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Resumo

RESUMO

A Casearia sylvestris Swartz apresenta duas variedades: var. sylvestris (tipica
de Mata Atlantica) e var. lingua (tipica do Cerrado). As a¢des anti-inflamatoria,
antiulcerogénica, antitumoral e antimicrobiana do 6leo essencial (OE) das folhas
foram comprovadas. A variabilidade quimica nas plantas é associada a fatores
genéticos e ambientais, entretanto, como existem poucos estudos de variabilidade
do OE da C. sylvestris, o objetivo foi avaliar o teor e composi¢cdo quimica de ambas
variedades em locais, periodos e horérios diferentes, estabelecendo parametros
botanicos, fisicos e quimicos do OE. Neste estudo foram realizadas analises
morfoanatémicas e da composicdo dos solos dos espécimes coletados. O OE foi
extraido por hidrodestilacdo das folhas frescas e folhas secas, para determinacéo do
teor e composicéo (CG-EM) correlacionando com fatores edafico-climaticos. Foram
realizadas andlises fisicas e quimiométricas do OE. A morfologia dos troncos e
folhas, estbmatos e indice de palicada diferenciaram as variedades. Os resultados
da densidade, indice de refracao, infravermelho e CCD foram semelhantes entre as
variedades e a rotacdo Optica diferenciou as variedades. As folhas secas e a var.
sylvestris possuem maior teor de OE, ja o teor de sesquiterpenos oxigenados no OE
aumentou com a secagem e extracdo. Foi verificada variabilidade populacional,
intrapopulacional e sazonal no teor de OE. O B-elemeno, a-humuleno, germacreno
D, biciclogermacreno, espatulenol, 6xido de cariofileno e epdéxido de humuleno I
foram os componentes majoritarios do OE. O teor de germacreno D, a-muurolol e a-
cadinol foi maior na var. lingua. A composicdo do OE apresentou variabilidade
guimica populacional, sazonal e circadiana, sendo influenciada pela temperatura,
pluviometria e ventos. Os parametros botanicos, fisicos e quimicos diferenciaram as
variedades de C. sylvestris e foi verificada variabilidade populacional, sazonal e
circadiana, com influéncia dos fatores edafico-climaticos na morfologia das folhas,

teor e composicéo do OE.

Palavras-chave: Casearia sylvestris var. sylvestris, Casearia sylvestris var. lingua,

variabilidade quimica, 0leo essencial e analise de componente principal.
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Abstract

ABSTRACT

Casearia sylvestris Swartz exhibits two varieties: var. sylvestris (typical from
Atlantic Fores) and var. lingua (typical from Cerrado). The anti-inflammatory,
antiulcerogenic, antitumor and antimicrobial activities of essential oil (EO) from
leaves were proven. Chemical variability in plants is associated with genetic and
environmental factors, however, as there are few studies of C. sylvestris from EO
variability, the aim was to evaluate chemical content and composition of both
varieties in different places, periods and times, establishing botanical, physical and
chemical parameters from EO. In this study, morpho-anatomical and soil analysis
from collected specimens were performed. EO was extracted by hydrodistillation from
fresh leaves and dry leaves to determine the content and composition (GC-MS)
correlating with edaphic-climatic factors. Physical and chemometrics analysis of EO
were performed. Morphology of trunk and leaves, stomata and palisade index
differentiated varieties. Density, refractive index, infrared and TLC results were
similar between varieties and optical rotation differentiated varieties. Dried leaves
and var. sylvestris have higher EO content, whereas oxygenated sesquiterpenes
content in EO increased with drying and extraction. Population, intrapopulation and
seasonal variability in the EO content were verified. B-elemene, a-humulene,
germacrene D, bicyclogermacrene, spathulenol, caryophyllene oxide and. humulene
epoxide Il were the major components in EO. Germacrene D, a-muurolol e a-cadinol
contents were higher in var. lingua. Composition of EO showed chemical population,
seasonal and circadian variability, being influenced by temperature, rainfall and
winds. Botanical, physical and chemical parameters differentiated C. sylvestris
varieties and it was verified population, seasonal and circadian variability, with the
influence of edaphic-climatic factors on leaves morphology, EO content and

composition.

Keywords: Casearia sylvestris var. sylvestris, Casearia sylvestris, var. lingua,

chemical variability, essential oil and principal component analysis.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais nha medicina tradicional é relatado ha milénios,
sendo as vezes considerado como a Unica forma de tratamento acessivel
(Borchardt, 2002). Devido a grande variabilidade de espécies e composicao
guimica, as plantas sédo fonte de novos medicamentos. Cerca de 50 % dos
medicamentos utilizados pela populacdo mundial s&o originarios de plantas
medicinais ou obtidos diretamente de plantas e alterados através de semissintese
(Li e Vederas, 2009). Newman e Cragg (2016), demonstraram que dos 1.211
agentes terapéuticos lancados no mercado entre 1981 — 2014 (extratos vegetais,
farmacos, macromoléculas biolégicas e vacinas), 55 % estdo associados aos
produtos naturais (6 % farmacos naturais, 1 % extratos vegetais, 21 % farmacos
derivados de produtos naturais e 27 % farmacos sintéticos analogos a produtos
naturais) e entre os farmacos naturais a maioria sdo metabdlitos secundarios
extraidos de plantas medicinais.

As formas de uso terapéutico das plantas sdo variaveis, sendo
frequentemente utilizadas como preparacfes simples de uso tradicional ou popular
(chas, garrafadas, decocto, maceracdo, banhos, compressas, inalacbes e
unguentos), bem como por formulagbes farmacéuticas mais elaboradas
desenvolvidas a partir de seus derivados, como os fitoterapicos (produtos
tradicionais fitoterapicos e medicamentos fitoterapicos), que sao produtos
provenientes de matérias-primas vegetais (geralmente extratos ou 6leos essenciais)
com objetivo curativo, paliativo ou profilatico (Brasil, 2014). A fitoterapia (phyton —
plantas; therapia - tratamento) € uma prética muito antiga e € bastante utilizada
como complemento ao tratamento usualmente empregado, principalmente pelas
populacdes de baixa renda.

Devido ao amplo territério, o Brasil concentra varios tipos de biomas, climas,
solos e ampla biodiversidade vegetal (Nodari e Guerra, 2004), com cerca de 20 mil
espécies de plantas endémicas das mais de 30 mil espécies de plantas ja
catalogadas (Stehmann e Sobral, 2017), apresentando assim uma ampla
diversidade biolégica que representa 20 % das espécies conhecidas no mundo. No
Brasil, o uso de plantas medicinais no tratamento de varias doencas € uma pratica
muito comum e aliado aos conhecimentos da medicina popular e medicina indigena,

0s quais tem grande potencial para o desenvolvimento de farmacos e
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medicamentos sintéticos ou precursores de medicamentos semissintéticos
originarios de plantas (Lorenzi e Matos, 2002).

A Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), popularmente conhecida como
guacatonga no Brasil, consta na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse do SUS (RENISUS) e estd presente no Formulario Nacional de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, que regulamenta a padronizacdo de
fitoterapicos, garantindo a qualidade, eficacia e seguranca de principios ativos
naturais. O uso indicado da C. sylvestris é por infusdo (cha medicinal) das folhas
(produto tradicional fitoterapico) para combater a dificuldade de digestéo (dispepsia)
(Brasil, 2011). Entretanto, a C. sylvestris ndo esta relacionada na lista de
medicamentos ou produtos tradicionais fitoterapicos de registro simplificado ou
sujeitos a notificacdo da RDC ANVISA n. 26/2014 e ndo consta nenhum tipo de
medicamento proveniente ou derivado da C. sylvestris inscrito na ANVISA (Brasil,
2014; 2018), contudo os extratos sdo utilizados em farméacias e farmacias vivas
como chas (antidispéptico) e pomadas (anti-inflamatério e analgésico), de acordo
com Pereira et al. (2017).

As folhas da C. sylvestris sdo utilizadas na medicina popular (infuso ou
decocto) como anti-inflamatoério, cicatrizante, antiulceroso, gastroprotetor,
anestésico topico, contra picadas de cobras, abelhas e insetos, queimaduras,
herpes, sifilis, aftas, halitose, sedativo, estimulante sexual, ténico, infeccdes
microbianas, depurativo, antirreumatico, antisséptico, febrifugo e antidiarreico
(Ferreira et al., 2011; Tomazi et al.,, 2014). Contudo, apenas as atividades
cicatrizante, anti-inflamatdria, antiulcerosa, contra Helicobacter pylori e antiofidica
dos extratos e Oleo essencial das folhas de C. sylvestris foram comprovadas
(Fapesp et al., 2003; Esteves et al., 2005; Lorenzi e Matos, 2008; Ferreira et al.,
2011; Pierri et al., 2017; Sposito et al., 2019).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que derivados vegetais ou
substancias isoladas da C. sylvestris apresentaram baixa toxicidade (Basile et al.,
1990; Maistro et al., 2004; Santos et al., 2010; Ferreira et al., 2014; Ameni et al.,
2015; Bou et al.,, 2015), indicando que podem ser utilizados na terapia com
seguranca.

Os anti-inflamatorios néo-esteroides (AINES) apresentam varias restricoes,
pois sdo agentes causadores de disturbios gastrointestinais e cardiopatias, e

juntamente com a bactéria Helicobacter pylori sdo os principais agentes etiolégicos
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de lesdes gastroduodenais (Grosser et al.,, 2011). Como os derivados (extratos e
oleo essencial) da C. sylvestris apresentaram atividades anti-inflamatoria,
gastroprotetora e anti-H. pylori, a espécie demonstra grande potencial terapéutico
para distlrbios gastricos e inflamatorios (Sposito et al., 2019).

A C. sylvestris apresenta plasticidade fenotipica, sendo conhecidas 2
variedades morfologicas, a C. sylvestris var. sylvestris e C. sylvestris var. lingua,
podendo apresentar espécimens com caracteristicas intermediarias (caracteristicas
botanicas intermediarias as 2 variedades), dificultando a sua distingdo (Sleumer,
1980; Klein e Sleumer, 1984; Cavallari et al., 2010; Claudino et al.,, 2013).
Entretanto, sdo poucos os dados na literatura sobre a variabilidade quimica do 6leo
essencial das folhas de C. sylvestris var. sylvestris e C. sylvestris var. lingua, que
apontem diferencas quimicas significantes intrapopulacional, interpopulacional,
sazonal e circadiana, assim como se o perfil dos metabdlitos presentes no 6leo
essencial pode ser utilizado ou n&o para diferenciar as variedades.

Visando o desenvolvimento e padronizacdo de um medicamento fitoterapico a
base do dleo essencial de folhas de C. sylvestris com atividade anti-inflamatéria e
cicatrizante, os estudos de variabilidade quimica do 6leo essencial das folhas de C.
sylvestris sdo necessarios a fim de caracterizarem e determinarem a composi¢cao
guimica das variedades var. sylvestris e var. lingua, de modo a apontar os seus
respectivos marcadores quimicos, variedade, época do ano e horario ideais para a

coleta.
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2 OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Avaliar a variabilidade quimica populacional, sazonal e circadiana de
substancias volateis presentes em folhas de Casearia sylvestris Swartz var.
sylvestris e Casearia sylvestris Swartz var. lingua, contribuindo para o determinacédo
dos parametros botanicos, quimicos e fisicos do OE e das folhas secas e folhas

frescas de C. sylvestris Sw.

2.20bjetivos Especificos

a) Avaliar a morfologia dos espécimens e a variabilidade das estruturas
secretoras presentes nas folhas;

b) Determinar parametros fisicos de controle de qualidade para o OE;

C) Avaliar a variabilidade quimica populacional, sazonal e circadiana dos
OE coletados dos diferentes espécimens das duas variedades de C. sylvestris,
através de analise estatistica multivariada e correlacionar com fatores ambientais e
composicédo dos solos;

d) Comparar a composi¢cao quimica do OE obtido por hidrodestilacédo e
identificado por CG-EM das folhas frescas e folhas secas, assim como a composi¢ao
guimica in natura dos componentes volateis das folhas frescas utilizando CG-EM

acoplado ao sistema de dessor¢éo térmica;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1Descricao Botanica

O nome dado ao género Casearia € uma homenagem ao missionario
holandés Casearius e a espécie sylvestris (latim) é referente a floresta ou silvestre
(selva), ja o seu nome popular “guacatonga” tem origem no tupi-guarani (Klein e
Sleumer, 1984; Giintzel, 2008). O primeiro relato foi de Swartz em 1797 na Flora
Indiae Occidentalis, até que Eichler (1871) incluiu-a na Flora Brasiliensis, na familia
Bixaceae, depois alterada para familia Flacourtiaceae (Absy e Scavone, 1973;
Sleumer, 1980) e apés estudos de sequenciamento genético foi transferida para a
familia Salicaceae (Azuma et al., 2000; Chase et al.,, 2002; Apg, 2003; Souza e
Lorenzi, 2005).

Considerada de facil adaptacdo em diferentes climas, a C. sylvestris distribui-
se em todo o Brasil e Américas Central e do Sul (Darwinion, 2002; Cavallari et al.,
2010; Marquete e Mansano, 2010; Ferreira et al., 2011).

O termo “guacatonga” € o nome popular mais conhecido da C. sylvestris,
entretanto, outros nomes comuns sédo atribuidos no Brasil, tais como: apia-agu, arco-
de-pipa, baga-de-pomba, breu-de-tucano, bugre-branco, cabatéo, caibium, caroba,
café-bravo, café-do-diabo, cafeeiro, café-silvestre, cafezinho-do-mato, caferana,
camardo, cambrée, canela-de-veado, catingua-verde, cha-de-bugre, cha-de-frade,
cavalinho, erva-de-bugre, erva-de-lagarto, erva-de-macuco, erva-de-pontada,
espeto, fruta-de-saira, gaibim, lagarteiro, lingua-de-lagarto, lingua-de-ti, marinheiro,
marinheiro-bravo, marmelada vermelha, marmelinho-do-campo, mata-gado, para-
tudo, pau-de-lagarto, petumba, pidia, porangaba, ramo-de-carne, s&o-gongalo,
saritan, vacatonga e varre-forno (Caminhoa, 1877; Silva, 1926; Hoehne, 1939; Absy
e Scavone, 1973; Correa, 1975; Scavone et al.,, 1979; Torres e Yamamoto, 1986;
Lorenzi, 2002; Marquete e Vaz, 2007), rajador, palo de rajados, gazatumba, yerba
de lagarto e catingua-verde (Argentina), cusé (Bolivia), cafecillo cimarron, hierta de
burro e burro kaa (Paraguai), guazatunga (Uruguai), aguedita macho e sarnilha em
Cuba (Possolo e Ferreira, 1949; Carvalho, 2007a; Valdés et al., 2008).

Casearia sylvestris € encontrada como subarbusto, arbusto ou arvore, de 1,5-
15,0(20) m, perenifdlia, helidfita, higrofita e escidfita, com copa densa e
arredondada, tronco de 20-30 cm; ramos patentes, delgados, flexuosos, extremidade

glabra e pubescente, marrom a avermelhado, lenticelas esparsas a numerosas;
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folhas oblongas, elipticas ou ovado-oblongas, base atenuada, simétrica a
assimétricas, lisas ou asperas, medindo (3)6-14 cm x (1)2-3,2(4,2)5,0 cm,
membranaceas a papiraceas, glabras, apice curto a longo-acuminado a falcado,
cuneada ou obtusa, peciolo glabo a pubescente, com cerca de 0,5-0,6 cm, delgado,
laminas lanceolado-ovadas, margem mucronado-serrado a serrado, cartaceas,
concolor, nitidos na face adaxial (fresco), pontuacfes e tracos translicidos densos,
pequenos, numerosos, distribuidas por toda a lamina, margem levemente glandular-
serrulada a serrada, glabras, raro curto-pubescente na face abaxial, sempre sobre
as nervuras central e secundarias, nervuras secundarias ascendentes 5 a 8 pares,
proeminentes na face abaxial, com reticulagbes nas veias e vénulas inconspicua a
conspicua na face abaxial e inconspicua a proeminente na face abaxial. As flores
sdo pequenas, aroma adocicado, verdes, actinomorfas, hipéginas e hermafroditas,
fasciculadas sésseis, 24-40 flores por inflorescéncia, bractéolas pequenas,
escamiformes na base dos pedicelos; pedicelos com 2,0-6,0 mm, articulados, glabro
a pubescente; Botéao floral obovado a globoso, 5 séplalas esverdeadas, cremes ou
alvoamareladas, levemente unidas na base, internamente glabras, externamente
glabras a pubescentes, oblongas, 4,0 x 2,0 mm, apresenta 10 estames (8-9)10(11-
14); filetes glabros a sericeos, conectivo com glandula apical glabra; anteras com
glandula apical pequena, néctar de féacil acesso. Lobos do disco sericeos a
tomentosos, 0,5-1,0 mm; ovario ovoéide, glabro a sericeo na parte superior, estilete
com 2-3 ramos na extremidade, estigmas 2-3, capitados (Absy e Scavone, 1973;
Klein e Sleumer, 1984; Marquete, 2001; Imatomi et al., 2009). O florescimento varia
de junho a novembro e frutificacdo de setembro a novembro (Absy e Scavone, 1973;
Lorenzi e Matos, 2002; Marquete e Vaz, 2007) e segundo Torres e Yamamoto
(1986), a floracdo é de marco a dezembro, ja a frutificacdo de agosto a novembro.
Os frutos sao ovoide, globosos a obtusangular, glabros a ténue piloso no apice,
verde escuro a vermelho, medindo 4,0-7,0 x 5,0 mm, de 1-4(7) sementes elipsoides,
glabras, lisas, pegajoso, arilo alaranjado e marrom quando seco (Klein e Sleumer,
1984; Torres e Yamamoto, 1986; Marquete, 2001; Marquete e Vaz, 2007).

A distribuicdo de C. sylvestris em diversos biomas altera sua morfologia,
apresentando variacdo de tamanho, tronco de casca lisa a fissurada, forma, textura
e tamanho das folhas. A C. sylvestris apresenta semelhancas morfoanatébmicas com
a Casearia obliqua Spreng. e Casearia decandra Jacq. (Torres e Yamamoto, 1986;

Marquete, 2001), dificultando a identificacdo. S&o reconhecidas 2 variedades de C.
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sylvestris com base na morfologia externa (Sleumer, 1980; Klein e Sleumer, 1984;
Silva, 2003a; Botrel et al., 2006; Cavallari et al., 2010).

Como exemplo de diferenciacdo morfolégica, nas Figuras 1 e 3A €
apresentada a C. sylvestris var. sylvestris, que é uma espécie arborea, com altura
superior a 2 m, as folhas sdo verdes escuras e maiores, oblongas, com reticulacao
das veias e veinhas um pouco obscuras; flores sdo glabras, laxa a densamente
cinzento-pubérulas; tipicas de florestas densas e umidas.

Nas Figuras 2 e 3B é apresentada a C. sylvestris var. lingua: que é uma
espécie arbustiva, as folhas séo verdes claras e menores, mais ou menos ovadas a
oblongo-ovadas, com reticulagcédo das veias e veinhas mais marcadas em ambas as
faces, geralmente discolores; tronco com a casca fissurada marrom a cinza,; flores
mais ou menos densamente pubérulas; tipicas de regides de cerrado e clima seco.

Contudo, podem existir espécimens com caracteristicas morfologicas e
genéticas intermediarias, tornando a identificagdo imprecisa (Klein e Sleumer, 1984;
Torres e Yamamoto, 1986; Cavallari et al., 2010).

As variedades sylvestris e lingua podem ser distinguidas anatomicamente em
cortes paradérmicos considerando a forma das células epidérmicas, presenca dos
estbmatos nas faces abaxial e adaxial e pelo indice de palicada. Quimicamente, a
var. lingua apresenta maiores concentraces de compostos fendlicos, enquanto a
var. sylvestris apresenta maiores concentragdes de diterpenos clerodanicos
(Marquete, 2001; Cavallari et al., 2010; Claudino et al., 2013; Bueno et al., 2015).
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Figura 1. Casearia sylvestris var. sylvestris (S&o Miguel Arcanjo-SP), altura aproximada 12 m. Fonte:
O Autor.
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Figura 2. Casearia sylvestris var. lingua (Estacdo Experimental de Araraquara, Araraquara-SP), altura

aproximada de 2,5 m. Fonte: O Autor.
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Figura 3. Folhas de C. sylvestris. A: var. sylvestris (FCF 103) e B: var. lingua (EEA 207). Fonte: O

Autor.

3.2Etnobotéanica e etnofarmacologia

As folhas, cascas e raizes da guacatonga s&o utilizadas por popula¢fes
indigenas da América Latina (Ferreira et al., 2011) como antitérmico no uso externo
(banho) ou interno (decocto) (Junges et al., 1985). Tribos nativas do Brasil como
Karaja e outras maceram as cascas e raizes para tratar diarreia, ferimentos, lepra e
picada de cobra, ja os indigenas da tribo Xucuru utilizam as folhas no tratamento de
doencas venéreas, enquanto tribos do Peru (Shipibo-Conibo) utilizam o decocto das
cascas no tratamento de gripes e resfriados (Hoehne, 1939; Vieira e Martins, 2000),
antiespasmadico e tdnico (Itokawa et al., 1990).

O uso de C. sylvestris como anti-inflamatorio, antisséptico, cicatrizante,
analgésico e contra picadas de cobra é comum por tribos indigenas da Bolivia
(Baya, 2001), j4 o decocto dos ramos e folhas frescas e caules séo utilizados na
medicina popular colombiana em cortes, feridas e como antitumoral e no Paraguai
tem-se usado na cura de reumatismo, sarnas e eczemas (Graham et al., 2000;
Alonso, 2007).
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7

O decocto de folhas e raizes € utilizado na medicina tradicional como
antiparasitario, afrodisiaco e tratamento de sifilis, feridas, cortes, herpes, anestésico
topico, fungicida e controle de temperatura corporal (Alonso, 2007), depurativo do
sangue (Baldauf et al., 2009) e em picadas de cobra (Barata-Silva et al., 2005), ja o
decocto das cascas tem sido utilizado como anti-inflamatério, as folhas no
tratamento de herpes, sifilis, diminuicdo da febre e picada de cobra, ja as raizes séo
empregadas para aliviar dores no corpo (Hirschmann e Arias, 1990; Souza e Felfili,
2006).

Folhas e ramos de C. sylvestris sdo utilizados na medicina popular no
tratamento de alergias, coceiras, antitussigeno, gripes, reumatismo, cicatrizante,
analgésico, digestivo, emagrecedor, diurético, regulacao da pressao arterial e contra
ma circulagdo sanguinea (Vendruscolo e Mentz, 2006; Bratti et al., 2013). As cascas
sao utilizadas para controlar a febre, diarreia e herpes (Esteves et al.,, 2005) e os
ramos para sanar doencas no figado e pneumonia (Vendruscolo et al., 2005).

Ha relatos sobre o uso de C. sylvestris no tratamento de anemia (Moreira e
Guarim-Neto, 2009) hipolipidemia e anorexigeno (Silva et al., 2010b), anemia e em
caso de baixa imunidade, colesterol, diurético, picada de inseto (Tomazi et al., 2014)
diminuicdo do peso, pressédo arterial, colesterol, afeccées do ovario, préstata e
doencas cardiacas (Pereira et al., 2009).

Como mencionado, a C. sylvestris é usada na medicina popular e na medicina
indigena na forma de infuso, decocto ou banho, podendo atribuir as acdes
farmacoldgicas aos extratos e ao OE, considerando que Sertié et al. (2000) e Santos
(2008) identificaram a presenca de componentes do 6leo essencial nos extrato
hidroetandlico (75 %) e etandlico, respectivamente.

Algumas das formas de uso popular da C. sylvestris no Brasil sdo associadas
as vérias atividades farmacoldgicas relatadas na literatura cientifica (Lorenzi e

Matos, 2008; Ferreira et al., 2011), conforme mostrado na Tabela 1.

Iflabio Alexandre Carbalho



Rebisdo da Literatura

| 39

Tabela 1. Uso popular das varias partes de C.

sylvestris, adaptado de Castro (2016)

Usos Partesl Referéncias
usadas
antiofidico (Caminhoa, 1877)
cicatrizante folhas (Pupo, 1926)
anestésico topico, cicatrizante folhas
diarreia, trauma, lesGes na pele, folhas
ulceracdes, antitérmico, herpes, folhas (Hoehne, 1939; Guil-Guerrero e
antiofidico e gripe folhas Campra, 2009)

antitérmico, antisséptico tépico
estomaquico e moléstias de pele

anestésico
depurativo

folhas, raizes

(Hoehne et al., 1941)

antileprético, antipruriginoso
antitérmico, cicatrizante
entorses, estomaquico e antisséptico

(Possolo e Ferreira, 1949)

antitérmico
antiulceroso folhas (Coimbra, 1958)
depurativo
moléstias de pele
Antidiarreico e antiofidico folhas
moléstias herpéticas folhas, caule
antitérmico caule (Correa, 1975)
anti-inflamatdrio topico
antirreumatico e depurativo
afeccdes oro-faringeanas folhas

anestésico local
cicatrizante
hemostatico

(Scavone et al., 1979)

depurativo, hidropisias
moléstias de pele e sifilis

folhas, raizes

(Balbach, 1981)

(Sinnott-Silva et al., 1984; Oliveira

abortivo etal., 1985; Silva et al., 1088)
antitérmico folhas, cascas (Junges et al., 1985)
(Rizzini et al., 1988; Ruppelt et
antiofidico al., 1990a; Ruppelt et al., 1990b;

Pereira et al., 1992)

antiulceroso, gastrite, halitose

folhas

(Panizza, 1998)

afeccdes de pele, antidiarreico
antiofidico, antirreumatico
antitérmico e depurativo

folhas, cascas

(Rodrigues e Carvalho, 2001)

antiulceroso, cicatrizante, herpes
gastrite, halitose, queimaduras, lepra
tépica, Ulcera, supressor de apetite,
anestésico tépico e cicatrizante
anti-inflamatério e antiofidico
antirreumatico e ténico
depurativo, hemostatico e analgésico

folhas
folhas
folhas
folhas
folhas, cascas
folhas ,cascas

(Lorenzi e Matos, 2002; Tobias et
al., 2007)

analgésico, anti-inflamatério, sifilis,
antimicrobiano, anticancer, antitérmico e
antiofidico

planta inteira

(Mesquita et al., 2005; Napolitano
et al., 2005)

emagrecimento

(Dickel et al., 2007)

3.3Metabolitos secundarios (ou metabdlitos especiais) em C. sylvestris

Os metabdlitos secundarios isolados e/ou identificados em C. sylvestris

incluem monoterpenos e sesquiterpenos (Sousa et al., 2007; Silva, S. L. et al., 2008;

Bou et al., 2013), diterpenos clerodanicos, triterpenos e norisoprenoides (ltokawa et
al., 1990; Morita et al., 1991; Carvalho et al., 1998; Wang et al., 2009a; Santos et al.,

2010; Bou et al.,, 2015), flavonoides (Figura 4), incluindo isoquercetina, rutina,

hesperidina, quercetina, isoramnetina, 4’-O-metoxicanferol (Junges et al., 1985;

Raslan et al.,, 2002; Bueno et al., 2016) e outros 7 compostos fendlicos, acido
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cafeico, acido clorogénico, acido vanilico, tirosol; além de uma naftoquinona, o
lapachol (Raslan et al., 2002; Xia et al., 2014). Bueno et al. (2016), identificaram 15
flavonoides de folhas de C. sylvestris var. lingua, destes 14 eram flavonoides
glicosilados: isoramnetina-3-O-triglicosideo (ramnose + ramnose + glicose ou
galactose), quercetina-3-O-diglicosideo (ramnose + arabinose ou xilose),
kaempferol-3-O-diglicosideo (ramnose + glicose ou galactose), quercetina-3-O-
glicosideo (glicose ou galactose), quercetina-3-O-rutinosideo (rutina), isoramnetina-
3-O-neohesperidosideo, isoramnetina-3-O-rutinosideo (narcisina), quercetina-3-O-
glicosideo (arabinose ou xilose), isoramnetina-3-O-glicosideo (glicose ou galactose),
isoramnetina-3-O-[ramnopiranosil-3-hidroxi-3-metilglutaroil]-glucopiranosideo,
kaempferol-3-O-diglicosideo (ramnose + arabinose ou xilose), isoramnetina-3-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosideo, isoramnetina-3-0-[3-hidroxi-3-
metilglutaroil]-galactopiranosideo, isoramnetina-3-O-pentosideo (arabinose ou xilose)
e a (+)-catequina.

Além destas substancias foram identificadas nas folhas 6 neolignanas
(casearialignanas A-F) que pertencem a classe dos fenilpropanoides (Wang et al.,
2010), derivados do &cido elagico e acido galico (Silva, S. L. et al., 2008) e ésteres
derivados do acido gélico (IGDE e MGDE) (Silva et al., 2009).

Cerca de 41 diterpenos clerodanicos (Figura 4) foram identificados em C.
sylvestris, casearinas A-X, dinor casearina X, caseargrewiina F, casearvestrinas A-C
e caseamembrina A (Itokawa et al., 1990; Morita et al., 1991; Carvalho et al., 1998;
Oberlies et al., 2002; Espindola et al., 2004; Santos et al., 2007; Wang et al., 2009b;
Santos et al., 2010; Xia et al., 2014; Bou et al., 2015).
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Figura 4. A) Estrutura geral das casearinas, componentes majoritarios (diterpenos clerodanicos) de
C. sylvestris var sylvestris, B) narcisina (flavonoide) identificada em C. sylvestris var. lingua, C)
casearialignana e D) acido galico.

A 15|

Do ponto de vista quimico, os diterpenos clerodanicos (casearinas) e 0s
flavonoides sdo marcadores quimiotaxonémicos que diferenciam as variedades
sylvestris de lingua, de modo que os diterpenos clerodanicos sado predominantes em
C. sylvestris var sylvestris, enquanto os flavonoides predominam em C. sylvestris var

lingua (Bueno et al., 2015)

3.3.1 Oleos essenciais (ou volateis)

Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios liquidos voléateis, lipossoltveis,
0S quais apresentam composi¢cdo quimica muito variavel e geralmente com forte
odor. A maioria dos OE s&o constituidos majoritariamente por monoterpenos (10
atomos de C), sesquiterpenos (15 atomos de C) ou fenilpropanoides (9 atomos de
C). A volatilidade é atribuida a estrutura quimica desses compostos no OE aliado a
baixa massa molecular e o tipo e intensidade das interacdes intermoleculares,

conferindo a cada planta os seus respectivos odores (Bakkali et al., 2008).
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Os OE geralmente sao incolores ou amarelos (variando do claro ao escuro),
com sabor &cido ou picante (Esteves et al., 2005). Eles atuam nas plantas como
agente de defesa contra microrganismos (bactérias, virus e fungos), predadores, na
atracdo de polinizadores, evitando perda de agua e aumento de temperatura
(Oliveira et al., 2007; Bakkali et al., 2008).

Os terpenos sdo formados por unidades de isopreno (2-metil-buta-1,3-dieno)
e nas plantas a sintese ocorre por meio de 2 vias, que sdo as vias do &cido
mevalbnico (MVA) e do fosfato de metileritritol (MEP), sendo que geralmente as
plantas utilizam ambas as vias simultaneamente. A via do MVA € iniciada através da
condensacdo das moléculas de acetil-CoA, formando o B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA
gue origina o MVA através das reacfes de hidrdlise e reducdo enzimatica, que por
fosforilagdo sucessiva dos grupos hidroxilas do MVA, seguida de descarboxilacao e
eliminacdo do grupo carboxilico resulta na formacdo do 3,3’-dimetilalil difosfato
(DMAPP), um isémero do 3-isopentenil difosfato (IPP) (Figura 5). A via do MEP tem
inicio com a molécula do intermediario &cido pirdvico mediada pela coenzima
tiamina difosfato (TPP), com as etapas de rearranjo do tipo pinacdlico seguido de
reducédo, formando a 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) que é transformada no 2-C-
metil-D-eritritol-4-fosfato, seguida de uma série de reacgbes quimicas até a
biossintese do IPP, Figura 6 (Dewick, 2009).
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Figura 5. Rota biosintética do DMAPP através do intermediario acido mevalénico (Dewick, 2009).
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Figura 6. Rota biosintética do IPP através do intermediario acido pirtvico (Dewick, 2009).
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As enzimas da via do MEP estdo localizadas nos cloroplastos das células
vegetais, onde sao biossintetizados os monoterpenos (C-10), diterpenos (C-20) e
tetraterpenos (C-40), enquanto que as enzimas da via do MVA estéo localizadas no
citosol das células vegetais, onde sdo biossintetizados os sesquiterpenos (C-15),
triterpenos (C-30) e esteroides, que sugere que 0s sesquiterpenos presentes no OE
da C. sylvestris sé@o biossintetizados atraves da via do MVA.

Através da condensacdo cabeca-cauda dos hemiterpenos (C-5) DMAPP e
IPP (Figura 7), que é catalisada pela enzima preniltransferase, é formada a cadeia
precursora dos monoterpenos, o geranil difosfato (GPP), que através de sucessivas
condensacOes com o IPP forma o farnesil difosfato (FPP), geranilgeranil difosfato

(GGPP) e geranilfarnesil difosfato (GFPP), enquanto que a condensacéo de 2 FPP
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forma o precursor dos triterpenos (esqualeno) e de 2 GGPP forma o precursor dos
tetraterpenos (Dewick, 2009).

Em relacdo a biossintese de sesquiterpenos Dewick (2009), verifica que no
inicio ha a biossintese de sesquiterpenos monociclicos (germacreno B e D) e ap0s

varios rearranjos na cadeia carbdnica formam os mais diversos sesquiterpenos.

Figura 7. Esquema da rota biosintética dos terpenos (Lobo e Lourenco, 2007; Dewick, 2009).

MVA MEP

NS
)\AQ)‘Q(\OPP

G R
H H
DMAPP IPP hemiterpenos

Cio —————> monoterpenos

IPP \l
C,5 ————> sesquiterpenos
IPP \l
——  Cy ———» diterpenos
2x IPP \l
oy C,5 —— > sesterpenos

> Cgg —— triterpenos
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Nos OE sao encontrados em geral de 20 a 60 componentes diferentes,
entretanto, cerca de 2 ou 3 s80 0s constituintes majoritarios e representam na
maioria das vezes cerca de 20 a 70 % da composi¢cdo quimica (Pichersky et al.,
2006). Geralmente, as propriedades biologicas dos OE sé&o definidas pelos
componentes majoritarios (Betts, 2001), mas muitas vezes a acdo de uma
substancia isolada pode nao representar a acdo do OE, pois a atividade pode ser
decorrente da interacdo com as substancias minoritarias presentes nos OE (Apel,
2001).
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O teor de OE das folhas secas de C. sylvestris variou, sendo relatado na
literatura valores de 0,1 a 2,5 % (Tabela 2). Quando a variedade foi citada, fez
referéncia a var. sylvestris, portanto pode ser que algum estudo foi realizado com a
var. lingua, mas néo foi informado. Desse modo, foi observado que os dados sobre
teor de OE das folhas de C. sylvestris apresentaram grande variabilidade
guantitativa, pois os OE foram extraidos de folhas coletadas em diferentes biomas,
locais, épocas do ano e diferentes métodos, os quais apresentam fatores climaticos

com caracteristicas diferentes que podem influenciar no teor de OE.

Tabela 2. Teor de OE das folhas de C. sylvestris, descrito na literatura.

Teor (%) Hidrodestilagao variedade Bioma més/ano Autor
0,3 4h sylvestris Cerrado 07/16 Spdsito et al. (2019)
0,3 4h sylvestris Cerrado 02/17 Moreira et al. (2019)
0,4 45h sylvestris Mata Atlantica 02/12 Amaral et al. (2017)
1,2 2h sylvestris - 2014 Pereira et al. (2017a)
0,8 4h e e 11/11 Cavalheiro et al. (2016)
0,3-0,8 3hh e e 03/12- 12/13 Pezzi (2014)
0,2 5h sylvestris Mata Atlantica 10/12 Bou et al. (2013)
01-04 25h e e 05/07 — 01/08 Spandre (2010)
1,0 5h e e e Becker (2009)
1,0 4h e 03/05 Silva, S. L. et al. (2008)
Sousa et al. (2007);
0.6 4h e 12/o4 Schneider et al. (2006)
06-1,1 arraste a vapor 1 h sylvestris Mata Atlantica 01 - 09/00 Castellani et al. (2006a)
----- AcOEt 10 min* sylvestris Mata Atlantica Tininis et al. (2006)
25 2h e e e Esteves et al. (2005)
*Sonicagao

Outro fato importante que pode ter alterado o teor de OE séo as condi¢cOes de
secagem e extracdo (tipo, tempo e temperatura), pois podem influenciar no
rendimento de OE (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Os componentes majoritarios, geralmente sdo 0s componentes que
caracterizam o OE e podem ser identificados no OE de um determinado espécimen
em qualquer época, horario ou local de coleta. Entre os principais metabolitos
secundarios presentes no OE das folhas de C. sylvestris, destacam-se como
componentes majoritarios 0s sesquiterpenos hidrocarbonetos, tais como:
biciclogermacreno, germacreno D, o&-cadineno, a-zingibereno, B-cariofileno; e o
sesquiterpeno oxigenado, espatulenol (Figura 8).

Conforme observado no perfil dos OE das folhas de C. sylvestris (Tabela 3),
guase todos 0s componentes s&8o0 sesquiterpenos, com poucos relatos de
monoterpenos e fenilpropanoides (C6—C9), Figura 9. Os monoterpenos identificados
no OE de C. sylvestris foram o a-pineno com 2,0 - 4,0 %, a pulegona com 0,5 % e o
linalol com 0,7 - 0,8 % (Schneider et al., 2006; Sousa et al., 2007; Silva, S. L. et al.,
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2008), enquanto o unico fenilpropanoide citado foi o eugenol com 0,2 %, identificado
por Schneider et al. (2006).

Quimicamente, o OE apresentou grande variabilidade entre os quase 20
artigos sobre OE de folhas de C. sylvestris publicados. O niamero de componentes
identificados variou entre 9 a 31, sendo a ampla maioria composta por
hidrocarbonetos sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, 3 monoterpenos (3
relatos na literatura) e 1 fenilpropanoide mencionado (Tabela 3). Componentes do
OE como os germacrenos B e D, que sdo precursores de outros componentes
(Dewick, 2009) foram identificados na maioria dos OE citados na literatura. Alguns
dos componentes citados como majoritarios nao foram identificados em todos os
OE, assim como alguns componentes minoritarios foram relatados em apenas um ou
em poucos OE. De acordo com a Tabela 3, alguns autores relataram erroneamente
o teor dos componentes do OE, pois alguns OE estdo com 0s seus componentes
com teor acima de 100 %.

Os OE foram coletados em varios locais, sendo que as variedades, biomas,
condi¢cbes de secagem e extracdo na maioria das vezes nao foram informados na
literatura. Nesse sentido, pode-se justificar o estudo sistematico de variabilidade
gualitativa do OE, pois foram identificados diferentes componentes majoritarios,
além de que os componentes variaram conforme o local, época e horario de coleta.
De acordo com os dados da literatura, o OE das folhas de C. sylvestris
apresentaram variabilidade quimica, pois a composicao do OE variou bastante entre

o0os OE mencionados na literatura.
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Tabela 3. Composi¢cédo do OE (%) das folhas de C. sylvestris, descrito na literatura.

Teor de metabdlitos secundéarios do OE de folhas de C. sylvestris (%)

Sposito et Moreira et TAmaral et Pereira et Bouetal. Silva, S. L. Sousa et Schneider Tininis et Esteves et
Componentes al. (2019) al. (2019) al. (2017) al. (2017a) (2013) et al. al. (2007) et al. (2006) al. (2006) al. (2005)
(2008)

eugenol* ammeemmeee e e e —— e 02 -
linalol* c———— emmee emeee e e 07 - 08 -
a-pineno** c———— emmee emeee e e 4,0 2,0 2,0 —
pulegona** e —— 0,5 0,5 0,5 —— e
ciclosativeno 0,8 (T e— — e -
a-acoradieno e — 41 - e
B-acoradieno —— e e e 2,3 S — 20,8
alloaromadendreno 1,6 0,3 1,144 - e 0,3 03
aromadendreno - e e e e 0,3 03 -
biciclogermacreno 294 12,2 18,4 (19,6) 3L - 43,6 24,2 24,2 (3,6) 40,9
a-himachaleno 2,0 05 e e s p—
a-bisaboleno 0,1 03 e e 0,7 07 = -
B-bisaboleno T 02 e e
B-bourboneno — e e e e 0,5 0,3 03 -
isodeleno 0,2 90 e e e e
cipereno 3,4 1,8 e e e e e e
a-cubebeno 39 24 - 72 - i
B-cubebeno 0,5 02 (02— e,
y-cadineno e 0,3 03
&-cadineno 10,3 66 0 - 25 1,3 0,8 0,6 0,6 ,7)
E-cariofileno 9,2 22,2 7,.2(9.1) 7,6 14,2 18,1 275 - e 13,8
a-cariofileno —— e e e e —— - T—
a-copaeno 4,1 0,5 2,5(4,3) 8,5 0,2 0,8 0,6 06 -
a-zingibereno — 48,3 e
a-elemeno c——— e emeee emeee e 1,1 e e e
B-elemeno e 2,3(2,9) 3,8 2,2 1,6 1,3 13 -
y-elemeno R 48 1,1 02
o-elemeno 0,6 1.5 - e 0,3 0 e
calameneno — e e e e 23 e e e
germacreno A e 27— e e
germacreno B e 2,3(2,3) 7.4 0,4 52 09 - 14,8 (13,7) 3,9
germacreno D 4,7 19,6 11,5 (13,4) 31 3,9 7,8 7,8 79,2 (66,2) 19
a-gurjuneno 0,7 14 - e 0,1 0,1 0,1 —— e
B-gurjuneno e e e e e 0,4 0,4 0,4 675 T —
y-gurjuneno T e ——— e e 22 -
a-humuleno ———— e 1,1(1,3) 17,8 1,7 4,7 3,9 3,9 3,7
Z-B-farneseno 0,3 5 s —— i ——
longifoleno T S 1832 -
y-muuroleno 0,2 04 0 0,1 51 0,5 0,2 0,5 B0 -
seicheleno T 24 e — e e — e
a-selineno 0,2 1,3 e e — e e —
B-selineno ——— e e e e S 42(52) = -
y-selineno 0,2 02 e e e S —
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B-santeleno 3,5 27 e e e — e e —— e
Teor de metabdlitos secundarios do OE de folhas de C. sylvestris (%)
Sposito et Moreira et TAmaral et Pereira et Bou et al. Silva, S. L. Sousa et Schneider Tininis et Esteves et
Componentes al. (2019) al. (2019) al. (2017) al. (2017a) (2013) et al. al. (2007) et al. (2006) al. (2006) al. (2005)
(2008)

B-santeleno 3,5 2,7 e e e —— e e —
6,9-guaiadieno —— 0913 - - ——— e e —— e
7-epi-a-selineno —— e e 2,1 1,0 e — e
tujopseno e e e e e m——— e e 5,2
a-guaieno 0,2 0,2 1,3(49 - 1,5 T e
a-patchouleno el 1,0 e e e . e
E-a-bergamoteno 0,8 8 0 e 0,2 e e e . e
E-B-guaieno e e e 1,3 —— e e ——— e
a-longipineno 0,3 36 0 e e s e —— e

Hidrocarbonetos

s : 77,2 93,3 51,3 (57,5) 72,1 85,2 83,9 70,7 69,1 100 (99,9) 90,2
esquiterpenos
elemol T P 08 0 -
E-nerolidol 0,4 0,9 68 0 e e e —
espatulenol 24 - 4,2 (7,5) 11,8 00 - 15,9 09 e e 12,6
eudesmol —— e 6,9 (5,7) 26 e 06 0 - e
Z-E-farnesol s 03 - e
globulol — e e e e 3,0 1,2 e e 22
guaiol —— e e e e 47 e e
epo6xido de humuleno Il .. e e 41 - — e e —
ledol e e e e 08 0 - ——— e
a-muurolol e — 3,7 27 e —
6xido de cariofileno —— e 3,9 (3,5) T — 06 @ - — e
cubebol —— e 15 e e 0,4 04 -
carotol 37 e e e e —— e e e
bulnesol 1.6 0 e e e e U —
a-cadinol — s 45 (44) - 3,2 e e e e
epi-a-cadinol .. e 3029 - e e . e
viridiflorol 0,6 02 - e 51 19 — e
longipinanol 1.0 e e S — — e
khusimona e e e 0,2 U —— — e
1-epi-cubenol 06 0 e e 1,8 0,5 e —
10-epi-y-eudesmol 32 e e e 0,3 P —— —— e
Sesquiterpenos 12,4 2.1 30,8 (24,0) 23,8 13,0 21,6 16,4 0,4 0,0 (0,0) 14,8
Oxigenados
Identificado 89,6 95,4 82,1 (81,5) 95,9 98,2 110,7 89,6 73,0 100 (99,9) 105,0

lvalores entre parénteses referentes as folhas secas.
2valores entre parénteses sdo referentes as andlises de folhas coletadas durante a tarde e em italico durante a manha.
*fenilpropanoide, **monoterpeno
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Figura 8. Estruturas quimicas dos componentes majoritarios do OE de folhas de C. sylvestris.
Sesquiterpenos, A: biciclogermacreno, B: germacreno D, C: espatulenol, D: &-cadineno, E: a-

zingibereno e F: E-cariofileno.
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Figura 9. Estruturas quimicas dos monoterpenos, A: a-pineno, B: pulegona, C:linalol e do

fenilpropanoide, D: eugenol, encontrados no OE de folhas de C. sylvestris.
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Como componentes majoritarios foram escolhidos entre 2 a 5 componentes
de maior teor e que representassem cerca de 60 a 70 % do teor da composi¢cao dos
OE analisado relatados na literatura.

A composicdo de OE tende a variar muito conforme o local e época de coleta
e conforme o trabalho de Spdsito et al. (2019) os componentes majoritarios do OE
(coletado em julho/16) foram o biciclogermacreno (29,4 %), o 6-cadineno (10,3 %) e
o0 E-cariofileno (9,2 %), enquanto no trabalho de Moreira et al. (2019) os
componentes majoritarios (coletado em fevereiro/17) foram o E-cariofileno (22,2 %),
germacreno D (19,6 %) e o biciclogermacreno (12,2 %). Observa-se que houve
variabilidade na composicdo quimica, pois os autores utilizaram o OE extraidos do
mesmo espécimen, porém em épocas diferentes, entretanto o teor de OE foi
semelhante.

Na andlise circadiana do OE das folhas de C. sylvestris realizada por Tininis
et al. (2006) foi verificada variabilidade apenas no teor do germacreno D de 79,2 %
no periodo da manha, com diminuicdo para 66,2 % a tarde, enquanto que para o
germacreno B foi 14,8 % na parte da manha e 13,7 % na parte da tarde, o que
praticamente ndo alterou o teor, entretanto os cromatogramas apresentados ndo
demonstraram este resultado.

Amaral et al. (2017) relataram que os componentes majoritarios em folhas
frescas e folhas secas de C. sylvestris foram o biciclogermacreno (18,4 % frescas e
19,6 % secas), 0-cadineno (11,7 % frescas e 15,0 % secas) e germacreno D (11,5 %
frescas e 13,4 % secas), indicando que a secagem aumentou o teor dos
componentes majoritarios no OE.

Em um conjunto de trabalhos sobre avaliagdo das atividades biolégicas que
utilizaram o mesmo OE de C. sylvestris, os componentes identificados como
majoritarios foram o a-humuleno (17,8 %), espatulenol (11,8 %) e a-copaeno (8,5 %)
nas folhas de C. sylvestris (Pereira et al., 2016a; Pereira et al., 2016b; Pereira et al.,
2017a; Pereira et al., 2017b).

Cavalheiro et al. (2016) relataram que as substancias majoritarias foram o
germacreno D, biciclogermacreno, &-cadineno, espatulenol e B-cariofileno, porém,
nao apresentaram dados quantitativos.

O Unico relato do a-zingibereno (48,3 %) na composicdo do OE de C.
sylvestris foi de Bou et al. (2013), sendo juntamente com o E-cariofileno (14,2 %) os

componentes majoritarios do OE.
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Spandre (2010) avaliou a composicdo do OE das folhas frescas de C.
sylvestris e ap0s a secagem a temperatura ambiente, 40 °C e 60 °C, sendo que o0s
componentes majoritarios foram o biciclogermacreno (13,7, 17,5, 20,3 e 23,5 %,
respectivamente), o&-cadineno (6,1, 10,8 11,2 e 12,1 %, respectivamente) e
germacreno D (12,9, 8,6, 13,4 €10,6 %, respectivamente). As diferencas observadas
nos teores dos componentes majoritarios foram pequenas entre as secagens em
estufa a 40 °C e 60 °C, bem como a 40 °C e temperatura ambiente.

A composicao do OE apresentou (no periodo de maio a janeiro) ampla faixa
no teor dos componentes majoritarios, como o germacreno D de 12,9-31,8 %,
biciclogermacreno de 2,7-26,7 %, é-cadineno de 1,6-15,4 % e B-cariofileno de 3,7—
13,6 % (Spandre, 2010). A variacdo no teor dos componentes majoritarios indica que
houve variabilidade sazonal na composi¢cdo do OE, bem como utilizando diferentes
processamentos de secagem das folhas previamente a extracao do OE.

Esteves et al. (2005) analisaram as folhas secas em temperatura ambiente,
identificando como componentes majoritarios o biciclogermacreno (40,9 %), B-
acoradieno (20,8 %), B-cariofileno (13,8 %) e espatulenol (12,6 %), semelhante a
composicao do OE das folhas frescas no trabalho de Silva, S. L. et al. (2008), sendo
neste caso os componentes majoritarios o biciclogermacreno (43,6 %), B-cariofileno
(18,1 %) e espatulenol (15,9 %). Embora os OE analisados foram coletados em
locais diferentes (Alfenas-MG e Campinas-SP), apresentaram semelhancas na
composicao e teor, entretanto o rendimento de OE (1,0 e 2,5 %) variou.

O espatulenol (17,5 %), biciclogermacreno (8,6 %) e a-curcumeno (8,5 %)
foram os componentes majoritarios determinados por Santos (2008), na fracao
hexano: AcOEt (95:05, v/v), do extrato etanolico das folhas de C. sylvestris,
demonstrando a presenca de sesquiterpenos componentes do OE no extrato
etandlico.

O B-elemeno (31,7 %) e o a-humuleno (28,2 %) foram 0s componentes
majoritarios do OE das folhas de C. sylvestris, no trabalho desenvolvido por Giintzel
(2008).

O a-cariofileno (27,5 %) identificado por Schneider et al. (2006) e o G-
cariofileno (27,5 %) identificado por Sousa et al. (2007), podem ser o mesmo
componente, pois ambos utilizaram o mesmo OE e o indice de retengéo (1425) foi o
mesmo para 0s 2 componentes, inclusive com o biciclogermacreno (24,2 %) sendo

um dos componentes majoritarios. Considerando que nao hé relatos do a-cariofileno
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na literatura como componente do OE de C. sylvestris, ha possibilidade de ter

ocorrido erro na identificacao.

3.4Farmacologia

Na literatura ha relatos de ensaios farmacolégicos realizados com o OE das
folnas de C. sylvestris para determinar as atividades antitumoral, antibacteriana,
antifingica, antiviral, antileishmanicida, antinociceptiva e antiulcerogénica.

O OE (componentes majoritarios: a-humuleno 17,8 e espatulenol 11,8 %) na
concentracdo de 4,0 pg/mL possibilitou a diminuicdo de 6 % na formacédo de
colénias da linhagem de células tumorais A549 (carcinoma do pulmao humano), em
relacdo ao valor obtido pelo grupo controle (Pereira et al., 2016b). A concentracao
efetiva - CEso para a linhagem celular tumoral A549 foi de 4,0 ug/mL para o OE, ao
ser incorporado em um sistema nanoemulsionado o efeito citotoéxico foi maior (1,0
pug/mL), contudo, o valor de CEso da doxorrubicina foi de 0,01358 pug/mL (Pereira et
al., 2017b), concluindo que os resultados foram insignificantes.

O OE (componentes majoritarios: a-zingibereno 48,3 e E-cariofileno 14,2 %)
demonstrou citotoxicidade para as linhagens celulares HL60 (12,0 pg/mL), Siha (ICso
23,9 pg/mL), U-87 (ICso 27,1 pg/mL), HeLa (ICso 29,0 pg/mL), A2058 (ICso 41,1
ug/mL) e MCF-7 (ICs0 42,2 pg/mL). Entretanto o componente majoritario do OE (a-
zingibereno, 48,3 %) foi citotoxico para as linhagens Hela, U-87, Siha e HL60, com
valores de ICso maiores que o OE, o que pode ser atribuido as interagdes entre o a-
zingibereno e os demais metabdlitos secundéarios. O OE foi testado na linhagem de
células de melanoma B16F10-Nex2, apresentando agao citotéxica com valor de ICso
de 61,0 yg/mL e o a-zingibereno com valor de 27,0 pg/mL, abaixo do controle
positivo (cisplatina), com ICso de 176,0 pg/mL, indicando que o a-zingibereno
apresentou melhor resultado que o OE, para a linhagem de células de melanoma
B16F10-Nex2. Estes resultados indicam que o a-zingibereno contribui para a agao
citotoxica do OE (Bou et al., 2013).

Silva, S. L. et al. (2008), comprovaram a citotoxicidade seletiva para as
células tumorais HelLa (carcinoma cervical humano), A-549 (carcinoma do pulméo
humano) e HT-29 (adenocarcinoma do c6lon humano) com valores de ICso de 63,0,
61,0 e 91,0 pug/mL, respectivamente, comparando com células nao-tumorais Vero

(rim de macaco) e macrofagos de camundongos com valores de ICso de 210,0 e
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234,0 ug/mL, respectivamente. O efeito citotdxico do OE (componentes majoritarios:
biciclogermacreno 43,6, B-cariofileno 18,1 e espatulenol 15,9 %) pode ser
parcialmente atribuido ao B-cariofileno (ICso: HelLa 21,8; A-549 29,3 e HT-29 41,0
Hg/mL) e a-humuleno (ICso: HeLa 35,2; A-549 18,9 e HT-29 24,8 pg/mL), pois
apresentaram valores de ICso menores para as linhagens de células analisadas.

Ao ser avaliado contra H. pylori (ATCC 43504), o valor da concentracdo
inibitéria minima (CIM) do OE das folhas de C. sylvestris foi de 125 pg/mL, maior
que o valor da fragdo do extrato etandlico concentrada em diterpenos (62,5 pg/mL),
enquanto o valor para a amoxicilina foi de 0,007 pg/mL. A atividade anti-H. pylori do
OE pode estar relacionada ao biciclogermacreno por ser o componente majoritario
(29,4 %) e ao B-cariofileno (9,2 %), pois de acordo com Tzakou e Skaltsa (2003) o G-
cariofileno em concentracdo proporcional apresentou atividade anti H. pylori, ou
ainda a outros componentes do OE (Spésito et al., 2019).

Ao avaliar a atividade do OE (componentes majoritarios: 8-elemeno 31,7 e a-
humuleno 28,2 %) contra as bactérias Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, Gintzel (2008) verificou atividade
frente a estes agentes patdgenos, a qual apresentou uma concentracao inibitoria
minima (CIM) de 3,12 mg/mL para todos os microrganismos, enquanto o padréo
cloranfenicol apresentou CIM de 0,2 mg/mL.

A atividade antibacteriana do OE (componentes majoritarios: B-cariofileno
27,5 e biciclogermacreno 24,2 %) na concentracdo de 12,8 pug/mL foi demonstrada
frente as bactérias causadoras de gastroenterites Staphylococcus aureus, Shigella
flexnerri, Salmonella e Enterobacter, contudo o OE (1,3 pg/mL) foi mais eficiente
contra as bactérias Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli e Micrococcus (Schneider et al., 2006).

A atividade bactericida do OE de folhas de C. sylvestris (componentes
majoritarios: B-cariofileno 27,5 e biciclogermacreno 24,2 %) foi avaliada por Nogueira
et al. (2007), frente a Streptococcus mutans nas concentracdes de 5,0, 2,5 e 1,25
Hg/uL e contra o Lactobacillus casei nas concentracdes de 5,0 e 2,5 pg/pL, exibindo
resultados melhores do que a clorexidina (10 pg/uL).

Pereira et al. (2017a), observaram através dos valores de ICso para as
linhagens de Candida krusei (ICso 74,3 pg/mL) que o OE foi mais eficiente e para as
linhagens de Saccharomyces cerevisiae (ICso 23,3 pg/mL) e Candida glabrata (ICso

23,3 ug/mL) a fracdo 1-6 (OE foi fracionado em coluna cromatogréafica) foi mais
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eficiente, inibindo o crescimento dessas linhagens de fungos. O a-humuleno foi o
componente majoritario no OE (17,8 %) e na fracdo 1-6 foi o 14-hidroxi-9-epi-G-
cariofileno (18,0 %).

A atividade antifungica do OE avaliada Pezzi (2014), mostrou que na
concentragdo de 2,5 % houve inibicdo em 100 % do crescimento micelial in vitro dos
fungos Alternaria alternata, Alternaria radicinia, Alternaria brassicicola e Botrytis sp e
na concentracao de 1,5 % o OE inibiu A. alternata em 81 %, A. radicinia em 90 %, A.
brassicicola e Botrytis sp em 94 %. No entanto, nenhum um farmaco foi mencionado
como padréo para comparar os valores de inibicdo e concentra¢cdes com o OE.

O OE de folhas de C. sylvestris (componentes majoritarios: a-humuleno 17,8
%, espatulenol 11,8 % e copaeno 8,5 %) na concentracdo de 200 pg/mL foi
analisado também contra o virus herpes simples tipo | (HSV-I), inibindo 90 % da
atividade do virus e ao ser incorporado em nanoemulsao (200 pg/mL) inibiu 99,8 %
da atividade do virus, enquanto o aciclovir (200 pg/mL) inibiu 99,0 % da atividade do
virus. A citotoxicidade do OE (CEso 29,7 pg/mL), nanoemulséo incorporada com OE
(CEso 0,0016 pg/mL) e do aciclovir (CEso 0,8 pg/mL) foram baixas. Pereira et al.
(2016b) concluiram que o OE ao ser incorporado em um sistema nanoemulsionado
aumentou a eficiéncia anti-HSV-I e diminuiu a citotoxicidade.

Ao ser avaliado contra L. amazonensis o OE de folhas de C. sylvestris
(componentes majoritarios: E-cariofileno 22,2 e germacreno D 19,6 %) apresentou
valor de ICso contra as formas promastigotas e amastigotas nas concentracdes de
29,8 e 10,7 pg/mL, enquanto para a anfotericina B o valor de ICso foi de 0,06 e 0,42
Hg/mL, respectivamente, segundo Moreira et al. (2019).

A atividade antinociceptiva foi avaliada através do teste de contor¢des em
camundongos, onde o OE (componentes majoritarios: biciclogermacreno 40,9, -
acoradieno 20,8, E-cariofileno 13,8 e espatulenol 12,6 %) na concentracéo e 125
mg/kg inibiu 58 % das contor¢gdes induzidas pelo acido acético administrado via
intraperitoneal, enquanto a indometacina (10 mg/kg) inibiu 56 %. Ao avaliarem a
atividade anti-inflamatdria, observaram que o OE inibiu o edema de pata induzido
pela carragenina, porém, nao inibiu o edema induzido pelo dextran e nem o
extravasamento do azul de Evans para a cavidade peritoneal induzido pela
histamina. O OE néo bloqueou o receptor H1 envolvido na inflamagao induzida pela

histamina (Esteves et al., 2005).
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Em relag&o aos componentes identificados na C. sylvestris, o a-humuleno e o
E-cariofileno apresentaram atividade anti-inflamatoria, sendo que a-humuleno
reduziu a producéo do fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina IL-18 (IL-1/8),
prostaglandina E2 (PGE2), a enzima O&xido nitrico-sintase induzivel (iNOS),
cicloxigenase tipo 2 (COX-2) e o E-cariofileno (ambos na dose de 50 mg/kg, por via
oral) exerceu efeitos semelhantes, mesmo nao inibindo a IL-18, foram equivalentes
ao controle (dexametasona) ao serem avaliados no processo inflamatério induzido
pela carragenina (Fernandes, Passos, Medeiros, Da Cunha, et al., 2007).

O a-humuleno e o E-cariofileno isolados de Cordia verbenacea D.C. (50
mg/kg) apresentaram resultados semelhantes a dexametasona (0,5 mg/kg) nos
ensaios que demonstraram a diminuicdo do edema de pata induzido por
carragenina, entretanto somente o a-humuleno diminuiu o edema de pata formado
por histamina, indicando que podem ser promissores no tratamento da inflamacéo
(Fernandes, Passos, Medeiros, Cunha, et al., 2007). A atividade anti-inflamatéria do
a-humuleno foi demonstrada no modelo murino de inflamagcdo alérgica das vias
aéreas (Rogerio et al., 2009), corroborando seu potencial anti-inflamatorio.

O E-cariofileno administrado em conjunto com o paclitaxel facilitou a
passagem deste pelas membranas celulares, aumentando o acumulo intracelular,
assim potencializando o efeito anticancer do paclitaxel contra as linhagens de
adenocarcinoma do cancro de mama humano (MCF-7), adenocarcinoma de coélon
(DLD-1) e de fibroblastos murinos (L-929) (Legault e Pichette, 2007).

Esteves et al. (2005), avaliaram a atividade antiulcerogénica e verificaram que
a diminuicdo do volume de secrecdo gastrica em ratos tratados com OE na dose de
125 mg/kg por via oral, foi menor em relagdo ao grupo controle e constataram nao
haver alteracdo do pH da secrecdo &cida ao compararem com 0 grupo tratado com
cimetidina (50 mg/kg), podendo sugerir que o OE reduz a secrecéo gastrica em geral
juntamente com a secrecao de H* e antagonistas de Ho.

De acordo com Kim et al. (2014) o Oxido de cariofileno foi avaliado nas
linhagens celulares de mieloma multiplo humano, carcinoma de préstata humana e
carcinoma de mama humano apresentando potencial para ser utilizado no
tratamento destes tipos de cancer. Park et al. (2011), sugerem que o 6xido de
cariofileno age interferindo nas cascatas de sinalizacdo da formagdo dos tumores,
reforcando que o Oxido de cariofileno pode ser utilizado na prevencao e tratamento

de cancer.
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O oxido de cariofileno isolado das cascas de Annona squamosa L. na
concentracdo de 25 mg/kg apresentou resultados semelhantes a aspirina 100 mg/kg
no edema de pata induzido pela carragenina, indicando que o 6xido de cariofileno
pode ser utilizado como antinociceptivo (Chavan et al., 2010).

O E-cariofileno aumenta a eficacia de alguns medicamentos antineoplasicos e
reduz a dor crbnica, podendo ser uma alternativa muito Gtil na terapia do cancer
(Fidyt et al., 2016).

Ao avaliarem o potencial anti-inflamatério do B-elemeno, Sieniawska et al.
(2019) verificaram que foi semelhante a dexametasona nos ensaios de atividade
imunomoduladora em neutrdfilos estimulados por LPS.

Pode ser atribuido ao espatulenol (62,0 % de pureza) isolado de Salvia
mirzayanii Rech. F. & Esfand. a atividade imunomoduladora, devido a inibicdo da
proliferacdo dos linfocitos, além de inducdo da apoptose (Ziaei et al.,, 2011). O
espatulenol apresentou atividade antioxidante, antitumoral contra a linhagem celular
de cancro de ovério e reduziu o edema de pata em camundongos no modelo de
pleurisia (Nascimento et al., 2018), demonstrando que tem potencial para varias
atividades farmacologicas.

Os componentes majoritarios do OE de folhas de C. sylvestris que podem ser
relacionados a atividade antitumoral foram o biciclogermacreno, E-cariofileno, a-
humuleno, a-zingibereno e espatulenol, ja para a atividade antimicrobiana podem ser
considerados responséveis o biciclogermacreno, E-cariofileno, a-humuleno e B-
elemeno: enquanto que para as atividades contra herpes, L. amazonensis,
antinociceptiva e antiulcerogénica os componentes majoritarios associados foram o
a-humuleno, espatulenol, biciclogermacreno, S-acoradieno e E-cariofileno. De forma
geral, pode-se considerar que os 3 principais componentes majoritarios relacionados

as atividades farmacoldgicas foram o biciclogermacreno, E-cariofileno, a-humuleno.

3.5Toxicologia

3.5.1 Oleo essencial

O OE de folhas de C. sylvestris foi avaliado por Esteves et al. (2005) em
camundongos por via oral e a DLso foi de 1.100 mg/kg, sendo cerca de 10 vezes
maior que a dose efetiva, sugerindo baixa toxicidade aguda para o OE das folhas de

C. sylvestris.
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Sousa et al. (2007), analisaram o OE (15, 30 e 45 pug/mL) em células de
hepatoma de ratos (HTC), concluindo que o OE induziu danos no DNA (efeito
clastogénico), entretanto, em associacio com 0 agente mutagénico
metanossulfonato de etila apresentou acao anticlastogénica.

Silva, S. L. et al. (2008), avaliaram o OE de folhas de C. sylvestris
(componentes majoritarios: B-cariofileno 18,1 % e a-humuleno 4,7 %) em 7 tipos de
eritrocitos de mamiferos, demonstrando que todas as amostras causaram hemolise
nos eritrécitos, indicando que o OE das folhas de C. sylvestris e seus componentes
podem apresentar toxicidade.

Pereira et al. (2016a), avaliaram a CCso do OE de folhas de C. sylvestris,
verificando que apresentou citotoxicidade na concentracdo de 4,0 pg/mL e
observando danos no DNA de células tumorais A549 (teste do cometa)
apresentando CCso de 10,0 pug/mL, enquanto a doxorrubicina apresentou CCso de
0,02 pg/mL, indicando que o OE foi mais citotoxico que o controle.

Os poucos estudos sobre o OE de C. sylvestris demonstram haver seguranga
no uso terapéutico, contudo, uma avaliacdo detalhada deve ser realizada com o
intuito de demonstrar sua seguranga para o uso em medicamentos.

O extrato etandlico das folhas de C. sylvestris contém componentes do OE
gue podem contribuir para as atividades farmacolbgicas e/ou toxicidade destes
extratos (Sertié et al., 2000; Santos, 2008). Ao avaliarem a citotoxicidade do extrato

etandlico Espinosa et al. (2015) obtiveram o valor de 724,7 pg/mL para DLso.

3.6 Variabilidade quimica do metabolismo secundério vegetal

Os metabdlitos secundarios ou metabdlitos especiais sdo compostos de baixo
peso molecular e alta variabilidade quimica estrutural, representados por estruturas
guimicas complexas, sendo compostos com distribuicdo restrita e de diferenciacéo
com funcdes especializadas, tais como defesa contra predadores e patdgenos,
protecao contra raios ultravioleta, alelopatias, atracdo de polinizadores e dispersores
de sementes, que apresentam atividades bioldgicas uteis nas areas farmacéutica,
alimenticia, cosmética, entre outras (Simdes et al., 2017).

Os metabdlitos secundarios presentes nas plantas apresentam grande
variacdo qualitativa e quantitativa, devido a uma série de condicdes, dentre elas os

fatores genéticos (quimiotipos) e evolucdo (crescimento e desenvolvimento da
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planta); fatores extrinsecos ou condicdes ambientais (temperaturas, pluviometria,
altitude, latitude, umidade, salinidade, metais pesados, sazonalidade, ciclo
circadiano, radiacdo ultravioleta, poluicdo, vento, chuva, granizo, ataque de
herbivoros ou patégenos, doencas, composicao do solo e nutrientes, dentre outros);
tipo de 6rgdos: folhas, flores, frutos, cascas, raizes e galhos; ou tipo de estrutura
secretora: estruturas secretoras externas/internas, tricomas, ductos e canais e ciclo
de atividade do polinizador. A variagdo na composicdo quimica das plantas
processadas pos-colheita, como drogas vegetais, ainda pode ser produzida por
processos de secagem, moagem, extracao, purificacdo, secagem de extratos e OE,
assim como o armazenamento (Lopes et al., 1997; Schwob et al., 2004; Blank et al.,
2005; Wang et al., 2006; Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Figueiredo et al., 2008; Santos
et al., 2009; Sellami et al., 2009; Botrel et al., 2010; Barbosa et al., 2012; Sobrinho et
al., 2012; Taiz e Zeiger, 2013; Sarrazin et al., 2015; Kiazolu et al., 2016).

Variagbes no metabolismo vegetal visam melhorar a adaptacédo das plantas
nas mais diversas condicbes ambientais, resultando no aumento da quantidade e
diversidade de metabdlitos secundéarios (Grotewold, 2005), pois 0s componentes
guimicos produzidos pelas plantas podem ser alterados pela interacdo com o meio
ambiente circundante, modificando assim a sua composi¢cdo quimica (Bitu et al.,
2015).

A lesdo mecénica ou quimica é um dos fatores que pode induzir as plantas a
biossintese metabdlitos secundarios que em situacdo normal ndo seriam
biossintetizados. Estas fitoalexinas sdo biossintetizadas em altas concentragdes
apresentam propriedades antimicrobianas com a finalidade de combater os
microrganismos invasores. J& as estruturas secretoras externas podem sofrer lesdes
mecanicas e através da ruptura da cuticula sofrem alteracfes quali/quantitativa,
enquanto as estruturas secretoras internas estdo menos susceptiveis a estes danos
(Figueiredo et al., 2008).

A composicdo quimica entre plantas da mesma espécie em seu habitat
natural pode sofrer variacdo, em relacdo as plantas que foram domesticadas e séo
cultivadas com fins comerciais (Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Barros et al., 2009).
Dessa maneira, ha a necessidade de estudos mais detalhados sobre o teor e a
composi¢cao quimica, pois tal variagdo dos metabdlitos secundarios pode interferir na

acao farmacolégica destes possiveis produtos farmacéuticos, tal como o0s
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medicamentos fitoterapicos, prejudicando assim a sua qualidade, seguranca e
eficécia.

Em relagdo a variagdo do perfil dos componentes ativos durante o ano,
tornam-se necessarios estudos de variabilidade quimica, em relagdo as condi¢des
de cultivo (local, manejo) e colheita (época do ano, periodo do dia, idade da planta),
garantindo plantas com teores desejados de principios ativos nos OE (Passreiter e
Aldana, 1998; Sangwan et al.,, 2001). Vale ressaltar que as alteracdes sazonais
podem ser confundidas com as etapas de desenvolvimento das plantas, assim como
a temperatura, a qual é um fator que ndo pode ser relacionado diretamente, por
sofrer influéncia da altitude, latitude e sazonalidade (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

Na producao de fitoterapicos as condi¢cbes de coleta devem ser realizadas
também de acordo com o perfil qualitativo visando ndo apenas o teor de marcadores
com atividades biolégicas (Sellami et al., 2009; Sousa et al., 2010).

A secagem do material vegetal desacelera o crescimento de microrganismos
e evita algumas reacfes quimicas ocasionadas umidade, temperatura e oxidacao,
prolongando assim o prazo de validade, de modo que o material vegetal pode ter a
sua composicdo modificada atraves da perda de OE, e degradacdo de metabdlitos
secundarios, alterando a aparéncia, aroma e acao bioldgica (Figueiredo et al., 2008).

Alguns estudos demonstraram que componentes presentes no OE, como o 6-
elemeno, E-cariofileno, germacreno (A, B e D), &-cadineno, 1-epi-cubenol e (-
gurjuneno apresentaram maior teor durante a fase vegetativa, e sdo associados a
atividade inseticida, dispersdo de insetos e inibicdo do crescimento bacteriano
(Moraes et al., 2002; Kiran et al., 2007; Costa et al., 2009). Convém ressaltar que a
variagdo no teor dos metabdlitos secundarios esta associada a variagbes na
atividade biologica (Silva et al., 2010a).

Em pesquisa com folhas de Psidium guyanense Pers. (araca), foi
demonstrado que a composi¢cdo quimica do OE de 12 espécimens coletados em 4
locais diferentes, apresentarem 3 perfis quimicos distintos, comprovando através de
variaveis quimiométricas haver variabilidade quimica populacional quali/quantitativa
do OE (Figueiredo et al., 2018). O OE de flores e frutos de 93 espécimens de
Pituranthos scoparius (Coss. & Durieu) Schinz (Guezzah, Argélia) foi coletado de 4
populacdes em locais diferente, apresentando 3 tipos de OE com composi¢cao
guimica diferente, demonstrando que houve variabilidade quimica intrapopulacional
(Malti et al., 2018).
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Fernandes et al. (2017) observaram variabilidade sazonal na composi¢céo do
OE de folhas de Trembleya phlogiformis DC. (quaresminha-do-campo), assim como
a interferéncia do ciclo de desenvolvimento das folhas interferiu na composicao
guimica do OE. A variacdo quali/quantitativa do OE de folhas de Cordia verbenacea
DC. (erva-baleeira) foi verificada no estudo sobre variabilidade, demonstrando o
aumento do teor de OE nos meses de menor pluviosidade (Matias et al., 2016).

Os menores indices pluviométricos podem estar associados aos menores
teores de OE nas folhas de Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (sassafras) no outono,
considerando gue no inverno, primavera e verao os teores de OE e a pluviometria
aumentaram consideravelmente (Castellani et al., 2006a), enquanto os OE de
Trilichia catigua A. Juss. (catuaba) e Siparuna guianensis (negramina) nao
apresentaram variabilidade sazonal no teor de OE (Castellani et al., 2006b). Em
estudos sobre a composicdo quimica do OE de folhas de Hortia oreadica Groppo,
Kallunki & Pirani (para-tudo, quina), foi observado que houve variacdo sazonal
(Santos et al.,, 2016). Sa et al. (2016) concluiram que variabilidade sazonal na
composi¢cdo quimica do OE de folhas de Hyptis carpinifolia Benth. (rosmaninho,
mata-pasto), pode ser associada a pluviometria.

Nota-se que cada planta se comporta de maneira diferente em relacdo aos
fatores ambientais, enquanto algumas aumentam o teor de OE sob baixas
temperaturas e indices pluviométricos, outras diminuem o teor, de acordo com suas
necessidades metabdlicas, condi¢cbes de adaptacao e sobrevivéncia.

Embora existam poucos estudos de variabilidade quimica relatados na
literatura sobre a C. sylvestris, a grande variabilidade genética da C. sylvestris esta
associada a fatores ambientais e fisiologicos, influenciando na composi¢do do OE
(Spandre, 2010).

O OE de folhas de C. sylvestris apresentou variabilidade sazonal, com
maiores teores de OE nos meses de outono/inverno, justamente quando os indices
pluviométricos foram os menores (Castellani et al.,, 2006a), indicando que em
condicdes extremas o teor de metabdlitos secundarios aumentou, além de
recomendar a coleta nos meses de maior teor de OE. As folhas produziram
guantidades significativamente maiores de OE do que os galhos, que por sua vez
nao apresentaram variacdes sazonais. Para Castellani et al. (2006a), os maiores

indices pluviométricos nos meses de primavera/verao podem diminuir a producao de
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OE das folhas de C. sylvestris, enquanto a fenofase (meses de inverno, Vigosa-MG),
pode aumentar a producao de OE.

De acordo com Tininis et al. (2006), o OE das folhas de C. sylvestris
apresentou variabilidade intrapopulacional entre os 12 espécimens (Parque Estadual
Carlos Botelho-SP) e variabilidade quimica circadiana entre os periodos avaliados,
manha (7:00 h) e tarde (15:00 h).

Como a C. sylvestris é coletada por extrativismo (Balzon et al., 2008) e pode
ser uma espécie cultivada especificamente para producdo de medicamentos, torna-
se fundamental identificar a melhor época de coleta, fundamentando-se na
composi¢cdo quimica e teor, permitindo a padronizacdo quali/quantitativa de

principios ativos, correlacionando com a agao farmacoldgica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Planejamento Experimental Geral

O planejamento experimental geral (Figura 10) estabelece uma sequéncia
l6gica de trabalho para facilitar o entendimento das etapas do projeto. As folhas de
C. sylvestris foram coletadas para os estudos botanicos, que correspondem a
elaboracdo de exsicatas, andlises morfolégicas e anatdomicas visando identificar a
espécie, distinguir as variedades e apontar diferencas entre as populacdes.
Amostras de solo de cada populacdao foram analisadas em relacdo aos seus

constituintes quimicos e teor granulométrico.

Figura 10. Esquema referente ao Planejamento Geral Experimental.
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Apos as coletas das folhas o OE foi extraido para estudos de variabilidade
guimica populacional, sazonal e circadiano. Os estudos de variabilidade quimica

foram realizados com amostras das coletas populacional, sazonal e circadiana,
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determinando os seus teores de OE por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger
e a composicdo quimica utilizando-se de técnicas cromatograficas (CCD) e
espectrométricas (CG-EM) para obter o perfil quimico quali/quantitativo do OE,
apontando possiveis diferencas entre as variedades, locais, épocas e horarios de
coleta. As avaliacGes dos parametros de qualidade (densidade, rotacdo especifica,
indice de refracao e perfil espectroscépico por IV-FT) foram realizadas com os OE
da coleta populacional, com o objetivo de pré-estabelecer parametros de controle de
gualidade de pureza e identificagao.

Foi realizada uma comparacéo do teor e da composi¢cdo do OE das folhas
frescas e das folhas secas extraidas por hidrodestilagéo, para analisar se o processo
de secagem das folhas alterou qualitativamente e quantitativamente o OE. Os
componentes volateis in natura presentes nas folhas frescas foram analisados
diretamente por dessor¢cdo térmica em cromatégrafo gasosos acoplado a
espectrometro de massas (DT-CG-EM) para analisar os possiveis artefatos
formados durante a secagem e extracéo.

Os dados cromatograficos (CG-EM) referentes a composicdo do OE
(populacional, sazonal e circadiana) foram relacionados a fatores ambientais e
climaticos (temperatura, pluviometria, latitude, altitude, radiagdo ultravioleta,
umidade relativa e tipo de solo), agrupando os espécimens por similaridade e
analise dos componentes principais através de ferramentas de analises
guimiométricas multivariadas, que permitiram o0 entendimento abrangente e
sistematizado dos resultados. Foram realizadas analises estatisticas com os dados

de secagem das folhas, teor de OE e com os parametros de qualidade.

4.2 Materiais e equipamentos

Aparelho tipo Clevenger: conforme descrito na Farmacopeia Brasileira (Brasil,
2010).

Balanca analitica: Marte®, modelo AY220 (Max 220g. min 0,01g; d = 0,0001g).
Balanca por infravermelho: GEHAKA®, modelo IV 2000.

Banho termostatizado: Tecnal®, modelo TE — 184.

Cromatografo Gasoso - Espectrometro de Massas (CG-EM): Shimadzu®, modelo
GCMS QP2010Plus, injetor automatico AOC-20i, programa gerenciador GCMS
solution Verséo 2.50 SU1.
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Dessorcdo Térmica acoplada a Cromatografia Gasosa e Espectrémetro de
Massas (DT-CG-EM): Sistema de Dessor¢do Térmica Shimadzu®, modelo TD-20,
programa gerenciador GCMS solution Versao 2.50 SU1.
Estufa de secagem de material vegetal com circulagdo de ar: Fanem®, modelo
315 SE.
Estufa de secagem e esterilizacdo: Fanem®, modelo 315 SE.
Espectrofotdmetro no 1V: Bruker®, modelo IV-FT— Alpha Platinum ATR, equipado
com o programa OriginPro 9 SR2.
Fases estacionérias utilizadas em CCD:
a) Placas de aluminio: Silica gel 60 (20 x 20 cm, 5 - 40 ym, 0,20 mm), 254
nm, Macherey-Nagel.
b) Placas de aluminio: Silica gel (20 x 20 cm, 5 - 40 pm; 60 A; 0,25 mm), 254
nm, Sigma-Aldrich®.
c) Placas de aluminio: Silica gel 60 (4 x 8 cm, 5 - 40 um, 0,25 mm), 254 nm,
Macherey-Nagel.
d) Placas de vidro: Silicagel 60 (20 x 20 cm, 5 - 15 um, 0,25 mm), SorbLine.
e) Aditivo: AgNOz (99,9 %), J.T. Baker®.
Microscépio: Leica®, modelo DMLB AxioCam Iccl Zeiss.
Micrétomo: Leica®, modelo RM-2125.
Moinho de facas: Tecnal®, modelo TE 148.
Padrdes:
a) oxido de cariofileno (95,0 %), Acros Organics®.
b) E-cariofileno (98,5 %), Sigma-Aldrich®.
c) a-humuleno (96,0 %), Sigma-Aldrich®.
Paquimetro: Paquimetro Digital In6x, modelo 6150, LEE TOOLS.
Picnébmetro: 1 mL.
Polarimetro digital: modelo 341 LC digital - Perkin EImer®.
Programas:
a) OriginPro®, vers&o 9.0.0 SR2 b87.
b) Mathlab® 7.10.0 (MathWorks Inc., Natick, USA).
c) Pirouette® 4.0 ver.2 (Infometrix Inc., Bothell, USA).
d) GraphPad Prism® verséo 5.01.

Refratdmetro Abbe: modelo G, Jena Carl-Zeiss®.
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Rotaevaporador: IKA®, modelo DEST KV 05S3, acoplado ao banho de
aguecimento Quimis® e banho ultratermostizado Quimis®, modelo Q214M3.
Solventes:
a) Agua ultrapura: GEHAKA®, obtida em sistema purificador de agua, modelo
DG 300.
b) Grau P.A.: acetato de etila, tolueno, cloroférmio, diclorometano, hexano
Quemis® e Synth®.
c) Grau cromatografico: n-hexano J.T. Baker®.
Tubo para dessorcéo térmica: Supelco® (vidro: 0,635 x 8,89 cm).
Ultrassom: Unique®, modelo USC — 2800, 2,5 L, frequéncia 40 KHz.

4.3 Material vegetal

Este projeto foi desenvolvido mediante autorizagdo da Secretaria do Meio
Ambiente, Processo SMA N.° 260108 — 002.955/2016 do Instituto Florestal do
Estado de Sé&o Paulo. A Certiddao no Sistema de Gestdo do Patrimbnio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado consta sob o Ne de Cadastro AEFB157.

4.3.1 Coletas do material vegetal

As coletas das folhas de C. sylvestris foram realizadas nos seguintes locais: I)
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP, Araraquara-SP (var. sylvestris) —
FCF; Il) Estacdo Experimental de Araraquara-SP (var. lingua) — EEA, o municipio de
Araraquara encontra-se em uma area de transicao entre Cerrado e Mata Atlantica,
contendo as duas variedades; Ill) Parque Estadual “Carlos Botelho” no municipio de
S&o Miguel Arcanjo-SP (Mata Atlantica, var. sylvestris) — CB; V) Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas-UNESP, Botucatu-SP (Cerrado, var. lingua ou formas
intermediérias) — FCA.

A altitude dos locais de coleta é de 663 m (populacdo FCF e EEA), 819 m
(populacdo FCA), 800 m (populacdo CB) e conforme Marquete e Vaz (2007), a C.
sylvestris habita locais com altitude variando do nivel do mar até 1800 m. O clima é
o Cwa (populacdo FCF, EEA e FCA) — mesotérmico de inverno seco, com
temperatura média no més mais quente acima de 22 °C e no més mais frio inferior a
18 °C. A média anual de precipitagdo varia de 1.100 a 1.700 mm, com umidade

relativa média anual de 71 %, as chuvas sdo concentradas de outubro a margo e os
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periodos de seca entre abril a setembro. O clima Cfa (populagcdo CB) — mesotérmico
umido com verdo quente, com temperatura média no més mais quente acima de 22
°C e no més mais frio acima de 10 °C. A média anual de precipitacdo € de 1.395
mm, com chuvas todos os meses e sem estacdo seca definida, conforme a
classificacdo de Koppen.

Dados referentes as datas de coletas, horario, temperatura, pluviometria,
clima, UR (umidade relativa), IUV (indice ultravioleta) e espécimens encontram-se
apresentados nas Tabelas 1 a 5 do Apéndice 1.

As folhas frescas coletadas foram armazenadas em recipientes de plastico e
mantidas em caixa isotérmica com gelo durante o transporte, sendo que as coletas

ocorreram da seguinte forma:

a) Coletas populacionais: 100 g de material vegetal de cada espécimen, em julho e
dezembro de 2016 incluindo 10 espécimens de cada populagdo (FCF, CB, EEA e
FCA).

b) Coletas sazonais: 100 g de material vegetal de cada espécimen, entre junho/16 —
maio/18 incluindo 10 espécimens de cada populagéo (FCF e EEA).

c) Coletas circadianas: 100 g de material vegetal de cada espécimen, a cada 6 h,
durante um periodo de 24 h, em fevereiro e agosto/2017 incluindo 10 espécimens de
cada populacao (FCF e EEA).

d) Coletas para analise do OE das folhas frescas: 30 g de material vegetal de cada
espécimen, em janeiro/2017, incluindo 10 espécimens de cada populacdo (FCF e
EEA).

e) Coleta de flores: 600 g de flores, em agosto/2016, incluindo 10 espécimens da
populacéo EEA.

f) Coleta de frutos: 150 g de frutos verdes, em agosto/2016, incluindo 10 espécimens

da populacéo EEA.

4.3.2 Secagem

43.2.1 Determinacdo do tempo de secagem do material vegetal

O tempo de secagem do material vegetal foi determinado em estufa com

circulacdo de ar a 40 °C, até verificacdo de massa constante entre 2 pesagens
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consecutivas de 10 espécimens separadamente, com 100 g cada (FCF 101 - 110) a
cada 6 h, durante 96 h.

4.3.2.2 Perda por secagem do material vegetal

Cerca de 100 g do material vegetal individual de cada espécimen das
populacdes (FCF, EEA, CB e FCA) foram secos em estufa com circulacédo de ar a 40
°C por 72 h, pesados e o rendimento do material vegetal seco foi calculado em
relacdo ao material vegetal fresco. Foi realizada a analise estatistica através da
Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).

4.3.2.3 Perda por dessecacdo em balanca por infravermelho
(INFRATEST) da droga vegetal

A droga vegetal foi fragmentada em moinho de facas e 1,0 g de droga vegetal
pulverizada de cada um dos 40 espécimens (populacdes FCF, EEA, CB e FCA) foi
submetida a aquecimento (105 °C) através de radiacdo infravermelha por 1 min,
estando a balanca por infravermelho pré-aquecida. Os resultados foram
determinados através da relagdo entre massa inicial e final da droga vegetal, em %
(m/m) (Brasil, 2010). Foi realizada a analise estatistica através da Andlise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).

4.4 Andlises botanicas

441 Preparo das exsicatas

As amostras dos espécimens coletados contendo folhas, ramos e 6rgaos
reprodutivos (flores e/ou frutos) foram prensadas e secas em estufa com circulagéo
de ar, a 40 °C por 10 dias. As exsicatas foram montadas em cartolina branca 40,6 x
27,5 cm (Oliveira e Akisue, 2009; Oliveira et al., 2014) e identificadas pelo Prof. Dr.
Luis Vitor Silva do Sacramento, em seguida enviadas em duplicata para herbario,
com os dados de coleta (data, local, nome cientifico, variedade, coordenadas
geogréficas e descricdo do habitat).

As exsicatas das populacbes FCF e FCA foram enviadas ao Herbario
Cientifico do Estado “Maria Eneyda P. Kauffman Fidalgo” do Instituto de Botanica do

Governo do Estado de Sao Paulo (registradas como FAC); e as exsicatas das
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populacdes EEA e CB enviadas ao Herbéario “D. Bento Pickel” (registradas como

SPSF) conforme autorizacdo de pesquisa em area de preservacao. Os dados de

registros e as coordenadas de GPS (Global Positioning System) sdo apresentados

nas Tabelas 4 a 7.

Tabela 4. Codigos de registros das exsicatas FCF 101 — 110, depositadas no Herbario do Instituto

Botanico do Estado de Sao Paulo.

Exsicatas Latitude Longitude Variedade Registro
FCF Sul Oeste (FAC)
101 21°48'88”3  48°12’12”6 sylvestris 101
102 21°48'87”’1  48°12’13”3 sylvestris 102
103 21°48°85°5  48°12'09”9 sylvestris 103
104 21°48°83°3  48°12'09”’6 sylvestris 104
105 21°48'97’5  48°11'90"1 sylvestris 105
106 21°48'97’2  48°11°91”0 sylvestris 106
107 21°48'98”1  48°11°90”9 sylvestris 107
108 21°48°98"5  48°11'87"°7 sylvestris 108
109 21°48°98°7  48°11'86"°7 sylvestris 109
110 21°48°98°9  48°11'861 sylvestris 110

Tabela 5. Cddigos de registros das exsicatas EEA 201 — 210, depositadas no Herbario Dom Bento

Pickel.

Exsicatas Latitude Longitude Variedade Registro
EEA Sul Oeste (SPSF)
201 21°44°45°3  48°10'40”1 lingua 51.212
202 21°44’16”0  48°10°55”8 lingua 51.213
203 21°44’16°6  48°10°56"7 lingua 51.214
204 21°44’16”9  48°10’56"2 lingua 51.215
205 21°44°61°6  48°10’44”0 lingua 51.818
206 21°44°’63"4  48°10’51”7 lingua 51.211
207 21°44’63”3  48°10°55”9 lingua 51.210
208 21°44°26”°5  48°10°77"1 lingua 51.209
209 21°44’14°6  48°10°81”3 lingua 51.207
210 21°44’16”3  48°10’80"4 lingua 51.208

Iflabio QAlexandre Carbalho



Material ¢ Heétodos

| 71

Tabela 6. Codigos de registros das exsicatas FCA 301 — 310, depositadas no Herbario do Instituto

Botanico do Estado de Sao Paulo.

Codigo  Latitude Longitude . . Registro
FCA sul Oeste  variedade (FAC)
301 22°50'91”4  48°25'5174 sylvestris 301
302 22°50'93”7  48°25'5172 sylvestris 302
303 22°50'93"9  48°25'506 sylvestris 303
304 22°50'93”7  48°25'51”8 sylvestris 304
305 22°50'22"5  48°25'93"7 sylvestris 305
306 22°50'9274  48°25'82"2 sylvestris 306
307 22°50'94”6  48°25'83"8 sylvestris 307
308 22°50'94”8  48°25'846 sylvestris 308
309 22°50°93”0  48°25’84"°7 sylvestris 309
310 22°50°'92”2  48°25’85’8 sylvestris 310

*apresentam caracteristicas morfologicas externas que podem ser atribuidas a formas

intermediarias entre as duas variedades

Tabela 7. Cdodigos de registros das exsicatas CB 401 — 410, depositadas no Herbario Dom Bento

Pickel.
Codigo  Latitude Longitude : Registro
CB sul Oeste  variedade (SPSF)
401 24°3'46”8 47°59°'58”8 sylvestris 51.816
402 24°3'58”4 47°59'45"4 sylvestris 51.817
403 24°3'59”6 47°59'46”3 sylvestris 51.819
404 24°3'58”8 47°59'46”3 sylvestris 51.820
405 24°3'42”8 47°59'80”5 sylvestris 51.821
406 24°3'69”79 47°59'57"4 sylvestris 51.822
407 24°3'71”3 47°59’51”5 sylvestris 51.823
408 24°3'72"8 47°59’51”3 sylvestris 51.824
409 24°3'7772 47°59'46"4 sylvestris 51;825
410 24°3'84”0 47°59°'52"1 sylvestris 51.826
4.4.2 Analise macroscoépica

Os espécimens de C. sylvestris (populagdes FCF, EEA, CB e FCA) foram

analisados quanto as seguintes caracteristicas: comprimento x largura das folhas

(duplicata) no terco médio utilizando paquimetro digital, altura (estimada), diametro

do caule na altura do peito (DAP) e a forma do tronco (Evans, 2002; Raven et al.,

2014). Foram realizadas andlises estatisticas através da Andlise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).

4.4.3

Analises anatdmicas das folhas
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As folhas do terco médio (3°, 4° e 5° n6s) dos espécimens FCF 101, 102 e
107; EEA 201, 206 e 209; FCA 302, 305 e 310; CB 403, 406 e 407 foram coletadas
e armazenadas no fixador Trump por 48 h e em seguida em solucéo hidroetandlica
50 %.

443.1 Andlise anatébmica dos cortes paradérmicos

As andlises microscoépicas dos cortes paradérmicos para visualizacdo da
camada de palicada foram realizadas com auxilio de uma lamina de aco realizando
cortes da epiderme superior (adaxial). Os cortes adaxiais foram transferidos para um
vidro de relégio contendo agua desionizada, depois para outro vidro de relégio com
hipoclorito de sdédio (clarificacdo), por 5 min, seguido de lavagem com agua
desionizada. Foram preparadas laminas com cortes sem clarificacdo para
comparacao.

Os cortes paradérmicos da epiderme adaxial para verificacdo da camada
palicadica foram corados em vidro de reldgio contendo solucédo de azul de astra, por
5 min, lavados com agua deionizada em outro vidro de relégio e transferidos para a

[amina de vidro.

a) Indice de palicada

O numero médio de células palicadicas de cada espécimen foi determinado
através da contagem de 5 grupos de células epidérmicas, sendo que cada grupo
contém 4 células epidérmicas, utilizando Microscopio Zeiss® com aumento de 40 x.
Foram incluidas na contagem somente as células palicadicas com mais da metade

cobertas pelas células epidérmicas (Costa, 2001; Evans, 2002).

b) Analise de estdmatos

Os estdmatos das superficies adaxial e abaxial de cada espécimen foram
analisados em Microscopio Zeiss® com aumento de 40 x (Costa, 2001; Evans,
2002).
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4 5Andlises de solos

Foram coletados 500 g de solo entre 10 a 20 cm abaixo da superficie, de
cada espécimen coletado das populacdes FCF, EEA, CB e EEA, conforme Freitas et
al. (2014). As amostras de solo de cada populagcdo foram homogeneizadas e
realizaram-se as seguintes andlises quimicas: determinacéo do pH, matéria organica
(MO), fésforo (P) resina, potéassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), H + Al (acidez
potencial), SB (soma das bases), CTC (capacidade de troca de cétions), V %
(saturagdo por bases), enxofre (S SO?%4), aluminio (AI**) e sodio (Na*); e anélises
granulométricas: argila, silte (limo), areia fina e areia grossa, conforme Embrapa
(2013).

4.6 Extracdo e determinacéo do teor de 6leo essencial

Os OE foram extraidos por hidrodestilacdo por 4 h em aparelho tipo
Clevenger farmacopeico (Brasil, 2010) acoplado ao condensador com circulagdo de
agua resfriada, utilizando 30 g (anélises de variabilidade quimica) de folhas secas,
em baldo de fundo redondo de 1,0 L contendo 0,5 L de agua ultrapura. Foram
efetuadas extracdes de OE utilizando 30 g de folhas frescas das popula¢cdes FCF e
EEA, com a finalidade de comparar com o teor e a composi¢do quimica do OE das
folhas secas. Realizaram extracfes de OE utilizando 600 g de flores e 150 g de
frutos da populacdo EEA. O rendimento de OE foi calculado em % de volume de OE

por massa de folhas secas (ou frescas), equagéao 1.

Equacéo 1

Volume de OE

% OE = X100
% massa DV

% OE: teor de OE
V: volume de OE (mL)

massa: massa da droga vegetal (Q)

As folhas frescas foram coletadas no mesmo dia em que foram coletadas as
folhas para extracdo do material seco. As extracdes de OE das folhas frescas foram
realizadas nos mesmos dias das coletas. Foram realizadas analises estatisticas do
teor do OE através da Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).
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4.7 Determinacdo dos parametros fisicos do 6leo essencial

Foram realizadas analises estatisticas dos dados de indice de refragéo,
rotacdo Optica especifica e densidade relativa atravées da Analise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).

471 indice de refracéo

A determinacdo do valor foi efetuada utilizando refratdbmetro Abbe (Carl-
Zeiss®, Jena Modelo G) previamente calibrado com agua destilada, & 25 + 0,5 C°,
com luz de sdédio em A 589,3 nm (raia D). Os ensaios (triplicata) foram realizados

com 20 pL de OE. Os resultados de indice de refragdo foram expressos como nZ3

(Brasil, 2010).

4.7.2 Rotacéo optica especifica

Os valores foram determinados utilizando polarimetro digital (modelo 341 LC
digital - Perkin Elmer®), com raia D de sédio em A 589 nm, caminho 6ptico de 1 dm,
cubeta de 1,0 mL, temperatura de 34,2 + 0,1 °C (Brasil, 2010). As amostras de OE
foram diluidas em hexano (grau HPLC) na concentracdo de 1,0 mg/mL (triplicata).
Como branco foi utilizado o hexano grau HPLC. A rotacdo optica especifica foi

calculada conforme a equagao 2.

Equacéo 2

a
T _
[a]l c-1

[a]: rotacdo Optica especifica
a: rotacao optica observada

l: caminho 6ptico 1 dm (10 cm)
c: 1 mg/mL (0,001 g/mL)

4.7.3 Densidade relativa

A densidade relativa foi determinada utilizando um picnémetro previamente
verificado com agua ultrapura, a 20 °C, sendo os resultados expressos como d59. As

amostras de OE (triplicata) foram inseridas no picnémetro (1 mL) e pesadas. O
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resultado foi calculado através da razéo entre a massa das amostras de OE, pela

massa de igual volume da agua (Brasil, 2010).

4.8 Analises cromatograficas e espectroscopicas do 6leo essencial
4.8.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O OE das populacdes FCF, EEA, CB e FCA coletadas em Jul e Dez/16 (40
pug/mL, hexano) foram analisadas por CCD utilizando como padrées o a-humuleno,
E-cariofileno e 6xido de cariofileno (10 pg/mL, hexano). O método foi desenvolvido
em placas de aluminio cobertas com silica gel 60 Macherey-Nagel® (20 x 20 cm, 5-
40 pum; 0,20 mm) com indicador de fluorescéncia 254 nm, com as seguintes
condicbes cromatograficas: FM 1. hex: AcOEt 85:15 (v/v), aplicando 12 pL
(amostras) e 6 pL (padrdes); FM 2: hex, aplicando 4 pL (amostras e padroes).
Distancia de eluicao (D): 19 cm. O revelador utilizado foi o acido sulfarico 10 % (110
°C, 10 min). As amostras de OE também foram analisadas em placas de vidro
cobertas com silica gel 60 SorbLine® (20 x 20 cm, 5-15 pm, 0,25 mm) contendo 2,5 e
7,5 % de AgNOs.

O perfil cromatografico foi representado pelo nimero e cores das bandas

cromatograficas e os valores dos fatores de retencao (Rr,), equacéo 3.

Equacéo 3
ds

Rf = —
dfm

R: fator de retencgéo

ds: distancia percorrida pela substancia ou padréao

dim: distancia percorrida pela fase mével desde o ponto de aplicagéo

4.8.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-
EM)

As analises das amostras dos OE foram realizadas em um sistema Shimadzu
QP2010Plus (Shimadzu® Corporation, Kyoto, Jap&o), equipado com injetor
automatico AOC-20i e com fonte de ionizacdo por elétrons operando em 70 eV. A

separacao cromatografica foi realizada em coluna capilar Rtx5-MS (Restek) de silica
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fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25 uym de filme; 5 % de difenilsiloxano e 95 % de
dimetilpolisiloxano). Foi utilizado gas Hélio (99,999 %) como gas de arraste, a um
fluxo de 1,03 mL/min. A temperatura do injetor e da fonte de ions foi de 250 °C. As
amostras foram preparadas em n-hexano grau cromatografico (J.T. Baker®), na
concentracdo de 3,0 uL/mL, e o volume de injecdo da amostra foi de 1,0 uL, modo
split (1:10). A temperatura do forno foi programada de 60 °C a 250 °C a uma
velocidade de 3 °C/min, por 80 min. Os espectros de massas foram registrados em
um intervalo de varredura de 0,5 s na faixa de massas de 40 a 600 Da (Adams,
2007).

Os componentes presentes nas amostras dos OE foram identificados com
base em seus indices de retencéo relativos a uma série homoéloga de n-alcanos (C8-
C40, Sigma Aldrich®), nas mesmas condi¢bes das amostras dos OE. Em seguida,
determinou-se o indice de retencédo (IR) de cada componente quimico como descrito
na literatura (Van Den Dool e Kratz, 1963), realizou a identificacdo através dos
espectros de massas e a quantificacdo foi obtida por normalizacdo da area. Os
espectros e a fragmentacdo dos componentes do OE foram comparados com 0s
espectros existentes nas bibliotecas espectrais Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1,2 do
sistema de dados do CG-EM, bem como os seus padrdes de fragmentacéo, os quais

foram comparados com os dados da literatura (Wiley 7, NIST 08 e FFNSC).

4.8.3 Dessorcdo térmica acoplada a cromatografia gasosa e

espectrémetro de massas (DT-CG-EM)

As folhas dos espécimens das populacdes FCF e EEA foram embaladas
isoladamente em plastico laminado, identificadas e armazenadas em gelo
imediatamente apo0s a coleta e armazenadas em refrigerador até realizacdo das
analises. Amostras das folhas de C. sylvestris (0,5 mm?) foram colocadas em tubo
(0,63 x 8,89 cm, Supelco®) e foi inserida |4 de vidro nas extremidades.

Os componentes volateis foram concentrados por 5 min, 250 °C, com fluxo
de He (20 mL/min) em um Sistema de Dessor¢do Térmica Shimadzu® (modelo TD-
20), acoplado ao sistema GC Shimadzu® (modelo QP2010) seguindo os parametros
citados no item 4.8.2. Foi injetado uma solucéo padrdo de n-alcanos (C8-C40, Sigma
Aldrich®) nas mesmas condi¢cdes das amostras, identificando as estruturas quimicas

conforme item 4.8.2. Foram cortados 10 cm de cada lado da coluna cromatogréfica.
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4.8.4 Espectroscopiano IV-FT

Os espectros de IV-FT foram obtidos no modo de reflexdo atenuada (ATR),
na faixa de 4000-500 cm™, com 64 varreduras e resolucdo de 4 cm? em
espectrofotdbmetro Alpha Platinum ATR Brucker®, com 20 pL do OE (populacional)

utilizando o programa OriginPro 9 SR2 para o tratamento dos dados.

4.9 Analises quimiométricas

Os dados gerados na cromatografia gasosa foram organizados em matrizes
XIxJ, onde, | sdo as linhas (variaveis) e J as colunas (amostras). As matrizes foram
formadas pelos dados cromatograficos: variaveis tr (80 min) e amostras intensidade
absoluta (mAU), totalizando 9120 variaveis e o numero de colunas variou de acordo
com as andlises, totalizando 80, 480 e 160 colunas, respectivamente para as
amostras das analises populacional, sazonal e circadiana, sendo exportadas no
formato ASCII, organizados em planilhas no Microsoft® Excel® 97-2003 (Microsoft®,
USA) e compilados em planilhas no OriginPro 8.5 (OriginLab, EUA). O pré-
tratamento dos dados consistiu em normalizar, centrar na média e auto escalar os
dados e andlise de componentes principais (PCA) foi realizada no software
Pirouette® 4.0 ver.2 (Infometrix Inc., Bothell, USA).

4.9.1 Alinhamento cromatografico

O processamento dos dados consistiu no alinhamento dos picos
cromatograficos do cromatograma completo, utilizando o algoritmo COW -—
Correlation Otimized Warning —(http://www.models.kvl.dk/users/rasmus/), através do
software Mathlab® 7.10.0 (MathWorks Inc., Natick, USA), alinhando os dados
cromatograficos (Nielsen et al., 1998; Tomasi et al., 2004),.

4.9.2 Analise quimiométrica populacional

As anadlises multivariadas dos componentes principais (PCA) populacional
(populagcbes FCF, EEA, CB e FCA) foram realizadas utilizando matrizes (179 x 80)
representadas por 179 variaveis e 80 amostras com o0 processamento dos dados

centrado na média.
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4.9.3 Analise quimiométrica sazonal

As PCA sazonais foram realizadas utilizando matrizes (187 x 478)
representadas por 187 variaveis e 478 amostras com o0 processamento dos dados
auto escalado. As PCA individuais das populacdes FCF e EEA foram realizadas com
240 amostras cada, entretanto, foram subtraidas 2 amostras da populacdo EEA

devido os cromatogramas nao apresentarem picos das amostras.

4.9.4 Analise quimiométrica circadiana

Cada uma das PCA circadianas (FCF: Fev e Ago; EEA: Fev e Ago) foram
realizadas utilizando matrizes (165 x 40) representadas por 165 variaveis e 40
amostras cada com o processamento dos dados auto escalado, contudo, na PCA da
populacdo FCF Ago 2 amostras foram subtraidas devido os cromatogramas nao

apresentarem picos das amostras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Coletas e secagem do material vegetal
5.1.1 Dados das coletas

O periodo de floragdo variou entre maio a setembro para a populacéo
FCF e de julho a outubro para a populacdo EEA, enquanto a época de
frutificacdo foi de agosto a outubro nas populacdes FCF e EEA (Tabelas 1 e 2,
Apéndice 1). Os periodos de floragao e frutificacdo estdo dentro dos periodos
descritos na literatura (Absy e Scavone, 1973; Klein e Sleumer, 1984; Torres e
Yamamoto, 1986; Backes e Irgang, 2002; Lorenzi, 2002; Marquete e Vaz, 2007;
Imatomi et al., 2009).

Algumas observacGes de campo durante as coletas foram: o espécimen
FCF 102 apresentou ferrugem nas folhas, enquanto os espécimens FCF 104 e
108 sofreram ataques de herbivoros. Devido a queimadas o espécimen EEA
204 ficou com folhas secas em agosto e sem folhas em setembro/2017. Estes

eventos podem interferir na composicao quimica do OE.

5.1.2 Determinacéo do tempo de secagem do material vegetal

A determinacdo do tempo de secagem com os espécimens FCF 101 -
110 demonstrou que 72 h de secagem foram suficientes, pois ndo apresentou
variacdo na massa das folhas de C. sylvestris até o final das 96 h de afericao.

A secagem reduz o peso e volume do material vegetal eliminando a
agua, evitando o crescimento microbiano (fungos e bactérias) e reagdes de
degradacdo (hidrélise). Geralmente a secagem é realizada em temperaturas
abaixo de 60 °C, por 5 - 7 dias (Sim0es et al., 2017), entretanto, os resultados
do ensaio por perda por secagem mostraram massa constante apés 3 dias de
secagem em estufa com circulagdo de ar, a 40 °C. Portando, optou-se por

secar o material vegetal por 72 h.

5.1.3 Perdapor secagem do material vegetal
A perda de massa apos 72 h de secagem das populacdes FCF, EEA,
CB e FCA variou entre 62,2 a 67,4 % (m/m) para as 4 populacdes (Figura 11).

De acordo com Oliveira et al. (2014), o teor de umidade para folhas frescas em
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geral varia entre 60 — 98 %, portanto a perda por dessecagcdo nao representa a
umidade total das folhas, pois ainda ha umidade residual ap6s a secagem. Por
outro lado, Bueno (2015) observou que a perda por secagem entre Ago/12 a
Jul/13 variou de 47,5 a 60,0 % na C. sylvestris var. sylvestris e de 47,5 a 60,7
% na var. lingua. Além do mais, a var. sylvestris apresentou maior teor de agua
em 9 dos 12 meses avaliados por Bueno (2015), assim como os espécimens
da var. sylvestris (populacdes FCF e CB), os quais apresentaram maior teor de
umidade que a var. lingua (populacdo EEA), demonstrando que a var. sylvestris
possui teor de umidade mais elevado. Os valores de perda por secagem deste
estudo foram maiores do que os obtidos por Bueno (2015), portanto, o método
de secagem a 55 °C por 24 h pode nao ser tdo eficiente quanto o método
utilizado (40 °C, 72 h).

Figura 11. Perda de massa (%) na secagem em estufa de folhas de C. sylvestris. 1FCF e EEA

séo estatisticamente diferentes, p < 0,05; 2FCF e CB s&o estatisticamente iguais, p < 0,05.

Secagem

80467 + 512 62 + 3* 65 + 5° 63+ 2
-

Perda de massa (%)

R

Populacdes

5.1.4 Perda por dessecacdo em balanca por infravermelho
(INFRATEST) da droga vegetal

A secagem em estufa eliminou parcialmente a umidade, portanto, o teor
de agua residual foi determinado visando a conservagdo da droga vegetal
durante a armazenagem. O teor de umidade médio da DV das populacbes
(FCF, EEA, CB e FCA) variou entre 7,5 a 8,5 % (m/m) (Figura 12), semelhante
aos encontrados por Pierri (2013) e Carvalho (2015) de 9,5 e 6,3 %,
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respectivamente. Os valores obtidos estdo em conformidade com Simdes et al.
(2017), que menciona o valor maximo de 14 % de umidade para que 0s
componentes presentes nas drogas vegetais ndo degradem ou apresentem
contaminacdo biolégica, degradacdo enzimatica e/ou quimicas durante o

armazenamento.

Figura 12. Perda por dessecagéo (%) da DV em balanca por infravermelho de folhas de C.

sylvestris. *EEA e FCA sao estatisticamente diferentes, p < 0,05.

Perda por dessecacao

8,0+ 0,7 75+05 83+06 8,5+0,5*
g e ——

Perda de massa (%)

<
QC:

Populacdes

5.2 Anédlises Botanicas
5.2.1 Preparo das exsicatas

As folhas das populagdes FCF e CB (var. sylvestris) sdo semelhantes
(Figura 13A e B), contudo, elas diferem das folhas das populacdo EEA e a
populacdo FCA (var. lingua) apresentou folhas com caracteristicas das var.
sylvestris e var. lingua os quais sdo analogas (Figura 13C e D). A Figura 14

apresenta as exsicatas dos espécimens representativos de cada populacéo.
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Figura 13. Amostras de folhas de C. sylvestris var. sylvestris (A: FCF 103 e B: CB 401) e C.
sylvestris var. lingua (C: EEA 201 e D: FCA 304). Fonte: O Autor.
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Figura 14. Exsicatas de C. sylvestris var. sylvestris (A: FCF 105 e B: CB 407) e C. sylvestris
var. lingua (C: EEA 207 e D: FCA 310). Fonte: O Autor.

i

-
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5.2.2 Analise macroscopica

As folhas de C. sylvestris apresentaram margem serreada com

dimensbes maximas na populacdo FCF (13,5 x 3,5 cm), seguido das
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populagdes CB (11,8 x 3,0 cm) e FCA (11,5 x 3,2 cm), enquanto, que a
populacdo EEA apresentou os menores valores (8,3 x 2,4 cm). De acordo com
Torres e Yamamoto (1986) e Marquete (2001), o tamanho médio das folhas de
C. sylvestris é cerca de (4,0-)5,0-12,0(-14,0) x (1,0-)2,0-3,5(-4,0) cm, sendo que
os valores de dimensdes observados estdo dentro destas faixas de
comprimento e largura.

Klein e Sleumer (1984) classificaram as folhas da var. sylvestris como
folhas geralmente oblongas, o que corresponde as folhas das populacbes FCF
e CB, enquanto as folhas var. lingua séo classificadas como folhas mais ou
menos ovadas a oblongo-ovadas, correspondendo as folhas da populacdo
EEA. As folhas da populagcdo FCA apresentam as duas formas, podendo ser
classificadas como uma populacdo com espécimens intermediarios, conforme
definicdo de Sleumer (1980).

As folhas da populacdo CB estavam com fungos em ambas as coletas
populacionais, que pode ser devido ao clima mais Umido e a maior
pluviosidade, enquanto nas demais popula¢cbes n&o foram observadas folhas
com fungos. As andlises estatisticas indicaram que o comprimento das folhas
das populagcbes FCF, CB, EEA e FCA sao estatisticamente semelhantes p <
0,05, entretanto a largura das folhas das populacbes FCF, CB e FCA séao
estatisticamente diferentes das folhas da populacdo EEA, p > 0,05. Os valores
médios (duplicata) de comprimento x largura (cm) das folhas foram de 9,0 + 1,7
x 2,8 £ 0,4 para a populacdo FCF; 8,7 + 1,4 x 2,8 + 0,3 para a populacdo CB;
7,1+ 0,7 x 2,3 £0,3 para a populacdo EEA e 9,6 + 1,2 x 2,7 + 0,5 para a
populacdo FCA, porém foram observadas varia¢cGes nas dimensdes das folhas
de um mesmo espécimen tanto nas populacbes EEA e CB. O valor meédio
(comprimento x largura) das folhas de C. sylvestris tende a diminuir entre idade
jovem e a adulta, sendo que segundo a literatura espécimens jovens
apresentaram valores médios de 9,9 + 0,9 x 3,9 £ 0,3 cm e espécimens adultos
com8,4+1,1x2,7+0,3cm (Vieiraetal., 2014).

A variacdo no comprimento entre as menores e as maiores folhas foi
maior nas populacdes FCA, CB e FCF (4,0 a 6,5 cm), enquanto na populacao
EEA a diferenca foi de 2,3 cm. Em relagdo a largura, a diferenca foi préoxima

entre todas as populacdes.
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Os espécimens de C. sylvestris sdo arvores com alturas maximas
estimadas de 8,0 m na populacdo FCF, seguido da populagdo CB com 6,0 m,
enquanto as populacées EEA e FCA atingiram no maximo 5,0 m. A populacéo
FCF é formada por espécimens mais altos, entretanto, a populacdo CB com 4,5
m tem a maior média de altura, seguida pelas populacdes FCF com 4,0 m, FCA
com 3,6 m e EEA com 3,4 m. os espécimens de C. sylvestris podem ser
encontrados como subarbusto a arvore com alturas variando de 1,5-15,0(-18,0)
m (Klein e Sleumer, 1984; Torres e Yamamoto, 1986). A altura varia conforme
a idade da planta e conforme Vieira et al. (2014), espécimens jovens
apresentaram altura média de 1,3 = 0,2 m e espécimens adultos com altura
média de 10,3 £ 0,6 m.

Na populacdo EEA foram encontrados os troncos com maior diametro
(51,0 cm), seguido da populacdo FCA (45,0 cm), FCF e CB com 40,0 cm. O
DAP médio das populagcbes CB (30,2 + 7,5 m), EEA (29,0 + 13,6 m) e FCA
(21,1 £ 9,3 m) sao estatistcamente semelhantes (p < 0,05), enquanto que a
populacdo FCF (16,8 £ 9,3 m) apresentou valores de DAP estatisticamente
diferentes das populacbes CB e EEA p > 0,05, porém, semelhantes a
populacdo FCA p < 0,05. De acordo com Vieira et al. (2014), o valor médio do
DAP de espécimens de C. sylvestris € de 1,3 + 0,2 cm (estagio jovem) e acima
de 12,9 + 2,0 cm (estagio adulto).

Os troncos de C. sylvestris séo retos ou tortuosos e nos espécimens da
populacdo EEA foi possivel observar troncos com cascas cinzas,
profundamente fissuradas, = 5,0 cm (Figura 15 A e B), diferentemente dos
troncos das populagcbes FCF, CB e FCA com cascas cinzas, finas ou pouco
fissuradas, £ 0,5 cm (Figura 15 C e D). A var. lingua é mais comum no Cerrado
(Sleumer, 1980; Klein e Sleumer, 1984; Claudino et al., 2013; Bueno et al.,
2016) e os troncos com cascas mais espessas podem ser uma forma de

resisténcia contra as queimadas tipicas das regides de Cerrado.
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Figura 15. Troncos dos espécimens de C. sylvestris var. lingua (A: EEA 202 e B: EEA 209)
com cascas profundamente sulcadas e C. sylvestris var. sylvestris com troncos lisos (C: FCF
105 e D: FCF 107). Fonte: O Autor.

A populacdo FCF (var. sylvestris) é composta por espécimes com

maiores alturas e tamanho de folhas, enquanto a populagédo EEA (var. lingua)

demonstrou ter folhas menores, troncos mais espessos e rugosos e menores
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alturas (Tabelas 1 a 4 Apéndice 2). Como nao foi possivel estabelecer as
idades dos espécimens, ndo € possivel afirmar que os espécimens da var.
sylvestris sdo mais altos e tém folhas maiores e que os espécimens da var.
lingua tém as folhas menores, porém, através da analise visual dos troncos foi
possivel diferenciar as variedades. Ao comparar com Vieira et al. (2014), é
possivel afirmar que os espécimens de C. sylvestris avaliados estdo no estagio
adulto, conforme os valores médios de altura e DAP.

A morfologia do tronco permitiu classificar a maioria dos espécimens da
populacdo EEA (exceto 4 e 8) como var. lingua, enquanto os espécimens das
populacdes FCF (exceto 4, 8 e 9) podem ser classificados como var. sylvestris.
Os espécimens da populacdo FCA podem ser classificados como var sylvestris
conforme a morfologia dos troncos, entretanto os espécimens 2, 3 e 4 (assim
como 0 4 e 8 da populacdo EEA) apresentaram folhas com ampla variagcdo nas
dimensdes, que poderiam ser classificadas como var. sylvestris ou var. lingua,
contudo, como as dimensdes das folhas n&do apresentaram diferencas
estatisticas ndo se pode usar o tamanho das folhas como parametro para
determinar a variedade, porém, sugere-se que espécimens que nao puderem
ter a variedade classificada pela morfologia do tronco e apresente folhas com
caracteristicas de ambas as variedades, sejam classificadas com uma

variedade intermediaria de C. sylvestris.

5.2.3 Analises anatémicas das folhas
5.2.3.1 indice de palicada e Analise de estdmatos

Nestas andlises foram utilizados 3 espécimens de cada populacédo. O
indice de palicada das populacdes FCF, CB e FCA foram de 4,1, 4,2 e 3,9
respectivamente e as células apresentam formato retilineo, enquanto o valor da
populacdo EEA foi de 2,9 (Tabela 8) e as células apresentam formato
curvilineo. Os resultados das populacées FCF, CB e FCA foram semelhantes
aos da C. sylvestris var. sylvestris (3,9 = 0,2) e da populacdo EEA coincidiu
com a C. sylvestris var. lingua (2,8 + 0,3), segundo os dados de Claudino et al.
(2013). Os resultados indicam que os espécimens analisados das populacdes
FCF, CB e FCA séao C. sylvestris var. sylvestris e da populacdo EEA séo C.

sylvestris var. lingua.
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Tabela 8. indice de palicada de C. sylvestris das populacdes FCF, EEA, CB e FCA. *EEA

apresentou diferenca estatistica para as demais populagdes p <0,05.

Populacdo Média (¥)?!

FCF 4,3+0,5
EEA* 29+04
CB 4,2+0,4
FCA 39+0,5

IContagem de células palicadicas de 5 grupos de células epidérmicas (cada grupo
representado por 4 células epidérmicas), para cada espécimen.

Nao foi possivel observar diferencas significativas no indice de
estbmatos entre as superficies abaxiais nos espécimens de C. sylvestris da
var. sylvestris e C. sylvestris var. lingua, porém, entre as superficies adaxiais foi
possivel diferenciar as variedades através da presenca de estdmatos na var.
lingua e auséncia na var. sylvestris, pois de acordo com Claudino et al. (2013),
indice de estdmatos nado é relevante para diferenciar as var. de C. sylvestris,
portanto, a presenca ou auséncia de estbmatos na superficie adaxial.

Na superficie das folhas de C. sylvestris das populacdes FCF, EEA, CB
e FCA (Figura 16) foram observados estébmatos e como a diferenca no indice

de estdmatos € pequena, nédo foi possivel diferenciar as variedades.
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Figura 16. Superficie abaxial das folhas de C. sylvestris. Sdo destacados nos circulos os

estdmatos do tipo paracitico dos espécimens das populagbes; A) FCF, B) EEA, C) CB e D)
FCA.

Na superficie adaxial foram observadas células estomaticas nas folhas
da C. sylvestris da populacdo EEA, enquanto nas folhas das populacdes FCF,
CB e FCA néao foram observadas células estométicas (Figura 17), indicando
que nos espécimens da var. lingua (populacdo EEA) as folhas sao
anfiestomaticas e na var. sylvestris (populacdes FCF, CB e FCA) as folhas séo
hipoestomaticas. Foi observado que nas populagdes FCF, CB e FCA a
guantidade de células palicadicas foi maior que na populacdo EEA, conforme o

indice de palicada.
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Figura 17. Superficie adaxial das folhas de C. sylvestris. Sdo destacados nos circulos os
estbmatos e nos retangulos as células epidérmicas e palicadicas dos espécimens das
populacfes; A) FCF, B) EEA, C) CB e D) FCA.

O indice de palicada e andlise de estbmatos apresentaram resultados

coerentes com Claudino et al. (2013), indicando que podem ser utilizados para
diferenciar as variedades de C. sylvestris.

N&o foram realizadas analises dos cortes transversais devido os dados
de Claudino et al. (2013) descreverem que ndo h& diferencas entre as

variedades de C. sylvestris.

5.3Anédlises de solos

As populagbes FCF e EEA estdo localizados no mesmo municipio,
entretanto, os solos apresentaram diferengas na textura, assim como 0s
demais solos analisados, CB e FCA, o que pode influenciar de maneira
gualitativa e quantitativa na producdo dos metabdlitos secundarios (Gobbo-
Neto e Lopes, 2007). Os solos das populacbes FCF, EEA e CB sao definidos

como latossolo vermelho-amarelo e o solo da populagcdo FCA como latossolo
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vermelho distrofico tipico, conforme o Sistema Brasileiro de Classificagcdo de
solos (Embrapa, 2013).

A andlise da textura classifica o solo através da granulometria, utilizando
o triangulo dos solos como parametro de classificacdo. Dessa maneira, 0S
solos das populagdes EEA, CB e FCA foram definidos como franco arenoso e
0 solo da populacdo FCF foi definido como franco argiloso arenosos. Solos
arenosos, como as populacbes EEA, CB e FCA, séo acidos e com baixas
guantidades de matéria organica (Silva et al., 2011). Os solos argilosos contém
elementos quimicos essenciais ao desenvolvimento das plantas (Burle et al.,
1997). A C. sylvestris se adapta em varios tipos de solos, de baixa a alta
fertiidade, secos ou umidos e com textura variando de arenosa a argilosa,
portanto, os solos das populagdes avaliadas proporcionam condi¢des para seu
o0 desenvolvimento, principalmente os solos com maior drenagem e com
textura argilosa a areno-argilosa (Carvalho, 2007b).

Solos com maiores teores de argila, apresentam maior capacidade de
troca de cations (CTC) (Bayer e Mielniczuk, 1997) e retém maiores
quantidades nutrientes como Al, Ca, Mg, K e matéria organica (Freitas et al.,
2014) (Tabela 9). Os maiores teores de matéria organica estao relacionados
as maiores quantidades de argila nos solos (Genu et al., 2013), assim como 0S
solos das populacbes FCF e CB, visto a matéria organica reter nutrientes
como Ca, Mg e K, aumentando a CTC do solo. As populacdes FCF e CB
contém o0s maiores indices de matéria organica e sdo as populacbes com
maiores teores de OE (item 5.4.1). O solo da populacdo EEA (Cerrado)
apresenta menores teores de matéria organica, P, H + Al e Ca, em relacéo a
populacdo CB (Floresta Atlantica), corroborando dados da literatura que
mencionam que solos do Cerrado sdo mais deficitarios em nutrientes (Batista
et al., 2000; Silva et al., 2006).

Em relacdo aos nutrientes, o nivel de P no solo da populagéo EEA (2,00
mg/dm?®) é considerado muito baixo (< 6,0 mm/dm?®) e da populagdo CB (8,00
mg/dm?) é considerado baixo (7 a 15 mg/dm?®), podendo a deficiéncia de P e
Mg atrasarem o florescimento e a fase reprodutiva (Raij et al., 1996; Taiz e
Zeiger, 2013; Viecelli, 2017). O que explicaria o florescimento dos espécimens
de C. sylvestris da populacdo EEA (julho a outubro) iniciaram e terminaram

com atraso, em relacdo aos espécimens da populacdo FCF (maio a setembro).
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O teor de P no solo provavelmente né&o influenciou no aumento do teor
de OE, pois as populacbes FCF e CB apresentaram os maiores teores de OE,
enquanto a populacdo FCA, que contém maior quantidade de P com 32,00
mg/dm?, ndo apresentou os maiores teores de OE (conforme item 5.4.1). Como
exemplo, podemos citar o teor de OE em Hyptis suaveolens e Mentha x
piperita, os quais foram maiores em solos deficientes em N, P e K (Piccaglia et
al., 1993; Martins et al., 2006; David et al., 2007).

Solos com niveis de K < 1,5 mmolc/dm® s&o considerados com nivel
baixo de K, nesse caso, recomenda-se a correcdo (Prado, 2008), como € o
caso do solo da populagdo EEA (0,90 mmolc/dm®). Umas das caracteristicas
da deficiéncia de K e Mg nas plantas sédo as folhas se curvarem para cima
(curvatura adaxial), os caules secarem, se tornarem fracos e quebradi¢os
(Viecelli, 2017), caracteristicas marcantes na populacdo EEA (Figura 18), onde
predominam espécimens de C. sylvestris var. lingua, diferentemente das
demais populagbes analisadas, onde ndo foi observada esta curvatura nas
folhas. A populacdo EEA esta localizada em um local de maior exposicao
solar, aumentando a perda de agua e superaquecimento nas folhas, sendo
fator que pode também contribuir para a curvatura adaxial nas folhas de C.
sylvestris var. lingua (Larcher, 2000) e menor teor de OE umidade nas folhas
(item 5.1.3).

Iflabio QAlexandre Carbalho



Resultados e Discussio

| 94

Tabela 9. Caracterizagbes quimica e granulométrica dos solos das popula¢gbes FCF, EEA, CB

e FCA.
Analises Quimicas do Solo
Solo FCF EEA CB FCA
pH 51 3,8 3,8 5,0
MO? (g/kg) 40,0 15,0 36,0 21,0
P (resina) (mg/dm?®) 10,0 2,0 8,0 32,0
K (mmolc/dm?) 2,7 0,9 1,2 1,7
Ca (mmolc/dm?) 42,0 9,0 15,0 24,0
Mg (mmolc/dm3) 10,0 2,0 3,0 6,0
H + Al> (mmolc/dm?) 20,0 22,0 42,0 18,0
SB2 (mmolc/dm?®) 54,9 12,0 19,6 31,9
CTC* (mmolc/dm?3) 74,9 34,0 61,6 49,9
V° (%) 73,3 35,3 31,8 63,9
S SO%4 (mg/dm3) 6,5 6,5 4,3 5,0
AR (mmolc/dm?3) 1,9 13,0 20,4 1,2
Na* (mmolc/dm?) 0,2 0,1 0,4 0,2
Andlises Granulométricas do Solo (% m/m)
Argila 34,0 20,0 20,0 25,0
Silte (limo) 15,0 4,0 10,0 9,0
Areia fina 35,0 38,0 43,0 21,0
Areia grossa 16,0 38,0 27,0 4500

!Matéria Organica, 2Acidez Potencial, *Soma das Bases, “Capacidade de Troca de Cations,

SSaturacédo por Bases.
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Figura 18. Folhas dos espécimens de C. sylvestris var. lingua, da populagdo EEA (A: EEA 201,
B: EEA 205, C: EEA 209 e D: EEA 207). As folhas apresentaram curvatura para cima. Fonte: O
Autor.
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O maior valor encontrado de H + Al na populagdo CB pode ser devido a
maior lixiviacdo, por conta do maior regime hidrico (55,7 e 250,2 mm nos
meses de julho e dezembro) nesta populacdo em comparacdo as outras
(Tabela 3, Apéndice 1) e também devido a maior drenagem (Campos et al.,
2012). Outro fator relacionado a H + Al é a decomposicdo de matéria organica,
gue libera compostos organicos hidrossoluveis no solo (Miyazawa et al., 1993).
As substancias presentes na matéria organica contém os grupos funcionais
carboxilicos e fendlicos, podem liberar H* aumentando a CTC (Rangel e Silva,
2007).

Os solos das populagbes CB e FCF tém maiores teores de matéria
organica, sendo solos mais férteis (Morais et al., 2012), o que poderia explicar
os espécimens de C. sylvestris com maiores alturas. A populacdo EEA tem o
menor teor de matéria organica, devido ser uma area de recuperacao (Freitas
et al., 2015). A populacdo FCF apresenta os maiores valores de pH, Ca, Mg, K
e SB devido as aplicacdes de insumos e calcério, conforme Freitas et al.
(2015).

Os solos da populacdo FCF caracterizam-se por ser mais argiloso,
sendo capaz de reter maior quantidade de matéria organica e micronutrientes
essenciais para o desenvolvimento das plantas, enquanto os solos das
populacbes EEA, CB e FCA caracterizam-se por serem mais arenosos;
entretanto os solos da populacdo CB apresentaram quantidade de matéria

organica semelhante a populacédo FCF.

5.4Determinacéo do teor de 6leo essencial

O teor de OE das folhas de C. sylvestris variou de 0,3 a 1,4 %, e foi
maior que os teores de OE das flores com 0,2 % e os frutos verdes com 0,1
%. Conforme Castellani et al. (2006a), as folhas sdo o 6rgdo com maior teor
de OE na C. sylvestris, em compara¢cao com os ramos. Em relagdo a cor do
OE, esta variou de amarelo a incolor, semelhantes aos resultados

mencionados por Oliveira et al. (2007).

5.4.1 Determinacdo do teor de OE populacional (FCF, EEA, CB e
FCA)
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A populacdo FCF apresentou teor médio de OE entre as 2 coletas de 0,9
+ 0,3 % com diferenca estatistica significativa no teor de OE entre as coletas de
Jul (0,7 %) e Dez (1,2 %), apresentando maior rendimento na coleta de Dez,
enquanto as populagbes EEA, CB e FCA ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre Jul/Dez. A populacdo CB apresentou teor médio
de OE entre ambas as coletas de 1,2 + 0,7 %, com diferenca estatistica
significativa em relacdo ao teor médio do OE das 2 coletas das populacdes
EEA (0,7 £ 0,2 %) e FCA (0,7 = 0,2 %), conforme a Figura 19, demonstrando
gue a var. sylvestris (populacbes CB e FCF) produz mais OE do que a var.
lingua (populagdes EEA e FCA). A populacdo CB apresentou teor médio de OE
estatisticamente semelhante a populacdo FCF. As plantas originarias de
sementes, como a C. sylvestris, demonstram grande variabilidade genética e
consequentemente morfolégica e quali/quantitativa dos seus metabdlitos
secundarios (Pereira et al., 2006).

O rendimento médio de OE da variedade sylvestris foi de 0,9 % (FCF) e
1,2 % (CB) e para a variedade lingua foi 0,81 % (EEA), enquanto a populacéo
FCA (que apresenta espécimens com caracteristicas de uma forma
intermediéria) foi de 0,7 %). Os resultados estdo entre os valores mencionados
na literatura, que foram de 0,2 — 2,5 % (Silva e Bauer, 1970; Scavone et al.,
1979; Silva, 2003b; Esteves et al., 2005; Schneider et al., 2006; Tininis et al.,
2006; Castellani et al., 2006a; Sousa et al., 2007; Santos, 2008; Silva, S. L. et
al., 2008; Spandre, 2010; Bou et al., 2013; Pezzi, 2014; Amaral et al., 2017
Pereira et al., 2017b; Moreira et al., 2019; Spdésito et al., 2019).
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Figura 19. Teor médio de OE % (v/m) de 10 espécimens de cada coleta populacional de C.
sylvestris. 2Populacdo FCF estatisticamente diferente entre Jul/Dez p < 0,05; PPopulacdo CB

apresentou valor médio estatisticamente diferente das populacdes EEA e FCA, p < 0,05.
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A populacdo FCF apresentou maior teor de OE em Dez, isto pode ser
devido a presenca de frutos verdes, o que esta relacionado a fenofase
aumentando a producdo de OE (Castellani et al., 2006a). A altitude é um fator
climatico que pode interferir quantitativamente nos metabdlitos secundarios
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007), o que poderia explicar maior teor de OE da
populacdo CB (800 m) em relacdo a populacdo EEA (663 m), contudo, a
populacdo FCA (819 m) apresentou maior altitude e néo teve o maior teor de
OE, sugerindo que a altitude néo influenciou no rendimento de OE das folhas
de C. sylvestris.

A C. sylvestris var. sylvestris localizada em regido tipica de Mata
Atlantica (populacdo CB) apresentou maior teor de OE que a var. lingua
(populagbes EEA) e a forma intermediéria (populagédo FCA). Quando localizada
em regido de transicdo entre Cerrado e Mata Atlantica, a var sylvestris
(populacdo FCF) apresentou teor de OE estatisticamente semelhante a

populacéo CB.

54.1.1 Determinacdo do teor de OE por espécimens (FCF e
EEA)

O teor médio de OE das folhas de cada espécimen de C. sylvestris das

populacbes FCF e EEA durante as coletas sazonais foi de 1,1 + 0,2 %
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populacdo FCF (Figura 20) e 0,8 + 0,3 % populacdo EEA (Figura 21). Contudo,
esta diferenca ndo € estatisticamente significativa, indicando que o0s
espécimens da populacdo FCF produzem quantidade de OE semelhante a
populacdo EEA.

O teor de OE nos espécimens da populagcéo FCF variou de 0,7a 1,6 % e
na populacdo EEA variou de 0,3 a 1,5 %. Na populacdo FCF o menor teor de
OE foi no espécimen 10 e os maiores teores foram nos espécimens 5 e 8. Na
populacdo EEA os menores teores de OE foram nos espécimens 1 e 6 e 0s

maiores teores foram nos espécimens 9 e 10.

Figura 20. Teor médio de OE % (v/m) de 24 coletas das folhas dos espécimens de C. sylvestris

da populacao FCF. 2Espécimens estatisticamente diferentes da média p < 0,05.
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Como as lesdes mecéanicas podem alterar a quantidade dos metabalitos
secundarios (Gobbo-Neto e Lopes, 2007), eram esperadas alteracdes no teor
de OE dos espécimens FCF 2 (ferrugem) e EEA 4 (ataque herbivoro), durante
a maior periodo das coletas (Tabelas 1 e 2, Apéndice 1), contudo estes
espécimens ndo apresentaram alteracdes no teor médio de OE, sugerindo que

0 ataque herbivoro e a ferrugem néo influenciaram no rendimento de OE.
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Figura 21. Teor médio de OE % (v/m) de 24 coletas das folhas dos espécimens de C. sylvestris

da populacao EEA. ?Espécimens estatisticamente diferentes da média p < 0,05.

Teor de OE

I
(o]
)

1,55
+042%

1,06
+0,222
0,83 0,79 T 0,81
0,82 0,8 ,
£0,19 +020 0,68 £022  +0,20 +0,32
+0,33 0,64 + [
+0,22 055 '[
0,37 ' +0,15°
+0,10° I I T
6 7 8

10 Medla

Lo
N ES »
1 1 1

Teor médio (%)
o o o
ES » (o] =

o
N
|

o

Espemmens - EEA

A variabilidade intrapopulacional no teor de OE pode ser relacionada a
diferentes fatores, como crescimento e desenvolvimento da planta,
considerando que as plantas analisadas sdo de espécimens de diferentes

idades e fatores genéticos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

5.4.2 Determinagao do teor de OE sazonal (FCF e EEA)

O teor de OE na populagéo FCF variou de 0,7 % em Jul/16 a 1,4 % em
Jan/18 (Figura 22), enquanto na populacdo EEA oscilou entre 0,5 % em Jul/16
a 1,0 % em Nov/16 e Mai/18 (Figura 23). O teor médio das popula¢bes foi de:

+ 0,2 % FCF e 0,8 =+ 0,3 % EEA e ndo houve diferenca estatistica
significativa, contudo, o teor de OE da var. lingua tende a ser menor.

Spandre (2010), avaliou o teor de OE nas folhas de C. sylvestris
(Curitiba-PR) em janeiro, maio, julho, setembro e novembro (0,1 a 0,4 %),
verificando que houve variagdo sazonal significativa, com maior rendimento
de OE em maio (0,4 %). Contudo, ndo ha informacédo de qual a variedade
de C. sylvestris utilizada, porém pode-se sugerir que seja a var. sylvestris

por tratar-se de regido de Mata Atlantica. Dentre as 3 populagbes de C.
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sylvestris analisadas por Pezzi (2014) entre Mar/12 a Dez/13, apenas a
populacao de Eldorado do Sul-RS (8 espécimens) apresentou variabilidade
sazonal no teor de OE (variou de 0,3 % no outono a 0,8 % na primavera),
enquanto que as 2 populagfes de Porto Alegre-RS (uma com 5 espécimens
e outra com 6 espécimens) ndo apresentaram variabilidade sazonal no teor
de OE (variou de 0,4 % no inverno a 0,6 % no verdo e de 0,4 % na
primavera a 0,7 % no ver&o). A variedade de C. sylvestris ndo foi relatada
mas, como as coletas foram realizadas em Porto Alegre e Eldorado do Sul,
sugere-se que sao da var. lingua, segundo Bueno (2015). Conforme Pezzi
(2014) as diferencas no teor de OE da C. sylvestris entre as populacdes
pode ser devido a variabilidade genética, sendo que a diminui¢cdo do teor
de OE é devido a diminuicdo na temperatura e pluviometria.

Como os resultados apresentaram variabilidade significativa no teor
de OE, foi possivel afirmar que ha diferencas estatisticas significativas
entre o teor de OE da C. sylvestris var. sylvestris e var. lingua.

Figura 22. Teor médio de OE % (v/m) de 24 coletas das folhas dos espécimens de C. sylvestris

da populacao FCF. ?Periodos que apresentaram diferenca estatistica Jul/16 e Jan/18 p < 0,05.

Sazonal 13g 143 132

1,26
£05% *04 ’
136 120 0,4 0,4
1,6 - +05 +04 1,06
131 | 138 +03 1,31
1,4 - 1’0'5 +0,4 3,(5)23 3,(?% 105 191 1'015 1,26
1,16 111 || +02 117 0 405 04
12 1086 04 £03 1,00 +0,6 ’
“ k04 - 0,3 0,90
0,95 £02
= 1.0 4 +0,3 i
E\, 0,76
+ a
o 084 *%°
3
p 0,6 -
=
-
(@) 0,4 T
@
0,2 -
0,0 -
© O © ©W © © O MNNMMDMDMDMNMDMDMMDMDMNMNIDMN O OO 0
= A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
E=B>>§NE3§ET—UE§BBDENEB§ET—5
= Qo > () o ] () o]
.2"%(002-5-9,-9-"EmE.a'—%wogu-EEE T £

Populacéo - FCF

e F|or =—Fruto

Iflavio Alexandre Carvalho



Resultados e Discussio [ 102

A diferenca estatistica significativa no teor de OE na populacdo FCF
entre os meses Jul/l6 e Jan/l8 pode ser relacionada aos indices
pluviométricos, sendo que em Jul/16 houve precipitacao pluviométrica de 25,8
mm e Jan/18 de 319,3 mm, contudo nos meses de Jan/l7 e Jul/l7 as
diferencas pluviométricas (Tabela 1, Apéndice 1) se repetiram e n&o houve
diferenca estatistica no teor de OE, apesar do menor teor observado em Jul/17.
Neste caso, nao ha como sugerir que o indice pluviométrico foi o responsavel
pela diferenca de teor em Jul/16 e Jan/17. Ainda sobre os meses de Jul/16 e
Jan/18 (FCF), os fatores climaticos que apresentaram diferencas foram o UV,
Jul/16 foi de 6 e Jan/18 foi de 1, a UR, Jul/16 foi de 68 % e Jan/18 foi de 89 %
e a temperatura que foi 18,1 °C em Jul/16 e de 26,0 °C em Jan/18, indicando
gue estes fatores climéticos influenciaram no teor de OE (Tabela 1, Apéndice
1). Os maiores indices de radiacdo ultravioleta, UR, pluviometria e temperatura
demonstraram que influenciam no aumento teor de metabdlitos secundarios
(Blank et al., 2005; Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Figueiredo et al., 2008).

Figura 23. Teor médio de OE % (v/m) de 24 coletas das folhas dos espécimens de C. sylvestris
da populacao EEA.
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Na populacdo EEA nédo houve diferenca estatistica significativa no teor

de OE, sugerindo que os fatores climaticos, pluviometria, temperatura, UR e
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IUV né&o influenciaram no rendimento de OE, podendo sugerir que a producao
de metabdlitos secundarios se manteve estabilizada.

Na Figura 24 é possivel verificar que a populacdo FCF apresenta
aumento no teor de OE no inicio da primavera (2016 e 2017) e com diminui¢céao
no teor de OE no inicio do verdo (excecdo em Jan/18). A populacdo EEA segue
a tendéncia da producdo de OE, com aumento na primavera e diminuicdo no
verdo (2016), entretanto, no segundo ano de coleta (2017) ha uma tendéncia
na estabilizacdo do teor de OE. Contudo, as diferencas mencionadas né&o
apresentaram significancia estatistica, indicando que o teor de OE ¢é
semelhante sazonalmente e entre as populacdes FCF e EEA. Os resultados
estdo em conformidade com Pezzi (2014), mas diferem de Spandre (2010),
pois as diferentes regides de coletas apresentaram altitudes e climas
diferentes, embora, a altitude nao influenciou no teor de OE das populacdes
analisadas.

As excecgdes foram em relacdo aos meses de Jan/18 da populacdo FCF
com maior teor de OE que os meses de Jul/16, Fev, Abr e Ago/17; o més de
Jul/16 da populacdo EEA apresentou menor teor de OE que os meses de Set,
Out e Nov/16, Jan, Fev e Mar/18 da populacdo FCF. Esta tendéncia nao se
repete entre os 2 anos de analises, por isso ndo se pode afirmar que Jul € o
més de menor teor de OE em ambas as populagdes.

O teor de OE aumentou no periodo reprodutivo (final da floracéo e inicio
da frutificacao), diferentemente de Spandre (2010), onde o maior teor de OE foi
na fase vegetativa.

Em relagdo aos fatores climéticos (Figuras 25 e 26), o teor de OE das
populagdbes FCF e EEA aumentam na primavera e verdo e diminuem ou
mantém-se relativamente estavel nas demais estacfes, seguindo a tendéncia
de aumento de teor conforme o aumento da temperatura e pluviometria,
enquanto a UR e IUV nado apresentaram correlacdo com os teores de OE,
indicando que temperatura e/ou pluviometria influenciaram no teor de OE. Os
menores teores de OE no outono/inverno podem estar associados a diminui¢céo
da taxa de crescimento das plantas no inverno, diminuindo a producéo dos
metabolitos secundarios, enquanto as altas temperaturas, acompanhada de
alta UR e altos indices pluviométricos favorecem a producdo de OE (Martins et
al., 2003).
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De acordo com Spandre (2010), Becker (2009) e Castellani et al.
(2006a), o periodo de maior teor de OE em C. sylvestris foi no outono com
baixa pluviometria e temperaturas, com excecao de Spandre (2010) que relatou
pluviometria elevada no outono. Pezzi (2014) mencionou que a pluviometria
influenciou no aumento do teor de OE, pois nos meses com maiores indices
pluviométricos o rendimento dos OE foram maiores. O maior teor de OE das
populacdes FCF e EEA nos periodos de maior temperatura/pluviometria,
embora n&o apresentaram diferenca estatistica significativa, seguem a
tendéncia de aumentar o teor de OE conforme o aumento da temperatura e

pluviometria.
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Figura 24. Teor médio de OE % (v/m) de 24 coletas das folhas dos espécimens de C. sylvestris, das populacGes FCF e EEA. 2Valores sao estatisticamente

diferentes de FCF Jan/18 p < 0,05, "Valores estatisticamente diferentes de EEA Jul/16 p < 0,05.
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Figura 25. Correlacéo entre teor de OE da populacédo FCF com os fatores climaticos temperatura e pluviometria (média mensal), UR e |UV.
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Figura 26. Correlacéo entre teor de OE da populacdo EEA com os fatores climaticos temperatura e pluviometria (média mensal), UR e |UV.
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5.4.3 Determinagao do teor circadiano (FCF e EEA)

Os teores de OE das amostras das coletas circadianas das populacdes
FCF e CB variaram entre 0,6 a 1,0 % (Figura 27). O teor de OE néo apresentou
diferenca estatistica significativa entre as variedades sylvestris (populacéo
FCF) e lingua (populagcdo EEA), horarios e meses coletados (2 coletas
circadianas), demonstrando que nos meses e horarios avaliados os teores de
OE né&o variaram nas populagdes FCF e EEA. De qualquer forma, os valores
dos teores de OE para a var. lingua foram novamente os menores.

Fatores climaticos tais como a radiagdo ultravioleta e umidade relativa
podem influenciar no teor de metabdlitos secundéarios (Blank et al., 2005;
Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Figueiredo et al., 2008), entretanto, a variagdo do
IUV durante os dias das coletas circadianas foram de 0 — 9 (FCF) e 0 — 14
(EEA), enquanto a UR variou entre 25 — 63 % (FCF) e 41 — 82 % (EEA)
(Tabelas 4 e 5, Apéndice 1), demonstrando que o IUV e a UR néo interferiram
no teor de OE das folhas de C. sylvestris.

Figura 27. Teor médio de OE % (v/m) dos 10 espécimens de folhas de C. sylvestris, das

populagcBes FCF e EEA. Valores sdo estatisticamente semelhantes; p < 0,05.
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O ciclo circadiano néo interferiu no teor de OE, pois n&o houve diferenga
estatistica significativa no teor de OE para ambas as populacbes (FCF e EEA),
indicando que o teor OE das folhas de C. sylvestris foi semelhante em qualquer

horario de coleta.

5.4.4 Determinacdo do OE em folhas frescas e folhas secas (FCF e
EEA)

O teor de OE das folhas secas dos 10 espécimens de cada populacéo
(FCF e EEA) foi estatisticamente maior em relacdo as folhas frescas das
respectivas populacdes, enquanto o teor de OE das folhas frescas das
populacdes FCF e EEA foram estatisticamente semelhantes, assim como teor
de OE das folhas secas (Figura 28).

O maior rendimento de OE das folhas secas em relacdo as folhas
frescas é devido o processo de secagem em estufa (40 °C, 3 dias) que reduz o
teor de umidade que foi determinado como de 67,4 % (FCF) e 62,2 % (EEA) no
ensaio de perda por secagem (item 5.1.3). Ao considerar o teor de umidade
das folhas frescas, as massas de folhas frescas equivalentes as folhas secas
(30 g) foram de 9,7 e 11,3 g para as populagdes FCF e EEA, respectivamente
e os rendimentos estimados de OE de folhas frescas seria por volta de 4,4 e
2,4 % para as populacdes FCF e EEA, respectivamente. Ja os rendimentos
para folhas secas foram de 1,4 e 0,9 % nas populacbes FCF e EEA,
respectivamente. Estes dados sugerem a perda de componentes volateis

durante a secagem.
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Figura 28. Teor médio de OE % (v/m) dos 10 espécimens das folhas frescas e folhas secas de
C. sylvestris. ®"Valores das folhas secas e frescas entre as populagbes FCF e EEA sdo
estatisticamente diferentes p < 0,05; “Valores das folhas secas entre populagfes FCF e EEA
sdo estatisticamente diferentes p < 0,05; YValores das folhas frescas entre populagées FCF e
EEA séo estatisticamente semelhantes p < 0,05.

Teor de OE - Folhas Frescas e Secas

5 4,4
45
__ 4
o
S 35
S 3
D 25 14 Z4
S +0,52¢
_ 2 0,9
o +0,1bd
|°_) 15 0,4
1 +0,22d L 0,3
0’5 1 . iO,l b.d
0 - [ |
Folhas Folhas Teor Folhas Folhas Teor
Secas Frescas Estimado Secas Frescas Estimado
FCF EEA
Populacdes

O teor de OE das folhas frescas nas populacdes FCF e EEA foi de 0,4 e
0,33 %, respectivamente, sendo maiores que os 0,2 % encontrados por
Spandre (2010) e menores que o rendimento de 1,0 % descrito por Becker
(2009). Ap6s a secagem a 40 °C, o teor (1,4 % FCF e 0,9 % EEA) foi menor do
que os 1,7 % encontrados por Spandre (2010).

Considerando apenas o teor, foi mais vantajoso extrair OE das folhas
secas de C. sylvestris var. sylvestris (populagdo FCF), devido o maior
rendimento apresentado. Porém, o processo de secagem pode interferir na
composicdo do OE e os dados obtidos sugerem perda de componentes
volateis. Além disso, a extragcdo de OE das folhas secas tem vantagens em
termos de sustentabilidade e Quimica Verde por ndo necessitar da etapa de

secagem.

5.5Determinacéo dos parametros fisicos do 6leo essencial
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Foram utilizados 10 espécimens de cada umas das populagdes (FCF,
EEA, CB e FCA), sendo que o OE populacional consiste em uma mistura do
OE dos 10 espécimens da populacao no respectivo més de coleta (Jul e Dez).
Esta foi uma estratégia para diminuir 0 ndmero de experimentos com
representatividade em termos de numero de espécimens das populagoes.

Os parametros fisicos do OE podem ser utilizados em conjunto para
verificar a autenticidade do OE das folhas de C. sylvestris, identificando
possiveis adulteragcbes com outros OE, etanol, 6leo fixo (triglicerideos) e oleo
mineral, sendo parametros importantes no controle de qualidade e presentes

em farmacopeias internacionais.

5.5.1 indice de refracéo

Os valores de indice de refracdo do OE das popula¢cdes FCF, EEA, CB e
FCA (jul e dez) foram todos de 1,500 + 0,001 para todas as amostras. Mesmo
se tratando de amostras coletadas em diferentes locais (FCF, EEA, CB e FCA)
e épocas do ano (julho e dezembro), ndo houve variacdes estatisticamente
significativas, podendo utilizar este resultado como especificagdo na analise de
pureza e identificacdo do OE de folhas de C. sylvestris, pois ndo ha relatos na

literatura.

5.5.2 Rotacédo optica especifica

Os resultados variaram entre + 190,1° FCF Dez e — 99,5° EEA Jul
(Figura 29). As populacbes FCF e CB sao constituidas por espécimens de C.
sylvestris var. sylvestris e apresentaram OE dextrogiro (+), enquanto a
populacdo EEA que é formada predominantemente por espécimens de C.
sylvestris var. lingua apresentou OE levogiro (-). Contudo, a populacdo FCA
apresentou OE dextrogiro (+) e levogiro (-), sendo que esta populacao pode ser
formada espécimens de C. sylvestris com caracteristicas intermediarias entre
as var. sylvestris e var. lingua. Portanto, a rotacdo Optica especifica pode ser
utilizada para diferenciar o OE das folhas das variedades sylvestris e lingua.

As diferencas entre os valores de rotacdo Optica especifica das

populacdes indicam haver diferencas na constituicdo quimica do OE, quanto ao

Iflabio QAlexandre Carbalho



Resultados e Discussio [112

local de coleta e em relacdo a composi¢cdo dos metabolitos secundarios das

diferentes populagdes de C. sylvestris.

Figura 29. Rotacdo Optica especifica dos OE das folhas de C. sylvestris. *Valores

estatisticamente diferentes na respectiva populagéo, p < 0,05.
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Os valores de rotacdo Optica especifica das amostras de OE das duas
coletas (Jul e Dez) e as populagcbes apresentaram diferenca estatistica
diferente (populagcdes FCF, CB e FCA), indicando que pode haver variagdes na
composi¢cdo do OE conforme a época e o local de coleta. A populagdo EEA
apresentou valores estatisticamente semelhantes para as duas coletas,
sugerindo que época de coleta ndo influenciou nos resultados. Estes resultados
indicam que a rotacao oOptica especifica ndo pode ser utilizada como parametro
de pureza e identidade no controle de qualidade do OE de folhas de C.
sylvestris. De outro lado, sugere-se uma possivel diferenciacédo da origem do
OE em relacdo as variedades (var. sylvestris, lingua e formas intermediarias)
através da determinacédo da rotacao Optica especifica, que deve ser confirmada

através da analise de maior numero de espécimens de diferentes populacdes.
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As variagOes dos valores de rotacdo Optica especifica podem ser
atribuidas a variacdo dos componentes majoritarios do OE entre as coletas. Os
OE das populagcdes EEA (Jul e Dez) e FCA (Dez) apresentaram valores de
rotacdo Optica especifica negativos, sendo que os componentes majoritarios
foram o espatulenol, biciclogermacreno, oOxido de cariofileno e globulol
enguanto os valores de rotacdo 6ptica especifica OE das populagdes FCF (Jul
e Dez), CB (Jul e Dez) e FCA (Jul) foram positivos e neste caso 0s
componentes majoritarios foram o biciclogermacreno, Oxido de cariofileno,
germacreno D, B-elemeno, ep6xido de humuleno Il, a-humuleno, &-elemeno e
espatulenol.

A populacdo FCA Dez é um exemplo de que é complexo relacionar os
valores de rotacdo Optica especifica dos componentes majoritarios do OE com
o valor determinando para cada populagcédo, pois o valor determinado da
rotagcdo Optica especifica da populacdo FCA Dez foi de - 39,7° contudo os
valores de rotacdo oOptica especifica dos componentes majoritarios espatulenol
e biciclogermacreno séo de + 8,6° e + 61,0° respectivamente (Toyota et al.,
1996; Benovit et al., 2015). Neste caso, 0s resultados indicam que os demais
componentes do OE apresentam valores negativos para a rotacdo Optica
especifica. Outro exemplo € o OE da popula¢cé&o CB Jul, pois o valor da rotag&o
optica especifica foi de + 117,1°, enquanto os componentes majoritarios
germacreno D e biciclogermacreno apresentam valores de rotacdo Optica
especifica de + 305,0° e + 61,0°, respectivamente (Niwa et al., 1980; Toyota et
al., 1996), sendo os valores obtidos para o0 OE e componentes majoritarios
mais coerentes. E preciso considerar que os OE s&o misturas complexas
contendo dezenas de componentes em grande parte possuindo centros
estereogénicos e nem todos sao identificados usualmente, o que dificulta este
tipo de analise e discusséao.

De acordo com os resultados ndo foi possivel correlacionar o0s
componentes majoritarios do OE de folhas de C. sylvestris com valores de
rotacdo Optica especifica (positivo ou negativo), pois os demais componentes

do OE influenciam nos valores de rotacao optica especifica.

5.5.3 Densidade relativa
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Os valores de densidade relativa das amostras de OE das populagGes
FCF, EEA, CB e FCF (Jun/Dez) foram todos de 0,922 + 0,001 g/mL. Os OE
apresentaram densidade relativa inferior a da agua ficando na parte superior
durante a extracdo por hidrodestilacdo. Os resultados indicam que a densidade
relativa pode ser considerada como parametro de pureza e identificacdo no
controle de qualidade do OE folhas de C. sylvestris.

Os valores para densidade relativa e indice de refracdo para o OE das
folhas de Piper carpunya Ruiz & Pav. (guaviduca) foram de 0,928 g/mL e 1,49°,
respectivamente (Ballesteros et al., 2019). O valor do indice de refracdo do OE
das folhas de Plectranthus scutellarioides (L.) R.Br foi de 1,483 (Mustarichie et
al., 2017). O OE das folhas de Laurus nobilis L. apresentou valores de
densidade relativa, indice de refracdo e rotacdo Optica especifica de 0,917
g/mL, 1,333 e + 0,5° respectivamente (Karima et al., 2016). A rotacdo Optica
especifica do OE das folhas de Lepechinia heteromorfa (Brig.) Epling. foi de -
5,6° (Gilardoni et al., 2019). O OE das partes aéreas (folhas e flores) de
Rosmarinus officinalis L. apresentou valores para a densidade relativa, indice
de refracdo e rotacdo Optica especifica de 0,915 g/mL, 1,469 e + 2,0°
respectivamente e para a Populus alba L., os valores foram de 0,9 g/mL, 1,470
e + 3,0° respectivamente (Belkhodja et al., 2016).

Os dados encontrados na literatura para a densidade relativa, indice de
refracdo e rotacdo Optica especifica para OE foram diferentes dos valores
determinados para o OE das folhas de C. sylvestris, sugerindo que estes
resultados podem ser utilizados como parametros de pureza e identificacédo
para o OE das folhas da C. sylvestris. A rotag&o 6ptica especifica ndo mostrou
ser importante para determinar a origem do OE por ter variado muito entre as

populacdes, mas pode ser util na diferenciacdo das variedades da espécie.

5.6 Andlises cromatograficas e espectrométricas do 6leo essencial
5.6.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O fato de cada amostra ser uma mistura do OE de 10 espécimens de
cada populacdo tornam os resultados mais representativos, dessa maneira 0s

métodos desenvolvidos para as andlises dos OE das folhas das var. sylvestris
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e var. lingua podem ser utilizados como parametros de analise e perfil
cromatografico (Fingerprint) do OE das folhas de C. sylvestris.

Nas cromatoplacas da Figura 30 é possivel observar a separacédo de 6
bandas cromatogréaficas e que alguns componentes do OE ficaram retidos no
ponto de aplicagdo. O 6xido de cariofileno (Rf 0,50) apresentou uma coloragdo
pouco intensa em todas as amostras de OE. Por outro lado, nas andlises por
CG-EM o 6xido de cariofileno foi identificado somente nas amostras FCF, EEA
e CB quando coletadas no més de dezembro, entdo ha a possibilidade de ser
outro componente que apresenta o mesmo Rr.

A condicdo cromatografica (FM 1) ndo foi ideal para separar E-
cariofileno do a-humuleno, pois apresentaram bandas cromatograficas com o
mesmo Rs (0,73), embora com cores diferentes. O padrdo de a-humuleno
apresentou uma segunda banda com Rr 0,50, que pode ser referente ao 0xido
de cariofileno como contaminante do padréo. Para que as bandas com Rr 0,25,
0,30, 0,45 e 0,50 ficassem bem nitidas foi necessario aumentar a concentracéo
das amostras, porém as bandas com Rt 0,73 ficaram muito concentradas e com
grandes dimensodes.

A FM 2 (Figura 31) separou nitidamente o E-cariofileno (Rt 0,5) do a-
humuleno (Rf 0,45), enquanto o oxido de cariofileno por ser mais polar ficou
retido no ponto de aplicagdo, juntamente com os componentes oxigenados do
OE. O a-humuleno esta presente em todas as amostras e foi comprovado por
CG-EM (item 5.6.2.1). O E-cariofileno foi verificado em todas as amostras,
porém, por CG-EM nao foi identificado nas amostras de FCF e FCA no més de

dezembro.
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Figura 30. Cromatoplacas do OE das populacdes FCF, EEA, CB e EEA coletados em Jul/Dez
(40 pL/mL, hexano) e os padrdes E-cariofileno, 6xido de cariofileno e a-humuleno (6 pL/mL,
hexano), utilizando a FM 1 hex: AcOEt 85:15 (v/v). Revelador, acido sulfurico 10 %, 110 °C, 10

min.
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Figura 31. Cromatoplacas do OE das popula¢des FCF, EEA, CB e EEA coletados em Jul/Dez
(40 pL/mL, hexano) e os padrdes E-cariofileno, 6xido de cariofileno e a-humuleno (6 pL/mL,

hexano), utilizando a FM 2 hex. Revelador, acido sulfarico 10 %, 110 °C, 10 min.
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5.6.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM)
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5.6.2.1 Analise populacional da composi¢cao do OE (FCF, EEA,
CB e FCA)

A identificacdo dos componentes do OE das folhas de C. sylvestris foi
realizada por CG-EM, comparando os indices de retencéo - indice de Van Den
Dool e Kratz (1963) - os espectros de massas com dados da literatura e
bibliotecas de espectros (NIST 08 e WILEY 7). O calculo do indice retencéo foi
através dos tr dos componentes do OE e dos tr dos padrdes de
hidrocarbonetos (C-8 a C-40).

Cada populacédo (FCF, EEA, CB e FCA) é formada por OE dos 10
espécimens (a quantidade de folhas de cada espécimen variou), com 2 coletas
(Jul e Dez), totalizando 8 amostras de OE populacional. O OE das popula¢des
FCF, CB (var. sylvestris) e FCA apresentaram maior teor de sesquiterpenos
hidrocarbonetos em Jul, jA em Dez os componentes com maior teor foram os
sesquiterpenos oxigenados. O OE da populacdo EEA (var. lingua) apresenta
maior teor de sesquiterpenos oxigenados em ambas as coletas (Jul e Dez),
contudo houve um aumento dos sesquiterpenos hidrocarbonetos em Dez.
Conforme os dados da literatura, ha o predominio de sesquiterpenos
hidrocarbonetos no OE das folhas de C. sylvestris, o que difere de alguns
resultados que apresentaram maior teor de sesquiterpenos oxigenados,
indicando que ha variabilidade na composi¢do quimica entre as populacdes de
C. sylvestris.

A composicao do OE das folhas de C. sylvestris variou em todas as
populagdes (FCF, EEA, CB e FCA) e nos meses de coleta (Jul e Dez/16),
Tabela 10. Na populagcdo FCF os componentes do OE variaram entre as
coletas, em Jul/16 os componentes majoritarios foram o biciclogermacreno
(15,7 %), a-humuleno (12,1 %) e o E-cariofileno (7,4 %); enquanto em Dez/16
0s componentes majoritarios foram o espatulenol (24,3 %), epoxido de
humuleno II (15,3 %) e o6xido de cariofileno (13,8 %), indicando que a
composicdo e o teor do OE passaram por modificacdes. Dados como nome
dos componentes, tr, indice de retencdo calculado, indice de retencéo
identificado, similaridade dos espectros de massas e teor dos componentes do

OE estéo nas Tabelas 1 a 8, Apéndice 3.
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O OE coletado em Jul/l6 na populacdo EEA apresentou como
componentes majoritarios o espatulenol, globulol, a-cadinol e epoxido de
humuleno 1l (20,2, 10,3, 9,2 e 8,1 %, respectivamente) e em Dez/16 os
componentes majoritarios foram o espatulenol, epéxido de humuleno I, 6xido
de cariofileno e a-cadinol, com 14,9, 8,7, 8,7 e 7,6 %, respectivamente.

Os principais componentes do OE de folhas de C. sylvestris foram o
espatulenol, 6xido de cariofileno, biciclogermacreno, epéxido de humuleno I, 8-
elemeno e a-humuleno (Figura 32) e na literatura foram descritos como
componentes majoritarios o biciclogermacreno, espatulenol, germacreno D, 6-
cadineno, a-zingibereno, &-humuleno, a-cariofileno, o E-cariofileno, -
acoradieno e tumbergol (Esteves et al., 2005; Schneider et al., 2006; Tininis et
al., 2006; Sousa et al., 2007; Gintzel, 2008; Silva, S.L. et al., 2008; Spandre,
2010; Bou et al., 2013; Amaral et al., 2017; Sposito et al., 2019).

Os componentes majoritarios na populacdo CB Jul/16 foram o
biciclogermacreno (15,1 %), germacreno D (10,9 %), E-cariofileno (10,7 %) e -
elemeno (8,1 %) e em Dez/16 foram o Oxido de cariofileno (21,6 %),
espatulenol (16,6 %) e B-elemeno com 12,2 %. O biciclogermacreno (19,0 %) e
0-elemeno (10,5 %) foram os componentes majoritarios na populacdo FCA
Jul/16 e em Dez/16 os componentes majoritarios foram o espatulenol, globulol
e ep6xido de humuleno Il, com 29,9, 10,5 e 9,2 %, respectivamente.

O limoneno (CioH1s), identificado no OE da populagdo FCF (Jul/16) foi o
Unico monoterpeno encontrado nos OE das folhas de C. sylvestris analisados e
pode ser um contaminante. J& o curcumeno (CisHz22) € um sesquiterpeno
aromatico (Figura 33), enquanto os demais componentes do OE séo
sesquiterpenos  hidrocarbonetos e/ou oxigenados. A presenca de
monoterpenos ja foi relatada no OE de folhas de C. sylvestris, mencionando o
a-pineno, linalol e pulegona (Schneider et al., 2006; Sousa et al., 2007; Silva, S.
L. et al., 2008).
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Tabela 10. Composicao quimica e teor (%) dos componentes do OE de folhas de C. sylvestris das populagdes FCF, EEA, CB e FCA (10 espécimens de
cada populagéo, respectivamente), coletadas em julho e dezembro de 2016, identificados por CG-EM.

Componentes FCF Jul FCF Dez EEA Jul EEA Dez CB Jul CB Dez FCA Jul FCA Dez
limoneno* 0,13 - e e e e e e
0-elemeno 7,9 e 0,51 6,32 - 10,53 0,24

ciclosativeno 056 0 - 0,29 0,11 - e e
a-cubebeno 0,6 - e e 0,0 - 1,39 -
isodeleno 0,24 - e e 0,26 - 0,11 -
a-copaeno 3,28 0,48 0,28 1,95 1,87 0,24 1,82 0,64
B-cubebeno 0,13 - e e e e 047 -
B-bouborneno 048 - 0,22 - 0,24 e
B-elemeno 4,27 1,25 1,19 3,15 8,12 12,22 5,64 1,72
a-gurjuneno 0,63 - 1,11 446 @ - 361 -
E-cariofileno 747 - 0,26 1,70 10,72 0,88 3,77 -
B-copaeno 1,22 - e 0,81 089 - 056 0 -
y-elemeno 044 - 0,56 290 - 294 -

aromadendreno 2,75 1,46 0,76 1,08 2,63 1,21 2,21 0,87

6,9-guaiadieno o799 e e 1,19 - 2,37 -

alloaromadendreno - = —— 045 - e e
E-muurola-3,5-dieno = - e e e e 496 @ -
a-humuleno 12,15 0,45 0,66 5,66 2,97 0,19 1,63 0,73
9-epi-E-cariofileno 1,92 - 0,38 1,35 1,28 0,19 1,11 0,24
10-epi-B-acoradieno 0,95 084 - e e e e e
y-gurjuneno 1,08 036 0 - e 0,33 088 e
y-muuroleno 051 - 1,23 - 1,20 - 0,74 0,45
curcumeno - 437 - e e e e e
germacreno D 631 @ - 1,93 1093 - 497 -
B-selineno 2,69 2,56 054 @ - 2,23 4,31 1,65 2,23
y-patchouleno - - e e e 092 -
E-B-guaieno 7,79 1,06 @ - 0,25 - e 4,10 -
valenceno @ - - 0,31 082 - e e
biciclogermacreno 571 - e e 15,16 - 19,08 -

Z-y-bisaboleno 1,3 - e e 224 - 160 -

a-muuroleno - - 0,93 0,31 0,36 0,24 - 0,33

Z-calameneno = - - e 0,7 = e e 4,58

a-cadineno = - - e 0,18 0,11 - 0,112 -
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Componentes FCF Jul FCF Dez EEA Jul EEA Dez CB Jul CB Dez FCA Jul FCA Dez
y-cadineno 0,65 0,41 1,50 1,86 1,31 0,59 063 -
o-cadineno 546 - - 1,92 492 - e e

E-cadina-1,4-dieno 0,21 —e—- emeee emeee e e 146 -
germacrenoB - 1,74 - e 1,21 1,73 130 -
ﬁesq“'terpenos 86,98 14,98 7,73 259 85,09 23,84 78,76 12,03
idrocarbonetos
silfiperfol-5-en-3-0ol A - 164 - e 2271 - e
cubebol - e e e e 0312 - -
maliol 051 - 048 - e e 048 -
E-nerolidol - - 0,82 123 - e e e
palustrol - 0,62 2,10 1,57 0,62 1,94 0,75 1,38
espatulenol 1,26 24,37 20,26 14,99 1,13 16,65 2,37 29,92
oxido de cariofleno - 1381 - 8,74 - 2161 - e
globulol 1,75 - 1035 164 - 1,67 10,51
rosifoliol - e 6,81 - e e e e
viridiflorol 1,47 4,48 - 4,80 1,18 3,14 2,24 3,25
guaiol e e e e 1,15 e e e
ledol - 003 e e 094 - 2,67
epoxido de humuleno Il ----- 15,09 8,13 8,77 - 362 - 9,26
5-epi-7-epi-a-eudesmol - - 3,22 2,74 e e e
junenol - e 1,37 099 - 1,73 -
Z-cadin-4-en-7-ol - - 2,30 2,57 0,11 062 - 2,74
y-eudesmol 082 e e e e e e
cubenol 025 - 4,67 14 - e 0,97 1,41
a-muurolol 04 - 1,40 5,35 0,53 047 - -
a-cadinol - 1,44 9,21 7,63 08 - e e
bulnesol - e e 0,74 440 - e
Z-g-santalol - e e e e 251 - e
a-eudesmol 138 = - e e e e e e
Sesquiterpenos 7,88 61,48 71,12 60,82 7,98 58,48 10,21 61,14
Oxigenados
Identificado 95,2 78,2 78,8 86,7 93,0 82,3 88,9 73,1
*monoterpeno
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O 10-epi-B-acoradieno foi identificado somente na populacdo FCF Jul
(0,9 %) e FCF Dez (0,8 %), assim como o E-nerolidol na populacdo EEA
(Jul/Dez 16) e o bulnesol na populagédo CB Jul (0,7 %) e CB Dez (4,4 %),
enquanto o y-gurjuneno foi identificado nas populacdes FCF Jul (1,0%), FCF
Dez (0,3 %), CB Jul (0,3 %) e CB Dez (0,8 %). O bulnesol (2,2 %) e o0 y-
gurjuneno (1,5 %) foram identificados no OE das folhas de C. sylvestris var.
sylvestris (Tininis et al., 2006; Sposito et al., 2019). O E-nerolidol poderia ser
considerado um componente do OE tipico da var. lingua, contudo foi
identificado no OE das folhas frescas e secas da var. sylvestris (Tabela 9). De
acordo com os resultados e os dados da literatura os componentes minoritarios
10-epi-B-acoradieno, bulnesol e y-gurjuneno podem ser considerados
componentes tipicos do OE da var. sylvestris (Figura 34).

O a-copaeno, B-elemeno, aromadendreno, a-humuleno e espatulenol
foram os unicos componentes do OE presentes em todas as populagdes (FCF,
EEA, CB e FCA) em ambas as coletas (Jul e Dez/16), porém somente o f3-
elemeno e o espatulenol podem ser considerados marcadores analiticos para o

OE das folhas de C. sylvestris.

Figura 32. Estruturas quimicas dos componentes majoritarios do OE de folhas de C. sylvestris.
A: espatulenol, B: 6xido de cariofileno, C: biciclogermacreno, D: ep6xido de humuleno I, E: 8-

elemeno e F: a-humuleno.

A B C
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H
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Figura 33. Estruturas quimicas: A) monoterpeno limoneno e B) sesquiterpeno aromético

Figura 34. Componentes do OE especificos da var. sylvestris, A: bulnesol, B: y-gurjuneno, C:

curcumeno.

10-epi-B-acoradieno, conforme as andlises populacionais e de folhas secas e folhas frescas.

A B C
HO
H
H

Os OE analisados sao compostos por sesquiterpenos e nos
cromatogramas expandidos (CG-EM) que corresponde a faixa de tr dos
componentes identificados no OE das populacbes FCF, EEA, CB e FCA
(Figuras 35 e 36) sao apresentados os principais componentes do OE
possibilitando verificar variagdo nos componentes e teor do OE entre 0s meses
(Julho e Dez/16) e entre as populagdes. Nos cromatogramas completos s&o

possiveis verificar que os componentes do OE eluiram apenas entre os tr de
31,000 - 46,000 Figuras 1 e 2, Apéndice 4).
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Figura 35. CG-EM expandidos do OE de folhas de C. sylvestris das populacdes FCF e EEA
(10 espécimens de cada populacao, respectivamente) das coletas de Jul e Dez/2016.
Condicdes de analise: 60 a 310 °C - 3° C/ min, por 80 min; temperatura do injetor: 250 °C; split:
1/20; coluna Rtx5-MS (30 m x 0,25 mm d.i.; 0,25 uym filme interno).
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Figura 36. CG-EM expandidos do OE de folhas de C. sylvestris das populacdes CB e FCA (10

espécimens de cada populacéo, respectivamente) das coletas de Jul e Dez/2016. CondicGes
de analise: 60 a 310 °C - 3° C/ min, por 80 min; temperatura do injetor: 250 °C; split: 1/20;
coluna Rtx5-MS (30 m x 0,25 mm d.i.; 0,25 ym filme interno).
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5.6.2.2 Perfil cromatografico (Fingerprint) do OE de folhas de

C. sylvestris

Os perfis cromatografico dos OE das populacdes FCF, EEA, CB e FCA
apresentaram 0os mesmos picos cromatograficos com diferencas em relacéo a
intensidade, indicando que ndo ha diferencas qualitativa e sim quantitativa
(Figura 37). Os picos cromatograficos dos componentes do OE como o 6&-
elemeno, B-elemeno, E-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno, ©6-
cadineno, a-muurolol e a-cadinol apresentaram maior intensidade na
populacdo EEA, em relagdo as popula¢cbes FCF, CB e FCA, sugerindo que na
var. sylvestris a variagao quantitativa foi menor.

O perfil cromatogréfico populacional indica que o &-elemeno, E-
cariofileno, germacreno D, a-muurolol e a-cadinol apresentam maiores teores
no OE das folhas na C. sylvestris var. lingua (populagcdo EEA), enquanto, que
no OE das folhas das populagcbes FCF, CB (var. sylvestris) e FCA (forma
intermediéaria) o teor destes componentes foi semelhante. Cada linha do perfil
cromatografico populacional do OE é representada por 10 espécimens

coletados nos meses de Jul e Dez/16, totalizando 20 amostras cada linha.

Figura 37. Perfil cromatogréfico populacional do OE das folhas de C. sylvestris das populagdes
FCF, EEA, CB e FCA.

7
1,6x10 FCF

EEA

/ d
“w J&é
7 ggA = < germacreno D biciclogermacreno éxidt;de Th
1,2 4 4 \H\ . cariofileno B,

i ose ] '\ ! H a-cadinol
7 E-cariofileno /Qjé ] o
: E) e
A

1,4x107

1,0x107 - «_.
= o~ " XN T
8.0x10° - G-elemeno | B-elemeno &-cadineno espatulenol H
> N l T a-muurolol
i I epoxido de
€ If
SRS humuleno I
4,0x10° — ‘

Considerando que o fingerprint da var. sylvestris/forma intermediaria
(populagcbes FCF, CB e FCA) foram semelhantes, sugere-se que os fatores
climaticos nao interferiram na composicdo quimica do OE. Entretanto, as

diferencas quantitativa na composicdo do OE entre a var. sylvestris/forma
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intermediéaria (populacbes FCF, CB e FCA) e var. lingua (populacdo EEA),
sugerem-se que os fatores genéticos influenciaram na composi¢cédo quimica do
OE das folhas das variedades de C. sylvestris.

O perfil cromatografico sazonal dos OE das populacbes FCF e EEA
apresentaram composicdo quimica semelhante, contudo, com algumas
diferencas em relacdo a intensidade dos picos de alguns componentes (Figura
38). Os componentes do OE que apresentaram maiores diferencas na
intensidade na populacdo EEA em relacdo a populacdo FCF foram o
germacreno D, a-muurolol e a-cadinol. Através do fingerprint sazonal foi
possivel sugerir que o OE da C. sylvestris var. lingua pode se diferenciar da C.
sylvestris var. sylvestris com base no maior teor do germacreno D, a-muurolol e
a-cadinol. Cada linha do perfil cromatografico sazonal do OE é representada
por 10 espécimens coletados mensalmente, durante 24 meses de coleta,

totalizando 240 amostras cada linha.

Figura 38. Perfil cromatografico do OE das folhas de C. sylvestris var. sylvestris (populacdo

FCF) e C. sylvestris var. lingua (populacdo EEA).
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O perfil cromatogréfico pode ser utilizado como um cromatograma
padrédo para determinada amostra, sendo referéncia no controle de qualidade
para identificacdo, analise de adulterantes (Liang et al., 2004; Lu et al., 2012;
Salcedo et al., 2016), local de origem da amostra (Wang et al, 2019),
principalmente quando associado a técnicas quimiométricas (Gutierrez et al.,
2012). Para obter o perfil cromatogréfico foi utilizado o tr de 31 a 46 min, que
corresponde a faixa de tempo onde s&o eluidos os componentes do OE

presentes nas variedades de C. sylvestris.
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Os componentes relacionados a C. sylvestris foram o&-elemeno, G-
elemeno, E-cariofileno, a-humuleno, germacreno D, biciclogermacreno, ©6-
cadineno, espatulenol, oxido de cariofileno, epoxido de humuleno II, a-muurolol
e a-cadinol, embora 0 a-copaeno (componente minoritario), B-elemeno, a-
humuleno e espatulenol podem ser considerados os componentes tipicos, pois
foram identificados em todas as analises populacionais, sazonais e circadianas
do OE e nas folhas in natura (item 5.6.2.3). Ressalta-se que tais componentes
podem ser identificados no OE de outras espécies, portanto ndo sé&o
considerados exclusivos da C. sylvestris.

O perfil cromatogréfico circadiano do OE da var. sylvestris (populacao
FCF) apresentou diferencas na intensidade dos componentes do OE (Figura
39). Através da anadlise do fingerprint observou-se que o horério da coleta
influenciou na composicdo quimica do OE da var. sylvestris, pois foram
observadas variacdes na intensidade dos picos cromatogréaficos do 6-elemeno,
a-humuleno e do componente do OE referente ao tr de 39,5 min. Dessa
maneira, sugere-se que os fatores climaticos influenciaram na composi¢do do
OE na andlise circadiana da var. sylvestris, porém sem interferir no rendimento
de OE. Cada linha do perfil cromatografico circadiano da populacdo FCF é

representado por 10 espécimens (Fev/Ago), totalizando 20 amostras.

Figura 39. Perfil cromatografico circadiano do OE das folhas de C. sylvestris var. sylvestris

(populacao FCF).
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O perfil cromatogréfico circadiano do OE da var. lingua (populacdo EEA)

apresentou algumas diferencas na intensidade de alguns picos cromatograficos

(Figura 40). Componentes do OE como o B-elemeno, a-humuleno, &-cadineno,
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oxido de cariofileno, epdéxido de humuleno IlI, a-muurolol e a-cadinol néo
apresentaram diferencas entre os horarios analisados. Contudo, o 6-elemeno,
E-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno apresentaram menor
intensidade, enquanto o espatulenol apresentou maior intensidade as 9 h, em
relacdo aos demais horarios. O perfil cromatografico da populagdo EEA é
representado por 10 espécimens (Fev/Ago), totalizando 20 amostras cada

linha.

Figura 40. Perfil cromatogréafico circadiano do OE das folhas de C. sylvestris var. lingua
(populacdo EEA).
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Os fatores climaticos podem ser atribuidos ao maior teor de espatulenol
e menores teores de oO-elemeno, E-cariofileno, germacreno D,
biciclogermacreno as 9 h, pois o alto IUV e a temperatura diferiram dos demais
horarios (Tabela 5, Apéndice 1). O fato do teor de espatulenol ser superior
pode ser relacionado ao fato do aumento da temperatura favorecer a
degradacéo de biciclogermacreno e formacao do espatulenol (Toyota et al.,
1996), pois o biciclogermacreno apresentou maiores teores nos demais
horarios.

Apesar das diferencas quantitativas observadas, as quatro populagdes
mostram perfil qualitativo muito semelhante com a presengca de 11
sesquiterpenos majoritarios (6-elemeno, B-elemeno, E-cariofileno, germacreno
D, biciclogermacreno, é-cadineno, espatulenol, 6xido de cariofileno, epdxido de
humuleno I, a-muurolol e a-cadinol, Figuras 41 e 42), assim como 0S outros
componentes minoritarios comuns as popula¢cdes e nao identificados, podem

ser considerados no estabelecimento de um Fingerprint para o OE de folhas de
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C. sylvestris, aplicavel na verificacdo da sua autenticidade. Os componentes
considerados tipicos do OE de C. sylvestris foram o a-copaeno, S-elemeno, a-
humuleno e espatulenol e provavelmente serdo identificados em qualquer
analise do OE das folhas de C. sylvestris. Para diferenciar a var. lingua da var.
sylvestris, sugere-se a andlise do teor do germacreno D, a-muurolol e a-
cadinol, pois apresentaram maiores teores na populacdo EEA nas analises

populacional e sazonal.
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Figura 41. Espectro de massas do B-elemeno, E-cariofileno, a-humuleno e germacreno D

(componentes majoritarios) do OE das folhas de C. sylvestris.
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Figura 42. Espectro de massas do biciclogermacreno, espatulenol, 6xido de cariofileno e

epoxido de humuleno Il (componentes majoritarios) do OE das folhas de C. sylvestris.
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5.6.2.3 Andlise comparativa dos componentes volateis in
natura, do OE das folhas frescas e das folhas secas (FCF e
EEA)

Foram identificados somente sesquiterpenos entre 0s componentes
volateis das folhas in natura (populacées FCF e EEA), indicando que na C.
sylvestris ndo h& monoterpenos, embora ja foram relatados pontualmente na
literatura. Apenas nas folhas in natura foram identificados o a-cubebeno e -
cubebeno nas var. sylvestris e var. lingua, enquanto o germacreno D-4-ol foi

identificado na var. sylvestris (Figura 43).

Figura 43. Componentes do OE identificado apenas folhas in natura da C. sylvestris.

HO, K

a—cubebeno -cubebeno germacreno D-4-ol

O curcumeno e o a-selineno foram os componentes especificos do OE
da populacdo FCF, e na populacdo EEA o elemol, y-eudesmol, a-muurolol,
cubenol, rosifoliol e globulol foram os componentes especificos. O Unico
componente do OE que foi identificado apenas nas folhas frescas da populacéo
EEA foi o y-elemeno, entretanto, ndo € um componente especifico das folhas
frescas, pois ja foi identificado nas folhas secas do OE de C. sylvestris das
populacdes FCF, EEA, CB e FCA (Tabela 8) e por outros autores (Tabela 2).

Nas folhas in natura da populacdo FCF, o teor de sesquiterpenos
hidrocarbonetos foi de 85,4 %, diminuindo para 34,8 % no OE das folhas
frescas e reduzindo para 17,2 % no OE das folhas secas, enquanto o teor de
sesquiterpenos oxigenados de 3,0 % nas folhas in natura aumentou para 48,4
% no OE das folhas frescas e para 65,4 % no OE das folhas secas. Na
populacdo EEA, o teor de sesquiterpenos hidrocarbonetos nas folhas in natura
foi de 77,0 %, no OE das folhas frescas foi de 70,6 % e no OE das folhas secas

foi de 6,9 %, enquanto o teor de sesquiterpenos oxigenados de 5,5 % nas
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folhas in natura aumentou para 22,0 % no OE das folhas frescas e para 72,5 %
no OE das folhas secas.

Na populacéo EEA o teor de sesquiterpenos hidrocarbonetos no OE das
folhas frescas néo foi proporcional a populacdo FCF, devido o teor de ©o-
elemeno, y-elemeno, biciclogermacreno, o-cadineno e germacreno B
aumentarem na populacao EEA, diferente da populacdo FCF onde diminuiram
e também o fato de que no OE das folhas frescas da populacdo EEA o teor de
componentes identificados foi maior.

Através dos processos de secagem e extracdo 0S sesquiterpenos
hidrocarbonetos passaram por reagdes quimicas, transformando em
sesquiterpenos oxigenados. De acordo com Spandre (2010) ap6s a secagem
0s sesquiterpenos hidrocarbonetos diminuiram de 72,5 para 70,6 %, enquanto
0S sesquiterpenos oxigenados diminuiram de 22,5 para 17,6 %, portanto a
variacdo foi pequena e ndo houve aumento dos sesquiterpenos oxigenados,
semelhante aos resultados de Amaral et al. (2017) que verificou aumentos dos
sesquiterpenos hidrocarbonetos de 51,3 para 57,5 % e diminuicdo dos
sesquiterpenos oxigenados de 30,8 para 24,0 %. A secagem foi realizada com
circulacdo de ar, sendo que Spandre (2010) secou por 7 d e (Amaral et al.,
2017) 1 d, entretanto era esperada que o0 maior tempo de secagem
proporcionasse um aumento maior no teor dos sesquiterpenos oxigenados em
relacdo resultados deste trabalho, que empregou 3 d de secagem com
circulacao de ar.

O teor de a-copaeno, E-cariofileno, germacreno D nas populacbes FCF
e EEA reduziu apés a extragdo do OE das folhas frescas e manteve a reducéo
no OE das folhas secas, assim como o a-humuleno na populacéo EEA e o a-
selineno na populagcdo FCF. O a-humuleno n&o seguiu o padréo de reducédo
apresentado na populacdo EEA, pois nao foi identificado no OE das folhas
frescas da populacdo FCF e apresentou maior teor do que nas folhas in natura.
O biciclogermacreno apresentou aumento de teor no OE das folhas frescas e
nao foi identificado no OE das folhas secas (populacdo EEA), enquanto o &-
cadineno que foi o componente majoritario nas folhas in natura (populacéo
FCF) néao foi identificado no OE das folhas frescas e folhas secas.

Em ambas as popula¢cdes (FCF e EEA), o viridiflorol foi identificado no

OE das folhas frescas com aumento de teor no OE das folhas secas, como nao
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foi identificado nas folhas in natura foi formado durante as etapas de secagem
e extracdo. O oxido de cariofileno aumentou o teor no OE apds a secagem e
extracdo na populacdo FCF, entretanto, so6 foi identificado no OE das folhas
secas na populacdo EEA. O epdxido de humuleno Il ndo foi identificado nas
folhas in natura, mas foi identificado no OE das folhas frescas e seu teor
aumentou no OE das folhas secas da populacdo FCF, porém, so6 foi
identificado no OE das folhas secas da populacdo EEA. O a-cadinol foi
identificado no OE das folhas secas da populacdo FCF e no OE das folhas
frescas e folhas secas da populagédo EEA. O a-muurolol foi identificado apenas
no OE das folhas frescas da populagcdo EEA, com aumento de teor no OE das
folhnas secas. O teor de espatulenol aumentou no OE das folhas frescas e
diminuiu no OE das folhas secas da populacdo FC. Ja na populacdo EEA, o
teor de espatulenol nas folhas in natura diminuiu em relagdo ao OE das folhas
frescas e aumentou no OE das folhas frescas.

Os componentes majoritarios volateis nas folhas in natura da populacao
FCF foram o &-cadineno (26,8 %), E-cariofileno (18,6 %), a-copaeno (13,8 %) e
a-selineno (10,8 %), ja no OE das folhas frescas foram o espatulenol (29,2 %),
oxido de cariofileno (9,4 %) e o E-B-farneseno (9,02 %); e no OE das folhas
secas foram o epoxido de humuleno 1l (20,0 %), espatulenol (17,8 %) e o 0xido
de cariofileno (13,7 %) (Tabela 11 e Figura 44).

Na populacdo EEA, os componentes majoritarios volateis das folhas in
natura foram o germacreno D (30,9 %) e o a-humuleno (22,2 %), ja no OE das
folhas frescas foram o germacreno B (22,3 %), biciclogermacreno (14,1 %), a-
humuleno (8,1 %); e no OE das folhas secas foram o espatulenol (21,6 %),
epoxido de humuleno 1l (12,9 %) e 6xido de cariofileno (10,8 %) (Tabela 11 e
Figura 45). Dados como nome dos componentes, tr, indice de retencéo
calculado, indice de retencdo identificado, similaridade dos espectros de
massas e teor dos componentes do OE estdo nas Tabelas 1 a 6, Apéndice 5.

Os teores de OE das folhas frescas e folhas secas de C. sylvestris foram
estatisticamente diferentes nas variedades sylvestris e lingua, além de que a
composicao do OE das folhas frescas foi diferente do OE das folhas secas em
ambas as variedades, podendo influenciar na atividade biolégica do OE, ou
seja, os OE das folhas frescas e folhas secas podem apresentar diferentes

acOes farmacologicas. A composicdo OE das folhas frescas e do OE das folhas
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secas foram diferentes em relacdo aos componentes volateis das folhas in
natura em ambas as variedades. Os métodos de secagem das folhas e
extracdo do OE utilizados propiciaram reacdes quimicas que modificaram o0s
componentes do OE, entretanto, a composicdo do OE pode influenciar na
atividade biologica pode-se direcionar o tipo de secagem e extracdo em funcéo

da atividade desejada.
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Tabela 11. Composicao quimica e teor (%) dos componentes volateis das folhas in natura, folhas secas e frescas de C. sylvestris das populagbes FCF e
EEA (10 espécimens de cada populagédo, respectivamente) analisados por CG-EM.
FCF — Folhas FCF — OE Folhas FCF - OE Folhas EEA - Folhas EEA — OE Folhas EEA - OE Folhas

Componentes

in natura Frescas Secas in natura Frescas Secas
a-copaeno 13,83 1,85 0,77 1,51 0,13 0,27
o-elemeno 0,40 030 - 0,71 543 -
a-cubebeno 105 e 0,34 e e
B-cubebeno 0,73 e e 031 e e
B-elemeno 0,96 3,69 3,35 0,96 2,00 0,91
ciclosativeno 0,50 0,66 e e e e
a-gurjuneno  -—--- 046 - e 0,48 0,25
E-cariofileno 18,65 3,21 0,60 7,85 3,04 0,25
B-copaeno 0,68 0,90 0,25 1,02 082 -
y-elemeno - e e e 6,02 -
aromadendreno - 1,80 1,06 0,38 0,25 0,45
a-humuleno A R 6,04 22,24 8,14 1,69
E-B-farneseno - 9,02 e e e e
alloaromadendreno 2,06 0,67 0,37 0,75 03 -
E-cadina-1(6),4-dieno - - e e e 1,11
y-muuroleno 059 - 0,65 e e
a-muuroleno  -—— e e 03% - 0,94
curcumeno - 4,10 0,24 e e
germacreno D 392 e e 30,94 2232 e
B-selineno 1,80 2,44 194 0 - 0,22 -
a-selineno 10,87 4,67 147 e e e
y-selineno - e e e o83 -
biciclogermacrenro - 7,05 1419 -
E-B-guaieno = - 060 e e e
y-cadineno 0,37 0,47 0,46 0,70 0,50 1,07
o-cadineno 2681 e e 1,92 280
germacrenoB = - e e e 3,14 -
Sesquiterpenos
Hidrocarbonetos 85,43 34,84 17,20 77,03 70,67 6,94
elemol - e e e 0,62 0,26
E-nerolidol - 1,77 131 - 1,89 1,27
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FCF - Folhas FCF — OE Folhas FCF - OE Folhas EEA - Folhas EEA — OE Folhas EEA - OE Folhas
Componentes : .
in natura Frescas Secas in natura Frescas Secas
globulol e e e 1,79 1,30
maliol - e 156 0 e e e
germacreno D-4-ol 0,54 e e e e e
palustrol - 0,83 184 0 053 -
espatulenol 1,15 29,24 17,85 5,49 1,08 21,60
6xido de cariofileno 1,39 9,47 1374 —— 10,87
viridiflorol - 2,90 528 2,24 5,05
rosifoliol - e— 2,63 3,31 2,01
epoxido de humuleno Il - 4,26 2001 e e 12,97
y-eudesmol - e e e 1,12 0,36
a-muurolol e e e e 2,81 5,15
cubenol - e e e 0,77 1,13
B-eudesmol - e e e e 0,70
a-cadinoh - e 286 0 - 5,89 9,87
Sesquiterpenos 3,08 48,47 64,45 5,49 22,05 72,54
Oxigenados
Identificado 88,5 83,3 81,6 82,5 92,7 79,4
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Figura 44. CG-EM expandidos dos componentes volateis das folhas in natura, do OE de folhas

secas e folhas frescas de C. sylvestris da populacdo FCF. Condi¢c6es de analise: 60 a 310 °C -
3° C/ min, por 80 min; temperatura do injetor: 250 °C; split: 1/20; coluna Rtx5-MS (30 m x 0,25

mm d.i.;

extremidades antes das analises das folhas in natura.

0,25 ym filme interno). A coluna cromatografica foi cortada em 10 cm em ambas as

(x10.000.,000)
TIC .
T g ‘ FCF - Folhas in natura
O f )
r H ]
“ , a-copaeno E{;angﬁhang a- selmenu )
154 &-cadineno
germacreno g/' espatulenal
dxido de cariofileno
1.0 - humuleno
o I
.2 T“ & i
o
054% o2d 2 8 o o &
@ = ® © ]
o : 1]
o = © °
2 ) = @
A M A o
T T T T T i
310 32.0 330 34.0 350 380 390
550:10,000,000)
FCF - Folhas Frescas \
CLIH:UI'TIEFID
1 espatulenol axido de cariofileno
0.754 [o]]
/\\‘ E,S—farneseno
] B-elemeno £ i d
~cariofileno
0.50- § = epéxido de
e o 8 humuleno I
! ©
025 o B g
g g0 § 5_
8 AL
T T T T T
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 4z0
(>1,000,000)
TIFCF—FoIhas Secas ‘ TN “\ |§ o
2.0 P
] § dxido de
H cariofileno sxido d
16 N cureumeno espatulenal mumleno 1
= B-elemeno . T T
1.0 I I ;} B
] .
o E-cariofileno &
- 4
s v o 8
- ~ [ =]
5 EENE PN
T T T r T ¥ T T T T
31.0 320 33.0 240 350 360 370 380 450 a6.0

FFldvio Alexandre Carbalho



Resultados e Discussio | 140

Figura 45. CG-EM expandidos dos componentes volateis das folhas in natura, do OE de folhas
secas e folhas frescas de C. sylvestris da populacdo EEA. CondicGes de andlise: 60 a 310 °C -
3° C/ min, por 80 min; temperatura do injetor: 250 °C; split: 1/20; coluna Rtx5-MS (30 m x 0,25
mm d.i.; 0,25 pym filme interno). A coluna cromatografica foi cortada em 10 cm em ambas as

extremidades antes das analises das folhas in natura.
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Durante a secagem das folhas e extracdo do OE ocorrem reacdes
guimicas oxidativas e reducéo de olefinas, como isomerizacéo, polimerizacao,
rearranjo, adicdo nucleofilica, ciclizacdo e abertura de anéis (Usai et al., 1992;
Gopalakrishnan, 1994; Touaibia et al., 2019) e volatilizacdo, o que explicaria a
diminuicdo do teor dos sesquiterpenos hidrocarbonetos apos a secagem.
Njoroge et al. (2003) sugerem que o0 sesquiterpeno hidrocarboneto
biciclogermacreno é oxidado durante a secagem, originando o sesquiterpeno
oxigenado espatulenol. De fato, o teor de biciclogermacreno no OE da
populacdo EEA foi de 14,1 % nas folhas frescas e ap0s a secagem reduziu
para 0 %, enquanto o teor de espatulenol nas folhas frescas foi de 1,0 % e
aumentou para 21,6 % apo6s a secagem, enquanto que na populacdo FCF o
teor de espatulenol nas folhas in natura foi de 1,1 % e aumentou para 29,2 %
no OE das folhas frescas, indicando que ocorreram rearranjos e oxidagao.

O extrato etéreo de Scapania stephanii K. Miller foi analisado por CG-
EM, onde foram verificados 2 componentes majoritarios (bicicloelemeno e
biciclogermacreno) e apés 4 meses foi identificado o espatulenol como
componente majoritario, com a intensidade do pico do biciclogermacreno
reduzida e o bicicloelemeno n&o sendo identificado. Foi verificado em extratos
etéreos de outras amostras frescas a presenca do biciclogermacreno, sem
identificar o espatulenol e apds 8 meses o espatulenol foi identificado nas
mesmas amostras sem a presenca do biciclogermacreno (Toyota et al., 1996).

Paralelamente o biciclogermacreno foi purificado do extrato etéreo de
Dicranolejeunea yoshinagnna (S. Hatt.) Mizut. permanecendo em repouso por
4 dias e analisado por CG-EM, onde foi observado a conversdo do
biciclogermacreno em espatulenol. Ainda conforme Toyota et al. (1996) o
biciclogermacreno foi convertido em espatulenol, sendo proposto o mecanismo
com uma oxidacédo inicial seguido de rearranjos (Figura 46), semelhante ao

mecanismo proposto por Nascimento et al. (2018).
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Figura 46. Proposta de mecanismo da conversdo do biciclogermacreno em espatulenol,
adaptado de Toyota et al. (1996).

biciclogermacreno espatulenol

Portanto, o biciclogermacreno presente nas folhas frescas de C.
sylvestris das populacdbes FCF e EEA foi convertido em espatulenol nos
processos de secagem das folhas e de hidrodestilacdo. O biciclogermacreno é
um precursor biossintético do espatulenol, visto esta conversao ser
demonstrada através de sintese organica por Tran e Cramer (2014). O
espatulenol ndo é um artefato, pois estava presente no OE das folhas frescas
de C. sylvestris da populagdo FCF, porém o teor aumentou devido as
condicdes de secagem (estufa a 40 °C com circulacdo de ar por 3 dias). Nas
coletas populacionais de dezembro o teor de espatulenol aumentou em 3 das 4
populacdes em relacdo as coletas de julho, o que pode relacionado ao
aumento de temperatura em dezembro, corroborando fato de que o aumento
da temperatura favoreceu o aumento do teor de espatulenol. Conforme
Nishimura et al. (1969) através da isomerizacdo do biciclogermacreno séo
formados o aromadendreno e alloaromadendreno, seguidos de oxidacdo
formariam o espatulenol. Portanto, como o teor de alloaromadendreno diminuiu
no OE das folhas frescas e folhas secas, pode ter contribuido para a formagéo
do espatulenol nas populagbes FCF e EEA, assim como no caso do
aromadendreno nas andlises das coletas populacionais das populacdes FCF,
CB e FCA entre os meses de julho e dezembro.

Outro componente do OE que apresentou aumento de teor
paralelamente a reducdo do teor de biciclogermacreno foi o viridiflorol, sendo
observado reducéo do biciclogermacreno no OE das folhas secas em relacao
as folhas frescas, enquanto o teor de viridiflorol aumentou (populagédo EEA),
assim como nas analises entre julho e dezembro (populacbes FCF, CB e FCA),
corroborando o fato do aumento da temperatura entre as épocas de coleta

favorecer o aumento no teor dos sesquiterpenos oxigenados. O fato do teor de
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biciclogermacreno reduzir e o teor do viridiflorol é coerente, pois o
biciclogermacreno € um metabdlito intermediario na biossintese do viridiflorol
(Telascrea et al., 2007). Sesquiterpenos hidrocarbonetos derivados do cation
E,E-farnesil como o germacreno (A, B e D), biciclogermacreno, aromadendreno
e alloaromadendreno ao serem oxidados originam 0s sesquiterpenos
oxigenados ftriciclicos espatulenol, viridiflorol, maliol e globulol de acordo com
Njoroge et al. (1996).

Foi observado que no OE das folhas de C. sylvestris o teor de E-
cariofileno da populacdo FCF diminuiu ap0s a secagem e extracdo o teor de
oxido de cariofileno aumentou paralelamente. Na populacdo EEA o 6xido de
cariofileno formou-se somente apdés a secagem. O teor de E-cariofileno das
populacbes FCF, EEA, CB e FCA diminuiu de julho para dezembro,
paralelamente o teor de 6xido de cariofileno das populacdes FCF, EEA e CB
aumentou, entretanto na populacdo FCA ndo foi identificado Oxido de
cariofileno em nenhuma época.

De Jul para Dez o E-cariofileno foi convertido em oxido de cariofileno,
indicando que o aumento de temperatura favoreceu esta conversdo, porém
outro metabdlito contribuiu para a formacdo do oOxido de cariofileno, pois a
guantidade de E-cariofileno disponivel para oxidacdo era menor que a
guantidade de oOxido de cariofileno formado. O teor médio de E-cariofileno
reduziu enquanto o teor de 6xido de cariofileno aumentou nas populacées FCF
e EEA, conforme anélise sazonal.

Em estudos de degradacéo foi verificado que o teor de E-cariofileno
comecou a diminuir logo ap6s o contato com o ar, paralelamente o teor de
oxido de cariofileno comecou a aumentar e ap6s 5 semanas o E-cariofileno
estava abaixo do teor de 50 % do teor inicial, enquanto o teor formado de 6xido
de cariofileno foi de 30 %. Depois de 40 semanas o E-cariofileno ficou proximo
a 0 % e o teor de Oxido de cariofileno estabilizou em torno de 40 % (Skold et
al., 2006). De acordo com este experimento, foi possivel concluir que o éxido
de cariofileno foi um dos produtos formados a partir da oxidacdo do E-
cariofileno.

A oxidacdo do E-cariofileno apresenta 2 etapas conforme Skold et al.

(2006), a oxidacdo primaria onde houve a formacédo de hidroperdxidos (mais
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reativo) seguida da oxidacdo secundaria com a formacdo do oOxido de

cariofileno (menos reativo), Figura 47.

Figura 47. Proposta de mecanismo da oxidacdo do E-cariofileno em 6xido de cariofileno,
adaptado de Skold et al. (2006).
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O epodxido de humuleno Il foi formado através da oxidacdo do a-
humuleno (Figura 48), considerando que o epéxido de humuleno Il ja foi obtido
por sintese através do a-humuleno (Yang e Deinzer, 1992; Zigon et al., 2015).
O teor de a-humuleno no OE de folhas de C. sylvestris da populacdo EEA
diminuiu ap6s a secagem, enquanto o teor de epoxido de humuleno I
aumentou. Na populacéo FCF os teores de a-humuleno e epoxido de humuleno
Il aumentaram apOs a secagem, indicando que a secagem favoreceu o
aumento de epdxido de humuleno II.

As populacdes FCF e CB (var. sylvestris) apresentaram redugcéo no teor
de a-humuleno e aumento proporcional no teor de epoxido de humuleno de
julho para dezembro no OE, contudo na populacdo FCA ocorreu 0 mesmo, sem
apresentar proporcionalidade. Na populacdo EEA (var. lingua) o teor de a-
humuleno aumentou e o teor de epdéxido de humuleno Il se manteve estavel de

julho para dezembro.

Figura 48. Proposta de mecanismo da oxidacdo do a-humuleno em epoxido de humuleno II.
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O E-B-farneseno foi identificado apenas no OE das folhas frescas do

espécimen FCF 10 com 73,5 %, podendo correlacionar sua degrada¢cdo com o

Iflabio QAlexandre Carbalho



Resultados e Discussio [ 145

aumento do E-nerolidol de 3,9 para 11,1 % no OE das folhas secas do
espécimen FCF 10. A oxidacdo da ligacdo dupla no C-10 do E-B-farneseno
pode levar a formacédo de uma hidroxila, sugerindo a formacéo do E-nerolidol

apos a secagem das folhas de C. sylvestris (Figura 49).

Figura 49. Proposta de mecanismo da oxidag&o E-B-farneseno em E-nerolidol.

E,pfarneseno E-nerolidol

O germacreno D pode ser convertido em elemenos, muurolenos (Bulow
e Konig, 2000; Njoroge et al., 2003) e também em cadinenos através de uma
rota alternativa de biossintese onde o germacreno D se converte no cation cis-
germacril (Arigoni, 1975; Bulow e Konig, 2000), entretanto, dados da literatura
sugerem que os cadinenos sao derivados do cation E,Z-farnesil e nesse caso
nao poderiam ser derivados do germacreno D (Degenhardt et al., 2009;
Dewick, 2009). O teor de germacreno D no OE das folhas frescas diminuiu em
relacdo as folhas in natura das populacées FCF e EEA, enquanto o teor de 3-
elemeno aumentou no OE das folhas frescas de ambas as populacdes, assim
como o teor de d-elemeno aumentou na populagédo EEA. Ocorreu diminuicéo
no teor de germacreno D e aumento do B-elemeno na populacdo CB nas
coletas de julho e dezembro. Contudo, o teor dos cadinenos e muurolenos néo
aumentou, corroborando os resultados de Spandre (2010).

O teor de o-cadineno reduziu no OE das folhas secas em relacdo as
folhas frescas, enquanto o teor de a-cadinol aumentou no OE das folhas secas,
indicando que a oxidacéo do 6-cadineno pode formar o a-cadinol.

O esquema geral proposto da biossintese dos sesquiterpenos
(hidrocarbonetos e oxigenados), identificados como componentes majoritarios
em C. sylvestris var. sylvestris e var. lingua (Figura 50), demonstra que a
maioria dos metabdlitos secundéarios sdo derivados do cétion E,E-farnesil,
entretanto, também foram biossintetizados metabdlitos secundérios através do

cation E,Z-farnesil.
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Para formar o cation humulil e seus componentes derivados ocorre uma
ciclizacao entre os carbonos 1 e 11 (C1-C11), enquanto para originar o cation
germacril ha uma ciclizacdo entre os carbonos 1 e 10 (C1-C10), ambas no
cation E,E-farnesil (Telascrea et al., 2008). A maioria dos componentes
majoritarios identificados na C. sylvestris (folhas in natura) sdo derivados dos
céations humulil e germacril, que sdo derivados diretos do cation E,E-farnesil,
sugerindo a ocorréncia de alguma enzima especifica favorecendo a formacéao

de derivados do céation E,E-farnesil.
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Figura 50. Esquema geral da biossintese dos componentes majoritarios presentes em C. sylvestris.
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5.6.3 Espectroscopia no IV-FT

Os espectros no IV dos OE das folhas de C. sylvestris das populagdes
coletadas nos meses de julho e dezembro/2016 apresentaram bandas de
absorcéo e intensidade semelhantes (Figura 51). Dados de IV-FT podem ser
utilizados para definir perfil quimico (Fingerprint) e parametro de pureza e
identidade no controle de qualidade de OE, entretanto, a literatura néo relata

dados referentes ao perfil de OE de folhas de C. sylvestris por IV-FT.

Figura 51. Espectros na regido do IV-FT do OE de folhas de C. sylvestris populacdes FCF,
EEA, CB e FCA coletadas em Jul e Dez/2016. Cada populacdo é formada pelo OE da mistura

de 10 espécimens.
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Ao correlacionar as bandas de absor¢cdo com informagfes estruturais
referentes aos grupos funcionais, verificou-se a predominancia de bandas de
absorcédo de deformacdes de ligacdes carbono-hidrogénio e carbono-carbono
simples e duplas, além de bandas de absorcdo de deformacbes de ligacdes
carbono-oxigénio indicativas de substancias oxigenadas. A auséncia de bandas

de absorcdo referentes a substancias aromaticas, sugere que ndo ha
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fenilpropanoides na composi¢cao do OE de folhas de C. sylvestris. A Tabela 12
apresenta as bandas de absorcdo do OE referente as populacdes FCF, EEA,
CB e FCA coletadas em Jul e Dez/2016, sendo que cada populacdo é formada

pelo OE de 10 espécimens.

Tabela 12. Bandas de absorcao relativas as deformacgdes vibracionais dos OE das folhas de C.

sylvestris. Cada populagdo estéa representa pelas coletas de Jul e Dez/2016.

Banda (nimero

FCF EEA CB FCA * Atribuicao

de onda; cm™)
2954 2954 2954 2954 2962 Vass —C—H (CHa)
2919 2924 2921 2919 2926 Vs —C—H (CH2)
2854 2854 2854 2854 2854 0s —C—H (CH2)
1643 1644 1642 1643 1675 -1623 Vs —C=C cis ou trans
1448 1448 1448 1452 1450 Oass —C—H (CHs)
1376 1382 1378 1378 1375 0s —C—H (CHs3)
1179 1181 1181 1179 1210-1163 vV C—0 (O—H); Vass C—C-0O
1150 1150 1150 1150 1150 v C-0O
1067 1066 1065 1066 1070 7 —C—CHz; ¥ C-O
984 979 981 981 985 0s H-C -C=C
966 968 968 967 970 0s C=C trans-1,2 dissubstituida
929 932 929 930 920 0s —C—H; 6 —-C=C
887 878 884 882 890 0s C=C 1,1 dissubstituida
850 850 850 850 850 0s C=C 1,1 dissubstituida
831 832 832 832 837 0 —C=C—H trissubstituido
790 788 788 788 790 6 =C-H
574 573 574 573 574 (R)2 6 C=CH:
551 551 551 551 550 6-C-H
507 507 508 509 507 0 =CCz:

*(Silverstein et al., 2005)

Através da correlacdo das bandas de absorcao, foi possivel sugerir que
os OE analisados séao formados predominantemente por hidrocarbonetos néo-
aromaticos e pouco oxigenados, devido ndo aparecerem bandas de absor¢éo
de hidroxilas. Contudo, como nos OE foram identificados sesquiterpenos
alcoois, pode ser que tenha ocorrido ligacdo intermolecular de hidrogénio,
assim enfraquecendo as ligagbes O-H e deixando a banda de absor¢do em
uma frequéncia muito baixa (Silverstein et al., 2005). Os espectros de IV-FT

foram muito semelhantes, apresentando pouca diversidade de grupos
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funcionais. Como néo foram observadas presenca de bandas de absor¢cdo na
regido de compostos aromaticos (fenilpropanoides) e carbonilas, pode ser um
indicativo de adulteragdo do OE de C. sylvestris com outros tipos de OE, oleo

fixo ou 6leo mineral.

5.7 Andlises quimiométricas
5.7.1 Alinhamento cromatografico

O alinhamento dos picos dos cromatogramas possibilitou ajuste no tr
dos picos e maior centralizagdao dos picos, em comparagao com 0s picos antes
do alinhamento. Na representacdo ampliada dos cromatogramas antes de
depois do alinhamento, sdo apontadas as altera¢cdes nos tr com o alinhamento,
mantendo as areas e intensidades dos picos cromatogréaficos (Figura 52).
Conforme Sherman et al. (2018), Martins et al. (2011) e Casale et al. (2010), as
pequenas variacdes na fase mével ou temperatura, idade ou sangria da coluna,
ruidos e contaminantes podem causar deslocamentos nos tr e intensidade dos
picos e através do alinhamento realizado pelo algoritmo COW, o0s picos
cromatograficas foram alinhados, corrigindo os deslocamentos do tr e
intensidade, mantendo a forma e area original, assim evitando resultados

errbneos nas analises quimiométricas (Nederkassel et al., 2006).
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Figura 52. Representacéo ampliada dos cromatogramas antes (esquerda) e depois (direita) do
alinhamento: A) tr 35,000 min, B) tr 3,000 min, C) tr 40,000 min, d) tr 43,000 min.

5.7.2 Analises quimiométricas

A analise quimiométrica populacional foi realizada com 10 espécimens
de cada populacédo de C. sylvestris (FCF, EEA, CB e FCA coletados em Jul e
Dez). Foram observados 3 agrupamentos entre os espécimens analisados na
PCA populacional (Figura 53). No Grupo | estdo agrupados os espécimens com
caracteristicas da var. lingua, sendo composto pela populacdo EEA e pelos
espécimens 4, 8 e 9 da populacdo FCF que estéo distribuidos em locais com
ampla incidéncia de luz solar anualmente e menor umidade, diferentemente
dos demais espécimens desta populacdo, podendo justificar o agrupamento
com a populacdo EEA, embora tais espécimens da populacdo FCF néo

apresentaram troncos com caracteristicas morfoldgicas tipicas da var. lingua
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gue séo cascas profundamente sulcadas e folhas com a presenca de curvatura
adaxial. Os componentes quimicos principais do Grupo | foram o germacreno D
(tr 38,8 — 38,9 min), a-muurolol (tr 45,0 — 45,2 min) o a-cadinol (tr 45,5 — 45,8
min) e o E-cariofileno (tr 36,1 — 36,3 min), conforme o grafico de loadings
(Figura 54).

O Grupo Il é composto predominantemente pelas populacdes CB e FCA,
gue apresentam clima mais umido e presenca de fungos nas folha da maioria
dos espécimens (Tabela 3, Apéndice 1) e pelos espécimens 3, 7 e 10 da
populacdo FCF. A presenca dos espécimens 4 e/ou 8 da populacdo EEA em
todos os grupos pode ser devido a localizagdo em &reas sombreadas na maior
parte do ano, por isso podem ser inseridas em ambas as variedades, pois a
composicdo do OE variou conforme a época do ano. Os componentes
principais do Grupo Il foram o espatulenol (tr 42,7 — 42,8 min) e o E-cariofileno
(tr 36,1 — 36,3 min), de acordo com o gréfico de loadings. Os espécimens da
populagcdo CB (Mata Atlantica) apresentaram composi¢cdo quimica do OE e
caracteristicas morfolégicas semelhantes aos espécimens da populacdo FCA,
gue estédo localizados em area que apresenta resquicios de Mata Atlantica e a
presenca de Cerrado.

O Grupo Il é majoritariamente representado por espécimens das
populacdes FCF, CB, FCA que séao atribuidos a var. sylvestris (FCF e CB) ou
formas intermediarias com caracteristicas mais marcantes da var. sylvestris
(FCA) e um espécimen da populacdo EEA. A var. sylvestris apresentou
variabilidade quimica de acordo com o local da populacéo, indicando que a
populacdo CB (localizada na Mata Atlantica) € diferente da populacdo FCF
(localizada no Cerrado), enquanto que a populagdo FCA apresentou
espécimens com caracteristicas quimicas semelhantes as var. sylvestris e var
lingua, o que é contundente, pois esta localizada em um regido de que
apresenta os 2 biomas com resquicios de Mata e a presenca de Capoeira
sendo considerada uma regido de transicdo entre Mata Atlantica e Cerrado
(Silva, 2003a). Os componentes principais do Grupo Il s&o o
biciclogermacreno (tr 39,4 — 39,7) e o B—elemeno (tr 34,9 — 35,1), segundo

gréfico de loadings.
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Figura 53. Grafico de scores (PC1l x PC2) dos espécimens de C. sylvestris das populacdes

FCF, EEA, CB e FCA, mostrando os agrupamentos de acordo com as populacdes.
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Figura 54. Grafico de loadings (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris das populactes
FCF, EEA, CB e FCA.
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Os componentes volateis da C. sylvestris ndo apresentaram classes

diferentes na composicdo do OE, pois sdo formados exclusivamente por
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sesquiterpenos, diferentemente dos componentes néo-volateis (flavonoides,
derivados do acido galico e diterpenos), que possibilitaram diferenciar as
variedades de C. sylvestris, conforme relatado por Bueno et al. (2015).
Contudo, foi verificado que a var. lingua (Grupo ) apresentou como
componentes principais os sesquiterpenos oxigenados a-muurolol e a-cadinol,
além dos sesquiterpenos hidrocarbonetos germacreno D e E-cariofileno.

O sesquiterpeno oxigenado espatulenol em conjunto com o E-cariofileno
foram os componentes principais da var. sylvestris e das formas intermediarias
no Grupo Il, que é representado majoritariamente pelos espécimens das
populagdbes CB e FCA, enquanto que o Grupo lll apresentou como
componentes principais os sesquiterpenos hidrocarbonetos biciclogermacreno
e (B-elemeno, os quais podem ser os componentes majoritarios do OE da var.
sylvestris (populacdo FCF) e das formas intermediéarias (populagdo FCA).

Os resultados mostraram semelhangcas qualitativas na composicao
guimica entre as popula¢cdes, com distingédo entre as variedades em relagcdo ao
teor dos componentes, sugerindo que o ambiente e a composi¢cdo do solo
influenciam na morfologia, fisiologia e composi¢cdo dos metabdlitos secundarios
da C. sylvestris assim como o nivel de exposicdo solar, que seria um fator
determinante na composi¢cdo do OE com caracteristicas quimicas de ambas as
variedades, os quais sofrem alteracdo de acordo com a época do ano.
Segundo Moore et al. (2014), os nutrientes presentes no solo, o nivel de
exposicao solar e a disponibilidade hidrica séo fatores que influenciam nas
caracteristicas genotipicas e morfologicas. As componentes principais
possibilitaram diferenciar as variedades, contudo, ndo séo tipicos e podem ser
encontrados em maior ou menor quantidade em ambas as variedades, assim
como os compostos fendlicos e diterpenos clerodanicos que sdo marcadores
guimicos das var. lingua e var. sylvestris, respectivamente (Marquete, 2001;
Cavallari et al., 2010; Claudino et al., 2013; Bueno et al., 2015).

As analises quimiométricas sazonais da C. sylvestris foram realizadas
com 10 espécimens de cada uma das popula¢cdes de C. sylvestris (FCF e EEA
coletados por 2 anos). As analises quimiométricas sazonais (Figura 55) indicam
gue o OE da var. sylvestris (populacdo FCF) mantem suas caracteristicas
guimicas sem sofrer alteracdes perante a variabilidade sazonal, diferentemente

da var. lingua, onde alguns espécimens (Grupo Il) apresentaram composi¢cao

Iflabio QAlexandre Carbalho



Resultados e Discussio [ 155

guimica variavel nos meses entre novembro-mar¢o, que pode ser relacionada
ao aumento de temperatura e pluviometria, entretanto os espécimens do Grupo
Il representam menos de 10 % da populacdo EEA, sugerindo assim que tais
fatores climaticos pouco influenciaram, porém a var. lingua € mais susceptivel a
variacdes na composicdo do OE em relacéo a var. sylvestris, indicando que tal
variacdo pode ser relacionada a adaptacao a diferentes condicbes ambientais.
No Grupo Il o teor de germacreno D (tr 38,7 — 38,9) e &-cadineno (tr
40,4 — 40,6), conforme o grafico de loadings (Figura 56), foram superiores nos
meses de inverno/outono, possibilitando diferenciar do Grupo I, contudo nos

demais meses nao foi possivel diferenciar as var. sylvestris e var. lingua

através da composicédo do OE.

Figura 55. Grafico de scores (PC1l x PC2) dos espécimens de C. sylvestris das populacdes

FCF e EEA mostrando os agrupamentos de acordo com as populacdes.
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Figura 56. Grafico de loadings (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris das popula¢des
FCF e EEA.
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A andlise quimiométrica sazonal da populacdo FCF (Figuras 57 e 58)
indica que o padrdo de agrupamento se repetiu durante os 2 anos analisados,
sugerindo que os espécimens da var. sylvestris apresentaram 0 mesmo
comportamento perante as variagbes climéaticas sazonais. Entretanto, os
espécimens 4 e 8 apresentaram caracteristicas quimicas relacionados a var.
lingua, conforme as andlises quimiométricas populacionais. O néo
agrupamento dos espécimens 4 e 8 foi mais frequente nos periodos de outono-
inverno, o que pode ser relacionado ao é-cadineno, a-muurolol e a-cadinol, que

sdo 0s componentes principais do OE da var. lingua.
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Figura 57. Gréfico de scores (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris da popula¢cdo FCF

mostrando o agrupamento de acordo com as estacdes do ano.
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A andlise quimiométrica sazonal da populacdo EEA (Figura 59)

apresentou 2 grupos os quais indicam que houve um padrdo de agrupamento,
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sugerindo que os espécimens da var. lingua se comportam de maneira
diferente em relacdo as variagdes climéaticas sazonais, mesmo pertencendo ao
mesmo bioma. O Grupo | é formado por espécimens que apresentaram como
componente principal o espatulenol nos periodos de outono-primavera-verao,
entretanto ndo houve reprodutibilidade entre os 2 anos analisados, pois no
Grupo Il também houve agrupamento dos mesmos espécimens nos
respectivos periodos, conforme o grafico de loadings (Figura 60).

Foi observado que no inverno houve um agrupamento dos espécimens
no Grupo Il e que se repetiu N0 ano seguinte, 0 que sugere que a var. lingua
apresentou 0 mesmo comportamento fisiologico e maior adaptacdo as
condi¢cbes climéticas nos periodos de menor temperatura, umidade e

pluviometria.

Figura 59. Gréfico de scores (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris da populacdo EEA
mostrando os agrupamentos de acordo com as esta¢fes do ano.

27,5 A A

¥ Jun/1é
Juli1é >
Ago/16 A

Set/16
Out/16
Nov/16 Grupo |

Dez/16
espatulenol
Jan/17 P A

Fevi17
Mar/17
Abr/17
Mail17

1 14
R

Jul/i17
Ago/17
Set/17
Out17
Nov/17
Dez/17
Jan/18 Grupo |l
Fev/18
Mar/18
Abr/18
Mai/18

SRR B =3 ol

0,0

PC2 (12,0 %)

44pFPhboce

-27,5 . ; 1
-32,5 0,0 32,5

PC1 (47,5 %)

Iflabio QAlexandre Carbalho



Regultadog e Discussio

| 159

Figura 60. Gréfico de scores (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris da populacdo EEA

mostrando os agrupamentos de acordo com as estac6es do ano.
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A andlise quimiométrica circadiana (3, 9 15 e 21 h coletados em Fev e

Ago) das populagdes FCF e EEA foram realizadas com 10 espécimens de C.

sylvestris de cada populacéo, sendo observado um perfil de agrupamento entre

todos os horarios em ambos os meses, conforme a PCA circadiana referente a

populacdo FCF (Figuras 61 e 62). O agrupamento da maioria dos espécimens

indica que ndao houve variacdo circadiana na composi¢cdo quimica do OE na

var. sylvestris nos meses analisados, fato que pode ser corroborado pelo

cromatograma fingerprint (item 5.6.2.2, Figura 39).

Figura 61. Gréafico de scores (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris da populacdo FCF

mostrando o agrupamento de acordo com os horarios (a esquerda fevereiro e a direita Agosto).
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Figura 62. Gréfico de loadings (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris da populagédo

FCF (a esquerda fevereiro e a direita Agosto).
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Fatores climéaticos podem influenciar na composicdo quimica do OE,

pois alguns espécimens que ficaram desagrupados nas andlises de fevereiro
as 03 h podem ser relacionados a presenca de chuva. Nas analises de agosto
o vento as 09 h e a variacdo na temperatura de 16-18 °C para 25 °C as 15 h
pode ter influenciado na composicdo quimica do OE de alguns espécimens
(Tabela 4, Apéndice 1). A composicdo quimica de OE pode variar devido a
influéncia de fatores climéaticos como temperatura, pluviometria e incidéncia de
ventos (Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Barbosa et al., 2012; Figueiredo et al.,
2018) entretanto, nem todos 0s espécimens estdo sujeitos a determinados

fatores, pois tais variagdes climaticas circadianas ndo foram extremas.

Nas analises quimiométricas circadianas da populacdo EEA (Figuras 63

e 64) os espécimens coletados as 09 h (Fev e Ago) se agruparam, entretanto,
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nao apresentaram agrupamento com o0s demais horarios, que ficaram
agrupados entre si. Contudo, foi observado que houve uma inversao na
posicdo dos grupos entre os meses analisados, que pode ser atribuido ao
componente principal espatulenol de acordo com as analises quimiométricas,
pois apresentou diferenga no teor nas analises dos espécimens coletados as

09 h para os demais horérios (que foram semelhantes entre si).

Figura 63. Gréfico de scores (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris da populacao EEA

mostrando os agrupamentos de acordo com os horarios (a esquerda fevereiro e a direita

Agosto).
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Figura 64. Gréafico de loadings (PC1 x PC2) dos espécimens de C. sylvestris da populagédo

EEA (a esquerda fevereiro e a direita Agosto).
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Nao foram observadas variacdes climéaticas que pudessem explicar o
agrupamento dos espécimens coletados as 09 h separado dos demais
horarios, contudo, foi observada variagdo pluviométrica entre fevereiro/agosto e
presenca de flores em todos os espécimens em agosto (Tabela 5, Apéndice 1).
Era esperado que a variacdo pluviométrica e a presenca de flores
influenciassem em todos os horarios coletados e n&o apenas em um
determinado horario, portanto essa diferenca ndo pode ser atribuida aos
indices pluviométricos e a floracdo as variacées na composicao do OE da var.

lingua.
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6 CONCLUSOES

A morfologia dos troncos e a anatomia foliar classificaram a populagcdo EEA
como var. lingua e as populagbes FCF, CB e FCA como var. sylvestris. Através da
morfologia foliar, largura significativamente menor das folhas, coloragdo verde claro
e a curvatura adaxial classificaram os espécimens da populagdo EEA como var.
lingua. O menor grau de curvatura adaxial das folhas e a coloragéo verde claro na
populacdo FCA indicam que podem ser formas intermediarias entre as variedades.

O indice de refracdo, a densidade relativa e a espectroscopia no IV-FT podem
ser utilizados em conjunto como parametros de autenticidade e pureza do OE de C.
sylvestris. A populacdo EEA apresentou valor da rotacdo 6ptica especifica negativo
(var. lingua), populacdes FCF e CB valores positivos (var. sylvestris) e a populagao
FCA apresentou valores positivos e negativos (forma intermediaria).

Os componentes majoritarios do OE foram o (-elemeno, a-humuleno,
germacreno D, biciclogermacreno, espatulenol, 6xido de cariofileno e epoxido de
humuleno IlI; ja o bulnesol, y-gurjuneno e 10-epi-B-acoradieno foram tipicos da var.
sylvestris e os teores de germacreno D, a-muurolol e a-cadinol foram maiores na var.
lingua. Nas analises dos componentes volateis das folhas in natura por dessorcao
térmica e do OE das folhas (frescas e secas) identificaram apenas sesquiterpenos e
a secagem e extracao favoreceram a oxidagdo dos sesquiterpenos aumentando o
teor de sesquiterpenos oxigenados.

O teor de OE apresentou variabilidade intrapopulacional e sazonal nas
populacdes FCF e EEA; ja a populacdo CB apresentou maior teor do que as
populagcdbes EEA e FCA, mostrando que a var. sylvestris produz mais OE. As
analises quimiométricas da composicdo do OE mostraram que ha agrupamentos
entre os espécimens da populacdo EEA (var. lingua) e entre os espécimens da
populacdo CB (var. sylvestris), mostrando que ha variabilidade quimica populacional.
Ainda de acordo com as andlises quimiométricas da composicdo do OE foram
verificadas variabilidade quimica sazonal e circadiana nas populagdes FCF e EEA.

A pluviometria e temperatura influenciaram no teor de OE sazonal e
circadiano (populacdes FCF e EEA) e juntamente com os ventos influenciaram na
composicdo do OE populacional, sazonal e circadiano. Ja os micronutrientes do solo

P e K influenciaram no florescimento e morfologia foliar na populagéo EEA.
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8 APENDICES

APENDICE 1

Tabela 1. Dados referentes as coletas sazonais na populagdo FCF. Fonte https://www.ipmet.unesp.br/.

5 . .
Data da Horario . T°C ~ UR % Plgwometrla Smm) IUV  Clima Espécimens ()

coleta dia meés dia meés
01/06/16  8:00 - 9:00 22 18,2 73 0 41,5 6 sol Flores (3)
10/07/16  8:00 - 9:00 20 18,1 68 0 25,8 6 sol Flores (3)
23/08/16  8:00 - 9:00 17 22,0 66 0 24,3 2 sol Flores (1 - 4,10); Frutos (1, 3, 4,6 -9)
13/09/16  8:30-9:30 22 21,6 57 0 60,7 5 sol Flores (1, 2); Flores e Frutos (3 - 10)
05/10/16  8:20 - 9:20 19 22,6 72 0 123,5 2 sol Frutos (2 -7, 9)
04/11/16  8:30-9:30 20 23,0 85 0 159,3 5 sol Flores (3 — 6); Frutos secos (5, 6)
01/12/16 9:30-10:30 23 27,0 80 0 2240 6 sol Frutos verdes (1)
04/01/17 9:30-10:30 27 26,0 68 0 328,6 9 sol
01/02/17 9:00 - 10:00 20 26,0 82 0 297,7 2  nublado Ataque herbivoro (9)
04/03/17  8:00 - 9:00 24 26,0 83 0 226,3 5 sol -
03/04/17  8:00 - 9:00 21 25,2 71 0 102,0 4 sol -
04/05/17  8:00 - 9:00 22 23,1 71 0 52,7 2  nublado Flores (2- 4, 10)
02/06/17  8:00 - 9:00 12 22,0 94 0 19,0 2 sol Flores (4, 6); 3 Frutos verdes (3)
03/07/17  8:00 - 9:00 16 23,0 70 0 11,0 2 sol Flores (3, 4, 6, 7)
01/08/17  8:00 - 9:00 17 25,0 52 0 24,8 1 sol/vento Flores (1 - 10)
02/09/17  8:30-9:30 19 27,0 63 0 69,0 1 sol/vento Flores (1, 2, 5 - 10); Frutos (3 - 10)
02/10/17  8:40 - 9:40 20 28,0 82 9 114,7 1 chuva Frutos (1- 2, 5 - 10)
03/11/17 9:00 - 10:00 23 28,0 67 0 195,0 3 sollvento -
03/12/17 9:00 - 10:00 23 27,0 76 0 285,2 3 nublado -
04/01/18  8:00 - 9:00 21 27,0 89 0 319,3 1 sol -
02/02/18  8:30 - 9:30 21 27,0 81 0 274,0 1 nublado -
01/03/18  8:30-9:30 25 26,0 79 0 226,3 4 sol -
02/04/18 9:00 - 10:00 22 25,0 81 0 105,0 1 nublado -
04/05/18 9:00 - 10:00 24 23,0 49 0 41,0 2 o
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Tabela 2. Dados referentes as coletas sazonais na populagdo EEA. Fonte https://www.ipmet.unesp.br/.

5 . .
I%zaglae:jaa Horario dia T Cmés UR % P(Ijlf;/lometrlr?]érsnm) IUV  Clima Espécimens ()

10/06/16  8:30 - 9:30 13 18,2 68 0 41,5 5 sol Flores (4)

14/07/16  8:40 - 9:40 26 18,1 47 0 25,8 6 sol Flores (1, 3-9)

26/08/16  8:20-9:20 23 22,0 49 0 24,3 4 sol Flores e Frutos (1 - 9)
21/09/16  8:40 - 9:40 18 21,6 52 0 60,7 7 sol/vento Flores (1 - 4, 7 - 9); Frutos (3-7)
19/10/16  8:10-9:10 24 22,6 91 0 123,5 8 sol 9 Flores (1 - 9); Frutos (1, 4 - 6)
09/11/16  8:10- 9:10 25 23,0 72 0 159,3 8 sol e

09/12/16 9:20-10:20 27 27,0 72 0 2240 8 sol

12/01/17 9:00 - 10:00 23 26,0 99 0 328,6 2  nublado Ataque herbivoro (4, 8)
09/02/17  8:00 - 9:00 25 26,0 74 0 297,7 7 sol Ataque herbivoro (4)
09/03/17  8:00-9:00 28 26,0 70 0 226,3 7 sol Ataque herbivoro (4)
10/04/17  8:00 - 9:00 24 25,2 68 0 102,0 7 sol Ataque herbivoro (4)
05/05/17  8:00 - 9:00 22 23,1 73 3,0 52,7 2 nublado Ataque herbivoro (4)
05/06/17  8:00 - 9:00 20 22,0 78 0 19,0 1 sol Atague herbivoro (8)
06/07/17  8:00 - 9:00 16 23,0 66 0 11,0 3 sol/lvento Flores (1 - 3, 5-7); At. Herbivoro (4, 8)
07/08/17 9:00- 10:00 20 25,0 45 0 24,8 2 sol Flores (1 - 10); Folhas secas (4)
06/09/17  8:40-9:40 24 27,0 36 0 69,0 3 sol Flores e Frutos (1 - 10); sem folhas (4)
06/10/17  8:40 - 9:40 27 28,0 54 0 1147 5 sol Frutos (1 - 10); poucas folhas (4)
01/11/17 9:00 - 10:00 19 28,0 71 0 195,0 3 sol/vento Poucas folhas (4)

01/12/17  8:40-9:40 19 27,0 95 0 285,2 1 nublado Ataque herbivoro (4)
05/01/18 9:00 - 10:00 23 27,0 86 0 319,3 3 sol Poucas folhas (4)

05/02/18 9:00 - 10:00 21 27,0 72 0 274,0 2  nublado Ataque herbivoro (4)
05/03/18 9:00 - 10:00 27 26,0 68 0 226,3 4 sol

06/04/18 9:00 - 10:00 23 25,0 70 0 105,0 3 sol

02/05/18 9:00 - 10:00 24 23,0 57 0 41,0 3 sol e
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Tabela 3. Dados referentes as coletas populacionais (FCF, EEA, CB e FCA). Fonte https://www.ipmet.unesp.br/.

Pluviometria

0
Populacéao Dc?)tlitdaa Horario Tec lbl/lj (mm) IUV  Clima Espécimens ()
dia meés dia meés

FCF 10/06/16  8:30 - 9:30 13 18,2 68 0 41,5 5 sol Flores (4)
FCF 01/12/16 9:30- 10:30 23 27,0 80 0 224,0 6 sol Frutos verdes (1)
EEA 10/06/16  8:30 - 9:30 13 18,2 68 0 41,5 5 sol Flores (4)
EEA 09/12/16 9:20 - 10:20 27 27,0 72 0 224,0 8 sol -
CB 28/07/16 10:00 -13:00 14 16,5 69 0 55,7 2 nublado Fungos (1 - 8)
CB 13/12/16 10:00 - 13:00 18 26,2 67 0 250,2 7 sol Fungos e Frutos (1 - 10)
FCA 29/07/16 13:00 - 15:00 25 23,2 61 0 37,7 6 sol Fungos (1 - 10)
FCA 14/12/16 11:00-13:00 22 26,2 69 0 210,2 6 nublado Fungos (1 - 10)
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Tabela 4. Dados referentes as coletas circadianas na populacdo FCF. Fonte https://www.ipmet.unesp.br/.

5 . .
Dczztlae:jaa Horario dia T Cmés lé/? P:jui;/llometrlr?lér:m) IUV  Clima Espécimens ()
01/02/17 9:00 - 10:00 20 82 0 2 nublado

01/02/17 15:00 - 16:00 28 60 0 9 sol .
01/02/17 21:00-22:00 20 290 41 0 291.7 0 claro Ataque herbivoro (9)
02/02/17  3:00 - 4:00 19 80 10 0 chuva

01/08/17 8:00- 9:00 17 52 0 1 sollvento

01/08/17 14:00 - 15:00 25 250 25 0 4.8 3 sofl
01/08/17 20:00 - 21:00 18 ' 53 0 ' 0 claro

02/08/17  2:00 - 3:00 16 56 0 0 claro

Tabela 5. Dados referentes as coletas circadianas na populacdo EEA. Fonte https://www.ipmet.unesp.br/.

5 . .
Data da Horario - T°C S UR % quwometrla gmm) IUV  Clima Espécimens ()

coleta dia meés dia meés
09/02/17 9:00 - 10:00 25 74 0 7 sol
09/02/17 15:00 - 16:00 33 41 0 14 sol .
00/02/17 21:00-22:00 27 90 40 0 2907 9 claro Ataque herbivoro (4)
10/02/17  3:00 - 4:00 22 73 0 0 claro
07/08/17 9:00 - 10:00 20 45 0 2 sol
07/08/17 14:30 - 15:30 28 250 25 0 248 3 claro Flores (1 - 10); Folhas secas (4);
07/08/17 21:00 - 22:00 22 ' 49 0 ' 0 claro Ataque herbivoro (8)
08/08/17  2:30 - 3:30 17 63 0 0 claro

Fflavio Alexandre Carbalho


https://www.ipmet.unesp.br/
https://www.ipmet.unesp.br/

Apéndices [ 199

APENDICE 2

Tabela 1. Dimensbes das folhas (duplicata), altura (estimada) e didmetro do caule a altura do peito

(DAP) dos espécimens de C. sylvestris var. sylvestris da populagdo FCF.

Espécimens Folhas comp. x Folhas comp. x Altura Tronco
largura (cm x cm)!* largura (cm x cm)? (m)3 (cm)?
FCF 101 10,0x3,1 9,0x2,9 8,0 40,0
FCF 102 9,5x2,6 9,0x2,6 8,0 25,0
FCF 103 10,0x2,9 10,0x2,9 2,5 15,0
FCF 104 9,1x3,0 9,6 x3,1 5,0 18,0
FCF 105 75x2,8 7,8x2,5 2,5 11,0
FCF 106 8,0x2,3 8,3x2,1 2,5 15,0
FCF 107 7,0x2,5 7,0x2,7 3,0 10,0
FCF 108 8,9x3,2 8,1x3,0 3,5 14,0
FCF 109 8,0x2,8 7,4x2,0 2,5 10,0
FCF 110 13,0x3/4 13,5x35 2,5 10,0

Média 9,0+1,7x28+04 40+22 16,8+9,3

1Determinacéo 1; ?Determingéao 2; *Altura estimada; “DAP

Tabela 2. Dimensbes das folhas (duplicata), altura (estimada) e diametro do caule a altura do peito

(DAP) dos espécimens de C. sylvestris var. sylvestris da populacdo CB.

Espécimens Folhas comp. x Folhas comp. x Altura Tronco
largura (cm x cm)* largura (cm x cm)? (m)3 (cm)*
CB 401 70x2,4 6,5x2,6 5,0 23,0
CB 402 10,0x 3,0 9,0x3,2 4,0 26,0
CB 403 8,3x3,0 8,2x2,8 4,0 25,0
CB 404 9,0x3,0 9,2x3,0 6,0 37,0
CB 405 8,5x3,0 9,0x3,2 3,0 23,0
CB 406 7,5x2,5 7,0x2,6 3,5 28,0
CB 407 7,5%x2,3 7,0x2,4 6,0 40,0
CB 408 8,9x2,9 8,2x2,6 4.5 42,0
CB 409 10,5x 3,2 9,5x3,0 3,0 23,0
CB 410 11,0x2,8 11,8 x3,0 6,0 35,0
Média 8,7+14x28+0,3 45+12 302+75

!Determinacéo 1; ?Determinacio 2; *Altura estimada; “DAP
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Tabela 3. Dimensbes das folhas (duplicata), altura (estimada) e didmetro do caule a altura do peito

(DAP) dos espécimens de C. sylvestris var. lingua da populacao EEA.

Espécimens Folhas comp. x Folhas comp. x Altura Tronco
largura (cm x cm)* largura (cm x cm)? (m)3 (cm)?

EEA 201 7,1x2,2 6,5x2,0 5,0 51,0
EEA 202 7,0x2,0 6,0x2,4 4.0 47,0
EEA 203 7,0x2,1 6,7x2,1 4.0 35,0
EEA 204 7,0x2,7 7,4x2,8 3,0 21,0
EEA 205 6,0x2,0 6,0x1,8 2,5 25,0
EEA 206 7,5x1,7 75x2,1 2,0 25,0
EEA 207 7,8x2,4 7,0x2,2 4,0 40,0
EEA 208 8,3x2,6 8,1x2/4 3,0 11,0
EEA 209 8,0x2,5 8,3x2,5 2,5 21,0
EEA 210 6,5x2,2 6,7x2,3 4,0 14,0

Média 7,1+0,7x23%0,3 3,6+09 29,0+13,6

!Determinacédo 1; 2Determinacéo 2; Altura estimada; “DAP

Tabela 4. Dimensbes das folhas (duplicata), altura (estimada) e diametro do caule a altura do peito

(DAP) dos espécimens de C. sylvestris var. lingua da populacdo FCA.

Espécimens Folhas comp. x Folhas comp. x Altura Tronco

largura (cm x cm)? largura (cm x cm)? (m)3 (cm)*
FCA 301 9,5x2,9 9,6 x2,0 3,0 22,0
FCA 302 7,8x2,8 75x2,8 5,0 45,0
FCA 303 8,5x2,0 9,5x2,0 3,0 12,0
FCA 304 10,0x 2,8 9,8x2,8 2,5 16,0
FCA 305 9,5x2,8 9,5x2,0 4,0 17,0
FCA 306 10,5x 3,3 10,0x 3,1 2,5 20,0
FCA 307 9,0x3,0 8,0x3,0 4,0 23,0
FCA 308 11,2 x3,2 11,5x3,2 4,0 15,0
FCA 309 11,5x2,9 11,2 x3,0 3,0 16,0
FCA 310 9,0x2,7 9,7x2,8 5,0 25,0

Média 96+1,2x05%0,5 3609 21,1+9;3

!Determinacédo 1; 2Determinacédo 2; Altura estimada; “DAP
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APENDICE 3

Tabela 1. Composi¢do quimica do OE de folhas de C. sylvestris da populagéo FCF, Jul/16.

Componentes tr IR IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

limoneno 15,993 1032 1029 96 0,13
----- 31,999 1333 1,11
o-elemeno 32,153 1344 1352 96 7,79
a-cubebeno 33,003 1354 1348 94 0,16
ciclosativeno 33,729 1370 1371 96 0,56
isoledeno 34,061 1377 1376 95 0,24
a-copaeno 34,213 1380 1376 95 3,28
B-cubebeno 34,356 1383 1388 91 0,13
B-bouborneno 34,603 1389 1388 91 0,48
B-elemeno 34,940 1396 1390 96 4,27
a-gurjuneno 35,696 1414 1409 96 0,63
----- 35,845 1417 0,16
E-cariofileno 36,187 1426 1417 96 7,47
B-copaeno 36,532 1435 1432 95 1,22
y-elemeno 36,712 1439 1436 94 0,44
----- 36,767 1440 0,27
aromadendreno 36,957 1445 1441 96 2,75
6,9-guaiadieno 37,131 1449 1444 91 0,79
----- 37,367 1455 0,23
a-humuleno 37,657 1462 1454 90 12,15
9-epi-E-cariofileno 37,897 1468 1466 95 1,92
10-epi-B-acoradieno 38,123 1475 1474 92 0,95
y-gurjuneno 38,466 1483 1477 89 1,08
y-muuroleno 38,575 1485 1479 92 0,51
germacreno D 38,781 1490 1485 96 6,31
B-selineno 38,978 1495 1490 95 2,69
E-B-guaieno 39,399 1505 1502 92 7,79
biciclogermacreno 39,575 1510 1500 95 15,71
Z-y-bisaboleno 39,772 1515 1515 91 1,34
y-cadineno 40,077 1523 1513 95 0,65
————— 40,150 1524 0,38
o-cadineno 40,472 1532 1523 97 5,46
E-cadina-1,4-dieno 40,791 1540 1534 91 0,21
----- 41,784 1565 0,08

----- 41,915 1568 0,79
maliol 42,215 1576 1567 91 0,51
espatulenol 42,631 1586 1578 96 1,26
globulol 42,878 1592 1590 93 1,75
viridiflorol 43,181 1600 1592 93 1,47
————— 43,557 1610 0,45

————— 43,717 1614 0,11

————— 43,832 1618 0,33

————— 44,000 1622 0,11

————— 44,330 1632 0,36

————— 44,433 1634 0,13

————— 44,523 1637 0,50
y-eudesmol 44,660 1641 1632 95 0,82
cubenol 44,917 1648 1646 89 0,25
a-muurolol 45,043 1651 1646 89 0,44
a-eudesmol 45,497 1664 1653 88 1,38
Identificado 95,2

l[ndice de retenc¢éo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 2. Composi¢édo quimica do OE de folhas de C. sylvestris da populacdo FCF, Dez/16.

Componentes tr IR IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

a-copaeno 34,226 1380 1376 96 0,48
B-elemeno 34,939 1396 1390 96 1,25
aromadendreno 36,969 1445 1441 96 1,46
a-humuleno 37,581 1461 1454 93 0,45
10-epi-B-acoradieno 38,136 1474 1475 92 0,84
y-gurjuneno 38,462 1582 1477 89 0,36
curcumeno 38,756 1490 1480 96 4,37
B-selineno 38,956 1495 1490 92 2,56
E-B-guaieno 39,322 1504 1502 89 1,06
————— 39,503 1508 0,31
y-cadineno 40,077 1523 1513 88 0,41
————— 40,164 1525 0,62

————— 41,191 1550 0,76
silfiperfol-5-en-3-0l A 41,631 1561 1559 90 1,64
germacreno B 41,928 1568 1561 91 1,74
palustrol 42,234 1576 1568 90 1,58
----- 42,397 1580 0,62
espatulenol 42,714 1588 1578 95 24,37
oxido de cariofileno 42,887 1592 1583 93 13,81
----- 43,083 1597 0,54
viridiflorol 43,205 1600 1592 94 4,48
----- 43,468 1608 0,98

ledol 43,645 1612 1602 90 0,03
epoxido de humuleno Il 43,883 1619 1608 90 15,09
----- 44,626 1640 1,56

----- 44,683 1641 1,28

----- 44,903 1647 0,49

----- 45,075 1652 0,62

----- 45,226 1656 0,29
a-cadinol 45,554 1666 1654 89 1,44
----- 45,730 1671 0,62

----- 45,878 1675 0,30

————— 46,076 1680 0,38

————— 46,193 1683 0,57

————— 46,313 1687 0,61

----- 46,468 1691 0,52

----- 46,709 1698 0,40

----- 47,650 1724 0,37

----- 47,748 1727 0,77

----- 47,919 1732 0,25

----- 48,148 1738 1,41

----- 48,325 1743 0,37

----- 48,622 1751 1,17

----- 48,817 1757 0,26

----- 48,934 1760 1,01

----- 49,033 1763 2,56

----- 49,560 1777 1,24

----- 49,744 1782 0,90

----- 50,032 1790 0,53

----- 55,093 1945 0,27
Identificado 78,2

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 3. Composi¢éo quimica do OE de folhas de C. sylvestris da populagdo EEA, Jul/16.

Componentes tr IR IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

a-copaeno 34,233 1381 1376 93 0,28
B-elemeno 34,948 1396 1390 95 1,19
E-cariofileno 36,134 1425 1419 89 0,26
aromadendreno 36,977 1446 1441 95 0,76
a-humuleno 37,588 1461 1454 95 0,66
9-epi-E-cariofileno 37,900 1468 1466 93 0,38
y-muuroleno 38,541 1484 1479 93 1,23
B-selineno 38,970 1495 1490 92 0,54
————— 39,324 1504 1,49
a-muuroleno 39,519 1509 1500 92 0,93
y-cadineno 40,082 1523 1513 95 1,50
————— 40,164 1525 1,41

————— 40,451 1532 0,98

————— 41,152 1549 2,04

————— 41,645 1561 0,91
maliol 41,925 1568 1567 92 0,48
E-nerolidol 42,012 1571 1563 91 0,82
palustrol 42,235 1576 1568 91 2,10
----- 42,403 1580 0,36
espatulenol 42,665 1587 1578 96 20,26
globulol 42,875 1592 1590 90 10,35
----- 43,035 1596 0,56
rosifoliol 43,200 1600 1600 89 6,81
----- 43,458 1607 0,42
5-epi-7-epi-a-eudesmol 43,631 1612 1607 89 3,22
epoxido de humuleno Il 43,861 1618 1608 89 8,13
----- 44,050 1624 0,50
junenol 44,208 1628 1619 89 1,37
Z-cadin-4-en-7-ol 44,559 1638 1636 89 2,30
----- 44,708 1642 0,77
cubenol 45,069 1652 1646 90 4,67
a-muurolol 45,226 1656 1646 89 1,40
----- 45411 1662 0,36
a-cadinol 45,547 1665 1654 91 9,21
————— 45,732 1671 0,75

----- 46,188 1683 0,24

----- 46,852 1702 0,30

----- 46,966 1705 0,40

----- 47,801 1728 1,83

----- 48,150 1738 1,10

----- 48,341 1743 0,93

----- 48,525 1748 0,27

----- 48,625 1751 1,04

----- 48,833 1757 0,44

----- 48,937 1760 1,20

----- 49,091 1764 0,59

------ 49,570 1778 1,07

----- 49,755 1783 0,62

----- 49,966 1789 0,55

----- 52,071 1981 0,52
Identificado 78,8

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 4. Composi¢éo quimica do OE de folhas de C. sylvestris da populagdo EEA, Dez/16.

Componentes tr IR IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

o-elemeno 32,485 1343 1338 96 0,51
ciclosativeno 33,759 1370 1371 95 0,29
a-copaeno 34,228 1381 1376 96 1,95
B-bourboneno 34,633 1389 1388 92 0,22
B-elemeno 34,945 1396 1390 95 3,15
a-gurjuneno 35,764 1415 1409 92 1,11
E-cariofileno 36,136 1425 1419 95 1,70
B-copaeno 36,554 1435 1432 95 0,81
y-elemeno 36,719 1439 1436 95 0,56
aromadendreno 36,975 1446 1441 96 1,08
a-humuleno 37,602 1461 1454 98 5,66
9-epi-E-cariofileno 37,903 1469 1466 96 1,35
germacreno D 38,542 1488 1485 94 1,93
valenceno 38,687 1495 1496 94 0,31
E-B-guaieno 38,968 1504 1502 93 0,25
a-muuroleno 39,322 1509 1500 89 1,51
y-cadineno 39,522 1523 1513 95 1,86
o-cadineno 40,085 1525 1523 96 1,92
----- 40,166 1532 1,17
Z-calameneno 40,452 1546 1529 89 0,75
a-cadineno 41,008 1546 1538 89 0,18
------ 41,164 1550 0,92

----- 41,642 1561 0,72
E-nerolidol 42,000 1570 1561 90 1,23
palustrol 42,244 1576 1568 91 1,57
espatulenol 42,734 1588 1578 95 14,99
6xido de cariofileno 42,908 1593 1583 92 8,74
----- 43,051 1596 0,29
viridiflorol 43,232 1601 1592 95 4,80
----- 43,499 1608 1,61
5-epi-7-epi-a-eudesmol 43,646 1612 1607 89 2,74
epoxido de humuleno Il 43,907 1620 1608 89 8,77
----- 44,075 1624 0,26
junenol 44,225 1629 1619 89 0,99
Z-cadin-4-en-7-ol 44,467 1635 1636 90 2,57
----- 44,616 1640 0,60

----- 44,725 1643 0,76
a-muurolol 45,089 1653 1646 90 5,35
cubenol 45,237 1657 1646 89 1,44
----- 45,419 1662 0,42
a-cadinol 45574 1666 1654 91 7,63
----- 45,726 1670 0,67

----- 46,075 1680 0,20

----- 46,175 1683 0,68

----- 46,966 1705 0,20

----- 47,831 1729 1,14

----- 48,335 1743 0,58

----- 48,616 1751 1,09

----- 49,582 1778 0,41

----- 49,687 1781 0,36
Identificado 86,7

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 5. Composi¢édo quimica do OE de folhas de C. sylvestris da populagédo CB, Jul/16.

Componentes tr IR IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

----- 31,961 1332 0,52
0-elemeno 32,440 1342 1338 96 6,32
a-cubebeno 32,968 1354 1348 94 0,10
ciclosativeno 33,692 1369 1371 96 0,11
isodeleno 33,965 1375 1376 93 0,26
a-copaeno 34,166 1379 1376 96 1,87
----- 34,571 1388 0,96
B-elemeno 34,931 1396 1389 97 8,12
a-gurjuneno 35,678 1413 1409 95 4,46
E-cariofileno 36,164 1425 1419 96 10,72
----- 36,342 1430 0,09
B-copaeno 36,494 1434 1432 95 0,89
y-elemeno 36,667 1438 1436 94 2,90
aromadendreno 36,898 1444 1441 94 2,63
6,9-guaiadieno 37,081 1448 1444 91 1,19
alloaromadendreno 37,335 1454 1460 90 0,45
a-humuleno 37,539 1460 1454 95 2,97
9-epi-E-cariofileno 37,844 1467 1466 94 1,28
----- 38,150 1475 0,16
y-gurjuneno 38,316 1479 1477 93 0,33
y-muuroleno 38,523 1484 1479 91 1,20
germacreno D 38,760 1490 1485 97 10,93
B-selineno 38,935 1494 1490 96 2,23
valenceno 39,018 1496 1496 93 0,82
a-muuroleno 39,143 1499 1500 93 0,36
biciclogermacreno 39,437 1507 1500 93 15,16
Z-y-bisaboleno 39,697 1513 1515 90 2,24
y-cadineno 40,022 1521 1513 97 1,31
o-cadineno 40,401 1531 1523 97 4,92
----- 40,747 1539 0,08
a-cadineno 40,956 1544 1538 90 0,11
germacreno B 41,749 1564 1561 95 1,21
----- 41,867 1567 0,77
palustrol 42,184 1575 1568 90 0,62
espatulenol 42,587 1585 1578 95 1,13
globulol 42,838 1591 1590 93 1,64
viridiflorol 43,150 1599 1592 95 1,18
----- 43,207 1600 1,52
guaiol 43,327 1604 1600 93 1,15

----- 43,574 1610 0,61

----- 43,947 1621 0,13

----- 44,133 1626 0,07

----- 44,297 1631 1,35

----- 44,499 1636 0,36
Z-cadin-4-en-7-ol 44,644 1640 1636 89 0,11
----- 44,875 1647 0,18
a-muurolol 44,998 1650 1646 90 0,53
----- 45,367 1660 0,13
a-cadinol 45,489 1664 1654 89 0,88
bulnesol 45,949 1677 1671 92 0,74
Identificado 94,2

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 6. Composi¢édo quimica do OE de folhas de C. sylvestris da populagdo CB, Dez/16.

Componentes tr IR IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

a-copaeno 34,217 1380 1376 92 0,24
B-bouborneno 34,619 1389 1388 91 0,24
B-elemeno 34,955 1396 1390 97 12,22
E-cariofileno 36,129 1421 1419 95 0,88
aromadendreno 36,695 1439 1441 96 1,21
a-humuleno 37,578 1460 1454 91 0,19
9-epi-E-cariofileno 37,892 1468 1466 94 0,19
y-gurjuneno 38,503 1483 1477 90 0,88
B-selineno 38,956 1495 1490 95 4,31
y-patchouleno 39,318 1504 1502 89 0,92
a-muuroleno 39,508 1508 1500 87 0,24
y-cadineno 40,075 1522 1513 93 0,59
cubebol 40,156 1524 1515 84 0,31
----- 41,160 1549 0,50
silfiperfol-5-en-3-0l A 41,629 1561 1559 92 2,27
germacreno B 41,933 1569 1561 92 1,73
palustrol 42,236 1576 1568 89 1,94
----- 42,514 1583 0,51
espatulenol 42,732 1588 1578 95 16,65
oxido de cariofileno 42,916 1593 1583 96 21,61
viridiflorol 43,204 1600 1592 93 3,14
----- 43,477 1608 0,70

ledol 43,631 1612 1602 89 0,94
epoxido de humuleno Il 43,864 1619 1608 87 3,62
----- 44,006 1623 1,26

----- 44,207 1628 0,21
Z-cadin-4-en-7-ol 44,596 1639 1636 88 0,62
----- 44,742 1643 0,29

----- 44,891 1647 0,41
a-muurolol 45,069 1652 1646 88 0,47
----- 45,242 1657 0,25

----- 45,417 1662 0,70
bulnesol 45571 1666 1671 88 4,40
----- 45,720 1670 1,01

----- 45,841 1674 0,35
Z-a-santalol 46,191 1683 1675 89 2,51
----- 46,306 1687 0,51

----- 46,616 1695 0,30

----- 47,520 1720 1,08

----- 47,750 1727 1,04

----- 47,891 1731 0,85

----- 48,027 1735 1,13

----- 48,621 1751 0,25

----- 48,841 1757 0,73

----- 48,933 1760 0,42

----- 49,028 1762 1,65

----- 49,343 1771 0,57

----- 49,570 1778 1,05

----- 49,742 1782 1,68

----- 50,380 1800 0,23
Identificado 84,0

l[ndice de retenc¢éo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 7. Composi¢éo quimica do OE de folhas de C. sylvestris da populagdo FCA, Jul/16.

Componentes tr IR IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

----- 32,020 1333 0,86
o-elemeno 32,545 1345 1338 93 10,53
a-cubebeno 33,030 1355 1348 96 1,39
isoledeno 34,081 1377 1376 94 0,11
a-copaeno 34,221 1380 1376 96 1,82
B-cubebeno 34,624 1389 1388 93 0,47
B-elemeno 34,965 1396 1390 96 5,64
a-gurjuneno 35,774 1416 1409 93 3,61
E-cariofileno 36,154 1425 1419 96 3,77
B-copaeno 36,542 1435 1432 93 0,56
y-elemeno 36,727 1439 1436 94 2,94
aromadendreno 36,957 1445 1441 94 2,21
6,9-guaiadieno 37,145 1450 1444 91 2,37
E-muurola-3,5-dieno 37,473 1458 1453 93 4,96
a-humuleno 37,607 1461 1454 95 1,63
9-epi-E-cariofileno 37,900 1468 1466 92 1,11
----- 38,212 1476 0,16

----- 38,419 1481 0,97
y-muuroleno 38,548 1485 1479 90 0,74
germacreno D 38,767 1490 1485 96 4,97
B-selineno 38,978 1495 1490 96 1,65
E-B-guaieno 39,212 1501 1502 92 4,10
biciclogermacreno 39,552 1509 1500 94 19,08
Z-y-bisaboleno 39,762 1515 1515 92 1,60
y-cadineno 40,084 1523 1513 97 0,63
----- 40,158 1525 0,73

----- 40,462 1532 4,27
E-cadina-1,4-dieno 40,807 1541 1534 95 1,46
a-cadineno 41,008 1546 1538 89 0,11
----- 41,154 1549 0,21

----- 41,663 1562 0,09
germacreno B 41,808 1565 1561 96 1,30
maliol 41,931 1569 1567 93 0,48
palustrol 42,240 1576 1568 90 0,75
espatulenol 42,656 1587 1578 95 2,37
globulol 42,899 1593 1590 92 1,67
viridiflorol 43,206 1600 1592 91 2,24
5-epi-7-epi-a-eudesmol 43,582 1611 1607 94 1,73
----- 44,205 1628 0,09

----- 44,355 1632 0,67

----- 44,450 1635 0,26

----- 44,584 1639 1,22

----- 44,942 1649 0,37
cubenol 45,072 1652 1646 89 0,97
----- 45,225 1656 0,16

----- 45,408 1662 0,10

----- 45,547 1665 0,44

----- 45,857 1674 0,10

----- 46,498 1692 0,09

----- 57,026 2005 0,24
Identificado 914

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 8. Composi¢édo quimica do OE de folhas de C. sylvestris da populagdo FCA, Dez/16.

Componentes tr IR IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

o-elemeno 32,473 1343 1338 90 0,24
a-copaeno 34,215 1380 1376 95 0,64
B-elemeno 34,931 1396 1390 94 1,72
aromadendreno 36,965 1445 1441 96 0,87
a-humuleno 37,579 1461 1454 92 0,73
9-epi-E-cariofileno 37,891 1468 1466 94 0,24
y-muuroleno 38,5632 1484 1479 89 0,45
B-selineno 38,954 1495 1490 94 2,23
————— 39,183 1500 0,39

————— 39,313 1504 1,96
a-muuroleno 39,507 1508 1500 90 0,33
————— 40,158 1525 3,03
Z-calameneno 40,444 1532 1529 95 4,58
————— 41,217 1551 0,78

————— 41,368 1555 2,32

————— 41,631 1561 1,45

----- 41,926 1568 0,64

----- 42,040 1571 0,24
palustrol 42,233 1576 1568 89 1,38
----- 42,390 1580 0,24
espatulenol 42,705 1588 1578 95 29,92
globulol 42,880 1592 1590 92 10,51
----- 43,031 1596 1,23
viridiflorol 43,204 1600 1592 92 3,25
----- 43,472 1608 0,97

ledol 43,637 1612 1602 91 2,67
epoxido de humuleno Il 43,868 1619 1608 89 9,26
----- 44,004 1622 0,45
Z-cadin-4-en-7-ol 44 597 1639 1636 91 2,74
----- 44,775 1644 0,33

----- 44,925 1648 0,24
cubenol 45,074 1652 1646 89 1,41
----- 45,222 1656 0,38

————— 45,560 1666 1,21

————— 45,734 1671 1,36

----- 45,867 1674 0,31

----- 46,086 1680 0,73

----- 46,215 1684 0,40

----- 46,887 1703 0,49

----- 47,392 1717 0,30

----- 47,651 1724 0,28

----- 47,759 1727 0,54

----- 47,917 1731 0,50

----- 48,146 1738 0,66

----- 48,318 1743 1,02

----- 48,626 1751 0,78

----- 48,931 1760 1,10

----- 49,086 1764 0,89

----- 49,574 1778 0,82

----- 49,688 1781 0,79
Identificado 73,1

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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APENDICE 4
Figura 1. CG-EM do OE de folhas de C. sylvestris das populacdes FCF e EEA (julho e dezembro de
2016).
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Figura 2. CG-EM do OE de folhas de C. sylvestris das populacdes CB e FCA (julho e dezembro de
2016).
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APENDICE 5

Tabela 1. Composicéo quimica dos componentes volateis das folhas in natura de C. sylvestris
da populacdo FCF.

Componentes tr IR ’IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)
o-elemeno 29,765 1337 1338 90 0,40
a-cubebeno 30,348 1350 1348 96 1,05
ciclosativeno 30,998 1364 1371 93 0,50
a-copaeno 31,604 1377 1376 97 13,83
————— 31,917 1384 0,30
B-cubebeno 32,191 1390 1388 93 0,73
B-elemeno 32,289 1392 1390 97 0,96
E-cariofileno 33,555 1422 1419 98 18,65
B-copaeno 33,869 1429 1432 92 0,68
----- 34,767 1451 0,20
a-humuleno 34,910 1454 1544 95 2,21
alloaromadendreno 35,222 1462 1460 96 2,06
----- 35,767 1475 0,07
y-muuroleno 35,933 1479 1479 94 0,59
germacreno D 36,107 1483 1485 96 3,92
B-selineno 36,304 1487 1390 95 1,80
a-selineno 36,739 1498 1492 93 10,87
----- 36,909 1502 0,32
y-cadineno 37,450 1516 1513 94 0,37
----- 37,579 1519 0,86
o-cadineno 38,023 1530 1523 97 26,81
————— 38,236 1536 0,46
————— 38,653 1546 2,43
————— 39,433 1566 1,09
germacreno D-4-ol 39,939 1579 1575 92 0,54
espatulenol 40,057 1582 1578 95 1,15
6xido de cariofileno 40,218 1586 1583 95 1,39
————— 41,066 1608 1,55
————— 41,731 1626 0,46
————— 41,982 1633 1,54
————— 42,278 1641 0,44
————— 42,435 1645 0,21
----- 42,955 1659 0,71
----- 43,150 1664 0,33
----- 44,134 1691 0,52
Identificado 88,5

l[ndice de retencédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.

Fflavio Alexandre Carbalho



Apéndires | 212

Tabela 2. Composi¢éo quimica do OE de folhas frescas de C. sylvestris da populacéo FCF.

Componentes tr IR ’IR 3Similaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

o-elemeno 32,261 1339 1338 93 0,30
ciclosativeno 33,536 1366 1371 94 0,66
a-copaeno 34,007 1376 1376 96 1,85
----- 34,167 1379 0,26

----- 34,413 1384 0,20
B-elemeno 34,728 1391 1390 97 3,69
----- 35,642 1412 0,46
E-cariofileno 35,924 1419 1419 95 3,21
B-copaeno 36,333 1430 1432 93 0,90
————— 36,568 1435 0,34
aromadendreno 36,755 1440 1440 96 1,80
E-B-farneseno 37,430 1457 1456 92 9,02
————— 37,567 1463 0,21
alloaromadendreno 37,675 1466 1460 91 0,67
————— 37,811 1469 0,21

————— 37,922 1477 1,53

----- 38,250 1484 1,10
curcumeno 38,545 1489 1480 95 4,10
B-selineno 38,744 1499 1490 95 2,44
a-selineno 39,114 1503 1498 93 4,67
E-B-guaieno 39,274 1503 1502 91 0,60
----- 39,587 1510 0,19
y-cadineno 39,860 1517 1513 91 0,47
----- 39,971 1520 0,89

----- 40,224 1526 0,22

----- 41,412 1556 0,67
E-nerolidol 41,777 1565 1563 92 1,77
palustrol 42,025 1571 1567 90 0,83
----- 42,159 1574 0,47

espatulenol 42,529 1583 1578 96 29,24
6xido de cariofileno 42,678 1587 1583 93 9,47
viridiflorol 43,014 1595 1592 92 2,90
----- 43,270 1602 1,75

————— 43,425 1606 0,48
epoxido de humuleno Il 43,656 1613 1608 920 4,26
----- 44,242 1629 0,32

----- 44,410 1634 0,81

----- 44,745 1643 1,48

----- 45,336 1660 0,96

----- 47,450 1718 0,25

----- 47,717 1726 0,21

----- 48,399 1745 0,35

----- 48,799 1756 0,44

----- 58,198 2045 0,93

----- 63,039 2473 0,66

----- 63,177 2517 1,26

----- 63,916 2620 0,42

----- 78,050 2970 0,00

----- 78,092 2971 0,00

----- 78,550 2976 0,08
Identificado 83,3

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.

Fflavio Alexandre Carbalho



Apéndires | 213

Tabela 3. Composi¢éo quimica do OE de folhas secas de C. sylvestris da populagéo FCF.

Componentes tr IR ’IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)
a-copaeno 34,017 1376 1376 94 0,77
B-elemeno 34,734 1391 1390 95 3,35
E-cariofileno 35,927 1420 1419 95 0,60
B-copaeno 36,344 1430 1432 89 0,25
aromadendreno 36,764 1440 1441 95 1,06
a-humuleno 37,377 1456 1454 98 6,04
alloaromadendreno 37,688 1463 1460 89 0,37
y-muuroleno 38,325 1479 1479 90 0,65
curcumeno 38,564 1485 1480 89 0,24
B-selineno 38,747 1490 1490 95 1,94
a-selineno 39,117 1499 1498 90 1,47
E-B-guaieno 39,291 1503 1502 89 0,64
y-cadineno 39,869 1520 1513 89 0,46
----- 39,990 1527 0,83
----- 40,267 1544 0,13
----- 40,950 1556 0,54
E-nerolidol 41,421 1563 1563 89 1,31
maliol 41,727 1571 1567 93 1,56
palustrol 42,025 1577 1568 90 1,84
----- 42,273 1582 0,42
espatulenol 42,453 1582 1578 95 17,85
6xido de cariofileno 42,644 1586 1583 92 13,74
viridiflorol 43,000 1595 1592 94 5,28
----- 43,150 1599 0,61
----- 43,246 1601 1,93
----- 43,409 1606 1,29
epoxido de humuleno Il 43,653 1613 1608 90 20,01
----- 43,985 1622 0,11
----- 44,403 1634 1,58
----- 44,856 1646 1,41
----- 45,012 1651 0,21
a-cadinol 45,353 1660 1654 88 2,86
----- 45,526 1665 0,22
----- 45,878 1675 0,14
----- 46,498 1692 0,11
----- 47,468 1719 0,24
----- 47,500 1720 0,24
----- 47,633 1724 0,23
----- 47,817 1729 0,84
----- 48,317 1743 0,72
----- 48,650 1752 0,26
----- 48,758 1755 0,77
----- 49,258 1769 0,37
----- 51,733 1842 0,12
----- 58,133 2242 0,90
----- 62,950 2405 0,72
----- 63,108 2495 1,55
----- 63,920 2752 0,79
----- 66,284 2721 0,32
----- 72,340 2714 0,11
Identificado 81,6

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 4. Composi¢@o quimica dos componentes volateis das folhas in natura de C. sylvestris

da populacdo FCF.

Componentes tr IR ’IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

o-elemeno 29,783 1337 1338 95 0,71
a-cubebeno 30,360 1350 1348 92 0,34
a-copaeno 31,536 1376 1376 96 1,51
B-cubebeno 32,198 1390 1388 92 0,31
B-elemeno 32,297 1393 1390 96 0,96
E-cariofileno 33,470 1420 1419 96 7,85
B-copaeno 33,877 1430 1432 93 1,02
aromadendreno 34,286 1439 1441 95 0,38

a-humuleno 35,008 1457 1453 96 22,24
alloaromadendreno 35,235 1462 1460 91 0,75
————— 35,333 1464 0,20

germacreno D 36,226 1486 1485 97 30,94
————— 36,550 1493 0,29
biciclogermacreno 36,785 1499 1500 93 7,05
a-muuroleno 36,925 1502 1500 93 0,35
----- 37,192 1509 0,67
y-cadineno 37,463 1516 1513 95 0,70
o-cadineno 37,855 1526 1523 94 1,92
----- 38,209 1535 0,66
espatulenol 40,074 1582 1578 94 5,49
----- 40,636 1597 0,64

----- 41,234 1613 0,86

----- 41,375 1616 0,36

----- 41,902 1631 0,59

----- 42,137 1637 1,18

----- 42,306 1642 1,17

----- 42,686 1652 0,44

----- 42,812 1655 0,42

----- 42,939 1659 1,28

----- 43,927 1685 0,52

----- 44210 1693 8,20
Identificado 82,5

l[ndice de retencgéo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
2Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 5. Composi¢ao quimica do OE de folhas frescas de C. sylvestris da populacdo EEA.

Componentes tr IR 2IR SSimilaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)
----- 31,835 1329 0,26
o-elemeno 32,315 1340 1338 94 5,43
a-copaeno 34,031 1376 1376 96 0,13
----- 34,440 1385 0,14
B-elemeno 34,762 1392 1390 97 2,00
a-gurjuneno 35,570 1411 1409 96 0,48
E-cariofileno 35,952 1420 1419 94 3,04
————— 36,196 1426 0,15
B-copaeno 36,368 1430 1432 95 0,82
y-elemeno 36,574 1436 1436 95 6,02
aromadendreno 36,784 1441 1441 95 0,25
————— 37,010 1446 0,39
a-humuleno 37,461 1458 1454 97 8,14
alloaromadendreno 37,717 1464 1460 93 0,37
————— 37,801 1466 0,17
————— 38,250 1477 0,14
germacreno D 38,699 1488 1485 97 22,32
B-selineno 38,831 1492 1490 94 0,12
y-selineno 39,009 1496 1492 93 0,83
biciclogermacreno 39,312 1504 1500 96 14,19
----- 39,607 1511 0,50
y-cadineno 39,896 1518 1513 96 0,50
----- 39,995 1520 0,41
o-cadineno 40,270 1527 1523 96 2,89
----- 40,616 1536 0,18
----- 40,829 1541 0,34
elemol 41,326 1554 1549 96 0,62
----- 41,475 1557 0,09
germacreno B 41,641 1561 1561 97 3,14
E-nerolidol 41,807 1565 1563 95 1,89
palustrol 42,047 1571 1568 90 0,53
————— 42,355 1579 0,41
espatulenol 42,480 1582 1578 95 1,08
globulol 42,731 1588 1590 93 1,79
viridiflorol 43,040 1596 1592 94 2,24
----- 43,219 1601 0,24
rosifoliol 43,421 1606 1600 94 3,31
----- 43,751 1615 0,39
----- 43,857 1618 0,17
----- 44,090 1625 1,59
----- 44,283 1630 0,42
----- 44,355 1632 0,49
y-eudesmol 44,513 1637 1632 94 1,12
a-muurolol 44,905 1648 1646 94 2,81
cubenol 45,074 1652 1646 93 0,77
a-cadinol 45,401 1661 1654 89 5,89
----- 45,827 1673 0,24
----- 46,895 1703 0,13
----- 47,593 1722 0,28
----- 62,074 2175 0,15
Identificado 92,7

l[ndice de retengédo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
?Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.
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Tabela 6. Composi¢do quimica do OE de folhas secas de C. sylvestris da populagéo EEA.

Componentes tr IR . ’IR 3Similaridade Teor
(min) (calculado) (literatura) EM (%) (%)

a-copaeno 34,022 1376 1376 95 0,27
B-elemeno 34,738 1391 1390 95 0,91
a-gurjuneno 35,557 1410 1409 91 0,25
E-cariofileno 35,928 1420 1419 91 0,25
aromadendreno 36,768 1440 1439 94 0,45
a-humuleno 37,381 1456 1454 96 1,69
----- 37,583 1461 0,30

----- 37,688 1463 0,46
E-cadina-1(6),4-dieno 38,332 1479 1476 95 1,11
epi-cubebol 39,124 1499 1494 89 1,63
a-muuroleno 39,311 1504 1500 94 0,94
y-cadineno 39,871 1517 1513 96 1,07
----- 39,977 1527 1,95

----- 40,238 1544 0,26

----- 40,926 1553 1,05
elemol 41,313 1556 1459 89 0,26
----- 41,433 1565 0,55
E-nerolidol 41,785 1571 1563 92 1,27
globulol 42,024 1583 1590 91 1,30

espatulenol 42,503 1588 1578 96 21,60

6xido de cariofileno 42,707 1588 1583 90 10,87
viridiflorol 43,019 1596 1592 93 5,05
----- 43,256 1602 0,50
rosifoliol 43,432 1607 1600 89 2,01

epoxido de humuleno Il 43,681 1613 1608 90 12,97
----- 43,875 1619 0,49

----- 44,007 1623 0,89

----- 44,408 1634 2,32
y-eudesmol 44,500 1636 1632 89 0,36
a-muurolol 44,879 1647 1646 91 4,15
cubenol 45,038 1651 1646 92 1,13
----- 45,209 1656 0,70
a-cadinol 45,360 1660 1654 93 9,87
----- 45,533 1665 0,43

----- 45,875 1675 0,27

----- 46,753 1699 0,31

----- 47,448 1718 0,44

----- 47578 1722 0,93

----- 47,722 1726 0,45

----- 47,936 1732 1,34

----- 48,400 1745 1,67

----- 48,583 1750 0,33

----- 48,718 1754 0,81

----- 48,888 1759 0,45

----- 49,343 1771 0,93

----- 49,986 1789 0,28

----- 51,812 1844 0,72

----- 53,041 1882 0,28

----- 54,701 1933 1,07

----- 54,993 1942 0,41
Identificado 79,4

1[ndice de retenc¢éo calculado de acordo com Van Den Dool e Kratz (1963).
2Indice de retencéo obtido de Adams (2007).
3Similaridade entre os espectros de massas do metabdlito e da base de dados Wiley 7,0.

Iflabio Qlexandre Carbalho
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