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RESUMO 
SOARES, Caroline Alves. Aproveitamento da água residual do processo de 
hidrodestilação de Lantana camara L. São Cristóvão: UFS, 2021. 43p. (Dissertação – 
Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).* 
 
Lantana camara L., comumente conhecida no Brasil como cambará, é um arbusto aromático 
e medicinal que possui ação antibacteriana, antifúngica, antiprotozoária, inseticida, 
antioxidante, analgésica e anti-inflamatória. Suas propriedades terapêuticas estão relacionadas 
aos compostos ativos presentes no seu óleo essencial. Após o processo de extração por 
hidrodestilação, devido ao baixo rendimento de óleo essencial dessa espécie, dá-se a formação 
exacerbada de resíduos. Embora esses resíduos sejam descartados, eles podem apresentar 
ricas moléculas biologicamente ativas, as quais poderão ser úteis na forma de insumo para 
outros processos que demandem esses compostos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a 
atividade antiprotozoária sobre Phytomonas serpens do resíduo da hidrodestilação de folhas 
de L. camara. O perfil químico da amostra coletada, após a extração do óleo essencial das 
folhas de cambará, foi determinado por HPLC. Também foi avaliado o efeito do resíduo na 
integridade da membrana de P. serpens, assim como os níveis de produção de espécies 
reativas a oxigênio (EROs) e da despolarização do potencial mitocondrial. A viabilidade 
celular do parasito diminuiu conforme as concentrações dos resíduos liofilizados (RLs) 
aumentaram. Os valores de IC50 obtidos para os quatros RLs de L. camara foram: 13,68 
μg/mL (RL038); 17,50 μg/mL (RL017); 35,16 μg/mL (RL025); 43,69 μg/mL (RL033). O 
resíduo liofilizado do acesso LAC-038 (RL038) afetou a proliferação de P. serpens em todas 
as concentrações avaliadas, sendo que as concentrações de 50 µg/mL e 100 µg/m do resíduo 
reduziram de forma acentuada a densidade celular das formas promastigotas. As análises de 
citometria de fluxo e espectrofluorimetria demonstraram que o RL038, nas concentrações 
avaliadas, não afetou a integridade da membrana plasmática. Os níveis de EROs aumentaram 
em aproximadamente 2x e 3x nas concentrações de 120 µl/mL e 180 µl/mL do RL038, 
respectivamente. Células tratadas com as mesmas concentrações do resíduo mostraram 
redução no potencial mitocondrial, em comparação com as células não tratadas. Essas 
concentrações reduziram a fluorescência em 44,6% (IV= -0,446) e 46,8% (IV= -0,468), 
respectivamente. Essa redução não diferiu estatisticamente do controle positivo que foi de 
56,0% (IV= -0,560). E a partir da cromatografia líquida analítica do resíduo foi possível 
observar a presença de 17 picos que posteriormente foram classificados como ácidos 
fenólicos e flavonoides. Concluiu-se que os resíduos da hidrodestilação das folhas de Lantana 
camara podem ser provedores de moléculas eficientes para a formulação de bioprodutos para 
o controle de parasitas como a P. serpens. 
 
Palavras-chave: Verbenaceae, atividade antiprotozoária, resíduo da hidrodestilação, 
efluentes, resíduo liofilizado. 
 
___________________ 
 

* Comitê Orientador: Maria de Fátima Arrigoni-Blank – UFS (Orientadora). 
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ABSTRACT 
SOARES, Caroline Alves. Use of waste water from the hydrodistillation process of 
Lantana camara L. São Cristóvão: UFS, 2021. 43p. (Thesis - Master of Science in 
Agriculture and Biodiversity).* 
 
Lantana camara L., commonly known in Brazil as cambará, is an aromatic and medicinal 
shrub that has antibacterial, antifungal, antiprotozoal, insecticide, antioxidant, analgesic, and 
anti-inflammatory action. Its therapeutic properties are related to the active compounds 
present in its essential oil. After the extraction process by hydrodistillation, an exacerbated 
quantity of residues is formed, due to the low yield of essential oil in this species. These 
residues are generally discarded, but they may have rich biologically active molecules, which 
may be useful as an input for other processes that require these compounds. The aim of the 
present study was to evaluate the antiprotozoal activity of the residue from the 
hydrodistillation of L. camara leaves on Phytomonas serpens. The chemical profile of the 
sample collected after the extraction of essential oils from the leaves of cambará was 
determined by HPLC, and in addition, the effect of the residue on the integrity of the cell 
membrane of P. serpens was evaluated, as well as the levels of production of reactive oxygen 
species (ROS) and the depolarization of the mitochondrial potential. The cell viability of the 
parasite decreased as the concentrations of lyophilized residues (LR) increased. The IC50 
values obtained for the four L. camara RLs were 13.68 μg/mL (LR038), 17.50 µg/ml 
(LR017), 35.16 µg/ml (LR025), and 43.69 µg/ml (LR033). The lyophilized residue from 
accession LAC-038 (LR038) affected the proliferation of P. serpens at all the concentrations 
evaluated, and the concentrations of 50 µg/mL and 100 µg/m of the residue markedly reduced 
the cell density of the promastigote forms. Flow cytometry and spectrofluorimetry analyses 
showed that LR038, at the concentrations evaluated, did not affect the integrity of the plasma 
membrane. ROS levels increased by approximately 2x at LR038 concentrations of 120 µl/mL 
and 3x at concentrations of 180 µl/mL. Cells treated with the same residue concentrations 
showed a reduction in mitochondrial potential compared to untreated cells. These 
concentrations reduced fluorescence by 44.6% (IV = -0.446) and 46.8% (IV = -0.468), 
respectively. This reduction did not differ statistically from the positive control, which was 
56.0% (IV = -0.560). Analytical liquid chromatography of the residue revealed 17 peaks that 
were later classified as phenolic acids and flavonoids. This indicated that the residues from 
the hydrodistillation of Lantana camara leaves can be efficient molecule providers for 
formulation of bioproducts for the control of parasites such as P. serpens. 
 
Keywords: Verbenaceae, antiprotozoal activity, hydrodistillation residue, effluents, 
lyophilized residue 
 
___________________ 
 

* Supervising Committee: Maria de Fátima Arrigoni-Blank – UFS (Supervisor) 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
O uso de produtos naturais na área alimentar, de cosméticos e medicinal é crescente, 

uma vez que existe uma incessante busca da sociedade por um estilo de vida mais saudável, 
assim como uma maior preocupação ambiental. A opção pelo natural nos últimos anos levou a 
um aumento da utilização de plantas aromáticas e medicinais (NIETO, 2017). Nessa 
circunstância, um bom exemplo é a espécie Lantana camara L., comumente conhecida no 
Brasil como chumbinho ou cambará. É um subarbusto lenhoso de arquitetura indeterminada, 
onde suas folhas, cascas e raízes são utilizadas no tratamento de diversas doenças, como febre 
biliosa, cortes, catarro, eczema, dores de cabeça, palpitações, malária, reumatismo, inchaço, 
tétano, tumores, úlceras, entre outras doenças (SOUSA; COSTA, 2012), o que faz dessa 
espécie uma poderosa ferramenta medicinal no Brasil.  

Além do uso na medicina tradicional, diferentes estudos científicos confirmam que os 
óleos essenciais e extratos de L. camara possuem um inesgotável complexo de moléculas 
ativas responsáveis por diferentes atividades biológicas, especificamente: antifúngica, 
antimicrobiana, antibacteriana, inseticida, anti-helmíntica, antipirética, cicatrizante, além de 
colaborar como recurso terapêutico no tratamento de doenças como malária e leishmaniose, 
ou até mesmo de enfermidades relacionadas ao sistema nervoso central dos seres humanos 
(JAGTAP et al., 2018; VED et al., 2018; SANTOS et al., 2019; DOUGNON; ITO, 2020). Em 
um estudo recente, demonstrou-se, pela primeira vez, a atividade tripanocida do óleo essencial 
de L. camara em Phytomonas serpens (PEREIRA et al., 2021), assim revelando potenciais 
usos dessa espécie. 

Embora tenha muitas potencialidades, a concentração do óleo essencial nas folhas de 
L. camara é baixa (geralmente 0,2%), sendo que, por arraste a vapor, 500 kg de biomassa 
rendem cerca de 200 mg de óleo essencial e, por hidrodestilação, a espécie apresenta um teor 
médio variando de 0,1 a 0,5% (NEGI et al., 2019; PEREIRA et al., 2020). O mesmo ocorre 
em muitas espécies de plantas, onde a maior parte da matéria-prima vegetal permanece sem 
uso após a hidrodestilação, produzindo uma quantidade exacerbada de resíduos. Na prática, 
para obter um mililitro de óleo essencial requer um consumo de 0,5 a 1L de água (WU et al., 
2015), e no final do processo de extração, a água residual é totalmente descarregada no 
ambiente sem o devido tratamento. 

A grande quantidade de efluentes gerados após o processo de hidrodestilação não 
possui aplicabilidade. Entretanto é possível que esta água seja rica em compostos solúveis e 
não voláteis biologicamente relevantes, tornando a água residual da produção de óleos 
essenciais um valioso produto e com potencial uso industrial (GHARRED et al., 2021). 

Os tripanossomatídeos na sua maioria são parasitas de animais, com exceção do 
gênero Phytomonas, cujos representantes são parasitas vegetais (MASLOV et al., 2019). 
Algumas espécies desses protozoários são causadoras de doenças graves em grandes culturas 
de interesse econômico, tais como a Phytomonas staheli, causadora da murcha letal aguda em 
coqueiros (Cocos nucifera) e dendezeiros (Elaeis guineensis), e Phytomonas leptovasorum, 
agente patogênico da necrose no floema do café (Arábica e Libéria) (JASKOWSKA et al., 
2015). Esses são importantes exemplos de patógenos de plantas capazes de oferecer riscos 
econômicos em países tropicais.  

Outro representante dos tripanossomatídeos que afetam as plantas é a Phytomonas 
serpens que acometem os tomateiros (Solanum lycopersicum), provocando manchas amarelas 
que resultam em frutos de menor valor comercial (SCHWELM et al., 2018). Esse organismo 
também é um importante modelo biológico que auxilia no entendimento de membros 
patogênicos que acometem mamíferos e plantas, além de contribuir no entendimento dos 
mecanismos patogênicos e das manifestações das doenças em plantas (JASKOWSKA et al., 
2015), e assim como no desenvolvimento de novas formas de tratamento para doenças em 
seres humanos como a leishmaniose e tripanossomíase (SANTOS JUNIOR et al., 2018). 
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Tendo em vista a importância comercial das culturas devastadas por espécies de 
Phytomonas e o potencial de compostos do metabolismo secundário de L. camara para o 
controle da proliferação desses fitopatógenos, como também a necessidade de contribuir para 
destinação correta dos resíduos gerados pela indústria de óleos essenciais, o objetivo desse 
estudo foi avaliar a atividade antiprotozoária da água residual do processo de hidrodestilação 
de folhas de Lantana camara L. sobre Phytomonas serpens. 

 
  



3 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Lantana camara 
 
2.1.1 Descrição botânica e sistemática 

O gênero Lantana, compreendido pela família Verbenaceae, possui cerca de 129 
espécies arbustivas e subarbustivas, com até 3 m de altura e arquiteturas variadas, as quais 
ocorrem principalmente em regiões tropicais das Américas do Sul e Central, África e Ásia. 
Esse gênero é de difícil descrição taxonômica, pois suas espécies possuem características 
instáveis e hibridação generalizada (GHISALBERTI, 2000). Algumas dessas espécies já não 
condizem com a descrição realizada por Linnaeus em 1753 em Species Plantarum, a exemplo 
de Lantana camara L., a qual sofreu forte pressão de seleção artificial ao longo dos anos 
(SANDERS, 2006). 

A espécie L. camara L. (Figura 1A) (Divisão: Magnoliofita; Classe: Magnoliopsida; 
Ordem: Lamiales; e Família: Verbenaceae) comumente conhecida no Brasil como chumbinho 
ou cambará, é uma das mais populares do gênero Lantana. Ocorre em praticamente todas as 
regiões do planeta, exceto em locais de frio extremo, e é possível encontrar espécimes dessa 
planta crescendo exuberantemente em altitudes de até 2000 m (GONCALVES et al., 2014). É 
um subarbusto lenhoso e suas folhas são simples e opostas, possuem superfície rugosa e 
bordas dentadas com ápice agudo, assim como odor forte quando esmagadas e sabor 
levemente mentolado. Suas pequenas flores tubulares possuem quatro pétalas soldadas e 
podem apresentar diferentes cores como vermelho, amarelo, laranja, rosa e branco, elas estão 
dispostas em inflorescências do tipo umbela e surgem nas regiões terminais dos ramos. Os 
frutos do tipo drupas carnosas, possuem de 1 a 2 sementes e medem de 3-6 mm, quando 
maduros apresentam coloração roxo escuro. E os ramos são quadrangulares e geralmente 
possuem acúleos em toda a extensão do caule (PATHAN et al., 2018). 

Em Sergipe, Brasil, foi implantada no ano de 2016 a coleção de L. camara do Banco 
Ativo de Plantas Medicinais e Aromáticas da Universidade Federal de Sergipe (Figura 1B), 
onde foi conduzido um estudo que evidencia as diferenças fenotípicas e produtivas de plantas 
de cambará dessa região. Características morfológicas, como exemplo o tamanho e largura 
das plantas (de 0,85 a 2,14 m e 0,99 a 2,15 m, respectivamente) e características agronômicas 
como o rendimento de massa seca e teor de óleo essencial (de 80 a 649,04 g planta-¹ e 0,13 a 
0,26%, respectivamente), foram descritas para subsidiar programas de melhoramento que 
poderão dar origem a novos registros de cultivares de L. camara (PEREIRA et al., 2020; 
NASCIMENTO et al., 2020). 
 

 
Figura 1. Lantana camara. (A) Ramos, inflorescência e frutos. (B) Banco Ativo de Plantas 
Medicinais e Aromáticas da Universidade Federal de Sergipe. 
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2.2 Potencialidades da espécie 
 
2.2.1 Uso ornamental 

Nativa das Américas Central e Sul, a L. camara foi popularizada em diversos países 
devido à beleza de suas flores, quando ao final do século XVII exploradores introduziram essa 
espécie em regiões da Europa e mais tarde na América do Norte. Aos poucos a espécie foi 
sendo incorporada aos jardins e passou a ser amplamente comercializada por viveiros de 
plantas (ROSS, 2007). Suas inflorescências podem apresentar diferentes tamanhos e cores 
mistas, o que serve de forte atrativo para diferentes espécies de insetos e pequenas aves, 
fazendo da L. camara uma escolha recorrente na composição paisagística de diversos 
ambientes (MAHARAJ; BOURNE, 2017). 

A planta que embelezava jardins também trouxe consequências inesperadas e severas 
a diversos ecossistemas, ao se tornar uma das plantas mais infestantes do mundo devido a sua 
capacidade adaptativa e de dispersão (LOWE et al., 2004). Na Flórida, uma das principais 
regiões produtoras de L. camara, viveiristas foram aconselhados pelo Conselho de Plantas 
Exóticas e de Pragas da Flórida (FLEPPC) a encerrar a produção de L. camara, tendo em 
vista os riscos de alteração dos ecossistemas pela invasão dessa espécie, o que impactaria a 
arrecadação de 21 milhões de dólares e os empregos diretos de cerca de 300 funcionários 
(WIRTH et al., 2004). 

Para evitar maiores impactos ocasionados pela infestação de L. camara e por sua 
importância econômica, a ciência fez um grande esforço para compreender os mecanismos de 
hibridação e a transferência de informações genéticas durante os cruzamentos entre cultivares 
dessa espécie (CZARNECKI; DENG, 2020). A partir desses estudos, foi possível produzir 
cultivares estéreis, as quais eliminam o risco de degradação de ambientes nativos e protegem 
o valor econômico da espécie (PARRISH et al., 2021). 
 
2.2.2 Propriedades bioativas 

Plantas de L. camara são relatadas em diversos países como terapêuticas no 
tratamento de diferentes doenças (GHISALBERTI, 2000). Em Rondônia – Brasil, a infusão 
das folhas de cambará é empregada no tratamento de resfriados e gripes (MAIA et al., 2020). 
Na medicina tradicional indiana essa planta é relatada no tratamento de doenças graves, como 
cânceres e tumores. A infusão das folhas e flores são utilizadas para curar febres e dores de 
estômago. Nas Américas Central e Sul o uso das folhas foi indicado para o tratamento de 
feridas, sarampo, catapora, assim como febres, resfriados, asma, reumatismo e hipertensão. 
Em países da África Ocidental, a infusão de diferentes partes da planta foi utilizada para tratar 
bronquite e as raízes misturadas ao leite para tratar dores de estômago em crianças (KALITA 
et al., 2012). Outras doenças como malária, hanseníase, sarna, úlceras, além de propriedades 
cardiotônica, vermifuga, antiviral antipiréticas, antiespasmódicas e cicatrizantes são 
relacionadas ao uso medicinal da espécie, no entanto a utilização indiscriminada e em doses 
elevadas poderá trazer problemas à saúde, devido à presença de compostos nocivos (PATOLE 
et al., 2020). 

A L. camara é bastante estudada quanto às suas propriedades biológicas, revelando um 
grande potencial para o desenvolvimento de produtos botânicos e drogas capazes de tratar ou 
mesmo curar importantes problemas e enfermidades que acometem seres humanos 
(SHARMA et al., 2007). A vasta potencialidade de usos para L. camara está diretamente 
relacionada à variedade de constituintes químicos, os quais podem pertencer às classes dos 
flavonoides, fenilpropanoides, terpenoides, glicosídeos feniletanoides, glicosídeos iridoides e 
esteroides e furanonaftoquinonas (SOUSA; COSTA, 2012). A seguir são demonstradas 
algumas das propriedades atribuídas a essa espécie (Tabela 1). 
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Tabela 1. Propriedades biológicas atribuídas à Lantana camara L. 
Propriedades 

biológicas Organismos estudados Parte utilizada Referências 

Antifúngica Alternaria sp. Extrato aquoso e 
etanólico Srivastava e Singh (2011) 

Bactericida Escherichia coli,  
Staphylococus aureus 

Extrato etanólico das 
folhas Lourenço et al. (2021) 

Antimicrobiana  

Escherichia coli, Salmonella 
typhi, Vibrio cholerae, 

Micrococcus luteus, Candida 
albicans, Microsporum gypseum 

e Aspergillus flavus 

Extrato etanólico e 
metanólico Ezebo et al. (2021) 

Antifúngica Colletotrichum acutatum Extrato etanólico Khalifah et al. (2021) 

Bactericida 

Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus e  

Bacilius subtilis. 

Extrato etanólico Cabrido e Demayo (2018) 

Leishmanicida  Leishmania mexicana e  
L. amazonensis  Extratos orgânicos Delgado-Altamirano et al. 

(2019) 
Antifúngica Colletotrichum gloeosporioides Extrato metanólico Bashir et al. (2019) 

Analgésica Ratos Extrato etanólico das 
flores 

Punasiya, Choudhary e 
Pillai (2017) 

Mutagênico e 
citotóxico Camundongos Óleo essencial Figueira et al. (2019) 

Antidiarreica Ratos Extrato aquoso dos 
ramos Tadesse et al. (2017) 

Inseticida Larvas e adultos de  
Aedes aegypit Óleos essenciais Chellappandiana et al. 

(2018) 

Antituberculose Mycobacterium tuberculosis e 
Mtb H37Rv  Extrato metanólico Nirmal et al. (2020) 

Sedativa Camundongos Óleo essencial Dougnon e Ito (2020) 

Anticâncer e 
antiangiogênica 

Células cancerosas (MCF - 7, 
HCT - 116 e HeLa) e células 

endoteliais (EA.hy926)  

Alcaloides isolados do 
extrato metanólico das 

folhas 
Al-Hakeim et al. (2021) 

Herbicida 

Avena fatua, Euphorbia 
helioscopia, Chenopodium 

álbum, Phalaris minor, Rumex 
dentatus.   

Extrato metanólico 
das flores Anwar et al. (2021) 

 
 
2.3 Resíduos da indústria de óleos essenciais 

Procedente do metabolismo celular dos vegetais, os óleos essenciais (OEs) são 
misturas ricas em compostos aromáticos e que possuem diversas aplicações. Atualmente são 
utilizados como ingredientes da produção de bebidas, alimentos, fragrâncias, cosméticos e 
fármacos, além de serem considerados a principal ferramenta da aromaterapia (SHANKAR et 
al., 2021). 

O mercado global de óleos essenciais movimentou 18,62 bilhões de dólares em 2020 e 
estima-se um forte crescimento para os próximos anos, podendo atingir o valor de 33,26 
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bilhões de dólares até 2027, com estimativa de comercialização de 473,31 mil toneladas de 
OE (GRAND VIEW RESEARCH, 2021). No Brasil, Bizzo et al. (2009) descreveram que a 
carência de matérias-primas durante e após a Segunda Guerra Mundial foi a força motriz para 
expansão da atividade, com a produção dos OEs de sassafrás, pau-rosa, menta e cítricos. Entre 
maio de 2020 e maio 2021, a exportação brasileira dos óleos essenciais, substâncias de 
perfume e sabor, gerou 34,37 milhões de dólares com a comercialização desses produtos, 
demonstrando a relevância da cadeia (COMEX, 2021). 

Os óleos essenciais são constituídos principalmente de terpenos (monoterpenos e 
sesquiterpenos). Esses são classificados de acordo com o número de unidades 
pentacarbonadas, sendo os mais abundantes os monoterpenos (10 carbonos), com duas 
unidades de isopreno, e os sesquiterpenos (15 carbonos), com três unidades de isopreno. Esses 
terpenoides são biossintetizados a partir de unidades de isopentenil-difosfato (IPP) e seu 
isômero dimetilalil-difosfato (DMAPP), e podem ser produzidos em diferentes organelas da 
célula vegetal, por duas rotas metabólicas: via mevalonato (MVA) e a via metileritritol fosfato 
(MEP). Na via citosólica ou via MVA, a condensação de duas moléculas de acetil-CoA 
origina uma molécula de acetoacetil-CoA que condensada com uma terceira molécula de 
acetil-CoA formando o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Posteriormente é 
reduzido a MVA a partir da enzima HMG-CoA redutase. Em seguida, o MVA é fosforilado 
pelas enzimas MVA quinase e fosfomevalonato quinase, produzindo o mevalonato-5-
difosfato (MVAPP). O IPP e o DMAPP são então sintetizados a partir da ação enzimática do 
MVAPP descarboxilase sobre o MVAPP (DEWICK, 2009). 

Na via plastídica ou metileritritol fosfato, ocorre a condensação de uma molécula de 
gliceraldeído-3-fosfato com uma molécula de piruvato originando uma molécula de 1-deoxi-
D-xilulose-5-fosfato (DXS), que é reduzida a 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) pela 
enzima DXP redutoisomerase. Em seguida MEP é convertido a 2C-metil-D-eritritol-2,4-
ciclodifosfato (ME-cPP) através de ações enzimáticas promovidas por 4-difosfocitidil-2C-
metil-D-eritritol (CDP-ME) sintase, CDP-ME quinase e ME-cPP sintase. Posteriormente, 
ME-cPP é convertido a IPP e DMAPP através das enzimas 1-hidroxi-2C-metil-2-(E)-butenil-
4-difosfato (HMBPP) sintase e a HMBPP redutase (DEWICK, 2009). 

Os óleos essenciais podem ser extraídos do material vegetal por diversos métodos. A 
escolha do melhor método a ser utilizado dependerá da espécie de interesse, da parte da planta 
que será utilizada e da estrutura disponível. A extração é um procedimento unitário que tem 
por finalidade separar determinadas substâncias a partir de diferentes matrizes, sólidas ou 
líquidas, através de processos químicos, físicos ou mecânicos, onde se reserva uma das fases 
(o produto) e rejeita outra (o resíduo) (ANDREO; JORGE, 2006). 

O método de extração por arraste a vapor é o mais utilizado a nível industrial. O 
processo consiste em submeter o material vegetal à ação do vapor d’água para obtenção dos 
OEs. Neste método, o vapor atravessa a biomassa vegetal quebrando as estruturas celulares 
das plantas e levando consigo o OE contido no interior dos tecidos. Por proporcionar maior 
rendimento de OE, a extração por arraste a vapor é considerada mais eficiente quando 
comparada à hidrodestilação (VALENTIM; SOARES, 2018). Embora seja mais eficaz, a 
extração por arraste a vapor tem, no entanto, vários inconvenientes como: grande consumo 
energético, longo tempo de extração e a degradação dos compostos (BOŽOVIĆ et al., 2017). 

No método de extração de OE por hidrodestilação, o sistema é formado por um 
condensador, decantador e a manta aquecedora. A técnica compreende na imersão completa 
da biomassa vegetal em água, seguido por ebulição. Em consequência do aquecimento, a água 
atinge seu ponto de ebulição formando uma mistura heterogênea de vapores de água e 
constituintes voláteis. Após a volatilização, essa mistura passa por um condensador e decanta. 
Como a água e o óleo são imiscíveis, formam-se duas fases (óleo e água), da qual o OE é 
facilmente coletado, devendo ser mantido em frasco âmbar e em local abrigado de 
temperaturas elevadas e luminosidade (CARVALHO et al., 2020). 
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Embora exista uma crescente demanda por OE (ALIGHIRI et al., 2017), um dos 
pontos críticos enfrentados na obtenção desses produtos são os resíduos, pois o rendimento 
desses produtos em muitas espécies de plantas é baixo e a maior parte da matéria-prima 
vegetal permanece sem uso após a hidrodestilação. Na prática, para obter um mililitro de OE 
requer um consumo de 0,5 a 1L de água (WU et al., 2015), e no final do processo de extração, 
a água residual é totalmente descarregada no meio ambiente sem o devido tratamento. Em 
escala industrial, os resíduos acumulados em destilarias de óleos essenciais podem ser 
comparados ao volume de resíduos produzidos em uma indústria têxtil (GHARRED et al., 
2021). 

Diante desse cenário e da incessante busca da sociedade por produtos ecologicamente 
corretos, as indústrias têm se empenhado cada vez mais no desenvolvimento de tecnologias 
mais limpas, seguindo parâmetros que visam reduzir os impactos gerados pela produção 
elevada de resíduos. Para que isso ocorra, as indústrias focam na permuta industrial, 
utilizando resíduos de um processo como insumo para outro processo, assim contribuem para 
aumentar a sustentabilidade dos recursos e redução dos danos ambientais (GHARRED et al., 
2021). 

Nas destilarias de OEs, os resíduos podem ser aproveitados de diferentes maneiras, 
especialmente como fonte de compostos úteis em outras cadeias produtivas, a exemplo do 
ácido rosmarínico, um importante antioxidante natural que pode ser obtido a partir do resíduo 
líquido proveniente do processo de hidrodestilação das folhas do alecrim (Rosmarinus 
officinalis L.) (WOLLINGER et al., 2016). Sánchez-Vioque et al. (2015) relataram que os 
resíduos sólidos da hidrodestilação de R. officinalis possuem efeito deterrente sobre insetos-
praga. Assim como Mahmoudi et al. (2020) relataram que folhas hidrodestiladas de 
manjericão (Ocimum basilicum) apresentam boa atividade repelente contra pragas de grãos 
armazenados, Tribolium castaneum. Em outro estudo, Gavarić et al. (2015) demonstraram que 
os resíduos sólidos das folhas de tomilho (Thymus vulgaris) podem ser utilizados como fonte 
de compostos fenólicos biologicamente ativos e apresentam efeito antioxidante e 
hepatoprotetor comparável ao extrato de folha de tomilho oficialmente preparado. Além disso, 
podem ser utilizados para elaboração de fitoterápicos ou na indústria alimentícia e 
farmacêutica.  

Estudos demonstram que os compostos provenientes dos resíduos aquosos da 
hidrodestilação também são importantes fontes de moléculas. GHARRED et al. (2021) 
relataram que o efluente do processo de extração do OE de Dittrichia graveolens apresentou 
atividades antioxidantes, antibacterianas, anti-inflamatórias e não citotóxica contra 
fibroblastos de pele saudável. Assim como o resíduo liofilizado da erva de bergamota 
(Monarda fistulosa) que apresentou ação anti-inflamatória e analgésica atribuídas ao produto 
da cocção das folhas (SHANAIDA et al., 2021). Além disso, Cancini et al. (2020) relataram o 
potencial tripanocida dos extratos de Piper crassinervium e Piper amalago. Sankara et al. 
(2020) relataram que o resíduo aquoso da hidrodestilação de Eucalyptus camaldulensis pode 
fornecer compostos bioativos interessantes como novos agentes anticupins na proteção de 
plantas. 

Dessa maneira, esse campo científico e prático de utilizar resíduos hidrodestilados tem 
se expandido rapidamente, e as atividades biológicas são o alvo desses estudos, uma vez que é 
importante esclarecer a forma de exploração desses resíduos resultantes do processo de 
cocção das folhas, em termos econômicos e ecológicos. 
 
2.4 Tripanossomatídeo de plantas: Phytomonas serpens 

Os tripanossomatídeos pertencem ao Reino Protista, Sub-reino Protozoa, Filo 
Sarcomastigophora, Sub-filo Mastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida, 
Subordem Trypanosomatina e Família Trypanosomatidae que compreende vários gêneros 
(LEVINE et al., 1980).  

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2021.563436/full#B20
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Dentro dos gêneros temos organismos monoxênico que parasitam invertebrados 
(Herpetomonas, Blastocrithidia, Leptomonas, Crithidia), como também organismos com 
ciclo de vida heteroxênicos, os quais alternam entre hospedeiros vertebrados e invertebrados 
(Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum), ou entre invertebrados e plantas (Phytomonas) 
(MASLOV et al., 2013; PODLIPAEV, 2000; SIMPSON et al., 2006). 

No que diz respeito às características dos Trypanosomatideos, pode-se citar o 
cinetotoplasto, estrutura composta por cadeias de ácido dexorribonucleico (DNA), que integra 
cópias do genoma mitocondrial e está situada no interior de uma mitocôndria única, como 
também a presença do flagelo, responsável pela motilidade do parasito, e as organelas de 
glicossomos (MCGHEE; COSGROVE, 1980; VICKERMAN, 1994). 

Os tripanossomatídeos são microrganismos adaptados à vida em fluidos ricos em 
glicose, onde a sua maioria são parasitas de animais, com exceção do gênero Phytomonas, 
cujos representantes são parasitas vegetais (MASLOV et al., 2019). 

Os primeiros parasitos encontrados em espécies vegetais foram isolados de uma planta 
laticífera (Euphorbia pilulifera) nas ilhas de Maurício em 1909. A princípio foi nomeado de 
Leptomonas davidi, e posteriormente reclassificado em um novo gênero, Phytomonas, por 
Donovan. No presente, o gênero Phytomonas possui cerca de 200 espécies, as quais podem 
ser encontradas em fluidos do xilema, floema, látex, frutos e sementes, que parasitam mais de 
20 famílias de plantas. Contudo esses organismos podem ou não apresentar alguma 
patogenicidade para os vegetais (JASKOWSKA et al., 2015; MEDINA et al., 2015; 
SCHWELM et al., 2018). 

Algumas espécies são causadoras de doenças graves em grandes culturas, Phytomonas 
staheli, causadora da murcha letal aguda, necrose em inflorescências e podridão do meristema 
apical em coqueiros (Cocos nucifera) e dendezeiros (Elaeis guineensis) que inicia com o 
apodrecimento das folhas e posteriormente avança para a lança e raízes. Em plantas de café 
também foram relatadas a presença de organismos patogênicos pertencentes ao gênero 
Phytomonas, classificados como Phytomonas leptovasorum, agente patogênico da necrose no 
floema do café (Arábica e Libéria). Acerca da patogenicidade de Phytomonas em plantas 
lactíferas, houve inicialmente uma controvérsia considerável, apesar disso, existem indícios 
que Phytomonas françai, parasita encontrado em ductos de látex, é o responsável por 
acometer o chochamento de raízes em mandioca (Manihot esculenta) (JASKOWSKA et al., 
2015). 

Assim como nos tripanossomatídeos que acometem mamíferos, os Phytomonas 
dependem de vetores para garantir a continuidade do ciclo de vida da espécie (ALVES et al., 
2013). Os principais vetores relacionados a esses microrganismos são insetos fitófagos 
sugadores das famílias, Coreidae, Lygaeidae, Pyrrhocoridae e Pentatomidae. A infecção 
ocorre no momento em que os insetos ingerem um tecido vegetal contaminado com 
protozoários flagelados na forma promastigota. Esses parasitas atingem o trato intestinal, 
posteriormente migram pela hemocele, alcançando as glândulas salivares, assim os insetos 
infectados transmitem os parasitos para outras plantas via saliva, dando continuidade ao ciclo 
biológico (LOPES et al., 2010). É importante ressaltar que ainda não existe nenhum tipo de 
controle curativo para os tripanossomatídeos de plantas. O que se recomenda é a erradicação 
de plantas que apresentam sintomas das doenças relacionadas às espécies de Phytomonas sp. 
causadoras de danos, além do controle de insetos vetores (JASKOWSKA et al., 2015). 

Outro representante dos tripanossomatídeos que afetam as plantas é a Phytomonas 
Serpens. Embora esses parasitas não desencadeiem uma grave doença sistêmica, afetam 
tomateiros (Solanum lycopersicum), provocando manchas amarelas que resultam em frutos de 
menor valor comercial (SCHWELM et al., 2018). Por outro lado, esse organismo é um 
importante modelo biológico que auxilia no entendimento de membros patogênicos, 
pertencentes à família Trypanosomatídae, que acometem plantas e mamíferos, e devido a sua 
biologia simplificada, auxilia na compreensão dos mecanismos de patogenicidade e das 
manifestações das doenças em plantas (JASKOWSKA et al., 2015), além de contribuir para o 
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desenvolvimento de novas formas de tratamento para doenças em seres humanos como a 
leishmaniose e tripanossomíase (SANTOS JUNIOR et al., 2018). 

A Phytomonas serpens foi relatada por Gibbs em 1957, quando o pesquisador 
investigava a seiva dos tomateiros e encontrou organismos com elevado grau de 
polimorfismo, que se desenvolvem no trato digestivo de insetos e possuem flagelo. A 
princípio esse organismo foi nomeado de Leptomonas serpens, e posteriormente 
reclassificado em Phytomonas serpens, por Podlipaev (GIBBS, 1957; JANKEVICIUS et al., 
1989). No que diz respeito às particularidades desses parasitos, a P. serpens possui o menor 
genoma, é de simples isolamento, são aptos a ingerir polissacarídeos vegetais, e são 
dependentes da glicólise realizada nos glicossomos presentes no corpo celular desses 
organismos para obter energia, pois não apresentam ciclo de Krebs funcional e algumas 
subunidades dos citocromos. A P. serpens também apresenta especificidade por habitar 
apenas frutos, em especial tomates maduros, uma vez que os frutos verdes possuem uma 
elevada concentração de tomatina, composto capaz de romper a membrana plasmática, 
causando a morte do parasita. (MEDINA et al., 2015; VIEIRA-BERNARDO et al., 2017; 
EVANGELISTA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; MASLOV et al., 2019; SCHWELM et 
al., 2018). 

Estudos comprovam que os compostos provenientes de plantas são importantes 
moléculas com atividade antimicrobiana sobre formas promastigotas de P. serpens. Silva et 
al. (2019) relataram que o uso do óleo essencial de Varronia curassavica inibiu o crescimento 
de P. serpens, chegando a reduzir cerca de 75% da proliferação celular dos parasitas tratados, 
além de modificar a morfologia e fisiologia, causando perda da integralidade da membrana 
celular, alterando o formato das células e o potencial mitocondrial, assim como Pereira et al. 
(2021) comprovaram atividade tripanocida do óleo essencial das folhas de L. camara L. sobre 
formas promastigotas de P. serpens gibbs, sugerindo que o OE de L. camara L. é uma fonte 
promissora de novas substâncias capazes de compor produtos com atividade antiprotozoária. 

Nesse sentido, os extratos resultantes de plantas também podem ser utilizados como 
agentes antimicrobianos (PEREIRA et al., 2018). Cancini et al. (2020) avaliaram o potencial 
tripanocida do resíduo aquoso liofilizado de folhas de espécies de pimenteiras que 
posteriormente foram submetidos à extração direta com clorofórmio. O estudo evidenciou que 
os extratos de Piper crassinervium e Piper amalago inibiram a proliferação das células de 
Phytomonas serpens com os seguintes valores de IC50: 16,5 µg/mL na fase clorofórmica e 18 
µg/mL na fase aquosa, respectivamente. Outro parâmetro analisado foi a citotoxicidade dos 
resíduos secos em células de mamíferos LLCMK2, sendo que todos os resíduos da fase 
clorofórmica apresentaram toxicidade moderada, enquanto os resíduos aquosos obtiveram 
baixa toxicidade. Da mesma forma, a microscopia eletrônica de varredura exibiu os danos 
presentes na membrana celular dos protozoários, assim indicando que os extratos podem ser 
provedores de moléculas eficientes para a formulação de bioprodutos para o controle do 
parasita. 
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4. ARTIGO  
ATIVIDADE ANTI-PHYTOMONAS DA ÁGUA RESIDUAL DA HIDRODESTILAÇÃO 
DE FOLHAS DE Lantana camara L. 
 
RESUMO 
 
Em escala industrial, os resíduos acumulados em destilarias de óleos essenciais podem ser 
comparados ao volume de resíduos produzidos em uma indústria têxtil. Embora esses 
resíduos sejam descartados, eles possuem moléculas que apresentam diversas atividades 
biológicas, incluindo sua aplicação no controle de fitopatógenos. No presente estudo o perfil 
químico do resíduo da hidrodestilação de folhas de Lantana camara L. foi determinado por 
HPLC. Em adição, foi avaliado o efeito do resíduo sobre as células através da determinação 
da integridade da membrana plasmática, dos níveis de produção de espécies reativas a 
oxigênio (EROs), e da despolarização do potencial mitocondrial. A viabilidade e a densidade 
celular dos parasitos de Phytomonas serpens diminuíram significativamente após tratamento 
com concentrações crescentes do resíduo liofilizado. O resíduo liofilizado do acesso LAC-038 
(RL038) reduziu em média 61,36% da viabilidade celular. Os níveis de EROs aumentaram em 
aproximadamente 2x e 3x nas concentrações de 120 µg/mL e 180 µg/mL do RL038, 
respectivamente. Foi observado que as mesmas concentrações modificaram o potencial 
mitocondrial, reduzindo a fluorescência em 44,6% e 46,8%, respectivamente. A partir da 
cromatografia líquida analítica do RL038 foi possível observar a presença de 17 picos que 
posteriormente foram classificados como ácidos fenólicos e flavonoides. O RL038 da 
hidrodestilação das folhas de L. camara é uma fonte de compostos biologicamente ativos com 
potencial antiprotozoário. 
 
Palavras-chave: Resíduos da hidrodestilação; biorrefinaria, mecanismo de ação, EROS, 
potencial membrana mitocondrial. 
 
 
Anti-Phytomonas activity of the lyophilized residue obtained from the distillation of Lantana 
camara L. essential oil 
 
ABSTRACT 
 
On an industrial scale, the residues accumulated in essential oil distilleries can be compared to 
the volume of residues produced in a textile industry. Although these residues are discarded, 
they have molecules that have different biological activities, including their application in the 
control of phytopathogens. In the present study, the chemical profile of the residue from the 
hydrodistillation of Lantana camara L. leaves was determined by HPLC. In addition, the 
effect of the residue on cells was evaluated by determining the integrity of the plasma 
membrane, the levels of production of reactive oxygen species (ROS), and the depolarization 
of the mitochondrial potential. The viability and cell density of P. serpens parasites 
significantly decreased after treatment with increasing concentrations of the lyophilized 
residue. RL038 reduced on average 61.36% of cell viability. ROS levels increased by 
approximately 2x and 3x at RL038 concentrations of 120 µg/mL and 180 µg/mL, 
respectively. It was observed that the same concentrations modified the mitochondrial 
potential, reducing fluorescence by 44.6% and 46.8%, respectively. From the analytical liquid 
chromatography of RL038 it was possible to observe the presence of 17 peaks that were later 
classified as phenolic acids and flavonoids. RL038 from the hydrodistillation of Lantana 
camara L. leaves is a source of biologically active compounds with antiprotozoan potential. 
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Keywords: Residues from hydrodistillation; biorefinery, mechanism of action, ROS, 
mitochondrial membrane potential 
 
 
4.1. Introdução 

Os óleos essenciais são misturas ricas em compostos aromáticos que possuem diversas 
aplicações. Atualmente são utilizados como ingredientes da produção de bebidas, alimentos, 
fragrâncias, cosméticos e fármacos, além de serem considerados a principal ferramenta da 
aromaterapia, segmento da medicina, na qual o tratamento dos pacientes ocorre com o auxílio 
desses óleos (Shankar et al., 2021). Embora exista uma crescente demanda por esses produtos 
(Alighiri et al., 2017), o rendimento de óleo essencial em muitas espécies de plantas é baixo, e 
resulta em grande volume de resíduos durante a destilação (Napoli et al., 2020). Em escala 
industrial, os resíduos acumulados em destilarias de óleos essenciais podem ser comparados 
ao volume de resíduos produzidos em uma indústria têxtil (Gharred et al., 2021) e o descarte 
incorreto desses materiais podem provocar sérios danos ao ambiente. 

O aproveitamento máximo das matérias-primas, a redução do gasto de energia e da 
produção de resíduos, assim como a sua transformação em novos produtos, faz parte do 
conceito de biorrefinaria. Na indústria de óleos essenciais os resíduos são geralmente 
descartados, porém deles podem ser extraídos vários compostos úteis em outras cadeias 
produtivas, a exemplo do ácido rosmarínico, um importante antioxidante natural que pode ser 
obtido a partir do resíduo líquido proveniente do processo de hidrodestilação das folhas do 
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (Wollinger et al., 2016), e compostos fenólicos, extraídos 
do resíduo sólido da hidrodestilação de R. officinalis, os quais possuem efeito deterrente sobre 
insetos-praga (Sánchez-Vioque et al., 2015). Sankara et al. (2020) relataram que o resíduo da 
hidrodestilação de Eucalyptus camaldulensis pode fornecer compostos bioativos interessantes 
como novos agentes anticupins na proteção de plantas. Assim como, Mahmoudi et al. (2020) 
relataram que folhas hidrodestiladas de manjericão (Ocimum basilicum) apresentam boa 
atividade repelente contra pragas de grãos armazenados, Tribolium castaneum. 

Lantana camara L. (Verbenaceae) é uma espécie aromática amplamente conhecida 
pelo mundo por seu uso ornamental. Na medicina tradicional é comum a utilização de suas 
folhas, ramos e raízes no tratamento de cortes, febres, dores de cabeça, palpitações, tétano, 
reumatismo, malária, úlceras, entre outros (Gindri e Coelho, 2020). Nessa espécie, são 
encontrados diversos compostos bioativos, como terpenoides, alcaloides, flavonoides, 
compostos fenólicos e glicosídeos, aos quais foram atribuídas diversas atividades biológicas 
como anticancerígena e antiangiogênica (Al-Hakeim et al., 2021), anti-inflamatória (Wu et 
al., 2020), antituberculose (Nirmal et al., 2020) e sedativa (Dougnon e Ito, 2020), além de 
antifúngica (Bashir et al., 2019), herbicida (Qureshi, et al., 2019), nematicida (Bordoloi et al., 
2021), inseticida (Ayalew, 2020) e tripanocida (Delgado-Altamirano et al., 2019). 

Os tripanossomatídeos são microrganismos adaptados à vida em fluidos ricos em 
glicose, onde a sua maioria são parasitas de animais, com exceção do gênero Phytomonas, 
cujos representantes são parasitas vegetais (Maslov et al., 2019). Algumas espécies são 
causadoras de doenças graves em grandes culturas de interesse econômico. Phytomonas 
staheli, causadora da murcha letal aguda em coqueiros (Cocos nucifera) e dendezeiros (Elaeis 
guineensis) que inicia com o apodrecimento das folhas e posteriormente avança para a lança e 
raízes, e Phytomonas leptovasorum, agente patogênico da necrose no floema do café (Arábica 
e Libéria) (Jaskowska et al., 2015), são exemplos de importantes patógenos de plantas 
capazes de oferecer riscos econômicos em países tropicais. 

Phytomonas serpens é um importante modelo biológico que auxilia no entendimento 
de membros patogênicos, pertencentes à família Trypanossomatídae, que acometem plantas e 
mamíferos, e devido a sua biologia simplificada auxilia na compreensão dos mecanismos de 
patogenicidade e das manifestações das doenças em plantas e animais (Jaskowska et al., 2015; 
Santos Júnior et al., 2018). Em um estudo recente, demonstrou-se, pela primeira vez, a 
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atividade tripanocida do óleo essencial de L. camara L. em P. serpens (Pereira et al., 2021), 
confirmando o potencial desse produto no tratamento das doenças economicamente 
importantes causadas por outras espécies de Phytomonas. Porém, o rendimento do óleo 
essencial de L. camara é baixo (geralmente 0,2%), sendo que, por arraste a vapor, 500 kg de 
biomassa rendem cerca de 200 mg de óleo essencial e, por hidrodestilação, a espécie 
apresenta um teor médio variando de 0,1 a 0,5% (Negi et al., 2019; Pereira et al., 2020). Por 
outro lado, o volume de resíduo gerado no processo de hidrodestilação do óleo essencial é alto 
e constitui uma fonte promissora de moléculas bioativas. 

Assim, tendo em vista a importância comercial das culturas devastadas por espécies do 
gênero Phytomonas e o potencial de produtos do metabolismo de L. camara L. em controlar a 
proliferação desses fitopatógenos, o presente trabalho avaliou a ação de resíduos da 
hidrodestilação das folhas de L. camara L. sobre a viabilidade de Phytomas serpens in vitro, 
assim como seu efeito sobre a integridade da membrana plasmática e do potencial da 
membrana mitocondrial destes fitopatógenos. 

 
4.2. Material e Métodos 
 
4.2.1. Material vegetal 

Foram selecionados quatro acessos de Lantana camara L., LAC-033, LAC-038, LAC-
017 e o LAC-025, provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Plantas 
Medicinais e Aromáticas da Universidade Federal de Sergipe. A escolha dos acessos foi 
amparada por trabalhos anteriores, nos quais se determinou a caracterização química dos 
óleos essenciais das plantas do BAG (Pereira et al., 2021). O acesso ao material vegetal foi 
registrado sob o número de identificação A8CCB3B no Sistema Nacional de Gestão do 
Patrimônio Genético e Conhecimento Tradicional (SisGen) de acordo com o artigo 4º da 
Portaria nº 8.772 / 2016 do Ministério do Meio Ambiente do Brasil. 

As folhas foram coletadas e submetidas à hidrodestilação em aparelho Clevenger 
modificado, utilizando amostras de 75g de folhas secas, com adição de 1,5L de água 
destilada, durante 140 minutos. O efluente, resultante da decocção das folhas, foi filtrado, 
separado em amostras de 200mL, e acondicionado em ultrafreezer a –80°C (Liotop UFR30, 
Liobras, São Carlos, SP) por 24 horas. Em seguida foram transferidas para um liofilizador 
(Liotop L101, Liobras), onde perduraram por cinco dias em temperatura de –54°C e pressão 
de 79 µmHg, até a sublimação completa da água contida nas amostras. Ao final desse 
processo foram obtidos os “Resíduos Liofilizados (RLs)” dos acessos, e daqui por diante 
denominados de RL038 (acesso LAC-038), RL017 (acesso LAC-017), RL025 (acesso LAC-
025) e RL033 (acesso LAC-033). 
 
4.2.2. Obtenção dos parasitos 

Os parasitos de Phytomonas serpens (9T) foram obtidos da coleção de 
tripanossomatídeos da Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. As formas promastigotas 
foram cultivadas em meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich®), suplementado com 10% 
de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich®) e 1% de estreptomicina, a 26ºC em incubadora BOD. 
 
4.2.3. Viabilidade celular de Phytomonas serpens expostas aos resíduos de acessos de 
Lantana camara L. 

Promastigotas foram cultivadas a 26°C em BOD, e em seguida 1x105 células foram 
depositadas em microplacas de 96 poços e tratadas por 48 horas com os quatro resíduos 
liofilizados (RLs) em diluição seriada nas concentrações de 100,0 a 1,5 µg/mL. O controle 
negativo foi constituído por células não tratadas e o controle positivo, por células tratadas pelo 
antibiótico Anfotericina B. Após 48 horas de tratamento, 50 μL de solução de resazurina 
(200 μM) foi adicionada a cada poço, e as placas foram incubadas no escuro por 30 minutos. 
Esse corante é um indicador de viabilidade celular, que quando adicionado à cultura entra nas 
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células e é reduzido pelas desidrogenases mitocondriais das células viáveis à resofurina, 
alterando a coloração do meio do azul para o rosa. A viabilidade celular foi medida por 
espectrofluorimetria em comprimento de onda de 555 nm de excitação e de 585 nm de 
emissão em leitor de microplacas (Synergy ™ H1, BioTekHybrid Technology). A partir dos 
valores de viabilidade celular obtidos foi calculada a IC50 (Concentração que inibe 50% das 
células). O resíduo liofilizado (RL) do acesso que apresentou o menor valor de IC50 foi 
utilizado nos ensaios subsequentes.  
 
4.2.4. Curva de crescimento de Phytomonas serpens tratadas com resíduo selecionado  

As promastigotas (1x105 células/mL) foram tratadas ou não com o resíduo liofilizado 
(RL), que apresentou menor IC50 nas concentrações de 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 e 100 µg/mL, e 
em seguida foram incubadas em placas de 12 poços por 72 horas, em estufa B.O.D a 26ºC. O 
número de células foi avaliado nos tempos de 24, 48 e 72 horas, pela contagem direta em 
câmara de Neubauer, em microscópio óptico na objetiva de 10X e os resultados foram 
utilizados para construir a curva de crescimento.  
 
4.2.5. Efeito do RL nas células de Phytomonas serpens 

O efeito do RL na integridade da membrana plasmática, no potencial de membrana 
mitocondrial e na produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) foi avaliado em células 
de P. serpens. Em todas as avaliações as promastigotas (5x105 células/mL) foram tratadas 
durante 48 horas com diferentes concentrações do resíduo liofilizado (RL) selecionado. Em 
seguida foram usadas para os procedimentos específicos para cada avaliação conforme 
descrito a seguir. 
 
4.2.5.1 Integridade da membrana plasmática 

As células tratadas foram expostas ao iodeto de propídio (40 µg/mL) durante 15 
minutos. A incorporação do iodeto de propídio, indicativo da perda da integridade da 
membrana, foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o Citômetro Attune® Acoustic 
Focusing (Life Technologies). Um total de 10.000 eventos foram obtidos e analisados pelo 
programa Attune® Cytometer Software. A incorporação do iodeto de propídio foi também 
avaliada por fluoroespectometria, utilizando os comprimentos de onda de 488 nm de 
excitação e de 620 nm de emissão. Como controle negativo foi usado células não tratadas e o 
controle positivo por células aquecidas a 80°C por 10 minutos. 
 
4.2.5.2. Potencial de membrana mitocondrial 

Após os tratamentos as células foram lavadas duas vezes em PBS estéril (3000 rpm/ 
10 minutos/ 4°C), e foram ressuspendidas em 100 µL de PBS. Células tratadas com o RL 
foram expostas a 10 µg/mL de Rodamina 123 (Rh123, Sigma-Aldrich) na ausência de luz, 
durante 15 minutos. Após o período de tratamento, foram adicionados 400 µL de PBS e as 
modificações no potencial da membrana da mitocôndria foram avaliadas por citometria de 
fluxo utilizando o Citômetro Attune® Acoustic Focusing (Life Technologies). Um total de 
10.000 eventos foram obtidos e estudados pelo programa Attune® Cytometer Software. 
Células não tratadas com RL foram utilizadas como controle negativo e células tratadas com 
50 µM de Carbonilcianeto 4-clorofenilhidrazona (CCCP), como controle positivo. O índice de 
variação (IV) foi determinado pela equação (MT- MC)/MC, na qual MT corresponde à 
mediana de fluorescência da Rh123 das células tratadas com o RL, e MC à mediana de 
fluorescência das células não tratadas. 
 
4.2.5.3 Espécies reativas de oxigênio  

Após os tratamentos, um volume contendo 1x107 promastigotas foram lavados duas 
vezes em PBS estéril (3000 rpm/ 10 minutos/ 4°C) e posteriormente foram ressuspendidas em 
100 µL de PBS e transferidas para microplacas de 96 poços. Células tratadas com o RL foram 
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expostas a 20 µM de 2,7-diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA) na ausência de luz, 
durante 30 minutos. A fluorescência produzida pela formação de DCF como resultado da 
interação do H2DCFDA com o EROS produzido foi medida por espectrofluorimetria nos 
comprimentos de onda de 492 nm de excitação e de 527 nm de emissão utilizando leitor de 
microplacas Synergy™ H1 (BioTekHybrid Technology). Como controle negativo foram 
usadas células não tratadas e o controle positivo por células tratadas com 750 µM de peróxido 
de hidrogênio (H2O2), durante 30 minutos.  
 
4.2.6. Perfil químico qualitativo do resíduo liofilizado (RL) 

A análise cromatográfica para obtenção do perfil químico qualitativo do resíduo 
liofilizado do acesso da coleção de Lantana camara L. com maior atividade antiprotozoária 
foi realizada em um cromatógrafo líquido analítico (HPLC) da marca Shimadzu (Quioto, 
Japão), modelo Prominence, constituído por módulo de comunicação CBM-20A, 
degaseificador DGU-20A3, sistema binário de bombas LC-20AT, injetor automático SIL-
20AHT, detector espectrofotométrico com arranjo de diodos SPD-M20A e forno de colunas 
CTO-20A. 

As amostras analisadas foram preparadas dissolvendo 10mg do RL em 1 mL de água 
ultrapura (10 mg/mL). Em seguida, cada amostra foi filtrada através de filtro seringa de 0,45 
µm e transferida para o vial de análise. Para a separação dos compostos químicos presentes 
nas amostras foi utilizada uma coluna cromatográfica de fase estacionária C18 (250 x 4,6mm, 
5µm, 100 A, Kinetex, Phenomenex) conectada a uma coluna de guarda de mesma fase 
estacionária, gradiente exploratório de eluição: 5 a 100% de B em 60 min, 100 a 100% de B 
em 10 min, 100 a 5% de B em 5 min, com 40 minutos de condicionamento da coluna a 5% de 
B. Foi empregado volume de injeção da amostra de 25 µL e temperatura da coluna de 30 °C. 
A fase móvel utilizada foi formada por uma mistura binária de metanol (B) e solução aquosa 
de ácido fórmico 0,5% (v/v) (A) na vazão de 1 mL/minuto. O comprimento de onda utilizado 
para a detecção dos compostos químicos foi de 254 nm. 
 
4.2.7. Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias foram comparadas pelo 
teste de Tukey (P<0,05), com auxílio do programa GraphPad Prism 7.01. Os resultados foram 
expressos em média ± erro padrão e as diferenças em relação aos controles não tratados foram 
consideradas significativas quando P<0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,001 (***). Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata. 
 
4.3. Resultados  
 
4.3.1. Ação do resíduo liofilizado dos acessos de Lantana camara L. sobre a viabilidade 
celular de Phytomonas serpens 

Inicialmente foi realizado um screening da atividade antiprotozoária dos resíduos 
liofilizados (RL) de quatro acessos de Lantana camara L. sobre Phytomonas serpens. A 
viabilidade celular do parasito diminuiu conforme as concentrações dos RLs aumentaram 
(Figura 1A). Os valores de IC50 obtidos para os quatros RLs de L. camara L. foram: 13,68 
μg/mL (RL038); 17,50 μg/mL (RL017); 35,16 μg/mL (RL025); 43,69 μg/mL (RL033), 
(Figura 1B). Embora os quatros RLs apresentem boa inibição da viabilidade dos parasitas o 
RL038 foi selecionado para os experimentos posteriores por apresentar menor IC50. 
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Figura 2. Efeito do resíduo liofilizado de quatro acessos de Lantana camara L. sobre formas 
promastigotas de Phytomonas serpens. Parasitos (1x105 células/mL) foram tratados com 1,5; 
3,0; 6,0; 12,0; 25,0; 50,0 e 100 µg/mL durante 48 horas e a viabilidade avaliada pelo teste 
colorimátrico da resazurina. (A) Viabilidade celular. (B) Valores (IC50) do resíduo liofilizado. 
Dados expressos em média ±erro padrão de três experimentos independentes. 
 
 
4.3.2. Ação do resíduo liofilizado do acesso LAC-038 de Lantana camara L. sobre o 
crescimento de Phytomonas serpens  

RL038 afetou a proliferação de Phytomonas serpens em todas as concentrações 
avaliadas, sendo as concentrações de 50 µg/mL e 100 µg/mL do RL038 as que reduziram de 
forma acentuada a densidade celular das formas promastigotas (Figura 2A). Após 24 horas, a 
concentração de 50 µg/mL reduziu 47% do crescimento das células e a concentração de 100 
µg/mL inibiu 59%. No tempo de 48 horas as mesmas concentrações reduziram 52% e 76% do 
crescimento dos promastigotas, respectivamente, e observando o período de 72 horas, ocorreu 
uma redução de 65% na densidade de células na concentração de 25 µg/mL do RL038, e uma 
inibição de 84% e 95% nas concentrações de 50 µg/mL e 100 µg/mL, respectivamente 
(Figura 2B). 
 
 

 
Figura 23. Efeito do resíduo liofilizado do acesso LAC-038 de Lantana camara L. sobre o 
crescimento de promastigotas de Phytomonas serpens. Os parasitos (1x105 células/mL) foram 
tratados com 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 e 100 µg/mL do resíduo liofilizado durante 72 horas, 
sendo realizada a contagem direta a cada 24h. (A) Curva do crescimento celular. (B) 
Porcentagem de inibição. Controle igual a células não tratadas. Dados expressos em média 
±erro padrão de três experimentos independentes. 
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4.3.3. Avaliação da integridade da membrana celular de promastigotas de Phytomonas 
serpens 

Para determinação da integridade da membrana foi usada a sonda fluorescente iodeto 
de propídio (PI), um intercalante de DNA de elevado peso molecular que não penetra a célula 
com membrana intacta. As análises de citometria de fluxo e espectrofluorimetria 
demonstraram que o RL038, nas concentrações avaliadas, não afetou a integridade da 
membrana plasmática (dados não mostrados). 
 
4.3.4. Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio de promastigotas de 
Phytomonas serpens 

A produção de espécies reativas de oxigênio em promastigotas de P. serpens tratadas 
com 60, 120 e 180 µl/mL do RL038 foi avaliada utilizando a sonda fluorescente H2DCFDA. 
Foi observado que nas duas maiores concentrações houve aumento significativo no acúmulo 
de EROs quando comparado com as células não tratadas (P<0,05, P<0,01) (Figura 3). O 
acúmulo de EROs foi de aproximadamente 2x e 3x nas concentrações de 120 µl/mL e 180 
µl/mL, respectivamente. 
 

 
Figura 4. Efeito do resíduo liofilizado do acesso LAC-038 de Lantana camara L. sobre a 
produção de espécies reativas de oxigênio em promastigotas de Phytomonas serpens. Os 
parasitos (5x105 células/mL) foram tratados com 60, 120 e 180 µg/mL do resíduo liofilizado 
por 48 horas. Os níveis de EROS foram avaliados espectrofluoretricamente utilizando a sonda 
H2DCFDA. Células não tratadas representam o controle negativo (CN) e células incubadas 
com H2O2 (750 µM, 30 min) correspondem ao controle positivo (CP). Os dados de 
fluorescência foram relativizados com controle negativo. Os resultados foram expressos em 
média ± erro padrão de três experimentos independentes. Os dados foram submetidos à 
análise de variância e teste de Tukey, (*) P<0,05, (**) P<0,01, (***) P<0,001 e (ns) não 
significativo. 
 
4.3.5. Avaliação do potencial mitocondrial de promastigotas de Phytomonas serpens 

Promastigotas de P. serpens tratadas com 60, 120 e 180 µg/mL do RL038 foram 
coradas com Rodamina 123 e avaliadas por citometria de fluxo para verificar o efeito do 
resíduo liofilizado. Células tratadas com 120 e 180 µl/mL do RL038 reduziram o potencial 
mitocondrial em comparação com as células não tratadas. Os resultados do índice de variação 
(Figura 3B) mostraram redução na fluorescência nas concentrações de 120 µl/mL e 180 
µl/mL. Essas concentrações reduziram a fluorescência em 44,6% (IV= -0,446) e 46,8% (IV= -
0,468), respectivamente. Essa redução não diferiu estatisticamente da redução na 
fluorescência do controle positivo que foi de 56,0% (IV= -0,560). Esses resultados foram 
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confirmados pela análise estatística das medianas de fluorescência obtidas e relativizadas ao 
controle negativo (P<0,05) (Figura 4A). 
 

 
Figura 5. Efeito do resíduo liofilizado do acesso LAC-038 de Lantana camara L. sobre o 
potencial mitocondrial de promastigotas de Phytomonas serpens. Os parasitos (5x105 
células/mL) foram tratados com 60, 120 e 180 µg/mL do resíduo liofilizado por 48 horas e 
corados com Rodamina123 e avaliados por citometria de fluxo. Células não tratadas 
representam o controle negativo (CN) e células incubadas com Carbonilcianeto 4-
clorofenilhidrazona (CCCP) correspondem ao controle positivo (CP). (A) Medianas da 
fluorescência relativizada ao controle negativo. (B) Índice de variação. Os resultados foram 
expressos em porcentagem de fluorescência relativa ± erro padrão. (*) P<0,05 indica 
diferença estatística em relação ao controle não tratado e (ns), não significativo. 
 
4.3.6. Perfil químico qualitativo do resíduo  

O perfil químico qualitativo do RL038 foi determinado por cromatografia líquida 
analítica (HPLC) (Figura 5A). Foi observada a presença de 17 picos e seus respectivos 
espectros ultravioletas, os quais foram utilizados para identificar as classes de metabólitos 
secundários presentes no RL038. Os resultados desta análise qualitativa indicaram a presença 
de ácidos fenólicos e flavonoides (Figura 5B). 
 

 
Figura 6. Triagem das classes de compostos de Lantana camara L. (A) Perfil químico do 
resíduo liofilizado do acesso LAC-38. Ácidos fenólicos (Pico 1 - 6), flavonoides (Pico 11 - 
17), Não claro (Pico 7 -10). (B) Classes de compostos detectadas no resíduo liofilizado do 
acesso LAC-38 (-) Ausência (+) Presença. 

 
  



25 

 

4.4. Discussão 
O mercado global de óleos essenciais movimentou, em 2020, 18,62 bilhões de dólares 

americanos e estima-se um forte crescimento para os próximos anos, podendo atingir o valor 
de 33,26 bilhões de dólares até 2027, com estimativa de comercialização de 473,31 mil 
toneladas de óleos essenciais (Grand View Research, 2021). Apesar de existir uma grande 
demanda por esses produtos, o rendimento de óleo essencial em muitas espécies de plantas 
quase sempre é baixo (Alighiri et al., 2017). Em contrapartida, milhões de toneladas de 
resíduos são gerados durante a produção e são eliminados no ambiente, em alguns casos, sem 
tratamento (Peshev, 2020). Embora esses resíduos sejam descartados, eles apresentam muitas 
moléculas biologicamente ativas, as quais exibem diversas atividades biológicas. O resíduo da 
hidrodestilação de Dittrichia graveolens, com alto teor de flavonoides, apresentou atividades 
antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatória, com a vantagem de não ser citotóxico para 
fibroblastos (Gharred et al., 2021). 

O gênero Phytomonas, pertencente à família Trypanossomatidae, apresenta membros 
patogênicos, que são parasitos causadores de doenças em plantas e humanos. Algumas 
espécies desse gênero causam doenças severas em grandes culturas, a exemplo, da murcha 
letal aguda em dendezeiros e coqueiros (Phytomonas staheli), necrose no floema do café 
(Phytomonas leptovasorum), chochamento de raízes em mandioca (Phytomonas françai) 
(Jaskowska et al., 2015). Apesar de não causar doença grave sistêmica, P. serpens pode 
comprometer o valor comercial de tomateiros devido ao aparecimento de manchas amarelas 
em frutos parasitados (Schwelm et al., 2018). No entanto, essa espécie constitui um modelo 
biológico importante, pois apresenta características biológicas semelhantes aos demais 
membros patogênicos pertencentes à família Trypanossomatidae. Além disso, ao contrário das 
demais espécies patogênicas, P. serpens é de fácil isolamento e cultivo em laboratório, 
viabilizando estudos in vitro nas mais diversas áreas. 

Estudos comprovam que os compostos provenientes de plantas medicinais são 
importantes moléculas com atividade antimicrobiana sobre formas promastigotas de P. 
serpens. Extratos de folhas de Piper crassinervium e P. amalago inibiram a proliferação de P. 
serpens, in vitro, com citotoxicidade baixa a moderada em células de mamíferos (Cancini et 
al., 2020). Silva et al. (2019) relataram que o uso do óleo essencial de Varronia curassavica 
inibiu o crescimento de P. serpens, causando perda da integridade da membrana celular. Já 
Pereira et al. (2021) comprovaram efeito inibitório do óleo essencial de L. camara L. sobre 
formas promastigotas dessa mesma espécie. Desta maneira, este estudo visou avaliar o efeito 
da água residual do processo de hidrodestilação das folhas de L. camara como fonte de 
compostos naturais para o controle de protozoários do gênero Phytomonas. 

Neste estudo foi possível demonstrar a ação antiprotozoária, de resíduos da cadeia de 
produção de óleos essenciais de quatro acessos de L. camara L. sobre P. serpens. Os 
resultados demonstraram que as quatro amostras de resíduos liofilizados avaliadas 
apresentaram atividade antiprotozoária em baixas concentrações, com IC50 variando de 13,68 
a 43,69 μg/mL. Embora os quatros RLs tenham apresentado boa inibição da viabilidade dos 
parasitas, o RL038 foi selecionado por apresentar menor IC50. 

A partir do perfil químico qualitativo da amostra RL038 foram detectadas duas classes 
de produtos naturais, os ácidos fenólicos e flavonoides, aos quais podem ser atribuídas a 
atividade tripanocida detectada. Apesar das moléculas dessas classes possuírem atividade 
antiprotozoária conhecida, não há relatos da atividade dessas moléculas sobre P. serpens. O 
ácido cafeico, pertencente à classe dos ácidos fenólicos, é um bom representante para 
demonstrar a capacidade antiprotozoária desse grupo de compostos. Silva Bortoleti et al. 
(2019) relataram que o ácido cafeico foi capaz de inibir a proliferação de promastigotas de 
Leishmania amazonesis, bem como provocar alterações na morfologia celular, por meio da 
perda da integridade da membrana plasmática e o acúmulo dos níveis de espécies reativas a 
oxigênio, aumentando a resposta oxidante. Os flavonoides também possuem atividade 
antiprotozoária, a exemplo da quercetina e a miricetina, que apresentaram atividade 
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tripanocida sobre Trypanosoma brucei, agente etimológico da tripanossomíase humana 
africana (Larit et al., 2021). 

Uma vez tendo sido demonstrado que o RL038 diminuiu, de forma acentuada, a 
viabilidade de P. serpens em baixas concentrações, o efeito deste resíduo sobre a integridade 
da membrana celular, os níveis intracelulares de espécies reativas de oxigênio e sobre o 
potencial de membrana mitocondrial de promastigotas de P. serpens foram determinados. 

Um dos possíveis mecanismos de ação dos produtos naturais sobre a viabilidade 
celular inclui seus efeitos sobre a integridade da membra plasmática. A avaliação realizada 
com base na permeabilidade do iodeto de propídio mostrou que o tratamento com o RL038 
não alterou a integridade da membrana plasmática dos promastigotas de P. serpens. Isto pode 
ser devido à baixa lipossolubilidade do RL038, pois normalmente as moléculas necessitam de 
grupos hidrofóbicos para interagir diretamente com a membrana (Jesus et al., 2021). Grupos 
hidroxila (polares) presentes nos flavonoides e ácidos fenólicos provavelmente entram na 
célula por endocitose controlada. 

As atividades biológicas dos flavonoides estão relacionadas principalmente aos seus 
efeitos antioxidantes. Porém vários estudos demonstraram também ação pró-oxidantes de 
muitas moléculas dessa classe de produtos naturais. Um bom exemplo é a quercetina, capaz 
de induzir espécies reativas de oxigênio em células-tronco embrionárias humanas (hESCs), 
desencadeando a morte celular seletiva (Kim et al., 2017). Outro representante da classe dos 
flavonoides com ação oxidante é a cinarose que inibiu o crescimento dos promastigotas de 
Leishmania donovani por induzir a produção de EROS (Tabrez et al., 2021). 

Os níveis de EROs em promastigotas de P. serpens tratadas com RL038 foram 
determinados utilizando H2DCFDA, uma sonda não fluorescente que ao permear a célula é 
convertida em diclorohidroxifluoresceína (DCFH) pela ação das esterases. Na presença de 
radicais livres como EROs, DCFH é oxidado e convertido em 2,7-diclorofluoresceína (DCF), 
um produto altamente fluorescente. Os resultados obtidos revelaram que o aumento na 
concentração do RL038 foi acompanhado de um aumento intracelular de EROs. É importante 
ressaltar que os níveis de EROs detectados nos parasitas tratados com 120 e 180 ug/mL do 
resíduo foram aproximadamente 2x e 3x maiores que nos parasitas não tratados. 

As espécies reativas a oxigênio são fruto do metabolismo celular e seus níveis são 
regulados pela presença de um complexo antioxidante endógeno que, quando afetado, pode 
levar a um acúmulo intracelular de EROs. O consequente estresse oxidativo gerado poderá 
causar alterações metabólicas, incluindo perda do potencial de membrana mitocondrial 
(Fonseca-Silva et al., 2015; Mittler, 2017). Em nosso estudo, reduções de 44,6 e 46,8% na 
fluorescência gerada pela rodamina foi observada em promastigotas de P. serpens tratadas 
com 120 e 180 µg/mL do RL038, respectivamente. Essa redução na fluorescência demonstra 
a redução no potencial de membrana mitocondrial gerada pelo RL038, o que pode estar 
relacionado com o aumento de EROS também observado nas células tratadas com esse 
resíduo. 

Uma vez que os tripanossomatídeos possuem uma única mitocôndria, o 
funcionamento adequado dessa organela é fundamental para sobrevivência desses 
organismos, constituindo assim um importante alvo para construção de fármacos (Menna-
Barreto e Castro, 2014; Fidalgo e Gille, 2011). Estudo realizado por Bombaça e colaboradores 
apontou a disfunção mitocondrial e a produção de EROs como principais determinantes da 
atividade antiprotozoária de naftoimidazoles em Trypanosoma cruzi (Bombaça et al., 2019). 
Do mesmo modo foi demonstrado que o flavonoide apigenina exerce atividade 
antileishmanicida também por alterar o potencial de membrana em consequência de um 
aumento na produção de EROS (Fonseca-Silva et al., 2015). 

Considerando os resultados aqui obtidos, a atividade antiprotozoária apresentada pelo 
resíduo da hidrodestilação do óleo essencial de Lantana camara L. deve-se a sua capacidade 
de induzir estresse oxidativo, evidenciado pelo aumento nos níveis de EROs, e alterações 
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funcionais na mitocôndria que podem interferir na produção de energia, e assim comprometer 
a sobrevivência do parasita. 
 
4.5. Conclusões 

Este é o primeiro estudo que demonstra a utilização do resíduo liofilizado da 
hidrodestilação do óleo essencial com potencial uso como agente antiprotozoário sobre 
organismos fitopatógenos, em especial do gênero fitomonas. Desse modo, o resíduo de 
Lantana camara L. aqui avaliado se apresenta como uma alternativa viável para o controle de 
graves doenças em culturas de importância econômica, tais como coco, café e mandioca. Vale 
a pena ressaltar a efetividade observada do resíduo bruto, in vitro, indicando a possibilidade 
de seu uso direto em campo e com baixo custo. Porém estudos adicionais são necessários para 
avaliar a efetividade do resíduo in vivo.  
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