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Resumo

Este trabalho de conclusdo de curso refere-se a0 projeto de pesguisa “Dinamica de
metabolitos em variedades de Casearia sylvestris e estudos iniciais de biologia molecular
rel acionados aos genes das enzimas GGPP sintase e chiquimato desidrogenase (SDH)”, e apresenta
as atividades desenvolvidas no periodo de agosto de 2012 amaio de 2014. Foram realizadas col etas
mensais de folhas de Casearia sylvestris variedade Sylvestris e Lingua para andlise circadiana e
sazonal, utilizando método de cromatografia liquida. Além disso, foram feitos ensaios para
verificar compostos volatei s nos meses de floragéo através da cromatografia gasosa. Os resultados
obtidos demonstraram predominio de compostos diterpénicos na variedade Sylvestris e de
compostos fendlicos na variedade Lingua. A partir desses dados, foram selecionadas as amostras
obtidas nos meses de fevereiro e abril para os experimentos de analise diferencial de SDH e GGPP
sintases, umavez que entre esses meses foram observadas as diferencas mai s marcantes nos teores
de fendlicos e diterpenos. Para fevereiro verificaram-se os maiores teores para fendlicos e
diterpenos, nas duas variedades, enquanto os menores teores, também para fendlicos e diterpenos,
foram observados no més de abril. As andlises dos compostos voléteis emitidos por folhas de C.
sylvestris indicam presenca de sesguiterpenos em ambas as variedades e, também, de 2-trans-
hexenal, 3-hexen-1-ol, (E) 2-hexen-1-ol, heptan-2-ol, o-Copaeno e B-bourboneno na variedade
Sylvestris. Na amplificacdo dos genes referentes as enzimas GGPP sintase e SDH ndo foram
obtidos resultados conclusivos, apenas a PCR realizada com a enzima Phusion para o gene da
enzima SDH da variedade Lingua de C. sylvestris mostrou o aparecimento de bandas no gel de

agarose.
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1INTRODUCAO

O ritmo circadiano das plantas corresponde ao subconjunto dos ritmos biol 6gicos durante
0 periodo de 24 horas, ou sgja, um ciclo (THE PLANT CELL, 2006 apud DUNLAP et al., 2004).
O rel6gio circadiano define atemporizacéo de varios eventos transcricional s e pos-transcricionais
especificos para momentos do dia (KINMONTH-SCHULTZ et al., 2013), sendo vital para o
controle de varias atividades fisiol6gicas (KONDO e ISHIURA, 1999). Os seus componentes ndo
s80 conservados entre os reinos, sugerindo que os rel 6gios devem ter evoluido independentemente
em varias ocasides (GARDNER et al., 2006). A temporizacéo do relégio com saidas adequadas
para 0 ambiente externo permite a antecipacdo das transi¢des ambientais e a fase apropriada de
fisiologia e metabolismo, aumentando assim o bom estado e a sobrevivéncia da planta (MAS e
YANOVISKY, 2009).

O reldgio circadiano é constituido por vias de entrada de um oscilador de arrastamento do
nucleo que gerasaidas ritmicas (GARDNER et al., 2006). Asvias de entrada fazem o arrastamento
de sinais ambientais, tais como aluz e a temperatura, necessitando de mecanismos de transducéo
destes sinais para o oscilador principal. Um oscilador de niicleo que gera ritmos circadianos e as
vias de saida ritmica sdo acopladas ao oscil ador circadiano por meio de vias de transducéo. Asvias
de saida sdo por vezes definidas como processos que ndo s8o essenciais para o oscilador manter o
nucleo de oscilagbes circadianas, mas que podem influenciar as propriedades dos ritmos. Além
disso, as vias de entrada também podem influenciar as propriedades de ritmos circadianos,
incluindo periodo, fase e amplitude (MICALLEF, 2011). A Figura 1 ilustra um esquema

simplificado do rel6gio circadiano.
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FIGURA 1. Esgquemado relégio circadiano.
|

B Vias de Oscilador Vias de Atividade
— entrada & Central saida Ritmica

Luz -

Temperatura =

Fonte: Adaptado de Gardner et al., 2006

Para determinar se um dado processo € regulado pelo rel6gio endogeno, trés caracteristicas
devem ser observadas: a primeira é a persisténcia de condi¢fes ambientais constantes; a segunda
€ 0 oscilador estar em ressonancia com um ciclo ambiental, estabel ecendo com ele umarelagéo de
fase estavel e, assim, seu periodo torna-se igual ao do ciclo ambiental; e, por fim, o periodo do
ritmo enddgeno deve apresentar compensacdo atemperatura (SALLES e BUCKERIDGE, 2012).

A importanciado ritmo circadiano para plantas pode ser medida pelo fato de que diversos
aspectos do desenvolvimento estédo sob seu controle (BARAK et al., 2000). O ciclo controla a
expressao genética, a abertura dos estbmatos e o componente de tempo de fotoperiodo, que regula
a reproducdo sazonal, mas a base de sua contribuicdo para a aptiddo durante o crescimento
vegetativo permanece indeterminada (DOBB, 2005). A regulacdo circadiana de muitos aspectos
do metabolismo da planta € observada, incluindo a fotossintese, 0 metabolismo do amido, a
assimilacdo de nutrientes e o metabolismo secundério (HAYDON et al., 2013).

A base molecular da oscilacdo circadiana é fundamentada em alcgas de retroalimentagéo,
sendo que em plantas ha umaal ¢a central que gera o ritmo e duas algas de regul acéo fina, contendo
elementos negativos e positivos, abrangendo transcricdo e traducdo génicas (KONDO E
ISHIURA, 1999; SALLES E BUCKERIDGE, 2012; MICALLEF, 2011; HARMER, 2009).

A expressdo genética pode ser controlada ao nivel do DNA, RNA ou proteina. No nucleo,
os fatores de transcricdo se ligam a sequéncias de DNA, a RNA polimerase |1 é recrutada para

iniciar a transcricdo e os precursores de mMRNA sofrem reagdes de processamento, incluindo
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capeamento da extremidade 5, splicing, poliadenilacdo da extremidade 3'. Os transcritos séo
enviados ao citoplasma para a traducéo em proteinas. Esse mecanismo controla, pelo menos em
parte, a organizacéo tempora dos resultados metabolicos e atividades de desenvolvimento. No
sistema circadiano, 0 momento da transcricdo € um importante regulador das oscilacfes, pois se
sabe que genes marca-passo codificam fatores de transcricdo ou proteinas que funcionam de
alguma forma na regulacdo dos genes. Assim, genes marca-passo S0 essenciais para criagéo e
manutencdo de ritmos sob condi¢des constantes, sendo que suainativacdo geralmente leva aperda
do ritmo ou a um maior ou menor periodo, reforcando a ideia de que os ritmos baseiam-se
principalmente em loops de feedback de transcricdo e na ativago ou repressdo da expresséo
génica. O estudo da expressdo de todo o genoma ampliou a quantidade de atividades controladas
pelo reldgio, mostrando que ritmos moleculares sdo subjacentes a oscilagBes fisioldgicas
(CERMAKIAN, N. e SASSONE-CORSI, 2000; YANOVSKY e KAY, 2001, STAIGER e
GREEN, 2011).

Em plantas, metabdlitos secundérios s80 um grupo de compostos biossintetizados por
diferentes vias biogquimicas cujo contetido e regulacdo sdo fortemente suscetiveis as influéncias
ambientais e potenciais predadores de ervas naturais (PAVARINI, 2012).

A producdo desses compostos pode sofrer modificagdes de acordo com a interagdo de
processos bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos que dependem das condicdes
ambientais (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Dentre os diversos fatores que controlam a sintese
dos metabdlitos secundarios, dois efeitos distintos podem ser determinados, o abiético e o bidtico.
Efeitos abioticos incluem todos os efeitos fisicos do habitat. Ja os efeitos bidticos estéo
relacionados tanto as interagdes de plantas com micro-organismos ou aspectos fisioldgicos da

planta, como fenologiae ontogenia (PAVARINI, 2012). Gobbo-Neto e Lopes (2007) listam alguns
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dos principais fatores relacionados com os efeitos abidticos e que coordenam ou alteram o

contetdo desses metabdlitos sdo:;

Sazondidade - diferentes classes de metabdlitos secundarios sdo produzidas em diferentes
épocas. O conteldo de 6leos essenciais, acidos fendlicos, acaldides, taninos, entre outros
sd0 exemplos de compostos que sofrem influéncia das variagdes sazonais,

Temperatura— é um fator importante no desenvol vimento, estando diretamente envolvido
com a producdo dos metabdlitos secundarios. Baixas temperaturas, por exemplo,
promovem aumento no contelido de alguns metabdlitos secundarios. Altas temperaturas
parecem aumentar aformacdo de 6leos essenciais;

Umidade — o indice pluviométrico pode influenciar tanto positivamente quanto
negativamente na producéo de metabdlitos secundérios. O estresse hidrico e a continuidade
da chuvatambém se correlacionam com a sintese desses compostos,

Radiacdo Ultravioleta— as plantas estdo adaptadas a variacbes na quantidade e intensidade
da radiacdo solar. Compostos fendlicos, por exemplo, sdo positivamente correl acionados
com a intensidade luminosa. A concentracdo de terpendides, glicosideos cianogénicos e

al cal 6ides também s&o influenciados pela radiacdo ultravioleta

Compostos organicos volateis biogénicos s um conjunto de compostos voléteis, por

exemplo isoprenos, monoterpenos e sesquiterpenos, que representam aproximadamente 20% do

carbono langado na atmosfera (ZAGARI, 2002). Os isoprendides sofrem influéncia de fatores

ambientais como a seca e atemperatura. A consegquéncia da emissdo desses compostos em relacéo

a seca varia de acordo com a duracdo em que este fendmeno ocorre, havendo uma diminuicéo

acentuada em periodos de seca prolongada. Temperaturas elevadas, por apenas alguns minutos,

provocam um aumento na emissdo dos isoprendides, ja uma exposicdo mais demorada a atas
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temperaturas resulta em diminuigdo de tais metabolitos (NIINEMETES et al., 2010). Um estudo
feito com Oleo essencial de partes agreas de Santolina rosmarinifolia mostrou, no entanto, que
alguns compostos s&o i nfluenciados pelatemperatura e pela precipitagdo, porém outros ndo sofrem
variagdes de acordo com as condi¢bes climéticas, necessitando de estudos mais aprofundados para
entender todas as variaveis envolvidas na producio dos metabdlitos do éleo essencial (PALA-
PAUL et al., 2001).

As espécies de Casearia possuem diterpernos clerodanicos altamente oxigenados
distribuidos nos varios 6rgaos da planta. Esses compostos, que apresentam insaturagcdes e, na
maioria das vezes, hidroxilas esterificadas, constituem marcadores taxondmicos de Casearia
(CARVALHO et al., 1998; SANTOS et al., 2007; CARVALHO et al., 2009; WANG et al., 2009).
Além desses compostos, relata-se também a ocorréncia de diterpenos clerodanicos mais simples
(SANTOS et al, 2007).

Foram também descritos sesquiterpenos obtidos de folhas de C. sylvestris. Segundo Tininis
et al. (2006), a constituicdo do dleo essencia das folhas pode sofrer alteragbes ao longo do dia
Cavalari (2008) descreve que ha indicativos do predominio de diterpenos clerodanicos na
Casearia sylvestris variedade sylvestris, enquanto na variedade lingua haveria maior teor de
compostos fendlicos.

Os estudos ja publicados sobre 6leo essencial da Casearia sylvestris indicam constituicéo
variada de compostos volateis (Tabela 1). Nos relatos de Schenider e Sousa (2007) foi verificada
a predominancia de biciclogermacreno e cariofilenos. Esteves (2005) indica que os principais
congtituintes do 6leo sdo biciclogermacreno, f-acoradieno, cariofileno e espatulenol, enquanto
Tininis encontrou predominio de germacrenos no 6leo de folhas de C. sylvestris. Foi verificada a

alteracdo na composi¢do dos constituintes minoritérios quando amostras coletadas no periodo da
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manha e da tarde foram comparadas, sendo a diferenca supostamente atribuida a rearranjos no

esgueleto carbdnico induzidos pelaluz.

TABELA 1. Composi¢ao de 6leos essenciais de folhas de Casearia sylvestris, em porcentagem normalizada.
(continua)

Teor (%) encontrado nas espécies

ot C. sylvestris’  C. sylvestris®  C. sylvestris' C. sylvestris™®
F-acoradienc e ammn 20.8 —
alcodd benzilico 0.1 o1 e —
alloaramadendréno 03 03  ee
arcmadendreno 03 03 000000 e i
biciclogermacranc 24.2 242 40,8 2.6
o-bisabcieno 0,7 0.7 wwwrs R
B-bisaboleno e 02 —— —_—
E- y-bisabolenc R, — M 2
A-bourboneno 0.3 03 ——e- PR
bulnesol - 4.2 i P
calameneno e s 1.5 niana
o-cading e wemas
t-cadinol e 05 iy =
=canideno 0.3 o3 e -
d-canideno 0,6 0,6 (1.7
cariofilenc 13,8
a-carofilanc 215 . — _—
B-cariofileno e 27.5 PR R
a-Copaenoc 0.6 086 menen -
a-cubeheno — — [ [
cubabol 0.4 0.4 ——— —
alemeano 11 e e Bl
B-elemeno 1.2 1.3 o -
y-elemens 0.2 1.1 e manea
d-slemeno - S g e
elemal e 0.8 — s
espatulendcl e 09 12,6 -
=pudesmol =000 e 0.6
augenol 02 2 s e
Z,E-famesal - 0.3 — S
gemacrenc A — aai i P
germacreno B saas 0.9 3.9 14.8(13.7)
germacrenc D 7.8 7.8 1.8 78,2 (66.2)
globulal e 1.2 2.2 e
guaol - 4.7 — ——
C-GUrjUNens 0.1 a1 — [
B-gurjunencs 0.4 0.4 manas (1.1}
A gQUrjunenc wmnas anes eeans (2.2)
a-humulenc a9 ae ar
ledol P 08 i o
linalol 0.8 0.8 aeess e

2SCHNEIDER et al., 2006; *SOUSA et al., 2007% “ESTEVES et al., 2005; STITINISet al., 2006. Svalores em itdlico
referem-se afolhas coletadas no periodo da manh@ e val ores entre parénteses sfo referentes a andlises feitas em folhas
coletadas a tarde, no mesmo individuo.
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TABELA 1. Composi¢ao de 6leos essenciais de folhas de Casearia sylvestris, em porcentagem normalizada.

(Concluséo)
Teor (%) encontrado nas espécies
cie C. sylvestris®  C. sylvestris’  C. sylvestris' C. sylvestris®*
|ﬂ'|"|?rl|&|"|ﬂ e AR 1.8(3.2)
muurolens 0.2 S— — i
p=muurolens s 0.2 — (3.0)
t-muurclol e 0.1 P— e
oxido de canofileno e 06 L 2
GnEno 2,0 2.0 ggmx R
pulagona 0.5 0.5
g-ealinensd
Suselinena v s vanrn 4.2(52)
tWepsenc i 52 el
wyncliflaorad —— ia —— S,

2SCHNEIDER et al., 2006; 3SOUSA et al., 20072 “ESTEVES et al., 2005; STITINISet al., 2006. Svalores em
itdlico referem-se afolhas col etadas no periodo da manhé e val ores entre parénteses séo referentes aandisesfeitas
em folhas coletadas a tarde, no mesmo individuo.

O geranilgeranil pirofosfato (GGPP) é um precursor essencial para a biossintese de
diterpenos. A enzima GGPP sintase catalisa a reacéo de condensacdo do pirofosfato de farnesila
(FPP) com o pirofosfato de isopentenila para produzir GGPP, sendo considerada uma importante
enzimado ponto de ramificacdo na biossintese de terpendides (MAYNOR et al., 2008).

A enzima chiquimato desidrogenase (SDH) é responsavel pela catdise, NADP-
dependente, do quarto passo na biossintese do chiquimato, que € essencial para o metabolismo do
acido aromédtico em plantas. A SDH representa uma classe distinta de enzimas que ndo tém
semelhanca de sequéncia priméria com outras classes de desidrogenases. Em plantas superiores, a
SDH é parte de uma enzima bifuncional, que catalisa o terceiro e quarto passos da via do
chiquimato (PADYANA e BURLEY, 2003).

A figura 2 ilustra a etapa catalisada pelas enzimas geranilgeranil pirofosfato sintase e

chiquimato desidrogenase na via biossintética de diterpenos e derivados do écido galico.



18

FIGURA 2. Esquema simplificado das principais vias biossintéticas relacionadas & formagdo de sesquiterpenos,
diterpenos e derivados de &cido gdlico, com indicagdo das etapas em que as enzimas GGPP sintase (*) e SDH (**)
atuam.
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Fonte: Autoriaprépria

Na esfera da genética, estudos indicam a existéncia de diferencas significativas entre as
duas variedades de Casearia sylvestris (CAVALLARI M. M., et al., 2010). Entretanto, ndo ha
relatos na literatura que caracterizem 0s genes gue codificam para as enzimas geranilgeranil
pirofosfato desidrogenase sintase e chiquimato desidrogenase para essa planta.

Para estudos de biologia molecular em plantas superiores, a classificacdo taxondmica
proposta denominada por Grupo de Filogenia das Angiospermas (APG) é usua mente utilizada. O
APG foi criado em 1998 e atual mente encontra-se disponivel aterceiraclassificacéo, feitaem 2009
(APG 111), que considera apenas familias e ordens vegetais. Casearia sylvestris, por exemplo,
pertence afamilia Salicaceae e aordem Mal pighial es, sendo facilmente localizada na classificacéo

com tais informacfes. Esse sistema de classificacdo se baseia, principamente, na sequéncia dos
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genes rbcl e atpB, sendo gque o primeiro gene codifica a maior subunidade da enzima rubisco e o
segundo codifica a subunidade beta da enzima ATP sintase ribossoma (CHASE M.W. e
REVEAL, JL., 2009; ANGIOSPERMAS WEBSITE FILOGENIA). A figura 3 ilustra a

classificagdo propostano APG Il1.

FIGURA 3. Grupo de filogenia das Angiospermas (APG I11).
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Fonte: ANGIOSPERMAS WEBSITE FILOGENIA. Disponivel em:
<http://www.mobot.org/M OBOT/research/APweb/ >
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Atuamente, os codigos de barras de DNA (DNA barcodes) propostos para plantasincluem

matK erbcl. Codigos de barras consistem em sequéncias curtas de DNA, contendo entre 400 e 800
pares de bases, que podem ser amplificados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
sequenciados. Para serem considerados ideais, os codigos de barras devem permitir
sequenciamento bidirecional, ser facilmente recuperéveis com um Unico par de primers e fornecer
discriminacdo maximaentre as espécies. Individualmente, rbcL e matK possuem atributos que sdo
altamente desgjaveis em um sistema de DNA barcoding vegetal, entretanto nenhum dos 2 loci
atende aos critérios citados. Contudo, o rbcl apresenta adta universalidade e bom poder de
discriminacdo, sendo amplamente utilizada no estudo de plantas. Para estudos de biologia
molecular da Casearia sylvestris, pode-se fazer uso do rbcl como fragmento para exploragdo do
DNA da planta, pois estudos demonstram sucesso em reacOes de PCR (ALl et al, 2014,
BHARGAVA e SHARMA, 2013; CBOL Plant Working Group, 2009; KRESS, W.J e

ERICKSON, D.L, 2007). A figura4 mostra a distribuicéo filogenética de plantas terrestres.
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FIGURA 4. Distribuicdo filogenética de plantas terrestres de taxas e sucesso da PCR dos locos apresentados.
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Fonte: KRESS e ERICK SON, 2007; doi:10.1371/journal.pone.0000508.g001

A caracterizacdo dos genes que codificam as enzimas GGPP sintase e SDH pode ser
realizada utilizando PCR em tempo rea (PCR-RT) e sequenciamento do DNA. Avangos na
extracdo de DNA e em técnicas de quantificacdo permitiram que baixas quantidades de DNA

fossem quantificadas com altos niveis de precisdo e sensibilidade. A PCR em tempo red é



22
atualmente a ferramenta de elite para a deteccdo especifica e quantificagdo precisa de DNA
enddgeno ou transgénico. Nessa técnica, 0 DNA amplificado é quantificado por meio da
incorporagdo de fluoroforos durante o anelamento e a extensdo. A fluorescéncia tem a formade
uma curva formada conforme se esgota a Taq polimerase ou 0s componentes consumiveis da
reacdo. A automacdo foi um grande avanco no campo do sequenciamento do DNA,
proporcionando aumento na facilidade, na confiabilidade e na relagéo custo-eficacia. (GULDEN.
et al., 2007; SAVAZZINI e MARTINELLI, 2006; SINGH, €t al., 2012).

Neste contexto, no presente trabalho, os objetivos pretendidos foram realizar estudos de
dindmica metabdlica (circadiana e sazonal) em terpenos e derivados de &cido galico, utilizando
paraisso umaarvorede C. sylvestrisvar. Linguae outradavar. Sylvestris, visando acaracterizacéo
detal hada da producdo desses metabdlitos pelo vegetal. Adicionalmente, foram realizados estudos
preliminares de biologia molecular com o objetivo de iniciar a caracterizacdo de genes

relacionados com enzimas chaves (GGPP e SDH) na producéo de diterpenos e galatos.
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2 COLETA DASFOLHAS

As arvores de C. sylvestris das variedades Lingua e Sylvestris utilizadas para amostragem
localizam-se no Clube ASCAR, Estrada Abilio Augusto Correia n. 200, Bairro dos Machados,
Araraguara/SP, sendo a distanciaentre os individuos amostrados de cerca de 50 metros. As coletas
foram iniciadas no més de agosto de 2012 e, a partir de entdo, mensalmente, cerca de 10 gramas
de folhas das variedades Lingua e Sylvestris foram amostradas num periodo de 48 horas com
coletas a cada 3 horas.

Apés a coleta, as folhas foram limpas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido,
sendo mantidas em freezer -86°C até o preparo das amostras.

Os dados de temperatura e umidade foram monitorados com o uso de um termo higrémetro
e dados mais detalhados foram obtidos em parceria com Michele Souza, aluna de doutorado do

professor Arnaldo Alves Cardoso, do Instituto de Quimica da Unesp Araraguara.
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3 ANALISESFITOQUIMICAS

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equipamentos necessarios para os experimentos no HPLC-DAD foram:

e Freezer - 86°C, Forma Scientific, modelo 92;

o Estufa paraesterilizacdo e secagem Gehaka G4023D;

e Banho de ultrassom modelo USC 2800, UNIQUE;

e Balangas AG245 (Mettler Toledo) e BG 2000, Gehaka;

e Nitrogénio liquido;

e Mini-centrifuga Denver Instrument;

e Gaato de butila Sigma- Aldrich®;

e Solventes: Acetonitrila, Etanol, Isopropanol J.T.Baker, grau HPLC;

e Sistemade purificacéo de agua Millipore Mili-Q®;

e Colunaparaanalises no UPLC Core-Shell Kinetex de 150 mm x 2,1 mmi.d. X 2,6 um,
com pré-colung;

e UPLC, modelo Ultimate 3000, marca Dionex® equipado com duas bombas modelo
DGP-3600RS, detector de arranjo de diodos (DA D) modelo DAD3000(RS), amostrador
automatico modelo WPS3000RS e softwareChromeleon versao 6.80. A frequéncia de
aquisicéo de dados foi de 5,0 Hz;

e Filtros de nylon 0,22 um, 13 mm de didmetro Lac;

e Vidrariasdelaboratorio.
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Os materiais e equipamentos necessarios para os experimentos no CG-FID foram:

Nitrogénio liquido;

Freezer - 86°C, Forma Scientific, modelo 92;

Vidrarias de laboratério;

Cromatografo a gas Varian CP - 3800, com injetor manual e detector de ionizacéo em
chama, software Galaxie;

Colunaparaanaisesno CG Supelco SPB-5 (5% fenil polimetilsiloxano) de 30 m x 0,25
mm x 0,1um;

Seringa 8200, Varian MD- 35-11-1,

Cromatégrafo a gas Shimadzu QP-2010 equipado com injetor automatico AOC-5000
Shimadzue e interface com um espectrometro de massa, software GCMS solutions Ver.
25,

Colunaparaandlise no CG-MS Phenomenex ZB-5M S (30 mx 0,25 x 0,25 mm).

Para os testes de micro extragéo em fase solida do tipo headspace (HS-SPME) dos volateis

foram usadas as seguintes fibras (Supel co):

Carboxen/Polydimethylsiloxane (car/pdms) 75 pm;
Carboxen/Polydimethylsiloxane (car/pdms) 85 um;

Polydimethylsiloxane (pdms) 100 pum;

Polydimethylsiloxane/ Divinylbenzene (pdms/dvb) 65 um;

Divinyl benzene/Car boxen/Pol ydimethyl siloxane (dvb/car/pdms) 50/30 pm;

Polyacrylate 85 pm;
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3.2 METODOS

Os compostos das folhas de C. sylvestris foram estudados por meio de métodos de andlise por

HPLC e CG.

3.21 Metodologia de analise das amostras de Casearia sylvestris var. Sylvestris e Lingua

por UPLC-DAD

Os itens de 3.2.1.1 a 3.2.1.4 foram desenvolvidos pela auna de doutorado Paula C. P.
Bueno, bolsista FAPESP (processo n° 2011/21440-3), cujo projeto esteve interligado com este

trabalho, o qual resultade umainiciacdo cientifica.

3.2.1.1 Desidratacdo das folhas

Colocou-se de 3 a 5 folhas frescas e congeladas em placas de Petri, devidamente
identificadas e previamente pesadas. O material foi desidratado em estufaa55°C, durante 24 horas.
Todas as placas de Petri foram pesadas ap0s esse periodo e, com os dados obtidos, calculou-se 0

teor de &gua das amostras conforme a férmula 1:

. M3 — M1
Em que:
M1 = massa das placas de Petri

M2 = massa das placas de Petri + folhas frescas e congel adas

M3 = massa das placas de Petri + folhas desidratadas
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Asfolhas desidratadas foram trituradas em gral de porcelana utilizando nitrogénio liquido.

3.2.1.2 Preparo do solvente extrator

O solvente extrator, composto por etanol, isopropanol e &gua MiliQ na proporcéo de 3:2:5,
respectivamente, foi definido através do planejamento fatorial simplex centréide. Primeiramente,
preparou-se esta mistura em frasco separado devido a retracéo de volume. Para cada 10 mL do
solvente extrator, adicionou-se 5 mg do padrdo interno galato de butila. Apds homogeneizacéo, a

misturafoi acondicionada em frasco hermético.

3.2.1.3 Extracéo da amostra

Paraextracdo, foram transferidos 50 mg de fol has secas e trituradas paraum tubo eppendor f
e adicionou-se 1 mL do solvente extrator. Essa mistura foi levada ao ultrassom por uma hora,
agitando-a a cada vinte minutos.

Apbs esse periodo, a amostra foi centrifugada a 5000 x g por 5 minutos. Finalmente, 0,7
mL do sobrenadante foram recolhidos e filtrados em filtro de nylon diretamente para o frasco do

amostrador automéatico. Cada amostrafoi preparada em unicareplicata.

3.2.1.4 Andlise cromatografica

As condi¢bes daandlise cromatogréfica utilizadas foram: volume deinjecdo de 2 uL, vazéo
de 400 pL/min, temperatura da coluna de 35°C e deteccdo na faixa de 200-800 nm. A coluna

utilizada consta no item 3.1 e a fase mével € composta por acetonitrila e gua miliQ. O gradiente
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utilizado foi: 10 a 25% de acetonitrila por 15 minutos e 25 a 90% de acetonitrila em 20 minutos,
permanecendo nesta condicdo por 5 minutos. O tempo de recondicionamento da coluna foi de 2
minutos, sendo mantida na condi¢éo inicia por 3 minutos. Ao final, o tempo de andlise foi de 45

minutos.

3.2.1.5 Forma de andlise dos resultados

O tratamento dos dados referentes ao teor de agua nas folhas foi feito da seguinte maneira:
calculou-se o teor de &gua utilizando aférmuladescritano item 3.2.2.1 para cada horério de col eta.
Com os resultados obtidos, fez-se uma média para os meses entre os teores de todos 0s horérios
para cada dia de coleta separadamente. Ao final, calculou-se a média das médias obtidas para o
diale2.

As condi¢des ambientais foram monitoradas pela medicdo da temperatura e umidade
relativa do ar. A andlise dos dados consistiu em calcular a média dos parametros estudados dos
dois dias de coleta, separando-os por horario.

Para aandlise do dados do ciclo circadiano, foi feito um célculo darazdo entre a é&rea dos
picos de interesse (agrupados em compostos fendlicos e diterpenos) e a area do pico do padréo
interno, paratodos horarios de coleta dos dois dias e paratodos os meses separadamente (Férmul as
2 e 3), com o objetivo de comparar os dois dias de col eta (dados organizados em grafico de linha).
Posteriormente, para a comparacdo entre as duas variedades em funcéo da expressdo das duas
classes de metabolitos, calculou-se a média da razdo encontrada entre os dois dias de coleta

(Férmula 4) e os dados foram organizados em gréficos tipo “radar”.

R(dial) = 2% )

App
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R(dia2) = :_:, 3)

__ R+R/

X =" (@

Em que:

An = @rea dos picos de interesse

Ap = area do pico do padréo interno

R = razéo entre aarea dos picos n e aarea do pico padrdo interno para o dia 1 de coleta

R’ =razdo entre a&rea dos picos n eaareado pico do padréo interno para o dia 2 de coleta

X = média entre as razoes

Ja paraaandise do ciclo sazona, para cada variedade e para cada classe de metabdlitos,
fez-se umamédia de todos dos resultados obtidos nos doi s dias de col eta de cada més (totalizando-

se 16 pontos), sendo os dados organizados em grafico de linhas.

3.2.2 Metodologia para analise das amostras de Casearia sylvestris variedades Sylvestris e

Lingua por CG-FID

Primeiramente definiu-se qual amelhor metodol ogia para extracéo dos vol ateis bem como
afibraparaamicro extragéo em fase sdlida. Com essas respostas em méaos, definiu-se as melhores

condicdes de analise por CG-FID.
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3.2.2.1 Testes para definicdo do modo de preparo das amostras e fibra a ser utilizada para micro

extracdo em fase solida para as anélises por CG-FID

Para saber qual modo de preparo das amostras seria o mais eficiente no que diz respeito a
guantidade de picos obtidos na andlise, realizou-se a extracdo dos volateis de duas maneiras,
preparando apenas uma replicata em cada teste. A massa das amostras foi de, aproximadamente,
200 mg, afibrautilizadafoi car/pdms 75 pum e o méodo de analise aplicado foi o definido no item
3.2.2.2. As folhas usadas foram obtidas das amostras de dezembro de 2012 que se encontravam
acondicionadas no freezer -86°C. A temperatura do ambiente durante o processo de extragcéo e
andlise erade 21.9°C.

Primeiramente, aextracdo foi feitacom umafolhainteira colocada em um frasco de4 mL,
depois, umafolhafoi triturada em nitrogénio liquido e transferida para outro frasco de 4 mL. Nos
dois casos, 0 procedimento seguinte foi introduzir a fibra nos frascos com a amostra, deixando-a
exposta por 40 minutos paraaadsor¢cdo dosvol ateis. Posteriormente, afibrafoi submetidaaanalise
em GC-FID, ficando exposta no injetor por 5 minutos para a dessor¢cdo dos voléteis. Tanto 0
preparo das amostras quanto as andlises foram feitas em ordem al eatéria.

Com os cromatogramas resultantes, que se encontram no item 5.3, fez-se uma avaliacéo e
escolha dametodologia a ser utilizadas nas extracOes realizadas futuramente.

Para definir qual seria a melhor fibra para a realizagdo da micro extraco em fase solida,
foram utilizadas amostras também de dezembro de 2012, os seis tipos de fibras contidos nos
materiais e métodos (item 5.3) e 0 método de extracdo foi 0 descrito anteriormente neste item,

utilizando folhas inteiras.
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Tanto para a escolha da metodologia de extracéo dos volateis quanto para definicéo de

fibra, o método utilizado no equipamento seguiu os pardmetros. temperatura do injetor: 200°C,

modo de injecdo split 1:10, temperatura do detector: 250 °C. Programa de temperatura do forno:

50°C por 3 minutos, a seguir agquecimento a uma taxa de 3°C/min até 220°C, mantendo essa

condicdo por 10 minutos. O tempo de andlise foi de 66,67 minutos. Vazdo do gas de arraste (N2):
1,0 mL/min, gas de make up (N2): 29 mL/min, ar sintético: 10 mL/min e hidrogénio: 1 mL/min.

Com os resultados de ambas as andli ses chegou-se aum método de preparo das amostras e

extracdo dos volaes.

3.2.2.2 Método definitivo de anélise por CG

Para o procedimento utilizou-se o cromatégrafo a gas e a coluna descritos no item 3.1.

Para a andlise dos voléteis de todas as amostras selecionadas, foram feitas algumas
modificagbes na metodologia citada no item anterior, pois verificou-se que aumentando a
temperatura do injetor em 20°C, erapossivel diminuir o tempo de andlise, melhorando a condi¢éo
do experimento. Assim, os parametros do méodo definitivo foram: temperatura do injetor de
220°C por 5 minutos para a dessorcéo dos voléteis, modo de injegdo split 1:10, temperatura do
detector de 250°C. Programade temperaturado forno de 50°C por 3 minutos, a seguir agueci mento
aumataxade 3°C/min até 200°C. O tempo de anadlise foi de 50 minutos. Vazéo do gas de arraste
(N2): 1,0 mL/min, gés de make up (N2): 29 mL/min, ar sintético: 10 mL/min e hidrogénio: 1
mL/min.

A utilizagéo de uma programacéo linear de temperaturafoi utilizada para obtencéo de

dados para o calculo do indice de retencéo.



4 ESTUDOSDE BIOLOGIA MOLECULAR

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equi pamentos utilizados nos experimentos de biologia molecular foram:

Isopropanol Sigma- Aldrich®;

Cloroférmio Sigma- Aldrich®;

Beta-mercaptanol Sigma- Aldrich®;

Brometo de etideo Hexapur;

Agarose Sigma- Aldrich®;

Tampéo TAE (Tris— Acetato— EDTA);

Alcool etilico Qhemis;

Precellys Bertin Technologies;

Espectrofotdmetro Epach Biotek;

Termociclador Veriti — Applied Biosystems;
Termociclador PE Apllied Biosystems — Gene Amp® PCR System 9700;
Centrifuga Beckman — Allegra™ 21R Centrifuge;
Eletroforese Life Technologies, Inc. Modelo Horizon® 58;
Fotodocumentador Multimage® | — Alpha Innotech;
Banho-maria Boekel Scientific;

DNA Speed Vac® DNA 110 Savant;

Agua Ultrapura— Equipamento Milipore Synthesis;

Balanga PB303 Mettler Toledo;
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e Primer GGPP Exxtend,
e Primer SDH Exxtend,
e Primer rbcLa f erbcLgjf634 r;
e Enzima Phusion DNA Polimerase 2U/uL Thermo Scientific;
e EnzimaPlatinum® Tag Polimerase 5 U/uL Invitrogen;
e Enzima AmpliTag® (250U) Applied Biosystem;

e EnzimaPfu 2.5 U/uL Fermentas.

4.2 ANALISE DAS AMOSTRAS DE Casearia sylvestris VARIEDADES SYLVESTRIS E

LINGUA POR BIOLOGIA MOLECULAR

A metodologia e os componentes para a realizacéo dos estudos de biologia molecular

encontram-se rel acionados nos proximos itens.

4.2.1 Primers controle

Os primers control e utilizados foram cedidos pelaaluna de mestrado Lais Simdes Sampaio
(FAZEKAS et al., 2008):
Primer rbcLa_f 10 uM: 5 ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 3

Primer rbcLajf634 r 10 uM: 5 GAAACGGTCTCTCCAACGCAT 3



4.2.2 Desenhos dos primers GGPP sintase e SDH

Os primers GGPP e SDH foram desenhados e as sequéncias finais seguem nos proximos
itens.

4.2.2.1 Primer GGPP sintase

Primer Forward: 5 CAATGTAATTAGCYAAAGCM 3

Primer Reverse: 5 GTGAMTYTAGGTTCATGGRTTS 3

4.2.2.2 Primer SDH

Primer Forward: 5 CTTCAGGACYTTYTAATATTTC 3

Primer Reverse 5 CAATCGCAAYTTYGAGAGG 3

4.2.2.3 Primers GGPP sintase e SDH

Os primers foram adquiridos da empresa Exxtend solugdo em oligos. A quantidade em
nmol e atemperatura de anelamento foram de:
GGPP _f: 18,9 nmoal, 56 °C; GGPP_r: 22,4 nmol, 66 °C;

SDH_f: 21,1 nmol, 58 °C; SDH_r: 21,1 nmoal, 56 °C.

4.2.3 Prepar o da solucédo tampéao brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB)

Para 1 litro de solucdo tampdo misturou-se 20 g de CTAB, 82 g de NaCl, 20 g de PVP

10000 (PVP 10 — Sigma) e 400 ml de H20. Acrescentou-se 100 mL de Tris1 M pH 8,0 e 100 mL
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de EDTA 0,5 M pH 8,0. Em seguida, a mistura € levada para agitacdo a 50°C até dissolugéo
completa. Apés esfriar, completou-se 0 volume para 1 litro, conservando em temperatura

ambiente.

No momento da extracdo, para cada 10 mL de tampdo acrescentou-se 20 pL de 3

mercaptoetanol .

4.2.4 Preparo da solugéo de clorofor mio / alcool isoamilico 24:1 e solugdo de Etanol 70%

Para 0 preparo da solucéo de cloroférmio e dcool isoamilico misturou-se 24 partes de
cloroférmio para 1 parte do dcool.
A solugdo de etanol 70% foi preparada adicionando-se 30 mL de &gua destiladaa 70 ml de

etanol absoluto, mantendo amisturaa- 20 °C.

4.2.5 Anédlisesem gel de agarose 1%

Paravisualizacdo do DNA, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 1%, em tampé&o
TAE (Tris-‘Acetato-EDTA). Apds corrida eletroforética a 5V/cm, os géis foram corados com

brometo de etideo e avisualizacdo do gel foi feita sobre iluminacéo ultravioleta.

4.2.6 Extracdes de DNA

A extragdo do DNA foi feita de folhas provenientes das coletas das 6h do més de
fevereiro/2013 e das 9h do més de abril/2013, selecionadas a partir dos resultados obtidos nas

andises de diterpenos e fendlicos.
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O protocolo de extracéo de DNA utilizado foi desenvolvido por Murray e Thompson
(1980). O procedimento consiste em macerar 0,2 g de folhas em 1,2 ml de tampdo de extragdo
contendo 3-mercaptanol. O macerado é colocado em banho-maria por trintaminutos a65°C e, em
seguida, centrifugado a 1300 rpm por 5 minutos. Cerca de 400 pL do sobrenadante é recuperado
e misturado com 400 uL cloroférmio acool isoamilico (24:1), essa mistura é centrifugada a 1300
rpm por 5 minutos. Em seguida, recolhe-se 300 pL do sobrenadante e a este se adiciona 0,6 do
volume deisopropanol, deixando por trintaminutos a-4°C. Nasequéncia, a mistura € centrifugada
a 1300 rpm por 20 minutos. O sobrenadante obtido € descartado e ao pellet formado adiciona-se
900 pL de dcool 70% gelado, centrifugando a 1300 rpm por 10 minutos, repetindo essa etapamais
umavez. O pellet é seco avacuo em concentrador centrifugo.
A quantificacdo do DNA extraido é feita por espectrofotometria e a concentragdo do DNA

em ng/pL obtida através do calculo:

ng __ Quantidade de DNA puro

©®)

uL o Diluicdo—Quantidade de DNA puro

Onde, a quantidade de DNA puro € fornecida pela leitura no equipamento e a diluicéo
utilizada € de 10 vezes. A razéo 260/280 refere-se apurezado DNA, o valor encontrado deve estar

compreendido entre 1,8 e 2,1.

4.2.7 Preparo dos primers GGPP e SDH

Para estoque, os primers foram dissolvidos em H2O ultrapura a 100 pmol/uL. Para isso
acrescentou-se 0 volume de &gua necessario, de acordo com a concentracdo inicial de cadaprimer.
e GGPP forward: 18,9 nmol primer + 189 uL de H2O ultrapura estéil;

e GGPPreverse: 22,4 nmol primer + 224 uL de H20 ultrapura estéril;
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e SDH forward: 21,1 nmol primer + 211 uL de H20 ultrapura estéril ;
e SDH reverse: 21,1 nmol primer + 211 uL de H2O ultrapura estéril.
Para o preparo das solucdes de trabalho, misturou-se uma aliquotade 5 UL da solucéo méae
de cada primer com 45 pL de &gua ultrapura estéril. O volume final da solugéo de trabalho dos

primersfoi de 50 pL e aconcentragéo final foi de 10 uM.

4.2.8 Reagdes em cadeia da polimerase (PCR)

Os produtos, de todas as PCRs, foram separados em gel de agarose 1% (vide item 4.2.5).
A primeiraPCR foi feita para confirmar a corretaexecucao daextragdo do DNA dasfolhas,
para isso utilizou-se a enzima Taq Polimerase de ata fidelidade e os primers descritos no item

2.4.1. Foram misturados os 19 pL do mix com 1 uL do DNA 10 ng/uL (tabela 2).

TABELA 2. Composi¢do do mix para PCR

Componentes Volume

Tampéao 2 uL

MgCl2 lpL
dNTP 0,8 uL

Primer forward 1pL
Primer reverse luL
Platinum® Taq Polimerase 0,2 uL
H20 13puL

O ciclo paraamplificagdo dos fragmentos esta descrito na tabela 3.
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TABELA 3. Ciclo de amplificagdo - PCR com enzima Platinum® Taq Polimerase

Temperatura (°C) Tempo
95 4 min
94 30 seg
55 1min
35X
72 1min
72 10 min
10 0

Na sequéncia, foram feitas PCRs utilizando os primers GGPP e SDH. Primeiramente,
realizou-se uma PCR cujos componentes da reagéo estdo descritos natabela4. A enzima utilizada
foi a Phusion de altafidelidade e os primers GGPP e SDH preparados anteriormente. Paraa PCR

foram misturados 0s 19 pL do mix com 1 pL do DNA 10 ng/pL.

TABELA 4. Preparo do mix para PCR com enzima Phusion Teste 1

Componentes Volume
Tampéo 4L
dNTP 10 mM 0,4 pL
Primer forward 10 uM 1pL
Primer reverse 10 uM 1puL
Phusion 0,2 pL
H20 12,4 uL

A PCR consistiu em 30 ciclos com temperatura de desnaturacéo de 98 °C, anelamento dos

primers a52 °C e extensédo a 72 °C, conforme descrito natabela 5.
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TABELA 5. Ciclo de amplificagdo - PCR com enzima Phusion Teste 1

Temperatura (°C) Tempo
98 30 seg
98 10 seg
52 30 seg
30 x
72 45 seg
72 10 min
10 o

Outra PCR utilizando a mesma enzima foi feita, alterando-se a quantidade dos primers

(tabela 6) e atemperatura de anelamento.

TABELA 6. Preparo do mix para PCR com enzima Phusion Teste 2

Componentes Volume
Tampéo 4L
dNTP 10 mM 0,4 pL
Primer forward 10 uM 2puL
Primer reverse 10 uM 2puL
Phusion 0,2 puL
H20 12,4 uL

Estareacéo consistiu em 30 ciclos com temperatura de desnaturacéo de 98 °C, anelamento

dos primers a48 °C e extensdo a 72 °C (tabela 7).



TABELA 7. Ciclo de amplificagdo - PCR Enzima Phusion Teste 2

Temperatura (°C)

Tempo

98

30 seg

98

15 seg

48

30 seg

72

40 seg 30 x

72

5min

10

o0

Ainda utilizando a enzima Phusion, fez-se outra reacdo, porém dessa vez alterando a

concentragdo do DNA. Os componentes da PCR e o ciclo utilizado para amplificagdo do DNA

foram os mesmos descritos anteriormente porém, com a diferenca na concentragcdo do DNA

utilizada. Para obtencdo das novas concentraces de DNA, volumes foram tomados da solucéo de

DNA 10 ng/uL preparada anteriormente. Assim, para obtencdo da concentragdo de 5 ng/uL, a

aliquotafoi de 0,5 puL do DNA com concentragdo de 10 ng/L, para 20 ng/pL, foi utilizada uma

aliquotade 2 uL e para40 ng/pL, tomou-se 4 pL. Paraa PCR utilizou-se 1 L de cada solucéo de

DNA, misturado com 19 pL do mix.

Nova PCR foi feita usando a enzima Pfu. A tabela 8 contém os componentes e suas

respectivas quantidades e a tabela 9 contém a ciclagem utilizada.

TABELA 8. Preparo do mix para PCR com enzima Pfu

Componentes Volume
Tampéo SuL
dNTP 10 mM 5uL
Primer forward 10 uM 1,25 puL
Primer reverse 10 uM 1,25 puL
Pfu 0,2 uL
H20 11,3 pL
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TABELA 9. Ciclo de amplificagéo - PCR Enzima Pfu

Temperatura (°C) Tempo
95 3min
95 30 seg
50 30 seg 30 x
72 2min
72 10 min
10 o0

Fez-se um teste também utilizando a enzima AmpliTag. Os componentes para a reacéo de

PCR bem como seus volumes estdo listados na tabela 10.

TABELA 10. Composi¢&o do mix para PCR com enzima AmpliTaqg

Componentes Volume
Tampéao 2,5uL
MgCl2 2,5uL

dNTP 10 mM 2L

Primer forward 10 uM 1,25 L
Primer reverse 10 uM 1,25 L

AmpliTaq 0,125 pL

H20 14,375 pL

Para a PCR foram misturados os 24 pL do mix com 1 pL do DNA 10 ng/uL, sendo
realizadas em 30 ciclos com temperatura de desnaturacdo de 95 °C, anelamento dos primers a 52

oC e extensdo a 72 °C (tabela 11).



TABELA 11. Ciclo de amplificagdo - PCR Enzima AmpliTaq

Temperatura (°C) Tempo
94 3 min
95 30 seg
52 30 seg
72 60 seg 30X
72 7 min

10 o




5 RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1 ANALISES DO TEOR DE AGUA E DOS DADOS DE TEMPERATURA E UMIDADE
RELATIVA

Os resultados obtidos apés tratamento dos dados de teor de umidade das folhas das duas
variedades, no periodo de um ano, encontram-se no gréfico 1. Para a variedade Sylvestris nota-se
uma constanciano teor de gua entre os meses de janeiro e junho; de julho a setembro ocorre uma
gueda de aproximadamente 10% e, de setembro adezembro, um aumento de cercade 15%. Ja para
avariedade Lingua, de fevereiro ajunho, tem-se uma queda no teor de umidade, seguido de um
aumento discreto (aproximadamente 3%) de junho ajulho. Novamente nota-se diminui¢éo no teor
de &gua de julho a agosto e, de agosto a novembro, o contelido de agua tem um aumento mais
acentuado (aproximadamente 15%) e, outravez, umaqueda entre os meses de novembro ajaneiro.

A variedade Sylvestris apresenta um teor de agua mais regular ao longo do ano em
comparagao com a variedade Lingua, porém o maximo e minimo observados ndo variam em ato

grau entre as mesmas.

GRAFICO 1. Teor de &gua nas folhas de C. sylvestris
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Os dados de temperatura e umidade rel ativa do ar obtidos durante as 48h de coleta de cada
més foram reunidos em gréficos (GRAF. 2).

Analisando os dados compilados nos gréficos observa-se que a umidade do ar apresenta
relacdo inversa atemperatura, conforme esperado. Comparando os resultados dessas andlises com
o teor de agua nas folhas temos em dezembro um pico de umidade entre as 15h e 18h acompanhada
de queda natemperatura e um teor de umidade elevado em ambas as variedades se comparado aos
outros meses. Em setembro, o teor de &gua na variedade Sylvestris esta por volta de 48% e
encontra-se em queda em relacdo aos doi s meses anteriores; ja para a variedade Lingua, no mesmo
més, temos um ligeiro aumento no teor de agua para 51% aproximadamente. No entanto, a

diferenca entre as plantas € pequena.

GRAFICO 2. Umidade do ar (acima) e temperatura (abaixo) no periodo de 24 horas.
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Horas
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5.2 VARIACAO CIRCADIANA E SAZONAL DE FENOLICOS E DITERPENOS

Os cromatogramas resultantes das andlises em HPLC-DAD foram registrados em dois
comprimentos de onda, 254 nm e 235 nm, a fim de monitorar os compostos fendlicos e os
diterpenos, respectivamente. No preparo das amostras foi adicionado um padréo interno (galato de
butila) para que possiveis problemas oriundos de variagBes na preparacdo das amostras e nas
condi¢cdes da andlise fossem corrigidos. Com o resultado do tratamento realizado, conforme
descricdo no item 3.2.1.5, plotaram-se os graficos discutidos a seguir.

Os resultados obtidos indicam que os compostos diterpénicos, representados pelas
casearinas, na variedade Sylvestris estdo com teor maior que os compostos fendlicos. Efeito
inverso ocorre com a variedade Lingua, onde os compostos fendlicos prevalecem sobre os
diterpenos. Tais observacdes repetem-se ao longo dos meses do ano (FIG. 5). Adicionamente,
durante os dois dias amostrados em cada més, ndo h4, em geral, variagdes muito importantes no
teor de fendlicos ou diterpenos, com os niveis observados no primeiro dia mostrando boa
concordancia com os niveis observados no segundo dia.

Ao longo de todo ano observam-se teores relativos de compostos diterpénicos bem
préximos azero paraavariedade Lingua. Avaliando amesma variedade, porém agora se atentando
aos compostos fendlicos, o resultado obtido foi que no més de fevereiro, o teor dessas substancias
fol mais elevado tanto em relacéo aos outros meses quanto em relacéo aos horarios do dia.

Para a variedade Sylvestris temos que 0s compostos diterpéni cos apresentaram maior teor
nos meses de fevereiro, marco, agosto, setembro, outubro e dezembro, sendo que fevereiro foi o
més onde houve mais picos no teor ao longo do dia. Os compostos fendlicos para esta variedade

exibiram teores muito reduzidos ao longo dos meses e ao longo do dia.
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FIGURA 5. Andlise circadianada C. sylvestris (dial edia2)
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FIGURA 5. Andlisecircadianada C. sylvestris (dial e dia 2).
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FIGURA 5. Andlisecircadianada C. sylvestris (dial e dia 2).
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(concluséo)
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Para facilitar a visualizagdo de variacOes circadianas e sazonais nos teores de fendlicos e

diterpenos, utilizou-se a média dos val ores obtidos para cada classe de substancia em cada horério

amostrado, para a elaboracdo dos graficos do tipo “radar” (FIG. 6). Observa-se que na variedade

Lingua os teores de fendlicos séo relativamente constantes durante o periodo circadiano, mas que

esses teores aumentam significativamente nos meses de fevereiro, mar¢co, maio, agosto e

dezembro, j& os teores de diterpenos se mantiveram minimos durante todo o ano. Em relacéo a

variedade Sylvestris, teores baixos de fendlicos foram observados durante todo o ano, com

pegueno aumento nos meses de agosto a outubro. No entanto, os diterpenos apresentaram variacéo

sazonal marcante, com teores destacadamente maiores nos meses fevereiro e de agosto a

dezembro, mas sem tendéncia claramente definida de oscilacdo durante o periodo circadiano.

Houve aumento intermediério nos meses de janeiro, marco e maio.
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FIGURA 6. Variagdo circadiana de fendlicos totais e diterpenos totais a cada més. Cada ponto indicaamédiade 2
dias em um horé&rio especifico
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Os gréficos de box splot facilitam a visualizacdo da variacdo sazonal dos compostos

estudados para as duas variedades de C. sylvestris.

GRAFICO 3. Variagio sazonal de fendlicos totais nas variedades de C. sylvestris. Cada caixa contém os valores
observados nos dois dias de amostragem de cada més.

Varledade Lingua

Varbedadie Syboritii

GRAFICO 4. Andlise Variacio sazona de diterpenos totais nas variedades de C. sylvestris. Cada caixa contém 0s
valores observados nos dois dias de amostragem de cada més.

Varledads Lingua

Warledade Sylveitrls

A figura 7 contém todos cromatogramas de cada més sobrepostos, registrados em 235 nm

para a variedade Sylvestris e 254 nm para a variedade Lingua, com o objetivo de ilustrar o perfil

cromatografico ao longo de um ano. Nota-se que a distribui¢do dos metabdlitos secundarios difere

significativamente entre as variedades e confirma a predominancia de compostos fendlicos na

variedade Lingua e de compostos diterpénicos na variedade Sylvestris.




FIGURA 7. Perfil cromatogréfico de ambas as variedades ao longo de um ano.
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5.3 ANALISES CROMATOGRAFICA DE COMPOSTOS VOLATEIS DAS VARIEDADES
ESTUDADAS

Notou-se, a partir dos cromatogramas da figura 8 que ndo houve diferenca quantitativa
significativaentre as maneiras de preparo das amostras, apenas naintensidade dos mesmos. Assim,
definiu-se que para todas as andlises, a extracdo seria feita com as folhas inteiras devido a
facilidade de preparo e também para evitar possivels perdas de massa que poderiam ocorrer na

transferéncia da amostra triturada para o frasco de extragéo.

FIGURA 8. Cromatogramas dos métodos de preparo da amostra
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Paradefinir afibraa ser utilizada paraamicroextracdo em fase solida nas amostras, testou-
se seis tipos de fibras, com diferentes polaridades, as quais foram descritas no item 3.1. Para esta
etapa, o procedimento seguido foi redlizar a extracdo e andise definidos (item 3.2.2.1). O fator

de escolha para a fibra a ser utilizada ao longo de todos os experimentos foi sua capacidade



53
extratora, tanto para compostos polares quanto apolares, a qua é evidenciada, respectivamente,
pela quantidade de pi cos observados e pel a distribui cdo destes nos cromatogramas. De acordo com
asfiguras9 e 10, nota-se que as fibras que apresentaram maior numero de picos foram as car/pdms
75 um e car/pdms 85 pm, sendo a diferenca entre elas apenas o fato da fibra com espessura de
revestimento maior ser flexivel e, portanto, mais resistente a quebras ou tor¢des, jaa fibracom 75
pum ndo apresenta flexibilidade. Entretanto, a maior espessura de revestimento proporciona maior
guantidade de adsorvente e consequentemente, maior capacidade de adsorcdo mas, em
contrapartida, requer maior tempo de extracdo em relacdo a outrafibra, umavez que o tempo para
saturar a fibra, isto €, atingir o equilibrio, € maior. Ambas as fibras apresentaram capacidade
extratora semelhante, variando apenas a capacidade de extracdo de cada composto. Assm a
selecionadafoi afibra car/pdms 85 um para utilizacdo nos experimentos de dinamica metabdlica,
dado que compostos presentes em menor quantidade na planta podem n&o ser detectados nafibra
car/pdms 75 pm.

FIGURA 9. Cromatogramas dos testes feitos com as fibras para HS-SPME
(continua)
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FIGURA 9. Cromatogramas dos testes feitos com as fibras paraHS-SPME
(conclusdo)
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FIGURA 10. Expansdo dos cromatogramas de 0 - 40 minutos das fibras car/pdms 75 um e 85 pm.
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Para a andlise dos compostos volateis de folhas das variedades Lingua e Sylvestris, por
cromatografia gasosa, fez-se um teste inicial com duas amostras de cada variedade, obtidas no
mesmo horario, em dias consecutivos. O més em que a amostra foi obtida foi escolhido ao acaso.
Esse teste foi feito para verificar a ocorréncia de diferencas no perfil de volaeis em dias
consecutivos de coleta. O més analisado foi julho de 2013 e o horério de coleta 09 horas. Os

cromatogramas apresentaram perfis muito semelhantes para ambas as variedades (FIGs. 11 e 12).

FIGURA 11. Cromatogramas dos voléteis de folhas de C. sylvestris variedade Lingua, obtidos paradias1 e 2, em
julho, as 9 horas.
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FIGURA 11. Cromatogramas dos voléteis de folhas de C. sylvestris variedade Lingua, obtidos paradias1 e 2, em
julho, as 9 horas.
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FIGURA 12. Cromatogramas dos voléteis de folhas de C. sylvestris variedade Sylvestris, obtidos paradias 1 e 2,
em julho, as 9 horas.
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de coleta, nos horarios de 09 horas, 15 horas, 21 horas e 03 horas, sendo os meses de floracéo
(maio, junho e julho) escolhidos como ponto de partida para tais andises. Esta estratégia foi
adotada para minimizar o tempo de equipamento necessario para se obter um panorama anual de
eventuais variagdes na composi cao de constituintes voléteis de folhas.

A proposta de identificacdo dos constituintes voléteis foi obtida apos andlise de amostras

representativas por GC-MS, seguida comparacéo dos espectros de massas obtidos com espectros
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das bibliotecas Nist e Wiley, através do software GCMS solutions. A identificagdo dos compostos
volaeisfoi refor¢cada com acomparagao dosindices deretencéo lineares (RI), calculados (formula
6) para os congtituintes volateis das amostras de C. sylvestris, com os encontrados na literatura
(Tabela12). Paraacomparacdo dos indices de retencdo, utilizou-se umafaixade + 5 unidadesem
relacdo aos valores encontrados na literatura, assim para um mesmo IR calculado um ou mais

compostos foram sugeridos.

IR calculado = 100n + 100 X (M) (6)

tR(z+1)~ tRz
Onde,
n = nimero de carbonos do n-alcano com o tempo de retencdo anterior ao metabdlito de interesse;
trx = tempo de retencdo do metabolito de interesse;
(tR2) = imediatamente anterior ao padréo;

tRz+1 = tempo de retencéo do n-alcano localizado imedi atamente apos o padrdo avaliado.

TABELA 12. indices de retencdo encontrados na literatura e indices de retenco cal culados para as substancias
identificadas no espectro de massas.

Substncia Rl lit. Rl cal. Substincia Rl lit. Rl cal.
2-trans-Hexenal 854 858

3-Hexen-1-ol acg aca Wurol z-4( 14), 5-dieno =ris-» 1452 1450
2-Hexenal a5 acg Cadina-1{6),4-dieno 1453 1480
Heptan-2-ol 900 o905 Muroleno 1496 1500
u-Copaeno 1377 1379 Germacre no d 1497 1501
B-Bourboneno 1334 1379 Viridifloreno 1495 1493
R-Cubebeno 1390 1390 Biddogermacreno 1493 1492
R-Elemena 1391 1391 a-Muroleno 1499 1502
R-Cariofileno 1420 1417 B-Cadineno 1523 1520
Calareno 1432 1433 Cadina-1,4-dieno 1526 1522
a-Humul eno 1456 1460 Cadala-1{10),3,8-trieno 1562 1561
Aloaromadendreno 1459 1460 Germacreno B 1558 1561

Rl lit. - indice de retencdo (literatura)
Rl cal. - indice de retencdo calculado
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Através das andlises observa-se algumas diferencas importantes entre a composicdo de

compostos vol ateis emitidos pelas fol has de cadavariedade. E nitidaaocorrénciadeteores maiores

de trans 2-

hexena, 3-hexen-1-ol, (E) 2-hexen-1-ol, heptan-2-ol, o-copaeno e B-bourboneno na

variedade Sylvestris quando comparada a variedade Lingua. Em relacdo aos sesquiterpenos,

principal mente aquel es majoritarios, eluidos entre 24 e 34 minutos, observa-se grande semelhanca

na composi¢do, mas a variedade Lingua apresenta teores maiores de sesquiterpenos em relacéo a

variedade Sylvestris (FIGS 13 e 14).

FIGURA 13. Cromatogramas representativos da variedade Lingua.
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FIGURA 14. Cromatogramas representativos da vari edade Sylvestris.
PAVIVAVIVIVE,
1 uv c. sylvestris 9h dia 1 dezenjoro_1_1 12 5 2013 8 13 04 PM.DATA
150,000F
100,0003
50,0003
oL A : : ———m——— : ——RF i
0 10 15 20 25 30 35 40 45 50
FAVIVAVIVIVE,
1 pv c. sylvestris 21h dia 1 outubro_1_1 11 20 2013 8 08 19 PM.DATA
150,000%
100,0003
50,0003 1
] . . —— . R {rir
0 10 15 20 25 40 45 50



59
Para a variedade Lingua notou-se que 0s picos mais intensos apresentaram-se entre 30 e 35
minutos nos cromatogramas, nesse intervalo foi possivel propor a identificacdo das substancias:
biciclogermacreno, viridifloreno, muroleno, germacreno d, beta-cadineno, cadina-1,4-dieno,
cadala-1(10),3,8-trieno e germacreno b. A andlise dos cromatogramas da variedade Sylvestris
revelou que, além dos compostos encontrados na variedade Lingua, houve também picos intensos
naregido de 4 a7 minutos nos cromatogramas, os quais foram identificados como 3-hexen-1-al,
2-hexen-1-0l(E) e 2-trans-hexenal.

Nafigura 15 haumarelacéo de sesquiterpenos e outros compostos que foram identificados

segundo a proposta apresentada.
FIGURA 15. Sesqguiterpenos e outros compostos identificados.
Sesquiterpenos Outros Compostos
a-copaena murola-4(14),5-dieno | 2-trans-hexenal
B-elemeno muroleno 3-hexen-1-ol
B-cariofileno a-muroleno 2-hexenal
a-humuleno germacreno d heptan-2-ol
aloaromadendreno germacreno b
B-cubebeno bicilogermacreno
R-cadineno viridifloreno
cadina-1(6),4-dieno cadala-1(10),3,8-trieno
B-bourboneno calareno
cadina-1,4-dieno

O Apéndice A contém uma relacdo de tabelas com os resultados da proposta de
identificacdo feita paratodas as amostras analisadas, sendo possivel verificar o tempo de retencéo,
o indice de retencéo calculado e a &rea dos picos.

No apéndice B encontram-se os graficos de variagcd nos teores de cada substancia

identificada
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5.4 ESTUDOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

A partir dos resultados obtidos na andise sazona e circadiana, foram selecionadas as
amostras obtidas nos meses de fevereiro e abril para os experimentos de analise diferencial de
SDH e GGPP sintases, uma vez que entre meses foram observadas as diferencas mais marcantes
nos teores de fendlicos e diterpenos — para fevereiro verificam-se os maiores teores para fendlicos
e diterpenos, nas duas variedades, enquanto os menores teores, também para fendlicos e

diterpenos, foram observados no més de abril.

5.4.1 Desenhos do primer GGPP

Utilizando as bases de dados GeneBank, a partir da ferramenta BLAST

(www.nchi.nil.gov), buscou-se sequéncias para 0 gene da enzima geranilgeranil pirofosfato

sintase. Dentre os resultados obtidos selecionou-se as sequéncias de nucleotideos de Ricinus
communis (RCOM_0013160/ ID 8268116) por pertencer a0 mesmo reino (Plantag), mesma
divisdo (Magnoliophyta), mesma classe (Magnoliopsida) e mesma ordem (Malpighiales) que a
Casearia sylvestris. A sequéncia da regido gendmica, em formato FASTA (NCBI Reference
Sequence: NW_002994764.1), foi obtida e utilizada para a montagem dos primers GGPP (regi&o
codificante, coding sequence ou CDS).

A sequéncia nucleotidica foi analisada via blastx, a qua realiza uma busca em um banco
de dados de proteinas a partir da de nucleotideos traduzida para as 6 possiveis fases abertas de
leitura. Dentre os resultados encontrados, selecionou-se as sequéncias de cDNA da Arabidopsis
thaliana (AAM 65107.1), do Croton sublyratus (BAA86284.1), do Cistus creticus (AAM21639.1)

e Solanum pennelli (ADZ24718.1). Essas plantas foram escolhidas por apresentarem o mesmo
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reino, mesma divisdo e mesma classe da C. sylvestris. As sequéncias obtidas foram ainhadas
utilizando-se o software Bio Edit Sequence Alignment Editor ® (HALL, 1999). No alinhamento
observou-se maior similaridade entre as sequéncias de Arabidopsis thaliana, o Croton sublyratus
e o Cistus creticus, optando-se por excluir a sequénciade cDNA do Solanum pennelli. O proximo
passo consistiu em escolher as regides mais conservadas dentre as plantas selecionadas para
desenho dos primers forward e reverse, porém como a sequéncia consenso nao apresenta 100%
de similaridade, os primers apresentam degeneracdes para contemplar tais diferencas. Apds
desenho dos primers, esses foram transferidos para o programa GeneRunner para verificagdo da
temperatura de anelamento (Tm), %CG, formacdo de emparelhamento de pares de base
intramoleculares (Hairpin loops), de dimeros e loops internos. A figura 16 mostra a regido

utilizada para desenho dos primers GGPP.

FIGURA 16. Alinhamento e regido dos primers GGPP.
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=DNE BErabidcTCAGTTCTGTCTATEGAPEETGTEETTEGCCEEEGLCRACALLGE
cDNA eroton TTAGTTTTGCCTGTATERATGTAATTAGCTEAAGCARTCRRTGE
DNA cistus TTAGTTTTGCCTGTATGRAATGTAATTAGCTARAGCEARTCARTGE
[ B B | | L B B 1 { B B A I L B | | L B A l L B B E | N B I
Reverse 1110 1190 1120 11

cDNA Arabidec:TGAACAACARATCEATGAACCTAGAGTCRCTGARGC
cDNA croton » RAGTATGAACCLATGAACCTAAATTCRCAGAACI

cDMNA cistus 5 AAGTATGAACCLATGAACCTAAATTCRCAGAACT

5.4.2 Desenhos do primer SDH

Na base de dados do programa BLAST (www.ncbi.nil.gov), buscou-se sequéncias para o

gene da enzima chiquimato desidrogenase (SDH). Dentre os resultados obtidos selecionou-se
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novamente o Ricinus communis (RCOM_2109380/ ID 82662180). A sequéncia da regido
genémica, em formato FASTA (NCBI Reference Sequence: NW_002994764.1), foi acessada e,
em Display settings, escol heu-se aopcao GenBank (full). Entretanto apareceram sequéncias apenas
de micro-organismos, entéo digitou-se 0 nome da enzima e fez-se uma busca por Expressed
Sequence Tag (EST). As sequénciasde mRNA gue foram escol hidas pertencem as plantas Glycine
soja (BF598705.1), Coffea arabica (GW490866.1), Nicotiana tabacum (GR994208.1), as quais
foram analisadas por pertencerem a0 mesmo reino, mesma divisdo e mesma classe que a C.
sylvestris. Em seguida, as sequéncias complementares, ou seja, os cDNAs foram obtidos com o
auxilio do programa GeneRunner. Posteriormente, fez-se o alinhamento no software Bio Edit
Sequence Alignment Editor ® (HALL, 1999). Houve maior semelhanca entre os cDNAs da
Nicotiana tabacum e da Coffea arébica. Os primers forward e reverse foram desenhados a partir
das regides conservadas no inicio e final das sequéncias selecionadas, respectivamente, e
analisados no GeneRunner para verificagdo dos mesmos parametros descritos no item anterior. O
primer final amplificara um fragmento de 679 pb, sendo o tamanho do forward de 22 bases (da
posicdo 43 a 64 no BioEdit) e do reverse de 19 bases (da posi¢éo 728 a 746). A figura 17 mostra

aregido utilizada para desenho dos primers SDH.

FIGURA 17. Alinhamento e regido dos primers SDH.
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5.4.3 Quantificacdo do DNA

A extracdo do DNA foi feita de folhas provenientes da coleta das 6h do més de
fevereiro/2013 e das 9h do més de abril/2013 pois, de acordo com os resultados obtidos naanalise
circadiana e sazonal concluida, notou-se que os teores dos compostos fendlicos e diterpénicos
foram maiores no més de fevereiro e menores no més de abril, paraambas as variedades estudadas.

Os resultados obtidos na quantificacdo estdo contidos na tabela 13. Os volumes de &gua
encontrados na tabela referem-se a quantidade de &gua a ser adicionada para se obter uma

concentracdo de 10 ng/uL de DNA extraido.

TABELA 13. Quantificac8o do DNA extraido.

ng/uL 260/280 H20 (uL)

C. sylvestrisvar. sylvestris (fevereiro) 372,19 2,03 362
C. sylvestris var . sylvestris (abril) 307,03 1,92 297
C. sylvestrisvar. lingua (fevereir o) 248,89 2,02 239
C. sylvestrisvar. lingua (abril) 258,03 2,03 248

5.4.4 Resultados das Reacgdes em cadeia da polimerase (PCR)

Diversos testes foram feitos para conseguir a amplificacdo do DNA referentes aos genes
das enzimas GGPP sintase e SDH. Até o momento foram realizadas reacdes de PCRs alterando a
enzima utilizada, a concentragdo do DNA, temperatura de anelamento e quantidade de primer
adicionada.

A PCR redlizada com a enzima Platinum® Taqg Polimerase e par de primers controle,
cedido pela auna de mestrado Lais Simbes Sampaio, confirmou que o DNA extraido encontrava-

se integro e, portanto, pronto para ser utilizado nas analises.
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Ao se verificar os resultados das el etroforeses para as outras PCR feitas, ndo foi verificada

nenhuma banda demonstrando que ndo houve amplificagcéo do DNA nas tentativas feitas com as

enzimas Pfu e AmpliTag. A tentativa de alterar a concentracdo do DNA utilizada também n&o
demonstrou resultado positivo.

Entretanto, quando foi feito o teste com a enzima Phusion utilizando 48 °C como

temperatura de anelamento verificou-se a presenca de algumas bandas no gel de agarose para o

gene da enzima SDH da variedade Lingua (Figura 18).

FIGURA 18. Fotocopia do resultado da amplificagdo utilizando enzima Phusion e 48 °C como temperatura de
anelamento.

Syl/ | Linl/ | C- Lin/ Syl/ C-
SDH | SDH GGPP | GGPP

Syl = C. sylvestris variedade Sylvestris; Lin = C. sylvestris variedade Lingua; C - = control e negativo
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na andlise circadiana e sazona evidenciaram uma maior incidéncia
de compostos fendlicos na variedade Lingua e de diterpenos na variedade Sylvestris. A partir
desses dados, foram sel ecionadas as amostras para serem anali sadas no estudo de expressdo génica
dos genes SDH e GGPP sintases, uma vez que entre meses foram observadas as diferencas mais
marcantes nos teores de fendlicos e diterpenos, ou sgja, para fevereiro verificam-se 0s maiores
teores para fendlicos e diterpenos, nas duas variedades, enquanto os menores teores, também para
fendlicos e diterpenos, foram observados no més de abril.

A andlise por cromatografia gasosa dos compostos volateis, emitidos pelas folhas,
indicaram que a variedade Lingua contém maior teor de compostos sesquiterpenos e a variedade
Sylvestris apresenta, além dos sesquiterpenos, teores importantes de 2-trans-hexenal, 3-hexen-1-
ol, 2-hexen-1-0l(E), heptan-2-ol, afa-Copaeno e beta-Bourboneno. Além disso, os compostos
cadin-4-em-10-ol e afa-cadinol foram identificados somente a partir do meio do ano, apresentando
teores mais elevados para a variedade Lingua.

As tentativas feitas para amplificacdo do DNA referentes aos genes das enzimas GGPP
sintase e SDH ndo apresentaram resultados satisfatorios, verificando-se a presenca de bandas
indicando possivel amplificagdo do gene referente & enzima SDH das folhas de C. sylvestris
variedade Lingua. Este resultado indicaque é necessario um estudo mai's minuci0so para encontrar

as condic¢Oes ideal s de amplificacdo do DNA das folhas de Casearia sylvestris.
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APENDICE A

Este apéndice contém uma relagdo de tabelas com os resultados da proposta de
identificacdo feita paratodas as amostras analisadas, sendo possivel verificar o tempo de retencéo.
Nota-se que ha casos em que para os mesmos val ores de tempo de retencéo, indice de retencéo e
areado pico, diferentes sustancias foram identificadas. 1sso ocorre, poisapropostade identificagcdo
é feita comparando-se o indice de retengdo calculado com o obtido na literatura (Tabela 12),
utilizando uma faixa de = 5 unidades. Assim substancias com indices de retencdo préximos

agruparam-se nessas tabel as.



TABELA 14. Proposta de identificacdo para més de janeiro.
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Lingua 9h janeiro (1) Lingua 9h janeiro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR I Area Compostos | Tempo [Min] IR Area
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E)
2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009 0.834 3-Hexen-1-ol 5.22 858.8589  0.603
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E)
2-Hexen-1-ol (E) 5.21 858.4299  1.637 3-Hexen-1-ol 524 859.7169  1.302
2-trans-Hexenal beta-Cariofileno 27.99 1416.238  1.225
beta-Cariofileno 27.99 1416.238  1.527 Aloaromadendreno
Aloaromader-\dreno. Murola—.4(14),5—d|er?o <cis-> 29.79 1450538 419
Murola-.4(14),5-d|er?0 <cis-> 20.81 1460019  4.936 Cadina-1(6),4-dieno
Cadina-1(6),4-dieno alfa-humuleno
alfa-humuleno Biciclogermacreno
Blclcnlo.gfermacreno Viridifloreno 3118 1492.976  12.224
Viridifloreno 3121 1493.697 12.585 Muroleno
Muroleno Germacreno d
X i 32.43 1524.155  59.287
Cadina-1,4-dieno
Lingua 21h janeiro (1) Lingua 21h janeiro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR I Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009 2.411 2-Hexen-1-ol (E) 5.19 857.5719  3.936
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.37 1378.355  0.514 alfa-Copaeno 26.37 1378.355 0.7
beta-Cariofileno 28 1416.478  1.016 beta-Cariofileno 28 1416.478  1.056
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola—.4(14),5—d|er?o <cis-> 2038 1450779 4532 Murola—.4(14),5—d|er?o <cis-> 2979 1450538 4.85
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-humuleno alfa-humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno Viridifloreno
31.18 1492976  12.802 3118 1492.976  13.589
Muroleno Muroleno
germacreno d germacreno d
beta-cadineno 3233 1521634 54504 beta-cadineno 3233 1521634 52922
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno 33.89 1560968 1499 Cadala-1(10),3,8-trieno 33.89 1560968 1701
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 9h janeiro (1) Sylvestris 9h janeiro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR I Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  2.332 2-Hexen-1-ol (E) 5.21 8584299  4.89
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.22 858.8589  6.003 2-Hexen-1-ol (E) 5.23 859.2879  7.508
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa—CoPa?no 26.37 1378.355  2.535 alfa-Copaeno 26.38 1378585  3.568
beta-Cariofileno 28 1416.478  1.075 Beta-Bourboneno
Calareno 28.59 1430.671  0.994 beta-Cariofileno 28.01 1416719  1.27
Aloaromadendreno Calareno 28.65 1432115 1.29
Murola-.4(14),5-dier?o <cis-> 2038 1450779 1.348 Aloaromader‘\dreno‘
Cadina-1(6),4-dieno Murola—‘4(14),5—d|er70 <cis-> 20.8 1450779 1354
alfa-humuleno Cadina-1(6),4-dieno
beta-cadineno 32.2 1518.356  0.881 alfa-humuleno
beta-cadineno 3233 1521634 41.453 beta-cadineno 3234 1521.886 49.124
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadaé:if};?j;ig'e"o 339 156122 1724 cadz’é:{ﬁg{fﬁg'e"o 339 156122 1.803
Sylvestris 21h janeiro (1) Sylvestris 21h janeiro (2)
Compostos | Tempo [Min] IR I Area Compostos | Tempo [Min] IR Area
alfa-Copaeno 2637 1378355 5413 alfa-Copaeno 2638 1378585 5.629
Beta-Bourboneno Beta-Bourboneno
beta-Cariofileno 28 1416478  1.66 beta-Cariofileno 28 1416.478  1.661
Calareno 28.65 1432.115  2.109 Calareno 28.66 1432.355  1.969
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-.4(14),5-d|er?o <cis-> 20,79 1459538 2372 Murola-.4(14),5-d|er?o <cis-> 208 1459.779  2.088
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-humuleno alfa-humuleno
beta-cadineno 323 1520877 64.718 beta-cadineno 3233 1521638 70741
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno Cadala-1(10),3,8-trieno
33.89 1560.968  3.088 339 1561.22 2.781
Germacreno B Germacreno B




TABELA 15. Proposta de identificacdo para més de fevereiro.

Lingua 9h fevereiro (1)

Lingua 9h fevereiro (2)

Compostos [ tempoiminl_ | R | Area Compostos | tempomini_ [ ® Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.21 858.4299  0.412 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  0.681
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
2-Hexen-1-ol (E) 504 259.7169  0.564 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E) 523 859.2879  0.828
beta-Cariofileno 28.02 1416.959  1.203 2-trans-Hexenal
Aloaromadendreno beta-Cariofileno 27.99 1416.238  1.707
Murola-4(14),5-dieno <cis-> Aloaromadendreno
Cadirfa—l’és),A—dieno »8 146026 5.225 Murola-4(14),5-dieno <cis->
29.81 1460.019  6.497
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
Biciclogermacreno alfa-Humuleno
Viridifloreno 312 1493457 12.912 Bicislég?rmacreno
Muroleno Viridifloreno 3119 1493216 14.963
Germacreno d Muroleno
be.ta-cadme.no 1236 152239 5189 Germacr.eno d
Cadina-1,4-dieno be.ta-cadme‘no 1236 152239 49.074
Germacreno B 33.57 1552.9 1.179 Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno Cadala-1(10),3,8-trieno
33.92 1561.725  1.763 33.89 1560.968  2.826
Germacreno B Germacreno B
Lingua 21h fevereiro (1) Lingua 21h fevereiro (2)
Compostos | tempommini | R Area Compostos | tempomini [ ® Area
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 5.22 858.8589  0.42 2-Hexen-1-ol (E) 5.21 8584299  0.69
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
2Hexen-1-ol (E) 5.25 860.1459  0.311 2-Hexen-1-ol (E) 5.24 850.7169  0.956
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
beta-Cariofileno 28.02 1416.959  1.069 beta-Cariofileno 28.01 1416.719 1164
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4(14),5-dieno <cis-> 20.82 1460.26 5 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 2081 1460019 4834
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno Viridifloreno
Muroleno 32 1493457 13.089 Muroleno 3121 1493.697 12638
Germacreno d Germacreno d
be‘ta-cadme»no 1237 1522642 57.905 aIfa»MurQIeno
Cadina-1,4-dieno be.ta—cadlne‘no 2.4 1503399 58067
Germacreno B 33.57 1552.9 1.254 Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno Germacreno B 33.56 1552.648  0.846
Gem&ac’r’en’wo B 391 1561473 1.635 Cadala-1(10),3,8-trieno
339 1561.22 1.107
Germacreno B
Sylvestris Sh fevereiro (1) Sylvestris 9h fevereiro (2)
Compostos [ tempomvinl | ® Area Compostos [ temporminl [ R Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.21 858.4299 8.61 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  1.603
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 522 858.8589  6.115 2-Hexen-1-ol (E) 5.21 8584299  1.898
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
beta-Cariofileno 28.02 1416.959  2.283 Heptan-2-ol 6.37 9054996  0.16
Calareno 286 1430912 0721 beta-Cariofileno 28 1416.478  2.619
Aloaromadendreno Calareno 28.59 1430.671  0.811
Murola-‘ll( 14),5-dier’o <cis-> 20.82 146026  6.035 Aloaromaderldrenob
Cadina-1(6),4-dieno Murola-fl(14),5-d|er10 <cis-> 20.81 1460.019  7.551
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
Biciclogermacreno alfa-Humuleno
Viridifloreno Biciclogermacreno
Muroleno 3122 1493.938  17.907 Viridifloreno
Germacreno d Muroleno 3121 1493.697 23.646
alfa-Muroleno Germacreno d
be.ta-cadme.no 034 1521.88  30.836 aIfa»Murf)Ieno
Cadina-1,4-dieno be.ta-cadme‘no 1234 1501.886 42214
Germacreno B 33.57 1552.9 1.118 Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno 1301 1561473 1.229 Cadala-1(10),3,8-trieno 139 1561.22 1011
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 21h fevereiro (1) Sylvestris 21h fevereiro (2)
Compostos [ tempoiminl | ® Area Compostos | tempomini [ ® Area
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E)
2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009 10.396 3-Hexen-1-ol 522 858.8589  5.171
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E)
2-Hexen-1-ol (E) 5.23 859.2879  11.302 3-Hexen-1-ol 5.23 859.2879  5.451
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.38 1378.585  5.547 Heptan-2-ol 6.36 905.2116 _ 0.257
beta—Bourbgneno alfa-Copaeno 26.37 1378355  5.923
beta-Cariofileno 28.01 1416.719  1.559 beta-Bourboneno
Calareno 28.66 1432.355  1.899 beta-Cariofileno 27.99 1416.238  1.432
Aloaromadendreno Calareno 28.64 1431.874 1576
Murola-.4( 14),5»dierTo <cis-> 208 1450779 1762 Aloaromaderjdreno.
Cadina-1(6),4-dieno Murola»flll4),5»d|enbo <cis-> 29.79 1450538 1421
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
be‘ta—cadmetno 3233 1521634 35719 alfa—Hum}uIeno
Cadina-1,4-dieno be.ta—cadlne.no 3232 1501382 43253
Germacreno B 33.56 1552.648  2.277 Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno 339 156120 2.874 Cadala-1(10),3,8-trieno 33.88 1560716 1.899

Germacreno B

Germacreno B
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TABELA 16. Proposta de identificagdo para més de marco.

Germacreno B

Lingua 9h marco (1) Lingua 9h margo (2)
Compostos [ tempoming [ R [ Area Compostos [ tempoqmini | ® Area
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 522 858.8589  0.733 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  0.507
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 5.23 859.2879  0.322 2-Hexen-1-ol (E) 5.23 859.2879  0.908
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4{14),5-dieno <dis-> 2079 1459538 4782 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 281 1460019 4531
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno Viridifloreno
3118 1492.976  12.726 312 1493.457  12.606
Muroleno Muroleno
Germacrenod Germacreno d
beta-cadineno 3236 152239 57.339 beta-cadineno 3235 1522138 55.117
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno 33.88 1560716 122 Cadala-1(10),3,8-trieno 339 15612 1335
Germacreno B Germacreno B
Lingua 21h maro (1) Lingua 21h marco (2)
Compostos | temporminl | R Area Compostos | temporminl [ R Area
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 522 858.8589  0.128 2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0009  0.367
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 52 8601459 0354 2-Hexen-1-ol (E) 5.23 859.2879  0.609
beta-Cariofileno 28.02 1416.959  1.333 2-trans-Hexenal
Murola-4(14),5-dieno <cis-> beta-Cariofileno 28 1416.478  1.186
AIuﬁrumadendreno 29.83 1460.5 4538 Aloaromadevdrenob
Cadina-1(6),4-dieno Murola—ft(l‘l],&dle@ <cis-> 208 1459779 4.408
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
Biciclogermacreno alfa-Humuleno
Viridifloreno Biciclogermacreno
Muroleno 3123 1494.178  11.464 Viridifloreno
Germacreno d Muroleno 3121 1493.697 11.304
alfa-Muroleno Germacreno d
be.ta-cadine.no 3244 1524.407  55.486 alfa-Murv.aIeno
Cadina-1,4-dieno beta-cadineno 3243 1524155  61.294
Germacreno B 33.57 1552.9 0.864 Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3 8 trieno 3391 1561473 1053 Cadala-1(10),38 trieno 339 156122 0863
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 9h marco (1) Sylvestris 9h margo (2)
Compostos | temporminl [ R Area Compostos | temporminl [ ® Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 519 857.5719 11.576 2-Hexen-1-ol (E) 5.19 857.5719  7.316
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009 7.515 2-Hexen-1-ol (E) 522 858.8589  9.489
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.35 1377.897 _ 5.486 Heptan-2-ol 6.35 904.9237 _ 0.517
beta-Cariofileno 27.98 1415.997 _ 1.125 alfa-Copaeno 26.37 1378.355 6
Calareno 28.63 1431633 1.72 beta-Cariofileno 27.99 1416.238  1.187
Aloaromadendreno Calareno 28.65 1432.115 167
alfa—Humu!eno ) 2977 1459.057  1.341 Aloaromadendreno
Murola-4(14),5-dieno <cis-> alfa-Humuleno 2978 1459.208  1.379
Cadina-1(6),4-dieno Murola-4(14),5-dieno <cis->
beta-cadineno 32.27 1520.121  23.036 Cadina-1(6),4-dieno
Germacreno B beta-cadineno 32.28 1520.373 22.178
Cadala-1(10),3,8-trieno 3387 1560464 1.444 Cadala-1(10),3,8-trieno
33.88 1560.716  1.442
Germacreno B
Sylvestris 21h marco (1) Sylvestris 21h marco (2)
Compostos [ temporminl [ ® Area Compostos [ temporvinl [ ® Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.19 857.5719  2.764 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  2.689
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 522 858.8589  4.537 2-Hexen-1-ol (E) 521 858.4299  2.046
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
beta-Cariofileno 28.01 1416.719  1.69 Heptan-2-ol 6.36 905.2116 _ 0.176
Aloaromadendreno beta-Cariofileno 28 1416.478  2.044
Murolar.4| 14),5rdierTo <cis-> 208 146026 8.947 Aloaromadevdreno.
Cadina-1(6),4-dieno Murola-4(14),5-dieno <cis-> 20.82 1460.26 8.450
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
Viridifloreno alfa-Humuleno
Muroleno Biciclogermacreno
Biciclogermacreno 31.25 1494.66  27.938 Viridifloreno
Germacreno d Muroleno 31.24 1494.419  27.829
alfa-Muroleno Germacreno d
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
Germacrenod 31.51 1500.958  0.44 alfa-Muroleno
Muroleno Germacreno d 3148 1500202 0.534
alfa-Muroleno 3156 1502219 0.498 rVPu‘roleno
Germacrenod Viridifloreno
beta-cadineno 3235 1522138 32.154 alfa-Muroleno 3155 1501967 0.485
Cadina-1,4-dieno Germacreno d
2y e wm
Germacreno B 339 156122 1.033 Cadala-1(10),3,8-trieno
339 1561.22 1.141




TABELA 17. Proposta de identificacdo para més de abril.

Lingua Oh abril (1)

Lingua 9h abril (2)

Compostos [ tempormini | ® [ area Compostos [ tempormii | ® [ area
2-Hexen-1-ol (E) 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol 522 858.8589 1236 3-Hexen-1-ol 522 858.8589  0.413
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.36 1378126 0.523 alfa-Copaeno 26.36 1378126 0.524
beta-Cariofileno 27.99 1416.238 1502 beta-Cariofileno 28 1416478 1273
beta-Cariofileno 2837 1425379 0.614 beta-Cariofilen 28.37 1425379 0.509
Calareno 28.58 1430431 0.529 Calareno 28.58 1430431 0.541
Calareno 2861 1431152 052 Calareno 28.62 1431393 0.362
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4(14) 5-dieno <cis-> 208 se719 578 Murola-4(14)5-dieno <cis-> o8 0010 5087
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno Viridifloreno
312 1493.457  13.445 3122 1493938 12924
Muroleno Muroleno
Germacreno d Germacreno d
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
Germacreno d 3148 1500.202  0.542 Germacreno d 31.47 1499952 0.584
Muroleno Muroleno
Viridifloreno Viridifloreno
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
3154 1501715 0.561 3154 1501715 0.436
Germacreno d Germacreno d
beta-cadineno 3237 1522642 55478 beta-cadineno 32.44 1524.407 56,967
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno Cadala-1(10),3,8-trieno
33.89 1560.968  0.999 33.89 1560.968  0.815
Germacreno B Germacreno B
Lingua 21h abril (1) Lingua 21h abril (2)
Compostos | temporminl | R | Area Compostos [ temporminl | R [ Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0000  0.283 2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0009  0.368
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 523 859.2879  0.373 2-Hexen-1-ol (E) 523 859.2879 0.334
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 2637 1378355  0.569 alfa-Copaeno 26.38 1378585  0.566
be beta-Bourboneno
beta-Cariofileno 28 1416478 1.288 beta-Cariofileno 28.01 1416719 1466
Calareno 28.59 1430.671__0.57 Calareno 286 1430.912__ 0.5
Calareno 2862 1431393 0483 Calareno 2862 1431393 0.535
Aloaromadendreno ‘Aloaromadendreno
Murola-4(14),5-dieno <cis-> S081 60018 5411 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 2082 146026 5439
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno Viridifloreno
312 1493.457 13.245 31.22 1493.938 13533
Muroleno Muroleno
Germacrenod Germacrenod
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
Germacreno d 31.48 1500.202 053 Germacreno d 3149 1500.454  0.561
Muroleno Muroleno
Viridifloreno Viridifloreno
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
3154 1501715 0.692 31.56 1502219 0528
Germacreno d Germacreno d
beta-cadineno 32.38 1522895  55.23 beta-cadineno 32.42 1523903 55.741
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trien rmacreno B .. 1552. X
oo B 1550968 09w G0 38 e R —
33.91 1561473 1.003
Germacreno B
Syivestris Sh abril (1) Sylvestris Sh abril (2)
Compostos [ tempormini | ® [ area Compostos [ tempormii | ® [ area
3Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.19 8575719 15.756 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009 18128
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
ha‘”a'&’p“m 2636 1378126 5.489 ha‘"a{"p“m 26.38 1378.585  5.517
beta-Cariofileno 27.99 1416238 1.742 beta-Cariofilen 28.01 1416719 1.388
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
alfa-Humuleno 2978 1459298 1.619 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 29.81 1460019 1473
Murola-4(14),5-dieno <cis-> Cadina-1(6),4-dieno
Cadina-1(6),4-dieno alfa-Humuleno
beta-cadineno 323 1520877 32822 beta-cadineno 32.34 1521886 36395
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno . o071 2100 Cadala-1(10),3,8-trieno o o122 1692
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 21h abril (1) Sylvestris 21h abril (2)
Compostos [ temporming [ R [ area Compostos [ tempomming [ R [ Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 519 857.5719 1998 2-Hexen-1-ol (E) 521 858.4299 0.751
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-0l 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0009 1991 2-Hexen-1-ol (E) 522 858.8589 0,979
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 2636 1378126 4.8%4 alfa-Copaeno 26.37 1378.355 _ 5.061
beta-Cariofileno 27.98 1415.997 1722 beta-Cariofileno 28 1416478 _1.768
Calareno 28.59 1430671 0.643 Calareno 28.62 1431393 0,994
Calareno 28.63 1431633 0,977 Calareno 28.65 1432115 1.059
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4(14),5-dieno <cis-> 2977 1450.057 1912 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 2979 1050538 2,068
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Muroleno alfa-Humuleno
Germacreno d 145 190471 0632 alfa-Muroleno
Muroleno Germacreno d 314 1500458 0.863
Viridifloreno Muroleno
alfa-Muroleno Viridifloreno
Germacreno d 3152 150121 0.95 alfa-Muroleno 1o L7 1308
Muroleno Germacreno d
beta-cadineno 32.32 1521382 56426 beta-cadineno 32.32 1521382 61734
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Germacreno B 33.87 1560.464  2.204 Cadala-1(10),3,8trieno 33.89 1560.968  3.075

Cadala-1(10),3,8-trieno

Germacreno B
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TABELA 18. Proposta de identificagdo para més de maio para a variedade Sylvestris.

Sylvestris 9h maio (1) Sylvestris 9h maio (2)
Compostos [ tempormini| R | Area Compostos [ rempovinl[ & Area
3 Hexen-L-ol 3-Hexen-L-ol
2-Hexen-1-ol (E) 52 8580000 1085 2-Hexen-1-ol (E) 52 880009 239
2trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
I Hexen-L-ol 3-Hexen-L-ol
2-Hexen-1-ol (E) 523 8502879 1233 2-Hexen-1-ol (E) 523 8502879 2.588
2trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
Heptan-2-ol 637 905499 0.19 Heptan-2-ol 637 905499 0.388
alfa-Copaeno 2639 1378814 3.266 alfa-Copaeno 2638 1378585 676
beta-Bourboneno beta-Bourboneno
beta-Elemeno 2691  1390.724 0265 beta-Cubebeno 269 1390495 0.398
beta-Cubebeno beta-Elemeno
beta-Cariofileno 2802 1416959 1386 beta-Cariofileno 28 1416478 1514
Calareno 2867 1432506 1463 Calareno 2866 1432355 2201
Calareno 2884 1436685 0.12 Calareno 2874 143428 0.83
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4(14) 5-dieno <cis-> 208 146025 1453 Murola-4(14)5-dieno <cis-> 208 a7 14l
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
o 3156 1502219 1602 PO 3155 1501967 1.203
beta-cadineno beta-cadineno
3239 1523147 53.666 3233 1521634 3479
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Germacreno B 3357 1559 1183 Germacreno B 3362 155416 0029
Cadala-1(10),3,8-trieno 3391 1561473 1863 Cadala-1{10),3,8-trieno 339 156122 2.018
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 15h maio (1) Sylvestris 15h maio (2)
Compostos [ Tempomin [ R Area Compostos [ rempovin1[ R Area
3-Hexen-L-ol 2-Hexen-L-ol (E)
2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0009 3759 3-Hexen-1-ol 522 858.8589 2422
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-L-ol 2-Hexen-L-ol (E)
2-Hexen-1-o (E) 523 859.2879 5387 3-Hexen-1-ol 523 8592879 1712
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
Heptan-2-ol 637 905.49% 0.608 Heptan-2-ol 636 9052116 0.463
alfa-Copaeno 638 1378585 3419 alfa-Copaeno 2637 1378355 3.543
beta-Bourboneno beta-Cariofileno 28 1416478 1626
beta-Cariofileno 28 116478 1151 ‘Aloaromadendreno
‘Aloaromadendreno Murola-4(14)5-dieno <cis-> 208 1459779 0862
Murola-4(14)5-dieno <cis-> 208 w977 1507 Cadina-1(6),4-dieno
Cadina-1(6),4-dieno alfa-Humuleno
alfa-Humuleno alfa-Muroleno
alfa-Muroleno st 1501715 1893 Germacreno d 3153 1501462 173
Germacreno d Muroleno
beta-cadineno 3231 152113 30.643 beta-cadineno 3229 150625 27.842
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10) 3,8 trieno s 16122 2000 Cadala-1(10) 3,8 trieno o o122 108
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 21h maio (1) Sylvestris 21h maio (2)
Compostos [ tempominl [ ® Area Compostos [ rempo vin1[ & Area
3-Hexen-L-ol 3-Hexen-L-ol
2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0009 3.42 2-Hexen-1-ol (E) 52 8580009 342
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-L-ol 3-Hexen-L-ol
2-Hexen-1-ol (€) 523 8502879 2307 2-Hexen-1-ol (E) 523 859.2879 2307
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 264 1379.043  7.563 alfa-Copaeno 264 1379.043  7.563
beta-Bourboneno beta-Bourboneno
beta-Cariofileno 2802 1416959 1788 beta-Cariofileno 2802 1416959 1788
Calareno 28.67 1432506 2.089 Calareno 28.67 1432506 2.089
‘Aloaromadendreno ‘Aloaromadendreno
Murola-4(14),5-dieno <cis-> o8 1460019 18 Murola-4(14),5-dieno <cis-> o8t w010 18
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
alfa-Muroleno 3154 1501715 0855 alfa-Muroleno 3154 1501715 0.855
Germacreno d Germacreno d
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
3156 1502219 0704 3156 1502219 0704
Germacrenod Germacreno d
beta-cadineno 3236 152239 36.207 beta-cadineno 3236 15239 36207
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Germacreno B 3357 1559 1077 Germacreno B 3357 1559 1o77
Cadala-1(10) 3,8 trieno Cadala-1(10), 3,8 trieno
3391 1561473 2065 3391 1561473 2.065
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 03h maio (1) Sylvestris 03h maio (2)
Compostos [ Tempomin [ R Area Compostos [ rempovin1[ Area
2-Hexen-L-ol (E) 3-Hexen-L-ol
3-Hexen-1-ol 522 8588589 2772 2-Hexen-1-ol (E) 519 8575719 5.366
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
2-Hexen-L-ol (E) 3-Hexen-L-ol
3-Hexen-1-ol 523 8592879 2547 2-Hexen-1-ol (E) 522 8588589 2.686
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
Heptan-2-ol 636 9052116 0625 Heptan-2-ol 637 905.49% 0254
alfa-Copaeno 2639 1378814 2355 alfa-Copaeno 2638 1378585 5.182
beta-Bourboneno beta-Bourboneno
beta-Cariofileno 2801 1416719 0974 beta-Cariofileno 28 1416478 147
Calareno 2867 1432506 1041 Calareno 2865 1432115 218
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4(14)5-dieno <cis-> 2081 1460019 1039 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 208 145977 2065
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
alfa-Muroleno 315 1502219 1111 alfa-Muroleno 3154 1501715 1726
Germacrenod Germacreno d
beta-cadineno 323 1520877 17.605 beta-cadineno 3233 1521634 47.92
Cadina-1,4-dieno Cadina-14-dieno
Germacreno B 33.56 1552648 1013 Cadala-1(10),3,8trieno
Cadala-1(10),3,8-trieno Gem(wc)renuB 38 1560968 1.609
3391 1561473 1143

Germacreno B
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TABELA 19. Proposta de identificacdo para més de maio para a variedade Lingua.

Lingua 9h maio (1) Lingua 9h maio (2)
Compostos | temporming | R | Area Compostos [ temporming [ R [ Area
2-Hexen-1-ol (E) 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol 522 8588589 2228 3-Hexen-1-ol 522 8588589 101
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
2-Hexen-1-ol (E) 2-Hexen-1-ol (E)
524 8597169 123
3-Hexen-1-ol 3 Hexen-1-ol 523 8502879 1099
alfa-Copaeno 638 1378585 07 2—\:’:nz—Hexena\
Py, . N aB' °”:e"° 2637 1378355 0716
:‘a' oo 268  1390.266 0.207 s‘a' e
eta-| ?mveno eta-Cubebeno 26.89 1390.266 0131
beta-Cariofilen 28 1416478 1.503 beta-Elemeno
Calareno 2859 1430671 1121 beta-Cariofileno 28 14164781277
Aloaromadendreno Calareno 2859 1430671 1142
Muro\:%lm),&dlzvr\o<C|s—> 82 16026 479 A‘Ioarofadzr\drenov
Cadina-1(6),4-dieneo Murola-4(14),5-dieno <cis-> o8t 1460015 4313
alfa-Humuleno Cadina-1() 4-dieneo
Biciclogermacreno alfa-Humuleno
V\,\r/\ld\ﬂrreno 12 s 11289 Blc:/cléief:macreno
uroleno indifioreno 312 1493.457 11642
Germacreno d Muroleno
aG\farMum\en: 56 1502219 142 G;rrr;:cre‘nod
be"”a‘d',e"" aGa' “"’e": 3155 1501967 1612
c :fa'“l ;":,"” 3244 1524407 52395 - e‘””“d’,e""
adina-1,4 dieno eta-cadineno 24 157339 5288
B 33.57 15529 0.962 Cadina-1,4dieno
Ta-1(1 -1(10),3,8-
Cadala-1(10),38-trieno o1 11473 131 Cadala-1(10),3,8-trieno 0 56122 1508
Germacreno Germacreno B
Lingua 15h maio (1) Lingua 15h maio (2)
Compostos | temporming | R | Area Compostos [ temporming [ R [ Area
2-Hexen-1-ol (E) 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol 523 8592879 1461 3-Hexen-1-ol 523 8502879 2373
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno, 2637 137835 0392 alfa-Copaeno 2637 137835 0541
beta-Cariofileno 28 1416478 1.006 beta-Cariofileno 28 14164780953
Aloaromadendreno ‘Aloaromadendreno
Murola-4(14),5-dieno <cis-> 208 s asm Murola-4(14),5-dieno <cis-> o0 145053 383
Cadina-1(6),4-dieneo Cadina-1(6) 4-dieneo
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno 3119 1493216 11971 Viridifloreno 3118 1492976 10.757
Muroleno Muroleno
Germacrenod Germacrenod
alfa-Muroleno 3155  1501.967 1668 alfa-Muroleno 3154 1501715 1408
Germacrenod Germacrenod
beta-cadineno 3235 1522.138 52,078 beta-cadineno 3234 1521.886 54.013
Cadina-1,4 dieno Cadina-1,4dieno
Ta-1(1 -1(10),3,8-
Cadala-1(10),3,8-trieno 39 612 23 Cadala-1(10),3,8-trieno 38 150968 1561
Germacreno 8 Germacreno B
Lingua 21h maio (1) Lingua 21h maio (2)
Compostos [ temporminl [ ® | area Compostos [ tempotminl | | area
3 Hexen-1-ol 3 Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.2 8560009 1381 2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0009 2,065
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3Hexen-1-ol 3 Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 523 8502879 1502 2-Hexen-1-ol (E) 523 8592879 2116
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 2638 1378585  0.574 alfa-Copaeno 2637 1378355 026
b beta-Bourboneno
beta-Cariofilen 2801 1416719 1438 beta-Cariofileno 28 1416478 132
Calareno 286 1430912 0875 Calareno 2858 1430431 1008
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4(14),5-dieno <cis-> 2981 1460019 5.146 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 208 1459779 5012
Cadina-1(6),4-dieneo Cadina-1(6) 4-dieneo
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno 3121 1493697 12.359 Viridifloreno 3118 1492976 12223
Muroleno Muroleno
Germacrenod Germacrenod
alfa-Muroleno 3156 1502219 1367 alfa-Muroleno 3154 1501715  1.903
Germacreno d Germacreno d
ze:arcag!neno 3220 151886 0.854 Cb:.ta—caid;r;eno 23 16w 908
eta-cadineno 124 157339 sazs adina-1,4dieno
Cadina-1,4 dieno Germacreno B 3355 1552395 1448
Cadala 1110)3&5"%0 E— Cadac‘;zrrﬂuﬁ)r:ri:‘em B9 10968 177
S5 3391 1561473 1089
Germacreno 8
Lingua 03h maio (1) Lingua 03h maio (2)
Compostos | Temporming | R | Area Compostos [ temporming [ R [ Area
3-Hexen-1-ol IHexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 52 8580009  2.874 2-Hexen-1-ol (E) 52 8580009 078
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 522 8588589 192 2-Hexen-1-ol (E) 523 8502879 1281
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.38 1378.585  0.286 alfa-Copaeno 26.39 1378814 0336
b beta-Bourboneno
beta-Cariofileno 28 1416478 1385 beta-Cariofileno 2801 1416719 1221
Calareno 2859 1430671 1085 Calareno 286 1430912 0953
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4(14) 5-dieno <cis-> 81 1001 a5 Murola-4(14) 5-dieno <cis-> 08 146026 4369
Cadina-1(6),4-dieneo Cadina-1(6) 4-dieneo
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno 312 1493.457 11821 Viridifloreno 3122 1493938 11717
Muroleno Muroleno
Germacrenod Germacreno d
alfa-Muroleno 3155 1501967 158 alfa-Muroleno 3156 1502219 046
Germacreno d Germacrenod
beta-cadineno 322 1518.3% 0.664 beta-cadineno 3221 1518608 0463
beta-cadineno 3238 1522895 49.485 beta-cadineno 3242 1523903 57.539
Cadina-1,4 dieno Cadina-1,4 dieno
Ta-1(1 B . 1552, X
O msrenns Bo w2 1 G 120,35 e R
~ 3391 1561473 118

Germacreno B




TABELA 20. Proposta de identificagdo paramés de junho para a variedade Sylvestris.
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Sylvestris 9h junho (1) Sylvestris 9h junho (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR | Area Compostos | Tempo [Min] IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 5.5 2601459  0.558 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E) 521 858.4299  1.772
Heptan-2-ol 6.37 905.4996  0.485 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.39 1378.814  2.725 3-Hexen-1-ol
beta-Bourboneno 2-Hexen-1-ol (E) 523 859.2879  4.244
beta-cadineno 32.21 1518.608  0.685 2-trans-Hexenal
-cadi -2- . X .41
belta cadlne.no 3229 1520625 12.614 Heptan-2-ol 6.37 905.4996  0.414
Cadina-1,4-dieno alfa-Copaeno 26.37 1378.355  4.732
beta-cadineno
323 1520.877  39.72
Cadina-1,4-dieno
Sylvestris 15h junho (1) Sylvestris 15h junho (2)
Compostos Tempo [Min] IR Area Compostos | Tempo [Min] IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 5.4 9507160  2.883 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol 523 859.2879  4.573
- 2- -
- P 26.38 1378.585 4.123
beta-cadineno beta-Bourboneno
3231 1521.13  21.418
Cadina-1,4-dieno beta-cadineno
. ) 323 1520.877 31.849
Cadina-1,4-dieno
Sylvestris 21h junho (1) Sylvestris 21h junho (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR Area Compostos | Tempo [Min] IR Area
alfa-Copaeno 2.4 1379.043  0.976 beta-Cubebeno 26.9 1390.495 03
beta-Bourboneno beta-Elemeno
beta-Elemeno 26.91 1390724 0.574 beta-Canof}Ieno : 28.01 1416.719  2.067
beta-Cubebeno Murola-4(14),5-dieno <cis->
beta-Carloflllene i 28.03 1417.2 1.599 AIIolaromadendlreno 29.83 14605  10.651
Murola-4(14),5-dieno <cis-> Cadina-1(6),4-dieno
Allo_"iromadend!'eno 29.83 1460.5 5.400 .a!fa—Humuleno
Cadina-1(6),4-dieno Biciclogermacreno
alfa-Humuleno Viridifloreno
Biciclogermacreno Muroleno 31.24 1494.419 31.901
Viridifloreno Germacreno d
Muroleno 3123 1494.178  13.804 alfa-Muroleno
Germacreno d alfa-Muroleno 3156 1502219 1914
alfa-Muroleno Germacreno d
Zlfta—Mu;)leno 31.58 1502.723  2.246 Cb?a—cztﬂr:.:no 3234 1521.886  29.601
eta-cacineno 324 1523.399 47.287 20ne: L2 0leng
Cadina-1,4-dieno Germacreno B 33.56 1552.648 2.014
Germacreno B 33.59 1553.404  3.303 Cadala-1(10),3,8-trieno
Cadala-1(10),3,8-trieno Germacreno B 33.91 1561473 2227
7 33.93 1561.977  3.733
Germacreno B
Sylvestris 03h junho (1) Sylvestris 03h junho (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR Area Compostos | Tempo [Min] I IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 5.25 860.1459 1.172 2-Hexen-1-ol (E) 5.25 860.1459  2.153
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
beta-Cariofileno 28.01 1416.719  1.482 beta-Cariofileno 28.03 1417.2 0.462
Alloaromadendreno Alloaromadendreno
Murola—.4(14),5—d|erTo <cis-> 29.81 1460019  6.211 Murola—.4(14),5—d|erTo <cis-> 29.82 1460.26 3.896
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno Viridifloreno
31.19 1493.216 1851 31.2 1493.457  9.476
Muroleno Muroleno
Germacreno d Germacreno d
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
31.55 1501.967  1.439 31.57 1502.471 0.85
Germacreno d Germacreno d
beta-cadineno 32.29 1520625 20.959 beta-cadineno 3229 1520625  7.524
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
CadaGIae-i'(]:;(i)r,:i-:leno 3301 1561473 2.122 Cadj:r;;g;’e;goiieno 33.58 1553.152  1.028
" 33.92 1561.725  1.793

Germacreno B




TABELA 21. Proposta de identificacdo para més de junho para a variedade Lingua.
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Lingua 9h junho (1) Lingua 9h junho (2)
2 | tempomini | R | Area 2 | Temporminl | R Area
beta-Cariofileno 28.01 1416719 1.553 beta-Cariofileno 28.02 1416.959  1.385
Calareno 28.6 1430912 1.654 Calareno 28.61 1431152 1573
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-.zltlll),s-dler?o <cis-> 20.81 1460.019  6.099 Murola-IAl14),5-d|erTo<c|s»> 20.82 1460.26 5.964
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno 312 1493.457 15764 Viridifloreno
Muroleno Muroleno 31.22 1493.938  15.344
Germacreno d Germacreno d
glfa-Mumlen: 3156 1502219 3.002 a:;a-mum:eno
bet'mac('f"‘) Za' uro e"g 31.56 1502219 191
c z_ E’Ci ;’:_"" 234 1521886 43374 bet'ma?”"
adine L3 CE0e ©ta-cacineno 32.38 1522.895  47.481
Germacreno B 33.56 1552.648  2.37 Cadina-1,4-dieno
la-1(1 -tri B .57 1552.! 2.037
Cada(:em:alz)r:l;so:leno 33.91 1561473 3.068 Cada?:—rirla;zn;—trieno =2 222 =
. 33.91 1561.473 2434
Germacreno B
Lingua 15h junho (1) Lingua 15h junho (2)
Compostos [ Tempomini [ R Area Compostos [ Tempo [min] R Area
beta-Cariofileno 28.03 1417.2 1.309 beta-Cariofileno 28 1416478  1.085
Calareno 28.61 1431.152  0.859 Calareno 28.6 1430.912 0.768
Calareno 28.65 1432.115  0.678 Calareno 28.63 1431.633  0.545
Murola-4(14),5-dieno <cis-> Aloaromadendreno
Alojaromadendljeno 20.83 1460.5 5.203 MuroIa—IA( 14),5—d|en.o <cCis-> 2.8 1459.779 4657
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno Viridifloreno
31.18 1492.976  11.938
Muroleno 3122 1493.938  13.62 Muroleno
Germacreno d Germacreno d
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
alfa-Muroleno Germacreno d 3151 1500.958  0.747
Germacreno d 3151 1500.958  0.637 Muroleno
| fM"‘v'l"'E'I"’ (a;fa'M“m'e"g 3154 1501715 1.509
Z a-Muro e"d° 3157 1502471 2389 be'ma?""
bet"“ac:"" c :_ta'ci 4'":_”0 32.32 1521382 47.703
c :, a'ci ;’:“ 32.37 1522.642  45.247 - dal ':ZO') és'et"‘c'
adina-1,4-dieno adala- ,3,8-trieno
33.89 1560.968  2.37
Germacreno B 33.58 1553.152  3.069 Germacreno B
Cadala-1(10) -tri
adala-1(10),3 8 trieno 3.92 1561725 4.062
Germacreno B
Lingua 21h junho (1) Lingua 21h junho (2)
Compostos | tempomini [ R Area Compostos | tempormini [ R Area
beta-Cariofileno 28.05 1417.681 _ 2.614 beta-Cariofileno 28 1416.478  1.529
Murola-4(14),5-dieno <cis-> Aloaromadendreno
Aloaromadendreno 29.85 1460981 10.017 Murola-4{14),5-dieno <cis-> 20.81 1460.019  5.243
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Viridifloreno Biciclogermacreno
Muroleno Viridifloreno
Biciclogermacreno 31.25 1494.66  29.449 Muroleno 31.21 1493.697 12.932
Germacreno d Germacreno d
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
31.56 1502.219 0.711
Germacreno d Germacreno d 315 1500.706  0.636
alfa-Muroleno 31.59 1502.975  1.002 Muroleno
beta-cadineno 32.37 1522642 38.008 alfa-Murcleno 3155 1501967 1431
Cadina-1,4-dieno Germacreno d
Germacreno B 33.59 1553.404  2.369 beta-cadineno 322 1518.356 _ 0.889
la-1(1 -tri -cadi
Cadala-1(10),58 trieno 33.04 1562229 2.609 beta-cadineno 324 1523399 53.892
Germacreno B Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno 339 1561.22 1088
Germacreno B
Lingua 03h junho (1) Lingua 03h junho (2)
Compostos Tempo[Min] | R Area Compostos Tempo[Min] | R Area
beta-Cariofileno 28.03 1417.2 1.488 beta-Cariofileno 28 1416478 1541
Murola-4(14),5-dieno <cis-> Aloaromadendreno
Alojaromadendljeno 20.83 1460.5 5.952 Murola—.4(14),5—d|en.o <cCis-> 20.81 1460019  5.331
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
Viridifloreno Viridifloreno
3119 1493.216 12.529
Muroleno 31.22 1493.938  14.768 Muroleno
Germacreno d Germacreno d
a::a-muro:eno (as\fa-Murolen;) 3155 1501.967 1.949
atra-Muro e"d° 3157 1502471 3.795 be’mac:""
sermac;?no c Zfa'ci 4'";”0 3237 1522.642  55.116
eta-cadineno 32.35 1522138 43.243 acina 2 CIeno
Cadina-1,4-dieno Germacreno b 33.55 1552.395 1.61
Germacreno B 33.58 1553.152  4.164 Cadala-1(10),3,8-trieno
33.89 1560.968  2.034
Cadala-1(10),3,8-trieno Germacreno B
33.93 1561.977  4.975

Germacreno B




TABELA 22. Proposta de identificacdo paramés de julho para a variedade Sylvestris.

Sylvestris 9h julho (1) Sylvestris 9h julho (2)
Compostos [ temporminl | R [ Area Compostos [ tempomminl | R [ area
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
5.25 860.1459 0479
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol () 521 858.4299 2885
2-Hexen-1-ol (E) s 51003 1442 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
¥ -Hexen-1- 5.23 859.2879 2606
alfa-Copaeno 2642 1379501 7.756 2-Hexen-1-ol (E)
beta-Bourboneno 2-trans-Hexenal
beta-Elemeno 26,93 1391182  0.834 alfa-Copaeno 26.41 1379272 7.664
beta-Cubebeno beta-Bourboneno
beta-Cariofileno 28.04 1417.44 1851 beta-Elemeno 692 130953 0670
Calareno 28.7 1433317 2.793 beta-Cubebeno
Murola-4(14),5-dieno <cis> beta-Cariofileno 28.03 1417.2 1905
Aloaromadendreno jo84 1460741 239 Calareno 2865 1432115 0612
Cadina-1(6),4-dieno Calareno 2869 1433077 1284
alfa-Humuleno Murola-4(14),5-dieno <cis->
alfa-Muroleno 3155 1501967 1325 Aloaromadendreno 29.83 14605 1931
Germacreno d Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Muroleno 3158 1502723 1687 alfa-Humuleno
beta-cadineno alfa-Muroleno
; 3236 152239 27.399
Cadina-1,4-dieno Germacreno d 3152 150121 0658
Germacreno B 336 1553656 3.184 Muroleno
1a-1(10),3,8-tri Ifa-Murol
Cadala-1(10),3,8trieno 3394 1562229 4581 alfa-Muroleno 3157 1502471 0793
Germacreno B Germacreno d
beta-cadineno 3235 1522138 32.355
Cadina-1,4-dieno
Germacreno B 3358 1553152 172
Cadala-1(10),3,8 trieno
3392 1561725 2272
Germacreno B
Sylvestris 15h julho (1) Sylvestris 15h julho (2)
Compostos | temporminl | R [ Area Compostos | tempomming | R Area
2Hexen-1-ol (E) 527 861.0039  2.981 2Hexen-1-ol (E) 5.24 859.7169  3.026
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
alfa-Copaeno 2643 137973 4751 alfa-Copaeno 26.4 1370043 3304
beta-Bourboneno beta-Bourboneno
beta-Elemeno 2694 1391411 0,655 beta-Elemeno 269 1390953 038
beta-Cubebeno beta-Cubebeno
beta-Cariofileno 2805 1417.681 _1.549 beta-Cariofileno 28.03 1417.2 0955
Calareno 28.7 14333171728 Calareno 2868 1432836 1648
Murola-4(14) 5-dieno <cis> ‘Aloaromadendreno
Aloaromadendreno 2985 1460981 2000 Murola-4(14),5-dieno <cis-> s 106026 1564
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
ta)lftarMudroleno 316 1503.227 3011 aGIfarMuroIen: ss7 15471 1855
c :_ “i ‘;":"" 3238 1522895 34.587 bel'"‘“:"“
adina:-,2.cleno eta-cadineno 32.36 152239 38.333
Germacreno B 3361 1553908 2.961 Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8- G B 33.58 1553152 2.0
s
> 3392 1561725 2462
Germacreno B
Sylvestris 21h julho (1) Sylvestris 21h julho (2)
Compostos | temporminl | R [ Area Compostos | tempomming | R Area
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (€)
2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0009 3.633 3-Hexen-1-ol 5.22 858.8589 1691
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol ()
2-Hexen-1-ol (E) 5.21 858.4299  6.756 3-Hexen-1-ol 5.23 859.2879  2.875
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.39 1378814 8.762 alfa-Copaeno 26.42 1379.501  7.457
beta-Bourboneno beta-Bourboneno
beta-Cariofileno 2801 1416719 1978 beta-Cariofileno 28.04 1417.44 1603
Calareno 2866 1432355 2.807 Calareno 2869 1433077 2368
‘Aloaromadendreno Murola-4(14),5-dieno <cis>
Murola-4(14),5-dieno <cis-> 2081 1460019 2249 Aloaromadendreno sost  1as07e1 1837
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
aGIfarMurolen: sss 101967 2447 :If:rMu;.oleno 3159 1502975  2.022
be:macdrem c : “i 4'”:"" 3237 1522642 42374
eta-cadineno 3232 1521382 31922 acina: L Cleno
Cadina-1,4-dieno Germacreno B 33.59 1553404 1876
B X 1552, 2.4 a-1(10),3,8-tri
Gt s —  mrona Bot wsems 2
> 339 156122 3577
Germacreno B
Sylvestris 03h julho (1) Sylvestris 03h julho (2)
Compostos | Tempo [Min] | R Area Compostos | Tempo [Min] | R Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol () 521 8584209 0735 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009 0.8
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol () 5.22 858.8589 1035 2-Hexen-1-ol (E) 5.23 859.2879 0781
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 264 1379083 8426 alfa-Copaeno s63g 1378585 6616
beta-Bourboneno beta-Bourboneno 1378585  6.616
beta-Cariofileno 2802 1416959 2.127 beta-Cariofileno 28 1416478 1.817
Calareno 2861 1431152 0533 Calareno 2863 1431633 0.791
Calareno 2867 143259 1932 Calareno 2866 1432355 128
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-4(14),5-dieno <cis-> 081 1460019 2104 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 208 so70 1725
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
alfa-Muroleno 3156 1502219 2.108 alfa-Muroleno 3154 1501715  2.009
Germacreno d Germacreno d
beta-cadineno 3236 152239 36.04 beta-cadineno 3232 1521382 29.628
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
G B 33.57 15529 1957 Cadala-1(10),3,8t
s
> 3391 1561473 3012

Germacreno B
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TABELA 23. Proposta de identificagdo para més de julho para a variedade Lingua.

Lingua 9h julho (1)

Lingua 9h julho (2)
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Compostos |Tempo [Min]I IR I Area Compostos |Tempu [Min]I IR Area
Murola-4(14),5-dieno <cis-> Aloaromadendreno
Cadina-1(6),4-dieno 2985  1460.981 6.739 Murola-4(14),5-dieno <cis-> 2981  1460.019 6.881
Aloaromadendreno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d Germacreno d
31.2 1493.457 16.754
alfa-Muroleno 31.24 1494.419 19.488 alfa-Muroleno
beta-cadineno beta-cadineno
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno 3155 1501967 1532
Cadina-1,4-dieno 31.59 1502.975  4.29 beta-cadineno
Germacreno B 33.6 1553.656  3.781 Cadala-1(10),3,8-trieno 33.9 1561.22 2,208
Cadala-1(10),3,8-trieno Germacreno B i i i
33.94 1562.229  5.677
Germacreno B
Lingua 15h julho (1) Lingua 15h julho (2)
Compostos |Tempo [Min]I IR Area Compostos |Tempo [Min]I IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
5.25 860.1459  0.911
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009 1.954
beta-Cariofileno 28.05 1417.681  1.607 2-trans-Hexenal
Murola-4(14),5-dieno <cis-> beta-Cariofileno 28 1416.478  1.217
?'z,am':a:e:‘ife"" 2085 1460981 5.162 " AI"’Z“;Taszr,‘dre"O,
adina-1(6),4-dieno urola-4(14),5-dieno <cis-> 29.8 1460.26 5.084
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
Germacreno d alfa-Humuleno
alfa-Muroleno Muroleno
Muroleno 31.25 1494.66  13.287 Germacreno d
beta-cadineno alfa-Muroleno 31.21 1493.697 12.841
Cadina-1,4-dieno beta-cadineno
Cadina-1,4-dieno 31.6 1503.227 2.766 Cadina-1,4-dieno
- dGleT(\fg)r:n;? 33.61 1553.908  2.941 C:dltna-ljwdleno 3155 1501967 1.626
acara-2L10l,s,etreno 3305 1562481 3.267 C1a-Cacneno
Germacreno B Germacreno B 33.56 1552.648  1.269
Cadala-1(10),3,8-trieno 339 1561.22 1454
Germacreno B
Lingua 21h julho (1) Lingua 21h julho (2)
Compostos |Tempo [Min]I IR Area Compostos |Tempo [Min]I IR Area
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-fl(lA),S-dlerTo <cis-> 20.81 1460.019  5.803 Murola—fl( 14),5-d|er10 <cis-> 2.81 1460019 7.021
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d 312 1493457 13.876 Germacreno d 3119 1493.216 14.862
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
beta-cadineno beta-cadineno
Cadina-1,4-dieno 3156 1502219 2.757 Cadina-1,4-dieno 3156 1502.219 3.781
beta-cadineno beta-cadineno
Germacreno B 33.56 1552.648  3.661 Germacreno B 33.56 1552.648 3.49
Cadala-1(10),3,8-trieno 3391 1561473 5.327 Cadala-1(10),3,8-trieno 3391 1561473 4.297
Germacreno B Germacreno B
Lingua 03h julho (1) Lingua 03h julho (2)
Compostos |Tempo [Min]I IR Area Compostos |Tempo [Min]I IR Area
Aloaromadendreno Murola-4(14),5-dieno <cis->
Murola-4(14),5-dieno <cis-> 2982 146026  5.638 Cadina-1(6),4-dieno 20.83 14605  7.894
Cadina-1(6),4-dieno Aloaromadendreno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d Germacreno d
31.2 1493.457 15.176
alfa-Muroleno 31.22 1493.938 13.73 alfa-Muroleno
beta-cadineno beta-cadineno
Eajfna-i,i-jfeno Cada(laa-l(lo),3,8-gleno 33.93 1561.977  4.406
adina-5,&-cleno 3156 1502219 2.106 crmacrene
beta-cadineno
Germacreno B 33.57 1552.9 2.267
Cadala-1(10),3,8-tri
adala-1(10),3,8-trieno 3391 1561473 2.822

Germacreno B




TABELA 24. Proposta de identificagdo para més de agosto.
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Lingua 9h agosto (1)

Lingua 9h agosto (2)

Compostos | Tempo [Min] I IR | Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
beta-Cariofileno 28.02 1416.959  0.51 beta-Cariofileno 28 1416.478  1.762
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Cadina-1(6),4-dieno 29.82 146026  4.023 Cadina-1(6),4-dieno 29.81 1460.019  4.733
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d 312 1493457  9.915 Germacreno d 312 1493457 11221
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
beta-cadineno beta-cadineno
Cadina-1,4-dieno 3157 1502471 2.275 Cadina-1,4-dieno 3155 1501967 1666
beta-cadineno beta-cadineno
" 33.92 1561.725  2.193
Germacreno B
Lingua 21h agosto (1) Lingua 21h agosto (2)
Compostos | Tempo [Min] I IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
alfa-Copaeno 26.39 1378.814 0.735 alfa-Copaeno 26.38 1378.585  0.745
beta-Bourboneno beta-Bourboneno
beta-Cariofileno 28.02 1416959 141 beta-Cariofileno 28 1416.478  1.48
Calareno 28.61 1431152 1356 Calareno 28.6 1430.912  1.448
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Cadina-1(6),4-dieno 29.82 146026  4.658 Cadina-1(6) 4-dieno 29.81 1460.019  5.349
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d Germacreno d
31.2 1493.457 13.047
alfa-Muroleno 3121 1493.697 12.069 alfa-Muroleno
beta-cadineno beta-cadineno
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
Cadlna»1,4.-d|eno beta-cadineno 31.49 1500.454 061
beta-cadineno 3153 1501.462  0.87 alfa-Muroleno
alfa-Muroleno Germacreno d
Cadina-1,4-diena 315 1502219 1.238 Cadina-1,4-dieno 3155 1501967 1528
beta-cadineno beta-cadineno
Germacreno B 33.57 1552.9 1.839 Germacreno B 33.56 1552.648  1.738
Cadala-1(10),3,8-trieno 33.01 1561473 2.042 Cadala-1(10),3,8-trieno 339 1561.22 2008
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 9h agosto (1) Sylvestris 9h agosto (2)
Compostos | Tempo [Min] I IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 500 8597169  3.263 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol 523 859.2879  3.368
Heptan-2-ol 6.37 905.4996  0.486 2-trans-Hexenal
X aIf;—CoEaeno 2%.4 1379043 1.924 I;Ifepzan-z-ol 6.36 905.2116 _ 0.556
eta- our. o-neno alfa-Copaeno 26.39 1378.814  2.249
beta-Cariofileno 28.02 1416.959  0.748 beta-Bourboneno
Calareno 28.62 1431.393  0.87 beta-Cariofileno 28.02 1416.959  0.692
Aloaromadendreno Calareno 28.66 1432.355 _ 0.656
C;d.lnla-l(G)A—dleno 20.82 1460.26 1024 glzéron;a:e;jjeno
iciclogermacreno a. -|na- (6),4-dieno 20.81 1460019  0.584
alfa-Humuleno Biciclogermacreno
Czd't"a'lzj“_’d'e"" 3157 1502471 119 Ca:f”"HT:”f"°
eta-cadineno adina- ieno 3155 1501967 0.751
Germacreno B 33.58 1553.152  1.014 beta-cadineno
s B s ion G035 e R
" 33.91 1561.473  0.806
Germacreno B
Sylvestris 21h agosto (1) Sylvestris 21h agosto (2)
Compostos | Tempo [Min] I IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 5.26 8605749  4.678 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol 523 859.2879  3.516
beta-Cariofileno 28.04 1417.44  0.814 2-trans-Hexenal
Calareno 28.63 1431.633  1.426 beta-Cariofileno 28.01 1416.719  1.193
Cadina-1(6),4-dieno Calareno 28.6 1430.912  0.868
/;I.o.arlomadendreno 29.83 1460.5 3.145 élzérorr;a:ezjreno
iciclogermacreno a. -|na- (6),4-dieno 20.81 1460019  3.312
alfa-Humuleno Biciclogermacreno
CZd'“a'l'd“_'d'e“" 3157 1502471 2.245 :':"H“l”jl“r”"
eta-cadineno adina- ieno 3155 1501.967 1606
Germacreno B 33.58 1553.152  1.983 beta-cadineno
Cadala-1(10),3,8-trieno 33.93 1561977 1794 Germacreno B 33.56 1552.648  1.395
B i ) ) la-1( 1 -tri
Germacreno Cadala-1(10),3,8-trieno 3301 1561473 1126

Germacreno B




TABELA 25. Proposta de identificagdo para més de setembro.
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Lingua 9h setembro (1) Lingua 9h setembro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR | Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
alfa-Co‘pa‘eno 26.37 1378.355  0.721 alfa-Copaeno 2638 1378585  0.672
beta-Cariofileno 28 1416478 132 beta-Bourboneno
Calareno 28.59 1430.671 _ 1.207 beta-Cariofileno 28.01 1416.719  1.657
Aloaromadendreno Calareno 28.6 1430.912  1.108
Murola-.4(14),5-dier10 <cis-> 208 1450779 4.45 Aloaromader‘mreno.
Cadina-1(6),4-dieno Murola-f1(14),5-d|er1.o <cis-> 20.82 146026  5.108
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
Muroleno alfa-Humuleno
Germacreno d Muroleno
alfa-Muroleno 3121 1493.697 11.484 Germacreno d
beta-cadineno alfa-Muroleno 31.22 1493.938 11.34
Cadina-1,4-dieno beta-cadineno
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
beta-cadineno 31.52 1501.21 0.803 Cadina-1,4-dieno
alfa-MuroI(e‘no beta-cadineno 3149 1500454 0.798
Cadlna-1,4.-d|eno 3155 1501.967 0.847 alfa-Muroleno
beta-cadineno Germacreno d
Cadala-1(10),3,8 trieno 339 156122 1551 Cadina-L,4-dieno 3156 1502219 0727
Germacreno B beta-cadineno
Germacreno B 33.57 1552.9 1.168
Cadala-1(10),3,8-trieno
33.91 1561.473  1.438
Germacreno B
Lingua 21h setembro (1) Lingua 21h setembro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
beta-Cariofileno 28 1416.478  1.432 beta-Cariofileno 28.02 1416959 121
Calareno 28.59 1430.671  1.158 Calareno 28.6 1430.912  0.688
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Murola-IA( 14},5-d|erTo <cis-> 298 1459779 4764 Murola-fl( 14),5-d|en.o <cis-> 20.82 146026 4966
Cadina-1(6),4-dieno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d 3118 1492976  11.376 Germacreno d
alfa-Muroleno alfa-Muroleno 3121 1493.697 11.823
beta-cadineno beta-cadineno
Cadina-1,4-dieno Cadina-1,4-dieno
beta-cadineno 31.51 1500.958  0.913 Cadina-1,4-dieno
alfa-Muroleno beta-cadineno 31.52 1501.21  0.748
Cadina-1,4.-dieno 3154 1501715 1.422 alf_a-MuroIe?no
beta-cadmenc». Cadlna»l,é?-dleno 3156 1502.219 127
Cadala-1(10),3,8-trieno 339 156122 2.027 beta-cadineno
Germacreno B Germacreno B 33.57 1552.9 1.377
Cadaslae'rlrf;?rfr"ig'eno 3391 1561473 1534
Sylvestris 9h setembro (1) Sylvestris 9h setembro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 5.24 8507169 1771 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol 5.23 859.2879  0.821
alfa-Copaeno 26.38 1378585  4.937 2-trans-Hexenal
beta-Bourboneno alfa-Copaeno 26.39 1378814 4.276
beta-Cariofileno 28 1416478 1773 beta-Bourboneno
Calareno 28.66 1432355 1.646 beta-Cariofileno 28.01 1416719 1424
Aloaromadendreno Calareno 28.66 1432.355  0.886
Murola-‘4(14),5-dier10 <cis-> 208 1450.779 18 Aloaromader?dreno‘
Cadina-1(6),4-dieno Murola-4(14),5-dieno <cis-> 20.81 1460019 1581
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno 33.9 156122 1687 alfa-Humuleno
Germacreno B Germacreno B 33.56 1552.648  1.286
Cadala-1(10),3,8-trieno 3301 1561473 1541
Germacreno B
Sylvestris 21h setembro (1) Sylvestris 21h setembro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol > Bo7es 1o 3-Hexen-1-ol 5.23 859.2879  1.543
alfa-Copaeno 26.38 1378585  7.436 2-trans-Hexenal
beta-Bourboneno alfa-Copaeno 2.4 1379.083  6.225
beta-Cariofileno 28 1416.478 1784 beta-Bourboneno
Calareno 28.66 1432355 2.578 beta-Cariofileno 28.02 1416.959  1.837
Aloaromadendreno Calareno 28.68 1432.836 195
Murola-.4(14),5-dierTo <cis-> 29.79 1450.538  2.207 Aloaromader.\dreno.
Cadina-1(6),4-dieno Murola-4(14),5-dieno <cis-> 20.82 146026 2.018
alfa-Humuleno Cadina-1(6),4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno 339 156122 2.395 alfa-Humuleno
Germacreno B Germacreno B 33.58 1553.152  1.504
Cadala-1(10),3,8-trieno
Germacreno B 33.92 1561.725  1.683




TABELA 26. Proposta de identificag@o para més de outubro.

Lingua 9h outubro (1) Lingua 9h outubro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR I Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 5.24 850.7169  2.737 2-Hexen-1-ol (€) 525 860.1459  3.368
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
Aloaromadendreno Cadina-1(6),4-dieno
Cadina-1(6),4-dieno 29.81 1460.019  5.585 Aloaromadendreno 29.83 14605  4.635
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d Germacreno d
31.19 1493.216 14.682
alfa-Muroleno alfa-Muroleno 31.22 1493.938  13.612
beta-cadineno beta-cadineno
Czd't"a'llj"_'d'e"" 3155 1501.967  1.699 Eagf"a'i';"gfem
- CACINeno adina-,4-dieno 3157 1502471 1672
Germacreno B 33.56 1552.648 1345 beta-cadineno
Cada‘;ae-r::f;(z)rzi-:leno 3391 1561473 1718 CadaGIaerEIag;zn;iieno 33.58 1553.152  1.367
" 33.92 1561.725  1.588
Germacreno B
Lingua 21h outubro (1) Lingua 21h outubro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR I Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 2-Hexen-1-ol (E)
5.24 859.7169  1.918
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol 523 859.2879  1.84
Aloaromadendreno 2-trans-Hexenal
C;dilr}a-l(e)A-dleno 2.8 1450779 4.874 ?Iz?rorrlla:e:«zteno
iciclogermacreno adina-1(6),4-dieno 29.82 1460.26  4.589
alfa-Humuleno Biciclogermacreno
Muroleno alfa-Humuleno
GI;”"’::”EI"C’ d 3118 1492976 12.501 . Muroleno .
alfa-Muroleno ermacreno 312 1493.457 11751
beta-cadineno alfa-Muroleno
Czd't"a'l';_'d'en° 3154 1501715 2176 cbz_ta'cid;':f_""
o |e iig '3";’17 E 't"a' . ‘eno 3157 1502471 1883
adala-1(10),3,8-trieno 33.9 1561.22 2172 eta-cadineno
Germacreno B Germacreno B 33.57 1552.9 1.587
Cadala-1(10),3,8-trieno
33.92 1561.725  1.811
Germacreno B
Sylvestris 9h outubro (1) Sylvestris 9h outubro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR I Area Compostos Tempo [Min] | IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 5.6 260.5749  0.462 2-Hexen-1-ol (E)
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol 523 859.2879 1719
) aIf:—CorlJ)aeno 2%6.4 1379.043 419 Z-tlrfansc-HexenaI
eta-Bourboneno alfa-Copaeno 26.39 1378.814 4272
beta-Cariofileno 28.03 1417.2 1.279 beta-Bourboneno
Calareno 28.67 1432.596 178 beta-Cariofileno 28.02 1416.959  1.251
Aloaromadendreno Calareno 28.67 1432.596  1.323
C;d}r1|a—1(6),4—d|eno 29.82 146026 1.926 ?Iz?ror:a:e:ir‘eno
iciclogermacreno a. -|na- (6),4-dieno 20.81 1460019 1301
alfa-Humuleno Biciclogermacreno
Czdlna—l,;rdleno 3157 1502.471 218 Calc:fi—Hlinluclﬁno
eta-cadineno adina- ieno 3156 1502219 1172
Germacreno B 33.58 1553.152  2.647 beta-cadineno
-1( 2 i B 2 1552. 1.
CadaGIZm(\aocErigleno 392 1361725 3.042 Cadj;ri?lag;zn;trieno 2 e =
" 33.91 1561.473  1.425
Germacreno B
Sylvestris 21h outubro (1) Sylvestris 21h outubro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR I Area Compostos | Tempo [Min] | IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 2-Hexen-1-ol (E)
5.24 859.7169  0.428
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol 523 859.2879  0.436
) talf;—Co;l))aeno 26.38 1378.585  3.852 Z—t:'fansc—Hexenal
€ta-Sourboneno alta-Lopaeno 26.4 1379.043 4733
beta-Cariofileno 28.01 1416.719 1344 beta-Bourboneno
Calareno 28.66 1432.355  1.448 beta-Cariofileno 28.02 1416.959 1441
Aloaromadendreno Calareno 28.68 1432.836  1.42
C;dilr}a-l(e)A-dleno 2.8 1450779 1.485 élzéror:a:e:?eno
iciclogermacreno a. -|na— (6),4-dieno 20.82 1460.26  1.505
alfa-Humuleno Biciclogermacreno
Cadina-1,4-dieno alfa-Humuleno
beta-cadineno 3151 1500.958  0.701 Cadina-1,4-dieno
alfa-Muroleno beta-cadineno 3153 1501.462  0.722
Czd't"a'l;f,'d'e"" 31.54 1501715 0.897 Cag,a'M;TLe,m
— |e :(ig) '3”;”;’_ z 't”a' o ‘eno 3156 1502219  0.805
adala- ,3,8-trieno 339 156122 Le6l eta-cadineno
Germacreno B Germacreno B 33.57 1552.9 1.563




TABELA 27. Proposta de identificag@o para més de novembro.
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Lingua 9h novembro (1) Lingua 9h novembro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR | Area Compostos I Tempo [Min] | IR I Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.19 857.5719  0.936 2-Hexen-1-ol (E) 52 858.0009 1.841
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.22 858.8589  2.859 2-Hexen-1-ol (E) 5.21 858.4299  2.631
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.38 1378585  0.612 alfa-Copaeno 26.37 1378.355  0.469
beta-Bourboneno beta-Cariofileno 28 1416.478  1.242
beta-Cariofileno 28 1416478 1.113 Aloaromadendreno
Alo?romadendreno Ca_d.lna-l(GlA-dleno 238 1450779 5.587
Ca_d.lna-1(6),4-d|eno 29.81 1460019 477 Biciclogermacreno
Biciclogermacreno alfa-Humuleno
alfa-Humuleno Muroleno
Muroleno Germacreno d 312 1493.457 14325
Germacreno d 312 1493.457 13.638 alfa-Murfbleno
alfa-Muroleno beta-cadineno
be.ta-cadlnetno Cadlna-1,4.-d|eno 3158 1501715 1.219
Cadi na-1,4l-d|eno 3155 1501967  1.603 beta-cadlnenol
beta-cadmenol Cadala-1(10),3,8-trieno 339 1561.22 1.058
Cadala-1(10),3,8-trieno 139 1561.22 1558 Germacreno B
Germacreno B
Lingua 21h novembro (1) Lingua 21h novembro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR I Area
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 522 858.8589  0.763 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  5.518
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
alfa-Humuleno 2078 1459298 5.613 Cadina-1(6),4-dieno 2979 1459538  4.799
Cadina-1(6),4-dieno Biciclogermacreno
Biciclogermacreno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d 3118 1492976 15.444 Germacreno d 3117 1492735 13092
alfa-Muroleno alfa-Muroleno
beta-cadineno beta-cadineno
Cadala-1(10),3,8-trieno 33.88 1560716  1.545 Cadala-1(10),3,8-trieno 33.89 1560.968  1.643
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 9h novembro (1) Sylvestris 9h novembro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR I Area
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 522 858.8589 7.59 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  6.421
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
2-Hexen-1-ol (E) 524 2507169 11.99 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E) 5.22 858.8589  4.471
alfa-Copaeno 26.38 1378585 2.257 2-trans-Hexenal
beta-Bourboneno alfa-Copaeno 26.36 1378.126  3.895
beta-Cariofileno 28.01 1416.719 _ 0.857 beta-Cariofileno 27.99 1416.238  1.245
Calareno 28.65 1432.115  1.033 Calareno 28.64 1431.874  1.397
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Cadina-1(6),4-dieno 298 1459.779 1166 alfa-Humuleno 2078 1459298 1734
Biciclogermacreno Cadina-1(6),4-dieno
alfa-Humuleno Biciclogermacreno
Cadlna-1,4.-d|eno 3155 1501967 1.399 Cadlna-1,4.-d|eno
beta-cadineno beta-cadineno 31.52 1501.21  1.809
Cadala-1(10),3,8-trieno alfa-Muroleno
339 1561.22 1.951 "
Germacreno B Cadala-1(10),3,8-trieno 33.88 1560716 2.121
Germacreno B
Sylvestris 21h novembro (1) Sylvestris 21h novembro (2)
Compostos | Tempo [Min] | IR Area Compostos | Tempo [Min] | IR I Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.19 857.5719  3.866 2-Hexen-1-ol (E) 5.19 857.5719  7.091
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 522 858.8589  6.172 2-Hexen-1-ol (E) 5.22 858.8589  7.792
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.39 1378.814  3.281 alfa-Co.pa_eno 26.36 1378.126  3.879
beta-Bourboneno beta-Cariofileno 27.99 1416.238  1.194
beta-Cariofileno 28.01 1416.719  2.004 Aloaromadendreno
Alo?romadendreno a!fa-HumuIer?o 29.78 1450208 1.777
Cédllna-l(e),4-d|eno 20.81 1460019  2.243 Ca.dllna-l(ﬁ),4-d|eno
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
alfa-Humuleno Cadala-1(10),3,8-trieno
Germacreno B 33.56 1552.648  1.741 Germacreno B 3388 1560.726 2059
Cadala-1(10),3,8-trieno 339 1561.22 N

Germacreno B




TABELA 28. Proposta de identificagdo para més de dezembro.
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Lingua 9h dezembro (1)

Lingua 9h dezembro (2)

Compostos |Tempo [Min]I IR | Area Compostos |Tempo [Min]I IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 524  859.7169 2.147 2-Hexen-1-ol (E) 524 8597169 2.157
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Cadina-1(6),4-dieno 2082 146026  5.34 Cadina-1(6),4-dieno 298  1459.779  6.107
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Muroleno Muroleno
Germacreno d Germacreno d
alfa-Muroleno 31.21  1493.697 13.987 alfa-Muroleno 3118 1452976 1661
beta-cadineno beta-cadineno
Cadina-1,4-dieno
Lingua 21h dezembro (1) Lingua 21h dezembro (2)
Compostos | Tempo [Min]I IR Area Compostos | Tempo [Min]I IR Area
2-Hexen-1-ol (E) 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 5.23 859.2879  0.567 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  1.444
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
2-Hexen-1-ol (E) 504 8507160 1.042 3-Hexen-1-ol
3-Hexen-1-ol 2-Hexen-1-ol (E) 5.21 858.4299 1.712
Cadina-1(6),4-dieno 2-trans-Hexenal
AIAolaromadendreno 2083 14605 6.681 AIOéromadendfeno
Biciclogermacreno Cédrna-l(G)A-dleno 20.81 1460019 5.299
alfa-Humuleno Biciclogermacreno
Muroleno alfa-Humuleno
Germacreno d Muroleno
alfa-Muroleno 31.22 1493.938 17.073 Germacreno d
beta-cadineno alfa-Muroleno 31.21 1493.697 14.121
Cadina-1,4-dieno beta-cadineno
Germacreno B 33.57 1552.9 1.125 Cadina-1,4-dieno
Cadala-1(10),3,8-trieno 3301 1561473 1257 Germacreno B 33.56 1552.648  0.925
Germacreno B Cadala-1(10),3,8-trieno
33.91 1561.473 1101
Germacreno B
Sylvestris 9h dezembro (1) Sylvestris 9h dezembro (2)
Compostos | Tempo [Min]I IR Area Compostos | Tempo [Min]I IR Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009  12.99 2-Hexen-1-ol (E) 5.19 857.5719 17.744
2-trans-Hexenal 2-trans-Hexenal
alfa-Copaeno 26.38 1378585  4.195 Heptan-2-ol 6.35 904.9237  0.381
beta-Bourboneno alfa-Copaeno 26.37 1378.355  4.581
beta-Cariofileno 28.01 1416.719  1.564 beta-Cariofileno 27.99 1416.238  1.652
Calareno 28.66 1432.355  1.478 Calareno 28.64 1431.874  1.496
Aloaromadendreno Aloaromadendreno
Cadina-1(6),4-dieno 29.8 1450779  1.481 Cadina-1(6),4-dieno 29.79 1459538  1.903
Biciclogermacreno Biciclogermacreno
alfa-Humuleno alfa-Humuleno
Cadina-1,4-dieno 3155 1501.967 1.399 Cadina-1,4-dieno
beta-cadineno beta-cadineno 31.53 1501.462  1.386
Germacreno B 33.56 1552.648  1.006 alfa-Muroleno
Cadala-1(10),3,8-trieno 339 1561.22 1738 Cadala-1(10),3,8-trieno 33.88 1560.716 1.49
Germacreno B Germacreno B
Sylvestris 21h dezembro (1) Sylvestris 21h dezembro (2)
Compostos |Tempo [Min]I IR Area Compostos |Tempo [Min]I IR Area
3-Hexen-1-ol 3-Hexen-1-ol
2-trans-Hexenal 5.18 857.1429  2.853 2-Hexen-1-ol (E) 5.2 858.0009 6.223
2-Hexen-1-ol (E) 2-trans-Hexenal
3-Hexen-1-ol alfa-Copaeno 26.38 1378585  5.837
2-trans-Hexenal 5.21 858.4299  3.265 beta-Bourboneno
2-Hexen-1-ol (E) Cadala-1(10),3,8-trieno 33.89 1560.968  2.484
alfa-Copaeno 26.36 1378.126  7.972 Germacreno B
Germacreno B
33.87 1560.464  2.833

Cadala-1(10),3,8-trieno
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APENDICE B

Neste gpéndice encontram-se os graficos de cada substéncia identificada, nos quais
comparou-se amedia das areas dos picos de cada composto paraos dias 1 e 2 de coleta paratodos
0s meses de coleta e os horarios analisados. Nos meses de floragdo (maio, junho e julho) foram
monitorados quatro horarios de coleta (9h, 15h, 21h e 03h), para o restante dos meses foram
monitoradas as amostras referentes as coletas das 9h e 21h.

Para a confeccdo dos gréficos contidos neste apéndice, utilizou-se a maior area do pico
encontrado para aguela substancia. Por exemplo, para a variedade Lingua, coletadas 9h, do dial
do més de janeiro, os picos cujos tempos de retencéo foram 5.2 e 5.21 minutos tiveram a mesma
proposta de identificacdo (tabela 1, apéndice A), porém o pico com maior area, ou sgja, 1,637%,

foi o utilizado como dado para o gréfico.
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De acordo.

Araraquara, 07 de outubro de 2014.

“wc{_m Lme. Thom,

Livia de Lima Thomaz
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