-2,2-dimetil-4-heptenal
0,22 C10H16 B-pineno
0,22 C10H160 6xido de limoneno
0,04 CioH16 §-carene
0,10 C10H16 B-trans-ocimeno
CoH140 ciclopenteno-4-one, 1,2,3,3-
0,52 o4 tetrametil
5-isopropil-3,3-dimetil-2-metileno-
0,5 C10H160 2,3-dihidrofurano
0,31 CioH14 m-cimeno
13,91 C10H180 1,8-cineol
0,22 C10H16 1S-a-Pineno
1,39 CoH140 3,4,4-tr1met1lozn-:lclohexano-1-
1,12 C10H1802 oxido de linalol
0,21 CoH1e 2,6-dimetil-1,6-heptadieno
1,63 C10H180 L-linalol
0,15 CoH140 2,3,4,5-tetrametil-2-ciclopenteno-
1-one,
0,14 C10H140 safranal
0,10 C10H140 carvol
0,18 CoH140 B-pinono
0,07 C10H18 isocitronelano
0,28 C10H160 isopinocarveol
1,7,7-trimetil-, (15)- (CAS)
H
0,270 C10H160 biciclo[2.2.1]heptano-2-one,
1,58 C10H160 Canfora
1,1,2,3-tetrametil-2-
H » 1,4,
3,06 C10H180 ciclopenteno, 4-(hidroximetil)-
0,41 C10H140 pinocarvono
3,3,6,6-tetrametil-, (1a.23,48.5a)-
C10H
1,96 10716 triciclo[3.1.0.0(2,4)]hexano,
0,49 C10H160 p-menta-1,5-dien-8-ol
0,69 C11H200 3-undecano-2-one
0,26 C10H140 mirtenal
0,50 C10H140 verbenona
0,14 C10H160 etanono
2,43 C12H2002 acetato de dihidrocarveol
18,69 C12H2002 Acetato de trans-a-necrodilo
6,8-nonadiano-2-one, 6-metil-5-(1-
H ) )
1,35 C13H200 metiletilideno)-
0,80 C12H2002 acetato de lavanduil
0,59 C11H16N203 vinbarbital
1,45 C10H1602 3-butano-2-one, 3-metil-, dimer
0,085 C15H24 trans-cariofileno
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0,24 Cq5H24 t-cadineno
0,55 C15H24 §-Cadineno
1,3,3-trimetil-ciclohexeno, 2-
0,89 C11H18 etenil-
biciclo[2.2.1]heptano, 2-

0,87 C13M20 ciclopropilideno-1,7,7-trimetil-

benzeno, 1-metil-2-(2-propenil)-
H

0,76 C15H240 oxido de cariofileno

1,66 C15H260 Epiglobulol

0,12 C15H260 tau.-murolol

0,92 C15H2402 murolano-3,9(11)-diano-10-peroxi

Total de compostos identificados
P 68,986

(%)

Universidade da Beira Interior 2012

54



Estudo quimico da Lavandula luisieri

Amostra de folhas de Lavandula luisieri em plena floragao P3L

Tabela 17 - Compostos presentes na amostra de folhas de Lavandula luisieri em plena floracao

Quantidade Férmula Quimica Composto

0,10 C7H1202 3-metil-2-butenil acetato
0,38 C10H16 a-pineno

1,23 C10H14 o-Cimeno

0,07 C10H16 canfeno

0,06 C10H160 Trans-verbenol

0,35 C9H160 trans-2,2-dimetil-4-heptenal
0,11 C10H16 B-pineno

0,38 C10H160 oxido de limoneno

0,05 CioH1e 8-carene

0,09 C10H16 B-trans-ocimeno

0,42 CoH140 1,2,3,3-tetram%trl;;Ciclopentano-4-
0,26 C10H14 m-cimeno

15,47 C10H180 1,8-cineol

0,32 CoH140 4,4,6-trimetil-2-Ciclohexano-1-one,
1,49 C10H1802 oxido de cis-linalol (2)

0,08 CgH140 1-octano-3-one (CAS)

trans-2-furanmetanol, 5-

1,45 C10H1802 eteniltetrahidro-a, o, 5-trimetil -,
0,16 Cg9H140 2-etil-2,5-dimetilciclopent-2-enono
0,17 CoH1g cicloheptano, :érzse)til-4-metileno-
1,83 C10H180 linalol

0,36 CoH140 2,3,4,5-tetram1et1'l-2-ciclopentano-

-one,

0,26 C9H140 (1R)-(+)-norinono

0,25 C10H160 isopinocarveol

0,67 CoH140 dimetilbicicltﬁfg.n 10.’011;32nt-5-il metil
3,08 C10H160 canfora

0,27 C10H140 safranal

0.38 C10t140 biciclo[2.2.1]heptan3.one
0,27 C10H160 p-menta-1,5-dien-8-ol

2,13 C10H180 2 c1clohexerlcr>ir:1ent1§_tanol, 2,6,6
0,14 C10H1602 lilac aldehido D

0,48 C10H140 berbenono

0,40 C10H140 a,a,4-trimetil-benzenametanol,
0,20 C10H140 mirtenal

0.4 C10H140 bicic‘t’oéif 1t.r1]5rr]1€etphc¥13-’e(n1-52)-one,
0,14 C10H160 felandral

2,6 C12H2002 acetato de dihidrocarveol
16,92 C12H2002 Acetato de trans-a-necrodilo
3,98 C12H2002 acetato de lavandulilo

2,30 C1oH16 2-metilbiciclo[4.3.0]non-1(6)-ene
0,26 C7H1202 Acetate de prenil
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biciclo[3.1.0]hexano, 6-

0,171 C10M16 isopropilideno-1-metil-
0,30 CgH120 2,3,4-tr1meth1l(;i:lclopenteno-1 -
0,85 C12H2002 acetato de neril
1,50 C10H1602 3-butano-2-one, 3-metil-, dimer
0,137 C15H24 trans-cariofileno
6,6-dimetil-2-(3-
H )
0,30 €13H2002 oxobutil)biciclo[3.1.1]heptan-3-one
1,6-ciclodecadieno, 1-metil-5-
0,25 Cq15H24 metileno-8-(1-methylethyl)-, [s-
(E,E)]-
0,51 C15H24 s-cadineno
2-ethenil-1,3,3-trimetil -
0,84 C11H18 ciclohexeno,
1,3-diisopropenil-6-metil-
H )

0,71 C13H20 ciclohexeno,

4-(6,6-dimethyl-1-cyclohexen-1-il)-
0,21 C12H180 3-buteno-2-one,
0,76 C15H240 oxido de (-)-cariofileno
3,68 C15H260 ledol
1,70 C15H260 cubenol
0,91 C15H260 tau.-muurolol

Total de compostos identificados
P %) 73,108
(]
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Amostra de folhas de Lavandula luisieri no fim da floracdo P4L

Tabela 18 - Compostos presentes na amostra de folhas de Lavandula luisieri no fim floracao

Quantidade Férmula Quimica Composto
0,18 C10H16 a-pineno
0,40 C10H14 o-cimeno
0,16 C10H16 canfeno
0,04 C10H160 trans-verbenol
0,25 Cg9H160 Trans-2,2-dimetil-4-heptenal
0,18 C10H160 oxido de limoneno
0,07 CioH1e d—careno
0,18 CgH14 1,2,3,3-tetramztr:(l:lclopenteno-4-
0,16 C10H14 p-cimeno
6,33 C10H180 cineol
0,4 C10H1802 oxido de linalol
1,56 C10H160 fenchona
0,33 C10H180 Linolol
42,93 C10H160 canfora
0,53 C10H160 teresantalol
0,41 C10H160 p-menta-1,5-dien-8-ol
0,82 C10H140 a,a,4-trimethil-benzenometanol,
0,12 C10H140 carvol
1,32 C12H2002 p-ment-8-en-2-ol,
5,06 C12H2002 Acetato de trans-a-necrodilo
3,05 C12H2002 acetato 2,6 g;:;aedtli?_no 1-ol, 3,7
1,54 C10H16 2-methilbiciclo[4.3.0]non-1(6)-ene
0,32 C12H1802 acetato de (-)-mirtenil
0,39 CgH120 2,3,4-trimetil-2-ciclopenteno-1-one,
0,26 C12H2003 acetato de geranil, 2,3-epoxi
0,21 C13H220 5’9'“”dedc1,?:§i”l?;2(8[‘e’ 6,10-
0,23 C10H18 3,5-dimetil-, trans 1,6-octadieno
0,69 C10H1602 3-buteno-2-one, 3-metil-, dimer
2,6,6-trimetil-, (1a.28,3a.5a)-(R)-
0,25 C10H180 biciclo[3.1.s]hepfan-}ol), m
0,18 C5HgN20 3-metilpiridazino-5-one
1,34 Cq11H18 ciclohexeno, 2-etenil-1,3,3-trimetil
0,34 C15H20 4,5,9,10-dehidro-isolongifoleno,
0,32 C12H1802 e etlennticiotd
2,02 C15H260 tau-murolol
0,45 C15H18 Cadalin
Total de compostos identificados
(%) 68,64
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Amostra de flores de Lavandula luisieri no inicio de floragédo P2F

Tabela 19 - Compostos presentes na amostra de flores de Lavandula luisieri no inicio da floracao

Quantidade Férmula quimica Composto
3,41 C10H16 a-pineno
2,36 C10H14 benzeno, 1-metil-2-(1-metiletil)-
0,75 C10H16 canfeno
0,08 C10H14 p-cimeno
0,07 C10H16 B-pineno
0,56 C10H160 oxido de limoneno
0,05 CgH180 octanol
0,10 CoH140 1,2,3,3-tetramztr:'gciclopenteno-4-
-isopropil-3,3-dimetil-2-metileno-
0,29 C10M160 >isop opzt33-’d31'h(:drci‘tulrano etileno
0,21 C10H14 o-cimeno
0,70 C10H16 limoneno
2,72 C10H180 1,8-cineol
0,49 C10H16 a-trans-ocimeno
0,40 C10H1802 oxido de linalol
0,50 CgH140 2-ciclohexeno-1-one, 3,4,4-trimetil-
1,25 C10H160 fenchona
0,25 C9H1202 4-oxoisoforono
0,04 C10H180 1,6-octadieno-3-ol, 3,7-dimetil-, (f)-
1,76 C10H180 linalol
0,35 C10H160 a-cafolenal
20,76 C10H160 canfora
4,08 C10H180 Trans -a-necrodol
0,22 C10H160 p-menta-1,5-dien-8-ol
e ST
1,84 C10H160 teresantalol
0,0937 C10H160 p-menta-1,5-dien-8-ol
0,34 C10H1602 aldeido lilac A
0,25 C10H140 a,0,4-trimetil benzenometanol,
Cotgo | ocebmma el
0,34 C10H140 l-verbenona
0,22 C1oH16 1,2,3,3 t(ceitcrﬁ)rggaltlei:etﬂeno
0,18 C10H160 carveol
0,18 C10H140 carvol
1,87 C12H2002 acetato de dihidrocarveol
20,29 C12H2002 acetato de trans-o-necrodilo
0,71 C12H1802 acetato de ocimenilo
0,29 C12H1802 acetato de (-)-mirtenilo
0,70 C12H2002 acetato de nerilo
0,19 C10H180 Citronela
0,28 C10H1602 3-buteno-2-one, 3-metil-, dimer
0,28 C15H24 a-cadineno
0,28 Cq5H24 1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7-dimetil-
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1-(1-metiletil)-, (1S-cis) a-iso-
metilionono naftaleno,
Naftaleno, 1,2,3,4,40,5,6,8a-
0,38 C15H24 octahidro-4a, 8-dimetil-2-(1-
metoletilideno)-, (4oR-trans)-
ciclohexeno, 1,3-diisopropenil-6-
0,63 C13H20 metil
0,45 C15H240 oxido de cariofileno
1,3,3-trimetil-2-(2-methil-
0,29 C13H22 ciclopropil)-ciclohexeno
0,99 C15H260 veridiflorol
1H-Cicloprop[e]azulen-4-ol,
0,30 C15H260 decahidro-1,1,4,7-tetrametil-, [1ar-
(laa,4a,4aB,7a.7aB.7ba)]-
2- acido de octenoic, 4-
0,83 C14H2202 isopropilideno-7-metil-6-metileno-
metil ester
0,37 C15H260 cubenol
C14H>0 acido acetoacetico ester 3(10)-caren-
0,59 14H2003 4-0l,
3,34 C15H260 tau-cadinol
Total de compostos
P 79,463

identificados (%)

Universidade da Beira Interior 2012

59



Estudo quimico da Lavandula luisieri

Amostra de flores de Lavandula luisieri no inicio de floragédo P3F

Tabela 20 - Compostos presentes na amostra de flores de Lavandula luisieri no inicio da floracao.

Quantidade Formula Quimica Composto

1,14 C10H16 a-pineno

1,23 C10H14 p-cimeno

0,35 C10H16 canfeno

0,16 Cg9H160 3,4,4-trimetil-5-hexeno-2-one

0,46 C10H160 oxido de limoneno

0,31 CoH140 1,2,3,3-tetramt(e)tr::e-ciclopenteno-4-

0,20 C10H14 m-cimeno

0,06 C10H16 l-limoneno

3,45 C10H180 1,8-cineol

0,22 C10H18 biciclo[5.3.0]decano (cis)

1,19 C10H1802 Oxido de cis-linalol (2)

0,91 CgH140 3,4,4-trimetil-2-ciclohexeno-1-one,
trans-2-furanmetanol, 5-

0,17 C10H1802 eteniltetrahidro-a,a,5-trimetil-

0,38 CoH16 2,6-dimetil-1,6-heptadieno

2,94 C10H180 linalol

0,25 CoH140 2,3,4,5-tetrameg:]-:-ciclopenteno-1-

0,35 C10H160 2,3,3 trlr:ceetltgﬁdé:;gt)openteno

8,23 C10H160 canfora

2,03 C10H180 1,1,2,3-tetr(a;]rir:jert('.)i)l(-iﬁq-git(i:llf_penteno, 4-

0,26 C10t140 et metiieng.

2,33 C10H160 teresantalol

2,33 C10H160 p-menta-1,5-dien-8-ol

2,10 C10H180 4-terpineol

1,99 C10H140 Verbenona

0,42 C10H140 benzenemetar(mgks(;c,a,4-trimetil-

0,26 C10H160 carveol

0,45 C10H1202 acetate de fenetil

2,52 C12H2002 acetate de dihidrocarveol

16,62 C12H2002 Acetato de trans-a-necrodilo

1,87 C12H2002 acetato B-terpinil

0,72 C10H16 canfeno

1,10 C12H2002 acetato de nerilo

0,39 C5H7CLO2 1-cloro-1-propenilacetato

0,74 C12H2002 acetato de geranil

1,04 C10H1602 3-buteno-2-one, 3-metil-, dimer

0,39 Cq5H24 a-selineno

1,52 C15H24 5-cadineno
1,3-diisopropenil-6-metil-

1,16 C1320 P oheeno,

0,57 C15H240 cis-a-copaeno-8-0l

1,28 C15H240 oxido de cariofileno

3,85 C15H260 ledol
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1,05 C15H260 veridiflorol
2,06 C15H260 epiglobulol
1,10 C15H260 cubenol
0,29 C15H260 tau.-murolol
Total de compostos identificados (%) 65,34
Amostra de flores de Lavandula luisieri no final da floracdo P4F

Tabela 21 - Compostos presentes na amostra de flores de Lavandula luisieri no fim da floracao.

Quantidade Férmula Quimica Composto
0,6 C10H16 B-trans-ocimeno
1,19 C10H14 o-cimeno
0,17 C10H16 canfeno
0,22 C10H14 trans-verbenol
0,01 CgH160 1-octeno-3-ol
0,53 C10H160 oxido de limoneno
0,61 CoH140 1,2,3,3-tetram((e)tnile-ciclopenteno-4-
0,36 C10H14 m-cimeno
3,97 C10H180 1,8-cineol
0,42 C10H18 spiro[4.5]decane
1,25 C10H1802 oxido de cis-linalol furanil ring
1,95 CgH140 3,4,4-trimetil-2-ciclohexeno-1-one,
0,06 CgH140 1-octeno-3-one (CAS)
1,49 C9H140 oxido de trans-linalol furanil ring
1,44 C10H180 linalol
0,82 CoH180 nonanal (CAS)
0,53 CoH140 2,3,4,5-tetram1et1'l-2-ciclopenteno-
-one
0,27 CoH120 [3]ofef¥;25§lgl[%pgo$ . OnZ?41]2)itane]
0,36 C10H160 2,3,3 trlrgtcazltl;l?éecilé:éopenteno
0,26 C10H160 trans-pinocarveol
12,01 C10H160 canfora
0,55 C10H160 p-menta-1,5-dien-8-ol
biciclo[2.2.1]heptano-3-one, 6,6-
0,31 C10M140 [dimet]il-ZF-)metileno-
3,3,6,6-tetramethyl-,
0,62 C10H16 (Ta.2B,4B,50)-
tricyclo[3.1.0.02,4]hexane,
0,99 C10H160 p-menta-1,5-dien-8-ol
0,42 C10H140 para-cimeno-8-ol
0,26 C10H140 mirtenal
1,27 C10H140 l-verbenona
0,22 C10H160 cis-(+)-carveol
2,02 C12H2002 Acetato de dihidrocarveol
1,79 C12H2002 Acetato de trans-a-necrodilo
3,46 C10H14 1,3,8-p-mentatrieno
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0,52 CgH120 2,3,4-trimetil-2-ciclopenteno-1-one
0,78 Cq5H24 a-amorfeno
2-butanono, 4-(2,3-epoxi-2,6,6-
0,60 C13H2202 trimetilciclohex-1-yl)-, (+)-
(1R,2R,3S)-
1,35 C10H1602 3-buteno-2 Or;(ékg)met]l , dimer
1,10 C12H1803 acetato de Ketobornil
0,51 C15H24 a-elemeno
0,65 C15H24 a-cadineno
0,58 CoH1007 etanono, 1-(2 h(lg:;))(l 5-metilfenil)
0,44 C15H260 palustrol
0,83 C20H27NO7 preg-4-en-3 orc1]<'-:~a,mlo7_a hidroxi-17a:
6,18 C15H260 viridiflorol
1,77 C15H260 ledol
2,93 C15H260 epiglobulol
0,80 C15H260 a-cedrol
0,46 C15H260 5-cadinol, (-)-
1,13 ledeno
Total de compostos identificados 61.25
)

(%)
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