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MÉTODO DE EXTRAÇÃO E USO DO ÓLEO ESSENCIAL, EXTRATO E FRAÇÕES 

COM ATIVIDADE ANTITUMORAL, ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DAS 

PARTES AÉREAS E RAIZ DE BACCHARIS MILLEFLORA (LESS.) DC., 

ASTERACEAE 

Campo da Invenção 

[001]. A presente patente de invenção tem como objetivo o 

processo de obtenção para uso humano, veterinário e ambiental das 

propriedades medicinais, nutricionais, farmacêuticas, cosméticas, anti­ 

inflamatórias, imunológicas, antioxidantes, toxicológicas, antitumorais, 

antimicrobianas, inseticidas, repelentes, antifúngicas, alelopáticas e 

estimulantes no campo humano, veterinário, agronômico, alimentício e 

ambiental provenientes do óleo essencial, do extrato, das frações e dos 

componentes e produtos derivados das partes aéreas e raiz da espécie 

Baccharis milleflora (Less.) DC., Asteraceae. 

[002]. A invenção está relacionada também as formas 

farmacêuticas e dosagens galênicas líquidas, semi-sólidas e sólidas, tais 

como ampolas, xaropes, soluções, suspensões, emulsões, pomadas, 

cremes, aerossol, pós, cápsulas, tabletes, comprimidos, cápsulas, 

drágeas, preparações hipocráticas, galênicas e magistrais, todas as 

quais contendo preparações originárias da espécie vegetal Baccharis 

milleflora (Less.) DC., Asteraceae. 

Histórico da Invenção 

[003]. A presente invenção refere-se a um estudo científico 

inédito por identificar as propriedades medicinais, nutricionais, 

farmacêuticas, cosmética, anti-inflamatórias, imunológicas, 

antioxidantes, toxicológicas, antitumorais, antimicrobianas, inseticidas, 

repelentes, antifúngicas, alelopáticas e estimulantes no campo 
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humano, veterinário, agronômico, alimentício e ambiental provenientes 

do óleo essencial, do extrato, das frações e dos componentes e 

produtos derivados das partes aéreas e raiz da espécie Baccharis 

milleflora (Less.) DC., Asteraceae. 

[004]. Baccharis milleflora pertence à família Asteraceae, 

também conhecida como Compositae, é a maior família das 

Magnoliophyta (Angiospermae), compreendendo 25.000 espécies 

pertencentes a 1 .600 gêneros dispostos em 17 tribos e três subfamílias, 

Asteroideae, Cichorioideae e Barnadesioideae (BARROSO, 1991; JOLY, 

1998; BREMER 1994). No Brasil, essa família apresenta aproximadamente 

300 gêneros e 2.000 espécies (SOUZA & LORENZI 2005). 

[005]. A inflorescência característica das Asteraceae é o 

capítulo, formado por flores sésseis, bissexuadas, unissexuadas e estéreis, 

assentadas sobre um receptáculo comum (BARROSO, 1991; JOLY, 1998; 

SOUZA & LORENZI 2005). Os representantes da família Asteraceae 

apresentam folhas simples, alternas, opostas ou verticiladas, geralmente 

inteiras ou ligeiramente denteadas, porém nunca compostas, 

apresentando a forma de uma espátula (PENNA, 1921). Possuem 

tricomas glandulares que secretam óleos essenciais. Essas estruturas 

estão localizadas principalmente em depressões na epiderme e 

recebem diferentes designações como glãndulas, pêlos glândulares e 

pêlos secretores (SOLER EDER, 1908). 

[006]. Os óleos essenciais secretados atuam como uma 

barreira química, produzindo compostos tóxicos ou repelentes, 

liberando exsudatos que formaram camadas contínuas na superfície 

foliar, aumentando a refração de luz e diminuindo a temperatura. 

Segundo Cronquist ( 1988), o sucesso evolutivo do táxon parece ser 

devido à presença de numerosos compostos de defesa como 

terpenoides, derivados de ácido cafeico, flavonoides, alcaloides e pela 
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associação de poliacetilenos e lactonas sesquiterpenicas, do que 

propriamente a sua morfologia floral especializada. 

[007]. Devido ao seu extraordinário poder de adaptação 

ambiental, pode ser encontrada nos mais diversos habitates, 

preferencialmente em ambientes campestres, e em condições 

climáticas variadas, em regiões tropicais, subtropicais até temperadas, 

prevalecendo em formações campestres e montanhosas e, menos 

frequentemente, em formações florestais Cronquist ( 1981). Segundo 

Jones ( 1977) e Bremer ( 1994), esta família é abundante no sudoeste dos 

estados Unidos, México e extremo sul do Brasil, estando presente 

também ao longo dos Andes, no mediterrâneo, sudoeste e centro da 

Ásia, África do Sul e Austrália, sendo considerada cosmopolita 

(HEYWOOD, 1996). As pesquisas envolvendo as Asteraceae iniciaram 

com o trabalho de Baker ( 1873; 187 6; 1882; 1884), sendo observado um 

aumento nos estudos com os representantes dessa família, não somente 

quanto à sua morfologia, anatomia e fitoquímica, mas também em 

relação à sua sistemática, o que permite um melhor conhecimento 

sobre o enquadramento taxonômico de espécies de Asteraceae 

(HOLMES 1996; BREMER 1994). 

[008]. Muitas espécies são utilizadas pela indústria, na 

alimentação (Helianthus annuus L.), na produção de cosméticos, 

inseticidas, corantes e como ornamentais (Chrysanthemum coronarium 

L.). Entre as aplicações terapêuticas das espécies da família 

Asteraceae, as mais frequentes são: antiflogística, hepatoprotetora, 

anti-helmíntica, antisséptica e anti-neoplásico, apresentando assim 

elevada importância econômica e farmacológica (JONES 1977, BREMER 

1994; SOUZA & LORENZI 2005). 

[009]. O gênero Baccharis L., compreende cerca de 500 

espécies, localizadas dos Estados Unidos até a Argentina (GIULIANO, 
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200 l). Cerca de 120 espécies estão descritas no Brasil, sendo 

encontrada com mais frequentemente no Sul (BUDEL et al. 2005). Várias 

Baccharis tem demonstrado atividade biológica como B. coridifolia DC. 

(MONKS et al., 2002), B. sagittalis (Less.) DC. (CIFUENTE et al., 2002), B. 

unbelliformis DC. (CESPEDES, et al. 2002), B. trinervis Pers. (SANCHEZ et al. 

2002). 

(01 O]. Baccharis L. (seção Caulopterae DC.) está 

representada por aproximadamente 30 espécies e esta limitada à 

América do Sul (GIULIANO, 2001 ). O Brasil apresenta a principal 

diversidade de espécies para a seção (BARROSO, 197 6). No Rio Grande 

do Sul 15 espécies do grupo Trimera foram citadas (DIESEL, 1987). Esse 

Grupo compreende muitas espécies que apresentam expansões 

caulinares ou asas que constituem os cladódios. Essas espécies são 

popularmente chamadas de carqueja no Brasil e na Argentina e 

apresentam dois ou três cladódios alados, que são morfologicamente 

similares. 

[O 11]. Baccharis milleflora (Less.) DC., vulgarmente 

conhecida como carqueja, carqueja-do-Lajeado é usada na medicina 

popular como diurético e estomáquico (BU DEL et al. 2005). Encontra-se 

no Sudeste e Sul do Brasil e ocupa campos secos ou molhados, 

pântanos, margens de florestas, campos de altitude elevada e locais 

sombreados (HEIDEN et al., 2009; SCHNEIDER, 2009). 

(012]. Muitos óleos essenciais e seus compostos isolados são 

reconhecidos como poderosos antioxidantes naturais, podendo 

substituir os antioxidantes sintéticos (BOZIN et al., 2006). Diversos ensaios 

foram desenvolvidos para screening de atividade antioxidante de 

extratos vegetais. Os mais utilizados são o ABTS (ácido 2,2'-azinobis-(3- 

etil-benzotiazolino-6-sulfônico)), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e a 

redução do íon férrico (FRAP) (THAI PONG et al., 2006). 
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[O 13]. Em um estudo realizado por Ferronato et al. (2006), 

por meio do método da oxidação acoplada do 13-caroteno e do ácido 

linoléico, foi possível avaliar a atividade antioxidante de óleos essenciais 

produzidos por B. uncinel/a D.C. e B. dracuncu/ifolia D.C. Os resultados 

mostraram que os dois óleos avaliados podem inibir a formação de 

espécies reativas de oxigênio em até 65,66% para B. dracunculifolia e 

52, 18% para B. uncinella. 

[014]. Bacchi et al. (2009), verificaram a atividade 

antioxidante do extrato bruto liofilizado, extrato liofilizado da "resina", pó 

da droga e frações clorofórmico, acetato de etilo, etanol e etanol 50% 

de Baccharis trimera (Less) DC, usando o método que reduz o radical 

2,2'-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Os autores concluíram que as amostras 

apresentaram resultados expressivos de atividade antioxidante quando 

comparados a vitamina E (IC50 = 16,71 µg/ml). Os valores de IC50 

encontrados para o pó da droga, extrato bruto liofilizado, extrato bruto 

liofilizado da "resina" e frações clorofómica, acetato de etilo, etanol 

absoluto e etanol 50% foram de 22,74 µg/ml, 21,83 µg/ml, 22,6 µg/ml, 

24,93 µg/ml, 23,05 µg/ml, 17, 18 µg/ml, 18, 19 µg/ml, respectivamente. 

[O 15]. Nos dias atuais, tem-se observado uma crescente 

busca por novos princípios ativos com atividades antimicrobianas, 

devido principalmente ao surgimento e à disseminação de 

microrganismos resistentes aos antimicrobianos convencionais (MENDES 

et al., 2011). No intuito de defender-se contra microrganismos e 

predadores, muitas plantas produzem em seu metabolismo secundário 

óleos essenciais, os quais, também atuam na atração de agentes 

polinizadores (CURIONI, 2006). 

[016]. Pesquisadores têm avaliado o efeito de compostos 

naturais sobre microrganismos causadores de diversas doenças pelos 

métodos de difusão em ágar, em disco de papel, bioautografia e 
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microdiluição. O método da bioautografia é utilizado na determinação 

da atividade antimicrobiana dos óleos essenciais. Este método reúne a 

cromatografia em camada delgada e a difusão em ágar e permite a 

determinação do potencial antimicrobiano de uma substância de 

forma qualitativa. Este teste permite uma triagem inicial para dar 

continuidade ou não na pesquisa com o óleo testado (V ALGAS, 2007). 

O óleo essencial de Cymbopogum citratus DC. Stapf por meio da 

bioautografia apresentou atividade antimicrobiana frente a 

Staphylococcus aureus; Aspergi/Jus niger; Candida albicans; Escherichia 

coli; Bacillus subtilis; Enterococcus faecalis (PEREIRA, 201 O). 

[O 17]. A atividade antimicrobiana do óleo essencial das 

plantas Curcuma longa L. e Achillea millefolium L., foi verificada frente a 

20 cepas de microrganismos isolados de material clínico humano. Por 

intermédio dos testes de microdiluição em caldo, os óleos de A. 

millefolium e de C. longa demonstraram ação antimicrobiana 

considerada moderada (0,625 mg mL-1) em 63,2% e 68,4% das leveduras 

testadas, respectivamente (RIBEIRO et al., 201 O). Os óleos essenciais das 

folhas de Senecio crassiflorus var. crassiflorus foram investigados quanto 

a atividade antimicrobiana por MIC e apresentaram inibição frente às 

cepas Gram-positivas testadas, porém não foi evidenciado atividade 

frente às cepas Gram-negativas nas concentrações testadas, o que 

permite aferir atividade bacteriana de estreito espectro (MURARI et al, 

2008). Dessa forma, evidencia-se que óleos essenciais, principalmente os 

provenientes de Asteraceae, são metabólitos secundários de potencial 

interesse clínico, devido as diferentes atividades biológicas que 

apresentam. 

[O 18]. Ferronato et al. (2007), avaliaram a atividade 

antimicrobiana dos óleos essenciais de Baccharis dracunculifolia e 

Baccharis uncinella pelo método de difusão em disco de papel. Os 
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óleos essenciais quando avaliados sobre as bactérias patogênicas 

Escherichia coli (ATCC 25922-beta-lactamase negativa), Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923- 

suscetível a oxacilina e penicilina), mostraram-se eficientes em inibir o 

crescimento dos microrganismos testados. 

[019]. Muitos compostos naturais podem ser possíveis 

agentes antitumorais, efeito que pode ser verificado primeiramente 

através de ensaios de citotoxicidade in vitro. O ensaio do corante vital 

MTI é uma ferramenta útil para avaliar o potencial citotóxico de 

compostos, pois avalia a função celular em nível mitocondrial. Esse 

método analisa a viabilidade e o estado metabólico da célula baseado 

na redução do sal 3-(4,5-dimetil- 2-tiazolil)-2,5-difenil-brometo de 

tetrazólico (MTI) em azul de formazano, a partir de enzimas 

desidrogenases presentes somente em células ativas (MOSMMANN, 

1983). Diversos óleos essenciais e extratos de Asteraceae foram 

avaliados quanto ao efeito antitumoral. No estudo realizado por 

Momesso et al. (2009), com as folhas de Ageratum conyzoides L., 

(Asteraceae), constatou-se que o tratamento com o extrato de A. 

Conyzoides na dose de 50 mg/kg de peso foi eficaz, inibindo o 

crescimento tumoral. 

[020]. Compostos isolados de espécies de Baccharis têm 

demonstrado atividades citotóxicas. O tricoteceno baccharin, isolado 

de B. megapotamica foi ativo contra leukemia implantada em ratos. Os 

tricotecenos macrocíclicos dos grupos roridinas e verrucacinas, 

encontrados em B. coridifolia apresentaram atividade contra células 

(KB) derivadas de carcinoma humano de nasofaringe (Kupchan et al. 

197 6; Kupchan et al. 1977). Diterpenoides isolados de B. 

gaudichaudiana, os lábdanos gaudichaudols, os clerodanos 

gaudichaudona e acetato de articulina apresentaram atividade 
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citotóxica em células de leucemia linfocítica P-388, bem como em 

outras linhagens celulares humanas (Fullas et al. 1994). A partir das folhas 

de B. /eijia foram isolados uma série de neo-clerodanos contendo um 

grupo hidroxila livre em C-18 com importante toxicidade para Artemia 

salina (Labbe et al. 1991 ). 

[021]. Esses resultados aumentam o interesse na 

investigação da citotoxicidade frente à células tumorais de espécies de 

Baccharis, com o propósito de encontrar diferentes opções 

terapêuticas para o tratamento do cancêr. Entretanto, não há relatos 

na literatura sobre a investigação de possíveis atividades terapêuticas 

de Baccharis milleflora (Less.) DC. 

Algumas Patentes relacionadas ao gênero Baccharis 

[022]. Baccharis oxide synthase (5.4.99 .51) Cl 2Y 504/99052. 

Alpha-seco-amyrin synthase (5.4.99 .52) Cl 2Y 504/99053. Marneral 

synthase (5.4.99 .53). 

[023]. Quality control method and application of baccharis 

type propolis. ZHANG CUIPING; HU FULIANG; HUANG SHUAI; LIU JIA, 

06/11/2013. 

[024]. Baccharis dracunculifo/ia propolis quality control 

method. ZHANG CUIPING; HU FULIANG; HUANG SHUAI. 08/03/2013. 

[025]. Anti-leukemic trichothecene epoxides. Kupchan 

Deceased., Morris S., Jarvis, Bruce B., Dailey Jr., Richard G. 08/14/1979 
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(026]. Extracts of baccharis sp. or green propolis for use as 

sanitizer. Jairo Kenupp Bastos, Nieqe Aracari Jacometti Cardoso 

FURTADO 19/09/2009. 

(027]. Baccharis plant named 'Starn'. Ronald E. Gass 

22/02/2000. 

(028]. Baccharis plant named 'Kolmmyst'. Peter R. Kolster 

29/04/2003. 

Citação das Figuras 

(029]. As figuras e tabelas em anexo servirão para o melhor 

entendimento da presente patente de invenção. 

(030]. FIGURA 1: Atividade antioxidante do óleo essencial 

(OE) de Baccharis millef/ora nas quatro estações do ano, utilizando o 

método de redução do complexo fosfomolibdênico. 

(031 ]. FIGURA 2: Avaliação da atividade antitumoral do óleo 

essencial de Baccharis milleflora (3, 1 O, 30, 100 e 300 µg.ml-1) em células 

Jurkat, HL-60 e Raji. 
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Tabelas 

[032]. TABELA 1: Atividade antioxidante do óleo essencial 

(OE) de Baccharis millef/ora utilizando o método do DPPH. 

Desvio padrão 

OE. Outono 

OE. Inverno 

OE. Primavera 

OE. Verão 

Ác. ascórbico 

Ác. gálico 

16,21 

15,48 

16,72 

21,06 

6,36 

6,37 

± 0,33 

± 0,91 

± 0,80 

± 0,27 

±0,06 

±0,05 

OE. Õleo essencial de Baccharis milleflora. 

[033]. TABELA 2: Atividade antimicrobiana do óleo essencial 

(OE) de Baccharis millef/ora nas quatro estações do ano. 

CIM - CBM (mg/ml) 

Amostras e. albicans E. coli E. faecalis P. aeruginosa S. aureus 

OE Outono >10 >10 >10 >10 5 - 10 

OE Inverno >10 >10 >10 >10 2,5 - 5 

OE Primavera >10 >10 >10 >10 2,5 - 5 

OE Verão >10 >10 >10 >10 5 - 10 

Clorexidine 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2 

Descrição Detalhada da Invenção 

[034]. A presente invenção refere-se ao processo de 

obtenção e uso dos extratos e do óleo essencial das partes aéreas e raiz 

de Baccharis milleflora (Less.) DC. 

Obtenção do material botânico: 

[035]. O material vegetal foi coletado na região de 

Uvaranas, na cidade de Ponta Grossa, Paraná, Brasil (latitude: 25º 5' 23" 

S e longitude: 50º 6' 23"W). As coletas foram realizadas pela manhã 
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durante as quatro estações do ano de 2013. As exsicatas foram 

identificadas sob os números 19214 1 e 388373 e depositadas no Herbário 

do Instituto de Ciências Naturais da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul e Museo Botânico Municipal de Curitiba no Paraná, 

respectivamente. 

Processo de obtenção dos extratos e frações: 

[036]. A extração foi realizada em ciclo fechado com 

etanol absoluto, em aparelho de Soxhlet. As partes aéreas de B. 

millef/ora (3200g) foram moídas e depositadas em aparelho de Soxhlet e 

submetidas à extração em etanol até esgotamento total. O extrato 

obtido foi filtrado com algodão e submetido à concentração em 

Soxhlet à temperatura de 50ºC até redução em 1 /5 de seu volume 

inicial. 

[037]. Os solventes utilizados nos procedimentos fitoquímicos 

e analíticos apresentaram grau analítico (P.A.) ou cromatográfico 

(CLAE), quando necessário. O extrato bruto foi usado para a obtenção 

das frações por partição líquido/líquido, em aparelho de Sohxlet com 

solventes de diferentes polaridades, na seguinte ordem: hexano, 

diclorometano e acetato de etilo. A partição iniciou com hexano, e a 

fase solúvel em hexano foi reservada, o resíduo foi novamente 

particionado com diclorometano e posteriormente em acetato de etilo, 

as partes solúveis foram levadas a secura em Soxhlet. Ao final do 

processo de extração e fracionamento obtiveram-se quatro frações: 

hexano, diclorometano, acetato de etilo e hidroalcoólica 

remanescente. Uma amostra de cada fração foi separada para 

realização dos testes biológicos e o restante foi utilizado para isolamento 

de compostos. 
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Extração e determinação quantitativa do óleo essencial: 

[038]. O óleo essencial de 100 g das folhas dessecadas da 

espécie em estudo foi determinado quantitativamente. A extração foi 

realizada por meio de hidrodestilação, utilizando o aparelho de 

Clevenger (USP XXV, 2002), com duração de 6 horas. A quantidade de 

óleo essencial extraído foi medido em tubo graduado. A porcentagem 

de óleo essencial existente na massa de 100 g de folhas correspondeu 

ao valor lido no tubo graduado. O material obtido foi estocado em 

tubos Eppendorf, em temperatura de 4 ± O,SºC. 

Identificação dos compostos voláteis do óleo essencial: 

[039]. A identificação dos constituintes voláteis foi realizada 

por meio do cromatógrafo a gás Hewlett-Packard 6890 equipado com 

o detector seletivo de massas Hewlett-Packard 5975 e coluna de 

capilaridade HP-SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm). A cromatografia 

gasosa associada à espectroscopia de massa foi realizada usando 

injetor split, com injetor na temperatura de 220 ºC, sendo da coluna 60 

ºC, com rampa de aquecimento de 3 ºC.min-1, temperatura final 240 ºC 

e temperatura do detector 250 ºC. O hélio foi usado como gás de 

arraste a 1 ml.min-1. O sistema de ionização de elétrons CG-MS foi 70 

eV. As análises quantitativas foram realizadas usando um cromatógrafo 

a gás Hewlett-Packard 5890 equipado com detector de ionização de 

chama sob as mesmas condições descritas anteriormente. A amostra 

do óleo foi dissolvida em acetato de etil (20 mg mL-1) para as análises. 

Os índices de retenção foram determinados de pela injeção de 

padrões de hidrocarbonetos e as amostras do óleo essencial sob as 

mesmas condições. Os componentes do óleo essencial foram 

identificados com os dados da literatura e perfis do espectro de massa 

da biblioteca. A quantificação cromatográfica gasosa com detector 
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de ionização de chama foi obtida usando cromatógrafo GC-FID e foi 

expressa como média ± desvio padrão para três amostras do óleo 

essencial. 

[040]. De acordo com as análises por cromatografia gasosa 

foram identificados no óleo essencial de Baccharis milleflora (Less.) DC, 

obtido a partir da coleta realizada no inverno, os seguintes compostos 

majoritários: germacreno D 9,03%, transcariofilno 9,99 %, 

biciclogermacreno 1 2,89%. 

Avaliação da atividade antioxidante: 

[041]. Para avaliação da atividade antioxidante do óleo 

essencial de B. milleflora foram utilizados os métodos do 2,2-difenil- l­ 

picril-hidrazila (DPPH) (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999) e do complexo 

fosfomolibdênio (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). 

[042]. Para o método do DPPH, foram preparadas soluções 

de óleo essencial das quatro estações, em metanol, em diferentes 

concentrações (35,0; 30,0; 25,0; 20,0; 15,0; 10,0; 5,0; 1,0; 0,5 mg/ml). 

Foram utilizadas soluções de DPPH (O, 1 mM) e controles positivos: ácido 

ascórbico e ácido gálico, nas concentrações de 1000 a 0,387 µg/ml, 

obtidas por diluições seriadas, em metanol. Em microplacas de 96 

poços foram transferidos 20µ1 das soluções de óleo essencial de B. 

milleflora bem como das soluções de controles positivos e branco 

(metanol) e 100µ1 da solução de DPPH. As placas foram 

homogeneizadas durante 1 minuto e a leitura foi realizada em leitor de 

microplacas (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA) no comprimento de 

onda de 517nm, imediatamente após a mistura e ao final de um 

período de 30 minutos de incubação no escuro à temperatura 

ambiente. A atividade antioxidante (AA) foi determinada sob a forma 

de porcentagem, calculada pela taxa de declínio da absovância da 
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solução de DPPH com o óleo ou padrões, após 30 minutos de reação, 

em relação a solução de referência (DPPH em metanol), de acordo 

com a equação l : 

%AA= 100-[(A amostra -A branco/ A controle) X 100)] 

Onde, A = cada valor de absorvância. 

[043]. Os resultados da atividade antioxidante de B. 

milleflora utilizando o método do DPPH estão apresentados na tabela 1. 

[044]. O método de redução do complexo 

fosfomolibdênico para a determinação da capacidade antioxidante 

total (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999), é baseado na redução do 

molibdênio VI a V pela amostra em análise. Essa redução possibilita a 

formação de um complexo verde entre fosfato e molibdênio (V), em pH 

ácido, determinado espectrofotometricamente, em triplicata, a 695 nm. 

Uma alíquota de 300 µLda amostra, em solução etanólica a 200 µg.ml- 

1, foi acrescentada em um tubo de ensaio, juntamente com 3 ml do 

reativo (molibdato de amônia a 4 mmol.L-1, fosfato de sódio 28 mmol.L- 

1, ácido sulfúrico 0,6 mol.L-1). O tubo foi fechado hermeticamente e 

levado ao banho-maria a 95ºC por 90 min. O tubo foi resfriado e a 

leitura foi efetuada em espectrofotômetro UV /Vis SHIMADZU-1601 a 695 

nm contra um branco (300 µL de etanol, acrescidos de 3 ml do reativo). 

Os padrões utilizados foram o ácido ascórbico, ácido gálico e a rutina a 

200 µg.ml-1. Para efeitos de cálculo, o ácido ascórbico foi considerado 

como 100% de atividade antioxidante, conforme a equação 2. 

%AA= (A amostra - A branco/ A ácido ascórbico - A branco) X l 00 
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Onde, A= cada valor de absorvância. 

[045]. Os resultados da atividade antioxidante de B. 

milleflora utilizando o método redução do complexo fosfomolibdênico 

estão apresentados na figura 1. 

Avaliação da atividade antimicrobiana: 

Microrganismos e preparo do inóculo 

[046]. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, 

utilizando-se cepas provenientes da American Type of Culture Collection 

(ATCC) de Escherichia coli (ATCC 10530), Staphylococcus aureus (ATCC 

25923) e Candida albicans (ATCC 10231), Staphylococcus epidermidis 

(ATCC 14990), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). O inóculo foi 

preparado pela suspensão de colônias em solução salina até a turbidez 

de uma solução padrão de McFarland de 0,5. A suspensão McFarland 

0,5 ( 1 x 1 os UFC.mL-1) foi diluída 1: 1 O para se conseguir uma diluição de 

107 UFC.mL-1. Um volume de 0,010 ml dessa suspensão foi inoculado no 

caldo, sendo a concentração final de microrganismos do teste 

aproximadamente 5 x 104 UFC.poço-1• 

Determinação da concentração inibitória mínima (MIC} pelo método 

de microdiluição em caldo 

[047]. Inicialmente, os óleos de Baccharis milleflora (Less.) 

DC foram solubilizados em Tween 80 a uma concentração final de 1 % e 

diluídos a 20 mg.mL-1 no caldo Müeller-Hinton (CMH) para os testes com 

S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e com E. coli e no caldo Müeller- 
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Hinton com 2% de glicose (CMHG) para os ensaios com C. albicans. 

Todas as soluções resultantes foram filtradas por membrana 0,22 µm. 

[048]. A determinação da concentração inibitória mínima 

dos óleos essenciais foi realizada segundo o método de microdiluição 

em caldo proposta pelo NCC LS (2003). Foram utilizadas microplacas 

com fundo em "U", esterilizadas com 96 orifícios (TPP®, EUA). A um 

volume de 200 µL de cada solução de óleo essencial, previamente 

adicionado em cada poço da microplaca, nas diluições seriadas de 20 

a 0,078 mg.mL-1, foi acrescido 1 O µL de cada inóculo microbiano. 

[049]. As microplacas foram tampadas e incubadas a 35ºC 

por 24 h. O controle negativo foi realizado com Peria Gard® (O, 12% de 

clorexidina) e para o controle positivo foi colocado apenas a cepa 

bacteriana (como preparada para as amostras) Para confirmação da 

presença de microrganismos viáveis nas concentrações não inibitórias, 

foi utilizado 1 O µL do corante TCC (2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazólio) a 

1 % e incubados por 30 minutos em estufa a 35ºC. Isto torna possível 

distinguir as amostras vivas, coloridas de vermelho daquelas mortas que 

mantêm a sua cor (GABRE, 1976; DESWAL & CHAND, 1997). 

[050]. A Concentração Bactericida Mínima (CBM) foi obtida 

por meio de semeadura, dos conteúdos dos poços das placas de 

microdiluição, em Agar Mueller-Hinton de alíquotas das diluições 

correspondentes a CIM e duas imediatamente anteriores. As 

concentrações imediatamente superiores a CIM são suficientes para 

demonstrar o efeito bactericida dos produtos naturais, visto que o efeito 

bacteriostático foi determinado pela ausência de crescimento nos 

poços da placa de microdiluição (POZZA TTI et al., 2009). Após a 

semeadura, as placas de petri foram incubadas em estufa 

bacteriológica a 37°, por 24h. A CBM foi considerada a menor 
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concentração que impediu o crescimento visível das bactérias ou 

permitiu a formação de até três Unidades Formadoras de Colônia (UFC). 

[051]. Os resultados dos ensaios antimicrobianos foram 

expressos como concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

bactericida mínima (CBM). Os resultados da atividade antimicrobiana 

estão apresentados na Tabela 2. 

Avaliação da Atividade Antitumoral: 

Ensaio de viabilidade celular pelo método de redução do MTT 

[052]. As células Jurkat, HL-60 e Raji em meio RPMI 1640 

contendo 10% de SFB, foram semeadas em placas de 24 poços (0,25 x 

105 células/poço) e mantidas sob condições de cultura (37ºC em estufa 

com atmosfera úmida e 5% de CO2) por 24 h. Posteriormente, foram 

adicionadas diferentes concentrações dos óleos essenciais (3, 1 O, 30, 

100 e 300 µg.mL-1). Essas concentrações foram obtidas a partir da 

diluição das amostras em meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com 

10% de SFB. As células foram incubadas por 24 consecutivas a 37ºC em 

estufa com atmosfera úmida e 5% de CO2. Após o período de 

incubação, o conteúdo de cada poço foi centrigufado, o 

sobrenadante foi desprezado e às células foi adicionado uma solução 

de Mn a 0,5 mg.mL-1. Em seguida, as culturas foram incubadas a 37ºC 

durante 30 min e ao abrigo da luz. Para a solubilização dos cristais de 

formazan, produto da redução do Mn, o dimetilssulfóxido (DMSO) foi 

adicionado e a leitura espectrofotométrica da absorbância, em 

comprimento de onda de 550 nm, foi realizada em leitor de placas 

(Biotek, µQuant). Meio RPMI 1640 e vincristina a 40 nmol.L-1 ou 36,92 

ng.mL-1 foram empregados como controles negativo e positivo, 

respectivamente. A viabilidade celular foi determinada pela 
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comparação dos valores de absorbância obtidos para células tratadas 

e não tratadas. A citotoxicidade foi expressa como a concentração da 

amostra que induziu morte celular em 50% das células (ICso) e foi 

calculada por regressão de Probit. 

[053). O efeito do óleo essencial das partes aéreas de 

Baccharis milleflora (Less.) DC sobre as células Jurkat, HL-60 e Raji, no 

tempo de exposição de 24 horas, está apresentado na figura 2. 
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REIVINDICAÇÕES 

 

1. Processo de obtenção dos componentes e produtos originários da 

espécie Baccharis milleflora (Less.) DC, Asteraceae, , caracterizado pela 

obtenção do extrato bruto etanólico em aparelho de Soxhlet utilizando 

etanol 96º GL, por meio das seguintes etapas: 

a) Moagem das partes aéreas de Baccharis milleflora (Less.) DC; 

b) Depósito do material moído em aparelho de Soxhlet e submissão à 

extração em ciclo fechado até esgotamento total; 

c) Filtragem do extrato obtido com algodão; 

d) Submissão à concentração em Soxhlet à temperatura de 50° até a 

redução em 1/5 de seu volume inicial. 

 

2.Processo de obtenção dos componentes e produtos originários da 

espécie Baccharis milleflora (Less.) DC, Asteraceae, de acordo com a 

reivindicação 1, caracterizado pelo processo de hidrodestilação para 

obtenção do óleo essencial em aparelho de Clevenger, com duração 

de 6 horas, a partir das folhas dessecadas e estocado em tubos 

Eppendorf, em temperatura de 4 ± 0,5°C. 

 

3.Processo de obtenção dos componentes e produtos originários das 

partes aéreas da espécie Baccharis milleflora (Less.) DC, Asteraceae, de 

acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo processo de 

obtenção das frações hexânica, diclorometano, acetato de etila e 

hidroalcoólica remanescente do extrato bruto, caracterizado por 

partição líquido/líquido em aparelho de Soxhlet, iniciando com hexano, 

diclorometano, seguido por acetato de etila.  

 

4. USO dos componentes e produtos originários da espécie vegetal 

Baccharis milleflora (Less.) DC, Asteraceae,  de acordo com as 
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reivindicações 1, 2 e 3, caracterizado pelo uso das partes aéreas para fins 

de isolamento de substâncias, que podem ser empregadas na produção 

de medicamentos como comprimidos, ampolas, drágeas, cápsulas, 

xaropes, soluções, suspensões, pomadas, cremes, emulsões, aerossol, 

pós, tabletes, preparações hipocráticas, galênicas e magistrais. 
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