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RESUMO

PROJETO DE CURSO

TITULO: PERFIL CROMATOGRAFICO DOS OLEOS ESSENCIAIS OBTIDOS DE
PLANTAS AROMATICAS DA REGIAO SERRANA DO RIO DE JANEIRO:
Aspidosperma olivaceum Mull. Arg., Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg e
Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg.

ALUNA: Fernanda dos Santos Silva

ORIENTADORA: Claudia Moraes de Rezende, DSc - Instituto de Quimica - UFRJ

CO-ORIENTADORA: Thais Matsue Uekane, doutoranda - UFRJ

O presente trabalho faz parte do projeto I-FLORA/Faperj envolvendo a investigacao
da composicdo quimica dos Oleos essenciais (OE) de trés espécies aromaticas da Regido
Serrana do Rio de Janeiro: Aspidosperma olivaceum Mull. Arg. pertencente a familia
Apocynaceae e popularmente conhecida como guatambu; Campomanesia xanthocarpa
(Mart.) O. Berg e Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg pertencentes a familia Myrtaceae e
conhecidas popularmente como guabiroba e cambui, respectivamente. As espécies foram
coletadas no Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO), Teresdpolis, Rio de Janeiro.
Foram realizadas extragdes por hidrodestilacdo das folhas frescas com uso de aparelho de
Clevenger por duas horas para obtencdo dos OEs e hidrolatos de cada espécie. Estes foram
diluidos em diclorometano 1 % e analisados por CG-EM (no modo de varredura de ions
totais-SCAN) e CG-DIC em coluna capilar cromatografica HP-5MS. O OE da espécie A.
olivaceum apresentou como compostos majoritarios fitol (6,1 %), acido hexadecandico (acido
palmitico) (5,9 %), a-eudesmol (3,7%), pentadecanal (3,2%), linolenato de metila (1,7 %) e
eremofileno (1,6 %). Para a espécie C. xanthocarpa foi observado a presenca dos seguintes
compostos majoritarios: acetato de geranila (32,1 %), globulol (8,4 %), biciclogermacreno
(7,0 %), espatulenol (4,9 %), t-muurolol (3,7 %), t-cadinol (3,3 %), viridiflorol (3,1 %), A-
cadineno (2,1 %) e fitol (2,0 %). Na espécie M. delicatula observou-se presenca de
sesquiterpenos como os isdmeros B-eudesmol (11,4%) e a-eudesmol (6,1 %), viridiflorol (8,6
%), t-cadinol (6,7 %), A-selineno (6,7 %) e p-cariofileno (4,2 %). A extragdo por
hidrodestilacdo nas condi¢cGes empregadas foi eficiente para extracdo dos compostos volateis
das plantas estudadas. O estudo quimico dos OEs realizados neste trabalho a partir das folhas
de A. olivaceum e M. delicatula é inédito, sendo assim uma contribuicdo para futuros estudos
dessas espécies. A espécie C. xanthocarpa apresentou alguns compostos majoritarios
similares a relatados em estudos anteriores, porém com abundancias relativas diferentes. Os
hidrolatos das trés espécies apresentaram poucos compostos comparados aos OEs das
espécies estudadas.

Palavras-chave: Aspidosperma olivaceum Mill. Arg.; Campomanesia xanthocarpa (Mart.)
O. Berg; Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg; 6leo essencial; cromatografia gasosa-
espectrometria de massas.




ABSTRACT

PROJETO DE CURSO

TITULO: CHROMATOGRAPHIC PROFILE OF ESSENTIAL OILS FROM AROMATIC
PLANTS OF THE MOUNTAIN REGION OF RIO DE JANEIRO: Aspidosperma olivaceum
Mill. Arg., Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg and Myrciaria delicatula (DC.) O.
Berg.

ALUNA: Fernanda dos Santos Silva

ORIENTADORA: Claudia Moraes de Rezende, DSc - Instituto de Quimica - UFRJ

CO-ORIENTADORA: Thais Matsue Uekane, doutoranda - UFRJ

This work is part of the project I-FLORA/Faperj and involved the investigation of the
chemical composition of essential oils (EO) of three aromatic species from the mountain
region of Rio de Janeiro: Aspidosperma olivaceum Mill. Arg. which belongs to Apocynaceae
family, popularly known as guatambu; Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg and
Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg which belongs to Myrtaceae family and popularly known
as guabiroba and cambui, respectively. The species were collected from Serra dos Orgaos
National Park (PARNASO), Teresopolis, Rio de Janeiro. Extractions through
hydrodistillation were done in the fresh leaves using Clevenger equipment for two hours to
obtain the EOs and hydrolates of each species. The EOs diluted in dichloromethane 1 % and
analyzed through GC-MS (in total ion Scan) and GC-FID in chromatographic capillary
column HP-5MS. EO of the specie A. olivaceum presented as major compounds phytol
(6.1%), hexadecanoic acid (palmitic acid) (5.9%), a-eudesmol (3.7%), pentadecanal (3.2%),
methy! linolenate (1.7%) and eremophylene (1.6%). In relation to the specie C. xanthocarpa,
it was observed the presence of the following major compounds: geranyl acetate (32.1%),
globulol (8.4%), bicyclogermacrene (7.0%), spathulenol (4.9%), t-muurolol (3.7%), t-cadinol
(3.3%), viridiflorol (3.1%), A-cadinene (2.1%) and phytol (2.0%). For the specie M.
delicatula, it was observed the presence of sesquiterpenes as the isomers B-eudesmol (11.4%)
and a-eudesmol (6.1%), viridiflorol (8.6%), t-cadinol (6.7%), A-selinene (6.7%) and B-
caryophyllene (4.2%). The extraction through hydrodistillation under the conditions
employed was efficient to the extraction of the volatile compounds of the studied plants. Since
no reports were found in literature for the chemical study of leaves EOs of A. olivaceum and
M. delicatula this work is a contribution to further studies of these species. The specie C.
xanthocarpa presented some major compounds similar to described in previous studies, with
different relative abundance. Hydrolates of the three species showed few compounds
compared to EOs of the species studied.

Keywords: Aspidosperma olivaceum Mull. Arg.; Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O.
Berg; Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg; essential oil; gas chromatography-mass
spectrometry.
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1 INTRODUCAO

O 6leo essencial (OE) é utilizado em diversos setores industriais como perfumaria,
cosméticos, produtos de limpeza e higiene, alimentos, bebidas e farmacos, sendo aplicados
como aromas, fragréncias, fixadores de fragréncias e sabor, em composi¢oes farmacéuticas e
comercializados na sua forma bruta ou beneficiada (BI1ZZO, 2009; GOMES, 2013; SANTOS
et al.,, 2006). Indastrias alimenticias, por exemplo, estdo cada vez mais utilizando
aromatizantes naturais para reproduzir sabores e odores (JAKIEMIU, 2008).

O mercado de OEs é crescente em paises de grande biodiversidade e com capacidade
de agregar valores as suas matérias-primas (JAKIEMIU, 2008). O Brasil é um grande
exportador de OEs (GOMES, 2013) e atrai estudos nesta area com objetivo de conhecer novas
fontes de matérias-primas e promover o uso sustentavel de sua biodiversidade. Entretanto,
este setor enfrenta problemas como a falta de padrdo de qualidade e poucos investimentos
(SOUZA et al., 2010).

Em funcdo da necessidade de estabelecer uma padronizacdo para controle de
qualidade de OEs, uma maior integracao entre pesquisadores, empresas e produtores a fim de
promover parcerias e orientacbes de mercado, uma maior representatividade perante aos
Orgaos governamentais, entre outras metas, foi criada a Associacdo Brasileira de Produtores
de Oleos Essenciais (ABRAPOE), um centro de referéncia de OEs no Brasil (BIZZO, 2009).
Atualmente, existe também a Associacio Brasileira das Industrias de Oleos Essenciais,
Produtos Quimicos Aromaticos, Fragrancias, Aromas e Afins (ABIFRA) que tem como
missao realizar acdes para o fortalecimento da industria nacional através da divulgacdo de
padrdes internacionais de qualidade e seguranca dos produtos junto ao mercado brasileiro,
seus consumidores e governo. Encontram-se associadas 44 empresas, e a ABIFRA ¢ afiliada a
dois Orgdos internacionais, que financiam e implementam programas cientificos que visam
estabelecer as boas praticas de fabricacdo e garantir o uso seguro de seus produtos, a
International Fragrance Association (IFRA) que representa o setor de fragrancias e
International Organization of the Flavour Industry (IOFI) que representa o setor de aromas
(ABIFRA, 2013).

A atividade humana, através do avanco da fronteira agricola, do crescimento de
cidades e desmatamentos (CORTES, 2012), tem reduzido as areas de biomas e levado
espécies ao risco de extincdo (SANTOS et al., 2010; WALTER, 2006; KLINK, 2005). O
Brasil é um pais de grande diversidade vegetal e € muito importante o estudo, conhecimento,

preservacdo e uso sustentdvel de todas as especies nativas. Muitas plantas conhecidas
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possuem potencial terapéutico e farmacolégico comprovado (anti-inflamatoria, analgésica,
antimicrobiana, antiespasmddica, antitérmica, laxativas) e alguns OEs séo utilizados em
abordagens terapéuticas. Mas ainda existem plantas ndo exploradas (VUNDA, 2011) e o
maior conhecimento sobre extratos e OEs dessas espécies colabora no uso racional dos
recursos naturais, possibilitando futuras atividades de cultivo, no caso de identificagdo de

possivel potencial de aplicagao.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DEFINICAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sdo definidos como compostos volateis, naturais e complexos,
dotados de forte aroma, em sua maioria agradavel, produzidos por metabdlitos secundarios
encontrados em estruturas celulares especificas da planta, podendo estar presente em diversos
orgaos (BAKKALI et al., 2008; VITTI, 2003) e tradicionalmente extraidos pela técnica de
arraste a vapor ou hidrodestilacéo, além da prensagem no caso de 6leos citricos.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e seus processos especificos de
extracdo, os Oleos sdo confundidos por alguns autores recebendo outras denominagdes como
Oleos volateis, esséncias e 0leos etéreos (CORAZZA, 2002; apud JAKIEMIU, 2008; VITTI,
2003). Por apresentarem volatilidade podem ser denominados por alguns autores como 06leos
volateis (VITTI, 2003); pelo aroma intenso e agradavel de muitos déleos essenciais sdo
chamados por outros de esséncias (apud JAKIEMIU, 2008). J& a denominacdo de Oleos
etéreos tem referéncia com a solubilidade dos éleos essenciais em solventes organicos
apolares, como éter (VITTI, 2003). Essa variedade de nomenclatura para os 6leos essenciais
ndo é excludente entre si e é usada por varios autores com a mesma finalidade. Ha autores que
preferem o termo Oleo volatil devido a associacdo a propriedades fisico-quimicas da planta
(BELTRAME et al., 2010; VUNDA, 2011), pois em alguns casos, o 0leo essencial pode
também ser designado por produtos odorantes ndo formados anteriormente no vegetal,
obtidos, por exemplo, através da hidrolise enzimatica de heterosideos (BELTRAME et al.,
2010).

A International Standard Organization (ISO), fundada em 1947, é uma organizacao

que desenvolve e publica normas internacionais que abrange quase todos os aspectos da
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tecnologia e de negdcios, garantindo a seguranca, confiabilidade e qualidade dos produtos e
dos servicos, possui varias normas referentes a OEs como a 1SO 3218:1976 sobre principios
de nomenclatura de 6leos essenciais, e a ISO 9235:1997 sobre vocabulério de matérias-primas
naturais aromaticas definindo 6leo essencial como “produto obtido a partir de matéria-prima
natural de origem vegetal, seja por destilagdo com vapor de &gua, por destilacdo fracionada ou
por processos mecanicos, no caso do pericarpo de frutos, com posterior separacdo da fase
aquosa por processos fisicos como a centrifugacdo” (1SO, 2013; MARTINS et al., 2011;
VITTI, 2003).

De acordo com Regulamento Técnico do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL) de
Aditivos Aromatizantes (MERCOSUL/GMC/RES. N° 46/93), relatado no site do INMETRO,
0s 6leos essenciais sdo o0s produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilagdo por arraste a vapor d’agua, destilagio a pressdo reduzida ou outro método
adequado), e podem apresentar-se isolados ou em misturas, retificados (quando submetidos a
um processo de destilacdo fracionada para concentrar componentes), desterpenados (quando
submetidos a um processo de quase isencdo de terpenos) ou concentrados (produtos
parcialmente desterpenados).

Segundo o site da ABIFRA as defini¢fes e terminologias implementadas pelo Codigo
de Boas Praticas da 10FI, os 0leos essenciais sdo definidos como complexos aromatizantes
naturais que entendem-se por preparacfes que contém substancias aromatizantes obtidas de
processos fisicos como destilacdo e extracdo por solventes, por processos enzimaticos ou

processos microbioldgicos, a partir de matéria-prima de origem vegetal ou animal.

2.2 BREVE HISTORICO DE OLEOS ESSENCIAIS

As plantas aromaticas e seus respectivos OEs sdo utilizados desde o inicio da hist6ria
da humanidade para conferir sabores e aromas as comidas e bebidas, para disfarcar odores
desagradaveis, para atracdo, seducdo e embelezamento entre pessoas, entre outros,
contribuindo para o bem-estar e demonstrando assim uma antiga tradicdo sociocultural e
socioecondmica da utilizacdo destes produtos (FRANZ, 2010).

Ha registros de plantas aromaticas desde as antigas civiliza¢6es, quando o homem ao
queimar determinados arbustos, ervas e resinas percebeu que estas exalavam um aroma
intenso e mesmo quando retiradas do recinto o aroma agradavel permanecia no ambiente. Isto

levou os alquimistas a busca pela quinta esséncia da matéria (CORAZZA, 2002). Paracelsus,



15

um alquimista do século XVI, usou vapor para isolar o que chamava de alma da planta, isto é,
substancias que continham aroma da planta e que ndo se misturavam na &gua, propriedade que
ajudou na escolha do nome 6leo essencial, ou esséncia, para essas substancias (JAKIEMIU,
2008; MACHADO, 2011).

As primeiras referéncias do uso de plantas arométicas e OEs provém do Oriente,
especialmente do Egito, que se destacou historicamente como o primeiro a destilar plantas
com o intuito de extrair OEs. Utilizavam estes em oferendas nas cerimbnias religiosas a
realizacdo de rituais funebres com embalsamento de mdmias. Desde entdo, os métodos de
extragdo de OEs diversificaram e foram se aprimorando (JAKIEMIU, 2008; NEVES, 2011).
Os gregos também compreenderam os efeitos milagrosos das plantas aromaticas adquirindo
estes conhecimentos dos egipcios e 0s transmitiram aos romanos que, a partir de 45 a.C., 0s
aperfeicoaram e passaram a usar os OEs no corpo como perfumes, em tratamentos com fins
terapéuticos, mumificacdes e cerimonias religiosas. Nos casamentos romanos, as noivas
carregavam buqués de ervas aromaticas, no dia da cerimbnia para espantar as energias
negativas e agradar aos deuses. Mas com a queda do Império Romano e ascensao da Igreja
Catolica, as ervas foram substituidas por flores e a utilizacdo de plantas e 0leos foi proibida
(JAKIEMIU, 2008; NEVES, 2011). No entanto, antes da era crista, as plantas aromaticas ja
eram populares na antiga China e india (VITTI, 2003) com uso de incensos, pocdes e OEs
para o corpo.

Na Idade Média (séculos V ao XV), apenas 0s povos que ndo eram limitados pela
religido, como o povo arabe e monges, passaram a difundir estes conhecimentos (NEVES,
2011). Na civilizacdo arabe destacou-se o famoso alquimista Avicena, no século XII, pioneiro
no método de destilacdo de plantas medicinais utilizando alambique. No entanto, a producéo
de OE limitava-se a industria caseira, e era considerada uma atividade secundaria da
agricultura. Os métodos de extracdo foram sendo aperfeicoados e no século XV, os OEs
comecaram a ser exportados como fragrancias da Italia para toda a Europa, visando tanto a
cosmética quanto a terapéutica. A peste negra, doenca transmitida por ratos, matou muitos
europeus nessa época e as ervas aromaticas foram queimadas pelas ruas e igrejas na tentativa
de desinfetar o ambiente, disfarcar o mau cheiro, e como forma de compressas para tratar 0s
enfermos (CORAZZA, 2002; NEVES, 2011).

Os séculos passaram e diferentes culturas utilizaram as plantas e OEs para tratar
doencas através do conhecimento das civilizagdes antigas, mas com o surgimento da quimica

e 0 desenvolvimento da medicina muitos compostos foram sintetizados, medicamentos foram
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fabricados e houve um declinio do uso de produtos naturais (VITTI, 2003). Atualmente, as
industrias alimenticias estdo buscando usar cada vez mais produtos de origem natural, como
0s aromatizantes extraidos de plantas, porém a falta de controle de qualidade, poucos critérios
de avaliagdo das composi¢cdes quimicas, dos principios ativos e da toxicidade, entre outros,
impedem que estes sejam muito utilizados em escala industrial (JAKIEMIU, 2008; NEVES,
2011; VITTI, 2003).

Além disso, na tentativa de aliviar 0 estresse, as pessoas estdo buscando na natureza
novas alternativas de tratamentos relaxantes, crescendo o interesse pela aromaterapia, com
uso de plantas aromaticas e de OEs com propriedades terapéuticas (EDRIS, 2007; NEVES,
2011). Esta técnica é muito antiga e conhecida, sendo aplicada desde tratamentos de doengas a
tratamentos estéticos utilizando o sentido do olfato e as propriedades dos OEs (CORAZZA,
2002).

Pesquisadores brasileiros iniciaram a investigacdo da flora brasileira na busca pela
cura de doencas que foram surgindo (ALMEIDA, 2007). Estudos com OEs no Brasil foram
iniciados com os trabalhos de Theodoro Peckolt, farmacéutico originario da Pol6nia, que
chegou ao pais em 1847, e publicou cerca de 170 trabalhos sobre a flora brasileira incluindo
dados sobre rendimento e composi¢cdo de OEs. Em 1925, as industrias brasileiras comegaram
a extrair OE de pau-rosa (Aniba rosaeodora). Mas foi durante a Segunda Guerra Mundial que
a industria nacional de OE passou a se desenvolver e crescer no mercado exterior, visto que o
mercado europeu desestabilizou e o Brasil passou a ser um fornecedor alternativo, com mao-
de-obra barata e vasta diversidade de plantas, passando a exportar também Gleos de sassafras
(Ocotea odorifera), menta (Mentha arvensis), eucalipto (Eucalyptus globulus) e laranja
(Citrus sinensis). Atualmente o Brasil encontra-se em posicdo de destaque na producdo de
OEs devido aos 6leos citricos (B1ZZO, 2009).

2.3 ESTATISTICAS DE OLEOS ESSENCIAIS: IMPORTACAO E EXPORTACAO
BRASILEIRA

De acordo com a Associacdo Brasileira dos Exportadores de Citricos (ABECITRUS),
o0 Brasil, em 2007, era o quarto exportador de OEs no mundo e o décimo importador, sendo o
Estado de Sdo Paulo um dos maiores produtores brasileiros de OEs, principalmente pela
grande produtividade do setor de citricultura (AMORIM, 2007). Os OEs citricos obtidos sdo
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subprodutos da inddstria de sucos, contribuindo com 5 % do total de déleos importados
(BIZZO, 2009).

Segundo dados de 2012 da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosmética (ABIHPEC) obtidos da Euromonitor, o Brasil tornou-se o terceiro
maior mercado no setor de higiene pessoal, perfumaria e cosmética, conforme Tabela 1, sendo
os OEs muito utilizados como matérias-primas dos produtos de industrias desse setor
(ABIHPEC, 2013). Vérios fatores contribuem para o crescimento das indUstrias brasileiras
nesse setor como integracdo e acesso das classes D e E aos produtos do setor, crescente
participacdo da mulher no mercado de trabalho, maior utilizacdo de tecnologia de ponta pelas
inddstrias com consequente aumento de produtividade, entre outros (ABIHPEC, 2013).

TABELA 1: Ranking dos 10 paises que mais contribuiram no mercado mundial no setor de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosmética nos Ultimos anos. (Fonte: ABIHPEC, 2013).

2011 2012

Higiene Pessoal, US$ Bilhdes US$ Bilhoes Participacéo Crescimento

Perfumaria e Cosméticos Preco ao Preco ao (%) (%)
consumidor consumidor

Mundo 427 433 100 1,4
1 Estados Unidos 67 69 15,9 3,3
2 Japdo 47 47 10,9 0,5
3 Brasil 42 42 9,6 0,1
4 China 28 32 7,4 12,4
5 Alemanha 19 18 4,1 -5,8
6 Reino Unido 16 17 3,9 1,5
7 Franca 17 16 3,7 -6,5
8 Russia 14 14 3,2 -0,3
9 ltalia 13 12 2,7 -8,0
10 México 10 10 2,3 -1,5
Total (10 paises) 273 276 63,7 1,1

Segundo dados da TRADE NOSIS, uma rede mundial que disponibiliza informacgdes
de comércio internacional, entre 2008 e mar¢co de 2013, no setor de produtos de OEs e
resindides para perfumaria e afins (principalmente éleos citricos), os principais paises que o

Brasil importou foram Argentina, Estados Unidos e Franca (Figura 1).
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Em relacdo aos principais mercados de destino das exportac6es brasileiras nos Gltimos
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anos no setor de OEs e resindides encontram-se Argentina, Chile e Estados Unidos (Figura 2).

Fazendo um balanco entre exportacdo e importagéo brasileira (Figura 3), o volume de

significativo na exportagédo, conforme dados da Tabela 2.

importacdo de produtos desse setor cresceu o dobro, embora tenha observado um aumento
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TABELA 2: Brasil: relacdo de exportacdo e importacdo de OEs e resindides. Valor anual em USD. (Fonte:
TRADE NOSIS, 2013).

Paises de 2008 2009 2010 2011 2012 2013
destino/origem
Brasil -  Exportaces

Argentina 138.845.048  141.360.289 168.831.370  173.254.969  143.548.664 28.547.366
Chile 61.838.939  68.282.556 71.858.414  72.000.653 85.352.399 15.303.178
Estados 58.040.399  46.029.166 64.243.181 102.621.864 68.441.210 16.275.967
Unidos

Colémbia 21.655.019  24.383.761 30.856.075  37.814.155 41.353.015  8.360.856
México 18.837.612  20.922.258 31.897.729  39.628.728 38.082.280 11.264.483
Venezuela 37.320.462  30.110.443 20.571.889  26.587.740 31.687.376  7.036.961
Peru 24.949.257  23.909.540 28.413.804  34.095.778 33.031.174  7.184.682
Paises Baixos 17.886.618  15.509.879 25.321.214  34.199.922 32.964.867  7.930.423
Japéo 10.958.559  11.440.685 14.093.199  29.367.035 44.142.722 11.665.661
Alemanha 23.629.578  15.121.377 13.298.312  19.934.379 18.293.589  4.485.838
Outros 204.794.688  167.503.594 234.983.818 253.507.728  239.370.250 51.890.604
Subtotal 618.756.179  564.573.548 704.369.005 823.012.951  776.267.546 169.946.019

Brasil -  Importacdes

Argentina 124.444.359  118.145.056 181.343.840 240.766.025  252.901.307 71.297.821
Estados 82.556.601  96.267.739 139.566.527 155.151.982  155.599.593 42.058.719
Unidos

Franga 72.253.805  74.749.332 105.746.984 147.810.331  144.759.643 36.761.195
Alemanha 23.219.152  22.134.094 33.070.471  46.584.135 56.357.716 17.429.978
México 12.108.179  20.591.786 40.003.041  42.269.420 60.953.010 21.301.283
Espanha 20.112.257  18.503.501 27.106.448  33.213.140 34.794.964  8.332.869
Italia 11.154.679  11.835.273 16.482.355  23.355.083 20.927.444  4.603.603
Canada 3.720.970 8.599.153 16.584.357  24.004.000 26.698.698  6.776.663
China 6.554.779 9.175.204 14.815.727  21.987.725 27.144.937  6.469.233
Suica 10.778.945  10.318.123 14.576.384  22.713.506 18.751.887  4.380.765
Outros 66.224.922  61.620.868 85.763.928 141.452.249  149.731.554 40.282.517
Subtotal 433.128.648 451.940.129 675.060.062 899.307.597  948.620.754 259.694.646
Total 1.051.884.827 1.016.513.677 1.379.429.067 1.722.320.548 1.724.888.300 429.640.665
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2.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas produzem centenas de metabdlitos secundérios, entre eles, muitos séo
voléateis e liberados no ambiente (ROSTELIE et al., 2000). A finalidade desses compostos
produzidos pelas plantas ainda ndo é bem definida, porém sabe-se que alguns desses
compostos sdo uma importante (ARAUJO, 2001; PERES, 2004). A atracdo de insetos por
compostos volateis pode ser vantajosa para a planta, como no caso da polinizacdo, e a
liberacdo de certos volateis pode servir como defesa a ataque de predarores (JAKIEMIU,
2008; ROSTELIE et al., 2000).

A identificacdo de compostos volateis que podem ser reconhecidos por insetos ou
outros organismos é uma tarefa desafiadora e 0 escasso conhecimento sobre quais compostos
sdo detectados por celulas receptoras olfatorias de organismos motiva muitos estudos
(ROSTELIE et al., 2000).

Verificar a sensibilidade de insetos a certos odorantes produzidos por plantas pode ser
possivel através, por exemplo, da utilizacdo da cromatografia em fase gasosa ligada a
registros eletrofisioldégicos com células receptoras olfatérias unicas, (Gas Chromatography
coupled directly to a Single Cell Recoording, GC-SCR) detectando substancias aromaticas
associadas a certos receptores olfatorios (ROSTELIE et al., 2000; ULLAND et al., 2006;
ULLAND et al., 2008a; ULLAND et al., 2008b).

Os metabolitos primarios sdo substancias essenciais a manutencao da vida e sao fontes
de matéria-prima e energia para formacdo dos metabolitos secundarios. Estes auxiliam na
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie e sdo originados a partir de processos de biossinteses
(metabolismo da glicose), de transporte, de produtos de estocagem e de degradacdo, onde
muitas dessas vias de formacdo ainda sdo desconhecidas. Os metabdlitos secundarios podem
ser classificados em trés grandes grupos produzidos por diferentes rotas biossintéticas:
terpenos, compostos fendlicos e alcaldides (Figura 4) (ALMEIDA, 2007; PERES, 2004).
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FIGURA 4: Rotas biossintéticas de formagdo de metabdlitos secundarios. (Fonte: SANTOS, 2004).

Em relacdo a composicdo quimica dos OEs, as duas classes quimicas mais abundantes
sdo terpenos e fenilpropanodides, metabolitos secundarios de plantas que conferem
caracteristicas organolépticas (ARAUJO, 2001; BELTRAME et al., 2010; BIZZO, 2009;
JAKIEMIU, 2008). Estes podem apresentar compostos de fungbes quimicas variadas como
alcoois (linalol, citronelol, mentol), aldeidos (citral), acidos (benzoico), fendis (eugenol),
cetonas (canfora), éteres (cineol, eucaliptol), ésteres (acetato de mentila) e derivados com
enxofre (JAKIEMIU, 2008; SANTOS et al., 2006; VITTI, 2003).

Dependendo de qual parte da planta os OEs séo extraidos, podem apresentar variacdes
no teor de componentes volateis em uma mesma planta (GOMES, 2013). Além disso, fatores
como local de coleta, época do ano, luz, condi¢des climaticas e do solo, também podem
interferir na concentracdo de compostos volateis, mesmo quando comparados em partes iguais
de plantas da mesma espécie (CORAZZA, 2002; JAKIEMIU, 2008; POTZERNHEIM, 2006;
SIMOES et al., 1999).

Os terpenos e fenilpropandides originam-se de metabolitos primarios diferentes e séo
gerados por vias metabdlicas distintas (BELTRAME et al., 2010). O primeiro é originado a
partir da via do acido mevalénico (via do mevalonato) (JAKIEMIU, 2008; NEVES, 2006;
PINI, 1995) e o segundo a partir da via do acido chiquimico (JAKIEMIU, 2008; NEVES,
2006).
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Os terpenos sdo constituidos de blocos monoméricos designados de isopreno, de
formula molecular CsHg (Figura 5). A composicdo quimica dos OEs € constituida
principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos. Os monoterpenos sdo constituidos pela
unido de duas unidades de isopreno e 0s sesquiterpenos por trés unidades de isopreno (Tabela
3) (JAKIEMIU, 2008). Porém existem terpenos ndo-isoprendides que sdo originados por
precursores de isopreno ou por rearranjos moleculares (PINI, 1995).

 a

FIGURA 5: Molécula de isopreno (CsHg).

TABELA 3: Classificacdo dos terpenos. (Fonte: PINI, 1995).

Unidades de isopreno Nimero de atomos de carbono Classificacéo dos terpenos

n=2 10 Monoterpeno

n=3 15 Sesquiterpeno

n=4 20 Diterpeno

n=>5 25 Sesterpeno

n==6 30 Triterpeno

n=38 40 Tetraterpeno

n>8 nx5>40 Politerpeno

Os isoprendides podem ser originados a partir da via do melavonato, via classica de
formacdo de terpenos, quando trés moléculas de acetil CoA séo ligadas para formar o acido
mevalonico que sofre pirofosforilacdo, descarboxilacdo e desidratacdo produzindo o
isopentenil difosfato (IPP) e seu isdbmero o dimetilalil difosfato (DMAPP), que sdo as
unidades com 5 atomos de carbono que se unem para formar moléculas maiores, precursoras
de terpendides, como o geranil difosfato (GPP) de 10 carbonos, o farnesil difosfato (FPP) de
15 carbonos e o geranilgeranil difosfato (GGPP) de 20 carbonos, como ilustrado na Figura 6
(JAKIEMIU, 2008). O IPP também pode ser originado diretamente pelo metabolismo da
glicose, sem a presenca do &cido mevalénico como intermediario, via duas substancias

principais, piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (VUNDA, 2011).
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Os fenilpropandides sdo metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos compostos
fendlicos presentes em vegetais, porém se encontram em menor quantidade na composicao
dos OEs, quando comparados aos terpenos (JAKIEMIU, 2008). S&o constituidos basicamente
por anel benzénico ligado a cadeia de trés carbonos (Figura 7) (NEVES, 2006; SALIBA,
2001) e sdo derivados da via do acido chiquimico que inicia-se atraveés da condensacdo
aldolica dos metabolitos fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato gerando o acido chiquimico
que se une a uma molécula de acido 5-fosfochiquimico formando o acido corismico,
responsavel pela formacdo de aminoacidos aromaticos como a fenilalanina, que sofre acéo
enzimatica gerando o &cido cinamico e a partir deste sdo formados os fenilpropandides

(Figura 8) (ALMEIDA, 2007; PERES, 2004; SALIBA, 2001).

FIGURA 7: Esqueleto basico de fenilpropandides.
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2.5 METODOS PARA EXTRACAO DE OLEOS VOLATEIS

Ha a necessidade de técnicas de extracdo de 0leos que sejam ecologicamente corretas,
eficientes, proporcionem alta produtividade por batelada, baixo custo de producéo, elevado
rendimento e preservem a composi¢do original das plantas. Dependendo das condi¢cfes
operacionais empregadas e do metodo de extracdo escolhido a composicdo quimica dos 0leos
volateis pode ser alterada (NEVES, 2011) e consequentemente as propriedades terapéuticas
destes também (MACHADO, 2011). Considerando a ampla classe de Oleos volateis, o0s
métodos para extracdo mais citados na literatura cientifica sdo: destilacdo por arraste a vapor
d’agua, hidrodestilagdo, extragdo com fluido supercritico (SFE), extracdo por solventes,
prensagem e enfloracdo (enfleurage) (CORAZZA, 2002; GOMES, 2013; JAKIEMIU, 2008;
MACHADO, 2011; NEVES, 2011; VUNDA, 2011).

A destilacdo por arraste a vapor d’agua € uma técnica viavel em escala industrial, pois
obtém rendimentos satisfatorios de OEs, com grande aplicacdo no setor de perfumaria
(GOMES, 2013). Uma desvantagem desse método é que durante a destilacdo pode ocorrer
degradacdo dos OEs por excesso de calor, fornecendo reacGes indesejaveis como a hidrélise
de ésteres, isomerizacOes, rearranjos e oxidacdes devido a presenca de agua e elevada
temperatura durante a extracdo (SIMOES et al., 1999).

A hidrodestilagdo também tem como fundamento a destilacdo. Costuma ser muito
utilizada em laboratorios de pesquisa para produc¢des em pequena escala (GOMES, 2013) com
adaptacdo do aparelho de Clevenger, mas também é utilizada industrialmente (JAKIEMIU,

2008). Além da praticidade e baixo custo da técnica, € eficiente para extracdo de compostos
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terpénicos de plantas, porém tem desvantagens para compostos oxigenados e fendis
razoavelmente sollveis em &gua. O tempo passa a ser 0 Gnico pardmetro que pode ser alterado
(GOMES, 2013), e, como dito, trabalhar a altas temperaturas pode degradar alguns compostos
volateis presentes nos OEs (MAUL, 1996).

A extracdo com fluido supercritico (SFE) de dleos volateis possui vantagens como
menor viscosidade, maior seletividade ao se controlar os pardmetros de temperatura e pressao,
facil eliminacdo do solvente, alto rendimento e pureza (GOMES, 2013) e como desvantagens,
alto custo dos equipamentos (JAKIEMIU, 2008; MAUL, 1996) e a extracdo de compostos
indesejaveis (GOMES, 2013). Esta técnica utiliza solvente em temperatura e pressdo criticas,
estes dois parametros sdo modificados para garantir que o solvente esteja na condi¢do acima
do seu ponto critico. Assim, o solvente no estado supercritico apresenta propriedades
intermediarias entre gases e liquidos (GOMES, 2013; JAKIEMIU, 2008; MAUL, 1996). O
dioxido de carbono (CO;) é o solvente mais utilizado por ser inodoro, ndo causar risco
ambiental, ser seguro, barato, ter temperatura critica baixa (em torno de 31 °C) reduzindo a
possibilidade de degradacdo dos compostos volateis, como em algumas técnicas, e ter pressao
critica de facil alcance (em torno de 73 atm). Ha outros gases que podem ser utilizados como
solventes no estado supercritico, porém o alto custo, a elevada toxicidade e 0s riscos no
manuseio sdo pouco recomendados como, por exemplo, metano, etano, etileno, 6xido nitroso,
dioxido de enxofre, entre outros (MAUL, 1996).

A técnica de prensagem costuma ser empregada para extracdo de OEs presentes em
partes periféricas, como nas cascas dos frutos (CORAZZA, 2002; JAKIEMIU, 2008;
VUNDA, 2011). E bem simples e ndo utiliza solventes. As industrias brasileiras, grandes
produtoras de frutos citricos, utilizam muito o processo de prensagem a frio para obtencdo de
OEs citricos (MACHADO, 2011; NEVES, 2011).

A técnica de enfloracdo (enfleurage) costuma ser empregada para extracdo de Oleos
volateis de matérias-primas muito delicadas, como no caso das pétalas de flores que séo
sensiveis e com baixo teor de 6leo (CORAZZA, 2002; JAKIEMIU, 2008; NEVES, 2011;
VUNDA, 2011). E um processo lento, caro, antigo, rustico e de baixo rendimento
(CORAZZA, 2002; NEVES, 2011). Foi substituida pela técnica de extracdo por solvente para
obtencdo de OEs de flores (NEVES, 2011). O procedimento é realizado da seguinte maneira:
as flores sdo colocadas em um recipiente de fundo de vidro recoberto com gordura (vegetal ou
animal) inodora, absorvendo o Gleo das pétalas. Apds determinado tempo as pétalas séo

substituidas por flores mais frescas, geralmente faz-se muitas repeti¢des até saturar a gordura
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com o Oleo volatil. Mistura-se a gordura saturada com etanol ou éter de petrdleo (mistura de
hidrocarbonetos) e realiza-se destilagdo, a baixa temperatura, para obtencdo do 6leo volatil
(CORAZZA, 2002; JAKIEMIU, 2008; NEVES, 2011).

A extracdo com solventes organicos é uma técnica alternativa para extracdo de 6leos
volateis de amostras delicadas, tem como vantagem um rendimento elevado e como
desvantagens a extracdo indesejavel de outros compostos, como pigmentos e ceras, junto com
0s Oleos. Além de gerar residuos quimicos e apresentar a dificuldade de evaporar o solvente
sem perder componentes da amostra (JAKIEMIU, 2008; MAUL, 1996; NEVES, 2011).
Geralmente utilizam-se solventes organicos apolares como diclorometano, éter, acetona e
hexano (JAKIEMIU, 2008; NEVES, 2011). Este método de extracdo pode ser feito por
infusdo com solvente ou com tubo extrator tipo Soxhlet com solvente (SILVA et al., 2005).

2.6 PRINCIPAIS ANALISES DE CONTROLE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Em relagdo a qualidade dos OEs, muitos fatores podem influenciar, sendo eles a
variabilidade genética, identificacdo botanica e origem da planta, condi¢cdes ambientais,
método de extracdo, adulteracdo e/ou falsificacdo (BELTRAME et al., 2010; VITTI, 2003).

Os testes mais realizados para a analise de OEs em geral, servindo de controle de
qualidade, sdo os seguintes: indice de refracdo, atividade Optica (rotacdo especifica),
densidade relativa e teor de componente majoritario (VITTI, 2003).

Existem normas especificas recomendadas pela International Standard Organization,
para determinacdo da rotacdo Optica de OEs, norma ISO 592:1998 e para determinacdo do
indice de refracdo de OEs, norma ISO 280:1998. Alguns OEs possuem especificacdes
recomendadas pela 1ISO como, por exemplo, a ISO 3140:2011 sobre os padrdes de qualidade a
serem seguidos para o 6leo de laranja (Citrus sinensis), 1SO 3809:2004 sobre os padrdes de
qualidade a serem seguidos para o 6leo de lima prensado do Brasil (Citrus aurantifolia), entre
outras normas (ISO, 2013).

2.7 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA
O termo cromatografia foi utilizado pela primeira vez por um pesquisador russo, em

1906, que descreveu sua experiéncia na separacdo de alguns componentes de plantas

(DEGANI, 1998). Esta técnica de separacdo se baseia na migracao diferencial das substancias
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analisadas entre duas fases (movel e estacionaria) (DEGANI, 1998; JAKIEMIU, 2008;
PENTEADO, 2008).

Para analises dos componentes volateis de um OE sdo necessérias informagdes
analiticas sobre sua identidade e pureza. A cromatografia em fase gasosa (CG) €é a técnica
mais utilizada para separar esses componentes volateis (BELTRAME et al., 2010; DEGANI,
1998; JAKIEMIU, 2008; PENTEADO, 2008). Suas maiores vantagens sao o alto poder de
resolucdo, a sensibilidade com possibilidade de deteccdo em escala de nanogramas (10°° g) a
picogramas (10™2 g) e efetividade em separar os componentes da amostra (DEGANI, 1998;
PENTEADO, 2008). Com limitacdo quanto a caracteristica do analito (volatil ou estavel
termicamente), amostras ndo volateis ou instaveis podem ser derivatizadas quimicamente e
analisadas por esta técnica (DEGANI, 1998).

A cromatografia € uma técnica eficiente para separacdo de analitos, com frequéncia ela
é usada juntamente com outras técnicas (LANCAS, 2004). Entre as publicacfes em torno de
OEs, a maioria envolve dois detectores como os mais utilizados, independente do método de
isolamento de componentes, sdo o detector espectrometro de massas (EM) (DEGANI, 1998;
JAKIEMIU, 2008; MACHADO, 2002; VERNIN , 1998) e o detector por ionizagdo em chama
(DIC) (DEGANI, 1998; MACHADO, 2002). Onde os dados podem ser obtidos através de um

microcomputador, sendo as amostras identificadas de diversas formas (DEGANI, 1998).

2.7.1 Cromatografia em Fase Gasosa com Detector Espectrémetro de Massas (CG-EM)

A cromatografia em fase gasosa com detector espectrémetro de massas (CG-EM) é
uma técnica muito precisa e eficiente para a separacao e identificacdo estrutural de compostos
através da obtencdo da massa molecular e padrdo de fragmentacdo a partir da ionizacdo dos
mesmos (JAKIEMIU, 2008). Foi desenvolvida em 1967 e posteriormente aprimorada
(VERNIN, 1998). Possui como desvantagens a destruicdo da amostra analisada, alguns
compostos podem sofrer degradacdo térmica, compostos com alto ponto de ebulicdo e
termolabeis podem sofrer discriminacéo no injetor, ndo sendo indicados para analise por esta
técnica (MACHADO, 2002).

Basicamente um equipamento de CG-EM ¢ constituido de: (a) reservatorio de gas com
controle de vazdo/pressdo, (b) injetor de amostra, (c) forno com coluna cromatografica, (d)
detector, (e) amplificador de sinal, (f) registrador, conforme demonstrado na Figura 9
(DEGANI, 1998; PENTEADO, 2008).
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FIGURA 9: Esquema de um equipamento de CG-EM. (Fonte: adaptado de DEGANI, 1998).

As substancias separadas saem da coluna do CG arrastadas pelo gas e chegam ao EM,
que pode ionizar as moléculas por bombardeamento de elétrons. Estas sofrem fragmentacGes
e 0s ions sdo separados de acordo com a razdo m/z (massa/carga), gerando um sinal elétrico
que é registrado em fungdo do tempo em um cromatograma. Os espectros sdo registrados e
processados em software de um microcomputador, e este software possui um banco de dados
que auxilia na identificacdo dos componentes quimicos (VERNIN, 1998), porém outros
métodos devem ser considerados para aumentar a seguranca na identificacdo dos mesmos
(JAKIEMIU, 2008).

2.7.2 Cromatografia em Fase Gasosa com Detector por lonizacdo em Chama (CG-DIC)

A cromatografia em fase gasosa com detector por ionizacdo em chama (CG-DIC) é
usada para analise qualitativa e com fins de quantificacdo de compostos organicos volateis,
podendo usar padrdo interno determinado de acordo com cada matriz, para aumentar a
precisdo dos resultados, minimizando as incertezas por injecdo da amostra, variacdes de vazao
e condi¢Oes da coluna (PENTEADO, 2008; SILVA et al., 2004).

CG-DIC é muito utilizada para deteccdo de compostos organicos em geral, e
compostos inorganicos, monéxido e dioxido de carbono ndo sdo detectados pois o principal
requisito para geracdo de sinal captado por este detector é a capacidade de formacdo de
hidrocarbonetos radicalares (SILVA et al., 2004).

Esta técnica tem como fonte, geralmente, uma chama de hidrogénio-ar (gas de
combustdo). A amostra separada da coluna do CG atravessa a chama do detector, que atraves
da combustdo de compostos organicos da amostra produz ions. Os ions sdo convertidos em

um sinal elétrico proporcional a quantidade de carbono que passou pela chama, a corrente
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elétrica é amplificada e registrada (HOLM, 1999; SILVA et al., 2004), conforme ilustrado na

Figura 10, a seguir.

Cromatografo gasoso (CG)

Injecdo

da amostra
Detector (DIC)

Forno Fluxo de ions &
|
2 Jaraha 1) ) ;-
¥
Chama Coletor
de Hidrogénio (Eletrodo)

Coluna capilar

FIGURA 10: Esquema de um equipamento de CG-DIC. (Fonte: adaptado de ETS Laboratories).

Apresenta grande aplicabilidade, elevada sensibilidade, estabilidade, além de uma
leitura répida, precisa e continua. Tem como desvantagens a destrui¢cdo da amostra analisada e
baixa seletividade (COLLINS et al., 2006; HOLM, 1999; SILVA et al., 2004).

2.8 PROJETO I-FLORA, PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS
(PARNASO) E AS ESPECIES DE ESTUDO

Como parte das pesquisas cientificas que visam o melhor conhecimento da flora
brasileira e sua preservacdo, encontra-se o projeto I-FLORA/Faperj, que faz parte do
Programa de Apoio ao Estudo da Biodiversidade do Estado do Rio de Janeiro - Biota RJ,
vinculado a Fundacdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de
Janeiro (Faperj), e é coordenado por docentes da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) e com colaboracdo de docentes da Universidade Federal Fluminense (UFF),
pesquisadores do Jardim Botanico e Fundacdo Osvaldo Cruz.

O projeto I-FLORA/Faperj tem como objetivo principal investigar espécies vegetais
gue ocorrem no bioma Mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro, realizando coletas em
quatro locais diferentes: Parque Nacional da Serra dos Orgéos (PARNASO); Parque Nacional
de Itatiaia; Parque Nacional da Tijuca (Floresta da Tijuca) e Teresépolis, e assim, agregar
valor a biodiversidade da flora fluminense através de estudos quimicos e biolégicos. Outro

objetivo deste projeto é o estudo sobre produtos naturais derivados de algas marinhas e o uso
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de seus metabdlitos secundarios como marcadores taxonémicos, para a criagdo de uma
extratoteca e criacdo de um banco de sementes dos frutos coletados (I-FLORA, 2013).

O Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) faz parte do bioma Mata
Atlantica (BRAGAGNOLO, 2003; ICMBio, 2013). Este bioma possui mais de 20.000
espécies vegetais e metade das quais sdo endémicas, sendo considerado um dos pontos
criticos (hot spots) importantes no planeta em relagdo a necessidade de praticas de
conservagao, uma vez que apresenta abundancia de espécies endémicas e sofre com grande
perda de habitat. Este bioma inclui formagdes florestais e ndo-florestais que ocorrem ao longo
da costa brasileira, desde 0 Rio Grande do Norte até o Rio Grande do Sul. O Brasil abriga 95
% deste dominio fitogeogréafico, que corresponde a 13 % do seu territdrio. Relacionando o
bioma Mata Atlantica e o Estado do Rio de Janeiro, antigamente ocupava cerca de 98 % do
territorio fluminense mas atualmente representa menos de 17 % da superficie florestal
fluminense (FLORA DO BRASIL, 2013).

O PARNASO foi criado em 30 de novembro de 1939 e € o terceiro parque mais antigo
do Brasil. E uma Unidade de Conservacio (UC) Federal de Protecdo Integral gerenciada pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) que integra o Sistema
Nacional do Meio Ambiente (Sisnama) e esta vinculado ao Ministério do Meio Ambiente
(MMA). Este parque ocupa uma area de aproximadamente 10.600 hectares e esta localizado
nas encostas mais altas da Serra do Mar (&rea de grande biodiversidade bioldgica do bioma
Mata Atlantica e com maior concentracdo de espécies endémicas), com topografia acidentada
e muitos desniveis, com altitude variando de 300 a 2260 metros, entre 0s municipios de Magé,
Guapimirim, Teresopolis e Petropolis (BRAGAGNOLO, 2003; ICMBIo, 2013). Embora a
sede do pargue esteja situada no municipio de Teresopolis, este municipio é o que apresenta
menor area representativa desta UC, sendo o municipio de Petropolis com maior area de
vegetacdo no PARNASO (Tabela 4).

TABELA 4: Percentual das areas dos municipios que englobam o PARNASO. (Fonte: ICMBIo, 2013).

Municipio Area do PARNASO % do PARNASO Area total de % de cada
por municipio por municipio cada municipio  municipio no
(em hectares) (em hectares) pargue
Teresopolis 1.422 13,34 772.900 0,18
Petropolis 4.600 43,18 796.100 0,58
Magé 1870 17,56 386.800 0,48
Guapimirim 2761 25,92 361.900 0,75

O PARNASO é a UC federal com o0 maior nimero de pesquisas autorizadas no pais

devido a alta biodiversidade de sua flora e fauna. Encontram-se no parque mais de 2.800
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espécies vegetais registradas. Historicamente este parque ja foi muito estudado, porém as
pesquisas cientificas concentravam-se, muitas vezes, nas areas de facil acesso. Sendo assim,
possivelmente, muitas espécies de flora ainda sdo desconhecidas, principalmente nas florestas
de elevadas altitudes e dificil acesso (BRAGAGNOLO, 2003; ICMBio, 2013).

O presente trabalho faz parte do projeto I-FLORA/Faperj, através da contribuicdo com
a investigacdo da composicdo quimica de OEs e hidrolatos de trés espécies aromaticas que
ocorrem com frequéncia no PARNASO: Aspidosperma olivaceum Mull. Arg.;
Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg; Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg.

A espécie A. olivaceum é conhecida popularmente como guatambd, peroba ou peroba-
branca. E uma espécie endémica do Brasil, Argentina e México (KRENTKOWSKI, 2012),
pertence ao bioma Mata Atlantica e no Brasil esta distribuida geograficamente no nordeste
(Bahia), no sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e no sul
(Parana, Santa Catarina) conforme Figura 11 (KOCH et al., 2013). O género Aspidosperma
possui aproximadamente 260 espéecies (ALVES, 2007), é conhecido pela boa qualidade de sua
madeira e pelo uso de varias espécies do género na medicina popular, pertence a familia
Apocynaceae (PEREIRA, 2004), uma das maiores familias de angiosperma com mais de 3600
espécies identificadas (KRENTKOWSKI, 2012).

FIGURA 11: Distribuicéo geogréafica no Brasil da espécie A. olivaceum (Fonte: FLORA DO BRASIL, 2013).

A espécie C. xanthocarpa é conhecida popularmente como gabiroba, guabiroba,
guabiroba-miuda, guabirobeira-do-mato, guavirova, guariba (ROCHA, 2011; SANTOS et al.,
2009; SILVA, 2011; VALLILO et al., 2008). E uma espécie ndo endémica do Brasil,
podendo ser encontrada na Bolivia, no Paraguai, na Argentina e no Uruguai (SANTOS,
2013), pertence aos biomas Cerrado e Mata Atlantica e no Brasil esta distribuida
geograficamente no sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), no sudeste (Minas

Gerais, Espirito Santos, Rio de Janeiro e Sdo Paulo), no centro-oeste (Goias, Distrito Federal
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e Mato Grosso do Sul) e no nordeste (Bahia) conforme Figura 12 (SOBRAL et al., 2013). O
género Campomanesia pertence a familia Myrtaceae (PASCOAL et al., 2011; LIMA et al.,
2011; LOPES, 2008). As trés espécies mais difundidas no Brasil do género Campomanesia

séo C. adamantium, C. xanthocarpa e C. pubescens (ROCHA, 2011).

a) b)
FIGURA 12: Distribuicdo geografica da espécie C. xanthocarpa no (a) Brasil e (b) mundo. (Fontes: FLORA DO
BRASIL, 2013; GLOBAL SPECIES, 2013).

A espécie M. delicatula conhecida popularmente como cambui (MORAIS, 2006) é
uma espécie ndo endémica do Brasil, podendo ser encontrada na Bolivia, Paraguai € na
Argentina, pertence aos biomas Cerrado, Mata Atlantica e Pampa e no Brasil esta distribuida
geograficamente no sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e no sul (Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul) conforme Figura 13 (SOBRAL et al., 2013). O género
Myrciaria pertence a familia Myrtaceae (FLORA DO BRASIL, 2013; LIMA et al., 2011;
LOPES, 2008).

a) b)
FIGURA 13: Distribuicdo geogréafica da espécie M. delicatula no (a) Brasil e (b) mundo. (Fontes: FLORA DO
BRASIL, 2013; GLOBAL SPECIES, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a composi¢do quimica dos Gleos essenciais de Aspidosperma olivaceum
Mill. Arg. (Apocynaceae), Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg (Myrtaceae) e
Myrciaria delicatula (DC.) O. Berg (Myrtaceae), espécies vegetais que ocorrem com
frequéncia no Parque Nacional da Serra dos Orgdos localizado em Teresopolis, Regi&o

Serrana do Rio de Janeiro, pela técnica de cromatografia em fase gasosa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extracdo dos Oleos essenciais e hidrolatos a partir de folhas frescas das espécies
selecionadas utilizando tecnica de hidrodestilagéo;

e |dentificacdo estrutural dos componentes volateis dos Gleos essenciais presentes nas
espécies por cromatografia em fase gasosa com detector espectrometro de massas
(CG-EM) e uso de mistura padrdo de hidrocarbonetos (Cg-Csp) para calculo dos
indices de Retencéo Linear (IRLS);

e Obtencéo da area relativa (% area) dos compostos volateis dos 6leos essenciais através
da analise por cromatografia em fase gasosa com detector por ionizacdo em chama
(CG-DIC) e uso de mistura padréo de hidrocarbonetos (Cq-Cy6) para célculo dos IRLs;

e Auvaliar perfil cromatografico dos hidrolatos das espécies selecionadas.

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Com as devidas autorizacbes governamentais exigidas pelos 6rgdos de controle
ambiental, foram realizadas duas coletas das trés espécies citadas, no PARNASO, em
Teresopolis, Brasil, sob o acompanhamento de César Pardo, funcionario do parque. A
primeira coleta ocorreu no final do més de marco, com dias antecedentes de muito sol. Apos
periodo de muita chuva no Estado do Rio de Janeiro, esperou-se por trés dias consecutivos de

estiagem para realizagdo da segunda coleta, no inicio do més de abril, ambas em 2012 no
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periodo diurno. Parte do material foi encaminhada para especialistas em boténica, Neusa
Tamaio e Genise Somner, vinculadas ao projeto I-FLORA/Faperj para identificacdo das
espécies. Até 0 momento, o nimero de deposito das espécies no Museu do Horto do Jardim

Boténico, RJ, ndo foi informado.

4.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Foi escolhida a hidrodestilagdo como método de extracdo dos OEs deste estudo.

As folhas foram separadas dos caules, pesadas em balanca analitica, com massas
variando de 50 a 100 g. Essa grande variacdo de material vegetal entre as espécies ocorreu
pelo dificil acesso a algumas espécies e por pouca repeticdo de amostragem na regido. A
extracdo dos OEs ocorreu por hidrodestilagdo das folhas frescas com uso de aparelho do tipo
Clevenger adaptado a um condensador com um sistema de resfriamento, e uma manta de
aquecimento por um periodo de 2 horas (Figura 14). Apos a destilacdo, obteve-se uma mistura
de hidrolato e OE. A esta mistura foi adicionado um volume aproximado de 5 mL de solvente
diclorometano e a fragdo organica foi separada da aquosa através de funil de separagdo. Um
agente dessecante, sulfato de sodio anidro (Na,SQO,), foi utilizado para retirar vestigios de
agua presentes na fase organica, o solvente foi evaporado da fase organica em capela de
exaustdo, obtendo-se o OE. Os 6leos obtidos foram armazenados em um congelador para

posterior analise pelas técnicas de CG-EM e CG-DIC.

FIGURA 14: Hidrodestilac&o.
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4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA POR CG-EM E OBTENCAO DA AREA RELATIVA
POR CG-DIC DOS OLEOS ESSENCIAIS

Empregou-se as técnicas de CG-EM e CG-DIC para a separagdo, caracterizacao
quimica e obtencdo das areas relativas dos componentes presentes nos OEs das espécies A.
olivaceum, C. xanthocarpa e M. delicatula. Utilizou-se cromatdgrafo gasoso Agilent 6890N
equipado com detector seletivo de massas Agilent 5973N, do laboratério de Anélise de
Aromas localizado no Instituto de Quimica da UFRJ, sob a coordenacdo da professora
Claudia Rezende e co-orientacdo préatica da aluna de doutorado Thais Uekane. Para segunda
analise utilizou-se cromatdgrafo gasoso Agilent 6890N equipado com detector por ionizacéo
em chama Agilent 7890A, do laboratério de Oleo Essencial localizado na Embrapa
Agroindustrias de Alimentos, sob a coordenacdo do professor Humberto Bizzo e co-
orientacdo préatica da analista Paola Gama.

A coluna capilar cromatogréfica utilizada foi de silica fundida HP-5MS (5 % de fenil-
polimetilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm. Todas as analises foram realizadas
empregando as mesmas concentracdes dos OEs, que foram diluidos em diclorometano, na
proporcao de 1 %. Em seguida, o volume de 1 pL da solucéo foi injetada, com diviséo de
fluxo (split), na proporcéo 1:20, com excecéo da espécie A. olivaceum, que na analise por CG-
DIC, a amostra do OE foi injetada sem divisdo de fluxo (splitless) para melhor resolucdo do
cromatograma. O gas de arraste empregado para CG-EM foi o Hélio e para CG-DIC foi
Hidrogénio, ambos com fluxo de 1,0 mL/minuto. A temperatura do injetor foi de 240 °C para
0 primeiro detector e de 250 °C para o segundo detector, essas temperaturas sdo diferentes,
pois foram utilizados equipamentos de laboratorios diferentes e ndo houve necessidade de
alterar esses valores.

O detector EM foi operado no modo de varredura de ions totais (SCAN), com faixa de
razdo massa/carga (m/z) 40-600, o tempo de ndo deteccdo do solvente foi de 4 minutos
(solvente delay), a temperatura da linha de transferéncia foi de 290 °C, a fonte de ions 230 °C
e 0 analisador do tipo quadrupolo 150 °C. Para o DIC a temperatura do detector foi de 280 °C.

A programacéo do forno cromatogréafico teve temperatura inicial ajustada em 50 °C,
seguiu uma taxa de aquecimento de 4 °C/minuto até a temperatura de 290 °C, permanecendo
em isoterma por 5 minutos, totalizando 65 minutos de analise. Exceto para a espécie M.
delicatula, que para obtencdo de melhor separacdo cromatogréafica foi aplicada uma rampa de

temperatura diferente, iniciando com temperatura de 50 °C a uma taxa de aquecimento de 4
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°C/minuto até 135 °C, reduzindo a taxa para 2 °C/minuto até 190 °C, aumentando a taxa para
5 °C/minuto até temperatura de 290 °C, totalizando 68,75 minutos de analise.

A composicdo percentual foi obtida por normalizacdo através dos cromatogramas
utilizando o CG-DIC.

Os espectros de massa obtidos foram analisados utilizando as seguintes bases de
dados: Wiley275 do software, livro “ldentification of essential oil components by gas
chromatography/mass spectrometry” (ADAMS, 1995), site The pherobase (EL-SAYED,
2012) e livro de quimica na web do National Institute of Standards and Technology (NIST)
(NISTWebBook, 2011).

4.4 CALCULO DO INDICE DE RETENCAO LINEAR (IRL)

O indice de Retengéo Linear (IRL) de um componente ¢ um nimero obtido através do
calculo usando o tempo de retengdo do analito de interesse comparado com o tempo de
retencdo de padrdes de hidrocarbonetos eluidos antes e depois do pico do composto. Esse
recurso € utilizado para auxiliar na identificacdo dos compostos de maneira mais precisa. Na
literatura ha dois indices de retenco bastante utilizados, sendo eles o Indice de retencdo de
Kovats (IK) e o IRL. O primeiro é calculado em funcéo de escala logaritmica sob condicGes
isotérmicas de temperatura e o segundo € recomendado quando se utiliza temperaturas
programadas de coluna, onde a escala logaritmica ndo é obedecida, mas os resultados obtidos
sdo similares ao IK (PINI, 1995; VIEGAS, 2007). E esses valores podem ser comparados e
considerados validos com uma variagdo de até 10 unidades para mais ou para menos.

Apos andlise por CG-EM para identificacdo estrutural e por CG-DIC para obtencéo da
area relativa, misturas de n-alcanos, (Cs-Cso) e (Co-Cys), foram analisadas por essas técnicas,
respectivamente, sob as mesmas condicdes citadas no item anterior. Para realizacdo do
calculo do IRL, utilizou-se a seguinte equacdo de Van Den Dool e Kratz (ETTRE, 2003;
PINI, 1995; VERNIN, 1998):

IRL=_(TRA—TRy) *100
(TRn+1 — TRy)

TRa = Tempo de Retencdo do Analito
TRy = Tempo de Retencdo do alcano com N carbonos

TRn+1 = Tempo de Retencdo do alcano com N+1 carbonos
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitos trabalhos de atividades bioldgicas de plantas sdo realizados com extratos e
OEs, de diferentes partes de plantas. Alguns trabalhos estdo sendo realizados com o hidrolato
também. A andlise do perfil cromatografico da planta é importante para saber quais
compostos possuem, possibilitando a melhor compreensdo das rotas metabdlicas envolvidas e
de seus potenciais de aplicacéo.

Os principais compostos presentes nos OEs analisados foram identificados através dos
espectros de massas obtidos da espectroteca do CG-EM, considerando os compostos com
probabilidade superior a 85 % e através da comparacdo dos IRLs obtidos com os indices de
retencdo relatados na literatura. Mesmo assim, compostos ndo puderam ser identificados
devido a discrepancias nos valores de IRLs e/ou discrepancias dos espectros de massas,
mesmo a espectroteca indicando probabilidade de até 99 % para alguns compostos. Os
compostos identificados tiveram os IRLs com variagdo maxima de 10 unidades, sendo valores
considerados confiaveis.

N&o foram realizadas duplicatas de prospeccdo das espécies devido a pouca
quantidade de amostra vegetal obtida nas coletas. Foram realizadas apenas triplicas de

injecéo.

5.1  PERFIL CROMATOGRAFICO DA ESPECIE Aspidosperma olivaceum

O OE das folhas de A. olivaceum obtido apresentou uma coloracao incolor, com aroma
persistente e um rendimento médio de 0,01 % comparando a massa do 6leo bruto obtido com
a massa de folhas utilizada (m/m). As analises por CG-DIC mostraram alguns picos

proeminentes conforme pode ser observado no cromatograma da Figura 15.
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FIGURA 15: Cromatograma obtido da primeira extracdo da espécie A. olivaceum, por CG-DIC, com éarea

ampliada na parte superior.

Foram realizadas triplicatas de injecdo da mesma amostra de OE e o perfil

cromatografico obtido foi semelhante. Em relacdo aos diferentes extratos, provenientes de

coletas variando somente o clima, o perfil cromatogréafico entre elas foi um pouco diferente e

a abundancia relativa dos picos também, confirmando que as condi¢bes ambientais interferem

na composicdo quimica dos OEs, mesmo que seja coletado o0 mesmo exemplar de uma espécie

da mesma regido e o OE seja extraido da mesma parte da planta.

A composi¢do quimica obtida do OE das folhas de A. olivaceum encontra-se na Tabela

5, considerando apenas 0s compostos com area relativa superior a 1 % pela técnica CG-DIC.

Apenas 6 compostos foram identificados entre 0s 14 compostos com maior area relativa.

TABELA 5: Composicdo quimica da espécie A. olivaceum considerando compostos com area relativa superior a
1 % (n.i.= ndo identificado).

Tempo de | Tempode | Area Compostos Férmula IRL IK Literatura |Variacdo entre
retencdo | retencdo | relativa Molecular| Obtido | (Adams/NIST IRL e IK
(min) (min) (%) CG-EM |WebBook*, The| (Amax = £10)
CG-EM | CG-DIC |CG-DIC Pherobase**) CG-EM

- 9,294 2,189 n.i. - - - -
24,215 22,127 2,025 n.i. - 1468 - -
24,768 22,269 1,046 n.i. - 1486 - -

- 22,670 1,109 n.i. - - - -
25,454 23,219 1,590 Eremofilemo CisHo4 1508 1503* +5
29,750 27,398 3,698 a-eudesmol Ci5H260 1658 1652 +6
31,262 29,005 3,216 Pentadecanal Ci5H300 1713 1714 -1

- 29,223 1,388 n.i. - - - -
35,888 33,495 1,698 Linolenato de | Ci9H3,0, 1892 1893** -1
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metila

37,572 35,179 5,935 Acido C1sH3,0, 1961 1962* -1
hexadecanoico

(&cido palmitico)

41,077 38,544 6,047 Fitol Ca0H400 2112 2114* -2
- 39,171 1,119 n.i. - - - -
- 56,633 1,031 n.i. - - - -
- 62,618 3,510 n.i. - - - -

A composigdo do OE presente nas amostras das folhas de A. olivaceum apresentou
como componentes principais identificados: diterpeno fitol (6,0 %), acido hexadecanoico
(&cido palmitico) (5,9 %), sesquiterpenos a-eudesmol (3,7 %) e eremofileno (1,6 %),
pentadecanal (3,2 %) e linolenato de metila (1,7 %), representados estruturalmente na Figura
16. Os compostos com os tempos de retencdo 9,294 min, 22,270 min, 29,223 min, 39,171
min, 56,633 min e 62,618 min so6 foram observados na técnica CG-DIC e por isso ndo foi
possivel a identificacdo destes. Outros compostos ndo foram identificados devido as
discrepancias nos valores de IRLs e/ou as discrepancias dos espectros de massas. O composto
com o tempo de retencdo 8,415 minutos, observado no cromatograma da Figura 15,

possivelmente é o solvente diclorometano ou contaminacgéo do solvente.

Eremofileno Acido hexadecanoico

)\Cb OY\/\/\/\/\N\/

Linolenato de metila o—eudesmol

\Oj\/\/\/\/:\/:\/:\/ Qj\(

Pentadecanal Fitol

OH
M/W\/\/\/ )\/\)\/\/L/\.)V

FIGURA 16: Estruturas quimicas de alguns compostos majoritarios no OE das folhas da espécie A. olivaceum.

o

Foram reportadas diversas atividades bioldgicas o género Aspidosperma como
antimalarica, antibiotica, antitumoral, eficacia para tratamento de diabetes mellitus, entre
outras. E 0 mesmo nome popular guatambi para varias espécies deste género causa problemas

na identificacdo das espécies utilizadas como plantas medicinais (ALVES, 2007). A Tabela 6,
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a seguir, relaciona algumas espécies desse género com algumas aplicagdes na medicina

popular.

TABELA 6: Atividades bioldgicas de algumas espécies do género Aspidosperma.

Espécies

Atividades biolégicas/uso popular

Referéncias

A.

A
A
A

album

. cylindrocarpon

discolor

. excelsum

. marcgravianum

. nitidum

. olivaceum
. parvifolium

. polyneuron

. pyrifolium

. ramiflorum

. Spruceanum

. Subincanum

. tomentosum

. ulei

Antimalarica.
Antimalarica.
Antimalarica.

Antimalarica, antimicrobiana
contra Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus.

Atividades antimicrobiana e
citotoxica.

Antimalarica, anticonceptiva,
anticancerigena,anti-inflamatoria
(Gtero e ovario), tratamento contra
diabetes mellitus,antitérmica e
antireumatica.

Atividade antibi6tica, antimalarica.

Antimalarica.

Antimalérica, antipirético,
antidiarréico, antimicrobiano
(folhas, caules e raiz), antiflngica
contra Cladosporium herbarium,
Proteus mirabilis.

Atividade hipotensora.
Atividade leishmanicida,
antimaldrica, antifungica,
antibacteriana para Escherichia
coli, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus.
Antimalarica.

Tratamento contra diabetes
mellitus.

Antimalarica.

Atividade contra disfuncdo erétil.

Apud PEREIRA et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2010
Apud PEREIRA et al., 2007
Apud PEREIRA et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2010

Apud PEREIRA et al., 2007

Apud PEREIRA et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2010

OLIVEIRA et al., 2010
OLIVEIRA et al., 2010
KRENTKOWSKI, 2012

Apud PEREIRA et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2010

Apud PEREIRA et al., 2007

ALVES, 2007
Apud PEREIRA et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2010

OLIVEIRA et al., 2010

ALVES, 2007

OLIVEIRA et al., 2010

ALVES, 2007

A familia Apocynaceae apresenta perfil quimico com muitos alcaldides. E as plantas

do género Aspidosperma possuem muitos alcaldides inddlicos, considerados bons marcadores

quimiotaxondmicos para classificacdo boténica do género. Estudos com marcacdo isotopica
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de precursores indicam que os alcal6ides inddlicos sdo derivados do triptofano (Figura 4)
(apud PEREIRA et al., 2007).

Muitas propriedades sdo atribuidas a presenca desses alcaléides, como por exemplo,
hipotensor, analgésico, diurético, vasoconstrictor, estimulante das vias respiratérias,
anestésico, sedativo, relaxante muscular e alucinégenos (apud PEREIRA et al., 2007). S&o
conhecidos mais de 200 alcaldides inddlicos isolados de espécies do género Aspidosperma e,
destes, apenas 6 foram isolados na espécie A. olivaceum Mull. Arg. (Figura 17): (+)-
Aspidocarpina, Olivacina, N-Metiltetraidroolivacina ou (+)-Guatambuina, (+)-Uleina, 3-epi-
Uleina, (-)-Aparicina (PEREIRA et al., 2007).

(+)-aspidocarpina olivacina (+)-guatambuina
/~-— Py N/\ R R
//\ v S R ~ .
[ | H ]\ E H
R:/ . N,/;\/ R N P \)
|, H
R’ R} |‘|
R' = OCHz; R2= OH; R®= COCHs- R'=R3=H;R2=CHz =H; R2= CHa; H-8a
(+)- uleina 3-epi- uleina (-)-aparicina
Ry R\
H N H N 1 _
) 1:‘ | 3 '~l | g2 = .\\
o | R! 1 <2 | ‘ R'/wg 10 /| E*
9 % N >, ¥
\‘ \ 7 S ’f/\il' H Ll
i R P R H H
= CH2CH3; R2=H; R® = CHz; R* = CHs R'=H; R2= CH2CH3; R*=CHz; R* = CHz H-4a

FIGURA 17: Alcal6ides inddlicos encontrados na espécie A. olivaceum Mull. Arg.. (Fonte: PEREIRA et al.,
2007)

Nos poucos artigos encontrados sobre OEs do género Aspidosperma, segundo
(CORNELIO et al., 2004) o OE da espécie A. polyneuron possui como constituintes
majoritarios pentadecanal (6,3 %) e caureno (73,7 %). Segundo estudos do mesmo grupo de
pesquisadores no ano seguinte (CORNELIO et al., 2005) o OE da espécie A. cylindrocarpon
apresentou monoterpenos (6,4 %), hidrocarbonetos sesquiterpénicos (45,6 %) e compostos
alifaticos (35,9 %) e os compostos majoritarios foram [-cariofileno (14,3 %),
biciclogermacreno (14,2 %) e nonodecanal (22,9 %).

Nédo foram encontrados relatos na literatura sobre OEs da espécie A. olivaceum.

Comparando com estudos de OEs de espécies do género Aspidosperma, 0 composto
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pentadecanal identificado majoritariamente nas folhas de A. polyneuron também foi um dos
compostos principais identificados nas folhas de A. olivaceum desse estudo.

Neste estudo também foi observado o perfil cromatografico do hidrolato obtido da
hidrodestilacdo das folhas de A. olivaceum, aplicando as mesmas condi¢Ges cromatogréaficas
do OE dessa espécie, para verificar se este apresentaria composi¢cdo quimica semelhante. O
perfil observado foi pobre, com poucos compostos volateis conforme observado na Figura 18.
O composto identificado no hidrolato de A. olivaceum foi cis-3-hexenol (CgH120) no tempo
de retencdo 4,858 min, um derivado de acido graxo usualmente observado na trituracdo ou
injuria de folhas frescas (dados ndo publicados). Sendo observado com a ampliacdo do
cromatograma uma co-eluicdo de dois picos majoritarios, mas o segundo pico ndo teve

identificacdo confirmada.
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FIGURA 18: Cromatograma do hidrolato obtido da primeira extracdo da espécie A. olivaceum, por CG-EM, com
area ampliada na parte superior.

5.2  PERFIL CROMATOGRAFICO DA ESPECIE Campomanesia xanthocarpa

O OE das folhas de C. xanthocarpa obtido apresentou coloracdo amarelada, com
aroma agradavel e rendimento médio de 0,04 % (m/m). A seguir, encontra-se um

cromatograma da amostra por CG-DIC (Figura 19).
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FIGURA 19: Cromatograma obtido da primeira extracdo da espécie C. xanthocarpa, por CG-DIC, com éarea
ampliada na parte superior.

Foram realizadas triplicatas de injecdo da mesma amostra de OE das folhas de C.

xanthocarpa e o perfil cromatografico foi semelhante, rico em sesquiterpenos, assim como
muitas espécies do género Campomanesia. Em relacdo aos OEs extraidos das folhas coletadas
em meses diferentes, foram verificados praticamente 0s mesmos compostos em ambas as
amostras com algumas alteracdes na abundancia relativa dos picos.

A composicdo quimica do OE das folhas de C. xanthocarpa pode ser observada na
Tabela 7, considerando apenas 0s compostos com area relativa superior a 1 % pela técnica
CG-DIC. Foram contabilizados 29 compostos com maior abundancia relativa, o que

representou 94,7 % do total de 6leo. Destes compostos, 19 foram identificados.

TABELA 7: Composi¢do quimica da espécie C. xanthocarpa considerando compostos com area relativa superior

a 1 % (n.i.= ndo identificado).

Tempo de | Tempode| Area Compostos Formula IRL IK Variacao entre

retencdo | retencdo | relativa Molecular| Obtido | Literatura IRL e IK
(min) (min) (%) CG-EM |(Adams/NIST| (Amax = £10)

CG-EM | CG-DIC | CG-DIC WebBook*) CG-EM
9,711 8,300 1,297 Limoneno CioH16 1028 1031 +3
12,045 10,514 1,108 Linalol Ci1oH150 1099 1098 +1
15,177 13,441 1,292 a-terpineol Ci1oH150 1190 1189 +1
17,325 15,533 1,458 Geraniol Ci1oH150 1253 1255 -2
21,665 19,649 32,075 | Acetato de geranila | Ci,H»0, 1386 1383 +3
21,970 19,855 1,194 B-elemeno CisHos 1395 1390 +5
24,118 21,904 1,084 |Alloaromadendreno| CisHas 1465 1461 +4
24,734 22,512 1,215 Germacreno D CisH 1485 1480 +5
24,900 22,661 1,028 B-selileno CisH 1490 1485 +5
25,052 22,918 1,062 n.i. - 1495 - -
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25,236 22,974 6,958 Biciclogermacreno | CisHyy 1501 1494 +7
25,973 23,760 2,127 A-cadineno CisHy4 1526 1524 +2
27,289 24,985 1,356 n.i. - 1571 - -
27,619 25,285 4,853 Espatulenol Ci5H,4,0 1582 1576 +6
- 25,358 1,086 n.i. - - - -
27,829 25,458 8,367 Globulol Ci5Hy60 1589 1583 +6
28,045 25,677 3,085 Viridiflorol Ci5Hy60 1597 1590 +7
28,196 25,736 2,076 n.i. - 1601 - -
28,336 25,981 2,432 n.i. - 1604 - -
28,604 26,266 1,245 n.i. - 1617 - -
28,877 26,539 1,644 n.i. - 1626 - -
29,017 26,692 1,818 n.i. - 1632 - -
29,297 26,959 1,189 Isoespatulenol Cy5H,,0 1642 1639* +3
29,385 27,062 3,276 T-cadinol Ci5Hy60 1645 1640 +5
29,507 27,183 1,111 n.i. - 1649 - -
29,773 27,402 3,744 T-muurolol Ci5H60 1659 1654* +5
31,489 29,211 1,193 n.i. - 1721 - -
34,609 32,265 1,810 |Acetato de farnesila| Cy7H»50, 1841 1843 -2
41,084 38,541 1,962 Fitol CaoH10 2113 2114* -1

A composicdo do OE presente nas amostras das folhas de C. xanthocarpa apresentou

como componentes principais identificados: acetato de geranila (32,1 %), globulol (8,4 %),
biciclogermacreno (7,0 %), espatulenol (4,9 %), t-muurolol (3,7 %), t-cadinol (3,3 %),

viridiflorol (3,1 %), A-cadineno (2,1%) e fitol (2,0 %), representados estruturalmente na

Figura 20. O composto com o tempo de retencdo 25,358 min foi observado apenas na técnica

CG-DIC e sua identificacdo ndo foi possivel. Outros compostos ndao foram identificados

devido as discrepancias nos valores de IRLs e/ou as discrepancias dos espectros de massas.
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FIGURA 20: Estruturas quimicas de alguns compostos majoritarios no OE das folhas da espécie C. xanthocarpa.
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Muitas espécies da familia Myrtaceae sdo utilizadas na medicina popular,
principalmente como antidiarréico, antimicrobiano, agente antioxidante, antireumatico, agente
anti-inflamatorio e para reduzir o colesterol no sangue (STEFANELLO, 2011).
Especificamente sobre o género Campomanesia, muitas séo utilizadas na medicina popular
como medicamentos para problemas digestivos, febre, tosse, gripe, diabetes, doencas na
bexiga, doengas cardiacas e doencas hepaticas (PASCOAL et al., 2011).

Os estudos com OEs de espécies do género Campomanesia revelaram que os OEs sdo
ricos em terpenos, principalmente mono e sesquiterpenos, e possuem propriedades comuns a
algumas espécies desse género (PASCOAL et al., 2011) conforme demonstrado na Tabela 8.
Os OEs da espécie C. xanthocarpa apresentaram atividades a reducdo de colesterol (KLAFKE
et al., 2008), reducdo de glicemia (BIAVATTI et al., 2004) e eficacia na prevencao de Ulceras
gastricas em testes preliminares em ratos (MARKMAN, 2004). Os OEs das folhas dessa
espécie mostraram-se ricos em sesquiterpenos e os OEs dos frutos apresentaram 62
componentes identificados, sendo os majoritarios a-pineno (15,0 %) o-cimeno (10,8 %), ¢ -
pineno (10,5 %) (VALLILO et al., 2008). Outro estudo com OEs dos frutos de C.
xanthocarpa indicou como compostos majoritarios o limoneno (10,9 %) e B-cariofileno (21,8
%) (MARIN et al., 2008).

TABELA 8: Atividades bioldgicas e compostos majoritarios dos OEs de algumas espécies do género
Campomanesia.

Espécies Atividades biol6gicas/uso ~ Compostos majoritarios Referéncias
popular
C. adamantium Antioxidante, atividade OEs dos frutos: ROCHA, 2011,
antimicrobiana contra a-pineno VALLILO et al.,
Staphylococcus. aureus, Limoneno 2006
Pseudomonas aeruginosa,  fB-(z)-o-cimeno STEFANELLO et
Candida albicans, B-cariofileno al., 2008
Saccharomyces cerevisiae e  Ledeno COUTINHO, 2008
Escherichia coli. Globulol
OEs das folhas:
Geraniol
Espatulenol
OEs das flores:
Ledol
C. aurea OEs das folhas: LIMBERGER et
(Muitos monoterpenos) al., 2001
a-pineno
Mirceno
C. guaviroba Antioxidante. OEs das folhas: PASCOAL et al.,
Mirtenal 2011
Mirtenol
Trans-pinocarveol
Oxido de

alloaromadendreno



C. guazumifolia

C. lineatifolia

C. phaea

C. pubescens

C. rhombea

C. sessiliflora

Atividade antimicrobiana
contra Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa.

Antioxidante.

Antioxidante, atividade
antimicrobiana para
Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, S.
setlbal, Saccharomyces
cerevisiae e Escherichia
coli., infusdo das folhas
usada para aliviar dores
musculares, no tratamento
de diarréia e doencas na
bexiga.

Uso popular no tratamento
de diarréia e doencas na
bexiga.

Oxido de cariofileno
Espatulenol

OEs das folhas:
(Muitos sesquiterpenos)
Oxido de p-cariofileno
Espatulenol

OE:s das folhas e dos
frutos:

Esteres,

B-tricetonas,
1,8-cineol,

a-pineno
B-cariofileno

OE:s das folhas:
Linalol

Oxido de cariofileno
B-cariofileno
B-selineno

o-cadinol

OEs das folhas:
Limoneno
a-pineno
Sabineno
Biciclogermacreno
Linalol

OEs dos frutos:
Criptomeridiol
Espatulenol
Globulol
a-cadinol
B-cariofileno
OEs das flores:
Ledol,

globulol
a-cadinol
Epi-o-muurolol

OEs das folhas:
(Muitos sesquiterpenos)
Biciclogermacreno
Globulol

Linalol

OE:s das folhas:
(E)-salveno
(2)-B-o-cimeno
Mirtenal
Viridifloreno
a-tujopsan-2-ol
OE:s das folhas:
Bicilogermacreno
Espatulenol
GermacrenoD
OEs das flores:
Ledol

LIMBERGER et
al., 2001

VALLILO et al.,
2008

OSORIO et al.,
2006

ADATI, 2001

VALLILO et al.,
2008
ROCHA, 2011
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SILVA et al., 2009

LIMBERGER et
al., 2001

CARDOSO et al.,
2010

CARDOSO, 2010a
CARDOSO, 2010b
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C. xanthocarpa Depurativo, antidiarréico, OEs das folhas: SANTOS et al.,
antireumatico, antioxidante, (Muitos sesquiterpenos) 2009
tratamento de Ulceras, Linalol ROCHA, 2011
folhas com atividade B-cariofileno VALLILO et al.,
antimicrobiana contra Globulol 2008
Staphylococcus aureus, Espatulenol CARDOSO et al.,
Salmonella cholerasuis, Epi-globulol 2010
Candida albicans. OEs dos frutos: MARIN et al.,
Limoneno 2008
B-cariofileno CARDOSO, 2010b
OEs dos frutos:
a-pineno
0-cimeno
B-pineno
OEs das flores:
Ledol
Globulol

Comparando os resultados da composicdo quimica obtida com relatos da literatura
para OE de folhas de C. xanthocarpa verificou-se a presenca do monoterpeno linalol, dos
sesquiterpenos globulol e espatulenol, e auséncia do p-cariofileno, compostos descritos como
majoritarios por outros autores para esta espécie, conforme Tabela 8.

No 6leo obtido de C. xanthocarpa foi verificou-se a presenca de acetato de geranila
como principal composto volatil majoritario, porém ndo foram encontrados relatos na
literatura da presenca deste composto em espécies do género em OEs de folhas, flores ou
frutos. O sesquiterpeno biciclogermacreno foi o terceiro composto majoritario identificado e
embora ndo tenha relato de sua presenca em estudos anteriores de C. xantocarpa, € um
composto comum em OEs de folhas de outras espécies do género como C. pubescens (SILVA
et al., 2009), C. rhombea (LIMBERGER et al., 2001) e C. sessiliflora (CARDOSO, 2010b).
O sesquiterpeno espatulenol, quarto composto majoritario identificado, estd presente em
muitos Oleos do género Campomanesia analisados, além dos OEs de folhas de C.
xanthocarpa estd presente em C. adamantium (STEFANELLO et al., 2008), C. guaviroba
(PASCOAL et al., 2011), C. guazumifolia (LIMBERGER et al., 2001) e C. sessiflora
(CARDOSO, 2010b). O monoterpeno linalol embora presente entre 0s compostos
identificados ndo foi um dos majoritarios como em estudo da literatura para OEs de folhas de
C. xanthocarpa (VALLILO et al., 2008).

Comparando os resultados obtidos com estudos de OEs de frutos e de flores de C.
xanthocarpa, 0os compostos encontrados ndo foram os mesmos, conforme descrito na Tabela
8, com excecdo do globulol, relatado como um dos compostos majoritarios das flores
(CARDOSO, 2010b), e do limoneno, relatado como um dos compostos majoritarios dos frutos

(MARIN et al., 2008). O limoneno € um composto muito comum em frutas citricas e a
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presenca deste composto no dleo pode ser um dos responsaveis pelo aroma agradavel que
apresenta, assim como a presenca do acetato de geranila.

Outra andlise realizada foi verificar o perfil cromatografico do hidrolato obtido da
hidrodestilacdo das folhas de C. xanthocarpa, aplicando as mesmas condigdes
cromatogréaficas do OE dessa espécie. Foi observado poucos compostos volateis conforme
mostrado na Figura 21, com uma ampliacdo na regido dos picos para melhor visualizacdo. Os
compostos identificados no hidrolato de C. xanthocarpa foram linalol (C10H150), a-terpineol
(C10H180), acetato de geranila (Ci2H200), espatulenol (CisH240), globulol (CisH260) e
viridiflorol (C1sH260) nos tempos de retencdo 12,037 min, 15,169 min, 21,543 min, 27,573
min, 27,758 min, 27,793 min, respectivamente.
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FIGURA 21: Cromatograma do hidrolato obtido da primeira extracdo da espécie C. xanthocarpa, por CG-EM,
com area ampliada na parte superior.

5.3  PERFIL CROMATOGRAFICO DA ESPECIE Myrciaria delicatula

O OE das folhas da espécie M. delicatula obtido apresentou coloracdo ligeiramente
amarelada e um rendimento medio de 0,04 % (m/m). O cromatograma obtido por CG-DIC

pode ser observado na Figura 22, a seguir.
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FIGURA 22: Cromatograma obtido da primeira extracdo da espécie

ampliada na parte superior.

M. delicatula, por CG-DIC, com area

Foram realizadas triplicatas de injecdo da amostra de OE e o perfil cromatogréafico

obtido foi semelhante. As duas extragbes de OEs realizadas foram de material vegetal

referente apenas a coleta do més de abril. No més de margo ndo foi possivel coletar material

vegetal dessa espécie na regido do PARNASO.

Na Tabela 9 encontra-se a composicdo quimica obtida do OE das folhas de M.

delicatula, onde 23 compostos foram listados considerando apenas 0S compostos com area

relativa superior a 1 % pela técnica CG-DIC, correspondendo a 83,7 % dos compostos

presentes no 6leo, e 12 compostos foram identificados.

TABELA 9: Composi¢do quimica da espécie M. delicatula considerando compostos com area relativa superior a
1 % (n.i.= ndo identificado).

Tempode | Tempode| Area Compostos Férmula IRL IK Literatura [Variacéo entre

retencdo | retencdo | relativa Molecular | Obtido | (Adams/ NIST IRL e IK
(min) (min) (%) CG-EM | WebBook*, The | (Amax = £10)

CG-EM | CG-DIC | CG-DIC Pherobase**) CG-EM
9,788 8,369 1,001 1,8-cineol C1oH150 1031 1033 -2

(eucaliptol)

22,884 20,678 4,183 B-cariofileno CisHo4 1420 1418 +2
23,145 20,964 1,307 n.i. - 1428 - -
23,920 21,697 1,555 a-humuleno CisHay 1449 1454** +5
24,613 22,438 2,855 n.i. - 1469 - -
24,937 22,738 1,927 A-selineno CisHaoy 1478 1485** -7
25,324 23,026 1,870 o-muuroleno CisHaoy 1504 1499** +5
25,521 23,212 1,374 n.i. - 1511 - -
25,774 23,662 1,708 n.i. - 1519 - -
26,030 23,977 2,487 A-cadineno CisHay 1528 1524 +4
27,771 26,048 3,562 Oxido de Ci5H,40 1587 1581 +6
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cariofileno
28,107 26,407 8,626 Viridiflorol Ci5Hy60 1599 1590 +9
28,393 26,790 2,270 n.i. - 1609 - -
28,527 27,005 1,005 n.i. - 1614 - -
28,794 27,322 1,331 n.i. - 1623 - -
- 27,698 3,412 n.i. - - - -
29,092 27,792 5,654 n.i. - 1634 -
29,258 27,923 6,719 T-cadinol Ci5Hy60 1640 1640 0
29,493 28,315 4,923 Torrreiol C15H,60 1649 1645 +4
- 28,536 2,363 n.i - - - -
29,861 28,656 11,375 B-eudesmol Ci5Hy60 1660 1654** +6
29,931 28,759 6,082 a-eudesmol Ci5Hy60 1662 1652 +10
- 28,802 6,097 n.i. - - - -

Os compostos majoritarios identificados no éleo de M. delicatula foram B-eudesmol
(11,4 %), viridiflorol (8,6 %), t-cadinol (6,7 %), A-selineno (6,7 %), a-eudesmol (6,1 %),
torreiol (4,9 %), p-cariofileno (4,2 %), oxido de cariofileno (3,6 %) e A-cadineno (2,5 %)
representados estruturalmente na Figura 23. Os compostos com 0s tempos de retencdo
27,698min, 28,536 min e 28,802 min foram observados apenas na técnica CG-DIC e a
identificacdo destes ndo foi possivel. Outros compostos ndo foram identificados devido as

discrepancias nos valores de IRLs e/ou as discrepancias dos espectros de massas.

B—eudesmol Viridiflorol T-cadinol
( : : <\<OH
HO
A-selineno o—eudesmol Torreiol
; /g : { ; C : f\ZOH
p—cariofileno A-cadineno Oxido de cariofileno
j \V % o}

FIGURA 23: Estruturas quimicas de alguns compostos majoritarios no OE das folhas da espécie M. delicatula.



51

A maioria dos estudos com OEs da familia Myrtaceae sdo caracterizados pela
predominancia de sesquiterpenos, e alguns OEs do género Myrciaria apresentam importantes
propriedades bioldgicas (STEFANELLO, 2011), que sdo destacadas na Tabela 10.

TABELA 10: Atividades bioldgicas e compostos majoritarios dos OEs de algumas espécies do género

Myrciaria.

Espécies Atividades biol6gicas/uso ~ Compostos majoritarios Referéncias
popular
M. cauliflora Tratamento de pele, asma, OEs das folhas: DUARTE et al.,
antidiarréico. Extrato Germacreno D 2010
etandlico da folha com B-eudesmol FORTES et al.,
atividade antimicrobiana a-eudesmol 2011
contra Streptococcus. y-eudesmol
B-cariofileno
Biciclogermacreno
Elemol
OEs dos frutos:
y-eudesmol
a-eudesmol
M. dubia Antioxidante, possivel OEs das folhas e dos PINO et al., 2008
potencial cardiovascular e frutos: AKTER et al.,
tratamento de cancer. o-pineno 2011
Limoneno LIM, 2012
B-cariofileno
M. floribunda Atividade antitumoral, OEs das folhas: TIETBOHL, et al.,

M. glazioviana

M. tenella

M. trunciflora

antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.

Atividade antimicrobiana
moderada contra
Escherichia coli e Bacillus
cereus.

Atividade antimicrobiana
contra Enterobacter sp. e
Shigella flexneri, anti-
inflamatoria.

Limoneno

1,8-cineol

OEs das flores:
(Muitos monoterpenos)
1,8-cineol

OEs dos caules:

(Muitos sesquiterpenos)

(2E,6E)- acetato de
farnesila

OE:s das folhas:
Germacreno B
Oxido de cariofileno
Aromadendreno
B-cariofileno

OEs das folhas
(Nordeste brasileiro:
B-cariofileno
Espatulenol

OEs das folhas
(Sudeste brasileiro:
a-pineno

B-pineno

OE:s das folhas:
Curcumeno
Cis-calameneno
o-humuleno

2012

RAMOS et al.,
2010

APEL et al., 2006

LOPES, 2008

ANDRADE, 2006
SCHNEIDER et
al., 2008

APEL et al., 2010

Apud DUARTE et
al., 2010
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O Oleo obtido de M. delicatula apresentou composicdo quimica rica em
sesquiterpenos, assim como muitas espécies da familia Myrtaceae. Ndo foram encontrados
relatos na literatura para OEs de M. delicatula, mas comparando a composic¢do quimica obtida
com os OEs de espécies do género Myrciaria observou-se que alguns compostos identificados
também séo relatados nos OEs de folhas, flores e/ou frutos de algumas espécies.

O B-eudesmol foi o composto principal identificado no 6leo obtido e também foi
citado no OE de folhas de M. cauliflora (DUARTE et al., 2010). O sesquiterpeno B-
cariofileno € o composto mais relatado nos OEs de folhas de espécies M. cauliflora
(DUARTE et al., 2010), M. tenella (ANDRADE, 2006; APEL et al., 2010), M. glazioviana
(LOPES, 2008) e M. dubia (PINO et al., 2008). O sesquiterpeno a-eudesmol também foi
descrito nos OEs de folhas (DUARTE et al., 2010) e frutos (FORTES et al., 2011) de M.
cauliflora, conforme verificado na Tabela 10.

Foi verificado também o perfil cromatografico do hidrolato da hidrodestilacdo das
folhas de M. delicatula, aplicando as mesmas condic¢des cromatograficas do OE dessa espécie.
Pela analise do cromatograma obtido (Figura 24) observou-se poucos compostos volateis,
assim como para os hidrolatos das outras duas espécies analisadas anteriormente. Os
compostos identificados no hidrolato de M. delicatula foram 1,8-cineol (CioH150), -
terpineol (C1oH150), B-eudesmol (Ci5H260) e a-eudesmol (C1sH260) nos tempos de retengédo
9,769 min, 15,164 min, 31,825 min, 31,871min, respectivamente.
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FIGURA 24: Cromatograma do hidrolato obtido da primeira extracdo da espécie M. delicatula, por CG-EM,
com &rea ampliada na parte superior.
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6 CONCLUSAO

A hidrodestilagdo utilizando as condi¢fes empregadas apresentou facilidade na
aplicacdo e foi eficiente para obtencdo dos OEs e hidrolatos das espécies estudadas. O
rendimento obtido para os 6leos foram 0,01 % (m/m) para A. olivaceum e 0,04 % (m/m) para
C. xanthocarpa e M. delicatula.

As técnicas CG-EM e CG-DIC foram importantes para identificacdo e obtencdo das
abundancias relativas das areas, respectivamente, de grande parte dos compostos dos OEs.
Maiores investigacGes sdo necessarias para 0S compostos que ndo tiveram sua identidade
confirmada.

Os estudos quimicos dos OEs das espécies A. olivaceum, C. xanthocarpa e M.
delicatula da regido do PARNASO, Rio de Janeiro, sdo uma contribui¢ido para o projeto I-
FLORA/Faperj com o melhor conhecimento das plantas da regido fluminense, visto que na
literatura foram encontrados apenas relatados referentes a analise dos OEs relativos as folhas,
flores e/ou frutos de diferentes regides das espécies em questdo ou de algumas espécies de
Seus respectivos géneros.

Uma vez que ndo foram encontrados na literatura relatos sobre OEs das espécies A.
olivaceum e M. delicatula, esse € um dado interessante para futuros estudos dessas espécies.

Em relacdo a espécie C. xanthocarpa verificou-se diferencas na composi¢ao quimica
e abundancia relativa do 6leo obtido com relatos da literatura, indicando que o contetdo de
componentes volateis nos OEs sdo dependentes da procedéncia da amostra vegetal e de varios
fatores climaticos. Muito embora uma mesma espécie botanica apresente essas variacdes em
relacdo a sua composicao quimica, as rotas biossintéticas ndo se alteram, e o perfil de classes
de compostos encontrados na espécie continua semelhante.

O perfil cromatografico dos hidrolatos das trés espécies estudadas foi pobre em
compostos volateis e comparando cada hidrolato com seus respectivos OEs apresentou alguns

compostos majoritarios comuns entre si.
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