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palavras-chave

resumo

Tecidos vegetais, infusGes, compostos terpénicos em Ciy e Cys, actividade
anti-oxidante, micro-extraccdo em fase sélida, em modo de espaco de cabeca
(HS-SPME), cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa com quadrupolo (GC-gMS), radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH").

Para este estudo foram seleccionadas 25 espécies de plantas, que
normalmente sdo utilizadas pela populacdo Portuguesa para a preparacdo de
infusbes. Com vista a sua Vvalorizagdo, procurando em especial
compostos/extractos com potenciais efeitos benéficos para a saude, estas
foram estudadas relativamente a sua composicdo em compostos terpénicos
(Co e Cy5) e actividade anti-oxidante. A composicdo terpénica das plantas e
respectivas infusdes foi estudada por recurso a técnica de micro-extracgdo em
fase sdlida, combinada com a cromatografia em fase gasosa com deteccao por
espectrometria de massa com quadrupolo (HS-SPME/GC-gMS). De forma a
avaliar a actividade anti-oxidante utilizou-se o método do DPPH".

Com vista a optimizar a eficiéncia extractiva relativamente aos compostos
terpénicos em C,q e C,5, foram testados trés tipos de revestimento de fibras de
SPME (PA, DVB/CAR/PDMS e PDMS). Verificou-se que o DVB/CAR/PDMS foi
0 revestimento que apresentou uma maior &rea cromatografica e um maior
numero de compostos identificados, com a excepcdo dos sesquiterpenos
oxigenados. Como o0s sesquiterpenos oxigenados s&o componentes
minoritarios das amostras estudadas, conclui-se que o DVB/CAR/PDMS
apresenta uma maior eficiéncia extractiva relativamente aos analitos de
interesse.

Com recurso a analise multivariada foram estudadas as fontes de variabilidade
relativamente aos compostos terpénicos das plantas secas e das respectivas
infusBes. Verificou-se a formacgé&o de grupos relacionados essencialmente com
0s compostos maioritarios de cada espécie. Desta forma, obteve-se uma
organizacdo das plantas tendo em consideracdo que elas podem ser
encaradas como fonte preferencial de determinado tipo de composto. Assim,
foram encontrados grupos de plantas de espécies que sdo fonte preferencial
de 1,8-cineole, limoneno, carvona, geranial, a-curcumeno e de [-cariofileno.
Verificou-se, também, que plantas pertencentes a mesma espécie, mas de
diferentes origens geograficas (R. officinalis de Pombal e de Aveiro, A. triphylla
de Pombal e Aveiro, C. nobile da Madeira e dos Acores), quer na planta seca
quer na respectiva infusdo, encontram-se agrupadas. Relativamente a analise
da actividade anti-oxidante, expressa através do valor de ECsg, verificou-se
gue a G. purpureum e o H. androsaemum foram as plantas que apresentaram
valores de ECs, mais baixos, 210,8 e 245,6 mg/L respectivamente, ou seja,
maior actividade anti-oxidante. Por outro lado, a P. judaica e a U.
membranacea apresentaram os maiores valores de ECsy (11882,6 e 11648,8
mg/L, respectivamente). As espécies analisadas apresentaram uma cinética
lenta ou intermédia. Os resultados obtidos neste trabalho possibilitam uma
valorizacdo futura destas plantas como potencial fonte de compostos
bioactivos.
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abstract

Plant tissues, infusions, terpenic compounds (C;o and C;5), antioxidant activity,
headspace solid phase microextration (HS-SPME), gas chromatography-
quadrupole mass spectometry (GC-gMS), 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl radical
(DPPH)).

A group of 25 plants species, usually used by the Portuguese population to
prepare infusions, were selected for this study. The terpenic compounds (Cig
and C;5) and antioxidant activity were analysed, searching in special
compounds/extracts with potential health benefits. The terpenic composition of
plants and their infusions was studied by headspace solid phase
microextraction combined with gas chromatography-quadrupole mass
spectrometry (HS-SPME/GC-gMS). In order to evaluate the antioxidant activity
DPPH" method was used.

In order to optimize the extraction efficiency for the terpenic compounds (C,
and Cys) three types of SPME fibers coating (PA, DVB/CAR/PDMS and PDMS)
were tested. In general, DVB/CAR/PDMS showed the highest extraction
efficiency, assessed by higher chromatographic area and number of
compounds.

The data variability (terpenic compounds Cy, and C;s) of dried plants and their
infusions were carried out by multivariate analysis. Different groups were
obtained for the species under study, which one characterized by the major
component of the specie. Thus, these 25 species were organized in groups that
may can considered as potential source of 1,8-cineole, limonene, carvone,
geranial, a-curcumene and B-caryophyllene. It was also observed that plants
belonging to the same species, but from different geographic origins (R.
officinalis of Pombal and Aveiro, A. triphylla of Pombal and Aveiro, C. nobile of
Madeira and Acores) are in the same group, in the plants and in the infusions
as well. Considering the antioxidant activity, expressed by ECsy value, it was
observed that the G. purpureum and H. androsaemum presented the lowest
ECso (210.8 and 245.6 mg/L respectively), corresponding to the higher
antioxidant activity. On the other hand, P. judaica and U. membranacea
exhibited the highest ECs values (11882.6 and 11648.8 mg/L, respectively). In
all samples analysed an intermediate or slow kinetic was verified. The results of
this work open several opportunities for future valorisation of the species under
study as potential source of bioactive compounds.
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1. Introducao

1.1 A importancia das plantas como fonte potencial de compostos
bioactivos

O uso de plantas medicinais no tratamento e prevencao de varias patologias remota
aos tempos primordiais, em que 0s conhecimentos empiricos adquiridos passavam de
geracdo em geracdo. Actualmente, varias sdo as espécies de plantas que ja foram
identificadas por terem propriedades terapéuticas. Mais de 50 mil plantas sdo utilizadas
com fins medicinais. Cerca de 25% dos medicamentos aprovados nos Gltimos 30 anos
sdo baseados em compostos bioactivos presentes em plantas. Sabe-se também, que
cerca de 50% dos produtos quimicos mais vendidos estdo relacionados com metabolitos
secundaérios das plantas.

H& um interesse cada vez maior pela pesquisa nas plantas de compostos com efeitos
benéficos para a satide.> Dos intimeros estudos disponiveis na bibliografia, destacam-
se 0S COMPOStos Mono e sesquiterpénicos, que apresentam varios efeitos biolégicos,®
assim como, a avaliacdo das propriedades anti-oxidantes de extractos de origem
vegetal.” E, ainda, de realcar, a ideia generalizada de que os produtos naturais
apresentam menor toxicidade e efeitos co-laterais comparativamente com os produtos
de sintese.

Este interesse e reconhecimento, cada vez mais sustentado, da importancia das
plantas como fonte potencial de compostos bioactivos levou a implementacdo de
legislacdo a varios niveis, como por exemplo, proteccdo de espécies e regulamentacao
sobre a utilizacdo terapéutica de plantas. Varias sdo as espécies de plantas ameacadas de
extincdo, no entanto, a legislacdo para a sua proteccdo e conservacdo estd em vigor
ainda em poucos paises." A Uni&o Europeia tem vindo a tomar medidas relativamente a
diversas preparacfes de plantas obtidas industrialmente, de forma a haver uma
consonancia/regulacdo nos diversos paises europeus. Foram criadas directivas
(2004/27/EC, 2004/24/EC) para a utilizacdo terapéutica de plantas e foi definida uma
dose unitaria de preparacdes, para serem utilizadas como suplemento alimentar. Foram,
também, criados regulamentos sobre a adicdo de vitaminas, minerais e outras
substancias a alimentos. Criaram-se procedimentos especificos para novos alimentos ou
cosmeéticos que possuam na sua constituicdo plantas, (regulamento 258/97 da Unido
Europeia e directiva 76/768/ECC). Segundo a Unido Europeia, produto medicinal pode
definir-se, segundo a directiva 2004/27/EC, como: “qualquer substancia ou combinagdo

de substéncias que apresentem propriedades para o tratamento ou prevengédo de doencas
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em seres humanos; ou qualquer substancia ou combinagéo de substancias, que podem
ser administradas em seres humanos com vista a restaurar, corrigir ou modificar fungoes
fisiologicas, para uma accdo farmacoldgica, imunologica ou metabolica ou para fazer
um diagndstico médico”. Qualquer produto medicinal s6 pode ser comercializado na
Unido Europeia apds 0 seu registo ou autorizacdo de comercializacdo — directiva
2004/24/EC.°

1.2 Os compostos mono e sesquiterpénicos das plantas

Os compostos terpénicos sdo metabolitos secundarios das plantas. Ao contrario dos
metabolitos primarios, estes ndo estdo directamente relacionados com o crescimento,
desenvolvimento e reproducdo dos seres vivos. A producdo de metabolitos secundarios
estd dependente de factores externos. Apesar de existirem em grande nimero e
diversidade, os compostos terpénicos sdo produzidos a partir de um pequeno numero de
compostos chave resultantes do metabolismo primario, sendo classificados segundo o
namero de unidades isoprénicas incorporadas, (Figura 1). Alguns destes compostos
apresentam propriedades bioldgicas benéficas para o organismo humano.

A \F

Figura 1: Unidade isoprénica (Cs). Figura 2: Isopreno.

O isopreno (Figura 2) é uma estrutura constituida por 5 carbonos, sendo a unidade
de constituicdo dos terpenos. O esqueleto base da estrutura dos terpenos é representado
por (Cs),. Os terpenos sdo classificados consoante 0 nimero de unidades isoprénicas:
hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cys), diterpenos (Cap),
sesterterpenos (Cas), triterpenos (Cao) e tetraterpenos (Cag).”

O isopreno €é produzido naturalmente nas plantas, contudo, este ndo ¢é
biologicamente activo. As estruturas isoprénicas responsaveis pela biossintese dos
compostos terpénicos séo o difosfato de isopentenilo (IPP) e o difosfato de dimetilalilo
(DMAPP). Estas estruturas isoprénicas base podem dar origem a uma grande variedade

de compostos com formas ciclicas ou néo ciclicas.® Do ponto de vista quimico, este tipo
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de compostos sdo classificados em terpenos (hidrocarbonetos - compostos apenas por
carbono e hidrogénio), ou em terpendides (contendo diversos grupos funcionais, tais
como: alcool, cetona, aldeido, 4cido carboxilico, entre outros).”

Os terpenos apresentam indmeras propriedades: sdo responsaveis pelo odor
caracteristico de Oleos essenciais, pela proteccdo contra predadores e agentes
patogénicos, apresentando também funcBes bio-reguladoras e anti-oxidantes, entre
outras. Os compostos mono e sesquiterpénicos sdo responsaveis pelas propriedades
medicinais de inimeras plantas, tais como, efeitos anti-inflamatérios,'® ** anti-HIV,*

12,1415 antre outros.

anti-bacterianos,*? actividade anti-cancerigena,

Por exemplo, o limoneno (monoterpeno) é considerado um quimiopreventivo e um
agente terapéutico contra tumores, assim como a carvona e o carveol que, também,
apresentaram propriedades anti-cancerigenas em estudos feitos com animais.* *
Relativamente aos compostos sesquiterpénicos, estes estdo associados a actividade anti-
inflamatoria, mas também sdo utilizados no tratamento de febre, artrites, asma, psoriase,
dores de cabeca, dores de estbmago e contra agentes causadores de tuberculose. O
farnesol tem sido estudado para a prevencdo do cancro da mama e tem-se demonstrado
gue neste caso, este composto é mais efectivo do que o limoneno.® *°

Geralmente, a avaliacdo destes efeitos biologicos € realizada a partir de 6leos
essenciais, obtidos a partir de plantas, 0 que ndo permite a associacdo de determinado
efeito a um composto especifico.’” Esta relacdo efeito/composto é essencial para a
compreensdo dos mecanismos bioquimicos associados e para a valorizacdo de outras
plantas que possuam 0 mesmo tipo de composto.

Sabe-se que o consumo de alimentos e/ou bebidas que contenham anti-oxidantes
pode diminuir ou até mesmo prevenir o risco de muitas doencas causadas pelo stress
oxidativo. Inflamacgbes cronicas, doencas cardiovasculares e cancros podem ser
prevenidos pelo consumo de alimentos que contenham anti-oxidantes, reduzindo ou
evitando danos a nivel de vérias biomoléculas, nomeadamente do ADN, causados por
radicais livres. Actualmente ha um interesse crescente no estudo de infusdes de plantas
com a finalidade de verificar as suas propriedades anti-oxidantes, especialmente

naquelas plantas que sdo utilizadas na medicina popular.
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1.3 Metodologias para a analise de compostos terpénicos em Cyp e Css

1.3.1 Micro-extraccao em fase sélida (SPME)

As metodologias usadas no estudo de compostos volateis e semi-volateis, tais
como, 0s compostos terpénicos em Cip e Cy5 envolvem varias fases: a extraccdo e
posterior separacdo cromatografica, identificacdo e/ou quantificacdo. No que diz
respeito a etapa da extraccdo tém sido aplicadas sobretudo, a extraccdo liquido-liquido

18-20

com solventes organicos e mais recentemente técnicas de micro-extracgdo como a

micro-extraccdo em fase sélida (SPME)?" %

e micro-extraccdo em barra de sorcdo
(SBSE).”® Desde o seu desenvolvimento nos anos 90 por J. Pawliszyn e colaboradores,
como uma metodologia de extrac¢do/concentracdo para a analise de poluentes organicos

4

em &guas,® a SPME tem sido amplamente utilizada devido s suas vantagens em

relacdo a outros métodos convencionais de extraccdo. SPME é uma técnica simples,
rapida, sensivel, selectiva e que ndo envolve a utilizacdo de solventes organicos.?> %
Outras vantagens desta metodologia sdo o facto de permitir a simultanea extraccdo e
pré-concentracdo de compostos volateis e semi-volateis perceptiveis pelo sistema
olfactivo e o facto de existir uma grande variedade de fases estacionarias, as quais
podem ser aplicadas na extraccdo de diferentes tipos de compostos.” %

Esta metodologia tem sido utilizada no estudo de compostos terpénicos em varias

30,31 21,32 Vinh0,33

matrizes, tais como, no estudo de aromas, na andlise de frutos, plantas,
sal,* leite,® entre outros, podendo ser aplicada na analise da composicio volatil de
amostras sélidas, liquidas ou gasosas. Esta técnica é baseada na sor¢do (absorcéo e/ou
adsorcédo), dependendo da fase estacionaria da fibra. A extraccdo ndo é feita de uma
forma exaustiva, dado que o sistema tende para um equilibrio, em que os analitos se
distribuem pelas diferentes fases do sistema.*® Esta metodologia envolve o uso de uma
fibra de silica fundida, revestida com uma fina camada de uma fase estacionaria (sélida,
liguida ou mista). A extraccdo pode ser feita por imersdo da fibra na fase liquida
(contacto com a amostra - sistema de 2 fases), ou por exposi¢do da fibra a fase gasosa
(introduzida no seu espaco de cabeca - sistema de 3 fases (HS-SPME)), de uma amostra
solida ou liquida.?” *® No sistema de 2 fases a particdo dos analitos ocorre entre a
amostra e a fase estacionaria da fibra. Num sistema de 3 fases a parti¢cdo ocorre entre a

amostra, 0 espaco de cabeca e a fase estacionéria da fibra.?’
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Extraccdo em modo de espago de cabeca (HS-SPME)

Na Figura 3, encontra-se esquematizado o processo de extrac¢do por contacto da
fibra de SPME com o espaco de cabeca. No primeiro passo a amostra € colocada num
frasco selado com um septo, o qual € colocado num banho termostatizado.
Posteriormente, a fibra é exposta, sendo os analitos sorvidos pela fase estacionéria, o
que corresponde ao passo 2. Apos a extraccdo, o revestimento da fibra é recolhido para
o0 interior da seringa e esta € retirada do frasco. Por fim, o passo 3 corresponde a
desorcéo térmica dos compostos extraidos no injector do cromatégrafo.’” 3" A seringa é
inserida no injector do cromatografo, expondo o revestimento da fibra durante o tempo
necessario para ocorrer a desorcdo térmica completa dos compostos extraidos. Os
compostos sdo arrastados pela coluna segundo um programa previamente seleccionado
que controla a temperatura, a pressdo do gas de arraste e o tempo. De seguida, 0
revestimento da fibra é recolhido novamente para o interior da seringa, estando pronto

para a proxima utilizac&o.

Passo 1 Passo 2 Passo 3

Figura 3: Esquematizacdo do processo de extraccao, por contacto da fibra de SPME com o espaco de
cabeca.”’

O dispositivo mais usado para a exposicdo da fase estacionaria é a seringa, em que
a fase estacionaria esta protegida no seu interior (Figura 4). De forma a extrair 0s
compostos, a seringa de SPME é colocada directamente em contacto com a matriz a

analisar, ou no espaco de cabeca da amostra.®
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— Embolo

— 3 Suporte da fibra

Apgulha que serve de protecgio da fibra e
que perfura o septo

Fibra de silica fundida revestida com a Figura 4: Representacdo esquematica de uma
fase estacionaria Seringa de SPME38

A seringa de SPME ¢ constituida por 2 componentes basicos: o suporte e a agulha.
O suporte apresenta na sua constituicdo um émbolo, que é o responsavel pela exposi¢cdo
e recolha da fase estacionaria da fibra de SPME, quer na extrac¢do dos compostos da
amostra, quer na desorcao térmica no injector do cromatégrafo de gas.>’ A agulha é de
aco-inox e a sua funcéo é proteger a fibra e perfurar os septos dos frascos que contém a
amostra. A agulha inclui a fibra que é constituida por silica fundida, revestida com uma

fina camada de um filme polimérico e que constitui a fase estacionaria.?” >

Fases estacionarias da fibra de SPME

As fases estaciondrias apresentam diferentes composi¢des, polaridades e espessuras
de filme. A escolha do revestimento da fibra de SPME é uma etapa muito importante,
pois cada um possui uma eficiéncia de extracgédo distinta para compostos de diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, apresentando também limites de deteccdo e gamas de
linearidade distintas. Deste modo, o tipo de revestimento é escolhido com base no tipo
de compostos que se pretende analisar e com base nas condigBes experimentais.?’
Existem varios tipos de fases estacionarias disponiveis comercialmente e estas
encontram-se listadas na Tabela 1, sendo indicada a espessura do filme, 0 modo de

extraccao e as aplicacGes recomendadas para cada fase estacionaria.
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Tabela 1: Exemplo de fases estacionarias de SPME disponiveis comercialmente; propriedades e
aplicacdes.®

Fase Espessura do filme| Modo de Aplicacs
L ~ plicacGes
Estacionéria (um) extraccao
PDMS 100,30 e 7 Absorco _Compostos organicos apolares,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

PA 85 Absorcao Compostos organicos polares

PDMS/DVB 65 Mista Hidrocarbonetos aromaticos, aminas aromaticas
CW/DVB 65 Mista Compostos organicos polares
CAR/PDMS 75 Mista Compostos de baixo peso molecular e gases
DVB/CAR/PDMS 30, 50 Mista Compostos volateis e seml—volatels, tais como
mono e sesquiterpenos

PDMS-Polidimetilsiloxano; PA-Poliacrilato; DVB-Divinilbenzeno; CW-Carbowax; CAR-Carboxeno

Os revestimentos mencionados na Tabela 1 apresentam diferentes polaridades,
podendo ser ordenados por ordem decrescente de polaridade: CW/DVB > PDMS/DVB
> PA > DVB/CAR/PDMS > CAR/PDMS > PDMS. A natureza (polar, apolar ou
anfotérica) influencia a eficiéncia de extraccdo. De acordo com a Tabela 1, verifica-se
que existem revestimentos com espessuras diferentes, variando de 7 a 100 um. As fibras
de SPME com maior espessura de filme necessitam de mais tempo para atingir o
equilibrio, mas proporcionam maior sensibilidade devido a grande quantidade de

analitos que podem ser extraidos.*

Modos de extraccao

Consoante o tipo de revestimento da fibra de SPME pode ter-se uma extrac¢do por
absorcéo, adsor¢do ou mista. Numa fase inicial o revestimento actua como uma esponja,
em que, de uma forma virtual, os compostos podem entrar e sair livremente. Se o
coeficiente de difusdo for reduzido, a extraccdo ocorrera por adsor¢do, em que 0S
analitos permanecem na superficie do revestimento.** *> Caso o coeficiente de difusdo
dos analitos seja elevado ocorre uma extrac¢do por absorcdo. Este modo de extraccéo
(absor¢do) ocorre nas fases estacionarias PDMS e PA, sendo o revestimento PDMS
liquido e o revestimento PA sélido cristalino.** A capacidade de absorver determinada
quantidade de analito depende da espessura do filme e do tamanho do analito.’” Os
revestimentos do tipo adsorvente sé@o formados por sélidos porosos ou com elevada area
superficial, onde a extraccdo é efectuada através da sorcdo dos analitos nos poros
internos (de menores dimensfes), ou externos (de maiores dimensdes) e que se
encontram principalmente na superficie do material. Neste tipo de fibras hd um nimero

mais limitado de locais de sorcdo do que nas absorventes, o que pode provocar
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competicdo entre os analitos.*® As vantagens dos revestimentos adsorventes sdo o facto
de apresentarem um menor limite de detec¢do, uma maior capacidade para a retengéo de
compostos polares volateis e uma maior selectividade e sensibilidade. No entanto, este
tipo de revestimento também apresenta limitacdes. Para determinadas concentracdes de
analito muito elevadas, pode ocorrer a saturacdo da superficie disponivel para adsorcédo
e a relacdo entre concentracfes dos analitos na matriz e a quantidade extraida deixa de
ser linear. Assim, nesta situacdo um analito pode expulsar outros que se encontrem na
superficie do material adsorvente. *® “>** Numa fase estacionaria mista, como é o caso
da PDMS/DVB, CW/DVB, CAR/PDMS, e da DVB/CAR/PDMS o tipo de revestimento
combina as propriedades de absor¢do do polimero liquido com as propriedades de
adsorcdo das particulas porosas. O efeito sinergético de adsorgdo e absor¢do promove
uma maior capacidade de retencdo dos analitos por parte da fase estacionaria. Assim,
uma fase estacionaria mista torna-se mais sensivel que uma absorvente.?’

De forma a seleccionar a melhor fibra para a extrac¢do, deve ter-se em conta varios
factores, tais como, a polaridade dos compostos a analisar, 0 seu peso molecular, a
composicdo da amostra, a gama de concentracdo esperada e a temperatura de

amostragem.*?

Influéncia das condi¢bes experimentais

Vérios sdo os factores que podem influenciar os resultados obtidos pela
metodologia SPME. A sensibilidade e reprodutibilidade do método dependem das
condicdes experimentais utilizadas, tais como, temperatura e tempo de extraccao,
agitacdo, efeito salting out, pH, volume, composicdo (textura, tipo e uniformidade da
matriz) e concentracéo da amostra.? 34043

No decorrer do trabalho experimental, devem ser utilizados frascos com o0 mesmo
volume e o volume da amostra deve, também, ser constante, uma vez que diferentes
capacidades do espaco de cabeca correspondem a diferentes cinéticas de extrac¢do. A
razdo B corresponde a razdo entre o volume de espago de cabega (fase de vapor) e o
volume da amostra. Esta pressupde que tem de haver espaco suficiente no espaco de
cabeca para 0s compostos poderem volatilizar, de forma a atingir o equilibrio entre as
fases e desta forma, haver uma boa sorc&o dos compostos a fibra.?’

O equilibrio de particdo dos compostos entre a fase estacionaria e 0 espago de

cabeca é influenciado pela composicdo da amostra, enquanto que a concentracdo dos

10
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analitos influencia a quantidade de analito sorvido na fibra. A alteracdo das condicOes
experimentais afecta a reprodutibilidade e sensibilidade do método.*®

1.3.2 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
com quadrupolo (GC-gMS)

O recurso a técnica GC-gMS surge muitas vezes associado a técnica SPME. Deste
modo, apo6s a extrac¢do/concentracdo dos analitos por SPME, estes sdo separados,
identificados e/ou quantificados por GC-qMS.*

A cromatografia em fase gasosa € uma forma particular, dentro de um processo
geral de separacéo, designado por cromatografia. Em cromatografia ocorre a particao de
compostos entre duas fases diferentes, transportados por uma fase mdvel, através de um
meio ndo miscivel com o anterior (fase estacionaria), movendo-se a velocidades
diferentes, consoante a sua solubilidade, ocorrendo deste modo a separacéo fisica dos
compostos. Em cromatografia em fase gasosa geralmente utiliza-se como fase movel o
azoto, o hélio ou o hidrogénio. As condicBGes do fluxo gasoso a entrada do injector
(sistema de introducdo de amostras) sédo controladas por reguladores de pressdo e
valvulas de medicdo. A coluna é ligada ao sistema de injeccdo onde a amostra
geralmente é introduzida através de uma seringa. A outra extremidade da coluna é
ligada a um sistema de detec¢do, o detector. Este deve ser insensivel ao gas de arraste,
mas deve responder aos componentes eluidos da coluna. O registo da resposta do
detector em funcéo do tempo constitui o cromatograma.**

Um cromatdgrafo de gas (Figura 5), é constituido por um injector, uma coluna de

separaco revestida por uma fase estacionéria, um detector e uma fase mével (gas).**

Sist. de confrole e

Sistema de gases
9 Detector tratamento de dados

Injector

Figura 5: Esquema do cromatdgrafo de gas.”’

11
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De seguida a fase de extraccdo, 0s compostos que se encontram na fase estacionéria
da fibra sdo desorvidos termicamente no injector do cromatografo de gas e depois
separados na coluna, (que se encontra no interior do forno) e que é revestida com uma
fase estacionaria. Com o auxilio de um géas de arraste (normalmente o hélio no caso do
GC-gMS), os componentes da mistura sdo separados através de um programa de
temperaturas e, devido a diferenca de afinidade entre a fase modvel (gés) e fase
estacionéria (coluna), os compostos que apresentam um baixo ponto de ebuli¢do e/ou
pouca afinidade para a fase estacionaria sdo os mais rapidamente eluidos. A injeccao da
amostra no cromatégrafo de gas pode ser efectuada no modo splitless, ou seja toda a
amostra injectada € direccionada para a coluna. Pode, também ser injectada no modo
split, em que sO parte da amostra volatilizada é efectivamente introduzida na coluna,
sendo a maior parte da amostra purgada para o exterior através de uma véalvula.*

No detector do MS, do tipo quadrupolo, as moléculas sdo ionizadas, sob vacuo,
originando um grupo de ides com diferentes razGes massa/carga, ou seja, fragmentos
reprodutiveis das moléculas (ionizacdo por impacto electrénico). Apos a fragmentacéo,
os i6es formados sdo separados pela interac¢do de campos eléctricos e posteriormente
detectados.** Os ides que atingem o detector podem ser controlados pela variacdo do
campo eléctrico do sistema envolvido. Cada composto apresenta uma fragmentacéo
caracteristica, sendo s6 o espectro de massa dependente da energia dos electrdes
ionizantes e da temperatura a que ocorre a ionizacdo. O espectro de massa obtido
apresenta, no eixo das abcissas, a razdo (m/z) e no eixo das ordenadas a abundancia
traduzida em areas cromatogréaficas (unidades arbitrarias).

A partir dos cromatogramas € possivel retirar informacdo qualitativa que esta
relacionada com o tempo de reten¢do caracteristico de cada componente e informacao
quantitativa, referente as &reas cromatogréficas dos picos.** A cada ponto do
cromatograma esta associado um espectro de massa, no qual é estabelecida uma relacéo
entre a razdo m/z dos ides detectados e a intensidade relativa (abundéncia) de cada
espécie i6nica. A abundancia dos ides observados no espectro de massa de um
composto puro pode variar de instrumento para instrumento. Mas, quando calibrados os

instrumentos apresentam todos os mesmos ides aos mesmos valores m/z.
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1.4 Avaliacdo da actividade anti-oxidante

Desde a antiguidade, o consumo de anti-oxidantes era feito através da ingestdo de
plantas e de frutos, ou seja de uma forma natural. Com a introducdo do conceito de
actividade anti-oxidante, comecaram a ser produzidos sinteticamente compostos que
apresentassem esta actividade. O consumo de anti-oxidantes provem desde os anos 40
do século vinte. Os anti-oxidantes produzidos sinteticamente apresentavam uma maior
actividade anti-oxidante e eram mais facilmente obtidos do que os anti-oxidantes
naturais. Actualmente tém havido uma crescente procura de anti-oxidantes naturais por
parte da inddstria e consumidores, devido a um crescente desinteresse por consumir
alimentos/suplementos sintéticos e devido a um aumento da preocupacdo com a
seguranca no uso de anti-oxidantes sintéticos.?” *°

Os anti-oxidantes naturais, presentes nas mais variadas plantas tém requerido uma
especial atencdo devido as suas propriedades de proteccdo do corpo humano contra
doencas degenerativas. Os anti-oxidantes apresentam um papel essencial na prevencéo
ou reducdo da auto-oxidacdo. Quer os anti-oxidantes naturais quer os sintéticos séo

448 o tém sido objecto de varias patentes.**™ Deste

usados em produtos alimentares
modo, devido a importancia dos anti-oxidantes, torna-se interessante avaliar o potencial
anti-oxidante das plantas, e no caso do presente trabalho foi utilizado o método do

DPPH’ 27,54, 55

1.4.1 Método do DPPH’

O método do DPPH’ consiste na reac¢do entre o radical estavel 2,2 difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH") em solugdo de metanol com um composto anti-oxidante ou com
qualquer outro composto, de forma a avaliar o seu poder anti-oxidante. Na forma
radicalar, o DPPH" absorve a 515 nm, apresentando uma cor violeta, mas ao reagir com
um anti-oxidante (AH) ou com um radical (R) - reac¢do redutora (Figura 6), a
absorvéancia vai diminuindo ou desaparece (apresentando uma cor amarela), dependendo

do poder anti-oxidante do composto.”
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DPPH’+ AH — DPPH-H + A’
DPPH"+ R’ — DPPH-R

Cor violeta Cor amarela
@\N/O O\N/Q
I I
N NH
Oy NO2 j" Q 02 P
AH
NQO2 NO2

2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo

DPPH) DPPH-H

Figura 6: Reaccdo do DPPH’ com um anti-oxidante que forma um radical.”’

Noutros casos, o grupo funcional que cede o protdo ao radical € o grupo hidroxilo (-
OH) do anti-oxidante, Figura 7.

I
M

2,0 SWe
N !

0y Nop * @ O—R — 0y NO3

Hlq

+ 'O_R

MNO2 NO2

2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo

(OPPH) DPPH-H

Figura 7: Reaccdo entre o radical DPPH" e o grupo hidroxilo de um composto.?’

A reaccdo entre o DPPH’ e o anti-oxidante pode descrever-se pelo ataque do &tomo
de azoto do DPPH’ (que contém o electrdo desemparelhado) ao hidrogénio do(s)
grupo(s) hidroxilo(s) (-OH). O &tomo de azoto capta para si um protdo e um electrdo da
ligagdo O-H, formando uma nova ligacdo. Deste modo, o oxigénio do grupo hidroxilo
do anti-oxidante fica com um electrdo desemparelhado, podendo ocorrer rearranjos
(formacéo de duplas ligacdes no oxigénio ou formacdo de estruturas de ressonancia).
Através do método DPPH" avalia-se, ainda, verifica-se 0 comportamento cinético de
compostos, adicionando uma determinada quantidade de um dado composto a solucao

de DPPH’ e avaliam-se as variacdes de absorvancia no meio reaccional.>
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Com a reducdo do radical a DPPH-H, a absorvancia diminui até atingir um valor
constante, ou seja, até a reaccao atingir a estabilidade. Quanto maior for a diminuicao da
absorvancia, menor sera a percentagem de DPPH’ restante no meio e maior serd o poder
anti-oxidante do composto. Um parametro largamente utilizado para a medicdo do
poder anti-oxidante é o ECsy (EC=Efficient Concentration). Este pardmetro consiste na
concentracdo de anti-oxidante necesséria para fazer diminuir a concentragdo inicial de
DPPH’ para 50%. O tempo necessario para atingir o estado de equilibrio correspondente
ao ECsp designa-se por Tecso. A eficiéncia anti-radicalar (AE) € um outro parametro que
tem sido estudado cuja equagdo matemética é AE= 1/ECso>® Segundo Sanchez et al.,”’ a
avaliacdo da cinética de cada reac¢do pode ser analisada de duas formas. Uma das
formas mais utilizadas é através do Tgcso, OU Seja, Se a reacgdo atingir o equilibrio em
menos de 5 minutos, considera-se uma cinética rapida, se demorar entre 5 e 30 minutos
a cinética é intermédia. Caso 0 tempo necessario para atingir o equilibrio seja superior a
30 minutos entdo considera-se que apresenta uma cinética lenta (Método Tecso - Tabela
2). Outra forma é através da AE, caso a AE seja menor que 1x10° considera-se cinética
lenta, se a AE estiver entre 1x107 e 5x10° a cinética é intermédia, entre 5x10° e 10x10
% a cinética é rapida e acima de 10x107 a cinética é muito rapida (Método AE - Tabela
2)_57

Tabela 2: Métodos utilizados para a analise da cinética da reacgao.”’

Método Tecso Método AE
Tempo Classificacio AE Classificacio
<5 min Répida < 1x107 Lenta
5-30 min Intermédia 1x10° < AE < 5x10° Intermédia
> 30 min Lenta 5x10°< AE < 10x10™ Rapida
> 10x10° Muito rapida

Tecso - tempo necessario para atingir o estado de equilibrio correspondente ao ECs
AE - eficiéncia anti-radicalar
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1.5 As espécies de plantas em estudo

De acordo com dados obtidos a partir de i) estudos etnobotanicos realizados sobre

plantas Portuguesas,” *°

i) pesquisa efectuada sobre os produtos disponiveis no
mercado Portugués e iii) por pesquisa directa junto aos consumidores Portugueses,
foram seleccionadas 25 espécies de plantas que normalmente sdo consumidas em
Portugal na forma de infusdo. Na Tabela 3, encontram-se referidas as familias a que
pertencem as plantas seleccionadas para a realizacdo do presente trabalho, tal como, a
espécie e 0 nome comum. Para cada espécie podem existir varias designacgfes para o
nome comum, tal como indicado na Tabela 3. Pode verificar-se, também, que algumas
das plantas seleccionadas pertencem a mesma familia, havendo uma predominéancia de

plantas pertencentes as Lamiaceae e Rosaceae.

Tabela 3: Identificagdo das plantas seleccionadas para o estudo (familia, espécie e nome comum).

58-60

Familia Espécie Nome comum
Caprifoliaceae Sambucus nigra L. Sabugueiro, Candeleiro, Caneleiro
Compositae Chamaemelum nobile Macela, Marcela, Marcelinha, Margacinha
Ebenaceae Diospyros kaki Diospireiro
. . Cavalinha, Erva-cavalinha, Erva-pinheira, Erva-
Equisetaceae Equisetum arvense L. L
pinheirinha, Erva-prata
. . . Erva-de-sdo-roberto, Erva-norberta,
Geraniaceae Geranium purpureum Vill. ~ ~
Erva-sdo-roberto, S&o-roberto
Guttiferae Hypericum androsaemum L. Hlperlcao-do-gere_s, Erva-de_—s_acg—joao, Hipericao-
milfurado, Piricdo
Lamiaceae Lavandula angustifolia L. Alfazema
Lamiaceae Melissa officinalis L. Cidreira, Erva-cidreira Erva-limoeira
Lamiaceae Mentha pulegium L. Poejo, Mangerico do rio, poejo dos lameiros
Lamiaceae Mentha viridis L. Horteld
Lamiaceae Rosmarinus officinalis L. Alecrim, alecrim-romeiro
Leguminosae Pterospartum tridentatum Carqueja, Carqueija
Malvaceae Malva sylvestris L. Malva, malva-brava, malva-rosa
Myrtaceae Eucalyptus globulus Labill. Eucalipto, Calipto
Oleacea Olea europaea L. Oliveira
Poaceae Cymbopogon citratus Erva-Principe, Principe
Barbas-de-milho, Cabelos-de-milho, Cabeleira-de-
Poaceae Zea mays L. .
milho
Rosaceae Cydonia oblonga Miller Marmeleiro
Rosaceae Eriobotrya japonica Nespereira
Rosaceae Rubus ulmifolius Schott Silva, Amora, Mora, silva-das-moras
Rutaceae Citrus limon Limoeiro
Rutaceae Citrus sinensis Laranjeira
. C Alfavaca-de-cobra, Erva-dos-muros, urtiga mansa,
Urticaceae Parietaria judaica L. N i s
Alparietaria, Napolitéria, Pulitaria
Urticaceae Urtica membranacea Urtiga, urtiga-branca, urtiga-brava
Verbenaceae Aloysia triphylla Ldcia-lima, Doce-lima, Limonete, Erva-luisa
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Pela analise da Tabela 3, pode verificar-se que as 25 espécies seleccionadas
correspondem a 16 familias diferentes: 5 delas pertencem a familia Lamiaceae, 2 a
familia Poaceae, 3 a familia Rosaceae, 2 a familia Rutaceae e outras 2 a familia
Urticaceae, as restantes 11 plantas pertencem cada uma delas a familias distintas.

Na Tabela 4 estdo indicadas as plantas utilizadas durante o presente trabalho,
juntamente com os respectivos efeitos benéficos para a salde segundo a medicina
popular e segundo trabalhos cientificos. Para as folhas de D. kaki ndo foram encontradas
quaisquer referéncias, contudo, procedeu-se a analise desta planta uma vez que € usada
em Portugal para a preparacdo de infusfes. Relativamente a M. viridis, P. judaica e U.
membranacea (folhas), ndo foram encontradas referéncias bibliograficas relativamente a
parte da planta em questdo. Contudo estas plantas para as quais ndo foram encontradas
referéncias foram seleccionadas para o estudo devido ao facto de serem das mais
referidas em estudos etnobotanicos realizados em Portugal. * >°

De acordo com a Tabela 4, as principais recomendacdes de uso (medicina
popular) destas plantas, na forma de infusdo, devem-se aos seus efeitos anti-
hipertensivo, analgésico gastrico, anti-emético, anti-inflamatorio intestinal e protector
hepatico. Relativamente aos trabalhos cientificos consultados verificou-se que a
actividade anti-oxidante foi o efeito benéfico mais vezes referido. Verifica-se que ha
casos em que os efeitos referidos de forma empirica ao longo de vérios anos sao
provados cientificamente. Por exemplo na flor de S. nigra quer nos trabalhos cientificos
quer na medicina popular é referido o efeito diurético e que a planta é utilizada para
combater doencas associadas ao frio/gripe. Na C. nobile é referido o efeito anti-
hipertensivo. Na L. angustifolia em ambos os casos é indicada a utilizagdo em
aromaterapia, para o tratamento do stress e ansiedade. Para a M. officinalis foram
referidos o efeito anti-inflamatério e ansiolitico quer na medicina popular quer em
trabalhos cientificos, mas muitos estudos devem ainda ser realizados para comprovar

muitos efeitos referidos (Tabela 4).
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Tabela 4: Potenciais utilizagdes das plantas seleccionadas, de acordo com indicacdo da medicina popular e trabalhos cientificos.

Planta

Utilizacdo de acordo com a medicina popular

Avaliacdo de efeitos benéficos para a salide

Para combater doengas associadas ao frio,*® > diurético.®*

Diurético,® para o tratamento de diabetes e da gripe,®*®® diminuicéo
do peso corporal %

Protector hepatico, analgésico gastrico, digestivo, anti-hipertensivo, anti-espasmadico renal,
desintoxicante, para o tratamento de doencas da bexiga e da vesicula, anti-emético, anti-
ictericia, *° anti-pirético.%®

Anti-hipertensivo, diurético (testado em ratos espontaneamente
hipertensos),®® actividade anti-microbiana (testado no 6leo
essencial),®® para o tratamento de diabetes tipo 1 (extracto
aquoso).®’

Para o tratamento de doencas da bexiga, renais e da vesicula, analgésico gastrico, diurético,
anti-espasmadico renal, anti-emético.*

Actividade anti-oxidante,%® protector hepéatico,®® propriedade anti-
agregante das plaquetas.™

Digestivo, analgésico gastrico, protector hepatico, anti-emético, anti-inflamatdrio intestinal,
vulnerario, anti-cancerigeno, anti-espasmodico intestinal e renal, para o tratamento de
doencas da bexiga e da vesicula, para o tratamento da gripe, anti-ulcerose,®® para aliviar a
indisposicao.*®

Actividade anti-oxidante.”

Ansiolitico, protector hepético, anti-hipertensivo, para aliviar a indisposico.*

Actividade anti-oxidante,”? actividade anti-oxidante contra o radical
superéxido, o radical hidroxilo e o cido hipocloroso.™




Lav

Utilizacdo de acordo com a medicina popular

Avaliacdo de efeitos benéficos para a salide

Para o tratamento do stress e da ansiedade através da aromaterapia.”

Aromaterapia - alivio da ansiedade, stress e da depressdo, ansiolitico (6leo
essencial),”® quando utilizada em conjunto com a imipramina (anti-depressivo)
apresenta melhores resultados do que a imipramina sozinha.”

Ansiolitico, digestivo, analgésico, anti-inflamatdrio intestinal, protector
hepético, anti-emético, analgésico gastrico e intestinal, adjuvante da circulagéo
sanguinea, para o tratamento de doencas renais e da vesicula, para aliviar a
indisposicao.*®%8

Ansiolitico,"actividade anti-oxidante,”® " para o tratamento da doenca de
Alzheimer e do herpes simples’® anti-bacteriano,® efeito hipolipemiante (em
ratos),% anti-inflamatdrio e actividade anti-nociceptiva (em ratos),* agente anti-
cancerigeno (6leo essencial),”® efeito ansiolitico excessivo quando em conjunto
com outros ansioliticos (ratos),2* neuroprotector, propriedades neurolégicas.®

Analgésico gastrico e intestinal, protector hepético, anti-cefaleias, anti-emético,
redutor do colesterol,”® para combater doencas associadas ao frio, para o
tratamento da gripe.%® %°

Inibidor da absorgéo de Fe,® actividade anti-oxidante.®”

Anti-emético, analgésico gastrico, anti-inflamatério intestinal, anti-helmintico
para criangas, redutor do colesterol, para o tratamento de gastrites, anti-
tlissico.%*

Digestivo, diurético, anti-cefaleias, adjuvante circulagdo sanguinea, protector
hepético, depurativo do sangue, anti-emético, anti-hipertensivo, ansiolitico,
cardioténico,> para tratamento do stress.®

88, 89

Actividade anti-oxidante, neuroprotector (extractos).®

Hipoglicemiante, anti-hipertensivo, digestivo, protector hepatico, analgésico
gastrico, anti-inflamatério intestinal, para o tratamento da gota, azia e do acido
Urico, ansiolitico, adjuvante da circulagdo sanguinea, anti-espasmaddico renal e
intestinal, para o tratamento de doencas da vesicula e bexiga, anti-tdssico,
redutor do colesterol,> para combater doencas associadas ao frio.* %

Actividade anti-oxidante e efeitos benéficos em pacientes com diabetes.™




Mal

Utilizacdo de acordo com a medicina popular

Avaliacdo de efeitos benéficos para a salide

Anti-séptico bucal, analgésico gastrico, protector hepatico, anti-odontalgico,”
para o tratamento de inflamag8es/infecgdes.®® %2

Actividade anti-nociceptiva (extracto aquoso),” anti-inflamatorio,* %

actividade anti-oxidante.%®

Anti-inflamatorio intestinal, anti-espasmddico renal, anti-hipertensivo, para o
tratamento de doencas da bexiga (uso externo),* anti-tdssico (inalagéo).®

Para o tratamento de diabetes (decogdo das folhas),”> ' pastilhas elasticas
com extracto de E. globulus promovem a sadde periodontal,* anti-bacteriano,
anti-viral, actividade anti-oxidante.*®

Anti-hipertensivo,®® * protector hepatico, ansiolitico, hipoglicemiante, anti-

ulcerose, anti-anémico, cardioténico, redutor do colesterol.>®

Capacidade para reduzir a pressdo arterial em animais, aumentar fluxo
sanguineo nas artérias corondrias, aliviar arritmia intestinal e evitar espasmos
musculares (folhas),’®® actividade anti-oxidante, anti-hipertensivo, anti-
aterogénico, anti-inflamatério, hipoglicémico, redutor do colesterol.™*

Analgésico gastrico, digestivo, anti-inflamatorio intestinal, anti-emético, anti-
espasmodico renal, para o tratamento de doencas da vesicula e da bexiga,® anti-
microbiano, anti-inflamatério, ansiolitico.5®

102 3

Anti-hipertensivo, vaso-relaxante, anti-inflamatério,*® actividade anti-

oxidante (6leo essencial).’*

Anti-inflamatorio intestinal e urinario, para o tratamento de doencas da bexiga,
anti-espasmadico renal, diurético.%® *°

Efeito anti-hiperglicémico,'® actividade anti-oxidante,® diurético (ratos).*”

Anti-esclerose arterial, redutor do colesterol, hipoglicemiante, diurético, combate
a obstipagdo, anti-hipouricémia,> anti-hipertensivo.®

Actividade anti-oxidante, actividade anti-proliferativa contra células de cancro
de c6lon e cancro renal 1%

Redutor do colesterol, hipoglicemiante, anti-diarreico, anti-hipertensivo

Agente quimiopreventivo, pode ser Gtil para limitar a invaséo e metéstase de
cancro de mama,’®® para o tratamento de doencas alérgicas inflamatérias e
diabetes, * M 112 anti-alérgico,’® efeito hipolipemiante,’! efeito anti-
inflamatério (em ratos com bronquite crénica),'* para o tratamento da
inflamag&o pulmunar.




Rub

Utilizacdo de acordo com a medicina popular

Avaliacdo de efeitos benéficos para a satide

Anti-diarreico, anti-inflamatorio intestinal, analgésico, para o tratamento de
Ulceras do estdbmago e furGnculos, anti-espasmédico renal, anti-enterite, anti-
séptico bucofaringico,®® anti-hipertensivo.%

Efeito anti-hiperglicémico (infusdo, avaliagio em ratos),™® actividade anti-
oxidante.®

Para o tratamento de doencas associadas ao frio,®® 59 hipoglicemiante,
analgésico gastrico, anti-emético, ansiolitico, analgésico abdominal, depurativo
sanguineo, anti-tdssico.*

Aromaterapia — alivio de stress, da depressdo e ansiolitico (6leo essencial),”
fonte de flavonoides.™

Ansiolitico, cardiotdnico, depurativo sanguineo, tratamento de doencas do mar,
anti-hipertensivo, analgésico.*®

Aromaterapia - alivio de stress, da depressio e ansiolitico (6leo essencial).”

Reforco capilar, analgésico, anti-hipouricémia, combate a obstipacao,*® redutor do
colesterol.>®

Adjuvante da circulagcdo sanguinea, anti-hipertensivo, hipoglicemiante, anti-
gota, para o tratamento do &cido Grico, redutor do colesterol.>

Ansiolitico, analgésico gastrico, anti-inflamatério intestinal, anti-emético,”® para
aliviar a indisposig&o.®

Propriedades digestivas, estomaticas, diuréticas, anti-espasmdlitico, ansiolitico e
febrifugo,**® contra desordens intestinais.**°

Sam: S. nigra, Cha: C. nobile, Dio: D. kaki, Equ: E. arvence, Ger: G. purpureum, Hyp: H. androsaemum, Lav: L. angustifolia, Mel: M. officinalis, Pul: M. pulegium, Vir:
M. viridis, Ros: R. officinalis, Pte: P. tridentatum, Mal: M. sylvestris, Euc: E. globulus, Ole: O. europaea, Cym: C. citratus, Zea: Z. mays, Cyd: C. oblonga, Eri: E. japonica,
Rub: R. ulmifolius, Lim: C. limon, Sin: C. sinensis, Par: P. judaica, Urt: U. membranacea, Alo: A. Triphylla
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1.5.1 Composicao terpénica das plantas

Na Tabela 5 encontram-se referidas as metodologias de extraccdo e de analise
utilizadas na andlise de compostos terpénicos em Cjo e Cy5 presentes no 6leo essencial
das plantas em estudo, relativamente a parte da planta de interesse para o presente
trabalho.*?®**® pode verificar-se que a metodologia de extraccdo mais utilizada foi a
hidro-destilacdo (HD), enquanto que as metodologias de analise mais usadas para a
andlise 6leo essencial foram 0 GC-MS e o GC-FID.

Tabela 5: Métodos de extraccdo e de analise de compostos terpénicos em Cy, € Cy5 de 6leos essenciais.

Métodos de Extracgdo Métodos de Analise

Plantas

DHS

HD

SDE

SPME

MSDE

GC-MS

GC-O

GC-FID

Sam

131

131

131

Cha

120

120

120

Equ

134

134

134

Hyp

121,122

121,122

121

Lav

123

123

Mel

137

123,137

123

Pul

124

124

124

124

Ros

138,139

123,138,139

123,139

Pte

132

132

132

132

Euc

125,133, 136

125,136

133

Ole

135,138

135

135,138

Cym

129,130

128-130

128-130

Zea

126

Lim

22

22

Alo

127

123,127

123,127

Sam: S. nigra, Cha: C. nobile, Equ: E. arvence, Hyp: H. androsaemum, Lav: L. angustifolia, Mel: M. officinalis,
Pul: M. pulegium, Ros: R. officinalis, Pte: P. tridentatum, Euc: E. globulus, Ole: O. europaea, Cym: C. citratus,
Zea: Z. mays, Lim: C. limon, Alo: A. triphylla

Na Tabela 6, encontra-se referida a composicao terpénica em Cio e Cy5 presente no
6leo essencial das plantas analisadas.*?***® Pode verificar-se pela anélise da tabela que o

121, 122 125, 128-130 123, 121 <35 as mais

H. androsaemum, a C. citratus e a A. triphylla
estudadas. Relativamente as plantas: folhas de D. kaki, G. purpureum, M. viridis, M.
sylvestris, C. oblonga, E. japonica, R. ulmifolius, C. sinensis, P. judaica e de U.
membranacea ndo foram encontradas referéncias bibliograficas, acerca da composigédo

terpénica em Cyg € Cys.
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;JI’_%tlJ_ela 6f Composicéo terpénica em Cyo e Cy5 do 6leo essencial obtido a partir das plantas seleccionadas: indicacéo das referéncias
ibliogréaficas.

Monoterpenos Sam | Cha | Equ | Hyp [Lav| Mel | Pul Ros Pte | Euc | Ole | Cym | Zea | Lim | Alo
a-Pineno - 120 _ 121,122 123 123,137 124 123,137, 139, 140 _ 125 _ 125 126 22 123,127
a-Tujeno - - - - 123 _ _ 123,139 _ _ _ ~ _ _
Canfeno - 120 _ 122 123 _ 124 123,137, 139, 140 _ _ _ _ _ _ -
B-Pineno _ _ _ 121,122 | 123 123 124 123,137,139 _ 125 _ _ _ 22 1;3
Sabineno _ ~ _ 122 123 123,137 _ 123,139 _ _ _ _ 126 2 127
Mirceno _ 120 _ _ _ 137 _ 123,139 _ _ _ 128-130 _ 22 127
B_M irCE no - - - 121,122 _ _ _ 139 _ 125 _ - _ _ _
a-Terpineno 131 _ _ _ _ 137 _ 137,139 _ _ _ ~ _ _ _
Limoneno 131 _ _ 121,122 123 123,137 124 139,139137 132 125 _ 128,129 _ 22 127
a-Felandreno 181 - - - - - 124 138137 - - - B B f B
Menta-2,4(8)-dieno - - - - - - - - - 125 - - - R -
y-Terpineno - - - - 123 123,137 _ 138137 _ _ _ ~ _ _ 127
§-3 Careno - - - - 123 _ _ 123,139 _ _ _ ~ _ _ _
p_cimeno 131 _ _ 122 123 123 124 123,139 _ 125 _ 129 _ 22 123
Terpinoleno 131 - - - 123 123 _ 137 - 125 _ - _ 22 _
a-Terpinoleno - - - - - - 124 138 - - - - - R R
E-B-Ocimeno 131 B B 121 _ _ 139 N _ R 128,130 R 22 R
0-Cimeno - _ _ _ _ _ _ 139 _ 133 _ 129 126 N R
E-ocimeno - - - - - - - - B B 138 _ _ N B
m-Cimeno - - - - - - - 139 - - - - - R R
Z-B-Ocimeno 131 _ _ _ _ _ 138 _ _ _ 128,130 _ ~ 127
p-Cimeneno - - - - - - - - - - 138 - - R -
trans-allo-Ocimeno - - - - - - - - - - - 130 - R -
Monoterpenos Oxigenados

1,8-Cin90|e 131 _ 134 121,122 123 _ 124 123, 139,139137 132 125 _ 128 _ _ 123
cis-Oxido rosa 1 - - - - - - - 132 - B f B B B
trans-Oxido rosa 131 - - - - - - B B B B B B B B
cis-Oxido de linalol 181 - - - 123 - - 123 f B B f B B B
cis-Hidrato sabineno - - - - - - - 138 - - - R 126 R 127
trans-Hidrato sabineno - - - - - - - - - - - R - R 127
Mentona - - 134 - - - 124 - . . B f B i B
trans-Oxido de linalol - - - - 123 | 123 - 123 f B B f B B B
Oxido de linalol 131 - - - - - . . f B - B i l B
Citronelal - - - - G - - - - 130 B 2 .
Mentofurano - - - - - - 124 - - - - R - R R
Cénfora 131 _ 134 _ 123 - 124 123,138,139137 - _ _ 130 126 _ _
Linalol 131 _ 134 _ 123 123,137 124 123,138,139137 132 _ 135,138 128,130 _ 22 123,127
Isopulegol - _ _ R _ 123,137 | 124 138 _ _ _ _ N _ R
neo-Isopulegol - - - - - - 124 - - - - - - R R
a-Fenchol - - - - 123 - - 123 - - - - B f B
Isopulegona - - - - - - 124 - - - - - B B .
4—Terpine0| 131 _ _ 121 123 123 124 123,138,139 - 125 138 _ - _ 127
Mentol - - - - - - 124 - - - - R - R R
neo-Mentol - - - - - - - - - - - 130 - - -
B-Ciclocitral - - - - - - - - - - 135 - - - -
Pulegona - - - - - - 124 - - - - R - R R
Terpineol - - - - - - - - - - - 130 - R R
3-Terpineol 131 - - - - - - - B B B B B B B
Neral - - - - - 123,137 _ _ _ _ _ 128,130 _ 22 123, 127
a—TerpineoI - - - - 123 _ _ 123,138,139137 ~ _ 135,138 125 _ 22 123
cis-a-Terpineol - - - - - - - - - - - R 126 R R
Borneol - - - - 123 _ _ 123,138,139137 ~ _ _ _ _ _ _
Verbenona - - - - - _ _ 123,138,139 _ _ R _ - - -
Piperitona - - - - - 123 124 - - - - - - R 123
Oxido de piperitona - - - - - - 124 - - - - f - i B
Isopiperitona - - - - - - 124 - - - - - - R R
Piperitol - - - - - - 124 - - - - R R R R
Geranial - _ _ _ 123 123 _ _ _ _ _ 128,130 - 22 123,127
Carvona - - _ - - - _ 123,138 ~ _ 138 - _ _ _
B- Citronelol - - - - - - - 138 - - - - - R R
Citronelol 181 - - - N - - - - 125 126 R B
Mirtenol - - - - - - - 123,138 - - - - - R R
Nerol 131 - - - 123 _ _ _ ~ _ _ 130 _ 22 127
Geraniol 131 _ _ _ _ 123,137 _ 138 132 _ _ 128,130 - 22 127
p_cimen0_8_0| - - _ - - - _ 123,138 ~ _ 135,138 - _ _
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Monoterpenos Oxigenados (cont.)

Cha

Equ

Lav

Mel

Pul

Ros

Pte

Euc

Ole

Zea

Lim

Alo

cis-Carveol

138

126

Piperitenona

124

138

Timol

124

126

Carvacrol

124

126

Isoborneol

123

Lavandulol

123

trans-Crisantemal

127

cis-Crisantenol

127

trans-Crisantenol

127

cis-Crisanteol

Crisantenona

Fenchona

130

Mircenol

130

Sabinol

130

Verbenol

138

125

Safranal

131

a-Canfolenal

138

Hidroxilinalol

131

Hotrienol

131

Mirtenal

120

t-Pinocarveol

120

Pinocarvona

120

Isomentona

Sesquiterpenos

a-Cubebeno

123, 137

138

llangene

138

Ciclosativeno

135

a-Copaeno

134

123, 137

123,138

135

127

B-Copaeno

127

B- Bourboneno

134

a-Longipineno

a-Cedreno

127

B-Cubebeno

127

E-Cariofileno

138

y-Muroleno

121,122

123

138

Cariofileno

137

137

a-Muroleno

122

138

cis-a-Bergamoteno

123

138

trans-a-Bergamoteno

123

B- ou a-Elemeno

B-Elemeno

121

130

a-Zingibereno

127

B-Cariofileno

121

123,139

135,138

130

127

a- Cariofileno

127

B-Selineno

121

3-Elemeno

127

Allo-aromadendreno

121,122

127

Aromadendreno

122

138

127

B-Gurjuneno

135

a-Humuleno

122

123

1

N}
)

,138,139

138

Z-B-Farneseno

Humuleno

137

137

E-B-Farneseno

138

E,E-a-Farneseno

135,138

B-Himachaleno

121

Ledeno

122

Germacreno D

121,122

138

135,138

a-Selineno

121

B-Bisaboleno

138

22

Biciclogermacreno

22

127

a-Cadineno

138

127

B -Cadineno

138

3-Cadineno

121,122

123,137

127

y-Cadineno

122

123

123,138

a-Curcumeno

138

127

y-Curcumeno

B-Sesquifelandreno

138

Cadina 1,4 dieno

127
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Sesquiterpenos (cont.) Sam | Cha | Equ | Hyp |Lav| Mel | Pul Ros Pte | Euc | Ole |[Cym | Zea | Lim | Alo
a-Calacoreno - - .|z - - 138 , , - - B i

Germacreno B 126

Longifoleno 123 123 N 123

trans, trans-a-Farneseno 134

B-Acoradieno 127

Z-Calameneno 138

B-Patchouleno 130

Viridifloreno 122 - - R R R 125

Cadaleno 122

7-epi-a-selineno 126

Selina-3,7(11)-dieno - - - - - - - - - - - - 126

Sesquiterpenos Oxigenados

Oxido de cariofileno 134 121,122 _ _ 124 138 _ _ 135,138 - _ _ 127

Ledol - - - - - _ _ _ _ 125 R N 126

Viridiflorol - - - - - - - _ _ _ 138 _ 126

Espatulenol - - .|z 125 - B - - 127

a-Cadinol 121,122 123 _ _ _ _ _ 135 _ _ _ 127

Nerolidol 127

Germacreno D-4-ol 22 127

Guaiol 125

Globulol - - - - - _ - _ _ 125 _ _ 126

trans-Nerolidol 135,138

epi-a-Cadinol 127

a-Bisabolol 125

Elemol 123

1-epi-Cubebol - - - 122 - - - - - - - R 126

Cubebol B _ N 122

B-Oplopenona 135

t-Muurolol 135

Cubenol 126

Epdxido humuleno 11 135

Farnesol 126

Oxido himachaleno 126

trans-p- Elemenona 136

Eudesmol - 136

Sam: S. nigra, Cha: C. nobile, Equ: E. arvence, Hyp: H. androsaemum, Lav: L. angustifolia, Mel: M. officinalis, Pul: M. pulegium, Ros: R officinalis,
Pte: P. tridentatum, Euc: E. globulus, Ole: O. europaea, Cym: C. citratus, Zea: Z. mays, Lim: C. limon, Alo: A. triphylla

De acordo com a Tabela 6, o p-cimeno e 0 a- e B-pineno sdo 0s monoterpenos
detectados com maior frequéncia neste grupo de plantas, o 1,8-cineole, linalol, 4-
terpineol e o neral para 0s monoterpenoides, 0 a-copaeno, B-cariofileno e 0 a-humuleno
para 0s sesquiterpenos e o Oxido de cariofileno e o espatulenol para o0s
sesquiterpendides. Relativamente a composicdo e sesquiterpénica encontrada na
bibliografia para a infusdo das plantas em estudo, s6 foram encontradas referéncias para

a C. nobile!®

e para o M. pulegium**. Na C. nobile'®® s foi identificado o t-
pinocarveol e para o M. pulegium*** foram referidos os seguintes compostos terpénicos
em Cyo e Cis: a-pineno, B-pineno, limoneno, mentona, pulegona, neo-mentol e o
mentol. Para a respectiva planta seca foram encontradas referéncias para a A.
triphylla,*** C. nobile*® e M. pulegium.*** Tendo sido referidos os seguintes compostos
para a A. triphylla: a-pineno, B-pineno, limoneno, 1,8-cineole, y-terpineno, linalol,
canfora, a-terpineol, neral, geraniol, geranial, a-farneseno, (3-cariofileno e curcumeno.
Para a C. nobile’®® foram identificados os seguintes compostos: a-pineno, canfeno,

mirceno, pinocarvona, t-pinocarveol e mirtenal e para o M. pulegium'* foram
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identificados 0s seguintes compostos: a-pineno, B-pineno, limoneno, pulegona, neo-

mentol e o mentol.
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2. Objectivos

Existem vérios estudos etnobotanicos elaborados sobre plantas Portuguesas,®®®

mas escassos sdo o0s estudos efectuados com essas plantas a nivel da sua composicao
volatil e actividade anti-oxidante. Sabe-se, também, que cerca de 80% da populacédo
mundial utiliza infusdes de plantas para tratamento/prevencao de diversas doengas, mas
na maior parte dos casos apenas existe conhecimento empirico sobre 0s seus potenciais
efeitos para a saide.!*® Tem-se verificado, também, uma crescente procura por plantas
naturais. Deste modo, torna-se interessante um estudo sobre a composicao terpénica e a
actividade anti-oxidante das plantas mais utilizadas para a preparacdo de infusées em
Portugal.

Inicialmente, foi feito um estudo prévio, de modo a seleccionar as plantas a estudar.
Foram utilizados artigos como referéncia,”® *° dos quais foram seleccionadas as plantas
mais vezes referidas pela populagdo para a preparacdo de infusbes. Verificou-se,
também, se as plantas referidas estavam disponiveis no mercado Portugués e
estabeleceu-se contacto directo com consumidores. No final foram seleccionadas 25
espécies de plantas pertencentes a 4 zonas de Portugal (Aveiro, Pombal, Acores e
Madeira). Com vista a futura valorizagdo destas plantas, este trabalho tém como

objectivos:

i) Implementacdo de uma metodologia de SPME/GC-gMS, que inclui a

optimizagéo de parametros experimentais de SPME;

i) Avaliacdo do perfil metabdlico das plantas secas e das infusdes (avaliacéo

dos compostos mono e sesquiterpénicos);

i)  Avaliacdo da actividade anti-oxidante das infusdes.

De forma a avaliar os compostos mono e sesquiterpénicos presentes quer na planta
seca quer na respectiva infusdo recorreu-se as seguintes metodologias: micro-extrac¢do
em fase solida em modo espaco de cabeca (HS-SPME) combinada com a cromatografia
em fase gasosa com deteccdo por espectrometria de massa com quadrupolo (GC-gMS).

De forma a avaliar a actividade anti-oxidante das infusdes utilizou-se 0 método DPPH".
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3.1 Amostras

Na Tabela 7 estdo indicadas as 28 amostras utilizadas no presente trabalho,
correspondendo a 25 espécies de plantas diferentes, mas 3 delas (C. nobile, R. officinalis
e A. triphylla) foram colhidas em zonas geogréficas distintas. Encontra-se referida a
espécie para cada planta, assim como a respectiva abreviatura, parte da planta utilizada
e o local de colheita. As plantas depois de colhidas foram secas num local seco e

arejado, ao abrigo da luz.

Tabela 7: Designaces utilizadas para as plantas seleccionadas, parte da planta utilizada, local e data de
colheita.

Espécie Abreviatura | Parte da planta utilizada Local de colheita
S. nigra Sam Inflorescéncia Pombal
C. nobile Cha Inflorescéncia Acores e Madeira
D. kaki Dio Folhas Aveiro
E. arvence Equ Folhas Aveiro
G. purpureum Ger Folhas Pombal
H. androsaemum Hyp Folhas Aveiro
L. angustifolia Lav Folhas Pombal
M. officinalis Mel Folhas Pombal
M. pulegium Pul Folhas Aveiro
M. viridis Vir Folhas Pombal
R. officinalis Ros Folhas Pombal e Aveiro
P. tridentatum Pte Inflorescéncia Pombal
M. sylvestris Mal Folhas Pombal
E. globulus Euc Folhas Pombal
0. europaea Ole Folhas Pombal
C. citratus Cym Folhas Aveiro
Z. mays Zea Estigma Pombal
C. oblonga Cyd Folhas Aveiro
E. japonica Eri Folhas Pombal
R. ulmifolius Rub Folhas Pombal
C. limon Lim Folhas Pombal
C. sinensis Sin Folhas Pombal
P. judaica Par Folhas Pombal
U. membranacea Urt Folhas Pombal
A. triphylla Alo Folhas Pombal e Aveiro

Foram usadas plantas provenientes de 4 zonas diferentes de Portugal, Aveiro,
Pombal, Acores e Madeira, (Figura 8) colhidas entre Julho de 2008 e Setembro de 2009

e tendo sido utilizadas diversas partes da planta (estigma, inflorescéncia ou folhas).
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&P

Figura 8: Localizacdo geogréfica das plantas analisadas.

3.2 Materiais

Foi utilizado o NaCl (99,5% Fluka), DPPH" (95,0% Fluka), metanol (99,8% Fluka)
da Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Madrid, Espanha), o acido galico (99,0% Panreac) da
Panreac Quimica, S.A.U. (Barcelona, Espanha) e uma solucéo de alcanos compreendida
entre Cg-Cyo da Fluka da Sigma-Aldrich Quimica S.A.

Foram utilizados, também, os seguintes padrdes puros: p-cimeno (99,5% Fluka),
1,8-cineole (99,0% Fluka), trans-cariofileno (98,5% Fluka), citronelol (95,0% Fluka),
citronelal (95,0% Fluka), geranial (95,0% Fluka), geraniol (98,0% Fluka), nerol (97,0%
Fluka), aromadendreno (97,0% Fluka), a-copaeno (90,0% Fluka), nerolidol (98,0%
Fluka), linalol (95,0% Fluka), a-tepineol (90,0% Fluka), 6xido de cariofileno (95,0%
Fluka), borneol (97,0% Fluka), a-humuleno (96,0% Fluka) e o &cido geranico (85,0%,
Fluka).

Foi utilizado um suporte manual de SPME da Supelco Inc. (Bellefonte, PA, USA) e
3 tipos de revestimentos diferentes: Polidimetilsiloxano (PDMS, 100 um de espessura
da fase estacionaria), Poliacrilato (PA, 85 um de espessura da fase estacionaria), e
Divinilbenzeno/Carboxeno/Polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS, 50/30 um de
espessura da fase estacionaria), também da Supelco. Os trés tipos de revestimento das
fibras foram condicionados a uma temperatura de 270°C durante 4 horas, tal como
recomendado pelo produtor. Antes da primeira utilizacdo diéria, foram realizados

brancos da fibra para evitar possiveis contaminacgdes cruzadas.
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3.3 Anélise por HS-SPME/GC-qMS

3.3.1 Optimizacado de parametros experimentais de SPME

De forma a seleccionar a fase estacionaria mais adequada, foram realizados ensaios
para comparar a eficiéncia extractiva e a reprodutibilidade de trés tipos de
revestimentos. Os revestimentos analisados foram: DVB/CAR/PDMS, PA e o PDMS.
Este ensaio foi realizado utilizando folhas secas de A. triphylla de Pombal, tendo sido
cortada e colocada num frasco de SPME (35,0 mL) de modo a manter uma 1/8=0,5.2**
% Fechou-se o frasco com um septo de PTFE e uma tampa de rosca (GL 18, Schott).
Durante 15 minutos o frasco manteve-se num banho de &gua termostatizado (40°C *
0,1). De seguida, inseriu-se a fibra de SPME no frasco (no espaco de cabega), durante
45 minutos, de forma a extrair os compostos volateis libertados pela planta. Por fim,
recolheu-se a fibra para o interior do suporte e injectou-se no GC-qMS.** Realizaram-
se 3 réplicas para cada amostra, tendo sido utilizado o mesmo procedimento para as trés

fibras em analise.

3.3.2 Anélise da composicdao terpénica em Cy e Cy5 das plantas secas

Apbs a fase de optimizacdo dos parametros de SPME, procedeu-se a analise das 28
amostras seleccionadas. De forma a extrair os compostos volateis das plantas secas,
cortaram-se as plantas com uma dimensdo semelhante e colocaram-se no frasco de
SPME (35,0 mL) de modo a manter uma 1/p=0,5.***1**> Os frascos foram fechados com
um septo de PTFE e uma tampa de rosca (GL 18, Schott). Durante 15 minutos o frasco
de SPME manteve-se num banho de agua termostatizado (40°C £ 0,1, Figura 9). De
sequida, inseriu-se a fibra de SPME (DVB/CAR/PDMS) no frasco (no espago de
cabeca), durante 45 minutos, de forma a extrair os compostos volateis presentes na
planta. Por fim, recolheu-se a fibra para o interior do suporte e injectou-se no GC-

gMS.*** Realizaram-se 3 réplicas para cada amostra.
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Figura 9: Sistema de termostatizacdo das amostras a 40°C + 0,1.

g
X

3.3.3 Andlise da composicdo terpénica em Cy; e Cy;s das infusdes
correspondentes as plantas secas

Para a extraccdo dos compostos volateis das infusdes por HS-SPME procedeu-se
inicialmente a preparacdo das infusbes, correspondentes as plantas secas analisadas.
Adicionaram-se 50,0 mL de agua destilada a 100°C a 1,0 g de planta, e manteve-se em
agitacdo durante 5 minutos.**® ¥’ De seguida, procedeu-se a filtracdo da infusdo e
deixou-se arrefecer até a temperatura ambiente. Colocou-se num frasco de SPME (35,0
mL) 2,46 g de NaCl e adicionou-se 12,5 mL da infusdo filtrada (& temperatura
ambiente), correspondendo a uma 1/$=0,5, adicionou-se também um agitador
magnético.*> 1** % Colocou-se o frasco num banho termostatizado (40°C + 0,1), com
agitacdo durante 15 minutos e posteriormente inseriu-se a fibra, DVB/CAR/PDMS, no
espaco de cabeca do frasco, durante 45 minutos mantendo a agitacdo. De seguida,

injectou-se a fibra no GC-qMS.*** Realizaram-se 3 réplicas para cada amostra.

3.3.4 Analise por GC-gMS

A analise dos compostos terpénicos em Cio e Cy5 foi feita com o recurso a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa do tipo quadrupolo, (GC-
gMS), utilizando um cromatografo de gas da Agilent (6890N), acoplado ao
espectrometro de massa (Agilent 5973N). A fibra foi introduzida no injector do
cromatografo, onde permaneceu durante 5 minutos para permitir a desorcdo térmica dos

compostos, Figura 10.
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Figura 10: Desorg¢do dos compostos volateis no GC-gMS.

O injector do cromatografo estava equipado com um liner de 0,75 mm de
didmetro interno, tendo a andlise decorrido em modo splitless (5 min). O cromatdgrafo
de gas estava equipado com uma coluna capilar de silica fundida DB-FFAP com as
seguintes dimensdes: 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e um filme de
0,25 um de espessura (J&W Scientific Inc., Folsom, CA, USA).

O forno foi programado para uma temperatura inicial de 35°C durante 3 minutos,
sendo depois aquecido até a temperatura de 65°C a velocidade de 2°C/min, de seguida a
temperatura foi elevada até 90°C a velocidade de 1°C/min, posteriormente a temperatura
aumentou até 150°C a velocidade de 2°C/min Depois a temperatura subiu até 220°C a
velocidade de 10°C/min, tendo-se mantido a esta temperatura durante 10 minutos. O gas
de arraste utilizado foi o hélio a um fluxo de 1,7 mL/min e a presséo a cabega da coluna
foi de 12 Psi. A temperatura da fonte foi a 230°C e o espectrometro de massa trabalhou
em modo de impacto electronico a 70 eV. A analise do varrimento foi feita em modo
SCAN no intervalo de 30-300 m/z a 3 ciclos/s. Na Tabela 8 encontram-se

esquematizadas as condi¢des de andlise usadas no GC-gqMS.
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Tabela 8: CondicGes de analise do GC-qMS.

Condicbes do GC

Coluna DB-FFAP 60m x 0,25 mm; 0,25um (espessura de filme)
Forno 35°C durante 3 minutos
35°C até 65°C a 2°C/min
65°C até 90°C a 1°C/min
90°C até 150°C a 2°C/min
150°C até 220°C a 10°C/min
220°C durante 10 min
Gés de arraste Hélio fluxo de 1,7 mL/min, (fluxo continuo) presséo de 12

Psi

Injector Splitless (5 minutos), liner 0,75 mm, 250°C

Condig6es do gMS

Intervalo m/z Modo fullscan 30-300 m/z
Scan/s 3
Impacto electrénico 70 eV

Antes de proceder a desorcao térmica dos compostos, efectuou-se um branco a fibra
(anélise da fibra sem contacto prévio com a amostra) para evitar contaminacao cruzada
entre amostras. Utilizou-se a area cromatografica como forma de estimar o teor relativo

de cada componente na amostra.

3.3.5 Processamento de dados

Os compostos volateis foram identificados pela analise dos espectros de massa e
pela sua comparagdo com o0s espectros de massa existentes na livraria Wiley 275
(disponivel no software do GC-qMS). Os espectros de massa obtidos foram, também,
comparados com espectros de massa dos padrfes puros existentes no laboratdrio, que se
encontram referidos na secgdo 3.2. Foram, ainda, calculados os indices de Kovats (RI-
indice de retencdo) para cada composto identificado e os seus valores foram
comparados com os valores reportados na bibliografia para 0 mesmo tipo de coluna ou
equivalente. De forma a obter os indices de retencéo utilizou-se uma serie de alcanos Cg
e 0 Cy. Posteriormente, os indices de retencdo foram calculados com base na férmula

que se segue:
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RI = [((TRp'TRant)/(TRpost'TRant)) + Cnant] x 100

RI - indice de retencéo

TR, - Tempo de retengdo do pico de interesse
TRant - Tempo de retencdo do alcano anterior
TRyoest - Tempo de retencéo do alcano posterior

Cngne - NUmero de carbonos do alcano anterior

Atendendo a que houve um problema no detector MS a quando da andlise da série
de alcanos, os valores de RI dos compostos n® 116 a 128, para o caso das plantas, e n°
63 a 76, para o caso das infusGes, foram calculados por extrapolacdo e por isso estédo
relativamente desfasados dos valores reportados na literatura.

A cada composto identificado por HS-SPME/GC-gqMS correspondeu uma area
cromatografica, obtida pela média das 3 réplicas efectuadas para cada planta e para cada
infusdo. A reprodutibilidade das réplicas foi expressa pelo coeficiente de variacdo (CV,
%) nas tabelas e pelas barras de erro nos gréficos (desvio padréo).

Foi aplicada uma técnica exploratdria - Analise por Componentes Principais (PCA),
de modo a averiguar quais as fontes de variabilidade presentes no conjunto de dados
utilizados, permitindo a deteccdo da formacdo de grupos e o estabelecimento de
relagcbes entre as diferentes plantas (objectos), a quantidade e os compostos mono e
sesquiterpénicos identificados (varidveis). Foi utilizado o software CATS as areas
normalizadas, de 128 compostos identificados por GC-qMS nas plantas secas (28
amostras x 3 réplicas) e 76 compostos identificados nas infusbes (28 amostras x 3

réplicas).

3.4 Avaliagédo da actividade anti-oxidante

3.4.1 Preparacéo dos extractos

Prepararam-se infusdes na proporcéo de 3,75 g de planta para 50,0 mL de agua

destilada em ebulicio*®

e com agitacdo durante 5 minutos (tempo normalmente
utilizado pelo consumidor).**® Deixou-se repousar durante 30 minutos e depois
procedeu-se a filtracdo. De seguida, congelaram-se as infusdes e posteriormente foram
liofilizadas, obtendo-se, deste modo, o respectivo extracto seco. Determinou-se a massa

obtida para cada extracto.
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3.4.2 Método do DPPH’

Para cada extracto da planta obtido foram preparadas varias solu¢cées em metanol
com diferentes concentracOes, que se encontram descritas na Tabela 9. Para uma
determinada concentracdo, ao verificar uma inibicdo do DPPH’ acima dos 50%,
procedeu-se a diluicbes de modo a ser possivel obter valores acima a abaixo dos 50% de
DPPH’ restante, de forma a posteriormente tracar um grafico da concentracdo de

extracto em fungéo da percentagem de DPPH' restante para cada infus&o.

Tabela 9: Concentragdes preparadas para cada extracto de planta obtido.

Amostra Concentracdes mg/L (m/v)”

S. nigra 100 250 500 1075 1175 1350 1700  |2000
C. nobile Agores 300 900 1500 1875 2250 3000 5400 -

C. nobile Madeira 300 900 1500 1875 2250 3000 5380 -

D. kaki 300 550 800 1300 1500 2000 - -

E. arvence 150 250 440 550 720 1500 3010 -

G. purpureum 100 200 250 300 400 500 1500 2930
H. androsaemum 50 100 200 350 500 - - -

L. angustifolia 100 200 500 750 1000 1500 2650 -

M. officinalis 100 250 375 500 700 1120 - -

M. pulegium 300 400 500 600 700 1290 - -

M. viridis 100 250 375 500 700 1000 2500 5730

R. officinalis Aveiro | 50 100 200 300 400 500 - -

R. officinalis Pombal | 50 100 200 300 400 500

P. tridentatum 100 250 375 500 600 10000 | 15920

M. sylvestris 1500 | 2740 | 6500 9000 11344 | - - -
E. globulus 100 200 300 400 500 700 1000 2970
0. europaea 200 400 600 800 1070 1500 - -
C. citratus” - - - - - - - -
Z. mays 2989 | 4990 | 6973 8468 10460 | - - -
C. oblonga 200 400 500 600 800 1000 2500 -
E. japonica 100 300 500 600 700 1250 2000 4750
R. ulmifolius 50 100 200 300 400 500 1000 2870
C. limon 1000 | 1500 | 2500 3280 4370 5460 - -
C. sinensis 3240 | 6000 | 7800 9500 12790 | 18020 | - -
P. judaica 2750 | 6000 | 12014 | 17020 | 22000 | - - -

U. membranacea 3550 | 8019 13030 18000 22100 - - -

A. triphylla Aveiro 400 730 990 2000 2670 3340

A. triphylla Pombal | 50 200 400 600 740 800 1050 -

“mg extracto seco/L

*Para a C. citratus ndo foi avaliada a actividade anti-oxidante devido & escassez de planta para a anélise

De modo a fazer a curva de calibragdo prepararam-se varias solugdes de DPPH" em
metanol com diversas concentragdes (19,9; 41,2; 61,1; 81,0; 100,8; 122,1 e 142,0
umol/L). Fizeram-se leituras das absorvancias em triplicado e tragou-se um grafico As;s

em funcdo da concentracdo de DPPH'". O espectrofotometro utilizado na medigdo das
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absorvéancias foi o0 modelo 6405 UV/Vis, Jenway. De seguida, fez-se reagir 25 pL da
solucdo de cada extracto com 975 pL da solucdo de DPPH’. Mediu-se a absorvancia a
515 nm no minuto 0 da reac¢do (25 YL de metanol com 975 pL de solucdo de DPPH’),
sendo este, considerado o branco, que permite calcular a concentracéo real de DPPH’
utilizado, substituindo na equacdo obtida para a curva de calibracdo do DPPH'". Mediu-
se a absorvancia no minuto 1 e posteriormente de 15 em 15 minutos até aos 180
minutos. Para cada planta foi obtido um grafico percentagem de DPPH’ restante em
funcdo do tempo representativo da reac¢do cinética ocorrida. A percentagem de DPPH’
restante foi calculada considerando a absorvancia do branco igual a 100% de DPPH’
restante.*> *°

Através do registo das absorvancias, verificou-se a variacdo das absorvancias no
meio reaccional. O valor da absorvancia diminuiu até atingir um valor constante
(considerando-se que a reaccdo atingiu a estabilidade). Avaliou-se, também, a
actividade anti-oxidante para o &cido galico, uma vez que, este é considerado um anti-
oxidante de referéncia.'*®

De forma a determinar o ECsy para cada planta, calculou-se a actividade anti-
radicalar, que é definida como a quantidade de anti-oxidante necesséario para fazer

diminuir a concentracdo inicial de DPPH" para 50% - parametro ECso.*> *°
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4. Resultados e Discussao

4.1 Optimizacédo da metodologia de HS-SPME/GC-qMS

De modo a verificar qual o melhor tipo de revestimento da fibra de SPME a utilizar
para 0s compostos em estudo (compostos terpénicos em Cio € Cys) procedeu-se a
avaliacdo da composicao volatil da A. triphylla de Pombal (planta seca). A optimizacao
foi feita com 3 tipos de revestimento diferentes: PA, DVB/CAR/PDMS e PDMS. Foi
utilizada a A. triphylla devido ao facto de ser esta planta que no inicio do trabalho
experimental estava disponivel em maior quantidade. Na Figura 11 encontram-se

representados 0s cromatogramas referentes a cada tipo de revestimento testado.

8,0x10* 5
PA

6,0x10% 4

4,0x10*6 =
2,0x10%¢ o
............... A ”1,.......,s,H.u.A-,e*l»J,l..*.

DVB/CAR/PDMS

8,0x10% 4

6,0x10%¢ 4

4,010 4
2,0x10% J
F A n : PR h A ‘..Lll f,. hl!

PDMS

Area cromatogréfica (u.a)

8,0x10* 4

6,0x10% {

4,0x10% 7

10,0 20,0 30,0 40,0 60,0

Tempo deretencdo (min)
Figura 11: Cromatogramas obtidos para a A. triphylla de Pombal (planta seca), com os diferentes
revestimentos utilizados na optimizacéo.

De forma a fazer uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos para estes 3
tipos de revestimento das fibras, representaram-se os dados na forma de grafico de
barras, relativamente a area cromatografica total e ao numero de compostos
identificados. O revestimento da fibra PA foi o que apresentou uma menor area
cromatografica (3,2 x 10°%) relativamente aos compostos terpénicos em Ci e Cis e um

menor nimero de compostos identificados o que se traduziu numa menor eficiéncia
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extractiva (Figura 12). Por outro lado, verifica-se que para 0 revestimento
DVB/CAR/PDMS, a area cromatografica total relativamente aos compostos terpénicos
em Cig e Cys foi de 4,7 x 10° e para o revestimento PDMS a area cromatogréfica foi 3,7
x 10° (Figura 12). Para os revestimentos DVB/CAR/PDMS e PDMS foram
identificados 0 mesmo nimero de compostos (47 compostos) e com o revestimento PA

foram identificados 38 compostos (Figura 12).

I 2 T B
2,0E+09 A
1,5E+09

1,0E+09 A

Area total

5,0E+08 A

0,0E+00

B 20 -
16 A

12 A

NGmero de compostos
o]

MT MTO ST STO

/IPA ®DVB/CAR/PDMS HPDMS
MT-Monoterpenos, MTO-Monoterpenos Oxigenados, ST-Sesquiterpenos, STO-Sesquiterpenos Oxigenados

Figura 12: A-Area cromatogréfica total dos compostos quimicos identificados na A. triphylla (planta
seca) de Pombal usando os revestimentos PA, DVB/CAR/PDMS e PDMS da fibra de SPME. B-NuUmero
de compostos representados por familias, identificados na A. triphylla (planta seca) de Pombal, usando os
revestimentos PA, DVB/CAR/PDMS e PDMS da fibra de SPME.

Pela analise da Figura 12, pode verificar-se que os monoterpenos oxigenados e 0s
sesquiterpenos foram os que apresentaram maior nimero de compostos identificados
nos 3 tipos de revestimento estudados. Pode verificar-se, que a fibra com o revestimento
DVB/CAR/PDMS foi 0 que apresentou um maior nimero de compostos identificados e
a gue apresentou também uma maior area total, com a excepcdo dos sesquiterpenos
oxigenados. Pela analise da Figura 11 e da Figura 12, pode verificar-se que o melhor
revestimento da fibra para os compostos terpénicos de interesse (Cio € Ci5) € 0

DVB/CAR/PDMS uma vez que apresenta uma maior eficiéncia extractiva.
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4.2 Estudo da composicao terpénica em Cyo e Cy5 das plantas secas e das
respectivas infusdes

Na Figura 13 encontra-se representado um cromatograma relativo a planta seca da
A. triphylla (Figura 13-A) e um cromatograma relativo a respectiva infusdo (Figura 13-
B). Pode verificar-se facilmente pela analise da figura que a planta seca apresenta um
maior nimero de compostos e uma maior area cromatografica do que a respectiva
infus&o.

8,010 1 pjanta seca
6,0 10%5

4,0x 10 4

2,0x10* ]

20x10%] T T T LT T T T T
Infuséo

Area cromatogréfica (u.a)

1,5x10%7

1,0x10%7]

5,0x10*1

Tp——— T T T T T T T
10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0

Tempo deretengdo (min.)

Figura 13: A: Cromatograma obtido para a planta seca (A. triphylla de Pombal); B: Cromatograma
obtido para a respectiva infusdo (A. triphylla de Pombal)

Nas tabelas seguintes (Tabela 10 e Tabela 11), encontram-se 0S mono e
sesquiterpenos identificados nas diferentes plantas secas analisadas (28 amostras) e na
Tabela 12 e Tabela 13 encontra-se a composicao terpénica em Cio e Cy5 das respectivas
infusBes. As tabelas encontram-se organizadas por familias: monoterpenos,
monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. Dentro destas
familias, os compostos encontram-se, também, organizados pela ordem de saida, ou
seja, pelo numero do pico.

Pela analise das tabelas referentes a planta seca pode verificar-se que as plantas que
apresentam compostos com uma maior area cromatografica relativamente aos
monoterpenos sdo as folhas de C. limon, E. globulus, R. officinalis de Pombal e de C.
sinensis. Relativamente aos monoterpenos oxigenados sdo as folhas de M. pulegium, E.

globulus, A. triphylla de Pombal e de C. citratus. Para o0s sesquiterpenos as folhas de H.
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androsaemum, E. globulus, A. triphylla de Pombal, C. limon, e de C. sinensis s@o as
plantas que apresentam uma area cromatografica mais elevada. Por fim, relativamente
aos sesquiterpenos oxigenados, estes encontram-se (nas plantas secas) em menor
quantidade do que nas outras familias. As duas plantas que apresentaram uma maior
area cromatogréafica (subtotal) foram as folhas da A. triphylla de Pombal e a de Aveiro.
De uma maneira geral, considerando todas as familias, as plantas que apresentaram uma
maior area cromatografica foram as folhas de E. globulus, C. limon, M. pulegium, A.
triphylla de Pombal, H. androsaemum, C. sinensis, A. triphylla de Aveiro, R. officinalis
de Pombal, C. citratus e as folhas de M. viridis (ordenadas por ordem decrescente).

Relativamente as tabelas das infusdes (Tabela 12 e Tabela 13) pode verificar-se que
as infusbes que apresentam compostos com uma maior &rea cromatografica
relativamente aos monoterpenos sdo as folhas de R. officinalis de Pombal e de Aveiro.
Relativamente aos monoterpenos oxigenados séo as folhas de R. officinalis de Pombal,
C. citratus, R. officinalis de Aveiro, M. viridis e as folhas de E. globulus. Relativamente
aos sesquiterpenos e aos sesquiterpenos oxigenados, estes encontram-se na infusdo em
menor quantidade do que nas outras familias. Os sesquiterpenos presentes nas folhas do
H. androsaemum e da A. triphylla de Pombal sdo os que apresentam uma area
cromatografica mais elevada. Finalmente, para os sesquiterpenos oxigenados as duas
plantas que apresentaram uma maior area cromatogréafica (subtotal) sdo as folhas da A.
triphylla de Pombal e do E. globulus. De uma maneira geral, considerando todas as
familias, as infusGes das plantas que apresentaram uma maior area foram as folhas do R.
officinalis de Pombal e de Aveiro, da C. citratus e as folhas da M. viridis (ordenadas por

ordem decrescente).
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Tabela 10: Compostos volateis identificados através de HS-SPME/GC-qMS nas plantas secas, pertencentes as seguintes familias: Caprifoliaceae, Compositae, Ebenaceae,
Equisetaceae, Geraniaceae, Guttiferae, Lamiaceae e Leguminosae. (Area cromatografica obtida x 10°)

N° rid R Composto D¢ Ger Lav Mel Pul Vir Ros_Av Ros_Pb

Pico| fit p n=3(CV)? |n=3(CV)?| n=3(CV)" | n=3(CV)? [n=3(CV)?|n=3(CV)" | n=3(CV)? | n=3(CV)? |n=3(CV)"
Monoterpenos

1 [1018]1034™ a-Pineno B, C - - - - - - - - - - - 1198,8(10) [ 1736,6(23) -
2 [1036]1021™° o-Tujeno B, C - - - - - - - - - - - - - -
3 [1061]1075™ Canfeno B, C - 47,8(45) | 26,0(8) - - - - 32,8(19) - - - 284,1(29) | 422,2(49) -
4 [1104[1114™° B-Pineno B,C - - - - - - - 17,5(45) - - - 169,5(26) | 124,2(43) -
5 [1129]1123™ Sabineno B, C - - - - - 93,9(5) - - - - - - - -
6 [1165]1161™ Mirceno B,C - - - - - 92,7(4) - - 18,7(40) | 38,4(16) |382,0(48) | 1682,8(11) | 8829,8(16) -
7 |1188]1178™ o-Terpineno B,C - - - - - 15,7(37) - - - - - 244,2(9) | 303,2(17) -
8 [1199]1198™ Limoneno B, C | 148,5(30) - - 10,4(32) - 29,8(51) [ 1152(3) | 77,6(6) - 618,3(3) | 382,4(51) | 367,8(9) | 625,9(56) -
10 [1217]1209™° B-Felandreno B, C - - - - - - - - - - - - - -
11 [1227 - Menta-1,4,8-trieno - - - - - - - - - - - - - -
12 [1236]1225™° Ocimeno (Isémero) B,C - - - - - - - - - - 67,3(34) - 244,0(43) -
13 [1244]1238™ y-Terpineno B,C - - - - - - - 6,5(29) - - - 501,4(8) | 113,8(15) -
14 [1253 - 3-3 Careno B, C - - - - - - - - - - - - 34,0(54) -
15 [1263]1242™° B-Ocimeno (Isémero) B,C - - - - - 55,3(37) - - - - - - - -
16 [1272]1261™! p-Cimeno A, B,C - - 27,1(49) [ 15,6(39) | 73,7(29) | 82,1(89) [109,8(52) [ 370,6(9) - 68,6(10) - 990,4(10) [ 442,2(33) -
17 [1283]1275™ Terpinoleno B, C - - - - - - - - - - - 89,9(15) | 143,6(33) -
18 |1372 - B-Ocimeno B, C - - - - - - - - - - 34,2(31) - 96,7(8) -
19 [1381]1392™* Allo-ocimeno B,C - - - - - - - - - - - - - -
20 [1432]1426™ p-Cimeneno B, C - - 10,5(23) - 86,9(21) - 76,5(41) | 9,3(21) 57,8(6) - - 101,7(2) | 153,3(59) -
22 (1449 - p-Menta-1,5,8-trieno - - - - - - - - - - - - - -
Subtotal (4rea cromatografica) 148,5 478 63,7 26,0 160,5 369,4 301,6 514,3 76,5 7253 865,9 5630,8 13269,6 0,0
Subtotal (%) 96,3 13,4 10,1 20,7 11,5 6,7 0,7 10,1 1,3 1,3 8,2 59,5 80,4 0,0
Monoterpenos Oxigenados

9 [1205]1209™ 1,8-Cineole A, B, C - - - 9,6(74) [190,4(27) - - 1732,4(21) - - 83,3(23) | 1303,8(14) [ 1210,5(14) -
21 [1445]1430™%[ Oxido de limoneno (Isémero) B, C - - - - - - - - - - - - - -
24 [1457] 14582  Oxido de limoneno (Isémero) B, C - - - - - - - - - - - - - -
25 |1461|1459™ Hidrato sabineno B,C - - - - - - - - - - - - - -
27 [1463] 1478™* Mentona B,C - - - - - - - - - 8188,8(6) - - - -
29 [1467]1449™ Oxido de linalol B,C - - - - - - - - - - - - - -
30 [1468]1485™ Citronelal A, B, C - - - - - 189,9(4) - - 4371,9(14) - - - - -
31 [1490] 1460™* Mentofurano B,C - - - - - - - - - 899,2(7) - - - -
35 [1485]1478™ p-Mentona B, C - - - - - - - - - 466,9(8) - - - -
37 [1495]1498™ Canfora B, C - 72,7(11) | 522,9(24) | 5,0(79) 1959,0(10) 1848,7(29) - - - 484,7(10) | 486,6(10) -
40 [1526[1522™° Linalol A, B,C| 57(15) - - - - - - - - - 51,988(6) | 101,6(14) | 197,9(31) -
44 1547[1574** Isopulegol B - - - - - - - - 387,1(9) - - - 40,8(8) -
51 [1558]1545™! Pinocarvona B,C - - - - - - - - - - - - - -
52 |1563 - Isopulegona (Isémero) B - - - - - - - - - 503,5(1) - - - -
57 |1574 - Isopulegona (Isémero) B - - - - - - - - - 822,3(2) - - - -
60 [1576]1579™° 4-Terpineol B,C - - - - - 167,1(20) - 27,4(32) - - - 230,5(4) | 74,4(11) -
64 [1582]1570™ neo-mentol B,C - - - - - - - - - 5222,9(8) - - - -
65 [1583]1600™* Dihidrocarvona (Isémero) B, C - - - - - - - - - - 193,8(27) - - -
68 [1600]1600%™* Dihidrocarvona (Isémero) B,C - - - - - - - - - - 20,5(30) - - -
71 [1610] 1596 p-2,8-Mentadieno-1-ol B,C - - - - - - - - - - - - - -
72 [1614]1619™ Mirtenal B,C - - - - - - - - - - - - - -
73 [1618] 1662 Pulegona B, C - - - 12,8(44) | 89,5(9) | 404,4(4) - - - 37153,0(3) - 14,4(15) | 35,4(20) -
77 [1625]1632™° Pinocarveol B, C - - - - - - - - - - - - - -




Ne RI.2| RIb Comnosto Ger Lav Mel Pul Vir Ros Av | Ros Pb
Pico| lit P n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)?| n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)® | n=3(CV)® | n=3(CV)°
Monoterpenos Oxigenados (continuagdo)
83 [1640| - 3-Terpineol B - - - - - 121,1(2) - 23,9(32) - - - 38,9(10) - -
86 | 1653 [1658™ Neral B,C - - - 7,0(35) - - - - 807,2(15) . . . N N
89 | 1664 [1669™° o-Terpineol A, B, C - - - 18,6(3) - - - 26,3(30) - - - 260,4(6) | 134,1(26) -
91 [ 1668 [1677™° Borneol A,B,C - - - 6,0(94) - 158,2(13) - 436,5(29) - - 15,3(10) | 247,1(5) | 14,932) -
93 [1678 [1733™ Verbenona B,C - - - - - 41,7(25) - 19,0(27) - - - 273,6(10) | 545,2(11) -
96 [1693 [1705™° Piperitona B,C - - - - - - - 22,7(25) - 350,6(3) - - 17,7(55) -
97 [1697 [1708™ Geranial A,B,C - - - - 29,2(26) - - - B - . . . N
100 [ 1705 [1715™* Carvona B,C - - 22,2(30) - - 312,7(4) - 80,8(19) - 20,3(2) [7961,1(8) | 954(50) | 15,1(53) [ 32,3(15)
102 [ 1708 [1713™ Dihidrocarveol B,C - - - - - - - - - - 196,1(12) - - -
104 [ 1722 17370 Citronelol A, B - - - - - 45,4(10) - - - - . . . N
108 [ 1744 [1787™ Mirtenol B,C - - - - - - - 18,5(38) - - - 18,8(2) - 9,8(7)
110 [ 1748 - p-Menta-1(7), 8-dien-2-ol (Isémero) B - - - - - - - - - - - R R R
111 [ 1748 [1770™° Nerol A B C - - - . . . . . . . _ _ _ _
112 [1772[1839™ Carveol (Isémero) B,C - - - - - - - 33,2(15) - - 19,4(38) - . .
114 [ 1778 [1814™ Geraniol A,B,C - - - - - - - - 73,4(9) . . . N N
116 [ 1790 [1846™ Carveol (Isémero) B,C - - - - - - - - - - 77,6(18) - - -
1171803 - p-Menta-1(7), 8 dien-2-ol (Isémero) B - - - - - - - - - - R R N R
120 [ 1840 [1918™ Piperitenona B, C - - - - - - - - - - 258(12) | 11,5(7) | 27,7(36) .
127 [1941] - Timol B,C - - - - - B B . B _ _ N N N
Subtotal (4rea cromatogréafica) 57 72,7 545,1 59,1 309,2 3399,3 0,0 4269,3 56396 536275 86449  3080,8 28004 42,1
Subtotal (%) 37 20,5 86,5 47,2 22,1 61,9 0,0 84,0 98,7 98,4 82,1 32,6 17,0 68,5
Sesquiterpenos
23 [ 1453 [1463™2 o-Cubebeno B, C - - - - . . B _ _ _ N _ N .
26 | 1462 - Isoledeno B, C - - - - - - - - R R R R R R
28 | 1464 [1471™ a-llangeno B,C - - - - - - 489,9(3) - - - - 199,4(9) - -
32 1472 [1479™° Ciclosativeno B,C - - - - - - - . . . . _ N N
33 | 1474 - Bicicloelemeno B - - - - - - - - - - - N N _
34 | 1482 [1488™ o-Copaeno A, B, C - - - - 46,4(7) | 338,7(10) | 372,6(8) - - - 37,5(18) | 8,0(16) - -
36 [1495 [1512%7 B-Bourboneno B,C - - - - - - 58,1(12) - - - 176,5(20) - - -
38 [1516 [1529™ o-Gurjuneno B,C - - - - - - - - . . 62,0(9) _ _ .
39 | 1524 - n.i. (m/z 161, 105, 119, 91) - - - - - - 114,6(11) - - - - N N -
41 | 1527 - a-Longipineno B, C - - - - - - - - B N B R N N
42 [ 1527 [1593™* Calareno (Isémero) B, C - - - - - 99,7(17) R N R N R R N N
43 1544 - a-Zingibereno B, C - - - - - - - - - - - R - R
45 | 1549 1616 Allo-aromadendreno (Isémero) B,C - - - - - - 54,6(5) - - - B N _ N
46 | 1551 [1578™* o-Cedreno B, C - - B R - . . _ _ _ _ - B B
47 [1553 [1574™ Junipeno B, C - - - 13,9(33) | 124,1(5) - 43,3(28) - - - - - - .
48 | 1554 - a-Bergamoteno (Isémero) B,C - - - - - - - - - - B R R R
49 [ 1558 [1545™° B-Cubebeno B,C - - - - . . . N _ _ - N N N
50 [ 1559 [1594%* Cariofileno (Isémero) - - - . - . . N . _ B N N N
53 [1568 [1608™° trans-Cariofileno A B - - - - - 105,6(14) - - - - 227,8(6) | 288,5(9) | 277,3(11) _
54 | 1569 - 8-Muroleno B, C - - - - - - - - - - R R R R
55 | 1571 - a-Bergamoteno (Isémero) B, C - - - - - 47,5(22) - - - - - R R N
56 | 1573 } Biciclo [4.4.0]_dec—l—er_1, 2-isopropil-5- B,C . . . } ) j j . ) j ] . . .
metil-9-metileno
58 | 1574 [1570™° B-Elemeno B,C - - - - - - 1316,2(3) - - - . . N N
59 | 1575 - Calareno (Isémero) B,C - - - - - - R - R R R R R N
61 [1578| - n.i. (m/z 161, 133, 93, 91) B - - - - . . . _ _ N _ N N N
62 | 1578 - Zingibereno B - - - - - - - - - - R R R R
63 | 1581 [1594™ B-Cariofileno B - - - - - 629,0(2) [22508,1(5) - - - - - - -




Ne S Composto D¢ Cha_Mad Equ Ger Lav Mel Pul Vir Ros Av | Ros Pb

Pico| = lit P n=3(CV)Y{ n=3(CV)?| n=2(CV)® |h=3(CV)n=3(CV)n=3(CV)?| n=3(CV)® |h=3(CV)?h=3(CV)n=3(CV)n=3(CV)?|n=3(CV)?n=3(CV)? h=3(CV)"
Sesquiterpenos (continuagdo)

66 [1592| - n.i. (m/z 161, 105, 119, 81) B - - - - - 68,0(13) - - - . B . N N
67 [1596] - n.i. (m/z 108, 91, 204, 189) B B B - - . N . N . . . N N N
69 [1606] - n.i. (m/z 161, 105, 204, 119) B - - - - - - 154,0(6) - - - 81,7(21) [ 21,7(10) - .
70 [1607| - n.i. (m/z 43, 91, 204, 119) B B B - - . . . N . . . N N N
74 [1619[1625'° y-Elemeno B, C - - - - - - 8160,3(3) - - - B B B _
75 (1620 - Dehidroaromadendreno B - - - - - - R - R R R N R R
76 |1624|1639™° Allo-aromadendreno (Isémero) B, C - - - - - - 164,1(6) - - - - - - B
78 [1625[1600™° Aromadendreno A B Cl - - - - - - 134,3(12) - - . . B _ _
79 |1628[1653™* B-Santaleno B, C - - - . . . B _ B _ _ N N -
80 |1634| - y-Gurjuneno B,C - - - - - - - - R - R R R R
81 [1635]1663™ a-Humuleno A B Cl - - - - - - 4236,0(3) - - 147,7(17)] 48,4(13) | 35,1(9) | 48,1(33) -
82 |1637| - Biciclosesquifelandreno B,C - - - - - - - - - - 105,7(9) - - -
84 [1642] - n.i. (m/z 105, 161, 77, 119) B - - - - - 133,1(7) - - - - B . . _
85 |1645|1658™ B-Farneseno B.C - - - - - 45,0(1) - - - - - - N _
87 [1659[1649™ a-Himachaleno B, C - - - - - - 158,0(10) - . . . . . B
88 [1659[1697™ Ledeno B, C - - - . . . . _ _ _ _ _ _ :
90 [16661691 a-Amorfeno B, C - - - - - - 523,7(5) - - . . . _ _
92 |16721705™ Germacreno D B.C - - - - - - - - - - 78,2(14) - - -
94 [1686]1713™ Valenceno B,C - - - - - - - - - - - 19,0(25) - -
95 [1693[1711™ B-Selineno B,C - - - - - - 740,0(3) . . . . . . .
98 [1697[1724™ 0-Selineno B - - - . B . . . . _ _ N N N
99 [1698]1714™ B-Bisaboleno B,C - - - - - 31,3(15) - - - - - - 60,2(13) -
101 [1705[1738™ Biciclogermacreno B,C - - - - - . . . . _ . _ - .
103 [1715] - B-Cadineno A B - - - - - - - 182,1(48)] - - 95,2(13) | 26,9(4) - -
105 [1726[1749™° 5-Cadineno B, C - - - - - - 1179,4(3) - - . . B _ _
106 [1728[1773™° o-Curcumeno B,C - 102,9(14) | 21,3(59) [16,1(33) [ 759,7(4) - - - - - - - 18,3(10) | 3,8(23)
107 [1736]1782™ B-Sesquifelandreno B,C - - - - - 110,6(31) - - - - - 20,7(5) | 7,9(19) [ 10,0(6)
109 [1746[1786™! Cadina 1,4 dieno B, C R R R . - . . . . - . - _ B
113 [1775[1732™F B-Malieno B, C - - - - . . . . _ N _ N N N
115 [1781[1827™* Calameneno B,C - 11,6(12) - 10,2(5) - - 280,3(7) | 7,3(24) - - 110,3(16) - - 5,6(13)
118 [1828]1906™F a-Calacoreno B, C - - - - - - 210,7(3) - - - - 125,0(1) - -
Subtotal (4rea cromatogréafica) 0,0 114,5 21,3 40,2 930,2 1724,1 41039,3  189,4 0,0 147,7 10233 7443 4118 19,4
Subtotal (%) 0,0 32,2 34 32,1 66,4 31,4 98,8 37 0,0 03 9,7 79 25 31,5
Sesquiterpenos Oxigenados

119 [1837[1931"° Palustrol B, C - - - . . . . . _ _ _ _ _ B
121 [1883[1962™° Oxido de cariofileno A B Cl - - - - - - 170,3(6) [106,8(17) - - - - 13,1(29) -
122 (1907 - Epiglobulol B,C - - - - - - - - R - R R N R
123 [1907[2028™° Ledol B, C - . . . . . . _ _ N _ N N .
124 [1918[2102™2 Viridiflorol B, C B B . - . . . N _ N _ N N -
125 [1933[2129%%? Espatulenol B, C - - - - - - 40,6(19) - - . B B _ B
126 (1939 - Valeranona B, C - 120,3(7) - - - - - - - - - - _ _
128 [1971[2249™° B-Sinensal B, C - - - - . . . N _ _ _ _ N -
Subtotal (area cromatogréfica) 0,0 120,3 0,0 0,0 0,0 0,0 210,9 106,8 0,0 0,0 0,0 0,0 131 0,0
Subtotal (%) 0,0 33,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 2,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
Total 154,3 355,3 630,1 1253 1399,9 5492,9 41551,8 5079,8 5716,1 54500,5 10534,1 94558 164948 61,5

a: Indices de retengéo calculados usando a série de alcanos Cg-Cyo; b: Indices de retencéo referidos na literatura para colunas DB-FFAP ou equivalentes; c: A confianga da identificagdo ou proposta estrutural é indicada pelo seguinte: A -
Espectro de massa e tempo de retencéo coincidentes com o padrdo puro injectado nas mesmas condicdes; B - Espectro de massa proposto pela base de dados da Wiley 275; C- Espectro de massa coincidente com o espectro encontrado na
literatura®®; d: Média das réplicas expressa em unidades arbitrérias, CV - Coeficiente de variagio expresso em percentagem (%); n.i. - nio identificado; -Ausente na amostra.

Equisetaceae [

Geraniaceae

Lamiaceae




Tabela 11: Compostos volateis identificados através de HS-SPME/GC-qMS nas plantas secas, pertencentes as seguintes familias: M. sylvestrisceae, Myrtaceae, Oleacea,
Poaceae, Rosaceae, Rutaceae, Urticaceae e Verbenaceae. (Area cromatogréfica obtida x 107°).

el lit P n=3(CV)?| n=3(CV)* |n=3(CV)?| n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? [ n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)?| n=3(CV)? | n=3(CV)"

Monoterpenos

1 1018]1034™ o-Pineno B,C - 6875,0(38) - - - - - - 466,6(6) | 244,2(20) - - 98,0(6) [ 135,9(65)

2 [1036]1021™° a-Tujeno B, C - - - - - - - - 274,2(9) [1019,5(30) - - - 105,5(25)

3 [1061]1075™° Canfeno B,C - - - - - - - - - - - - - -

4 [1104[1114™ B-Pineno B,C - 111,6(25) - - - - - 6093,3(15) [ 147,8(39) - - 6,9(23) -

5 [1129]1123™° Sabineno B, C - - - - - - - 26,0(17) | 2457,3(14) [ 4019,3(30) - - 43,3(9) [ 221,0(33)

6 [1165]1161™ Mirceno B,C - 802,8(27) | 108,1(6) [1073,2(62) - - 121,2(1) - 1114,3(6) |1227,6(17) - - - 68,5(13)

7 [1188]1178™ o-Terpineno B,C - - - - - - - 13,0(11) | 123,4(11) | 294,5(24) - - - 56,1(48)

8 [1199]1198™° Limoneno B,C - 9174,1(27) [ 290,0(14) - - 48,0(7) | 174,1(6) [ 53,8(3) [19010,8(6) | 868,6(12) - 160,3(24) [ 1090,9(12) | 4706,7(6)

10 [1217]1209™ B-Felandreno B,C - - - - - - - - - 368,4(9) - - - -

11 [1227] - Menta-1,4,8-trieno - 173,9(13) - - - - - - 201,5(10) [ 86,0(11) - - - 142,3(15)

12 [1236]1225™° Ocimeno (Isémero) B,C - - - 17,8(62) - - - - 342,4(7) | 75,021 - - - -

13 [1244]1238™ y-Terpineno B,C - 139,5(28) - - - - - - 192,6(8) | 580,4(23) - - - 93,8(44)

14 [1253] - 3-3 Careno B,C - - - - - - - - 230,3(13) [ 532,5(29) - - - -

15 [1263]1242™° B-Ocimeno (Isémero) B,C - - - - - - - - 2596,7(6) | 1958,0(14) - - - -

16 [1272]1261™ p-Cimeno A, B,C - 3321,9(19) [161,7(25) | 69,6(11) - 22,5(13) | 90,2(3) [ 26,5(18) | 455,6(5) | 528,2(11) | 44,6(13) - 142,4(2) | 271,009)

17 [1283]1275™° Terpinoleno B, C - - - - - - - - 140,9(4) | 303,809 - - - 36,7(41)

18 [1372] - B-Ocimeno B,C - - - - - - - - 542,0(4) | 376,7(7) - - - -

19 [1381]1392™ Allo-ocimeno B,C - 26,6(18) - - - - - - 306,3(8) | 154,8(8) - - - -

20 [14321426™ p-Cimeneno B,C - 699,0(14) | 113,6(34) | 153,5(16) - - - - 467,3(4) | 377,8(15) | 41,5(19) - 159,5(7) | 335,0(17)

22 1449 - p-Menta-1,5,8-trieno - - - - - - - - 232,8(1) - - - - -
Subtotal (4rea cromatogréafica) 0,0 21324,4 673,4 1314,0 0,0 70,5 385,5 119,3 352483  13163,3 86,1 160,3 1540,9 6172,5
Subtotal (%) 0,0 23,2 16,8 10,1 0,0 76,6 55,7 31,5 57,8 42,4 12,7 39,8 7.8 13,1
Monoterpenos Oxigenados

9 [1205]1209™ 1,8-Cineole A, B, C - 26235,5(34) [ 284,6(13) - - - 244,9(9) - - - 28,3(11) [ 196,2(6) | 1642,5(9) [3040,0(15)

21 [1445]1430™%| Oxido de limoneno (Isémero) | B, C - - - - - - - - - - - - - 37,9(37)

24 [1457[1458™%| Oxido de limoneno (Isémero) | B, C - - - - - - - - 44,1(13) - - - 22,4(8) | 119,0(6)

25 | 1461 |1459™ Hidrato sabineno B,C - - - - - - - - - - - - 67,6(12) | 355,3(11)

27 [1463]1478™ Mentona B,C - - 1047,4(3) - - - - - - - - - - -

29  [1467[1449™ Oxido de linalol B,C - - - - - - - - - - - - - 37,0(32)

30 [1468[1485™ Citronelal A B,C - - - - - - - - 226,7(5) [1197,3(15) - - - -

31 [1490[1460™* Mentofurano B, C - 75,5(83) | 104,8(12) - - - - - - - - - - -

35 [1485[1478% p-Mentona B,C - - - - - - - - - - - - - -

37 [1495[1498™ Canfora B,C - - - - - - - - - - - - - -

40 [1526 [1522™° Linalol A, B, C - - - 121,4(6) - - - 259,3(15) | 1045,5(7) [5102,3(14) - 46,531) | 59,2(9) [ 530,7(3)

44 [1547[1574™ Isopulegol B - - - - - - - 41,5(10) | 78,6(14) - - - -

51 [1558[1545™ Pinocarvona B, C - 292,0(14) - - - - - - - - - - - -

52 |1563 - Isopulegona (Isémero) B - - - - - - - - - - - - - -

57 1574 - Isopulegona (Isémero) B - - - - - - - - - - - - - -

60 [1576[1579™ 4-Terpineol B, C - - - - - - - - - - - - - 259,7(3)

64 |1582 (1570 neo-mentol B,C - - - - - - - - - - - - - -

65 [1583[1600™| Dihidrocarvona (Isémero) B, C - - - - - - - - - - - - - -

68 [1600[1600™| Dihidrocarvona (Isémero) B,C - - - - - - - - - - 14,1(24) - - 39,4(10)

71 [1610]1596™ p-2,8-Mentadieno-1-ol B, C - 56,4(9) - - - - - - 170,9(8) - - - - 222,7(2)

72 [1614[1619™ Mirtenal B,C - - - - - - - - 121,1(12) - - - - -

73 | 1618 [1662™* Pulegona B, C - 460,4(92) | 1491,6(2) - - - 45,3(4) - 52,9(1) - - - - -

77 16251632 Pinocarveol B,C - 387,2(11) - - - - - - - - - - - -




Ne PicolRIA| RIE Composto It Mal Euc Ole Cyd Eri Rub Lim Sin
el it P n=3(CV)? | n=3(CV)? [ n=3(CV)®| n=3(CV)® | n=3(CV)? | n=3(CV)" | n=3(CV)® | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)® | n=3(CV)® | n=3(CV)? | n=3(CV)" | n=3(CV)"
Monoterpenos Oxigenados (continuagédo)
83 1640 - 3-Terpineol B - - - - - - - - - - - - - -
86 [1653]1658™ Neral B,C - - - 3474,3(11) - - - - 427,5(8) - - - 2172,93) | 3676,7(8)
89 [1664]1669™ a-Terpineol A B, C - - - - - - - - - - - - - 1351,3(24)
91 [1668[1677™° Borneol A B C - 547,7(19) - - - - - - - - - - - -
93 [1678]1733™ Verbenona B,C - 1020,7(11) - - - - - - 1063,9(5) - - - - -
96 [1693]1705™ Piperitona B,C - 35,2(13) - - - - - - - - - - - 153,0(16)
97 |1697[1708™ Geranial A, B,C - 55,2(19) - 7588,6(15) | 64,4(23) - - - 984,7(8) - - - 5114,2(5) | 6450,0(7)
100 [1705]1715™ Carvona B,C | 23,8(11) [ 163,0117) | 12,1(17) - - - - - 129,4(7) - 346,1(13) - - -
102 [1708]1713™ Dihidrocarveol B,C - - - - - - - - - - - - - -
104 [1722[1737™ Citronelol A, B - 14,0(11) - 66,6(12) - - - - 181,8(5) | 216,0(14) - - - -
108 [1744]1787™ Mirtenol B,C - - - - - - - - 141,68(15) - - - - -
110 (1748 - p-Menta-1(7), 8-dien-2-ol (Isémero) B - 552,3(9) - - - - - - - - - - - -
111 [1748[1770™° Nerol A,B,C - - - 34,3(15) - - - - 1901,2(8) - - - 46,8(17) [216,3(12)
112 [1772]1839™ Carveol (Isémero) B,C - - - - - - - 140,8(10) - - - - 321,7(12)
114 [1778[1814™ Geraniol A,B,C - 30,7(23) - 299,6(12) - - - - 772,5(5) - - - - 399,7(17)
116 [1790]1846™ Carveol (Isémero) B,C - 43,9(23) - - - - - - 30,4(11) - - - 24,6(16) |139,6(21)
117 |1803 - p-Menta-1(7), 8 dien-2-ol (Isémero) B - 265,1(18) - - - - - - 281,9(8) - - - - 104,9(28)
120 [1840[1918™ Piperitenona B, C - - - 87,5(8) - - - - - - - - - -
127 [1941] - Timol B,C - 19,7(12) - - - - - - - - - - - -
Subtotal (4rea cromatogréafica) 23,8 302545 29405 116722 64,4 0,0 290,3 259,3 7758,3 6594,3 388,6 242,7 9150,3  17454,9
Subtotal (%) 100,0 33,0 73,4 89,4 100,0 0,0 42,0 68,5 12,7 21,2 57,6 60,2 46,2 37,2
Sesquiterpenos
23 [1453]1463™ o-Cubebeno B,C - - - - - - - - - - - - 40,6(8) [132,7(12)
26 |1462 - Isoledeno B, C - 867,5(17) - - - - - - - - - - - -
28 1464 | 147175 a-llangeno B,C - - - - - - - - - - - - - -
32 [1472]1479™° Ciclosativeno B,C - - - - - - - - - - - - 20,4(12) | 42,9(19)
33 1474 - Bicicloelemeno B - - - - - - - - 139,6(20) - - - - -
34 |1482[1488™ o-Copaeno A,B,C - 310,6(11) | 207,4(4) - - - - - 86,4(18) - - - 530,9(7) [1476,7(13)
36  [1495[1512™ B-Bourboneno B,C - - - - - - - - - - - - 447,0(8) [1129,7(12)
38 |1516[1529™* o-Gurjuneno B,C - 243,4(22) - - - - - - - - - - - -
39 [1524] - n.i. (m/z 161, 105, 119, 91) B - - - - - - - - - - - - - -
41 | 1527 - a-Longipineno B, C - - - - - - - - - - - - - 67,1(18)
42 |1527[1593™* Calareno (Isdmero) B, C - - - - - - - - - - - - - -
43 |1544 - a-Zingibereno B, C - - - - - - - - - 162,6(10) - - - -
45 |1549]1616™ Allo-aromadendreno (Isémero) B,C - 177,6(6) - - - - - - - - - - - -
46 [1551]1578™ a-Cedreno B,C - - - - - - - - - - - - 375,8(9) | 1113,3(5)
47 [1553]1574™ Junipeno B,C - - 37,3(2) - - - - - - - 64,8(19) - - -
48 | 1554 - a-Bergamoteno (Isémero) B,C - - - - - - - - 131,6(3) - - - - -
49 [15581545™8 B-Cubebeno B,C - - - - - - - - - - - - 66,2(3) |154,0(13)
50 [1559]1594™ Cariofileno (Isémero) B - - - - - - - - 88,9(8) - - - - -
53 [1568]1608™° trans-Cariofileno A B - - - 31,1(46) - - - - - - - - - -
54 [1569| - 5-Muroleno B,C - - - - - - - - - - - - 98,2(6) | 255,0(5)
55 |1571 - a-Bergamoteno (Isémero) B,C - - - - - - - - 1888,4(1) - - - - -
56 |1573 R Biciclo [4.4.0] _dec—l—er_l, 2-isopropil-5- B ) ) R R ) ) ) ) ) : ) : 110,1(13) )
metil-9-metileno
58 |1574[1570™° B-Elemeno B,C - - - - - - - - 71,0(23) [4883,3(10) - - - -
59 |1575 - Calareno (Isémero) B, C - 1370,8(12) - - - - - - - - - - - 310,0(1)
61 |1578] - n.i. (m/z 161, 133, 93, 91) B - - - - - - - - - - - - - 1206,7(3)
62 |1578| - Zingibereno B - - - - - - - - - - - - 341,4(5) -
63 |1581[1594™ B-Cariofileno B - 80,9(17) | 77,6(7) - - 21,5(50) - - 10271,4(1) [ 2034,0(16) | 39,7(25) - - -




Ne Ria RI® Composto D¢ Mal Euc Ole Cyd Eri Rub Lim Sin

Pico || T P n=3(CV)?| n=3(CV)? [n=3(CV)%|n=3(CV)“|n=3(CV)?|n=3(CV)?|n=3(CV)|n=3(CV) | n=3(CV)? | n=3(CV)® [n=3(CV)®|n=3(CV)%|n=3(CV)%|n=3(CV)"
Sesquiterpenos (continuagdo)

66 [1592| - n.i. (m/z 161, 105, 119, 81) B - - - - - - - - - - - - - -

67 [1596] - n.i. (m/z 108, 91, 204, 189) B - 794,1(11) - - - - - - - - - - - -

69 [1606] - n.i. (m/z 161, 105, 204, 119) B - - - - - - - - - - - - - -

70 [1607] - n.i. (m/z 43, 91, 204, 119) B - 184,7(27) - - - - - - - - - - - 129,0(10)

74 [1619]1625™ y-Elemeno B,C - - - - - - - - - - - - - -

75 [1620] - Dehidroaromadendreno B - 425,3(4) - - - - - - - - - - - -

76 |1624]1639™ Allo-aromadendreno (Isémero) B, C - 27024,0(9) - - - - - - - - - - 458,7(6) | 932,0(6)

78 [1625]1600™° Aromadendreno IA,B,C| - [4919,5(10) - - - - - - 201,7(1) - - - - -

79 [1628]1653™ B-Santaleno B,C - - - - - - - - 93,9(6) - - - - -

80 [1634| - y-Gurjuneno B, C - 318,5(3) - - - - - - - - - - - -

81 [1635]1663™° o-Humuleno A B Cl - 64,7(9) - - - - - - - 651,2(12) - - - -

82 [1637| - Biciclosesquifelandreno B, C - - - - - - - - - - - - - -

84 [1642] - n.i. (m/z 105, 161, 77, 119) B - - - - - - - - - - - - - -

85 [1645]1658™° B-Farneseno B,C - - - - - - - - 127,1(22) [1900,1(10) - - - -

87 [1659(1649™* a-Himachaleno B, C - - - - - - - - - - - - - -

88 [1659]1697™ Ledeno B,C - 922,8(3) - - - - - - - - - - - -

90 [1666]1691™ a-Amorfeno B,C - 139,6(7) - - - - - - - 69,6(21) - - - -

92 [1672|1705™° Germacreno D B, C - - - - - - - - - - - - - -

94 [1686]1713™ Valenceno B,C - 95,0(17) - - - - - - - - - - - -

95 [1693]1711™ B-Selineno B,C - 654,009) | 33,3(8) - - - - - - 426,6(13) | 38,4(15) - - -

98 [1697[1724™ o-Selineno - 402,6(8) - - - - - - - 505,4(13) [ 20,7(30) - - -

99 [1698]1714™° B-Bisaboleno B,C - - - - - - 16,1(3) - 3606,5(7) | 74,4(8) - - - 176,7(61)

101 [1705]1738™% Biciclogermacreno B, C - - - - - - - - 319,5(15) - - - - -

103 |[1715 - B-Cadineno A, B - - - - - - - - - - - - - -

105 [1726]1749™° 5-Cadineno B,C - - - - - - - - - 97,1(7) - - - 369,3(16)

106 [1728]1773™ o-Curcumeno B,C - - 17,9(8) | 6,8(34) - - - - 198,1(9) [133,5(10) | 36,9(37) - 3883,9(3) [11766,7(9)

107 [1736]1782™° B-Sesquifelandreno B,C - 27,1(4) - - - - - - - 199,2(7) - - - -

109 [1746]1786™ Cadina 1,4 dieno B,C - - - - - - - - - - - - 25,4(9) | 44,5(14)

113 [1775|1732™ B-Malieno B,C - 79,1(8) - - - - - - - - - - - -

115 [1781]1827™ Calameneno B,C - 171,5(14) | 20,4(3) - - - - - - - - - 120,6(10) | 164,7(8)

118 [1828]1906™ o-Calacoreno B,C - - - - - - - - - - - - - -
Subtotal (area cromatogréafica) 0,0 392733 3939 379 0,0 215 16,1 0,0 172243 111368  200,5 0,0 6519,2 19470,9
Subtotal (%) 0,0 42,8 9,8 0,3 0,0 23,4 23 0,0 28,3 358 29,7 0,0 32,9 415
Sesquiterpenos Oxigenados

119 [1837]1931™° Palustrol B, C - 92,6(7) - - - - - - - - - - - -

121 [1883]1962™° Oxido de cariofileno A B C - - - 37,5(12) - - - - 366,2(19) | 45,1(20) - - [1193,6(14)[1589,9(20)

122 [1907] - Epiglobulol B,C - 502,1(2) - - - - - - - - - - - -

123 [1907]2028™° Ledol B,C - 75,3(7) - - - - - - - - - - - -

124 [1918]2102™2 Viridiflorol B,C - 218,6(3) - - - - - - - - - - - -

125 [1933]2129™ Espatulenol B,C - 52,8(7) - - - - - - 350,2(17) | 36,4(27) - - [1385,8(10)[2280,1(13)

126 [1939 - Valeranona B, C - - - - - - - - - - - - - -

128 [1971[2249™ B-Sinensal B,C - - - - - - - - - 91,2(21) - - - -
Subtotal (area cromatogréafica) 0,0 941,4 0,0 375 0,0 0,0 0,0 0,0 716,4 172,6 0,0 0,0 2579,4  3870,1
Subtotal (%) 0,0 1,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 0,6 0,0 0,0 13,0 8,2
Total 238  91793,6 40079 130617 64,4 92,0 691,9 3786  60947,3 31067,1 6751 4030 19789,8 469684

a: Indices de retencdo calculados usando a série de alcanos Cg-Cyo; b: Indices de retencéo referidos na literatura para colunas DB-FFAP ou equivalentes; ¢: A confianga da identificagdo ou proposta estrutural é indicada pelo seguinte: A -
Espectro de massa e tempo de retencéo coincidentes com o padrdo puro injectado nas mesmas condicdes; B - Espectro de massa proposto pela base de dados da Wiley 275; C- Espectro de massa coincidente com o espectro encontrado na
literatura®®; d: Média das réplicas expressa em unidades arbitrérias, CV - Coeficiente de variacio expresso em percentagem (%); n.i. - nio identificado; -Ausente na amostra.
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Tabela 12: Compostos volateis identificados através de HS-SPME/GC-gMS na infusdo de plantas, pertencentes as seguintes familias: Caprifoliaceae, Compositae,
Ebenaceae, Equisetaceae, Geraniaceae, Guttiferae, Lamiaceae e Leguminosae. (Area cromatogréfica obtida x 10°).

N Pico |RIL2| RIvb Composto D¢ Equ Ger Lav Mel Pul Vir Ros_Av Ros_Pb
cal it P n=3(CV)?| n=3(CV)? | n=3(CV)? [n=3(CV)"|n=3(CV)?|n=3(CV)?| n=3(CV)® | n=3(CV)%| n=3(CV)? | n=3(CV)°| n=3(CV)® | n=3(CV)® | n=3(CV)? [n=3(CV)°
Monoterpenos
1 [1018]1034™ o-Pineno B, C - - - - - - - - - - - 281,5(10) 325,1(7) -
2 1061 [1075™ Canfeno B,C - - 5,3(47) - - - - - - - - 93,1(22) 99,9(55) -
3 1104 [1114™° B-Pineno B,C - - - - - - - - - 4,9(30) - 36,4(24) 42,4(61) -
4 [1129]1123™ Sabineno B,C - - - - - - - - - - - - - -
5 1165 [1161™° Mirceno B,C - - - - - - - - 82,5(41) - 136,7(20) | 318,8(25) | 1327,8(39) -
6 1188 [1178™° o-Terpineno B,C - - - - - - - - - - - 130,3(19) 89,9(8) -
7 [1199]1198™ Limoneno B,C - - - - - - - - - 44,3(15) | 172,2(30) | 59,3(21) 144,8(37) -
9 1236 [1225™° Ocimeno B,C - - - - - - - - - - 14,8(36) - 24,4(53) -
10 [1244]1238™ y-Terpineno B,C - - - - - - - - - - - 324,8(21) 100,4(33) -
11 [1253] - 3-3 Careno B,C - - - - - - - - - - - - 9,0(44) -
12 [1272]1261™ p-Cimeno A, B, C[ 40(33) 3,5(5) - 9,9(13) [ 14,6(26) | 23,5(1) [768,0(38) [ 20,4(32) | 39,6(24) | 2,1(36) | 12,1(19) | 463,0(15) | 664,2(43) -
13 [1283]1275™ Terpinoleno B,C - - - - - - - - - - - 80,3(9) 49,1(16) -
17 [1432] - p-Cimeneno B,C - - - - - - - 79,2(27) - - 38,1(16) | 127,1(12) | 557,5(24) -
Subtotal (drea cromatogréfica) 4,0 35 53 9,9 14,6 23,5 768,0 99,6 122,0 51,3 3738 1914,6 3434,8 0,0
Subtotal (%) 2,5 5,7 0,2 27,6 100,0 18,8 60,8 6,1 2,6 5,0 2,5 7,7 9,6 0,0
Monoterpenos Oxigenados
8 [1205]1209™° 1,8-Cineole A, B,C[ 39@8) - 25,8(61) - - - - 9,1(12) [ 11,1(41) - - 11807,2(7) | 12504,1(27) [ 13,3(15)
14 [1351]1337'7° Oxido rosa (Isémero) B,C | 14901 - - - - - - - - - - - - -
15 [1365[1370™* Oxido rosa (Isémero) B, C 3,9(1) - - - - - - - - - - - - -
16 [1432]1420™° Oxido de linalol B,C | 134(2) - - - - - - - - - - - - -
18 [1463]1478™ Mentona B,C | 26,8(7) - - - - - - - 18,8(13) | 21,8(16) - - - -
19 | 1468 [1485™ Citronelal A, B,C - - - - - - - - 815,1(31) - - - - -
20 [1470]1460™ Mentofurano B,C - - - - - - - - - 11,5(9) - - - -
21 1477 - a-Canfolenal B, C - - - - - - - - - - - - - -
22 |1489 (1504 Crisantenona B,C - - - - - - - - - - - - 186,7(16) -
24 [1495]1498™ Canfora B,C - 30,7(6) | 2220,1(5) - - - - 83,0(4) - - - 3251,0(4) | 4372,7(5) -
25  [1526 [1522™° Linalol A, B,C[ 12,31 - - - - 13,0(4) - - 21,1(5) - - 760,0(5) 2584,6(8) -
26 [1547[1574™ Isopulegol B,C - - - - - - - - 120,6(5) - - 275,0(7) 662,9(5) -
27 |1558 1545 Pinocarvona B,C 14,2(10) | 126,4(9) - - - - - - - - - - -
28 |1558 |1557™° Fenchol B,C - - - - - - - - - - - - 74,3(2) -
30 [1576]1579™ 4-Terpineol B,C - - 10,2(33) 3,6(5) - - - 9,6(15) - - - 993,0(3) 1233,4(3) -
31 [1582]1570™ neo-mentol B,C | 19,5(4) - - - - - - - - 34,3(16) - - 47,8(9) -
32 [1583[1600™ Dihidrocarvona B, C - - - - - - - - - - 59,3(6) - 31,3(9) -
33 [1594[1598™ B-Ciclocitral B,C - - - - - 58,4(3) - - 41,5(12) - - - - 20,2(27)
34  [1614]1619™° Mirtenal B,C - - - - - - - 11,5(13) - - - - - -
35  |1618[1662™* Pulegona B,C | 61,2(1) - - - - - - - 217,7(15) | 461,7(10) - 196,0(5) 641,6(0) -
37  [1625]1632™ Pinocarveol B,C - - - - - - - 20,0(23) - - - - - -
39 1640 - 5-Terpineol B - - - - - - - 13,0(13) - - - 192,0(6) 212,4(4) -
40  [16531658™ Neral B,C - - - - - - 10,8(27) - 1012,6(10) - - - - -
41 1655 - 1,8-Mentadieno-4-ol B - - - - - - - - - - - - - -
43 |1664 [1669™° o-Terpineol AB,C - - - - - - 10,2(16) | 16,2(26) - - - 2012,03) | 2924,83) | 4,2(11)
44 1668 [1677™ Borneol A, B, C - - - - - - - 212,3(7) - - 17,7(45) | 548,0(5) 309,6(4) -
45 [1678]1733™ Verbenona B,C - - - - - - - 34,1(14) - - - 1801,0(3) | 4011,7(2) -
46 [1693]1705™ Piperitona B,C - - - - - - - 21,7(25) - 27,0(7) - 59,0(4) 230,0(1) -
47 1697 [1708™ Geranial A, B,C - - - - - - 22,7(20) - 2130,3(16) - - 27,0(8) - 2,1(17)
48 1705 [1715™* Carvona ,C - - - 11,8(9) - - - 108,0(17) - - 13974,6(2)[ 20,0(5) 73,8(8) 19,2(8)
49 1705 - [2,6-Dimetil 1,5,7-Octatrieno-3-ol B - - - - - - - - - - - - - -




No RIal Rp® Composto D¢ Equ Ger Lav Mel Pul Vir Ros Av | Ros_Pb

Pico| < it P n=3(CV)?| n=3(CV)? | n=3(CV)? [n=3(CV)?[n=3(CV)?|n=3(CV)?|n=3(CV)?| n=3(CV)? | n=3(CV)® | n=3(CV)? | n=3(CV)® | n=3(CV)? | n=3(CV)" [n=3(CV)®
Monoterpenos Oxigenados (continuagdo)

50 [1722]1737™° Citronelol A, B, C - - - - - - - - 94,4(14) - - 52,05) | 131,9(3) -
53 1740 - Cuminal B - - - - - - - 238,6(6) - - - - - -
54 [1744] 1787™ Mirtenol B,C - - 10,6(29) - - - - 24,1(12) - - - 198,0(13) [ 494,1(5) -
55 11748 - p-Menta-1(7),8-dien-2-ol (Isémero) B - - 49,0(15) - - - - - - - - - - -
56 [1748] 1770™° Nerol A B, C - - - - - - - - - - - - 11,5(10) -
57 |1755 - a-Epoxido Felandreno B - - - - - - - - - - - - - -
58 [1772]1839™ Carveol (Isémero) B,C - - 33,8(29) - - - 7,9(40) | 82,0(25) - 10,0(8) 52,6(4) - 100,8(2) -
59 [1778] 1814™° Geraniol A B, C - - - - - - - - 93,5(12) - - - - -
61 |1780] 1832 Isopiperitenona B - - - - - - - - - - - - - -
62 [1781]1814™ p-Cimeno-8-ol B,C - - - - - - - 125,9(30) - - - - 94,6(6) -
63 [1790] 1846™ Carveol (Isémero) B,C - - - - - - - - - - 135,5(3) - - -
64 |1803 - p-Menta-1(7), 8 dien-2-ol (Isémero) B - - - - - - - - - - - - -
66 |1840[ 1918™ Piperitenona B,C - - - - - - - 50,1(29) | 16,3(21) | 2555(6) | 103,1(2) 90,0(4) | 492,7(1) -
70 [1926[ 2099 Cuminol B,C - - - - - - - 337,3(33) - - - - - -
72 [1941] - Timol B,C - - - - - - - - - - - 412,02) | 761,7(2) -
73 1956 - Carvacrol B, C - - - - - - - 52,1(22) - - 127,2(3) - - -
76 |1995] 1730™ Acido Geranico A B, C - - - - - - - - 34,9(14) - - - - -
Subtotal (area cromatogréfica) 155,9 44,9 2476,0 15,4 0,0 71,3 51,5 1448,3 4627,9 821,8 14470,1 22693,2  32188,9 59,2
Subtotal (%) 97,5 73,7 95,8 42,9 0,0 57,0 41 88,6 97,0 79,3 96,9 91,8 90,0 100,0
Sesquiterpenos

23 |1495 - a-Bourboneno B,C - - - - - - - - - - - - - -
29 [1568| 1608™ trans-Cariofileno A B - - - - - - 65,6(18) - - - 34,0(11) - - -
36 [1619[ 1625™ y-Elemeno B,C - - - - - - 36,1(20) - - - - - - -
38 [1635] 1663™ a-Humuleno A, B, C - - - - - - 16,7(22) - - 29,9(6) - - 34,1(12) -
42 [1659] 1697 Ledeno B, C - - - - - - - - - - - - - -
51 [1728] 1773™° o-Curcumeno B,C - 12,6 (6) - - - - - - - - - - - -
52 [1732] 1682'° y-Selineno B - - - - - - 21,1(11) - - - - - - -
60 [1781][1827™ Calameneno B, C - - - - - - - - - - 32,8(1) - - -
65 [1828] 1906™ a-Calacoreno B,C - - - - - - - - - - 9,5(13) - - -
75 [1987] 1864™* Germacreno B B - - - - - - 146,8(9) - - - - - - -
Subtotal (area cromatogréfica) 0,0 12,6 0,0 0,0 0,0 0,0 286,3 0,0 0,0 29,9 76,4 0,0 34,1 0,0
Subtotal (%) 0,0 20,6 0,0 0,0 0,0 0,0 22,7 0,0 0,0 2,9 0,5 0,0 01 0,0
Sesquiterpenos Oxigenados

67 [1883]1962™° Oxido de cariofileno A B, C - - - - - 30,3(24) | 96,7(3) | 86,7(18) | 20,2(47) 133,1(7) - 115,0(5) | 115,5(3) -
68 | 1907 | 2028™° Ledol B,C - - - - - - - - - - - - - -
69 [1918] 21022 Viridiflorol B, C - - - - - - - - - - - - - -
71 [1933]2129™ Espatulenol B,C - - 103,4(30) | 10,5(7) - - 59,9(14) - - - - - - -
74 1964 2191™ o-Cadinol B, C - - - - - - - - - - 15,3(10) - - -
Subtotal (area cromatografica) 0,0 0,0 1034 10,5 0,0 30,3 156,6 86,7 20,2 1331 15,3 115,0 1155 0,0
Subtotal (%) 0,0 0,0 4,0 29,5 0,0 24,2 12,4 53 0,4 12,8 0,1 0,5 0,3 0,0
Total 159,8 60,9 2584,7 35,8 14,6 125,1 1262,4 1634,6 4770,1 1036,2 14935,7 247228 35773,3 59,2

a: Indices de retencéo calculados usando a série de alcanos Cg-Cyo; b: Indices de retengéo referidos na literatura para colunas DB-FFAP ou equivalentes; c: A confianca da identificagio ou proposta estrutural é indicada pelo seguinte: A -
Espectro de massa e tempo de retengdo coincidentes com o padrdo puro injectado nas mesmas condicdes; B - Espectro de massa proposto pela base de dados da Wiley 275; C- Espectro de massa coincidente com o espectro encontrado na
literatura®®; d: Média das réplicas expressa em unidades arbitrérias, CV - Coeficiente de variagio expresso em percentagem (%); n.i. - nio identificado; -Ausente na amostra.

[Caprifoliaceae™  Compositae [ Ebenaceae |  Equisetaceae |  Geraniaceae | Gutfiferae ] Lamiaceae  [NNNNIGGUMINOSACINNN




Tabela 13: Compostos volateis identificados através de HS-SPME/GC-qMS na infusdo de plantas, pertencentes as

Oleacea, Poaceae, Rosaceae, Rutaceae, Urticaceae e Verbenaceae. (Area cromatografica obtida x 107).

seguintes familias: M. sylvestrisceae, Myrtaceae,

Ne RI.2 RIb Composto ID° Mal Euc Ole _H Cyd Eri Rub Lim Sin

Pico| "« lit P n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)® | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)? | n=3(CV)® | n=3(CV)° | n=3(CV)? jh=3(CV)"
Monoterpenos

1 [1018]1034™° a-Pineno B, C - - - . . . . . . . . . _ _
2 [1061[1075™ Canfeno B, C B - - - - . . . _ _ _ N _ N
3 [1104[1114™° B-Pineno B,C - - - - - - - - 14,0(21) - . . . _
4 [1129]1123™° Sabineno B, C - - - - - - - . 1,9(26) | 40,1(21) . . . B
5 [1165][1161™ Mirceno B.C - - - 203,9(19) [ 7,9(58) - - - - - - - N _
6 [1188]1178™ o-Terpineno B,C - - - - - - - - . 3,7(33) . . _ .
7 [1199]1198™° Limoneno B,C - 20,3(11) - - - - - - 29,9(8) 2,1(24) - - 73,1(25) [29,9(26)
9 [1236]1225™° Ocimeno B, C R - N N . B . . _ _ _ - - .
10 [1244 | 1238™ y-Terpineno B,C - - - - - - - . 15(25) | 14,9(22) . . . 4,1(89)
11 | 1253 - 5-3 Careno B, C - - - - - - R R R R R R R R
12 [1272 | 1261™° p-Cimeno A B, C | 4004 58,1(83) | 8,3(24) | 956(2 - 9,6(17) | 3,6(15) [ 11,7(27) | 10,6(21) | 25,9(32) - 6,9(17) | 70,4(14) [ 4111
13 [12831275™ Terpinoleno B, C - - - - - - - - - 1,3(32) . . . .
17 [1432] - Cimeneno B,C - 76,8(14) - 141,2(6) - - - - 18,0(7) - - - 56,9(7) | 61,4(2)
Subtotal (area cromatogréfica) 4,0 155,3 83 440,7 79 9,6 3,6 11,7 75,9 87,9 0,0 6,9 200,4 136,4
Subtotal (%) 100,0 1,1 18,8 18 15,1 2,1 100,0 28,4 7,9 11,5 0,0 100,0 11,9 1,5
Monoterpenos Oxigenados

8 [1205[1209™° 1,8-Cineole A, B - 9262,6(50) - - 8,1(48) 5,5(9) - - 27,3(10) - - - - 45,2(8)
14 [1351]1337'° Oxido rosa (Isémero) B,C - - - 6,8(27) - - - - 22,7(15) | 10,3(4) . . . _
15 [ 1365 [ 1370™ Oxido rosa (Isémero) B,C - - - - - - - - 6,7(15) . _ _ _ .
16 | 1432 | 1420™° Oxido de linalol B,C - - - - . . B . . N _ N N N
18 1463 [1478™ Mentona B.C - - 2,1(10) - - 101,3(9) - - - - - - N _
19 [1468 | 1485™ Citronelal A,B,C - - - - - - - - - 42,1(20) - . . N
20 [ 1470 | 1460™* Mentofurano B, C - - - - . . B B . B N N N -
21 | 1477 - a-Canfolenal B C - 24,6(39) - - - - - - - - - - - B
22 | 1489 | 1504 Crisantenona B,C - - - - - - . . . N N N 76(0) N
24 |1495 | 1498'% Canfora B.C - - - - 4,8(51) - - - - - - N N -
25 [1526 | 1522™° Linalol A,B,C - - - 268,8(23) - - - 21,3(5) | 30,8(9) | 424,2(31) - - - 21,0(18)
26 [ 1547 [1574™* Isopulegol B,C - - - - - . . B B B N N N -
27 | 1558 [ 1545™ Pinocarvona B,C - 178,4(32) B B - - . . . _ N N N _
28 | 1558 | 15570 Fenchol B,C - - - . . . . . . N N N N N
30 [1576 [ 1579™° 4-Terpineol B,C - 371,0(11) - - - - - - 11,86) | 95,2(30) - - - 44,3(7)
31 15821570 neo-mentol B.C - - - - - 88,1(8) - - - - - N N -
32 | 1583 [1600™* Dihidrocarvona B,C - - - - - - - . _ _ _ N 6,4(19) N
33 [1594 | 1598™* B-Ciclocitral B,C - - - - - - . . . N N N N N
34 [1614[1619™ Mirtenal B,C - - - . . . . _ B N N N N N
35 [1618]1662™ Pulegona B.C - - 18.4(2) - 6,6(11) | 254,7(6) - - - - - - - -
37 [1625[1632™° Pinacarveol B C - 344,1(19) B B - : - - . N - - - -
39 | 1640 - d-Terpineol B - 104,3(10) - - - - - - - - - - B B
40 | 1653 [ 1658™ Neral B,C - 21,4(6) - 7249,7(26) | 3,1(32) - - - 30,6(4) - - - 115,1(4) [1408,8(5)
41 |1655 - 1,8-Mentadieno-4-ol B - 17,4(30) - - - - - - - - - - _ _
43 1664 [ 1669™ o-Terpineol A,B,C - 931,0(22) - - 3,6(53) - - 8,2(10) 63,2(5) | 20,9(41) - - - 178,2(10)
44 1668 [1677™ Borneol A B,C R - N N . - . . _ - _ - - .
45 [1678 [1733™ Verbenona B, C R - R R . . . _ _ _ _ - - .
46 (1693 [1705™ Piperitona B,C - - - - - - - - - - - - 16,9(5) [119,4(4)
47 | 1697 [1708™° Geranial A, B C - 67,2(22) - 13711,1(14)[  7,8(38) - - - 86,0(5) - - - 556,4(27) [3386,2(2)
48 | 1705 [1715™* Carvona ,C - 142,6(17) - - 10,5(4) | 6,7(14) - - - - . . N _
49 |1705 - [2,6-dimetil 1,5,7-Octatrieno-3-ol| B - 378,3(24) - - - - - - - - - - - N
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Pico| fit n=3(CV)°| n=3(CV)? [n=3(CV)*]| n=3(CV)? [n=3(CV)?|n=3(CV)* | n=3(CV)° | n=3(CV)*| n=3(CV) | n=3(CV)*| n=3(CV)* | n=3(CV)?| n=3(CV)“ | n=3(CV)°
Monoterpenos Oxigenados (continuacéo)

50 [1722]1737™ Citronelol A, B, C - - - 246,2(22) - - - - 13,5(2) | 29,5(31) - - - -

53 [1740] - Cuminal B - - - - - - - - - - - - 16,5(35) | 25,5(12)

54 [1744]1787™! Mirtenol B,C - 45,5(28) - - - - - - 18,0(11) - - - - -

55 [1748 - p-Menta-1(7),8-dien-2-ol (Isémero) B - 392,6(17) - - - - - - - - - - - 64,4(11)

56 [1748]1770™ Nerol A, B, C - - - 88,5(20) - - - - 170,1(2) - - - - -

57 |1755 - a-Epoxido Felandreno B - 17,9(9) - - - - - - - - - - - -

58 [1772]1839™ Carveol (Isémero) B,C - 259,9(43) - - - - - - 18,1(38) - - - 92,1(4) | 122,1(9)

59 [1778]1814™ Geraniol A, B, C - 158,5(27) - 843,9(22) - - - - - - - - - 42,4(7)

61 [1780]1832"° Isopiperitenona B - - - - - - - - - - - - 42,5(8) | 259(7)

62 [1781[1814™ p-Cimeno-8-ol B,C - 35,2(19) - - - - - - - - - - - -

63 [1790] 1846™ Carveol (Isémero) B,C - 72,3(10) - - - - - - - - - - - 48,5(16)

64 (1803 - p-Menta-1(7), 8 dien-2-ol (Isémero) B - 408,9(19) - - - - - - 42,8(6) - - - - -

66 [1840[1918™ Piperitenona B,C - - - 37,3(12) - - - - - - - - - 44,3(21)

70 [1926[2099™" Cuminol B,C - - - - - - - - - - - - 55,8(8) -

72 [194] - Timol B,C - - - - - - - - - - - - - -

73 [1956 - Carvacrol B, C - 141,5(15) - - - - - - - - - - - -

76 [1995[1730™* Acido Geranico A, B, C - 51,2(3) - 1083,4(19) - - - - 80,9(8) - - - 66,2(21) | 195,1(43)
Subtotal (4rea cromatografica) 0,0 13426,7 20,5 23535,8 44,5 456,4 0,0 29,5 622,5 622,2 0,0 0,0 9754 5771,4
Subtotal (%) 0,0 91,4 46,4 97,9 84,9 97,9 0,0 71,6 64,4 81,5 0,0 0,0 58,0 65,5
Sesquiterpenos

23 [1495 - a-Bourboneno B, C - - - - - - - - - - - - 9,6(27) 13,8(58)

29 [1568] 1608™ trans-Cariofileno A B - - - - - - - - 4,4(19) - - - - -

36 [1619]1625™° y-Elemeno B,C - 13,0(10) - - - - - - - - - - - -

38 [1635]1663™ a-Humuleno A, B, C - - - - - - - - - - - - - -

42 [1659[1697™* Ledeno B,C - 42,1(23) - - - - - - - - - - - -

51 [1728]1773™ o-Curcumeno B,C - - - - - - - - - - - - 76,4(22) | 191,6(53)

52 [1732[1682™"° y-Selineno B - - - - - - - - - - - - - -

60 [1781]1827™* Calameneno B, C - - - - - - - - - - - - - -

65 [1828[1906™ a-Calacoreno B,C - - - - - - - - - - - - 5,9(65) -

75 [1987]1864™" Germacreno B B - - - - - - - - - - - - - -
Subtotal (drea cromatogréafica) 0,0 55,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,4 0,0 0,0 0,0 91,9 205,4
Subtotal (%) 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0 55 2,3
Sesquiterpenos Oxigenados

67 [1883[1962™ Oxido de cariofileno A, B, C - - - 74,2(30) - - - - 82,4(7) [ 23,4(20) - - 86,6(3) | 816,6(14)

68 [1907]2028™° Ledol B,C - 43,9(29) - - - - - - - - - - - -

69 [1918[2102™2 Viridiflorol B,C - 882,0(15) - - - - - - - - - - - -

71 [1933[2129™2 Espatulenol B,C - 127,1(16) | 15,4(10) - - - - - 181,5(4) | 30,0(14) - - 328,7(5) [1883,7(13)

74 [1964[2191™° o-Cadinol B,C - - - - - - - - - - - - - -
Subtotal (4rea cromatogréafica) 0,0 1053,0 15,4 74,2 0,0 0,0 0,0 0,0 263,9 53,3 0,0 0,0 415,4 2700,3
Subtotal (%) 0,0 7,2 34,8 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 27,3 7,0 0,0 0,0 24,7 30,6
Total 4,0 14690,1 44,2 24050,7 52,5 466,0 36 41,2 966,7 763,4 0,0 6,9 1682,9 8813,4

a: Indices de retengo calculados usando a série de alcanos Cg-Cy; b: Indices de retencéo referidos na literatura para colunas DB-FFAP ou equivalentes; c: A confianga da identificagdo ou proposta estrutural é indicada pelo seguinte: A -
Espectro de massa e tempo de retengdo coincidentes com o padrdo puro injectado nas mesmas condicdes; B - Espectro de massa proposto pela base de dados da Wiley 275; C- Espectro de massa coincidente com o espectro encontrado na
literatura®®; d: Média das réplicas expressa em unidades arbitrérias, CV - Coeficiente de variagio expresso em percentagem (%); n.i. - nio identificado; -Ausente na amostra.

M. sylvestrisceae | Myrtaceae [ Oleacea [ Poaceae ] Rosaceae | Rutaceae [ Uticaceae [ Verbenaceae ]




4. Resultados e Discussao

Da Figura 14 a Figura 38, encontram-se os graficos de barras referentes aos
compostos terpénicos em Cyo e Cys identificados para cada planta seca e respectiva

infusdo, em fungdo da area cromatogréfica (expressa em unidades arbitrarias).

Pela andlise da Figura 14, pode verificar-se que para a inflorescéncia de S. nigra,
planta seca e respectiva infusdo, foram identificados 10 compostos terpénicos em Cio.
Para a planta seca foram identificados apenas 2 compostos, o limoneno e o linalol,
enquanto que na respectiva infusdo foram identificados 9 compostos. No total foram
identificados 2 monoterpenos, sendo 0s restantes 8 compostos monoterpendides. O
limoneno foi o composto maioritéario identificado na inflorescéncia do S. nigra, mas este
composto ndo se encontra presente na respectiva infusdo da inflorescéncia.
Relativamente a infusdo, a pulegona foi 0 composto maioritario identificado. Contudo,
quer para 0 composto maioritario da planta seca quer para 0 composto maioritario da
respectiva infusdo, a &rea cromatogréfica obtida foi bastante baixa, ndo excedendo
150x10° unidades arbitrarias. Ao comparar os resultados obtidos com a pesquisa
bibliografica efectuada (Tabela 6), relativamente ao Oleo essencial, pode verificar-se
que a maioria dos compostos identificados, também, estdo presentes na planta, excepto
0 neo-mentol, a mentona e a pulegona. De uma forma global, verifica-se, também, na
bibliografia que a maioria dos compostos identificados foram monoterpendides (15
compostos) e logo de seguida os monoterpenos ndo oxigenados (7 compostos), sé tendo
sido identificado um composto sesquiterpénico. Contudo, sabe-se que 0s 0leos
essenciais foram obtidos essencialmente por hidro-destilacdo (Tabela 5), que requer
condicBes especificas de pressdo e temperatura, o que influencia o tipo de compostos
extraidos. Deste modo, a composicao terpénica em Cyo e Cy5 dos 6leos essenciais ndo é
expectavel gue seja exactamente igual a composicdo da planta seca. Além disso, as
plantas usadas para a obtencdo dos 6leos reportados na literatura foram cultivadas em
zonas geograficas diferentes e colhidas em anos diferentes das plantas utilizadas neste
trabalho. Ha, ainda, a ter em consideracdo o facto de que no caso da infusdo é

expectavel que ela contenha essencialmente os compostos sollveis em agua a quente.
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Figura 14: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes na inflorescéncia de S. nigra, planta seca e
respectiva infusdo, em fungéo da area expressa em unidades arbitrarias.

Pela analise da Figura 15, que corresponde a C. nobile dos Acores e da Madeira,
pode verificar-se que a canfora é o composto maioritario presente na C. nobile,
apresentado uma area de aproximadamente 500 x 10™ unidades arbitrarias para a planta
seca proveniente da Madeira e uma 4rea de cerca de 2200 x 10 unidades arbitrarias
para a respectiva infusdo. A canfora também esta presente na C. nobile dos Acores,
sendo, também, um dos compostos maioritarios, mas encontra-se em quantidades muito
inferiores comparando com a C. nobile da Madeira. A canfora é o composto
predominante quer na planta seca quer na respectiva infusdo da C. nobile proveniente da
Madeira. Relativamente a C. nobile proveniente dos Acores, a canfora apresenta-se em
quantidades bastante inferiores, sendo a valeranona o composto maioritario para a
planta seca e a canfora predomina na respectiva infusdo. No total foram identificados 15
compostos terpénicos em Cyo e Cy5 (4 compostos na infusdo e 5 na planta seca da C.
nobile dos Acores, 9 compostos na infusdo e 6 na planta seca da C. nobile da Madeira).
De uma forma global verifica-se que os monoterpenos oxigenados Sd0 0S COMPOStos
que se encontram em maior nimero nesta planta. No oOleo essencial da C. nobile,
segundo a pesquisa efectuada (Tabela 6) foram identificados 6 compostos
(monoterpénicos oxigenados e ndo oxigenados). Ao comparar com o0s resultados obtidos
para a planta seca e infuséo verifica-se que apenas coincidem 2 compostos, o canfeno e

a pinocarvona.

60



4. Resultados e Discussao

4-Terpineol . 1 | l l l 1 i

1 4-Terpineol | 1 1 1 1 1 1

Cimeneno Cimeneno ! 1 1 1 1 1 i

Mirtenol Mirtenol ! | | | l l l

| Calameneno | 1 1 l | |

Calameneno ) ! ! ; ; ; !

4 " 1 1 1 1 1 1

Carvona 1 1 1 1 1 1

Carvona 1 | 1 1 | i i

1 1,8-Cineole H i i i i l l

1,8-Cineole . ™ i i i i i i

| p-Cimeno | : : : : : :

p-Cimeno Carveol |

Carveol Canfeno l.. 3 3 3 3 3 3

I Menta-1(7)8-dien-2-0l | : : : | |

Canfeno p-Menta-1(7),8-dien-2-ol | : | | | | |

" 1 1 1 1 1 1

1 a-Curcumeno | | | l | |

p-Menta-1(7),8-dien-2-ol 1 l l l l i i

< Espatulenol =+ | i i i i i

-Curcumeno 1 i i | l 1 |

* J Valeranona ey ! ! ! ! ! !

Espatulenol Pinocarvona (= | | ! ! ! 3

i A | 3 3 L

Valeranona | Canfora i " 7 7 ; ; :

< T T T T T T 1
Pinocarvona | 0 400 800 1200 1600 2000 2400

ewon P L

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

Areacromatograficax 10 (u.a.)

B Mad_planta ¥ Mad_infusdo ® Aco_planta ® Aco_infusdo

Figura 15: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes na inflorescéncia da C. nobile dos Agores e da
Madeira, planta seca e respectiva infusdo, em funcéo da &rea expressa em unidades arbitrarias.

Com base na Figura 16, pode verificar-se que todos 0s compostos terpénicos em
Cio € Cys identificados (14 compostos) apresentam areas cromatograficas reduzidas, ndo
ultrapassando 20x10™° unidades arbitrarias. Foram identificados 11 compostos
terpénicos para a planta seca e 4 compostos para a respectiva infusdo. Verifica-se que as
folhas do D. kaki apresentam varios compostos com uma area semelhante, sendo o a-
terpineol, a-curcumeno e 0 p-cimeno 0s mais abundantes para a planta seca, para a
respectiva infusdo o composto que apresenta uma maior area cromatografica é a
carvona. Verifica-se, também, que os monoterpenos oxigenados, sS40 0S compostos que

apresentam um maior nimero de compostos identificados nesta planta. Relativamente a
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pesquisa bibliografica efectuada para as folhas do D. kaki verificou-se que ndo ha
qualquer referéncia de compostos terpénicos em Cig € Cys.
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Figura 16: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas do D. kaki, planta seca e respectiva
infusdo, em funcédo da &rea expressa em unidades arbitrarias.

Relativamente a E. arvence, verifica-se que foram identificados 8 compostos
terpénicos em Cjyo e Cys, Sendo 0 a-curcumeno o composto mais abundante na planta
seca, com aproximadamente 800 x 10 unidades arbitrarias. Pela anélise da Figura 17,
verifica-se que para a respectiva infusdo s6 foi identificado um Gnico composto, 0 p-
cimeno. Para esta planta foram identificados, em igual nUmero, compostos pertencentes
a classe dos monoterpenos, monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos, ndo tendo sido
identificado nenhum sesquiterpeno oxigenado. Segundo a consulta bibliografica
efectuada, Tabela 6, pode verificar-se que no 6leo essencial da E. arvence foram
identificados 10 compostos terpénicos em Cyo e Cy5 Destes 10 compostos identificados
no oleo, dois deles foram, também, identificados neste estudo, na planta seca: 0 a-

copaeno e o 1,8-cineole.
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Figura 17: Compostos mono e sesquiterpenicos presentes nas folhas da E. arvence, planta seca e
respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.

Foram identificados 28 compostos terpénicos em Cyp e Ci5 nas folhas da G.
purpureum (Figura 18), tendo sido a sua maioria identificada na planta seca. O
composto terpénico mais abundante identificado nesta planta foi a canfora, tal como na
C. nobile. Nas folhas da G. purpureum a canfora foi identificada na planta seca e
encontra-se com uma area cromatografica de aproximadamente 2000 x 10 unidades
arbitrérias. Para a respectiva infusdo, o composto maioritario identificado foi o B-
ciclocitral. Nesta planta a maioria dos compostos identificados foram monoterpenos
oxigenados e logo de seguida foram os sesquiterpenos. Relativamente a pesquisa
bibliogréafica efectuada para as folhas da G. purpureum verificou-se que ndo ha qualquer

referéncia de compostos terpénicos em Cyg € Cys.
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Figura 18: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da G. purpureum, planta seca e
respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.

Com base na Figura 19, pode verificar-se que o H. androsaemum apresenta alguns
compostos terpéenicos com areas cromatograficas bastante elevadas como € o caso do B-
cariofileno, que é o composto mais abundante (aproximadamente 25000 x 10° unidades
arbitrérias) na planta seca. O B-cariofileno é também o segundo composto com maior
area cromatografica no caso das folhas da G. purpureum. Para a respectiva infuséo, o
composto identificado que apresentou uma maior area cromatografica foi o p-cimeno.
Para esta planta foram identificados 29 compostos terpénicos em Cyg e Cys, Vverifica-se,
também, que foram identificados mais compostos na planta seca do que na respectiva

infusdo. Os sesquiterpenos sdo a familia de compostos que se encontra em maior
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namero nas folhas do H. androsaemum. Varios sdo os compostos que foram
identificados no Oleo essencial, Tabela 6, e que também foram identificados neste
estudo com as folhas do H. androsaemum, tais como: espatulenol, trans-cariofileno,
limoneno, aromadendreno, allo-aromadendreno, éxido de cariofileno, a-calacoreno, a-
copaeno, B-selineno, p-cimeno, 8-cadineno, B-elemeno e B-cariofileno. No caso do 6leo
essencial a familia que apresentou um maior numero de compostos identificados foi,

também, a familia dos sesquiterpenos.
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Figura 19: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas do H. androsaemum, planta seca e
respectiva infusdo, em fungdo da area expressa em unidades arbitrarias.

65



4. Resultados e Discussao

y-Terpineno ) ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Calameneno y-Terpineno | | | | | |
Mirtenal Calam_eneno ! ! ! ! ! !
. Mirtenal & | | l l l i
p-Pineno B-Pineno | | | | | |
Pinocarveol Pinocarveol ! ! ! ! ! !
Piperitona Piperitona : : : : : :
d-Terpineol 3-Terpineol | | | | | |
Mirtenol Mirtenol i i i l l l
a-Terpineol o-Terpineol | ! ! ! ! ! !
4-Terpineol 4-Terpineol | | | | | i i
Canfeno Canfeno | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Verbenona Verbenona | 3 3 3 3 3 3
Piperitenona Piperitenona | | | | | | |
Carvacrol | | i i | |
Carvacrol . 1 i | | i | |
. Limoneno ! ! ! ! ! !
Limoneno Cimeneno | ‘ : : : ! !
Cimeneno carveol | l l l l l
) Carveol Oxido de cariofileno i i i i i
Oxido de cariofileno Carvona ! ! ! ! !
Carvona -Zimeno-8-ol 1 | | i i
p-Cimeno-8-ol p-Cadineno | ‘ 3 3 3 3 3
B-Cadineno Cuminal ————————pm ! ! ; !
Cuminal CL{minOl | - - |==—|3 3 3
p-CimenO omeo T i i t t t 1‘
Borneol 0 100 200 300 400 500 600
1,8-Cineole
Céanfora ! ! ! ! ! ! !
5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

Areacromatograficax 105 (u.a.)

® planta Oinfusdo

Figura 20: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da L. angustifolia, planta seca e
respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.

Foram identificados varios compostos terpénicos em Cyo € em Cys nas folhas da L.
angustifolia, quer para a planta seca quer para a respectiva infusdo. No total foram
identificados 27 compostos sendo a cénfora e o 1,8-cineole os compostos que
apresentam uma maior area cromatogréafica para a planta seca. Relativamente a infuséo
0S compostos que apresentaram uma maior area cromatografica foi o cuminol e o
cuminal. A grande maioria dos compostos identificados sdéo monoterpenos oxigenados
quer na planta seca quer na respectiva infusdo. Segundo a andlise da Tabela 6 pode
verificar-se que varios dos compostos referidos na bibliografia foram, também,
identificados nesta analise tais como: B-pineno, limoneno, y-terpineno, p-cimeno, 1,8-
cineole, canfora, 4-terpienol, a-terpineol e borneol. Foram analisadas diversas plantas

pertencentes a mesma familia, por exemplo a familia Lamiaceae pertence a L.
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angustifolia, a M. officinalis, o M. pulegium, a M. viridis e o R. officinalis. De seguida
encontram-se as figuras referentes a composicao terpénica em Cyo e Cy5 para as restantes

plantas pertencentes a esta familia.

1,8-Cineole
1,8-Cineole

Piperitenona o
Piperitenona

Mentona

Mentona

OXidO de cariofileno OXidO de cariofileno

Linalol Linalol

Acido geranico Acido geranico

p-Cimeno p-Cimeno
B-Ciclocitral B-Ciclocitral
Cimeneno Cimeneno
. Mirceno
Mirceno )
Geraniol
Geraniol . 1
Citronelol —n
Citronelol Pulegona
Pulegona Isopulegol
Isopulegol Neral
Neral
0 200 400 600 800 1000 1200
Geranial
Citronelal 1 | | | | | | |

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000

Areacromatograficax 10° (u.a.)
H planta Oinfusdo

Figura 21: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da M. officinalis, planta seca e
respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.

A M. officinalis pertence, também, a familia Lamiaceae e apresenta um menor
nimero de compostos comparando com a L. angustifolia anteriormente analisada. Nesta
planta foram identificados 17 compostos terpénicos em Cyo € Cys, sendo o citronelal o
composto maioritario identificado na planta seca e o geranial 0 composto maioritario
identificado na respectiva infusdo. O maior nuimero de compostos terpénicos
identificados nas folhas da M. officinalis corresponde aos monoterpenos oxigenados.

Segundo a analise da Tabela 6 pode verificar-se que alguns dos compostos referidos na
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bibliografia foram, também, identificados nesta andlise tais como: p-cimeno, citronelal,

linalol, isopulegol, neral, geranial, citronelol, geraniol e 0 a-humuleno.
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Figura 22: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas do M. pulegium, planta seca e
respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.

Nas folhas do M. pulegium, Figura 22, foi identificado o composto (a pulegona) que
apresentou a maior area cromatografica de todas as plantas analisadas (planta seca e
infusdo). A pulegona apresenta uma éarea cromatogréafica de 37000 x 10 unidades
arbitrarias, sendo o composto maioritario presente nas folhas do M. pulegium, quer na
planta seca quer na sua respectiva infusdo. Contudo na infusdo a area cromatografica
obtida para a pulegona foi muitissimo inferior a obtida para a planta seca. Outros
compostos como a mentona e 0 neo-mentol encontram-se, também, com elevadas areas
cromatograficas na planta seca, enquanto que na infuséo a piperitenona foi 0 composto

identificado com uma maior area cromatografica. No total, para o M. pulegium foram
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identificados 18 compostos terpénicos em Cio e Cys, Sendo na sua maioria compostos

monoterpénicos oxigenados. Segundo a anélise da Tabela 6 pode verificar-se que varios

dos compostos referidos na bibliografia foram, também, identificados nesta analise tais

como: B-pineno, limoneno, p-cimeno, mentona, mentofurano, isopulegona, pulegona,

piperitona, piperitenona, a.-humuleno e o 6xido de cariofileno.
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Figura 23: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da M. viridis, planta seca e
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Na Figura 23, encontram-se representados 0s compostos terpenicos presentes nas
folhas da M. viridis, sendo a M. viridis, também, da familia Lamiaceae. O composto
maioritario aqui presente é a carvona que também se encontra presente nas folhas do M.
pulegium e nas folhas da L. angustifolia, mas ndo como composto maioritario. A
carvona apresenta-se como 0 composto maioritario quer para a planta seca quer para a
respectiva infusdo. Foram identificados 29 compostos terpénicos em Cyo e Cys, sendo na
sua grande maioria compostos monoterpénicos oxigenados e sesquiterpenos.
Relativamente a pesquisa bibliografica efectuada para as folhas de M. viridis (Tabela 6)

verificou-se que ndo ha qualquer referéncia de compostos terpénicos em Cyg e Cys.
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Figura 24: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas do R. officinalis de Aveiro e de
Pombal, planta seca e respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.

Na Figura 24 encontra-se representado as folhas de R. officinalis proveniente de
Pombal e de Aveiro. O composto maioritario identificado foi o 1,8-cineole quer para a

infusdo do R. officinalis de Pombal e de R. officinalis de Aveiro. Para o caso da planta
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seca verifica-se que 0 composto terpénico que apresentou uma maior area
cromatogréfica foi o mirceno, encontrando-se em maior quantidade na planta seca de
Pombal. Foram identificados 50 compostos terpénicos em Cig e Cis, predominando
essencialmente monoterpenos oxigenados. Segundo a analise da Tabela 6 pode
verificar-se que varios dos compostos referidos na bibliografia também foram
identificados nesta andlise tais como: a-pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, 8-3-careno,
p-cimeno, 1,8-cineole, cénfora, linalol, fenchol, 4-terpineol, o-terpineol, borneol,

verbenona, carvona, mirtenol, p-cimeno-8-ol, isoborneol, a-copaeno e a-humuleno.
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Figura 25: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes na inflorescéncia da P. tridentatum, planta seca
e respectiva infusdo em fungdo da &rea expressa em unidades arbitrarias.

Para a inflorescéncia da P. tridentatum so0 foram identificados 9 compostos
terpénicos em Cyo e Cy5 e todos eles apresentaram areas cromatograficas muito baixas,
ndo ultrapassando as 40 x 10” unidades arbitrarias. O composto maioritério identificado
quer para a planta seca quer para a sua respectiva infusdo foi a carvona. Os
monoterpenos oxigenados e 0s sesquiterpenos nao oxigenados foram as Unicas familias
de compostos terpénicos em Cjg e Cys5 identificados nesta planta. Segundo a analise da
Tabela 6 pode verificar-se que s0 o 1,8-cineole referido na bibliografia para o oleo
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essencial é que coincide com os compostos identificados para a planta seca e respectiva
infusdo da inflorescéncia da P. tridentatum.

p-Cimeno 3 p-Cimeno H—ii i i i i i
] | canvona _ |
Carvona 0 5 10 15 20 25 30

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
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Figura 26: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da M. sylvestris, planta seca e
respectiva infusdo, em fun¢do da area expressa em unidades arbitrarias.

A M. sylvestris foi a planta analisada que apresentou um menor ndmero de
compostos terpénicos em Cyo e Cys. Foram identificados simplesmente 2 compostos a
carvona (monoterpeno oxigenado) na planta seca e 0 p-cimeno (monoterpeno ndo
oxigenado) na respectiva infusdo, ambos 0Ss compostos apresentam areas
cromatograficas muito reduzidas, néo ultrapassando as 25 x 10 unidades arbitrarias.
Relativamente a pesquisa bibliografica efectuada para as folhas da M. sylvestris

verificou-se que ndo ha qualquer referéncia de compostos terpénicos em Cyg € Cys.
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Figura 27: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas do E. globulus, planta seca e
respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.
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Na Figura 27, referente as folhas do E. globulus, pode verificar-se que esta é uma
das plantas para a qual foram identificados um maior nimero de compostos terpénicos
em Cjyo e Cy5, num total de 68 compostos. Pode verificar-se que os dois compostos
maioritarios sdo o allo-aromadendreno e o 1,8-cineole com aproximadamente
27000x10° unidades arbitrarias, isto para a planta seca. Relativamente & infusdo o
composto que se apresenta em maior quantidade é o 1,8-cineole, tal como acontece na
infuséo do R. officinalis de Pombal e de Aveiro. Nas folhas do E. globulus, planta seca e
respectiva infusdo, foram identificados essencialmente compostos sesquiterpénicos nao
oxigenados. Ao analisar a Tabela 6, relativa a composicao terpénica em Cyg e Cys,
presente no Oleo essencial das folhas do E. globulus, verifica-se que alguns dos
compostos referidos coincidem com os apresentados na Figura 27, tais como:

o-, B-pineno, limoneno, p-cimeno, 1,8-cineole, 4-terpineol, aromadendreno, ledol e

espatulenol.
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Figura 28: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da O. europaea, planta seca e
respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.
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Nas folhas de O. europaea, Figura 28, 0s 2 compostos terpénicos mais abundantes
sdo a pulegona e a mentona, tal como acontece com o M. pulegium. Poucos foram os
compostos identificados para a infusdo e estes apresentaram uma &rea cromatogréafica
bastante reduzida. Para as folhas de O. europaea foram identificados 16 compostos
terpénicos em Cyp € Cys, Sendo na sua maioria compostos monoterpénicos oxigenados e
sesquiterpenos ndo oxigenados. Relativamente a composicao terpénica referida para o
6leo essencial das folhas de O. europaea (Tabela 6) verifica-se que sé dois dos

compostos referidos coincidem com os apresentados na Figura 28, 0 a-copaeno ¢ o f3-

cariofileno.
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Figura 29: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da C. citratus, planta seca e
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respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.

Nas folhas da C. citratus foram identificados 16 compostos terpénicos em Cyg e Cys,

Pela anéalise da Figura 29 verifica-se que o composto maioritario € o geranial quer para a
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planta seca, quer para a respectiva infusdo e que esta planta apresentou essencialmente
na sua composicdo compostos monoterpénicos oxigenados. Segundo a consulta
bibliografica efectuada, Tabela 6, pode verificar-se que no 6leo essencial das folhas da
C. citratus foram identificados 19 compostos terpénicos em Cyo e Cis Destes 19
compostos identificados no 6leo essencial, nove deles foram, também, identificados na
planta seca e respectiva infusdo: mirceno, p-cimeno, ocimeno, linalol, neral, geranial,

citronelol, nerol e o geraniol.
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a-Terpineol a-Terpineol === i i i i
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Figura 30: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas Z. mays (estigma), planta seca e respectiva
infusdo, em fungdo da area expressa em unidades arbitrarias.

As Z. mays (Figura 30) e a C. citratus (Figura 29) analisada anteriormente
pertencem a mesma familia: Poaceae. Pode verificar-se que quer nas folhas da C.
citratus quer no estigma das Z. mays, o composto maioritario identificado foi o geranial,
contudo este composto apresenta uma area cromatografica superior nas Z. mays.
Verifica-se, também, no estigma das Z. mays que soO foi identificado um composto na
planta seca, o geranial e que num total foram identificados 8 compostos terpénicos em
Cio e Ci5 sendo a sua maioria monoterpenos oxigenados. Segundo a consulta
bibliografica efectuada, Tabela 6, pode verificar-se que no éleo essencial do estigma das
Z. mays foram identificados 23 compostos terpenicos em Cyg e Cy5. Destes 23 compostos
identificados no oOleo essencial, dois deles foram também identificados na planta seca e

respectiva infusdo: a canfora e o a-terpineol.
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Figura 31: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas do C. oblonga, planta seca e
respectiva infusdo em funcéo da &rea expressa em unidades arbitrarias.

Para as folhas do C. oblonga, Figura 31, foram identificados 8 compostos
terpénicos em Cy e Cys, sSendo a pulegona e a mentona 0s compostos mais abundantes
relativamente a infusdo, o limoneno é o composto que se apresenta com uma maior area
cromatografica em relacdo as folhas de C. oblonga secas. A maioria dos compostos
identificados nesta planta sdo monoterpenos oxigenados. Relativamente a pesquisa
bibliografica efectuada para as folhas do C. oblonga verificou-se que ndo ha qualquer

referéncia de compostos terpénicos em Cyg € Cys.
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Figura 32: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da E. japonica, planta seca e
respectiva infusdo, em fungéo da &rea expressa em unidades arbitrrias.

Nas folhas da E. japonica foram identificados 6 compostos terpénicos em Cyg € Cys.
Apenas foi identificado um composto para a infusdo, o p-cimeno. O composto mais
abundante identificado para a planta seca foi o0 1,8-cineole, cuja area cromatografica nao
ultrapassou as 250 x 10 unidades arbitrarias. Dos 6 compostos identificados, 4 deles
sdo monoterpenos ndo oxigenados. Relativamente a pesquisa bibliografica efectuada
para as folhas da E. japonica (Tabela 6), verificou-se que ndo ha qualquer referéncia de

compostos terpénicos em Cyg € Cys.
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Figura 33: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da R. ulmifolius, planta seca e
respectiva infusdo, em funcéo da &rea expressa em unidades arbitréarias.

Na Figura 33, encontram-se representados 0s compostos terpénicos em Cip € em
Cys para as folhas da R. ulmifolius, quer para a planta seca, quer para a respectiva
infusdo. Foram identificados 6 compostos terpénicos (maioritariamente monoterpenos),
sendo as areas cromatograficas mais abundantes na planta seca. O composto que
apresentou uma maior area cromatografica foi o linalol, apresentando cerca de 250 x 10
> unidades arbitrarias. Relativamente & pesquisa bibliografica efectuada para as folhas
da R. ulmifolius verificou-se que ndo ha qualquer referéncia de compostos terpénicos

em Cqg e Cys.
As 3 plantas referidas anteriormente (C. oblonga, E. japonica e a R. ulmifolius)

pertencem a mesma familia — Rosaceae. Estas plantas apresentam em comum o

limoneno e o p-cimeno, mas os compostos maioritarios diferem entre elas.
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Figura 34: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas do C. limon planta, seca e respectiva
infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.
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Figura 35: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da C. sinensis, planta seca e
respectiva infusdo, em funcéo da area expressa em unidades arbitréarias.

Os compostos terpénicos em Cyp e Cy5 das folhas do C. limon e da C. sinensis
encontram-se representados na Figura 34 e Figura 35 respectivamente e estas plantas
pertencem a mesma familia (Rutaceae). Verifica-se que 0s compostos maioritarios ndo

sdo exactamente 0s mesmos nas duas plantas, mas muitos dos compostos presentes
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numa planta também se encontram noutra, como é o caso do limoneno, B-cariofileno, p-
pineno, B-bisaboleno, B-ocimeno, sabineno, entre outros. Os compostos maioritarios
presentes nas folhas do C. limon s&o o limoneno, B-cariofileno e o B-pineno, enquanto
que nas folhas da C. sinensis sdo o linalol, B-elemeno e o sabineno. Para as folhas do C.
limon foram identificados 59 compostos (maioritariamente monoterpenos oxigenados),
enquanto que para as folhas da C. sinensis foram identificados 40 compostos
(essencialmente monoterpenos). Relativamente a pesquisa bibliogréfica efectuada para
0 Oleo essencial presente nas folhas de C. limon e de C. sinensis verificou-se que ndo ha

qualquer referéncia de compostos terpénicos em Cyg e Cis.
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Figura 36: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da P. judaica, planta seca e
respectiva infusdo, em funcdo da area expressa em unidades arbitrarias.

Nas folhas da P. judaica, Figura 36, foram identificados poucos compostos
terpénicos em Cyo € Cis5 (10 compostos), sendo 0s compostos sesquiterpénicos 0s
predominantes. O p-cimeno foi o Unico composto identificado na infusdo e apresenta
uma area cromatografica muito reduzida. A carvona foi 0 composto maioritario
identificado na planta seca, apresentando uma area cromatografica de aproximadamente
350 x 10" unidades arbitrérias. Relativamente & pesquisa bibliogréfica efectuada para as
folhas da P. judaica (6leo essencial) verificou-se que ndo ha qualquer referéncia de

compostos terpénicos em Cyg € Cis.
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Figura 37: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da U. membranacea, planta seca e
respectiva infusdo, em fungéo da area expressa em unidades arbitrarias.

Na P. judaica (Figura 36) e na U. membranacea (Figura 37), foram identificados
poucos compostos terpénicos e os que foram identificados apresentam uma area
cromatografica bastante baixa comparando com outras plantas j& analisadas. Estas 2
plantas pertencem a mesma familia: Urticaceae, mas sé apresentam dois compostos em
comum, o 1,8-cineole e 0 p-cimeno. A U. membranacea apresenta apenas 4 compostos
terpénicos em Cyo e Cy5 (Mmonoterpenos oxigenados e ndo oxigenados) sendo o 1,8-
cineole o composto mais abundante. Relativamente a pesquisa bibliografica efectuada
para as folhas da U. membranacea (6leo essencial) verificou-se que ndo ha qualquer

referéncia de compostos terpénicos em Cyg € Cys.
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Figura 38: Compostos mono e sesquiterpénicos presentes nas folhas da A. triphylla de Aveiro e de
Pombal, planta seca e respectiva infusdo, em fungéo da area expressa em unidades arbitrarias.
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A A. triphylla de Aveiro e Pombal encontram-se representadas na Figura 38. Sendo
a mesma planta e variando simplesmente o local de colheita, estas apresentam o0s
mesmos compostos maioritarios: o geranial e o a-curcumeno, relativamente a planta
seca. A restante composicdo terpénica identificada, também €, de uma forma geral,
semelhante entre elas, contudo a area cromatografica obtida para a planta seca é
superior a obtida para a respectivas infusdes. Verifica-se, também, que as folhas da A.
triphylla (planta seca) proveniente de Pombal apresentam éareas cromatogréaficas
superiores as folhas da planta seca proveniente de Aveiro. Nesta planta foram
identificados 65 compostos, entre os quais predominam 0s compostos monoterpénicos
oxigenados quer para na planta seca quer para na infusdo. No 6leo essencial das folhas
da A. triphylla, segundo a pesquisa efectuada (Tabela 6) foram identificados 41
compostos. Ao comparar com 0s resultados obtidos para a planta seca e infusdo
verificou-se que coincidem 27 compostos: a-, B-pineno, sabineno, mirceno, limoneno,
y-terpineno, p-cimeno, 1,8-cineole, hidrato sabineno, linalol, 4-terpineol, neral, o-
terpineol, piperitona, geranial, nerol, geraniol, a-copaeno, a-cedreno, B-cubebeno, o-
bergamoteno, «-zingibereno, 3-cadineno, o-curcumeno, cadina 1,4 dieno, o0xido de

cariofileno e espatulenol.

4.3 Estudo das principais fontes de variabilidade entre as plantas
analisadas através da andlise dos componentes principais (PCA)

A andlise dos componentes principais (PCA) foi usada para estudar as principais
fontes de variabilidade e para estabelecer relagdes entre as diferentes plantas estudadas
neste trabalho. Esta andlise foi efectuada com base na composicéo e sesquiterpénica

presente em cada planta, quer para a planta seca quer para a respectiva infusao.

4.3.1. Estudo das principais fontes de variabilidade para a planta seca através da
analise dos componentes principais (PCA)

Procedeu-se a uma analise em PCA, de forma a avaliar as principais fontes de
variabilidade associadas as 28 amostras em estudo, tendo em conta os dados obtidos
relativos aos compostos terpénicos em Cio € Cys. Esta analise PCA envolveu 128

compostos terpénicos em Cyg € Cys, tendo sido efectuadas 3 réplicas por planta.
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Figura 39: PC1 x PC2 gréfico de dispersdo das coordenadas factoriais para as diferentes espécies das
plantas secas analisadas.

De acordo com PC1 x PC2 as amostras organizam-se em grupos e verifica-se que
essa organizagéo é explicada basicamente por 6 compostos: carvona, B-cariofileno, 1,8-
cineole, limoneno, a-curcumeno e geranial. A PCA mostrou que a primeira componente
principal (PC1) explica 17% da variancia total dos dados, e a segunda componente
principal explica 14%. As componentes principais 1 e 2 explicam 31% da variancia total
dos dados, em que a primeira componente principal agrupa as plantas que apresentam a
carvona como composto maioritario, ou seja a M. viridis, P. tridentatum, P. judaica e a
M. sylvestris (PC1 negativo). Esta componente agrupa, também, no PC1 positivo as
amostras que contém 1,8-cineole e o limoneno e as amostras que contém o a-curcumeno
e o geranial. Pode verificar-se no grafico PC1 x PC2 (Figura 39), que no PC2 negativo
encontram-se agrupadas as seguintes plantas: A. triphylla de Aveiro e de Pombal, C.
citratus, E. arvence e Z. mays, formando um grupo, sendo o geranial 0 composto

responsével por esta organizacao.
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Verifica-se, também, no PC2 negativo a formacdo de um outro grupo referente ao
a-curcumeno que abrange as seguintes plantas: A. triphylla de Aveiro e de Pombal, E.
arvence, C. nobile dos Acores e da Madeira. No PC1 negativo, para além das plantas
que apresentam a carvona como composto maioritario, verificam-se, também, duas
plantas (G. purpureum e H. androsaemum) cujo composto responsavel pela sua juncéo é
o PB-cariofileno. No PC1 positivo encontram-se Vvérias plantas agrupadas, em que 0s
compostos terpénicos responsaveis pela sua jun¢do sdo o 1,8-cineole e o limoneno. O C.
oblonga, S. nigra, U. membranacea, E. japonica e C. limon encontram-se agrupados
devido a estas plantas apresentarem o limoneno como o composto maioritario. O D.
kaki, R. officinalis de Aveiro e Pombal, E. globulus, L. angustifolia, O. europaea, C.
sinensis e R. ulmifolius formam um outro grupo, sendo o 1,8-cineole responsavel por
esta juncdo. Pode verificar-se que a A. triphylla de Aveiro e a de Pombal encontram-se
bastante proximas no PC2 negativo, sendo 0s compostos maioritarios entre estas duas
amostras sdo comuns (geranial e a-curcumeno). A C. nobile dos Acores e da Madeira,
também estdo relativamente préximas no PC2 negativo, o que significa que as suas
composigdes sdo bastante semelhantes. Estas amostras encontram-se no grupo relativo
ao a-curcumeno onde também esta a E. arvence e a A. triphylla de Aveiro e Pombal. O
R. officinalis de Aveiro e de Pombal também se encontram bastante proximos no PC2
positivo, 0 que era de esperar ja que pertencem a mesma familia e espécie. O C.
oblonga e a E. japonica também se encontram bastante proximos no PC2 positivo e
ambos pertencem & mesma familia: Rosaceae, tal como a R. ulmifolius, mas esta
encontra-se um pouco mais afastada das outras duas plantas da mesma familia. Quanto a
familia Poaceae foram aqui estudadas duas plantas: as Z. mays e a C. citratus. De
acordo com a analise PCA efectuada, verifica-se que estas duas plantas se encontram
muito proximas no PC2 negativo. A L. angustifolia e o R. officinalis pertencem a
mesma familia (Lamiaceae) e encontram-se ambas no PC2 positivo. Quanto a M. viridis
(familia Lamiaceae) encontra-se junto a M. sylvestris, P. tridentatum e P. judaica, sendo
a carvona o composto responsavel pela sua juncéo.

De uma forma geral, verificou-se a formacgéo de grupos de espécies de plantas secas
devido aos seus compostos terpénicos maioritarios e em alguns casos verificou-se,
também, que plantas pertencentes a mesma familia e plantas pertencentes a mesma

espécie também se agrupam.
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4.3.2. Estudo das principais fontes de variabilidade para as infusdes através da

analise dos componentes principais (PCA)

Relativamente as infusdes relativas as 28 amostras de plantas secas procedeu-se,

também, a uma analise dos componentes principais

que envolveu a analise de 76

compostos terpénicos em Cyg e Cys, tendo sido efectuadas 3 réplicas para cada infusao.

A PCA mostrou que a primeira componente principal (PC1) explica 22% da variancia

total dos dados e a segunda componente principal explica 16%.
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Figura 41: PC1 x PC2 grafico de dispersdo das coordenadas factoriais para as diferentes infusdes das
espécies das plantas analisadas.
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Pelos gréficos das coordenadas factoriais (Figura 41) e das contribui¢fes factoriais
(Figura 42) pode observar-se a existéncia da formacdo de grupos entre as infusbes das
plantas, cuja organizacao é explicada basicamente por 4 compostos: p-cimeno, 1,8-cineole,
geranial e neral. As componentes principais 1 e 2 explicam 38% da variancia total dos
dados. Através das contribuicGes factoriais pode verificar-se que no PC1 negativo
encontram-se varias espécies de plantas (U. membranacea, E. japonica, M. sylvestris, E.
arvence, H. androsaemum, R. ulmifolius, D. kaki, G. purpureum e O. europaea) agrupadas
devido a presenca do monoterpeno p-cimeno. Pode verificar-se no grafico PC1 x PC2
(Figura 41) que no PC2 negativo encontram-se agrupadas as seguintes plantas: C. limon, A.
triphylla de Aveiro e de Pombal, M. officinalis e C. citratus, sendo o geranial e o neral os
compostos responsaveis por esta juncdo. As restantes plantas encontram-se principalmente
no PC2 positivo, devido a presenca do 1,8-cineole, canfora, carvona e pulegona. As
espécies de plantas que apresentam maioritariamente na sua composi¢do 1,8-cineole
encontram-se agrupadas, tal como, as plantas que contém maioritariamente geranial e
neral. Pode verificar-se que a A. triphylla de Aveiro e de Pombal encontram-se bastante
préximas, tal como acontece na planta seca (Figura 39). O mesmo acontece com a C.
nobile dos Acores e da Madeira, também estdo bastante préximas, o que significa que as
suas composicOes sdo bastante semelhantes. A L. angustifolia, M. officinalis, M. pulegium,
M. viridis e o R. officinalis de Aveiro e de Pombal pertencem a mesma familia, logo a sua
localizacdo no grafico deve ser proxima. A L. angustifolia, o M. pulegium, a M. viridis, R.
officinalis de Aveiro e Pombal e o E. globulus encontram-se agrupados porque o 1,8-
cineole é o composto maioritario nestas plantas. A M. officinalis encontra-se no PC2
negativo junto & A. triphylla e & C. citratus. Estas plantas encontram-se agrupadas uma vez
gue o composto que contém em maior abundancia é o geranial e o neral. A M. officinalis

para além de conter o geranial apresenta também o 1,8-cineole em menores quantidades.

4.4 Avaliacdo da actividade anti-oxidante pelo método do DPPH’

Foi avaliada a actividade anti-oxidante das infusdes das plantas seleccionadas atraves
do método DPPH’. Depois de preparadas as infusdes, utilizando 3,75 g de cada amostra
procedeu-se a liofilizacdo das amostras. A massa de extracto obtida para cada amostra

encontra-se mencionada na Tabela 14, tal como a massa de residuo liofilizado por grama
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de planta utilizada. Relativamente & massa de residuo liofilizado por grama de planta
utilizada, verifica-se que os valores encontram-se entre 0,079 e 0,275 correspondendo as Z.

mays e ao H. androsaemum, respectivamente.

Tabela 14: Massas de extracto obtido e de residuo por grama de planta utilizada.

Espécie Massa de extracto obtido (g)” Residuo/planta (m/m)”~

S. nigra 0,747 0,199
C. nobile Acores 0,537 0,143
C. nobile Madeira 0,415 0,111
D. kaki 0,298 0,080
E. arvence 0,675 0,180
G. purpureum 0,702 0,187
H. androsaemum 1,028 0,274
L. angustifolia 0,626 0,167
M. officinalis 0,712 0,190
M. pulegium 0,893 0,238
M. viridis 0,760 0,203
R. officinalis Aveiro 0,327 0,087
R. officinalis Pombal 0,380 0,101
P. tridentatum 0,561 0,150
M. sylvestris 0,708 0,189
E. globulus 0,433 0,116
O. europaea 0,417 0,111
C. citratus - -

Z. mays 0,297 0,079
C. oblonga 0,467 0,125
E. japonica 0,360 0,096
R. ulmifolius 0,599 0,160
C. limon 0,729 0,194
C. sinensis 0,778 0,207
P. judaica 0,787 0,210
U. membranacea 0,732 0,195
A. triphylla Aveiro 0,747 0,199
A. triphylla Pombal 0,359 0,096

" Massa total de extracto seco obtido a partir de 7,35g de planta
Massa de residuo seco (g) por grama de planta
Para a C. citratus ndo foi avaliada a actividade anti-oxidante devido & escassez de planta para a analise.

Prepararam-se diferentes soluces de DPPH’® em metanol, numa gama de
concentragfes compreendida entre 20 uM e 140 uM, de forma a fazer uma curva de
calibracdo para o DPPH",

Procedeu-se a realizacdo de um grafico das absorvéancias registadas em funcédo de cada
concentracdo analisada, obtendo-se deste modo a curva de calibragdo. Verifica-se pela

andlise da Figura 43, que a recta apresenta uma correlacdo de 0,9972.
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Figura 43: Curva de Calibragdo do DPPH’

Efectuaram-se graficos de percentagem de DPPH’ restante em fungdo do tempo de
reaccao para cada extracto analisado, tendo em conta a absorvancia do tempo zero (t=0) e 0
valor de absorvancia medida no decurso da reaccéo. Procedeu-se, também, a realizacdo de
graficos de percentagem DPPH restante em funcdo da concentracdo de cada extracto,
sendo determinado o valor do ECs. A titulo de exemplo na Figura 44 encontra-se o gréafico
referente a cinética da reaccao para a amostra A. triphylla de Pombal e o gréfico relativo a
percentagem de DPPH’ restante em funcdo da concentracdo de extracto. Em anexo
encontram-se representados o0s graficos obtidos relativamente as restantes plantas
analisadas.

Para o caso da amostra A. triphylla de Pombal foram efectuadas 6 concentracdes
diferentes (50, 200, 400, 600, 800 e 1050 mg/L) a partir do extracto obtido da planta. Foi
estudado o comportamento cinético utilizando varias concentracdes de modo a obter
curvas acima e abaixo de 50% de DPPH’ restante. A partir da equacdo obtida no grafico da
percentagem de DPPH’ restante em funcdo da concentracdo de extracto (Figura 44-B)
calculou-se 0 ECsp. Relativamente a A. triphylla de Pombal o ECs, obtido foi de 493,3
mg/L, ou seja, é necessaria uma concentracdo de 493,3 mg/L para reduzir para 50% a

concentracéo inicial de DPPH".
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Figura 44: A- Comportamento cinético da infusdo da A. triphylla de Pombal; B- Inibi¢cdo do DPPH" por
solucdes de diferentes concentracBes de extracto da A. triphylla de Pombal (180 min).

De forma a calcular a eficiéncia anti-radicalar (AE) utilizou-se a seguinte equacao
matematica: AE = 1/ECs,. Aplicando a amostra A. triphylla de Pombal a equacdo
matematica obteve-se o valor relativo & eficiéncia anti-radicalar, 20,3x10™ sendo
considerada a sua cinética lenta, isto porque é inferior a 1x10°°,

Passando a analise da Tabela 17, que inclui os dados relativamente as 27 amostras
analisadas, verificou-se que as infusGes das plantas analisadas apresentam uma cinética

lenta ou intermédia e os valores obtidos para 0 ECs, variam entre 210,8 e 11882,6 mg/L

(Tabela 15).
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Tabela 15: Valores de ECsp, AE e respectiva classificacdo da cinética para as diferentes plantas.

Planta ECso (mg/L) AE (x10) Classificacao da cinética
S. nigra 662,6 15,1 Intermédia
C. nobile Agores 1296,2 7,7 Lenta
C. nobile Madeira 1264,7 7,9 Lenta
D. kaki 782,2 12,8 Intermédia
E. arvence 472,6 21,2 Intermédia
G. purpureum 210,8 47,4 Intermédia
H. androsaemum 245,6 40,7 Intermédia
L. angustifolia 725,8 13,8 Intermédia
M. officinalis 371,5 26,9 Intermédia
M. pulegium 4959 20,2 Intermédia
M. viridis 499,1 20,0 Intermédia
R. officinalis Aveiro 312,9 32,0 Intermedia
R. officinalis Pombal 294,0 34,0 Intermedia
P. tridentatum 462,2 21,6 Intermedia
M. sylvestris 5360,3 1,9 Lenta
E. globulus 277,1 36,1 Intermédia
O. europaea 869,3 11,5 Intermedia
C. citratus” - - -
Z. mays 6003,6 1,7 Lenta
C. oblonga 439,3 22,8 Intermédia
E. japonica 643,3 15,5 Intermédia
R. ulmifolius 255,8 39,1 Intermedia
C. limon 2997,2 3,3 Lenta
C. sinensis 7516,0 1,3 Lenta
P. judaica 11882,6 0,8 Lenta
U. membranacea 11648,8 0,9 Lenta
A. triphylla Aveiro 1758,6 5,7 Lenta
A. triphylla Pombal 493,3 20,3 Intermédia

* Para a C. citratus ndo foi avaliada a actividade anti-oxidante devido & escassez de planta para a anélise.

A G. purpureum e 0o H. androsaemum foram as plantas que apresentaram um ECs
mais baixo, 210,8 e 245,6 mg/L respectivamente. As infusdes que apresentaram um ECsg
mais elevado foram a P. judaica e a U. membranacea com um ECs, de 11882,6 e 11648,8
mg/L respectivamente, ou seja foram as que apresentaram um menor poder anti-oxidante.
As plantas pertencentes a familia Lamiaceae (L. angustifolia, M. officinalis, M. pulegium,
M. viridis e R. officinalis) apresentaram um ECsg entre 294,0 e 725,8 mg/L correspondendo
respectivamente ao R. officinalis de Pombal e a L. angustifolia. Pode verificar-se que estas
5 plantas apresentaram valores dentro da mesma ordem de grandeza e que todas elas
apresentaram uma cinética intermédia. Relativamente a familia Poaceae (C. citratus e Z.
mays), s6 foi avaliada a actividade anti-oxidante para as Z. mays, tendo apresentado um
EC50 de 6003,6 mg/L. Para a familia Rosaceae (C. oblonga, E. japonica e R. ulmifolius)
verificou-se que o ECsy obtido para estas plantas encontra-se entre 255,8 e 643,3 mg/L.

Esta gama apresentada é da mesma ordem de grandeza das plantas da familia Lamiaceae.
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Estas trés plantas, da familia Rosaceae, apresentam uma cinética intermédia. Ambas as
plantas apresentam uma cinética lenta. A P. judaica e a U. membranacea foram as plantas
que apresentaram um ECs, mais elevado, 11882,6 e 11648,8 mg/L, respectivamente.

Ambas as plantas pertencem a familia Urticaceae e apresentam uma cinética lenta.

Foi testado o de padrao de acido galico, de forma a poder comparar o valor do ECs
com os resultados obtidos para as infusdes. Verificou-se que para o acido galico o valor
obtido para 0 ECs, foi de 49,7 mg/L e para a eficiéncia anti-radicalar obteve-se 201,0x10™.
Ou seja, comparando os valores obtidos nas infusdes analisadas com o valor obtido para o
acido galico, verifica-se que as infusdes apresentam um poder anti-oxidante muito menor
do que o do acido galico. No entanto, € de realcar que o acido galico apresenta uma
cinética muito rapida e que das plantas analisadas 18 apresentam cinética intermédia e as
restantes 9 apresentam uma cinética lenta. O facto de as plantas apresentarem uma cinética
intermédia ou lenta é um aspecto positivo, uma vez que o efeito anti-oxidante prolonga-se

durante mais tempo.*"
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Este trabalho foi realizado usando 25 espécies de plantas, que normalmente sdo
utilizadas pela populacdo Portuguesa para a preparacdo de infusbes e focou-se no
estabelecimento do perfil terpénico em Cyp e Cy5 e na avaliacdo da actividade anti-
oxidante. Numa primeira fase, foi seleccionado o tipo de revestimento de SPME mais
adequado para o estudo dos compostos terpénicos. Dos trés tipos de revestimento
estudados (PA, PDMS e DVB/CAR/PDMS), verificou-se que o DVB/CAR/PDMS foi 0
revestimento que apresentou uma maior area cromatografica e um maior nimero de
compostos identificados, com a excepcdo dos sesquiterpenos oxigenados. Como 0s
sesquiterpenos oxigenados sdo componentes minoritarios das amostras estudadas, conclui-
se que o DVB/CAR/PDMS apresenta uma maior eficiéncia extractiva relativamente aos
analitos de interesse. Com a metodologia de micro-extraccdo em fase sélida em modo de
espaco de cabeca combinado com a cromatografia em fase gasosa seguida de deteccéo por
espectrometria de massa com quadrupolo (HS-SPME/GC-gMS) obteve-se o perfil de
compostos mono e sesquiterpénicos de 25 espécies de plantas e das respectivas infusoes.
Em 3 das 25 espécies analisadas (C. nobile, R. officinalis e A. triphylla) foram estudadas
amostras de diferentes origens geograficas, o que corresponde a um total de 28 amostras.
Relativamente a composicdo terpénica em Cy € Cy5 foram identificados 128 compostos
nas plantas secas e 76 compostos nas respectivas infusdes. E importante realcar que a
metodologia utilizada permite estudar os compostos emitidos para o espago de cabeca da
planta e/ou da infusdo, mas neste Ultimo caso a presenca de agua ird ser um factor que
condiciona a libertacdo dos compostos (o qual foi parcialmente compensado pela adicdo de
sal). Assim, no caso da infusdo, é expectavel que esta seja enriquecida em compostos
soluveis em agua a quente e que, aquando da fase de SPME, os compostos que apresentam
maior solubilidade em &gua (Cyp oxigenados) migrem menos para o espaco de cabeca
comparativamente com 0s compostos com menor solubilidade.

Com recurso a andlise multivariada foram estudadas as fontes de variabilidade
relativamente aos compostos terpenicos das plantas secas e das respectivas infusdes.
Verificou-se a formagdo de grupos relacionados essencialmente com 0s compostos
maioritarios de cada espécie. Desta forma, obteve-se uma organizacdo das plantas tendo
em consideragdo que elas podem ser encaradas como fonte preferencial de determinado
tipo de composto. Assim, foram encontrados grupos de plantas de espécies que séo fonte

preferencial:
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1,8-cineole: limoneno: carvona:
D. kaki C. oblonga P. judaica
C. sinensis S. nigra P. tridentatum
E. globulus E. japonica M. viridis
L. angustifolia C. limon M. sylvestris
O. europaea U. membranacea
R. officinalis
R. ulmifolius
geranial: o.-curcumeno: p-cariofileno:
Z. mays A. triphylla H. androsaemum
C. citratus E. arvence G. purpureum
A. triphylla C. nobile
E. arvence

Na planta seca verificou-se que as folhas de L. angustifolia e de R. officinalis (Pombal
e Aveiro) sao fonte de 1,8-cineole e que ambos pertencem a familia Lamiaceae. As folhas
de C. oblonga e de E. japonica encontram-se também agrupadas, sendo fonte de limoneno
e ambas as plantas pertencem a familia Rosaceae. O estigma das Z. mays e as folhas da C.
citratus pertencem a familia Poaceae e apresentam-se como fonte de geranial.

Na analise PCA efectuada aos compostos terpénicos em Cyo e Cy5 obtidos para as
infusdes, verificou-se que as amostras se organizaram em 3 grupos, caracterizados
essencialmente pela presenca de 4 compostos (p-cimeno, 1,8-cineole, geranial e neral) e
deste modo averiguou-se quais as infusdes que sdo fonte maioritariamente dos seguintes

compostos:

1,8-cineole: p-cimeno: geranial/neral:
Z. mays G. purpureum C. citratus
C. oblonga D. kaki A. triphylla
S. nigra E. japonica C. limon
E. globulus E. arvence M. officinalis
L. angustifolia H. androsaemum
P. tridentatum O. europaea
M. viridis U. membranacea
R. officinalis M. sylvestris
C. nobile R. ulmifolius
M. pulegium

Na anéalise PCA efectuada as infus@es verificou-se que as folhas de E. japonica e de R.
ulmifolius (familia Rosaceae) sdo fonte de p-cimeno. As folhas do R. officinalis (Pombal e
Aveiro), L. angustifolia, M. viridis e M. pulegium pertencem a familia Lamiaceae e séo
fonte de 1,8-cineole. As folhas de L. angustifolia, do R. officinalis (Aveiro e Pombal)

podem ser consideradas, quer na planta seca quer na respectiva infusdo, fonte de 1,8-
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cineole. Verificou-se, também, que plantas pertencentes a mesma espécie, mas de
diferentes origens geogréficas (R. officinalis de Pombal e de Aveiro, A. triphylla de
Pombal e de Aveiro, C. nobile da Madeira e dos Acores), quer na planta seca quer na
respectiva infusdo, encontram-se agrupadas.

Relativamente a actividade anti-oxidante verificou-se que os extractos aquosos obtidos
das 27 amostras apresentam uma cinética lenta ou intermédia e que as amostras G.
purpureum e H. androsaemum foram as que apresentaram um ECso mais baixo, 210,8 e
245,6 mg/L respectivamente, ou seja possuem maior actividade anti-oxidante. As amostras
que apresentaram um ECso mais elevado foram a P. judaica e a U. membranacea com um
ECso de 11882,6 e 11648,8 mg/L, respectivamente.

Os resultados obtidos com a realizacdo do presente trabalho abrem indmeras linhas de
accdo para trabalhos futuros no sentido de valorizar estas plantas com fonte potencial de

compostos bioactivos com efeitos benéficos para a salde humana.
Trabalho Futuro:

No seguimento do trabalho realizado surgiram varias linhas de ac¢do, das quais se
enumeram as seguintes:

- estudo da influéncia das condicGes de cultivo das plantas e tratamentos pré- e pés-
colheita na composicdo terpénica e actividade anti-oxidante. Sabe-se que s&o Vérios 0s
factores que podem influenciar a composicdo das plantas, tais como: factores genéticos, o
clima, o estado de desenvolvimento da planta, o solo, as condi¢bes de cultivo e as pragas.
Além dos factores ja referidos, as condi¢cdes de secagem da planta, os tratamentos pré- e
pés- colheita com pesticidas, a trituragdo e as condi¢bes de armazenamento também
influenciam 0s compostos presentes nas plantas. Seria interessante, analisar as mesmas
plantas pertencentes a diferentes solos/locais de colheita, mantendo todos os outros
factores controlados e verificar quais as diferencas na composicao terpénica e actividade
anti-oxidante.

- caracterizacdo da composicdo quimica dos extractos aquosos que revelaram maior
actividade anti-oxidante, especialmente no que diz respeito aos compostos fenolicos.

- estabelecimento de metodologias para obtencdo de extractos enriquecidos em

compostos terpénicos, de acordo com o potencial de cada planta.
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- avaliacdo de potenciais efeitos bioldgicos de compostos e/ou extractos obtidos das

espécies estudadas.
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Figura 51: A- Comportamento cinético da infusdo do H. androsaemum; B- Inibigdo do DPPH" por
solucBes de diferentes concentragdes de extracto do H. androsaemum.
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Figura 52: A- Comportamento cinético da infusdo da L. angustifolia; B- Inibicdo do DPPH" por solugdes
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Figura 53: A- Comportamento cinético da infusdo da M. officinalis; B- Inibi¢do do DPPH" por solugdes
de diferentes concentracfes de extracto da M. officinalis.
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Figura 54: A- Comportamento cinético da infusdo do M. pulegium; B- Inibigdo do DPPH por solucées
de diferentes concentragdes de extracto do M. pulegium.
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Figura 55: A- Comportamento cinético da infusdo da M. viridis; B- Inibicdo do DPPH" por solugdes de
diferentes concentrac@es de extracto da M. viridis.
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Figura 56: A- Comportamento cinético da infusdo do R. officinalis de Aveiro; B- Inibigdo do DPPH" por
solucBes de diferentes concentracdes de extracto do R. officinalis de Aveiro.
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Figura 57: A- Comportamento cinético da infusdo do R. officinalis de Pombal; B- Inibi¢cdo do DPPH" por
solucdes de diferentes concentragdes de extracto do R. officinalis de Pombal.

135



7. Anexos

A

B

% DPPH restante

% DPPH restante

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (min)

t=[100mg/L] =@=[250mg/L] ===[375mg/L] ==[500mg/L]

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

[600mg/L] == [10000 mg/L] == [15920 mg/L]

y=-0,0917x+92,383
R?=0,99

0 100 200 300 400 500 600 700

Concentracdo (mg/L) de extracto

Figura 58: A- Comportamento cinético da infusdo da P. tridentatum; B- Inibicdo do DPPH" por solugdes
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Figura 59: A- Comportamento cinético da infusdo da M. sylvestris; B- Inibicdo do DPPH" por solugdes
de diferentes concentragdes de extracto da M. sylvestris.
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Figura 60: A- Comportamento cinético da infusdo do E. globulus; B- Inibigdo do DPPH" por soluces de
diferentes concentracdes de extracto do E. globulus.
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Figura 61: A- Comportamento cinético da infusdo da O. europaea; B- Inibigdo do DPPH’ por solucdes de

diferentes concentrac@es de extracto da O. europaea.
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Figura 62: A- Comportamento cinético da infusdo das Z. mays; B- Inibicdo do DPPH" por solugdes de
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Figura 63: A- Comportamento cinético da infusdo do C. oblonga; B- Inibigdo do DPPH"por solucdes de
diferentes concentrac@es de extracto do C. oblonga.
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Figura 64: A- Comportamento cinético da infusdo da E. japonica; B- Inibi¢do do DPPH’ por solugdes de
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Figura 65: A- Comportamento cinético da infusdo da R. ulmifolius; B- Inibigdo do DPPH" por solugfes
de diferentes concentracfes de extracto da R. ulmifolius.
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Figura 66: A- Comportamento cinético da infusdo do Limé&o; B- Inibicdo do DPPH" por soluges de
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Figura 67: A- Comportamento cinético da infusdo da C. sinensis; B- Inibi¢do do DPPH’ por solugdes de

diferentes concentracdes de extracto da C. sinensis.
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Figura 68: A- Comportamento cinético da infusdo da P. judaica; B- Inibicdo do DPPH" por solugdes de
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Figura 69: A- Comportamento cinético da infusdo da U. membranacea; B- Inibi¢do do DPPH" por
solucBes de diferentes concentracdes de extracto da U. membranacea.
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Figura 70: A- Comportamento cinético da infusdo da A. triphylla de Aveiro; B- Inibicdo do DPPH’ por
solugdes de diferentes concentragdes de extracto da A. triphylla de Aveiro.
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Figura 71: A- Comportamento cinético do acido galico; B- Inibicdo do DPPH’ por solucdes de diferentes
concentragdes de acido galico.
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