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RESUMO

Titulo:  “ESTUDO ,QUI'MICO, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E A NALISE
MULTIVARIADA DO OLEO ESSENCIAL DE Myrocarpus frondosus”

Autor: Diego da Costa Cabrera

Orientador: Prof. Dr. Neusa Fernandes de Moura

A espécie Myrocarpus frondosus € nativa da regido sul do Brasil, onde é
conhecida como cabreliva. E uma arvore de grande porte, e sua madeira é utilizada
como reservatério de bebidas destiladas, principalmente a cachaca. Na medicina
popular a espécie é utilizada no tratamento de varizes. Neste trabalho pioneiro, o Oleo
essencial foi extraido das folhas de trés arvores de cabreldva, mensalmente no periodo
de um ano. A determinagdo da composicdo quimica foi realizada através das técnicas
cromatograficas CG-DIC e GC-EM, identificando trinta e cinco compostos no Oleo
essencial, sendo o0 B-pineno, biciclogermacreno e D-germacreno 0s terpenos
majoritarios. O rendimento do Oleo, extraido por hidrodestilacdo, foi diretamente
proporcional a temperatura ambiente e a radiacdo solar na maioria dos periodos. A
espécie M. frondosus apresentou o maximo de 66,91% de atividade antioxidante para
concentracdo 250 pg/mL do 6leo essencial, utilizando o método do DPPH, e maximo
de 1660,74 uM FeSO,/g de Oleo essencial pelo método FRAP, e os compostos [-
cariofileno, a-humuleno, D-germacreno e biciclogermacreno apresentaram maior

relagcdo com essa atividade.



ABSTRACT

Title: “CHEMICAL STUDY, ANTIOXIDANT ACTIVITY AND MU LTIVARIATE
ANALYSIS OF THE ESSENTIAL OIL OF Myrocarpus frondosus”

Author: Diego da Costa Cabrera

Advisor: Prof. Dr. Neusa Fernandes de Moura

The specie Myrocarpus frondosus is native from the southern of Brazil, and it is
popularly known as “cabretva”. The cabrelva is a large tree, and its wood is used as
reservoir of distilled spirits, especially the Cachaca. In the popular medicine, the specie
is used in the treatment of varicose veins. In this pioneer work, the essential oil was
extracted from the leaves of three cabrelva trees, monthly, during one year. The
determination of the essential oil composition was performed by GC-FID and GC-MS,
identifying thirty-five compounds in the essential oil: B-pinene, germacrene-D and
bicyclogermacrene are the majority terpenes. The yield of the oil extracted by
hydrodistillation was directly proportional to temperature and solar radiation in most
periods. The specie M. frondosus showed a maximum antioxidant activity of 66.91% for
250 pg/mL of essential oil, using the DPPH method, and a maximum of 1660.74 uM
FeSO4/g of essential oil detected by FRAP method, which may be attributed to -

caryophyllene, a-humulene, germacrene-D and bicyclogermacrene.



1. INTRODUCAO

Os estudos referentes a quimica dos produtos naturais sdo de grande
importancia, tanto para a compreensdo da biodiversidade vegetal, como tanto para o
conhecimento dos caminhos da evolucdo. No passado, os produtos naturais eram
considerados apenas como produtos de “refugo metabdlico”. Atualmente, essas
micromoléculas (para se diferenciar das macromoléculas como proteinas e genes) sao
muito estudadas por sua complexa interacdo planta-inseto, despertando o interesse
para diversos estudos. A interacdo dindmica entre os metabdlitos secundarios e o
ambiente faz com que esses representem a comunicacdo das plantas com o meio

externo, relacionada diretamente com a evolucdo da espécie.*

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de novas
substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais, fornecendo modelos para
modificacdes estruturais e otimizacdo das propriedades farmacolégicas e bioquimicas.
Assim, também auxiliam na construcdo de novas rotas sintéticas, baseadas em

compostos naturais.?

Os Oleos essenciais estdo incluidos entre os principais constituintes de uma
espécie vegetal, sendo esses considerados um dos maiores grupos de metabdlitos
secundérios. Também constituem um dos mais importantes grupos de matérias primas
para as indistrias de alimentos, farmacéutica, perfumaria e afins.® Esta matéria prima,
como outras de origem vegetal, reativaram interesses sociais e econémicos nos ultimos
anos, como importantes fontes produtivas de substancias anticancerigenas e outras

atividades biolégicas.?

A composicao quimica de um o6leo essencial pode ser influenciada por fatores
genéticos, climaticos e edéficos (inerentes ao solo), resultado este observado na
diversificacdo de compostos encontrados nos 6leos essenciais.® Segundo Nascimento
e colaboradores,* ao longo do dia observa-se que o aroma peculiar a cada espécie
torna-se mais acentuado, levando-se a conclusdo de que a concentracdo de

compostos volateis seja maior em horarios especificos e, assim, mais intenso o aroma.



Dessa forma, o horario de colheita do material pode ser um aspecto relevante na

producédo de Oleos essenciais.

Observa-se que, as plantas aromaticas popularmente utilizadas, encontram-se
proximas ao estado silvestre (ocorrem de forma espontanea), e mantém forte interacéo
com o ambiente.®> Assim, a andlise da biodiversidade local é importante para obtencéo
de informacdes de espécies silvestres e seu potencial quimico, em busca de matéria-

prima no mercado de 6leos essenciais.’

A espécie em estudo, Myrocarpus frondosus, nativa do sul do Brasil, esta
distribuida entre o sudoeste do Paraguai, norte da Argentina, e no Brasil do interior do
estado de Séo Paulo ocorrendo até Porto Alegre. Os representantes de Myrocarpus
geralmente sdo arvores de grande porte com os individuos ultrapassando 20 m de
altura. Os nomes populares para Myrocarpus frondosus no Brasil sdo: cabreuva, 6leo-
pardo, recoleta, brahuma, brahuma-parda, caboretinga e cabore,® cabrelva-parda,
cabrilna, cabrelva-amarela, balsamo, caburé, pau-balsamo, cabrué, quina-morada,
caborida, caburéida, jatatba, pau-de-6leo-verdadeiro ou caboreiba.” Da espécie
Myrocarpus frondosus foram isolados terpenos (Figura 1) e flavondides das cascas das
raizes. Alguns diterpenos isolados mostram-se ativos frente a células cancerosas do

ovario e pulméo.®

Figura 1. Diterpenos isolados de M. frondosus

Estudos sobre O6leos essenciais, comumente extraidos das folhas, sé&o
encontrados na literatura,>® mas até o momento ndo ha relatos sobre a composicédo

quimica de oleo essencial das folhas de Myrocarpus frondosus. Informacdes sobre o



efeito de condicbes ambientais no metabolismo secundario de plantas sdo de grande
importancia para o manejo da espécie e a maximizagdo dos compostos bioativos
presentes.® Sendo assim, o trabalho visa a caracterizacéo fitoquimica, a atividade
antioxidante e andlise multivariada do o6leo essencial das folhas do Myrocarpus

frondosus (cabreuva).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.0leo essencial

Os Oleos essenciais sdo definidos pela ISO (Organizacao Internacional para
Padronizacdo, do inglés International Organization for Standardization) como
produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste de vapor
d’agua. S&o substancias volateis, lipofilicas, liquidas e odoriferas, que se
diferenciam dos 6leos fixos (geralmente extraidos de sementes) por sua volatilidade.
Devido a seu odor agradavel e intenso também podem ser chamados de esséncias.
Sao solliveis em solventes organicos apolares, e em agua apresentam pouca
solubilidade, mas o suficiente para aromatiza-14.° Os 6leos essenciais sd&o misturas

3,10

complexas de metabdlitos secundarios, principalmente de terpenos, como 0s

monoterpenos (com 10 &tomos de carbono) e sesquiterpenos (com 15 atomos de

carbonos). ¥

A composicdo especifica de cada Oleo essencial lhe atribui algumas
propriedades fisico-quimicas caracteristicas. Assim a diferenca no aroma esta

relacionada diretamente com a variacdo da composicdo de seus constituintes.*?

Ha relatos sobre 0 uso de ervas aromaticas na forma de especiarias, Oleos e
resinas, em varias civilizagbes como 0s egipcios, chineses, indianos, gregos e
romanos. Essas plantas geralmente atuam como antisséptico, agentes anti-
infecciosos, propiciando aroma a perfumes e cosméticos, e como flavorizantes em

alimentos e bebidas.*®>*

O armazenamento de 0leo essencial nos vegetais pode ocorrer em diversos
orgaos, como nas flores, frutos, sementes, caules, raizes, rizomas e principalmente
folhas. A composi¢cdo quimica do 6leo pode variar de acordo com o 6érgdo e o

estagio de desenvolvimento da planta.®*°

A tabela 1 exibe os principais componentes de 6leos de diversas espécies
vegetais visando demonstrar a variedade da composi¢cdo quimica existente nos

Oleos essenciais.



Tabela 1.

Compostos detectados em diversos 6leos essenciais.™

Oleo Essencial

Componentes Principais

Améndoa Amarga

Bergamota

Casca da Canela

Cravo da india

Semente de Coentro
Lim&o

Lima (destilada)

Casca da laranja (doce)
Oleo de Rosa

Oleo de Horteld

Anis estrelada

Ylang ylang

Eucalipto

Benzaldeido

Bergamiol, limoneno, linalool, a-pineno,y-terpineno, geranial, neral,
geraniol, acetato de nerilo, acetato de geranilo, e bergapteno
Cinaldeido, acetato de cinamilo, eugenol, cariofileno, linalool, e a-
Terpineol

Eugenol, cariofileno, acetato eugenilo e a-humuleno

Linalol, y-terpineno, canfora, a-pineno, p-cimeno, limoneno e
acetato geranilo

Limoneno, (3-pineno, y-terpineno, geranial, neral, acetato geranilo,
acetato nerilo, citronelal, linalol e nonanal

Limoneno, [-pineno, y-terpineno, terpinoleno, p-cimeno, 1,4
eucaliptol e 1,8 eucaliptol

Limoneno, mirceno, decanal, octanal, linalool, citronelal, neral,
geranial, valenceno, a-sinensal e 3-sinensal

Citronelol, geraniol, nonadecano, nerol, metil eugenol, acetato
geranilo, eugenol, efenil etanol e 6xido de rosa

I-carvona, limoneno, mirceno, 1,8 eucaliptol, acetato de carvil,
acetato dihidrocarvil, dihidrocarveol, octanol-3, e cis-jasmona.
Trans-Anetol, limoneno, anisaldeido, linalool e metil cavicol
D-germacreno, linalool, o-farneseno, acetato de benzila, a-
cariofileno, acetato garanilo, benzoato de metila e salicicato de
benzila e acetato de eugenila

1,8 eucaliptol, a-pineno, p-cimeno e limoneno

2.2.Importancia econémica dos 6leos essenciais

Historicamente, as ervas e especiarias apresentam um papel importante na
inddstria e no comércio mundial. O estudo de Oleos essenciais teve uma melhoria
significativa no inicio do século XIX, visto que o desenvolvimento da ciéncia
proporcionou aprimoramento nas técnicas de destilacdo, processamento, separacao

e a identificacdo dos componentes naturais responsaveis pelo sabor e aroma.**

Atualmente, o Brasil encontra-se em uma posi¢cao promissora com relacéo ao
mercado de O6leos essenciais, devido a grande biodiversidade de sua flora. No
mercado internacional, a participacdo brasileira é pequena, e concentrada
basicamente na producao de 6leos citricos, subprodutos de derivados da laranja.*



Dados do Centro de comércio internacional, ITC (do inglés International trade
centre) mostram que o Brasil, no mercado de Oleos essenciais, resinoides,
subprodutos de terpendides e etc., representa 6% da exportacdo mundial (2008-
2011), estando abaixo apenas de paises como Estados Unidos, india e Franca,
conforme mostra o gréfico 1. Deste total, os paises que mais importam do Brasil sdo
os Estados Unidos, Holanda, Jap&do e Alemanha. Somente neste periodo o mercado

de exportacéo brasileiro destes produtos movimentou US$710.496.%

M Estados Unidos
H india

M Franga

M Brasil

M Reino Unido

m China

Argentina

Gréafico 1: Dados de exportacdo do comércio de 6leos essenciais, resinéides, sub-produtos de

terpendides e etc no periodo de 2008-2011, elaborado conforme dados da ITC.*

No comércio mundial desta classe de produtos ha um grande crescimento,
de modo que, no periodo de 2001 até 2011, houve um aumento de
aproximadamente trés vezes o valor exportado mundialmente, conforme mostra o
grafico 2. O ano de 2011 movimentou US$3.615.630 neste ambito.”
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Gréfico 2: Crescimento da exportacdo mundial do comércio de 6leos essenciais, resindides,
sub-produtos de terpendides e etc no periodo de 2001-2011, elaborado conforme dados da
ITC.*®

2.3.Biossi ntese - terpenos

A vida dos organismos vivos € assegurada e controlada pelas transformacfes
quimicas realizadas por metabolismos primario e secundario. O metabolismo
primario fornece as substancias envolvidas nas funcdes basicas essenciais da vida
celular, assumindo grande importancia no crescimento e rendimento agricola. Os
metabdlitos secundarios sdo especificos das espécies, contribuem com aromas,
cores e atuam em processos de polinizacdo. Também contribuem para a resisténcia
dos organismos pela defesa contra pestes e outras doencas, assim estabelecem
ajustes necessarios para a convivéncia e sobrevivéncia ambiental.’ Esses
metabdlitos protegem as plantas de insetos, stresses ambientais, microorganismos e

até herbivoros.'!

A origem de todos os metabdlitos secundarios pode ser resumida através da
glicolise, por via de dois intermediarios, o acido chiquimico e o acetato. O acido
chiquimico origina a maioria dos metabolitos secundarios aromaticos. A rota do
acetato (através da acetil-Coenzima A) é precursora de diversas substancias como
aminoécidos alifaticos, esterdides, acidos graxos, triglicerideos e terpenos.’

Conforme mostra a figura 2, através da glicdlise ha formacdo de

Gliceraldeido-3-fosfato (GAP) e Piruvato (acido piravico). A acetil-CoA é formada por



oxidacdo e descarboxilagdo do produto da via glicélica (4cido pirtvico) gerando
posteriormente o acido mevaldénico (MVA). H4 a formacdo também do 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato (DXP) pela reacédo do acido pirtvico e do GAP. Metabdlicos como
terpendides e esterdides séo biossintetisados através das vias do MVA e do DXP. A

acetil-CoA origina outros metabolitos e também participa do ciclo de Krebs.*®

Fotossintese

¢ Glicolise

Glicose

OH _.OH

C

j Acido Gliceraldeido-3- fosfato (GAR)
PO ¢

oP
T Fosfoenolpiruvato
0,HC o /
\’/ Acido piruvato \ OH
¢ oP

0] OH

CoAS o]
° 1-Deoxi-d-xilose-5-fosfato(DXH)
Acetil-Coenzima A (figura3)
\ TergenOS

) OH
Acido Mevaldnico

0,HC

K

+  (figura4)

Ciclo de Krebs
Compostos Nitrogenados
Rota Chiquimato

outros compostos...

Figura 2. Esquema da biossintese de metabolitos secundarios, adaptado de Dewick™®



Na rota do acido mevalbnico (MVA) (Figura 3), sdo utilizadas trés moléculas
de acetil-CoA. Duas moléculas inicialmente se combinam em uma condensacao de
Claisen para gerar o acetoacetil-CoA, e uma terceira € incorporada por meio de uma
adicdo aldolica estereoespecifica originando um éster de cadeia ramificada, o B-
hidroxi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Esta terceira molécula de acetil-CoA esti
ligada a enzima através de um grupo tiol, sendo esta ligacdo posteriormente
hidrolisada para formar um grupo acido livre de HMG-CoA. Através da reducao
grupo tioéster a um alcool primario ocorre a formagcdo do MVA, por intermédio de
enzimas HMG-CoA redutase e nicotinamida-adenina-difosfato (NADPH). O isopreno
ativo, pirofosfato de isopentilo (IPP), é formado apartir da fosforizacdo sucessiva dos
grupos hidroxilas do MVA com auxilio enzimas dependentes da adenosina trifosfato
(ATP), resultando no difosfato de acido mevalénico. Uma terceira molécula de ATP é
necessaria para tornar a hidroxila um melhor grupo de saida, ndo ha evidencias que
esta terceira hidroxila seja fosfatada. No intermediario formado, ocorre a
descarboxilacéo e a eliminacado de um grupo pirofosfato. A enzima estereoespecifica
IPP-isomerase, remove o préton pro-R (HR) no C-2 desta unidade isoprénica e
incorpora um proton de agua no C-4. Engquanto a isomerizacdo € reversivel, o
equilibrio reside fortemente no lado de difosfato de dimetilalio (DMAPP). DMAPP
possui um bom grupo de saida, o difosfato, e pode produzir através um processo
substituicdo nucleofilica (SN1) um carbocation alilico que € estabilizado por
deslocalizacdo de carga. Em contraste IPP, com a sua dupla ligacdo terminal é mais
facil de atuar como um nucledfilo, especialmente para o DMAPP (eletrofilico). Essas
diferencas na reatividade sdo & base da biossintese de terpenos.*®



10

o o) ) Q Acetoacetil-CoA OH ©

®
H /
2 )J\/U\ Hozc\>'\/u\ + EnzSH
SCoA —_— SCoA —~—— SCoA
SEnz HMG-CoA

S)

NADPH
o \ l HMG-CoA Redutase

o
Acetil-CoA acetil-CoA + EnzSH OH OH
/
/”
o HO,C
| SCoA
HO——P——O——ADP H
OH
i ) OH l
2 X ATP s
)% HOZC\>\/\ nADPH -OH
OH -— -7
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H

ATP
-COo,
@
A2 IPP-Isomerase )\/\
C/’ oPP - OoPP

H H
Pirofosfato de Isopentenilo (IPP) Difosfato de Dimetilalilo (DMAPP)
Figura 3. Rota Biossintética do acido mevalénico, adaptado de Dewick™®

A formacdo da 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) envolve dois produtos da
glicdlise, o acido piravico e o D-gliceraldeido-3-fosfato (GAP), intermediado pela
coenzima difosfato de tiamina (TPP). Esta enzima promove a descarboxilacdo do
acido piravico a piruvato, produzindo o difosfato-hidroxi-etil-tiamina, um acetaldeido
ligado na forma de uma enamina, o qual reage com um nucledfilo em uma reacéo de
adicdo com o D-gliceraldeido-3-fosfato. Por via de um rearranjo tipo pinacol (entre o
diol e a carbonila) e reducdo (NADPH), a DXP é transformada em 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfato, a qual reage com a citidina trifosfato (CTP) para produzir um
derivado de citidina-difosfato, que é entédo fosforilada através de ATP (por meio de
ataque nucleofilico ao difosfato). Este 2-fosfato resultante € convertido num ciclico
de fosfoanidrido através da perda de fosfato de citidina. Este ciclofosfato leva a
formacdo do IPP por meio de duas etapas de redugdo (NADPH) e duas
desidratacbes. DMAPP pode ser entdo derivado por isomeria de IPP, ou podem ser
produzidas de forma independente. Segundo Dewick® tanto a formac&o do IPP e
quanto a do DMAPP ainda precisam ser esclarecidas. Esta via para formacao de

terpenos esta presente apenas em plantas, algas e bactérias. Em plantas




especificamente, as duas vias metabdlicas (mevalonato ou deoxilulose) podem
ocorrer simultaneamente. Acredita-se que nos vegetais as enzimas da via
mevalonato ocorrem no citoplasma enquanto as enzimas necessarias para a via
deoxilulose sdo encontradas nos cloroplastos (plastidio que realiza a fotossintese).
Desta forma, triterpendides, esterbides e alguns sesquiterpenos (produtos
citozéicos) sdo formados da via mevalonato e os demais terpendides sédo formados
nos cloroplastos, sendo derivados da via deoxi-xilulose.*® A rota do DXP esta

representada na figura 4.

e N
®
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R? / \ OoP
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HO—PCO———P—O |
| | Z OH
0 OH H,C N o

\
HO, OH 2 ,/OH L .
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7 - op ‘|
SN OH 2) ATP 2) redugdo NADPH op
OH OH OH o) OH

2-fosfato-4-(CDP)-2-C-metil-D-eritritol 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato 1-Deoxi-d-xilose-5-fosfato(DXP

x opp T )\/\OPP
Difosfato de Dimetilalilo (DMAPP) Pirofosfato de Isopentenilo (IPP|
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OH [¢] OH OH OH OH

Figura 4. Rota biossintética do DXP, adaptado de Dewick'®
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Os terpenos sao classificados a partir da regra do isopreno, ou seja, pelo
namero de unidades de isopreno (ou hemiterpeno com cinco atomos de carbono).
Assim, além dos monoterpenos e sesquiterpenos citados anteriormente, existem
diterpenos (com 20 atomos de carbono), com 30 carbonos os triterpenos, 40
carbonos os tetraterpenos, e ainda existem com mais de oito unidades do isopreno

que s&o conhecidos como politerpenos (figura 5).*

7

Isopreno € produzido naturalmente, mas ndo esta envolvido na formacao
destes compostos. O IPP e o DMAPP sé&o os isoprenos bioquimicamente ativos
responsaveis pela formacdo de terpenos. Existem poucos terpendides naturais
formados exatamente ao conceito simples de uma combinacdo cabeca-cabeca ou
cabeca-cauda de unidades de isoprenos bioativos. A maioria dos terpendides é

modificada, ainda mais por meio de reacées de ciclizagéo.*®

MVA ou DXP

S Hemiterpenos(SCI
)\/\OPP — > )\/\ oPP

Pirofosfato de Isopentenilo (IPP) Difosfato de Dimetilalilo (DMAPP)
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N XN
OoPP

2X

> | Monoterpenos(10
+IPP(5C)

| Farnesil Pirofosfato (FPP) lE}C
)\/\)\/\)\/\OPP , | Sesquiterpenos(1

+IPP(5C)ou 2 X GPP | Geranilgeranil Pirofosfato(GGPP) 240

-

|

-

X AN X AN

OPP ? | Diterpenos(20C

-

Triterpenos(30C)

I

Politerpenos(+40C

Figura 5. Formacao de terpenos, adaptado de Dewick*®
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2.4.Fatores que influenciam a producao de 6leos es  senciais

A classificacdo quimica de espécies vegetais, a quimiotaxonomia, estuda as
caracteristicas quimicas, especialmente de metabdlitos secundarios, com o objetivo
categorizar de forma hierarquica os seres vivos.'” As propriedades biolégicas de
vegetais estdo diretamente relacionadas com a sua composi¢cdo quimica, e séo

afetadas pelas variac6es ambientais, geograficas e sazonais.®

Essas variacfes dificultam a definicAo do comportamento de espécies
aromaticas, pois afetam o desenvolvimento e o metabolismo secundario de cada
espécie. No Brasil, a grande variacao climatica entre regides, fornece condi¢cbes

para o cultivo de diversas espécies.™”

Sendo assim, nos estudos de rotas metabdlicas de terpenos, o conhecimento
de fatores externos é muito importante, uma vez que a biossintese vegetal ocorre de
acordo com a necessidade de defesa da planta, logo, alguns estimulos decorrentes
do ambiente, podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de

diferentes compostos.®

O estagio de desenvolvimento vegetal, a temperatura, a umidade relativa, o
tempo de exposicdo ao sol, a pluviosidade, nutricdo, exposicdo a ventos, época e
horério de coleta, as interacbes planta/ microrganismos, planta/ insetos e planta/
planta, técnicas de colheita e pds—colheita, sdo alguns fatores que afetam
diretamente na composi¢do quimica em algumas espécies, a figura 6 mostra alguns
fatores que podem exercer influencia sobre espécies vegetais. Outro fator
observado, desde os primeiro estudos da quimiotaxonomia vegetal, é a variacdo de
plantas relacionadas as caracteristicas do solo.” Também é valido ressaltar que
estes fatores podem apresentar correlagdes entre si, ndo atuando isoladamente,
podendo exercer influéncia conjunta no metabolismo secundéario,® como:
desenvolvimento e periodo; indice pluviométrico e periodo; temperatura e altitude,

entre outros.*®

Geralmente esses estudos sao restritos a espécies que ocorrem
predominantemente em regides temperadas, muitas das quais sdo comercialmente

importantes, e podem ter sofrido fortes pressdes seletivas antropicas visando certas
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caracteristicas desejadas. Mas seu comportamento, nem sempre é representativo
de plantas selvagens ou de outros tipos de habitat.*®

Para Oleos essenciais de importancia econbmica reconhecida, o
conhecimento das condi¢des de cultivo é fundamental, visando estimular o aumento
ou manutencdo da producdo dos componentes. Em plantas medicinais a
variabilidade terpenoidica deve ser considerada como uma questdo de alta
relevancia visto que a droga vegetal é caracterizada pelo teor do principio ativo que
contém.'® Dewick®® mostra alguns exemplos como: no oléo de eucalipto, que é
caracterizado pela acdo antisséptica do eucaliptol; ou no 6leo essencial das folhas
de capim-limdo usado em perfumes pelo odor caracteristico do citral e a acdo

antisséptica e desinfetante do a-terpineol no 6leo essencial de pinho.

Mesmo sabendo que as variacdes quimicas ocorrem de acordo com diversos
fatores, a quimiotaxonomia vem fornecendo dados de grande validade para a

reestruturacéo de sistemas de classificacdo das espécies.’

Ritmo circadiano

RN

indice pluviométrico
‘ Radiacdo UV

/ Composicdo CO; SO,
/ atmosférica NO, O,

s Herbivoria e
Ataque de patogenos

Sazonalidade

Figura 6. Principais fatores que podem exercer influéncia no teor de metabdlitos

secundérios, adaptado de Gobbo-Neto e Lopes.*
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Alguns exemplos da variabilidade de composicdo quimica podem ser
observadas nas flores de Matricari recutita L as quais demonstraram que a
composicdo quimica € diferente por regido e também foi observado uma maior

variedade de compostos em praticas agricolas convencionais.?

Do oleo essencial extraido de folhas e flores de Myrcia salzmannii Berg, foi
observado influéncias relacionadas a temperatura e precipitacdo em determinados
compostos. O a-pineno, cariofileno e o a-humuleno apresentaram concentracao
semelhante no inverno (época de chuvas) e no verdo, mas compostos néao
identificados com IK (indice de Kovats, conforme a equacdo 2 pagina 25) de 1582,
1586 e 1602 apresentaram quase o dobro da média da concentracdo no verao.
Também é possivel observar que o Oleo extraido das flores apresentou maior
variedade de compostos.?* Das folhas, frutos e caule de Pseudoxandra cuspidata foi
extraido Oleo essencial e se observou diferenca tanto qualitativa como quantitativa
dos compostos majoritarios.”> O mesmo comportamento ocorreu para o 06leo
essencial de folhas e galhos de Ocotea puberula®® demonstrando assim diferenca de

Oleos extraidos de 6rgaos diferentes da mesma espécie.

Num estudo sazonal do 6leo essencial de folhas de Eugenia pyriformis e
andlise da composicdo dos oleos de flores e frutos da mesma espécie situada no
estado do Parana, observou-se variabilidade na composicdo do 6leo extraido das
folhas, devido as variacdes climaticas. A fracdo monoterpénica foi predominante,
exceto nos meses de dezembro, abril e outubro de 2006. Também foi possivel
observar que amostras do mesmo més coletadas em um ano diferente
demonstraram variagdes como em outubro de 2005 o teor de monoterpenos era
60,7%, um ano depois foi 12,3%. Em dezembro de 2005 a fracdo monoterpénica
representava 43,8% em dezembro de 2006 foi de 11,3%, o autor relata a influencia
de diversas varidveis ambientais para explicar o fato observado. Também foi
possivel visualizar diferenca na composi¢éo do 6leo de diferentes partes do vegetal
(folhas, flores e frutos), sendo que alguns compostos apresentaram caracteristicos
em todas as amostras: terpinenol-4, a-terpineol, espatulenol, 6xido de cariofileno,
globulol e o a-cadinol. O teor de monoterpenos foi maior nas folhas (média de
48,7%) seguindo dos frutos (29,0%) e flores (2,0%).2*
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Da mesma forma, verificando influéncias relacionadas a partes do vegetal, o
Oleo essencial extraido de folhas e caule da espécie de Schefftera heptaphylla foi
possivel observar rendimento maior para o 6leo das folhas no inverno, e menor para
o 6leo do caule na primavera.®* Rosa et al.® estudou o 6leo essencial de
Cymbopogon martinii avaliando partes do vegetal em horarios de coleta diferente. O
teor de 6leo foi maior nas flores e que o horario da coleta este caso ndo teve

diferenca significativa.

Ja4 para a Andropogum sp. o horario de coleta foi significativo. Foram
coletadas amostras as 7, 9, 11, 13, 15 e 17 h, e foi verificado que o rendimento do
Oleo essencial foi maior nos periodos de corte das 7 h até as 11 h. Também foi
observado que a concentracdo de citral, presente no 6leo essencial, foi menor no
periodo neste periodo.* Para o 6leo essencial das folhas de Casearia sylvestris,
Tininis et al.,?® coletaram material vegetal de 12 individuos ao amanhecer (7 h) e a
tarde (15 h), também foi observado que no periodo da tarde hd uma maior variedade

de compostos majoritarios.

Das folhas e galhos de Trichilia catigua A. Juss e Siparuna guianensis Aubl.,
de espécies localizadas em Vigosa-MG, foram extraidos 6leos essenciais e realizado
a avaliacdo sazonal. Foi possivel observar que ambas espécies ndo apresentaram
variacdo sazonal na producdo de 6leo essencial, as folhas das duas espécies
apresentaram maior rendimento de 6leo. Sendo que a melhor época de colheita,

para um manejo sustentavel, o outono e inverno.?’

O teor de 6leo e o periodo foi monitorado do mesmo modo no trabalho de
Deschamps et al.?® com o 6leo essencial de espécies de menta (Mentha x piperita
L., M. suaveolens Ehrh., M. spicata L., M. aquatica L. e M. arvensis L. ) cultivadas
na regido de Curitiba-PR. Foi possivel observar aumento de rendimento de Oleos de
vegetais coletados durante o verdo (janeiro) mais do que os obtidos no inverno
(ulho). Demonstrando assim a influéncia das estagcbes do ano sobre as
caracteristicas do Oleo essencial. Comportamento observado também no estudo do
O0leo essencial das folhas de Hyptis marrubioides, onde foi acompanhado a
composicao e o teor em todas as estacfes do ano, sendo o verdo a época com 0

maior rendimento. E no periodo do inverno foi observada maior concentragdo de
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compostos majoritarios.?> A comparacdo entre o 6leo essencial de dois morfotipos
de sacaca (Croton cajucara Benth) foi possivel observar um teor maior de 6leo na

sacaca branca do que na vermelha.*

Mendes et al.®!

avaliou o rendimento e composi¢ado quimica do 6leo volatil das
folhas de Dalbergia frutescens, monitorando variaveis climaticas como a
temperatura, precipitacdo, insolacdo e a nebulosidade num periodo de um ano. O
rendimento sofreu influencia direta com a temperatura e nebulosidade, e inversa
com a precipitacdo e nenhuma com a insolacdo. JA& na composi¢cao quimica foi

possivel caracterizar compostos majoritarios por estacdes do ano.

Ja4 na avaliacdo da sazonalidade do Oleo essencial de trés matrizes de
Heteropyxis natalensis localizadas no Jardim Botanico de Johanesburgo, houve
variacdo entre a concentracdo dos compostos majoritarios durante o periodo
analisado. No mesmo trabalho foi avaliada a variacdo geogréfica de seis localidades
na composicdo quimica do Oleo essencial, trés localidades formaram grupos
distintos individuais, devido a composi¢cdo quimica majoritaria dos 6leos extraidos

das espécies dessas regides.*?

|-33

Santos et al.”” estudou a alelopatia (influéncia de interacées entre espécies

vegetais, geralmente devido & presenca de metabdlitos secundarios)** no 6éleo
essencial de Cymbopogon citratus, o rendimento foi maior para espécies cultivadas
consorciada com Achillea millefolium L., em coletas no periodo da manha, em

épocas de elevadas temperaturas e umidades.

Avaliando a idade da planta (60 e 135 dias) e tratamento do solo (em relacao
a NPK), do dleo essencial das partes aéreas de Hyptis suaveolens localizadas em
Alfenas-MG, houve variagdo quimica relacionada aos fatores ambientais,
demonstrando que a deficiéncia de NPK com fator significativo na composicdo do
Oleo. Ja a idade da planta aliado com a disponibilidade nutricional constituiu um fator

mais significante ainda.®
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2.5.Descri¢ao botanica

Existem diversas familias de espécies vegetais produtoras de O6leos
essenciais,'® neste contexto, o conhecimento sobre as caracteristicas taxondmicas

dos vegetais sao de grande importancia.

2.5.1 Angiospermas

As angiospermas sdo um grupo diversificado de plantas com flores e frutos,
existem 2.826 géneros com cerca de 250.000 espécies atuais, sendo no Brasil

31.788 espécies distribuidas por todo territério nacional.*®

A cobertura vegetal do
planeta esta, em sua maior parte, representada por angiospermas, iSSO mostra o
grande poder de adaptacao e a diversidade deste grupo. Dentro deste grupo existem
plantas fotossintéticas e aclorofiladas, aquaticas de &aguas doces e salgadas,
pequenas ervas e arvores de grande porte, e até plantas carnivoras, mostrando a
grande diversidade deste grupo. A dupla fecundacédo é uma caracteristica marcante

nas angiospermas e é um avanco biolégico perante as gimnospermas.®’

2.5.2 Fabaceae

Dentro do grupo das angiospermas esta a familia das Fabaceae. E a segunda
maior familia de plantas medicinais, com 490 espécies utilizadas em diversos
medicamentos tradicionais. H& também cerca de 290 espécies de Fabaceae
relatadas como téxicas.®® Dependendo do sistema de classificacdo, a familia das
Fabaceae pode ser chamada de Leguminosae, ela engloba desde espécies
arbéreas até espécies herbaceas anuais, muitas de grande importancia econdmica e
principalmente alimentar como a soja, o feijdo, e também como produtoras de
madeiras valiosas. Ha cerca de 650 géneros e aproximadamente 18 mil espécies,
representando uma das maiores familias de Angiospermas e também uma das
principais, do ponto de vista econdmico. Ocorre em todos os habitats do planeta,
com excecao das regides antarticas e articas, e sendo abundantes em regifes
tropicais. No Brasil, ocorrem cerca de 200 géneros e 1.500 espécies. Caracteriza-se
com a presenca de frutos em forma de vagem, embora haja algumas excecoes. A
maioria delas utiliza de uma contribuicdo simbidtica de bactérias (do género

Rhizobium) para a fixacdo e incorporac&o do nitrogénio atmosférico.3?4%4
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Héa cerca de 2.722 espécies de Fabaceae no Brasil, alguns exemplos séo:
Abarema Pittier, Abrus Adans, Acacia Mill, Aldina Endl, Barbieria DC., Bocoa Aubl.,
Canavalia DC., Chamaecrista Moench, Clitoria L., Copaifera L., Cymbosema Benth.,
Galactia P.Browne, Indigofera L., Leucaena Benth., Luetzelburgia Harms,
Machaerium Pers., Macrolobium Schreb., Mimosa L., Pithecellobium Mart., Pueraria
DC., Senna Mill., Swartzia Schreb., Zornia J.F.Gmel., e a Myrocarpus Allemao.*

Foram observadas atividades biolégicas de Oleos e extratos vegetais de
extraidos de espécies de Fabaceae. Como o 6leo essencial de Bowdichia virgilioides
Kunt apresentou atividade antimicrobiana frente a Candida albicans, Candida
guilliermondii, Candida stellatoidea, Micrococcus luteus e Trichophyton rubrum.*?
Produtos extraidos do género da Copaifera podem atuar com uma droga menos
toxica e com maior eficiéncia para o combate da doenca de Chagas,** ou como um
substitutivo potencial ao eugenol (o qual € citotoxico) no cimento para tratamento de
caries devido a sua atividade antibacteriana, no caso do 6leo essencial de Copaifera
multjuga Hayne.** A baixa toxicidade deste género foi estudada também
demonstrando que o 6leo essencial de Copaifera reticulata Ducke (ou apenas 6leo-
resina de copaiba) apresenta uma relativa margem seguranca no uso em

tratamentos terapéuticos.*

Também apresentou atividade bioldgica e possivel uso como conservante de
carnes o 6leo essencial de Ceratonia siliqua.*® E o 6leo das folhas Pterodon
emarginatus Vogel apresentou potencial para o uso em produtos farmacolégicos.*’

Espécies de Fabaceae, com uso medicinal, utilizadas por indios Tapebas
foram relatadas por Morais e colaboradores,*® como a Amburana cearensis utilizada

com atividade anti-malaria, antiprotozodrios, antifingicos e antibacterianos.*’

2.5.3 Myrocarpus

O género Myrocarpus, presente na familia das Fabaceae, se divide em quatro
espécies: Myrocarpus fastigiatus Allem&o, Myrocarpus leprosus Pickel, Myrocarpus
venezuelensis Rudd e o Myrocarpus frondosus Allemédo. Sao espécies nativas que
pertencem a familia das Fabaceae, as espécies Myrocarpus fastigiatus Allemao e
Myrocarpus leprosus Pickel sdo endémicas, se desenvolvendo apenas em
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determinadas regides. A espécie Myrocarpus fastigiatus Allemao € distribuida no
Nordeste (Pernambuco e Bahia), no Sudeste (Espirito Santo e Rio de Janeiro), na
Caatinga e na Mata Atlantica. A Myrocarpus leprosus Pickel esta presente no
sudeste (Sao Paulo) e na Mata Atlantica. A Myrocarpus venezuelensis Rudd é de
regides com o Norte (Para), o Centro-Oeste (Mato grosso) e a Amazbnia. A espécie
Myrocarpus frondosus Alleméao é a espécie do género o qual € mais distribuida no
Brasil (figura 7) e a Unica na regido sul, ocorre no Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e Sul (Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul).” 403®

O género Myrocarpus € um dos principais pertencentes a subfamilia
Papilionoideae. Esta subfamilia inclui arvores, arbustos, lianas e ervas, com folhas
gue podem ser pinadas, trifoliolodas, simples ou subafilas. As flores sdo zigomorfas
e os frutos podem ser em forma de legumes (vagem), lomentos e samaras.*°

Figura 7. Distribuicdo de Myrocarpus frondosus no Brasil®
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2.5.4 Cabreutva (Myrocarpus frondosus)

A cabrelva como € conhecida a espécie Myrocarpus frondosus no sul do
Brasil, € uma arvore de 20-30 m de altura com ramos fortemente lenticelados, e
tronco que varia de 60-90 cm de diametro revestido por casca pouco suberosa de
cor pardo-amarelada, folhas compostas e imparipinadas. Inflorescéncias em
racemos auxiliares e terminais cilindricos com flores de cor branco-creme, as quais
florescem nos meses de setembro e outubro. Os frutos sdo de cor parda do tipo

pterocarpo e amadurecem em novembro e dezembro.’

A madeira é pesada, com densidade que varia de 0,87-0,89 g/cm® , é muito

650 & de odor

resistente e com grande durabilidade.”® E também avermelhada, dura
doce e floral, proporciona diversas finalidades para seu uso como a fabricacdo de
piso de parquet,®* como na construcdo civil (caibros, ripas, vigas, obras externas),
vigas para pontes e mourdes, fabricacdo de rodas, moveis, balcdes, carrocerias,
pecas torneadas, lambris, paineis e revestimentos decorativos.”*° E também é muito
utilizada para confecdo de reservatorios (barris) para bebidas destiladas e vinhos,

com o objetivo de caracterizar ao produto final seu aroma.*

Em alguns casos, € observado alergia ocupacional nas atividades com
madeira (em geral doencas respiratorias). Isto também foi observado na
manipulacédo da madeira da cabrelva, que ocasionou uma leve alergia.”* Di Stasi et
al.,>® destacaram, em estudos de &rvores nativas e a medicina popular, a espécie

Myrocarpus frondosus pelo uso como antiflamatorio e cicatrizante.

Na literatura, cabretva € o nome comum de diversas espécies de Fabaceae,
0 Oleo essencial de cabreuva pode ser encontrado como o 6leo-pardo (Myrocarpus
frondosus), O6leo vermelho (Myroxylon peruiferum) e a cabreGva vermelha
(Myrocarpus fastigiatus). Com relacdo a esses Oleos, geralmente extraidos de
galhos e residuos de carpintaria, 0s componentes majoritarios sdo o nerolidol e o

farnesol.>®

Alguns compostos foram extraidos da madeira de Myrocarpus frondosus
(figura 8), como a nerolidol, farnesol (Naves, 1947 apud Perez, 2005),2 p-metil-

acetofenona , aldeido tetrahidro-A3-p-toluil, tetrahidro-A3-p-metil-cetofenona (Naves,
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1948 apud Perez,2005),® a-cadinol (Naves, 1955 apud Perez,2005), ® e 0 1-metil-4-
acetil-1-ciclohexeno (Zipei et al, 1988 apud Perez,2005).

0]
NS @) NS
o:< CHj
OH _ o =
| | 1-Metil-4-acetil-1-ciclohexeno . |
p-Metil-acetofenona OH

Nerolidol

COCH;4 Farnesol

Aldeido tetrahidro-Ag-p-toluil tetrahidro-A; -p-metil-cetofenona .
a-cadinol

Figura 8. Compostos extraidos da madeira da cabretva

Perez® extraiu diterpenos das raizes da cabrelva estruturas apresentadas na

figura 9.

Figura 9. Diterpenos isolados das raizes da cabrelva
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2.6. Técnicas de extracdo

Algumas caracteristicas, como o 6rgdo no qual se encontra as células
secretoras de 0leo e valor comercial do produto final, podem indicar qual o melhor
método de extracdo.'® Oleos essenciais, geralmente sdo extraidos de plantas
destilacdo por arraste a vapor, e também pela prensagem a frio do pericarpo de

frutos citricos.'®%*

Quando o produto é de alto valor comercial e baixo rendimento,
como jasmim, € utilizado a enfleurage (enfloracdo) e extracdo com solventes
organicos. Para 6leos de alta volatilidade e instabilidade a altas temperaturas se
utiliza a extracdo por fluido supercritico (muito utilizado industrialmente, sendo de
alto custo).®> Uma técnica simples e viavel e que tem sido utilizada em diversas
matrizes volatéis e semi-volatéis é a Microextragdo em fase soélida com Head-Space
(HS-SPME, do inglés headspace solid phase microextraction method).>® Essa
técnica ndo é utilizada comercialmente mas é muito Util na identificacdo de

compostos volateis.*

Variaveis relacionadas a extracdo sao muito estudadas. Na extracdo de
terpenos em folhas de espécie de Perilla frutescens, através das técnicas de Fluido

.,°® observaram a mesma

supercritico, hidrodestilacdo e HS-SPME , Huang et a
composicdo majoritaria, com algumas diferencas como a maior sensibilidade e
velocidade na técnica de HS-SPME, quantificacdo de compostos com maior peso
molecular ,como vitaminas, e no maior rendimento na técnica de fluido supercritico.
Na hidrodestilagdo alguns compostos volateis ndo foram detectados devido ao

tratamento térmico.

A técnica de hidrodestilacdo quando comparada a de HS-SPME em raizes de
Rhaponticum acaule L. demonstrou pouca diferenca qualitativa na composicao
quimica. As diferencas encontradas sao justificadas pelo método de obtencdo dos
compostos volateis. HS-SPME é uma técnica muito utilizada para uma rapida e
pratica caracterizacdo a qual utiliza uma pequena quantidade de amostra, a extracdo
depende da afinidade da fibora com os compostos volateis. Ja a hidrodestilacdo
depende da solubilidade dos compostos em agua, perdas por evaporagao e na fase

aquosa. >’
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Muitos autores, além dos ja citados, adotam a técnica de hidrodestilacdo para

1,8 utilizaram a

a extracdo de Oleos essencias de diversas espécies. Zouari et a
hidrodestilacdo para extracdo de 0Oleo essencial de flores de Allium roseum L. Na
extracdo de Oleo volatil da casca de canela de trés espécies (C.cassia, C. verum e
C. loureirii) a técnica de hidrodestilacdo também foi utilizada.”® E na extracdo de
outras espécies como Dalbergia frutescens;*' Malania oleifera;*° trés espécies de
Thymus (Thymus broussonetii, Thymus maroccanus e Thymus satureioides).®
Estudos da espécie Matricaria recutita L.(camomila) também foram utilizados a

hidrodestilag&o.?*%?

Na hidrodestilacdo, o material vegetal é aguecido com agua e recebe pressao
das moléculas de vapor d’agua entrando em ebulicdo. No estado gasoso, 0s
compostos volateis sdo arrastados pelas moléculas de agua até um resfriador e
posteriormente separadas. Em pequena escala o equipamento utilizado é um
extrator do tipo clevenger.’® A hidrodestilacdo também pode ser utilizada assistida
por microondas. Onde o sistema de aquecimento, geralmente s&o mantas
aquecedoras, é substituido por um aparelho de microondas especifico ou por um
doméstico adaptado resultando menor tempo de extracdo e maior rendimento.®®
Wang et al.,** obtiveram reducéo do tempo de extracéo utilizando a hidrodestilagéo

assistida por microondas.
2.7.Técnicas de analise cromatografica

Sendo o valor de mercado do 6leo essencial determinado diretamente pela
sua composicao, a caracterizacdo quimica € um item importante para a manutencao

da qualidade, planejamento de cultivos e obtencao de fitofarmacos.**

A analise cromatografica em 0leos essenciais visa o controle de qualidade,
investigacdo de adulteracdo, busca de novos componentes, ou a caracterizacao das
classes quimicas de compostos presentes.” Para caracterizacdo quimica qualitativa
do Oleo essencial utiliza-se cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de
massas (CG-EM),’° a amostra pode ser injetada sem nenhum tratamento prévio.
Neste método, a identificacdo dos compostos € realizada comparando o espectro de

massa do composto e seu indice de retencdo (IR) com dados presentes na



25

literatura,® sendo utilizado para cromatografia gasosa com temperatura programada
(o indice de retencao varia linearmente com a temperatura), o qual é baseado no
tempo de retencdo de uma série de alcanos saturados de cadeia normal, conforme

equacéo 1.%

TRy — TR,

IRy = 100Z + 100 (———%
) * (TRZ+1 — TR,

)

onde ,

X = composto desconhecido

IR = indice de retengdo do composto X

Z = numero de atomos de carbono dos n-alcanos eluidos antes de X
Z+1 = namero de atomos de carbono dos n-alcanos eluidos depois de X
TRx) = tempo de retengdo de X

TRz = tempo de retencéo de Z

Alternadamente também pode ser utilizado o indice de Kovats (IK), quando se
utilizada a cromatografia gasosa com temperatura a constante (isoterma). Assim séo
relacionados o nimero de atomos de carbono dos n-alcanos e o nimero de atomos
de carbono do composto desconhecido com o logaritmo dos tempos de retencéo,

conforme equacéo 2.5

logTRy — logTR,
logTR;.1 — logTR,

IKx) = 100Z + 100 ( ) )

onde ,

X = composto desconhecido

IKx = indice de reteng¢é@o do composto X

Z = numero de atomos de carbono dos n-alcanos eluidos antes de X

Z+1 = namero de atomos de carbono dos n-alcanos eluidos depois de X
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TRx) = tempo de retengdo de X
TRz = tempo de retencdo de Z

Para quantificacdo destes constituintes, além do espectrdmetro de massas,
também é utilizado a cromatografia gasosa com detec¢do por ionizagdo em chama
(CG-DIC),*® utilizando o método de normalizacéo das areas dos picos, ou método
do 100%. Com o objetivo de ter mais seguranca no resultado pode ser usado padrao

interno ou adicdo de padr&o para alguns componentes. °

A cromatografia bidimensional com detector espectrdbmetro de massa por
tempo de v6o (GCxGC-ToF, do inglés two-dimensional gas chromatography - time-
of-flight mass spectrometry), € uma técnica pouco utilizada, que tem se destacado
por apresentar resultados mais sensiveis na identificacdo de compostos volateis.*
Resultados observados por Petronilho et al.?® na andlise de flores de Camomila

(Matricari recutita L).
2.8.Analise estatistica

A andlise estatistica de dados € fundamental para o estudos de quaisquer
processos onde exista variabilidade. Em uma etapa de analise e interpretacdo dos
dados os célculos de medidas visam descrever o fendbmeno observado. O
significado exato de cada um dos valores obtidos através do calculo das varias
medidas estatisticas disponiveis deve ser bem interpretado.®® Afinal, analisar dados
significa identificar comportamentos meédios, comportamentos discrepantes,
comparar comportamentos, resumir a informacao contidas nesses dados e assim

permitir que as decisdes sejam tomadas de forma mais consicente.®®

Para realizar andlises de médias entre amostras do mesmo tamanho, h&
diversos métodos para comparacdo, o procedimento mais eficiente proposto é o

teste de Tukey.®" 8

Mas em muitos casos a complexidade de varios fenbmenos requerem uma
anélise de muitas variaveis diferentes.®® Dentro desse contexto, a andlise estatistica

multivariada, € um método muito utilizado. Essa técnica é definida pela andlise

simultanea de multiplas medidas sobre cada individuo (objeto sob investigacéo),
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qualquer andlise simultanea de mais de uma variavel de certo modo pode ser
considera analise multivariada.’”® De modo geral essas variaveis sdo correlacionadas
entre si, e quanto maior o numero de variaveis mais complexa é a analise por

métodos univariados.’*

Atualmente, a vasta quantidade de dados sob diversas areas do
conhecimento, proporciona o uso dessas andlises. Técnicas analiticas multivariadas
historicamente foram muito utilizadas em trabalhos nas areas de Psicologia,
Ciéncias Sociais e Bioldgicas, mais recentemente tém sido utilizadas amplamente
em trabalhos relacionados a Quimica, Fisica, Geologia, Educacdo, Engenharias,
Ergonomia ,e também em indulstrias e governos. O grande avanco da tecnologia
computacional e o crescente nimero de softwares estatisticos com moédulos de

anélise multivariada permitiram a expansao dessas técnicas de analise.®®"%"!

Na andlise de dados multivariados h&a basicamente dois grupos, o primeiro
grupo constituido de técnicas exploratérias de sintetizacdo ou simplificacdo da
estrutura de variabilidade dos dados, como a andlise de componentes principais,
andlise de agrupamento, analise fatorial, correlacdes, analise discriminante e anélise
de correspondéncia. Um segundo grupo é formando por técnicas de inferéncia é
constituido de métodos de estimacéo de parametros, testes de hipotese, analise de

variancia e covariancia, e anélises de regress&o.”*

Dentro do grupo de técnicas exploratérias e de sintetizacdo, a matriz de
correlacdo de Pearson é largamente utilizada sendo uma técnica simples e de facil
interpretacdo das correlacdes, sendo também a base para a andlise de
componentes principais. Logo, a analise de componentes principais (ACP) tem
destaque, pois tem como objetivo analisar as interrelacdes entre muitas variaveis e
explicar estas utilizando fatores comuns, e tentar condensar as informacgdes obtidas
em um menor numero de fatores com uma perda minima de informag&o. Outra
técnica exploratéria e de sintetizacdo muito utilizada é a andlise de agrupamento,
onde € possivel visualisar, atraves de um dendrograma, a formacdo de

agrupamentos aproximados e grupos atipicos.’®
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2.9. Atividade antioxidante

Existe uma grande procura por substancias que possam prevenir ou combater
doencas patoldgicas relacionadas ao estresse oxidativo, como exemplo o café que
possui constituintes potencialmente quimioprotetores em diferentes sistemas
quimicos e bioldgicos. A explicacdo estaria nos numerosos antioxidantes presentes

na bebida.”

A atividade antioxidante esta diretamente relacionada a capacidade de um
composto de inibir a degradacdo oxidativa. Muitos alimentos e bebidas tem seu
beneficio & satde justificado por esta propriedade.”

Na industria alimenticia muitos aditivos antioxidantes séo utilizados com a
finalidade de evitar a oxidacao de lipideos, sem esses aditivos ocorre a formacao de

sabores e de compostos quimicos indesejaveis.’

2.9.1 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Com o objetivo de identificar e isolar possiveis compostos que possuam
atividade antioxidante,” um método que é popularmente utilizado é do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).”®

Neste método a amostra reage com o reagente DPPH onde é monitorada, por
métodos espectroscopicos na regido do visivel, h4 diminuicdo de absorbancia
conforme a reducdo com o radical livre DPPH.”* O DPPH é um radical livre estavel,
em virtude da deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. A
reacao de reducédo € observada pela variacdo de coloracéo, do violeta ao violeta-
claro ou amarelo (forma reduzida), conforme a equacdo quimica apresentada na
figura 10.7
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Figura 10. Reducao do radical livre DPPH

2.9.2 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP (Poder
Antioxidante de Reducdo ao Ferro, do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power) é
aplicada tanto para fluidos biol6gicos, como para solu¢cdes aquosas, e extratos

vegetais, sendo um método simples e reprodutivo.’’

O método é baseado na reducéo do complexo formado por 2,4,6-tri(2-piridil)-
1,3,5-triazina (TPTZ) e ferro (lll) conforme figura 11. Neste método a reacdo de
reducao é monitorada por méetodos espectroscopicos na faixa do visivel, o complexo
de ferro (lll) apresenta a coloracao azul-clara e o complexo reduzido, ferro (ll), a cor

azul-escura.’®

| AN 7
N | > N/ N\ \N
7 NN o SN
3Nz + antioxidante N 2NN
NP N - y /Fe
) - ‘S
N I N
Ny S NS |
| Sl s
= =
3
[Fe(I)(TPTZ),]* [Fe(I)(TPTZ),]3*

Figura 11. Reducéo do pelo método FRAP




3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Equipamentos
Agitador tipo Vortex Biomixer, modelo QL 901,
Balanca Analitica Marte, modelo AY220;
Balanca eletrénica de precisdo Shimadzu, modelo BL3200H,;
Banho Maria Nova ética, modelo314-6DN;
Bomba de vacuo e ar comprimido Prismatec, modelo 131;
Coluna cromatogréafica RTX-5MS Restek (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum);
Cromatoégrafo gasoso Shimadzu, modelo GC-2010;

Cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro massas Shimadzu, modelo
GC-MS- QP2010 Plus;

Espectrofotometro UV/Vis Dynamica, modelo SB- 10;
Evaporador rotativo Fisaton, com banho de aquecimento, modelo 801;
Liquidificador 2 L Walita , modelo RI-2034;
Manta aquecedora 5,0L Heating Mantles;
Refrigerador 350L Electrolux, modelo RDE35.
3.2.Vidrarias
Baléo fundo redondo 2 L;
Bal&o volumétrico de 10, 25, 50 e 100mL;

Becker de 10, 50 e 100 mL;
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Extrator de 6leo tipo clevenger;
Funil de separacgéo 250 mL,;
Pipeta volumétrica de 1, 2, 10 e 25 mL;
Tubo de ensaio.
3.3.Reagentes
Acetato de sodio trihidratado 99,0% Alphatec;
Acetona P.A. 99,5% Alphatec;
Acido acético glacial P.A 99,5% Nuclear;
Acido cloridrico P.A. 36,5 - 40% Nuclear;
Ar Sintético, pureza 99,999%;
Cloreto férrico hexahidratado 98,0 - 101,0% Synth;
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) Aldrich;
Eter Etilico P.A 99,8% Quimios;
Hélio, pureza 99,999%.
Hidrogénio, pureza 99,999%;
Metanol P.A 99,8% Synth;
Padrbes de n-alcanos C7-C30 (Supelco Analytical);
Sulfato ferroso heptahidratado 99,0% Dinamica;
Sulfato de Sodio Anidro P.A 98% Vetec;

TPTZ 98% Sigma Aldrich;
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3.4.Coleta

As folhas das matrizes de Myrocarpus frondosus foram coletadas no
municipio de Taquara-RS no Distrito Rio da Ilha no Quarto Frio (figura 12). O
periodo de coleta foi de um ano, sendo realizado sempre na primeira quinzena de
cada més durante a manha. Exsicatas das trés espécimes foram incorporadas no
herbario da Universidade Federal do Rio Grande — FURG e identificadas com o
namero de registro HURG 5137. A localizacdo geografica dos exemplares séo:
matriz 1 latitude 29°35’07.61"S e longitude 50°38'00.91"0; para matriz 2 a latitude
29°35’'07.65"S e longitude 50°38'01.71"0; e para matriz 3 latitude 29°35'07.85”S e
longitude 50°38'02.36”0. A figura 13 apresenta as trés matrizes coletadas para a

pesquisa.

5 ._'o;igrejinha

.glaquara .

Figura 12. Localizacéo das matrizes de Cabrelva, M1, M2 e M3
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Figura 13. Fotos das arvores de cabrelva

3.5. Extragao

As folhas foram coletadas e trazidas para o laboratério onde foram maceradas
no liquidificador e pesadas. Em seguida as folhas foram entdo extraidas por
hidrodestilacdo para obtencdo do 6leo essencial. A figura 14 mostra o esquema de
extracdo do O6leo essencial. O solvente utilizado na separacdo das misturas
agua/dleo foi o éter etilico P.A.. Apos quatro horas de extracéo, o 6leo foi separado
da fase aquosa com auxilio de um funil de separacdo, seco com sulfato de sélido
anidro P.A e a fase etérea evaporada para obtencdo do O6leo essencial. O
rendimento do 6leo foi obtido através de pesagem.**
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Figura 14. Extracdo do oleo essencial.

3.6. Andlise cromatogréfica

Para a avaliacdo qualitativa do 6leo essencial foi realizada a analise em um
cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massa nas condi¢des
descritas na tabela 2.



Tabela 2.

Condi¢Bes de analise cromatografica CG-EM
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Cromatégrafo com Espectrometro de massas

Shimadzu, modelo GC-MS- QP2010 Plus

Quantidade de amostra
Modo de injecédo

Coluna

Velocidade linear

Gés de arraste

Presséo na coluna
Temperatura do injetor
Temperatura do forno
Modo de ionizacao eletrdnica
Varredura de m/z
Frequéncia

Temperatura fonte de ions

Temperatura interfase

10 mg/mL

Split 1:10

RTX-5MS —Restek( 30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
1 mL/min

Hélio (He)

59 kPa

240°C

50°C a 290°C (4 °C/min)
70 eV

40 a 600 Da

2,94 scan/sec

260 °C

280°C

A obtencédo dos dados foi efetuada pelo software GCMS Postrun Analysis. A
identificacdo dos compostos foi baseada na comparacédo dos indices de retencédo na
mesma coluna e espectro de massa descrito por Mc Lafferty and Stauffer (Wiley) e
por Adams.” O indice de retencéo (IR) foi obtido de acordo com o método de Van
den Dool para padrbes de n-alcanos C7-C30. O indice de retencéao foi calculado pelo

software do equipamento conforme equacao 1( ver pagina 25).

A anadlise quantitativa foi realizada em um cromatografo gasoso com detector

64,79

de ionizacdo de chama (CG-DIC), com as condi¢des citadas no tabela 3.



Tabela 3. Condicbes de analise cromatogréafica CG-DIC

Cromatdgrafo

Shimadzu, modelo GC -2010

Quantidade de amostra
Modo de injecdo
Coluna

Velocidade linear

Gas de arraste
Presséo na coluna
Temperatura do injetor
Temperatura do forno

Temperatura do detector

10 mg/mL

Split 1:10

RTX-5MS —Restek( 30m x 0,25mm x 0,25um)
1 mL/min

Hélio (He)

59 kPa

240 °C

50 °C a 290 °C (4 °C/min)

260 °C
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Nesta analise a identificacdo foi por meio da normalizacédo da area dos picos,

sem uso de fatores de correcao.>®

3.7.Andlise de atividade antioxidante

3.7.1 Meétodo DPPH

Em tubos de ensaio foram adicionados a amostra de 6leo essencial e 1 mL do

padrdo de DPPH de modo que a concentracéo final de 6leo essencial fosse 250

pug/mL e o volume total de 3,5 mL utilizando metanol P.A para as diluicdes. Também

foi preparada a amostra controle de DPPH . Estes procedimentos foram realizados

em triplicata. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro de UV-Vis, a 517 nm e

convertida para atividade antioxidante (AA%),’* sendo utilizado como amostra

branco o metanol P.A conforme equacéo 3 abaixo, adaptado de Costa et a

(Absorbancia da Amostra — Absorbancia do Branco)

AA% = 100—{

Absorbacia do controle

X 100} (3)
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3.7.2 Método FRAP

Inicialmente para a elaboracéo da curva de sulfato ferroso foram preparadas
solugbes nas concentragcdes de 500, 1000, 1500, e 2000uM. A amostra foi
preparada a partir de um solucéo estoque de 10 mg/L de 6leo essencial em metanol
P.A., desta solucdo foram realizadas mais duas diluicdes nas concentracdes 2,78
mg/L e 5,00 mg/L em &agua. Tanto as quatro solucbes padrdo quanto as trés
diluicbes de amostra foram preparadas para leitura em espectrofotdmetro em 595
nm da seguinte maneira: em um tubo de ensaio uma aliquota de 90 pL (amostra ou
padréo) foi adicionada, e foram acrescentadas a esta 270 pL de agua destilada e 2,7
mL da solucdo de FRAP. O tubo foi mantido em banho-maria a 37 °C durante 30
minutos antes de ser realizada a leitura em espectrofotdmetro na regido do visivel
(595 nm), onde o regente FRAP foi utilizado como branco. A partir da equagao
obtida pela curva padréo,obtém-se o valor de absorbancia referente a 1000 uM de
sulfato ferroso. Tal valor é utilizado na equacado obtida da curva da amostra com o
objetivo de determinar qual a diluicdo de amostra (mg/L) correspondente a 1000 pM
de sulfato ferroso. O resultado do ensaio é expresso em UM FeSO,/6leo essencial

(g) conforme a equagéo 4.”""®

1000
~ X/1000

(4)

Onde,
AA = atividade antioxidante em uM FeSO./6leo essencial (g)

X = diluigdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de FeSO,.

3.8. Dados climéaticos

As variaveis climéticas radiacdo solar, temperatura e precipitacdo foram
monitoradas mensalmente através da estagdo meteoroldgica automéatica de Canela-

RS, conforme dados da INMET (Instituto Nacional de Meteorologia).®*
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3.9. Analise estatistica

As médias dos ensaios de atividade antioxidante foram comparadas
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA). A significancia das diferencas foi
calculada pelo teste de Tukey num nivel de significancia de 5%.

A analise multivariada dos dados foi realizada para interpretar a variabilidade
quimica das amostras, por meio da matriz de correlacdo de Pearson, analise de
componentes principais e analise de agrupamento, sendo todos os dados analisados

estatisticamente utilizando os softwares Statistic 7.0 e PAST.??



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1.Rendimento e dados metereoldgicos

As trés matrizes de Myrocarpus frondosus estavam em uma é&rea nativa de
aproximadamente de 500 m2 de &rea onde se encontram diversas espécies de
arvores na regiado (figuras 12 e 13). Em uma linha vertical, podemos descrever
primeiramente a matriz 1 (M1) que esta a 40 m da matriz 2 (M2) que por sua vez se
encontra a 5 m da matriz 3 (M3). A matriz 2, em funcdo do seu tamanho, é a arvore
mais antiga da regido. Na regido existe um pequeno cérrego o qual beneficiam as
matrizes 2 e 3 e naturalmente a regido onde se encontram essas duas arvores ha
uma maior diversidade de espécies. Como o trabalho esta focado no estudo pioneiro
das propriedades do 6leo essencial das folhas da espécie de Myrocarpus frondosus
na regido da Taquara-RS em seu estado natural, alguns fatores que néo foram
analisados poderiam influenciar nos resultados desse trabalho, como a idade da
espécie, demanda de nutrientes no solo,* e as influencias alelopaticas®* em funcéo

do crescimento consorciado com outras espécies.®

As folhas sempre foram coletadas durante a manha na primeira quinzena de
cada més, com o objetivo de evitar influencias relacionadas ao horario de coleta,*?°

sendo sempre observadas possiveis mudancas nas arvores em estudo.

ApoOs a coleta das folhas, as mesmas eram encaminhadas para o laboratorio
para as etapas de maceracdo e extracdo. Do Oleo obtido, foi determinado o
rendimento e, posteriormente, foram realizados os ensaios de atividade antioxidante
e de cromatografia gasosa. Foi possivel observar a variacdo no rendimento durante
o periodo do trabalho. O menor rendimento foi de 0,11% para as amostras da M1
nos meses de maio até agosto de 2012 (outono e inverno) e o maior rendimento de
0,25%, também para M1 no més de marco de 2012 (verdo). Os maiores valores
apresentados no verdo e 0s menores no outono e inverno, caracterizaram um
comportamento semelhante encontrado no Oleo essencial das folhas de
angiospermas como Eucalyptus citriodora Hook.,23 Cymbopogon citratus, ** Lippia
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alba.?*®® A tabela 4 mostra o rendimento obtido de 6leo essencial nos meses de
outubro de 2011 até setembro de 2012.

Tabela 4.

Myrocarpus frondosus.

Més/Ano Matriz Rendimento ( %) Més/Ano Matriz Rendimento ( %)
Janeiro 1 0,22 Julho 1 0,11
2012 2 019 2012 2 0.16

3 0,17 3 0,12
Fevereiro 1 0,23 Agosto 1 0,11
2012 2 0,20 2012 2 0,17
3 0,21 3 0,12
Marco 1 0,25 Setembro 1 0,13
2012 2 021 2012 2 017
3 0,22 3 0,15
Abril 1 0,18 Outubro 1 0,14
2012 2 0,16 2011 2 0,17
3 0,19 3 0,14
Maio 1 0,11 Novembro 1 0,14
2012 2 015 2011 2 017
3 0,17 3 0,15
Junho 1 0,11 Dezembro 1 0,19
2012 2 0,15 2011 2 0,19
3 0,14 3 0,17

Rendimento do 6leo essencial das folhas da M1, M2 e M3 de

Tabela 5. Dados Ambientais' observados no periodo de desenvolvimento do
trabalho
Estacéo-Ano Verdo-2012 Outono-2012
Més Jan Fev Mar Abr Mai Jun
Temperatura (°C) 17,83 | 2012 21,17 16,84 | 14,33 [ 13,27
Radiac&o Solar (KJ/m *) x10™" 160,12 | 177,69 | 168,95 | 1588 | 113,3 [ 130,44
Precipitacdo (mm) 137,6 | 248,8 262,4 65,6 92,0 133,4
Estacdo-Ano Inverno-2012 Primavera -2011
Més Jul Ago Set Out Nov Dez
Temperatura (°C) 12,23 | 11,23 15,21 13,32 | 1571 [ 17,11
Radiacdo Solar (KJ/m %) x10™ 100,96 | 93,55 | 122,62 | 141,88 | 175,51 | 168,76
Precipitacdo (mm) 127,8 | 100,6 97,8 1254 | 1334 36

" Fonte: Inmet, Estacdo Automatica de Canela, RS.

8l

Paralelamente as coletas das folhas para extracdo do 6leo essencial, foram

monitorados os dados ambientais da regido no periodo de coleta de material vegetal
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(tabela 5). A estacdo meteorologica adotada para obtencdo dos dados foi a de
Canela-RS devido a localizacdo proxima das arvores em estudo (aproximadamente
30 Km). Dentre os dados fornecidos pela estacéo, foram escolhidas a temperatura,

radiacéo solar, e a precipitacao.
4.2.Relacbes observadas entre o rendimento e dados  metereoldgicos

A variavel rendimento foi relacionada com as variagcbes ambientais,
demonstrando uma forte relagdo com a temperatura, como demonstra o grafico 3

para as trés matrizes de Myrocarpus frondosus, sendo que o maior rendimento de

6leo essencial foi no veréo.

A relagdo entre temperatura e rendimento sempre foi diretamente
proporcional, exceto nos meses de junho, agosto, e outubro para a M1, nos meses
de junho, julho e agosto para M2, e para M3 apenas no més de agosto. O més de
agosto é 0 que apresentou menor temperatura e radiacdo solar, entdo o

comportamento observado neste més pode estar relacionado a outras variaveis.

Da mesma maneira, Mendes et al.,*" observou forte relacdo da temperatura

com o rendimento nas espécie de Dalbergia frutescens (Fabaceae).
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Gréafico 3: Relacdo entre rendimento do 6leo essencial das folhas da M1, M2 e M3 de

Myrocarpus frondosus e a temperatura ambiente.
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A variadvel precipitacdo também foi relacionada. No periodo de maior
precipitacdo, durante o verdo, e nos meses de abril e novembro o rendimento em
todas as matrizes foi diretamente proporcional ao indice pluviométrico, isso também
ocorreu no junho para M2, julho para M3 e junho, julho e outubro para M1. Em
alguns meses das outras estacbes, como em agosto, setembro e dezembro para as
trés matrizes, junho e outubro para M3, julho e outubro para M2 o comportamento
era inverso. Podendo se concluir que nos meses onde a precipitacdo foi acima de
133 mm, a relacdo precipitacdo e rendimento sdo diretamente proporcionais. O
grafico 4 mostra a relag@o entre precipitacdo e rendimento para as trés matrizes de

Myrocarpus frondosus durante um ano.
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Gréafico 4: Relacdo entre rendimento do 6leo essencial das folhas da M1, M2 e M3 de

Myrocarpus frondosus e a precipitacéo.

Analisando a radiacdo solar, observa-se que para a maioria dos meses
referente a primavera, o comportamento foi inversamente proporcional. Isto também
foi observado no més de agosto e em margo para M1, junho para M3 e julho para
M2. Mas para maioria dos periodos do ano esta variavel ambiental apresentou
mesmo comportamento da temperatura. O gréfico 5 mostra a relacdo entre radiacédo

solar e rendimento para as trés matriz de Myrocarpus frondosus durante um ano.
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Gréfico 5: Relacdo entre rendimento do 6leo essencial das folhas da M1, M2 e M3 de

Myrocarpus frondosus e a Radia¢ao Solar.

A analise de componentes principais das variaveis ambientais (temperatura,
precipitacdo e radiagao solar) com o rendimento de 6leo essencial das trés matrizes,
explica 89,99% da variancia e esta apresentada na figura 15. Nela identificamos a
forte relacdo entre rendimento e temperatura. Também pela distribuicdo das
amostras podemos observar um grande grupo formado por amostras do outono,
inverno e inicio da primavera (maio, junho, julho, agosto, setembro, e outubro) essas
amostras foram as de menores valores de rendimento e temperatura. Este dado
demonstra a relacdo das amostras com a temperatura, de tal modo que conforme
essa variavel aumenta os grupos, estes vao dispersando. Janeiro, abril, novembro e
dezembro formam um grupo por apresentar temperaturas semelhantes, houve uma
variacdo de apenas 2,1 °C nestes meses (15,7-17,8 °C), sendo que devido aos
indices pluviométricos nos meses de dezembro e abril, periodos de menor
precipitacdo, estes estdo um pouco deslocados do grupo. As amostras coletadas
durante o verao, fevereiro e marco formam um grupo caracterizando oS meses nos

quais apresentaram os indices de precipitacdo e temperatura e rendimento mais
elevados.
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Figura 15. Andlise de componentes principais do rendimento 6leo essencial das folhas

das trés matrizes de Myrocarpus frondosus e as varidveis ambientais.

A correlacdo de Pearson entre as variaveis, tabela 6, expressa o grau de

.8 justifica que a matriz de correlacdo deve ter

correlacdo entre elas. Favero et a
valor acima de 0,30 para justificar a analise de componentes principais (ACP). Assim

os dados obtidos na tabela 6 justificam a ACP.

Tabela 6. Matriz de correlagcdo de Pearson do rendimento 6leo essencial das

folhas da M1, M2, M3 de Myrocarpus frondosus e as variaveis ambientais.

Rendimento M1 (%) Rendiment o M2 (%) Rendimento M3 (%)
Temperatura ( °C) 0,95 0,85 0,95
Precipitacdo ( mm) 0,57 0,56 0,56
Radiac&o (KJ/m?) /10 0,79 0,68 0,72
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4.3. Caracterizacdo do 6leo essencial

Através dos ensaios de cromatografia gasosa CG-DIC e CG-EM foi possivel a
identificacdo de trinta e cinco compostos no 6leo essencial das folhas de Myrocarpus
frondosus, sendo o (-pineno (IRL 974), D-germacreno (IRL 1484), e o
biciclogermacreno (IRL 1500), os compostos majoritarios. A tabela 7 apresenta os

compostos identificados.

Tabela 7. Compostos detectados no 6leo essencial das folhas da M1, M2, M3 de

Myrocarpus frondosus.

Composicédo Quimica IRL* Composicdo Quimica IRL*
a-tujeno 924 | Citronelato de metila 1257
a-pineno 932 | Isoledeno 1374
Sabineno 969 | B-bourboneno 1387
B-pineno 974 | B-cariofileno 1417
Mirceno 988 | a-humuleno 1452
a-terpineno 1014 | Aromadendreno(dehidro) 1460
p-cimeno 1020 | D-germacreno 1484
Limoneno 1024 | Biciclogermagreno 1500
Trans ocimeno 1044 | Cubebol 1514
y-terpineno 1054 | Eter italiceno 1515
Isoterpinoleno 1085 | 1-fenil-heptanona-3 1524
Linalool 1095 | Epoxido italiceno 1547
Propanoato de ciclohexila | 1130 | Espatulenol 1577
Isotujol 1134 | Globulol 1590
Terpinenol -4 1174 | Cariofileno(14 hidroxi 9-epi-E) 1668
Cis-butanoato de hexenila | 1184 | f-davanona-2-ol 1718
a-terpineol 1186 | Cedril metil cetona 1775
Mirtenol 1194

!indice de Retencéo, segundo Adams .

Qualitativamente, a classe dos monoterpenos apresentou uma maior
variedade de compostos, visto que dezessete dos trinta e cinco presentes no 6leo
essencial, sdo desta classe. A figura 16 mostra as estrutura dos monoterpenos, do
propanoato de ciclohexila e do cis butanoato de hexenila identificados no Oleo

essencial de Myrocarpus frondosus.
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Figura 16. Estrutura dos monoterpenos, do propanoato de ciclohexila e do cis butanoato

de hexenila detectados no 6leo essencial das folhas da M1, M2, M3 de Myrocarpus

frondosus.

As estruturas dos quinze sesquiterpenos e a 1-fenil-heptanona-3 identificados

no Oleo essencial estdo apresentadas na figura 17.
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Figura 17.

Estrutura dos sesquiterpenos e da 1-fenil-heptanona-3 detectados no 6éleo

essencial das folhas da M1, M2, M3 de Myrocarpus frondosus.

4.4. Caracteristicas especificas de cada matriz

Em trabalhos com matrizes proximas entre si, ha uma tendéncia de
diminuicdo dos efeito de fatores externos na biossintese de metabdlitos
secundarios,****!® visando assim a caracterizacdo das espécies situadas naquela
regido. Mesmo assim, caracteristicas especificas de espécies nativas, como a idade,
atagque de parasitas, nutricdo do solo, podem atribuir propriedades intrinsecas a

cada arvore.'®
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4.4.1 Matriz 1

A variacdo na composicao quimica da M1 esta apresentada na tabela 8, onde
destacam-se caracteristicas predominantes durante cada estagdo do ano. O
hidrocarboneto sesquiterpeno biciclogermacreno (IRL 1500) apresentou teores mais
elevados no verdo, com média de 42,29%. Também nessa estacdo, apenas no més
de fevereiro, foi detectada pequena quantidade, 0,10%, do monoterpeno trans
ocimeno (IRL 1044).

No outono, o monoterpeno B-pineno (IRL 974) teve maior concentracdo, com
média de 24,34% e somente nesta estacdo, nos meses de maio e junho, o0 composto
aromadendreno (dehidro) (IRL 1460) foi detectado.

O inverno se caracterizou por apresentar a maior média de sesquiterpenos
oxigenados, 8,32%, dentre eles os compostos espatulenol (IRL 1577) e o globulol
(IRL 1590) onde apresentaram maior concentracao nesta estacao durante o més de
julho, 5,70% e 1,47% respectivamente. Esses compostos pertencem ao mesmo
precursor em sua rota biossintética conforme mostra a figura 25. E apenas neste

més, monoterpeno oxigenado citronelato de metila (IRL 1257) foi detectado.

Em dezembro, na primavera, foi o periodo de maior concentracdo de
monoterpenos oxigenados, 2,68%, principalmente o terpinenol-4 (IRL 1174) que
apresentou neste més concentracdo de 1,53%. Somente nesta estacdo dois
compostos oxigenados linalool (IRL 1095) e o cariofileno (14 hidroxi 9-epi-E) (IRL
1668) foram detectados.

A primavera e o verdo representam o periodo de maior indice de precipitacdo
e maiores temperaturas (tabela 5), exclusivamente nestas estacdes foi possivel
identificar a presenca de compostos com o isoterpinoleno (IRL 1085) e o cubebol
(IRL 1514).

E durante todo o periodo de coleta os compostos B-pineno (IRL 974),
limoneno (IRL 1024), isoledeno (IRL 1374), B-cariofileno (IRL 1417), a-humuleno
(IRL 1452), D-germacreno (IRL 1484), biciclogermagreno (IRL 1500) e espatulenol
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(IRL 1577) foram detectados todos os meses sendo 0s compostos caracteristicos da

M1.
Tabela 8. Composicdo quimica do Oleo essencial das folhas da M1 de
Myrocarpus frondosus.
. o 1 ) Janeiro  Fevereiro Margo Abril Maio Junho
Composicao Quimica IRL IR - 3
Concentracéo %
Sabineno 969 990 N.D N.D 1,28bc 1,50cd 1,65de 4,58f
B-pineno 974 992 11,80d 12,43e 21,46f 33,20g 16,60h 23,22i
Mirceno 988 1001 0,52d 1,93e 0,39f N.D 0,43fg 1,13h
a-terpineno 1014 1024 0,09b 0,39c N.D N.D N.D 0,22d
Limoneno 1024 1033 0,38d 1,42e 0,27f 0,31f 0,43¢g 0,95h
Trans ocimeno 1044 1047 N.D 0,10 N.D N.D N.D N.D
y-terpineno 1054 1062 0,17b 0,70c 0,10d N.D 0,26e 0,37f
Isoterpinoleno 1085 1089 0,09b 0,35¢c N.D N.D N.D N.D
terpinenol -4 1174 1177 0,50c 1,61d 0,23e 0,30f 0,70g 0,57h
a-terpineol 1186 1191 0,28c 0,61d N.D N.D 0,30c N.D
Isoledeno 1374 1378 0,71d 0,83c 0,72d 0,63e 1,21f 1,629
B-bourboneno 1387 1385 0,17a 0,28b 0,42c 0,33be 0,66f 0,829
B- cariofileno 1417 1421 11,07c 6,23d 10,60e 9,26f 11,809 12,04h
a-humoleno 1452 1454 1,78c 0,91d 1,69e 1,56a 2,65f 2,749
(Adrgm;‘l';”dreno 1460 1461 N.D N.D N.D N.D 0,38a 0,51b
D-germacreno 1484 1485 23,50a 19,18d 20,99 17,30f 20,339 17,84h
Biciclogermagreno 1500 1502 42,05d 48,03e 36,80f 31,39¢g 29,29h 24,57i
Cubebol 1514 1515 0,27b 0,24c 0,14d N.D N.D N.D
Eter italiceno 1515 1514 N.D N.D N.D N.D N.D 0,45b
1-fenil-heptanona -3 1524 1525 1,55b 1,46¢ 1,47c 1,42c 3,11d 2,48e
Espatulenol 1577 1579 1,41d 0,68e 1,40d 1,21b 2,85f 0,929
Globulol 1590 1585 0,70d N.D 0,54e N.D 1,37f N.D
Total (%) 97,02 97,38 98,48 98,41 94,03 95,02
Monoterpenos total (%) 13,82 19,54 23,72 35,31 20,37 31,04
Monoterpenos hidrocarbonetos (%) 13,04 17,32 23,49 35,01 19,38 30,47
Monoterpenos oxigenados (%) 0,78 2,23 0,23 0,30 1,00 0,57
Sesquiterpenos total (%) 83,20 77,84 74,76 63,10 73,66 63,98
Sesquiterpenos hidrocarbonetos (%) 37,22 27,43 34,41 29,08 37,03 35,57
Sesquiterpenos oxigenados (%) 3,93 2,38 3,55 2,63 7,33 3,85
Compostos identificados 18 18 16 12 17 17
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. o N ) Julho Agosto  Setembro Outubro  Novembro  Dezembro

Composi¢éao Quimica IRL IR
Concentragéo % 3

Sabineno 969 990 4,29f 2,209 1,53ce 0,65a 1,11b N.D
B-pineno 974 992 26,13j 14,89k 11,42d 10,73a 20,52b 27,95¢
Mirceno 988 1001 0,86i 0,54d 0,479 0,18a 0,30b 0,93c
a-terpineno 1014 1024 0,14e 0,10b 0,15f N.D N.D 0,27a
Limoneno 1024 1033 0,66i 0,51j 0,469 0,11a 0,21b 0,75c
y-terpineno 1054 1062 0,249 0,20h 0,30i N.D N.D 0,48a
Isoterpinoleno 1085 1089 N.D N.D N.D N.D N.D 0,24a
Linalool 1095 1100 N.D N.D N.D N.D 0,25a 0,21b
Terpinenol -4 1174 1177 0,85i 0,50c 0,53j N.D 0,62a 1,53b
a-terpineol 1186 1191 0,42e 0,17f 0,19f N.D 0,37a 0,95b
Citronelato de metila 1257 1261 0,51 N.D N.D N.D N.D N.D
Isoledeno 1374 1378 0,96h 1,21i 1,589 0,45a 0,54b 0,86¢
B-bourboneno 1387 1385 0,37ce 0,91h 1,18i N.D N.D 0,14a
B-cariofileno 1417 1421 5,98i 11,09c 11,48j 8,85a 8,91a 10,83b
o-humoleno 1452 1454 1,15h 2,70fg 3,01i 1,49a 1,87b 1,92b
D-germacreno 1484 1485 20,71egi 20,93ei 21,62j 23,72a 26,48b 16,30c
Biciclogermagreno 1500 1502 22,93j 29,04h 27,91k 42,53a 30,54b 28,20c
Cubebol 1514 1515 N.D N.D N.D N.D N.D 0,40a
Eter italiceno 1515 1514 N.D N.D N.D N.D 1,50a N.D
1-fenil-heptanona -3 1524 1525 2,20f 2,829 3,51h 1,24a N.D 1,58b
Espatulenol 1577 1579 5,70h 3,99i 2,74f 3,77a 1,19b 1,88c
Globulol 1590 1585 1,47 1,33cf 1,18b 0,94a 1,20b 1,30c
gc_aer;)‘i’_fg”o (14 hidroxi 4560 1593 N.D N.D N.D 0,25 N.D N.D
Total (%) 95,58 93,15 89,26 94,92 95,59 96,7
Monoterpenos total (%) 34,10 19,13 15,05 11,68 23,37 33,31
Monoterpenos hidrocarbonetos (%) 32,32 18,46 14,32 11,68 22,14 30,62
Monoterpenos oxigenados (%) 1,78 0,67 0,72 0,00 1,23 2,68
Sesquiterpenos total (%) 61,48 74,02 74,22 83,24 72,22 63,40
Sesquiterpenos hidrocarbonetos (%) 29,17 36,84 38,87 34,51 37,80 30,05
Sesquiterpenos oxigenados (%) 9,38 8,14 7,44 6,20 3,89 5,15
Compostos identificados 18 17 17 13 15 19

! indice de Retencao, segundo Adams .”

?indice de Retengéo médio calculado com base na mistura de hidrocarbonetos de C7 —C30.

3 Concentragdo baseada na normalizacé@o da area dos picos, as médias (de 3 injeces) seguidas de letras iguais entre colunas nao
apresentam diferenga, num nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey .

N.D — N&o detectado.
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O dendrograma apresentado na figura 18 foi elaborado apenas com os dados
de concentracdo dos compostos de maior incidéncia da M1, foi possivel observar a
formacdo de dois grandes grupos. O primeiro formado por janeiro, fevereiro e
outubro (amostras da primavera e verdo e as quais tem o0 maior teor de
biciclogermacreno, conforme tabela 8) e outro grupo com as demais amostras.
Subgrupos formados do grupo maior sao divididas nas estacdes primavera e verao
(grupo novembro e margo), outono e inverno (grupo maio, agosto e setembro) e
outro subgrupo com amostras, cuja a composicao total de mono e sesquiterpenos
sao similares, formado por amostras do outono, inverno e primavera (abril, junho,
julho e dezembro). Mesmo sem influencia das variaveis ambientais na analise de
agrupamento, podemos caracterizar as amostras por época de coleta, e cabe
ressaltar que o0 outono e inverno séo as estacdes onde ocorre menor variagdo na

composi¢ao quimica.
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Figura 18. Dendrograma dos compostos de maior incidéncia identificados no Oleo

essencial das folhas da M1 de Myrocarpus frondosus.

Também foi elaborada com os compostos de maior ocorréncia da M1 uma
matriz de correlacdo de Pearson (Tabela 9), demonstrando pouca correlacdo entre

as variaveis. A correlacdo mais forte é entre os sesquiterpenos B-cariofileno (IRL
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1417) com o a-humuleno (IRL 1452), compostos precursores da mesma rota

biossintética (figura 25 na pagina 71).

Tabela 9. Matriz da correlacdo de Pearson para 0s compostos de maior
incidéncia do 6leo essencial das folhas da M1 de Myrocarpus frondosus.

B-pineno Limoneno Isoledeno B-cariofileno o-humuleno  D-germacreno Biciclogermagreno
Limoneno 0,00
Isoledeno -0,11 0,38
B-cariofileno -0,10 -0,30 0,49
a-humuleno -0,18 -0,17 0,76 0,85
D-germacreno -0,56 -0,55 -0,35 -0,10 -0,03
Biciclogermagreno -0,54 0,10 -0,56 -0,29 -0,54 0,26
Espatulenol -0,09 -0,24 0,11 -0,24 0,02 0,16 -0,37
4.4.2 Matriz 2

A variacdo da composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de
Myrocarpus frondosus da M2, apresentada na tabela 10, exibe quatro compostos
detectados todos os meses, foram o B-pineno (IRL 974), B-cariofileno (IRL 1417), D-
germacreno (IRL 1484) e o biciclogermagreno (IRL 1500). A tabela 10 também
mostra algumas caracteristicas pertinentes a cada estacao, principalmente entre os

compostos oxigenados.

Os monoterpenos oxigenados linalool (IRL 1095) e o mirtenol (IRL 1194), so
foram detectados no verdo. Somente no outono os compostos oxigenados cubebol
(IRL 1514) e o cis-butanoato de hexenila (IRL 1184), foram detectados. O inverno se

caracterizou pelo periodo de maior média de sesquiterpenos oxigenados 7,60%.

A primavera se caracterizou pela presenca exclusiva dos compostos a-tujeno
(IRL 924) e a-pineno (IRL 932) e compostos como o a-humuleno (IRL 1452) e o

citronelato de metila (IRL 1257) ndo foram observados nesta estacao.
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Myrocarpus frondosus.
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das folhas da M2 de

Composicio Quimica IRL 1 IR Janeiro  Fevereiro Marco Abril ; Maio Junho
Concentracao %

Sabineno 969 993 N.D N.D N.D N.D 5,54b 5,67b
B-pineno 974 992 74,70d 50,32e 6,75f 13,63c 26,56b 28,32¢g
Mirceno 988 1001 2,70b 2,60b 0,59cd 0,51ac 1,53e 1,89f
a-terpineno 1014 1023 0,35a 0,95¢c 0,14b 0,09b 0,30a 0,45d
p-cimeno 1020 1024 0,16b N.D N.D N.D N.D N.D
Limoneno 1024 1034 1,59c¢ 3,90 0,39a N.D 1,26bc 1,56bc
Trans ocimeno 1044 1050 0,34a 0,35a N.D 0,17 N.D N.D
y-terpineno 1054 1062 0,75b 1,98¢c 0,23a N.D 0,57d 0,81e
Isoterpinoleno 1085 1089 0,35¢ 0,92d 0,10b N.D 0,28e N.D
Linalool 1095 1100 0,12a N.D 0,17b N.D N.D N.D
Terpinenol-4 1174 1177 0,87b 2,13c 0,51d 0,41e 1,00f 1,639
cis- Butanoato de 1184 1185 N.D N.D N.D 0,11 N.D N.D
hexenila
a-Terpineol 1186 1191 0,25¢c N.D 0,24cd 0,20d 0,33a 0,50e
Mirtenol 1194 1197 0,09 N.D N.D N.D N.D N.D
Citronelato de metila 1257 1261 N.D N.D 0,55a 0,44b N.D N.D
Isoledeno 1374 1376 0,44b 0,99d 0,98d 0,87e 1,31f 1,30f
B-bourboneno 1387 1385 N.D N.D 0,45d 0,35be 0,68f 0,78¢g
B-cariofileno 1417 1420 0,54a 0,88d 7,28e 7,81f 6,089 6,23h
o-humoleno 1452 1454 N.D N.D 1,06a 1,24bc 1,29bcd 1,22bd
grgm;%indreno 1460 1461 N.D N.D N.D N.D 0,73b 0,72b
D-germacreno 1484 1484 3,78d 6,56e 24,80f 19,88g 14,60h 13,21b
Biciclogermagreno 1500 1501 11,03d 22,69¢e 47,40b 42,58f 26,619 26,899
Cubebol 1514 1515 N.D N.D N.D N.D 0,42 N.D
Eter italiceno 1515 1515 N.D N.D N.D N.D N.D 0,32b
1-fenil-heptanona-3 1524 1525 0,32c N.D 1,93b 1,66d 2,54e 1,71d
Espatulenol 1577 1579 0,36d N.D 2,19 4,17f 2,03c 1,229
Globulol 1590 1585 N.D N.D 0,65d 1,07c 0,88e 0,44b
Total (%) 98,75 94,27 96,39 95,19 94,55 94,86
Monoterpenos total (%) 82,28 63,16 9,66 15,57 37,37 40,82
Monoterpenos hidrocarbonetos (%) 80,94 61,03 8,19 14,41 36,04 38,69
Monoterpenos oxigenados (%) 1,34 2,13 1,46 1,16 1,33 2,13
Sesquiterpenos total (%) 16,47 31,12 86,73 79,63 57,18 54,04
Sesquiterpenos hidrocarbonetos (%) 15,79 31,12 81,96 72,73 51,30 50,35
Sesquiterpenos oxigenados (%) 0,68 0,00 4,77 6,90 5,88 3,69
Compostos identificados 18 12 19 17 20 19
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o o . ) Julho Agosto  Setembro Outubro Novembro  Dezembro

Composicao Quimica IRL IR
Concentrac&o % °

a-tujeno 924 924 N.D N.D N.D 0,38 N.D N.D
a-pineno 932 931 N.D N.D N.D 1,86 N.D N.D
Sabineno 969 993 4,03c 3,81c 2,86a 2,52a N.D N.D
B-pineno 974 992 29,63h 21,78i 20,45j 37,97a 26,55b 14,59c¢
Mirceno 988 1001 1,069 1,079 0,67d 0,44a N.D 0,40a
a-terpineno 1014 1023 0,30a 0,24e 0,13b N.D 0,31a 0,11b
p-cimeno 1020 1024 N.D N.D N.D 0,12a N.D N.D
Limoneno 1024 1034 0,78ab 0,99abc 0,55ab 0,31a 1,12bc 0,28a
y-terpineno 1054 1062 0,51f 0,55d 0,25a N.D N.D 0,21a
Isoterpinoleno 1085 1089 N.D N.D N.D N.D 0,22a 0,11b
Terpinenol-4 1174 1177 1,03f 1,25h 0,40e N.D 1,12a 0,81b
aterpineol 1186 1191 0,46e 0,38a N.D N.D 0,37a 0,70b
Citronelato de metila 1257 1261 0,80c N.D N.D N.D N.D N.D
Isoledeno 1374 1376 0,70g 1,10h 1,05h N.D 0,51a 0,81b
B-bourboneno 1387 1385 0,40de 0,96h 0,78¢g 0,28a 0,32ab 0,11c
B-cariofileno 1417 1420 3,45i 4,81j 8,45k 0,49a 0,77b 1,17c
a-humoleno 1452 1454 0,62e 0,95f 1,749 N.D N.D N.D
grgm;‘f)’”dre”o 1460 1461 N.D N.D N.D N.D 0,33a N.D
D-germacreno 1484 1484 15,47h 15,57h 19,35i 8,84a 13,15b 17,52c
Biciclogermagreno 1500 1501 27,379 31,51h 31,43h 35,43a 47,09b 52,07¢
Eter italiceno 1515 1515 N.D N.D N.D N.D N.D 0,20a
1-fenil-heptanona-3 1524 1525 2,25f 2,27f 2,72e N.D 1,33a 2,03b
Espatulenol 1577 1579 5,87h 4,22f 2,81i 8,26a 1,50b 1,91c
Globulol 1590 1585 1,12c 0,76f 0,80f 0,52a 0,40b 1,10c
Total (%) 95,87 92,23 94,45 97,42 95,07 94,12
Monoterpenos total (%) 38,61 30,08 25,31 43,60 29,68 17,21
Monoterpenos hidrocarbonetos (%) 36,32 28,45 24,91 43,60 28,19 15,70
Monoterpenos oxigenados (%) 2,29 1,62 0,40 0,00 1,49 1,51
Sesquiterpenos total (%) 57,25 62,15 69,14 53,82 65,39 76,92
Sesquiterpenos hidrocarbonetos (%) 48,01 54,90 62,81 45,03 62,16 71,67
Sesquiterpenos oxigenados (%) 9,24 7,25 6,33 8,78 3,23 5,25
Compostos identificados 18 17 16 13 15 17

!indice de Retencao, segundo Adams .”

?indice de Retengdo médio calculado com base na mistura de hidrocarbonetos de C7 —C30.

% Concentracéo baseada na normalizacdo da area dos picos, as médias (de 3 injeces) seguidas de letras iguais entre colunas n&o
apresentam diferenga, num nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey .

N.D — N&o detectado.
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Na figura 19, a andlise de agrupamento apresenta a formacdo de dois
grandes grupos, o primeiro formado por amostras do verdo (janeiro e fevereiro) e
outro grande grupo com as demais. Os subgrupos observados no grande grupo sao
constituidos de outono e inverno (maio, junho e julho com teores aproximados de
mono e sesquiterpenos) que esta ligado a um do inverno (agosto e setembro). A
primavera forma dois subgrupos (novembro e outubro e um isolado com dezembro).
Outono e verdo formam um subgrupo com amostras do final do verdo e inicio do
outono (marco e abril). O més de dezembro forma um subgrupo isolado, mas esta
ligado com marco e abril por formar com esses um grupo de amostras com menores
teores de B-pineno, e também por compartilhar junto com o més de abril periodos de
menores indices de precipitacdo, a proximidade entre dezembro e abril também é
observada na ACP entre o rendimento e as variaveis ambientais (figura 15). Mesmo
com a auséncia de dados ambientais na andlise de agrupamento, é possivel
identificar novamente a formacao de grupos de composto conforme o periodo de
coleta do material vegetal.
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Figura 19. Dendrograma dos compostos de maior incidéncia identificados no oOleo

essencial das folhas da M2 de Myrocarpus frondosus .
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As duas principais componentes da analise de componentes principais (ACP),
figura 20, explicam 97,67% da variabilidade, ela exibe os mesmos grupos formados
na andlise de agrupamento, mesmo sendo a analise de agrupamento baseada na
distancia euclidiana, e a analise de componentes principais na matriz de correlacao
de Pearson. O més de setembro esta um pouco distante do més de agosto nesta
andlise devido ao elevado teor do composto B-cariofileno (IRL 1417) de 8,45%. O
anico monoterpeno majoritario, o p-pineno (IRL 974), esta oposto aos
sesquiterpenos. O angulo formado entre o B-pineno (IRL 974) e o D-germacreno
(IRL 1484) mostra sua relagdo inversa, quando a concentracdo de [(-pineno é
elevada, a de D-germacreno é baixa. Nesta distribuicdo biplotada as retas também

indicam o periodo onde determinado terpeno teve seu pico de maior concentragao.
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Figura 20. Andlise de componentes principais dos compostos de maior incidéncia

identificados no 6leo essencial das folhas da M2 de Myrocarpus frondosus

4.4.3 Matriz 3

Para a M3 da espécie, a caracterizacdo da composicdo quimica do Oleo
essencial das folhas estd expressa na tabela 11, onde demonstram-se poucas
peculiaridades entre as estagcbes do ano. A primavera foi a que apresentou maior
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variacdo, sendo que somente nesta estacédo os p-cimeno (IRL 1020), propanoato de
ciclohexila (IRL 1130), isotujol (IRL 1134), cis-butanoato de hexenila (IRL 1184),
mirtenol (IRL 1194) epdxido italiceno (IRL 1547), cariofileno (14 hidroxi 9-epi-E) (IRL
1668), B- davanona-2-ol (IRL 1718) e o cedril metil cetona (IRL 1775) foram
detectados. Também nesta estacdo, no més de novembro, o teor de B-pineno (IRL
974) foi o mais elevado para esta matriz (51,04%), e os compostos D-germacreno

(IRL 1484) e o biciclogermagreno (IRL 1500) néo foram detectados.

Outono se destaca apenas pela exclusividade do sesquiterpeno oxigenado
éter italiceno (IRL 1515), e no verdo, estacdo com menor média de monoterpenos
(14,63%) e maior de sesquiterpenos (81,61%).

Os compostos B-pineno (IRL 974), limoneno (IRL 1024), terpinenol-4 (IRL
1174), B-cariofileno (IRL 1417), espatulenol (IRL 1577) e o globulol (IRL 1590) foram
detectados durante todos os meses de execuc¢éao do trabalho na M3.
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Composi¢cdo Quimica do O6leo essencial das folhas da M3 de

. o N ) Janeiro  Fevereiro  Margo Abril Maio Junho
Composicao Quimica IRL IR - 3
Concentracéo %

Sabineno 969 996 N.D N.D N.D 1,42b 2,38a 3,64c
B-pineno 974 994 10,25d 7,20e 11,86f 21,88¢g 15,48h 21,31i
Mirceno 988 1003 0,20b 0,77d N.D 0,62e 0,73d 1,09c
a-terpineno 1014 1025 0,22ab 0,33c 0,19bd N.D 0,15eg 0,27f
Limoneno 1024 1034 0,77d 0,94e 0,59f 0,38b 0,61f 0,91e
Trans ocimeno 1044 1047 1,55b N.D N.D N.D N.D N.D
y-terpineno 1054 1062 0,38a 0,67b 0,32c 0,21d 0,31c 0,49
Isoterpinoleno 1085 1089 0,20a 0,34b 0,14c N.D N.D N.D
Linalool 1095 1100 0,38c 0,09d N.D N.D N.D N.D
Terpinenol-4 1174 1178 0,93d 1,73e 0,75f 0,58ag 0,69f 0,99d
aterpineol 1186 1191 0,55a 0,77b 0,31c 0,30c 0,32c 0,37c
Citronelato de metila 1257 1261 N.D 1,04d 0,45e 0,74a 0,86f 0,68¢g
Isoledeno 1374 1377 N.D 1,21d 0,94e 0,51a 1,28f 1,20d
B-bourboneno 1387 1385 N.D 0,36a 0,26ab 0,24b 0,78c 0,75cd
B-cariofileno 1417 1421 1,12c 7,64d 11,90e 0,89a 2,68f 3,569
a-humoleno 1452 1454 N.D 0,98a 1,75b N.D 0,49c 0,61d
(Adrgm;‘l';”dreno 1460 1461 0,29a N.D N.D N.D 0,90b 0,76¢
D-germacreno 1484 1485 17,93c 21,95d 25,61e 13,69f 15,95bf 15,449
Biciclogermagreno 1500 1504 56,72b 46,68¢c 38,66d 48,72e 33,18f 32,28¢g
Cubebol 1514 1515 0,22a N.D 0,28a N.D 0,44b N.D
Eter italiceno 1515 1515 N.D N.D N.D N.D 0,65a 0,54a
1-fenil-heptanona-3 1524 1525 1,46¢ 2,09d 1,80e 1,61f 3,349 2,77h
Espatulenol 1577 1580 1,31cd 0,78e 1,18d 3,87f 7,769 4,83h
Globulol 1590 1585 0,51c 0,44c 0,75ad 0,70ad 1,79 1,14f
Total (%) 94,98 96,00 97,72 96,38 90,77 93,63
Monoterpenos total (%) 15,42 13,87 14,61 26,14 21,54 29,75
Monoterpenos hidrocarbonetos (%) 13,56 10,25 13,09 24,51 19,66 27,71
Monoterpenos oxigenados (%) 1,86 3,62 1,52 1,63 1,88 2,04
Sesquiterpenos total (%) 79,56 82,13 83,11 70,24 69,24 63,89
Sesquiterpenos hidrocarbonetos (%) 76,07 78,81 79,11 64,06 55,25 54,61
Sesquiterpenos oxigenados (%) 3,50 3,31 4,00 6,18 13,98 9,28
Compostos identificados 18 19 18 16 21 20
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Tabela 11: Continuagao ...

Composicao Quimica IRL IR? Julho Agosto  Setembro Outubrc; Novembro Dezembro
Concentragéo %
Sabineno 969 996 4,98d 2,92f 2,17a N.D 1,99a N.D
B-pineno 974 994 27,17j 22,74k 21,25i 14,00a 51,04b 12,35¢
Mirceno 988 1003 1,24f 0,77d 0,60e 0,51a 0,19b 1,04c
a-terpineno 1014 1025 0,31c 0,16dg 0,19bg N.D N.D 0,23a
p-cimeno 1020 1024 N.D N.D N.D N.D 0,44 N.D
Limoneno 1024 1034 0,93e 0,73d 0,51g 0,32a 0,38b 0,67c
Trans ocimeno 1044 1047 N.D N.D N.D N.D N.D 0,14a
y-terpineno 1054 1062 0,52e 0,42a 0,36ac N.D N.D 0,38a
Isoterpinoleno 1085 1089 N.D N.D N.D N.D N.D 0,21a
Linalool 1095 1100 N.D N.D N.D N.D 0,75a 0,41b
Propanoato de 1130 1137 N.D N.D N.D N.D 0,28 N.D
ciclohexila
Isotujol 1134 1139 N.D N.D N.D N.D 1,86 N.D
Terpinenol-4 1174 1178 1,21h 0,98d 0,599 0,51ag 0,86b 1,12¢c
Cis-butanoato de 1184 1186 N.D N.D N.D N.D 0,21 N.D
hexenila
a-terpineol 1186 1191 0,57a 0,36¢ N.D N.D 0,50a 0,77b
Mirtenol 1194 1197 N.D N.D N.D N.D 2,14 N.D
Citronelato de metila 1257 1261 1,10h N.D N.D 0,77a 1,52b 1,40c
Isoledeno 1374 1377 0,899 0,97e 0,78b 0,51a 0,76b 0,64c
B-bourboneno 1387 1385 0,45e 0,70d 0,59f 0,33a N.D N.D
B-cariofileno 1417 1421 5,69h 2,38i 3,12 0,98a 0,41b 1,20c
a-humoleno 1452 1454 1,13e 0,37f 0,55cd N.D N.D N.D
D-germacreno 1484 1485 15,54fg 16,14bf 16,73a 16,58a N.D 16,12bf
Biciclogermagreno 1500 1504 22,81h 35,54 35,09i 52,43a N.D 56,24b
Cubebol 1514 1515 N.D N.D N.D N.D 0,23a N.D
1-fenil-heptanona-3 1524 1525 2,34i 2,58j 2,92k 1,39a N.D 1,52b
Epoxido ltaliceno 1547 1549 N.D N.D N.D N.D 0,43 N.D
Espatulenol 1577 1580 5,53i 5,61i 6,12 6,87a 16,46b 1,42c
Globulol 1590 1585 1,409 0,86d 1,62b 0,74a 1,58b 0,67a
g_z;r;)(i)_fgno (14 hidroxi 1665 1671 N.D N.D N.D 0,22a 0,46b N.D
-davanona-2ol 1718 1720 N.D N.D N.D N.D 1,46 N.D
Cedril metil cetona 1775 1782 N.D N.D N.D N.D 0,41 N.D
Total (%) 93,81 94,24 93,18 96,15 84,33 96,52
Monoterpenos total (%) 38,04 29,08 25,67 16,10 62,14 18,72
Monoterpenos hidrocarbonetos (%) 35,16 27,73 25,08 14,82 54,03 15,02
Monoterpenos oxigenados (%) 2,88 1,34 0,59 1,28 8,11 3,70
Sesquiterpenos total (%) 55,78 65,16 67,51 80,05 22,19 77,8
Sesquiterpenos hidrocarbonetos (%) 46,51 56,11 56,85 70,83 1,17 74,2
Sesquiterpenos oxigenados (%) 9,26 9,05 10,66 9,22 21,02 3,61
Compostos identificados 18 17 16 14 22 18

!indice de Retencao, segundo Adams .”

%indice de Retencdo médio calculado com base na mistura de hidrocarbonetos de C7 —C30.

8 Concentragdo baseada na normalizacéo da area dos picos, as médias (de 3 injeces) seguidas de letras iguais entre colunas nao
apresentam diferenca, num nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey.

N.D — N&o detectado.
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O dendrograma apresentado na figura 21, foi elaborado utilizando os
compostos de maior ocorréncia da M3, os teores de D-germacreno e
biciclogermagreno mesmo nédo sendo detectados em novembro de 2011 foram
inseridos na analise de agrupamento. Mais uma vez, mesmo sem a insercdo de
dados ambientais, foi possivel identificar grupos de amostra pela época de coleta do
material vegetal. Inicialmente ha formacdo de dois grupos, um com o més de
novembro, provavelmente devido ao elevado ter de B-pineno e auséncia de D-
germacreno e o biciclogermacreno, e outro grande grupo com as outras amostras.
Neste ultimo grupo, foi formado dois grandes subgrupos, onde temos amostras da
primavera e verdo (outubro, dezembro e janeiro), amostras do inverno (abril) e
amostras apenas do verao (grupo com os meses de fevereiro e margco). A amostra
de abril de certo modo sempre se apresenta proxima a de dezembro para todas as
matrizes conforme exibido na figura 18 e 19, sdo épocas de menor precipitagdo
(tabela 5). Outro subgrupo é formado por amostras do outono e inverno (maio,
junho, agosto e setembro) e a amostra de julho referente ao inverno. Essa amostra
do inverno forma um pequeno grupo separado devido a baixa concentracdo de

biciclogermacreno.

Dezembro Janeiro Outubro Maio Junho Agosto  Setembro

T —
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Figura 21. Dendrograma dos compostos de maior incidéncia identificados no 6leo

essencial das folhas da M3 de Myrocarpus frondosus.
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Pela analise de componentes principais dos compostos de maior incidéncia
da M3, mesmo utilizados para a andlise de agrupamento, observa-se que ha
formacdo dos mesmos grupos de amostras. O més de outubro, embora no mesmo
grupo, se distancia mais de dezembro e janeiro por apresentar menor teor de
biciclogermagreno (IRL 1500), em relacdo a esse dois meses (figura 22). As duas
componentes principais explicam 78,87% da variancia. H4 semelhanca entre a
relacdo dos compostos o B-pineno (IRL 974), B-cariofileno (IRL 1417), D-germacreno
(IRL 1484) e o biciclogermagreno (IRL 1500) com a resposta obtida na M2. A
relacdo do monoterpeno o B-pineno (IRL 974) os sesquiterpenos oxigenados
espatulenol (IRL 1577) e o globulol (IRL 1590) ocorre em fungédo do teor elevado
desses compostos no més de novembro, maio e setembro, e também € identificado
na figura 22 a relacdo proxima dos sesquiterpenos na sua biossintese. Os
monoterpenos limoneno (IRL 1024) e terpinenol-4 (IRL 1174) estdo diretamente
correlacionados, geralmente o0 aumento na concentragcdo de um desses
componentes resulta em elevagdo no teor do outro. Conforme ocorreu na M2, a

organizacao das retas esta conforme o periodo de maior ocorréncia do composto.

Fevereiro

{7 Terpinencl-4
Limoneng

“un B-cariofileno
= B-pineno @ bulol 0,61
e
o~ .spatu\enol . R
o T T T T T T et — IMarco
g 6 5 4 it 2 “haio 1 D-germagieno 3
£
=}
&) ° -0,6 .
Setembro -U. Diezembro
Janeiro
21,24
Biciclogermacreno
[ abri!-#]
,LO tubro
B

2.0
Comp 1 (56,39%)

Figura 22. Andlise de componentes principais dos compostos de maior incidéncia

identificados no 6leo essencial das folhas da M3 de Myrocarpus frondosus.
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4.5.Relagdes entre as matrizes

O grafico 6 apresenta a composicdo quimica do Oleo essencial das trés
matrizes no periodo de um ano. Podemos observar que durante o outono e inverno,
a variacao entre a concentracdo dos compostos se torna mais constante. Assim, na
primavera e verdo sao observadas algumas diferencas nas concentracdes dos
compostos presentes na M. frondosus.
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Grafico 6: Composicdo quimica do éleo essencial das folhas de trés matrizes de Myrocarpus
frondosus.

Os compostos de maior ocorréncia encontrados nas trés matrizes do 6leo
essencial da espécie foram o B-pineno (IRL 974), limoneno (IRL 1024), B- cariofileno
(IRL 1417), D-germacreno (IRL 1484), biciclogermagreno (IRL 1500), e o espatulenol
(IRL 1577). As concentracdes dos compostos majoritarios encontram-se no gréfico 7
onde exibe a semelhanca nos teores dos compostos B-pineno (IRL 974)

biciclogermacreno (IRL 1500) durante o outono e o inverno, principalmente no més
de julho.
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Gréfico 7:  Compostos de maior ocorréncia do 6leo essencial das folhas de trés matrizes de

Myrocarpus frondosus.

Embora os monoterpenos tenham apresentado a classe de maior variedade
de compostos com dezessete dos trinta e cinco detectados, 0s sesquiterpenos
representam a classe de compostos de maior concentracdo para todas as trés
matrizes (média de 66,43%). O D-germacreno (IRL 1484) e biciclogermagreno (IRL
1500) sdo os compostos de maior concentracdo desta classe com média
respectivamente de 17,52% e 35,82%. Os monoterpenos apresentam media de
28,47%, especialmente o B-pineno (IRL 974) é o composto de maior concentracao

entre eles com média de 22,73%.

Nos meses de janeiro e fevereiro para M2 e novembro para M3, devido ao
elevado teor de (B-pineno (74,70%, 50,32% e 51,04% respectivamente), a classe dos
monoterpenos apresentou maior concentracdo em relacdo aos sesquiterpenos. Os
compostos oxigenados apresentaram baixas concentracdes, sendo seu maximo de
29,13% na M3 no més de novembro. Destacam-se como oxigenados 0s
sesquiterpenos o espatulenol (IRL 1577) e o globulol (IRL 1590) e 0os monoterpenos
terpinenol-4 (IRL 1174) e o a-terpineol (IRL 1186).
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Os sesquiterpenos D-germacreno e biciclogermacreno sdo compostos
comumente encontrados em 6leos essenciais, e também sdo majoritarios nos 6leos
essenciais das folhas de Eugenia neonitida,®’ Lantana camara L. e Lantana SP,®
Casearia sylvestris,”® do 6leo essencial de folhas e galhos de Ocotea puberula® e
também do O6leo essencial do fruto de uma planta téxica de Hennecartia
omphalandra J. Poisson (Monimiaceae).?® O biciclogermacreno foi isolado pela
primeira vez no 6leo de Citrus junos em 1969 por Nishimura,*® juntamente com o D-
germacreno e o B-germacreno. Na literatura de 6leos essenciais, 0 monoterpeno [3-
pineno é identificado com um dos compostos majoritarios do 6leo essencial de
diversas espécies, como das folhas de Eugenia rotundifolia.” Sextonia rubra,® do

6leo essencial das folhas frutos e caule de Pseudoxandra cuspidata.?

Em espécies de Fabaceae, o limoneno (IRL 1024), esta presente no 6leo
essencial de Ceratonia siliqua,*® o a-humuleno (IRL 1454) e o biciclogermacreno
(IRL 1500) no 6leo essencial das folhas de Pterodon emarginatus Vogel,*’ em
espécies do género Copaifera o B-cariofileno (IRL 1417), D-germacreno (IRL 1484),

a-humuleno (IRL 1454) e o biciclogermagreno (IRL 1500) também s&o detectados.?
4.6. Relacbes observadas na composicao quimicado 6  leo essencial

A variacao entre o total de mono e sesquiterpenos sempre ocorreu de modo
reciproco, em geral o teor de sesquiterpenos sempre foi maior. Durante o outono e
inverno a relagcdo de mono e sesquiterpenos se mantém de maneira mais estavel do
que na primavera e verdo, apresentado no grafico 8. Esta relacao reciproca também
foi observada em 6leo das folhas da angiosperma Lippia alba.®*
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Grafico 8: Relacdo entre monoterpenos e sesquiterpenos do 6leo essencial das folhas de trés
matrizes de Myrocarpus frondosus.

Na figura 23, podemos observar que, analisando 0s compostos de maior
incidéncia de todas as matrizes, com 81,38% da variancia explicada, ndo ha um
composto especifico que caracterize as esta¢des do ano, e também que 0 composto
majoritario Biciclogermacreno (IRL 1500) € o de menor influencia sobre as estacdes.
Mas € possivel visualizar a forte relagdo existente entre os compostos D-germacreno
(IRL 1484) e B-cariofileno (IRL 1417) para a matriz 1. Na maioria dos periodos, o

teor destes compostos na M1 era maior do que para as demais.
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Figura 23. Andlise de componentes principais entre os compostos de maior incidéncia

de todas as matrizes e as esta¢des do ano

4.7.Relacbes entre monoterpenos

Considerando a matriz de correlacdo de Pearson (r%), tabela 12, para os
monoterpenos de maior ocorréncia B-pineno (IRL 974), mirceno (IRL 988), limoneno
(IRL 1024) e o terpinenol-4 (IRL 1174), a correlacdo menor observada foi entre o
composto com maior concentracdo (B-pineno) e o oxigenado (terpinenol-4). O
monoterpeno B-pineno apresenta a menor correlacdo com os demais. Observando a
variacdo da composicado quimica dos compostos mirceno, limoneno e o terpinenol-4,
€ possivel perceber a relagdo mutua na concentracdo desses compostos, de modo
que 0 aumento na concentracdo de um desses compostos proporciona o aumento

dos outros para todas as trés matrizes, observado no gréfico 9.
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Tabela 12. Matriz da correlagdo de Pearson para 0s monoterpenos de maior
incidéncia do o6leo essencial das folhas de trés matrizes de Myrocarpus
frondosus

B-Pineno Mirceno Limoneno
Mirceno 0,52
Limoneno 0,48 0,79
Terpinenol -4 0,19 0,62 0,76

< 4,00}
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Grafico 9: Relagdo entre a concentracdo dos monoterpenos mirceno, limoneno e terpinenol- 4
do dleo essencial das folhas de trés matrizes de Myrocarpus frondosus.

Na rota biossintética de monoterpenos, figura 24, os compostos a-tujeno (IRL
924), a-pineno (IRL 932), sabineno (IRL 969), B-pineno (IRL 974), mirceno (IRL 988),
a-terpineno (IRL 1014), limoneno (IRL 1024), y-terpineno (IRL 1054), isoterpinoleno
(IRL 1085), linalool (IRL 1095), terpinenol-4 (IRL 1174), a-terpineol (IRL 1186) a
proposta de rota foi obtida com base na literatura,*®® os demais compostos trans

ocimeno (IRL 1044), isotujol (IRL 1134) e o mirtenol (IRL 1194) foram sugeridos
neste trabalho.
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Figura 24. Biossintese de monoterpenos detectados no 6leo essencial das folhas de trés

matrizes de Myrocarpus frondosus.

4.8.Relacao entre sesquiterpenos

A mesma analogia foi realizada para os compostos sesquiterpenos de maior
incidéncia das trés matrizes de Myrocarpus frondosus, sendo eles o isoledeno (IRL
1374), B-cariofileno (IRL 1417), D-germacreno (IRL 1484), biciclogermagreno (IRL
1500) e espatulenol (IRL 1577). Assim segundo a matriz de correlacdo de Pearson
(tabela 13) ha correlacédo negativa entre os compostos hidrocarbonetos com o Unico

oxigenado (espatulenol). Também exibe correlacdes menores do que as observadas
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na matriz dos monoterpenos (tabela 12). O B-cariofileno e o D-germacreno mostram
a maior correlacdo, também observada na figura 23, e uma regular variacao entre

seus teores durante o periodo do trabalho (grafico 10).

Tabela 13. Matriz da correlacdo de Pearson para os sesquiterpenos de maior

incidéncia do 6leo essencial das folhas de trés matrizes de Myrocarpus

frondosus.
Isoledeno B-cariofileno D-germacreno  Biciclogermagreno
B-cariofileno 0,48
D-germacreno 0,19 0,69
Biciclogermagreno -0,33 -0,10 0,49
Espatulenol -0,10 -0,37 -0,43 -0,37

Composicéo quimica (%)
=
N
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Gréafico 10: Relacgdo entre a concentracéo dos sesquiterpenos (3-cariofileno e o D-germacreno do

Oleo essencial das folhas das trés matrizes de Myrocarpus frondosus

Para elaborar a rota biossintética dos sesquiterpenos, figura 25, os compostos
B-bourboneno (IRL 1387), cubebol (IRL 1514), B-cariofileno (IRL 1417), a-humuleno
(IRL 1452), D-germacreno (IRL 1484) e o biciclogermagreno (IRL 1500) a proposta
de rota foi obtida com base na literatura,'®3*
1374), aromadendreno (dehidro) (IRL 1460), éter italiceno (IRL 1515), epdxido
italiceno (IRL 1547), espatulenol (IRL 1577), globulol (IRL 1590), cariofileno (14

hidroxi 9-epi-E) (IRL 1668) e o p-davanona-2-ol (IRL 1718) foram propostos.

os demais compostos isoledeno (IRL
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Figura 25. Biossintese de sesquiterpenos detectados no 6leo essencial das folhas de

trés matrizes de Myrocarpus frondosus.
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Pelo método do DPPH, a 250 pg/mL de 6leo essencial, a atividade

antioxidante maior foi para a M3 nos meses de margo e abril, 66,91% e 66,86%

respectivamente. E o menor valor foi de 9,35% para M1 em junho. Os valores de

atividade antioxidade das trés matrizes de Myrocarpus frondosus pelo método DPPH

estdo apresentados na tabela 14.

Tabela 14.

matrizes de Myrocarpus frondosus.

Atividade antioxidante ao DPPH do 6leo essencial das folhas das trés

Matriz 1
Més Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Ano 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2011 2011 2011
AA%* 39,30a 12,98b 45,84c 53,92d 4552c 9,35b 44,40c 33,79e 46,00c  33,14e 27,65f  29,76ef
Desvio 2,75 1,78 2,54 0,83 0,61 0,49 0,76 0,90 0,78 1,17 1,28 0,79
Padréo
Matriz 2
Més Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Ano 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2011 2011 2011
AA%* 55,30ad 23,32b 34,16c 50,74ad 45,38e 16,69f 18,00f 24,81b 52,49ad 19,09bf 46,12de 48,72de
Desvio 0,54 0,62 0,57 3,82 1,04 1,69 1,37 1,39 0,48 0,66 1,85 2,81
Padrdo
Matriz 3
Més Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Ano 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2011 2011 2011
AA%* 21,68a 10,56b 66,91c 66,86c 21,82ad 36,89e 42,59f 15959 46,77f 17,31dg 31,60h 19,20ag
Desvio 3,34 1,54 1,69 0,51 0,62 1,75 0,62 0,44 0,45 0,71 2,72 1,69
Padrdo

" AA% é a concentracdo baseada na média (3 amostras) da atividade antioxidante a 250ug/mL de amostra de 6leo essencial, os resultados seguidos de

letras iguais entre colunas nédo apresentam diferenca, num nivel de significancia de 5% pelo teste Tukey.

Os resultados obtidos pelo método FRAP estdo apresentados na tabela 15, é

possivel observar que a atividade antioxidante foi menor 116,34 uM FeSO,/g de Oleo

essencial, para novembro na M3. E a maior atividade antioxidante apresentada para

M1 em janeiro,1660,74 UM FeSO,/g de 6leo essencial.
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Tabela 15. Atividade antioxidante ao FRAP do 6leo essencial das folhas das trés

matrizes de Myrocarpus frondosus.

Matriz 1

Més Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Ano 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2011 2011 2011

AA'  1660,74 1330,85 128515 1571,41 788,70 650,12 1135,67 1156,17 498,68 1227,14 610,10 806,50

Matriz 2

Més Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Ano 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2011 2011 2011

AA' 158806 1108,60 1069,01 161504 688,09 900,84 322,21 31857 36579 1330,86 657,04 1371,00

Matriz 3

Més Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Ano 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2012 2011 2011 2011

AA'  1260,82 1366,24 949,59 769,93 1004,85 324,08 424,22 218,97 743,55 1254,69 116,34 1416,04

! Atividade antioxidante em pM FeSO,/ g de 6leo essencial

O ensaio de atividade antioxidante, determinado pelos métodos DPPH e
FRAP, em geral apresentou valores inferiores a de 6leos essenciais de outras
espécies como Psidium guajava L. (goiabeira),®® das partes aéreas de trés espécies
de Croton (C. zenhtneri e C. argyrophylloides e C. nepetaefolius.),®® os éleos de
Cinnamomum zeylanicum Nees. (canela), Myristica fragrans Houtt. (noz-moscada),
Thymus vulgaris L. (tomilho), Eugenia caryophyllata Thunb (cravo), Ocimum
basilicum L. (manjericdo) e Origanum floribundum Mumby (orégano).®® Tomaino et
al.,” relata a dificuldade de relacionar a atividade antioxidante com um composto
terpénico especifico, visto a complexidade da composicdo quimica de 6leos
essenciais. Uma maneira Util para justificar estaria em uma acao de sinergismo entre
os terpenos presentes no 6leo essencial. Estudos sobre a acdo antioxidante do
isopreno em vegetais para combater o ozonio foi realizado por Loreto et al.,*®
mostrou que o isopreno é capaz de proteger as folhas. A atividade antioxidante de
terpenos pode estar muitas vezes relacionada a compostos ciclicos com duplas na
posicdo 1,4 do anel, como é o caso do y-terpineno exemplificado no estudo do Oleo

essencial de Satureja thymbra L. *’
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Mecanismo antioxidante do y-terpineno, adaptado de Oztiirk.?’

Diferencas entre diferentes métodos de ensaio para analise antioxidante sé&o

observadas também em estudos com espécies de atividade antioxidante

reconhecida como o manjericdo (Ocimum basilicum L.)*® e de duas espécies tipicas

do mediterraneo, a Pistacia lentiscus L. e Mytus communis L.,”° a tabela 16 mostra o

resultado de alguns trabalhos encontrados na literatura para determinagdo de

atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP.

Tabela 16. Atividade antioxidante de diversas espécies vegetais pelos métodos
DPPH e FRAP .

Amostra AA DPPH" AA FRAP? Referéncia

Café torrado 47,25 % (10 mg/mL) 0,61 pM/L trolox/ug.mL (0,90 mg/mL)  Vignoli et al.™™
Café soltvel 80,22 % (8 mg/mL) 1,25 pM/L trolox/pg.mL™(0,45 mg/mL)  Vignoli et al. ™°
Alface (Extrato etandlico) ECso 17,07mg/mL 0,45 pM Fe”*/mg Tiveron™*

Brécolis (Extrato etanélico) ECso 45,87mg/mL 0,18 uM Fe*"/mg Tiveron™*

Salsa (Extrato etandlico) ECs0109,82 mg/mL 0,10 uM Fe”*/mg Tiveron™"

Acido Ascérbico (Extrato etanélico)  N.R 16,23 uM Fe”/mg (5ppm) Tiveron™"

Cravo (6leo essencial) 34,8% (0,026uL/mL) N.R Tomaino et al.”
Canela (6leo essencial) 55,3% (0,065uL/mL) N.R Tomaino et al.”™
Orégano (6leo essencial) 51,8% (0,263pL/mL) N.R Tomaino et al.™
Eugenol 43,5% (28,3uM) N.R Tomaino et al.”

Pistacia lentiscus L. (6leo essencial)

ECso 11,0 mg/L

84,6 mmol Fe**/L

Chryssavgi et al.”

Myrtus communis L. (6leo essencial)

ECso 11,0 mg/L

63,4 mmol Fe**/L

Chryssavgi et al.”

Mentha rotundifolia (6leo essencial)

ECso 29,52 ug/m L

330,46 UM Fe*/g de 6leo essencial

Riahi et al.™

" Atividade antioxidante pelo método DPPH
? Atividade antioxidante pelo método FRAP
N.R - Andlise nédo realizada pelo método
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4.10. Relag6es observadas com a andlise de atividad e antioxidante

Embora cada matriz tenha apresentado valores caracteristicos de atividade
antioxidante, para os ensaios realizados com DPPH, na maioria dos periodos, ha
relacdo direta entre as amostras. Apenas nos meses de junho e dezembro para a
M3 e no més de novembro para a M2, este comportamento foi inversamente
proporcional. Com relacdo as andlises realizadas pelo método FRAP, foi possivel
observar relagcédo diretamente proporcional para as amostras nos meses de marco,
outubro, novembro e dezembro. As matrizes M1 e M2 também exibem essa relacao
nos meses de janeiro, fevereiro, abril, maio, e agosto. De todas as variaveis
ambientais a precipitacdo mostra ter relacdo inversa com a atividade antioxidante
para a maioria das amostras realizadas por ambos os métodos, conforme é

apresentado no grafico 11.
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Gréfico 11: Relacao entre atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas das trés matrizes

de Myrocarpus frondosus e as variaveis ambientais.

Através da matriz de correlacdo de Pearson (tabela 17), podemos confirmar a
relacdo inversa entre a precipitacdo e a atividade antioxidante, principalmente com

relacdo aos ensaios realizados com DPPH, onde os valores negativos representam
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relacdo inversa. Também é possivel visualizar a correlagdo entre ensaios e matrizes
como o resultado da analise de DPPH da M1 que tem correlacdo forte com o da
M2(0,50) e M3(0,56), e menor para o DPPH da M2 com a M3(0,20). Nos resultados
de FRAP a M2 exibe correlacdo maior com a M1(0,59) e M3(0,67), do que a
correlacdo entre M1 e M3(0,39). Entre 0s ensaios para a mesma matriz, os indices
de correlagdo sdo maiores para as matrizes M1(0,26) e M2(0,29), sendo que essas
duas matrizes sempre apresentaram fortes correlacdes, tanto entre ensaios como

entre as matrizes.

Tabela 17. Matriz de correlagdo de Pearson da atividade antioxidante do Oleo
essencial das folhas de trés matrizes de Myrocarpus frondosus e as variaveis

ambientais.

DPPHM1' DPPHM2' DPPHM3' FRAP M1? FRAP M2? FRAP M3?
DPPH M2' 0,50
DPPH M3 0,56 0.20
FRAP M12 0,26 -0,03 0,08
FRAP M22 -0,01 0,29 0,04 0,59
FRAP M32 0,03 0,23 -0,28 0,39 0,67
Temperatura (°C) 0,01 0,37 0,25 0,35 0,56 0,57
Precipitagdo (mm) -0,27 -0,39 0,10 0,28 0,01 0,12
Radiacgo (KJ/m 2) /10 -0,23 0,34 0,08 0,23 0,69 0,46

1 Atividade antioxidante em % na concentragcao de 250pug/mede 6leo essencial
2 Atividade antioxidante em uM FeSO,/g de dleo essencial

Mesmo sabendo da dificuldade de se relacionar um Unico terpeno especifico
com a atividade antioxidante dos 6leos essenciais,® foi proposta uma anélise de
componentes principais da composicao quimica e a atividade antioxidante, visando

determinar os compostos que exercem maior influéncia nesta atividade.

Com uma variancia explicada de 47,84%, os dois sesquiterpenos majoritarios,
D-germacreno (IRL 1484) e biciclogermacreno (IRL 1500), exerceram maior
influéncia utilizando o método FRAP. Para os ensaios com DPPH o composto a-
humuleno (IRL 1452) exibe maior relagdo com a atividade antioxidante. Além desses
o composto B-cariofileno (IRL 1417) também demonstra influenciar na atividade

antioxidante determinada por ambos os métodos, conforme figura 27.
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O a-humuleno ndo € um composto majoritario, mas esta presente na maioria
das amostras, principalmente durante o outono e inverno, e tem 0 mesmo precursor
da rota biossintética do B-cariofileno conforme apresentado anteriormente na figura
25.

O B-cariofileno e D-germacreno também exibem forte relagdo como
demonstrado anteriormente na figura 23 (principalmente para M1), e na relacao

entre sesquiterpenos (tabela 13 e grafico 10).

Os compostos que exibem maior influéncia na atividade antioxidante séo
todos hidrocarbonetos sesquiterpenos que apresentam estruturas quimicas
semelhantes, apresentadas na figura 17.
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Figura 27. Andlise de componentes principais entre os compostos detectados e a
atividade antioxidante no 6leo essencial das folhas de Myrocarpus frondosus

Esses quatro compostos também estdo presentes em 0Oleos essenciais com
atividade antioxidante como no 6leo de Satureja thymbra L.°” e no 6leo de Mentha

rotundifolia.'®?



5. CONCLUSOES

Neste trabalho inédito foi possivel identificar, através da cromatografia gasosa
CG-DIC e CG-EM, trinta e cinco compostos no o6leo essencial das folhas de
Myrocarpus frondosus, sendo o B-pineno (IRL 974), D-germacreno (IRL 1484), e o
biciclogermacreno (IRL 1500), os compostos majoritarios. Além desses majoritarios
0s compostos B-cariofileno (IRL 1417), limoneno (IRL 1024), e o espatulenol (IRL
1577) estdo presentes na maioria das amostras. Desses compostos nao foi possivel
identificar algum caracteristico por estacdo, sendo que o biciclogermacreno é o que
menos exerce influencia, e os compostos D-germacreno e B-cariofileno sdo os que

tém maior relacéo para M1.

A variacao entre o total de mono e sesquiterpenos sempre ocorreu de modo
reciproco. A concentracdo média de monoterpenos foi de 28,47%, especialmente o
B-pineno (IRL 974) com média de 22,73%, e os sesquiterpenos de 66,43%, sendo 0s
compostos de maior concentracdo desta classe o D-germacreno (IRL 1484) com
17,52% e biciclogermagreno (IRL 1500) com média de 35,82%.

Houve variacdo no rendimento de 6leo essencial extraido por hidrodestilacao
durante o periodo do trabalho, de 0,11-0,25% Sendo o0s maiores valores
apresentados no verdo e 0s menores no outono e inverno, de modo que a relacao
entre temperatura, radiagdo solar e rendimento se manteve, na maioria dos
periodos, diretamente proporcional. Com relacao a precipitacdo, isso s6 ocorreu nos

meses onde a precipitacao foi acima de 133 mm.

O dleo essencial das folhas de Myrocarpus frondosus apresentou atividade
antioxidante ao DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Na concentracdo de 250 pg/mL
de Oleo essencial, a atividade antioxidante maxima foi de 66,91% e minima de
9,35%. Pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) a atividade
antioxidante variou de 116,34-1660,74 uM FeSO,/g de 6leo essencial. A precipitacao
€ a variavel ambiental, dentre as outras, a qual demonstra ter relacdo inversa com a
atividade antioxidante por ambos os métodos. E a relagdo com a composi¢ao

quimica mostra, através da analise de componentes principais, que o [B-cariofileno
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(IRL 1417), o a-humuleno (IRL 1452), D-germacreno (IRL 1484) e biciclogermagreno

(IRL 1500) séo os de maior relacdo com essa atividade.

Através da analise multivariada da composicdo quimica foi possivel a
identificacdo de grupos de amostras por periodos distintos, demonstrado a
importancia deste estudo pioneiro de metabdlitos secundérios das folhas da
cabrelva para a identificacdo fitoquimica da espécie, bem como avaliacdo de seu

potencial quimico para trabalhos futuros.
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