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PRODUTIVIDADE E PERFIL QUIMICO DE OLEO ESSENCIAL DE ACESSOS DE
Varronia curassavica Jacq. EM DIFERENTES HORARIOS DE COLETA E PERIODO
SAZONAL. Botucatu, 2016. 61 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia - Horticultura) -
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho™.

Autora: Ana Paula da Silva Marques

Orientador: Prof. Dr. Filipe Pereira Giardini Bonfim

Coorientadora: Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques

RESUMO

Nativa da Mata Atlantica, Varronia curassavica Jacq. € uma espécie
vegetal arbustiva, pertencente a familia Boraginaceae, utilizada na medicina popular no
combate a inflamacdes, ulceras, artrite, como também por seus efeitos anti-inflamatorio,
analgésico, cicatrizante e de combate a febre. Seu papel medicinal se d4 em virtude da ag¢ao
terapéutica de seu Oleo essencial, que ¢ produzido e armazenado em seus tricomas
glandulares, que recobrem a superficie foliar. Este estudo teve por objetivo caracterizar o
rendimento ¢ o perfil do 6leo essencial de quatro acessos de V. curassavica Jacq. em
diferentes hordrios do dia e da sazonalidade, de forma facilitar o planejamento do manejo
de acordo com o perfil e rendimento de 6leo desejado, bem como identificar possiveis
variagOes de perfil entre os acessos. O material vegetal trabalhado foi oriundo de diferentes
estados brasileiros, entre eles, Bahia, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Piaui, porém cultivados
na cidade de Botucatu/SP, e o sistema de extragao de oleo essencial utilizado foi o de
hidrodestilacdo em aparato Clevenger. Somente as folhas foram utilizadas no preparo das
amostras. Os tratamentos de horario de coleta em cada estagdo foram: 06h, 09h, 12h, 15h e
18h, contando com quatro repeticdes cada. Para avaliar o efeito de sazonalidade, amostras
foram colhidas dentro dos horarios na primavera, verdo, outono e inverno, 15 dias apds o
inicio da estacdo. O rendimento foi calculado com base na massa seca das amostras e os
dados foram submetidos a andlise estatistica de variancia, além de regressdo e teste de

médias quando necessario. Os dados demonstram a ocorréncia de diferentes rendimentos
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de oleo essencial entre os acessos no decorrer do dia e nas estagdes do ano. Sendo que o
acesso que mais se destacou em rendimento durante o ano foi o nativo da Bahia. Os
horarios de maiores rendimentos de dleo essencial foram os das 06h e 09h. A partir da
analise da composi¢do quimica do 6leo essencial, percebe-se que os acessos trabalhados
apresentam diferentes perfis quimicos, ocorrendo maior similaridade de composi¢ao entre
os acessos do sudeste, e que as concentragdes dos compostos variam em fungdo da estacao

do ano.

Palavras-chave: erva-baleeira, plantas medicinais, 6leo essencial, sazonalidade.
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PRODUCTIVITY AND CHEMICAL PROFILE OF ESSENTIAL OIL IN
POPULATIONS OF Varronia curassavica Jacq. AT DIFFERENT COLLECTION TIMES
AND SEASONAL PERIOD. Botucatu, 2016. 61 f. Dissertagao (Mestrado em Agronomia -
Horticultura) - Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho™.

Author: ANA PAULA DA SILVA MARQUES

Adviser: PROF. DR. FILIPE PEREIRA GIARDINI BONFIM

Coadviser: Dra. MRCIA ORTIZ MAYO MARQUES

SUMMARY

Native of the Atlantic Forest, Varronia curassavica Jacq. it’s a
shrubby plant species belonging to the Boraginaceae family, used in folk medicine to fight
inflammation, ulcers, arthritis, as well as for its anti-inflammatory, analgesic, healing and
anti-fever. His medical paper occurs due to the therapeutic action of the essential oil, that is
produced and stored in their glandular trichomes, that covers your foliar surface. This
research project aimed to characterize the yield and essential oil profile of four accesses V.
curassavica Jacq. at different harvesting daytime at each season, in order to facilitate the
planning of management according to the profile and yield of desired oil, as well as
identify possible variations profile among accesses. Plant materials worked are from
different Brazilian states, including Bahia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro and Piaui, but
growing in the city of Botucatu/SP, and the essential oil extraction system used to
hydrodistillation was Clevenger apparatus. Only the leaves were used to prepare the
samples. The harvesting schedule treatments at each season were: 06am, 09am, 12pm,
03pm and 06pm, with four replications each. To evaluate the effect of seasonality samples
were collected in the spring, summer, autumn and winter, 15 days after the start of season.
The yield was calculated based on the dry weight of the samples and the data were
subjected to statistical analysis of variance, and regression and factor analysis when
necessary, in Assistat software. The data demonstrate the occurrence of different essential

oil yield between accesses throughout the day and the seasons. The access that stood out in
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income during the year was the native of Bahia. From the chemical analysis of the essential
oil composition, we can see that accesses worked have different chemical profiles,
occurring greater compositional similarity between the southeastern access, and that the

concentrations of the compounds vary according to the season.

Keywords: erva-baleeira, medicinal plants, essential oil, seasonality.



1. INTRODUCAO

Indicios arqueologicos apontam a utilizacdo de plantas medicinais
pelo homem desde épocas pré-historicas. Estas e outras evidéncias sugerem que o uso de
plantas para fins medicinais ¢ a mais antiga e mais difundida forma de medicacdo da
histéria humana, sendo que as principais fontes de medicamentos no mundo, até¢ o século
passado, eram animas ou vegetais. De fato, ndo somente os seres humanos utilizam plantas
medicinais. Tem se registro de populagdes de outros primatas onde foi observado o uso
repetitivo de espécies vegetais que possuem compostos de carater analgésico,
antimicrobiano, anti-inflamatério, imunoestimulante, antidiarreico, digestivo e regulatorio
reprodutivo. Nestes casos, hd ainda indicios da selecdo e administracdo das plantas para
determinados males (HALBERSTEIN, 2005).

Segundo Gurib-Fakim (2006), a maior parte da populagdo mundial
ainda utiliza as tradicionais matéria medica (plantas medicinais, animais, minerais, fungos
ou outros materiais) em seus cuidados didrios de satde. De acordo com a Organizagdo
Mundial da Saude, 80% da populacdo global, especialmente os povos de paises em

desenvolvimento, tem suas prescricdoes médicas baseadas em substancias derivadas de
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plantas medicinais (moléculas naturais ou andlogas sintéticas). Este habito parte do
profundo conhecimento de povos tradicionais que, através de método de tentativa e erro
durante séculos, gerou informagdes que foram transmitidas entre geracdes de forma verbal.
Grande parte dos farmacos utilizados pela medicina alopatica moderna tem sua raiz na
medicina tradicional destes povos.

Este poder de cura e/ou melhoria da qualidade de vida advém do
beneficio que estas plantas trazem a satide humana. Dentre as substancias existentes no
organismo vegetal, algumas tém destaque por seus efeitos no combate a vasta gama de
doengas e males, e entre elas estdo os metabolitos secundarios vegetais.

A Organizagao Mundial da Satde tem incentivado que seus Estados
membros procurem integrar ou inserir a medicina tradicional, ou medicina complementar
integrativa, em seus sistemas de satde, caso do Sistema Unico de Saude (SUS) no Brasil.
Nesse sentido, foi aprovada no Brasil a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares do SUS, no ano de 2006, que incluiu, em carater complementar, a
medicina tradicional chinesa, plantas medicinais e fitoterdpicos no sistema de atendimento
a saude (BRASIL, 2012).

Em fevereiro de 2009 foi publicada a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) pelo Departamento de Assisténcia
Farmacéutica da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos do Ministério
da Saude (DAF/SCTIE/MS) (RENISUS, 2009), com setenta e uma espécies. Esta lista ird
nortear as acdes para selecdo de espécies da RENAFITO, com potencial de avangar no
desenvolvimento da cadeia produtiva e de geracdo de fitoterapicos para o SUS.
Recomenda-se, portanto, a organizacdo do setor produtivo, legalmente estabelecido e
atendendo as Boas Praticas e as normas sanitarias, regulamentadas pela ANVISA
(BRASIL, 2006).

Dentre as 71 espécies selecionadas, destaca-se a planta objeto deste
estudo, Varronia curassavica Jacq., de sinonimia Cordia verbenaceae, popularmente
conhecida como erva-baleeira. Diante do uso desta espécie para fins medicinais, desponta a
demanda de informagdes referentes ao seu cultivo, de forma a garantir material vegetal de
qualidade, que bem manipulado, resulte em medicamento eficiente. Nesse sentido, este
estudo visa: observar se ocorre diferenca de rendimento de o6leo essencial em diferentes

horarios de coleta, bem como entre as estagcdes do ano; qual o tempo necessario de
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hidrodestilagao para obtencao de maior rendimento de 6leo essencial e comparar os perfis
quimicos dos oleos essenciais resultantes dos diferentes acessos de V. curassavica Jacq.
sob cada tratamento, a fim de avaliar possiveis diferengas quimicas e produtivas de

materiais de origens geograficas diversas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar o rendimento e o perfil do 6leo essencial de diferentes
acessos de Varronia curassavica Jacq. sob diferentes horarios de coleta e periodos
sazonais, além de determinar o melhor tempo de hidrodestilagdo para o material foliar da

espécie.

2.2. Objetivos especificos

a) Determinar se o tempo de hidrodestilacdo de material vegetal

foliar de V. curassavica Jacq., influencia o rendimento e/ou perfil quimico do odleo

essencial;
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b) Testar tratamentos de diferentes horarios de coleta para cada
acesso de V. curassavica Jacq. visando maior rendimento de 6leo essencial por coleta;

c) Avaliar se ocorre influéncia sazonal nos rendimentos de Oleo
essencial nos acessos de V. curassavica Jacq.;

d) Caracterizar os o6leos dos acessos nos diferentes experimentos,
de forma facilitar a escolha do horario de coleta de acordo com o perfil e rendimento de
6leo desejado, bem como identificar possiveis variacdes de perfil entre os acessos e

periodo sazonal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Varronia curassavica Jacq.

Dentre as dicotiledoneas ha a familia botanica Boraginaceae, grupo
com diversas espécies de plantas medicinais. Com distribui¢do em regides temperadas e
tropicais, inclui 140 géneros e 2700 espécies, sendo que destes, 11 géneros e cerca de 120
espécies sao encontrados no Brasil. Sua familia se compode de arvores, arbustos e ervas;
raramente lianas. Suas espécies apresentam folhas simples, com disposi¢ao alterna,
margem inteira ou serreada, sem estipulas. A inflorescéncia é cimosa, com flores
bissexuadas, majoritariamente actinomorfas e diclamideas. Seus frutos sdo geralmente
drupas, mas ocorrem esquizocarpos € capsulas. A maioria das espécies arbustivas do
género Cordia, pertencentes a Boraginaceae, foram recentemente reconsideradas do género
Varronia (SOUZA, LORENZI, 2012) e dentre elas se encontra Varronia curassavica

Jacq..
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V. curassavica Jacq. (sinonimia = Cordia verbenaceae DC.) ocorre
naturalmente na América do Sul e Central, no Brasil estando presente na regido da costa
brasileira, dentro da Mata Atlantica em dunas litoraneas, solos arenosos ou areas de
restinga, € em campos rupestres. A espécie ¢ perene e geralmente encontrada entre 500 e
1000m de distancia da praia. Planta arbustiva atinge até 2m de altura, possui fuste muito
ramificado, folhas sésseis, pubescentes na face inferior e lanceoladas. Sua inflorescéncia ¢
densa, com pedunculo ereto e flores brancas. Seus frutos sdo subglobosos e vermelhos
(FETJO et al., 2014; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI, 2012).

O oleo essencial de V. curassavica é produzido ¢ armazenado em
seus tricomas glandulares que recobrem a superficie foliar (FEIJO et al., 2014). As partes
areas da planta sdo utilizadas para o preparo de extratos alcodlicos, infusdes e decocgdes
desde os tempos coloniais pela medicina popular tradicional devido aos seus efeitos anti-
inflamatorio, antireumatico, analgésico, cicatrizante (CARVALHO et al., 2004) e combate
a febre (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Seus beneficios j& sdo registrados por pesquisas cientificas,
comprovando sua agdo antibacteriana (CARVALHO et al., 2004; HERNANDEZ et al.,
2007), anti-inflamatéria e antialérgica (PASSOS et al., 2007), antiulcerogénica (ROLDAO
et al., 2008) e antifuingica (HERNANDEZ et al., 2007; NIZIO et al., 2015).

Em fungdo dos efeitos benéficos registrados, a pomada e o emplastro
produzidos a partir das folhas de V. curassavica fazem parte do rol registrado no
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, indicados por seu efeito anti-
inflamatério (BRASIL, 2011). De fato, a espécie ¢ utilizada na produc¢ao de medicamentos
industrializados, o que exige a producao massiva de sua biomassa vegetal, o que levou a
implementagdo de monoculturas da planta (ROSA et al., 2008).

Outro diferencial desta espécie € que seu 6leo essencial é insumo na
producdo do que veio a ser o primeiro fitoterapico anti-inflamatorio desenvolvido
totalmente no Brasil, no ano de 2005, pelo Laboratério Aché, presente na forma de creme e

com o nome comercial de Acheflan® (GONELI et al., 2014).
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3.2. Metabdlitos secundarios

Compostos metabdlicos primarios sdo produzidos por processos
fisiologicos basicos a sobrevivéncia vegetal, tais como fotossintese, Ciclo de Krebs ¢ a
glicolise, que dao origem ou disponibilizam agucares, aminoacidos, compostos
intermediarios do Ciclo de Krebs, acidos tricarboxilicos, além de proteinas, 4cidos
nucléicos e polissacarideos. Metabolitos primarios sdo moléculas majoritarias na estrutura
fisica e no metabolismo da planta. J& os compostos secundarios provém de processos
derivados das rotas metabolicas primarias, sdo numerosos ¢ difundidos principalmente
entre vegetais superiores. Até¢ 1985, 20.000 compostos secundarios foram descritos e desde
entdo, anualmente mais 1.000 sao relatados (SEIGLER, 2010).

Inicialmente, durante os estudos dos metabdlitos vegetais, os
compostos secundarios foram descritos por Kossel (1891) como opostos aos primarios.
Posteriormente este conceito foi retrabalhado devido a possivel origem dos metabdlitos
secundarios a partir de mudancas secundarias do metabolismo nitrogenado vegetal, sendo
entdo denominados de “endproduckts”. Quando comparados aos metabolitos primarios, os
secundarios se apresentam em menor quantidade, frequentemente representando menos de
1% do carbono vegetal. Sdo acumulados em células ou oOrgdos especificos e estdo
diretamente relacionados as interagdes da planta com seu ecossistema, atuando como
protetores contra radiacdo ultravioleta, antibidticos, antifiingicos, antivirais e, em alguns
casos, antigerminativos, toxicos para outros individuos vegetais (alelopatia) ou
apresentando efeito antialimentar em herbivoros (BOURGARD et al., 2001).

Valdés e Balbin (2000) conceituam os metabolitos secundarios como
produtos derivados da biossintese, transformagao e degradagdo de compostos enddgenos
vegetais.

Caracteristica que diferenciam metabolitos secundarios dos
primarios ¢ o fato dos mesmos estarem presentes em grupos vegetais, cujas linhagens
foram selecionadas evolutivamente e onde estes compostos se direcionam a certas
necessidades do vegetal, como por exemplo, compostos volateis na atragao de

polinizadores (PICHERSKY; GANG, 2000).
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Os papéis ecoldgicos dos metabdlitos secundarios incluem defesa
contra herbivoros e patogenos, mediacao de atracao de polinizadores e de relagdo com
fungos micorrizicos, sinalizacdo planta-planta e protecdo contra radiacdo, seca e geada.
Uma populagdo de plantas pode apresentar polimorfismo presencga-auséncia de metabdlitos
secundarios individuais, mas geralmente o que ocorre ¢ uma variacdo quantitativa nas
concentragdes destas substancias. As diversidades quantitativas e qualitativas dos
compostos influenciam as interagdes ecologicas do vegetal, sendo que pequenas variagdes
estruturais nos mesmos podem provocar possibilidade de diferentes efeitos. Estas
modificagdes quimicas ocorrem devido a carga genética do individuo, ao ambiente e a
interacdo entre ambos, resultando numa alteragdo fenotipica ontogénica e fisiologica.
Idade, tamanho da planta, mudangas de disponibilidade de recursos e estratégia de
sobrevivéncia podem influenciar as concentracdo destes metabolitos no vegetal. O
ambiente fisico ou bidtico podem gerar alteragdes nos tipos e nas quantidades de
metabolitos produzidos como resultado de adaptagdes locais ou pela triagem e selecdao
genotipica através do habitat (MOORE et al., 2013).

Os metabolitos secundarios tém como exemplo os alcaloides,
terpenos, compostos fenodlicos e aminoacidos ndo proteicos, e agem diretamente sobre o
crescimento, desenvolvimento e fisiologia do vegetal (DAI et al., 2014). Estas substancias
atuam como importantes agentes de defesa das plantas e compde algumas das
caracteristicas chaves de suas propriedades antiherbirovas. Niveis destes metabolitos
variam largamente intra e interespecificamente ¢ podem ser traduzidos como variagdes na
resisténcia do vegetal contra herbivoros e patogenos (O’REILLY-WAPSTRA; MILLER;
POTTS, 2014).

3.3  Oleos essenciais

Compostos lipofilicos, altamente volateis e com peso molecular
abaixo de 300, sdo definidos pela Organizacdo Internacional de Padroniza¢do como
“produto obtido a partir de matéria-prima vegetal, por destilagio com vapor d'agua". A
maioria dos Oleos essenciais disponiveis no mercado sdo obtidos mediante processo de

hidrodestilacdo e geralmente se apresentam menos densos que a agua. Estes o6leos
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essenciais, além de seu uso flavorizante, representam uma alternativa “verde” nas areas da
nutricdo, cosmética, de perfumaria, farmacéutica e agricola, devido ao seu efeito
antimicrobiano, antiviral, antifingico, inseticida, nematicida, analgésico, sedativo e por
suas propriedades aromaticas e antioxidantes. Cada 6leo pode ser composto desde apenas
poucas substancias até¢ mais de 100 compostos individuais (TUREK & STINTZING, 2013;
BAKKALI et al., 2008).

Seus componentes incluem, principalmente, duas classes de
metabolitos secundarios de diferentes origens biossintéticas, o dos terpenos, principal
grupo, ¢ o dos fenilpropanoides. (BAKKALI et al., 2008). Constituindo complexa mistura
de substancias quimicas organicas, sao liquidos aromaticos presentes em diversos 6rgaos
vegetais (folhas, caules, raizes, frutos e sementes) e apresentam compostos bioativos
polares e apolares. Sua estrutura quimica ¢ composta de terpenos (monoterpenos e
sesquiterpernos majoritariamente); compostos aromaticos (aldeidos, alcoois e fendis) e
terpenoides (compostos oxigenados) (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

A caracteristica hidrofobica de seus componentes se mostra
interessante meio de acdo, jA que permite sua passagem pelas membranas celulares e
mitocondriais das células bacterianas tornando-as mais permeaveis, acarretando um efluxo
de ions e moléculas que conduz & morte celular (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-
NOVALES, 2011).

Devido a versatilidade de uso, 6leos essenciais, € seus componentes
quando isolados, estdo presentes em diferentes momentos do nosso dia a dia, como em
produtos cosméticos, por suas caracteristicas odoriferas e preservacdo antimicrobiana
(HERMAN et al., 2012), e em medicamentos; no combate a infec¢des bacterianas, flingica
e virais. Dentro do setor produtivo agropecudrio, 6leos essenciais estdo presentes em
insumos agroquimicos herbicidas e antimicrobianos (CAMPIGLIA et al., 2007) e na
descontaminagdo ou inibicdo de patogenos em alimentos de origem animal
(HERNANDEZ-OCHOA et al., 2011) , podendo promover maior shelf life.

Para a conservagdo de suas propriedades, plantas que apresentam
6leos essenciais devem ser manipuladas corretamente e sua extragdo deve ser efetuada
cuidadosamente, de forma a evitar possiveis contaminacdes ¢ alteragdes quimicas durante

ou apos a extragao.
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3.4. Sazonalidade

A sazonalidade pode ser definida como conjunto de variagdes
ambientais regulares ou como as respostas bioldgicas condicionadas por estas variagdes. O
crescimento e o desenvolvimento vegetal estdo atrelados aos ciclos sazonais, de forma que
as estagdes atuam como fator natural de integracao (BATTEY, 2000). Dentro da producao
de dleo essencial por espécies vegetais ocorrem influéncias de variaveis como fotoperiodo,
temperatura, estresse hidrico, fase de desenvolvimento do vegetal, geografia e outros
fatores climaticos, além de condig¢des de secagem na pos-colheita e forma de destilagdo, os
quais também afetam o contetido do 6leo produzido (OZKAN et al., 2009).

De acordo com a estagdo do ano, em decorréncia das mudancas
climaticas, diferentes estimulos sdo recebidos pelos vegetais, que podem acarretar
alteracdes fisioldgicas, dentre elas possiveis mudancas no metabolismo vegetal secundario
vegetal (GATTI et al., 2014), como a produgdo diferencial de compostos fenolicos em
funcdo da estacdo do ano (NCUBE et al., 2011), aumento ou decréscimo de rendimentos
e/ou de concentragdo de substancias em dleos essenciais (SILVA et al., 2013; SILVA et
al., 2005; SANTOS et al., 2012), assim como diferentes producdes de flavonoides e
polifenéis (CHAVES et al., 2013). E possivel observar inclusive produtividades
diferenciadas de o6leo essencial em funcdo da fase do ciclo do vegetal, como fase
vegetativa, de pré-floracdo, floragdo plena, final de floracdo e frutificagdo (OZKAN et al.,
2009; ZAWISLAK, 2013; SALEHI et al., 2014; KPOVIESSI et al., 2012).

Além da influéncia qualitativa, o periodo do ano pode acarretar
variagdes quantitativas, como o rendimento diferenciado de 6leo essencial em plantas
aromaticas. Neste sentido, estudos tém sido promovidos para caracterizar a producio de
6leo essencial e auxiliar na compreensdo da forma de atuacdo destas varidveis em seu

rendimento.

3.5. Horario de coleta

Da mesma forma que para o fator de sazonalidade, pesquisas tem

procurado caracterizar as variagdes de rendimento e de composi¢ao de 6leos essenciais em
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funcao do horario de coleta do material vegetal de cada espécie de interesse. Os resultados
demonstram que nao ocorre padrao universal de comportamento produtivo quanto ao
horario de coleta, se registrando resultados para diferentes espécies em que hd maiores
rendimentos em horarios da manha (KPOVIESSI et al., 2012), outras em que as maiores
produgdes ocorrem no periodo da tarde (SANTOS et al., 2012; SOUZA et al., 2010) e
outras ainda onde nao ha diferenca significativa entre os horarios (SILVA et al., 2005;
COSTA etal., 2014).

Similarmente ao que acontece com o rendimento, os horarios de
coleta podem influenciar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais nas concentragdes
relativas de compostos (SANTOS et al., 2012; SOUZA et al., 2010; ASGHARI et al.,
2014; ESMAEILIAN et al., 2012, SHIWAKOTT et al., 2015), na propor¢do relativa de
classes de substancias como monoterpeno e sesquiterpenos (KPOVIESSI et al., 2012), bem
como podem ndo influenciar as concentragdes (CHANG et al., 2009).

Assim sendo, avaliar a produtividade qualitativa e quantitativa de
0leo essencial de uma espécie de interesse em funcdo dos horarios de coleta ¢ fundamental
para se compreender a dindmica produtiva do vegetal, o que pode nortear a forma de
manejo, auxiliando na obten¢do de um perfil quimico padriao almejado para um produto

final de qualidade.

3.6. Tempo de extracao

Oleos essenciais devem ser extraidos de forma a ndo sofrerem
aquecimento excessivo, o que pode ser realizado através de diferentes métodos. Por sua
natureza lipofilica, s3o soliveis em solventes organicos e imisciveis em dgua, onde quando
em contato, pela diferente densidade se separam da dgua por decantagdao, formando uma
fase de 6leo e outra de dgua. Entretanto, o tipo de extra¢do adotado varia de acordo com o
orgdo vegetal trabalhado (ASBAHANI et al., 2015).

Dentre os meios de extragdo de 6leo essencial ha a hidrodestilacao
em aparato Clevenger, onde ocorre o aquecimento da amostra embebida em agua, que
atinge cerca de 100°C, temperatura maior que o ponto de ebulicdo dos componentes do

0leo essencial, volatilizando-o. Apds a volatilizagdo, vapor d'dgua e compostos do 6leo
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essencial passam por um condensador. Como a agua ¢ imiscivel com o 6leo essencial,
formam-se duas fases (0leo e agua), sendo a mistura recebida no frasco separador
(ABDELLATIF; HASSANI, 2015).

Estudos de oleos essenciais extraidos em aparato Clevenger
demonstram que o tempo de processamento de amostras para obtencdo de maximo
rendimento varia de acordo com a espécie, como 60 minutos para Mentha x piperita var
citrata (OLIVEIRA et al., 2012); 130 minutos para Cymbopogon citratus (DC.) Stapf; 150
minutos para Cymbopogon winterianus Jowitt, Hyptis pectinata Poit e H. fruticosa Salm.
et Benth; 160 minutos para Lippia sidoides Cham. ¢ 230 minutos para Eucalyptus globulus
Labill. (EHLERT et al., 2006).

Desta forma, a determinacdo do tempo de hidrodestilagdo para o
material vegetal foliar de V. curassavica Jacq. ¢ fundamental, visando estabelecer o
protocolo para obtengdo de maximo rendimento de dleo essencial desta espécie por este

meio.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Plantas Medicinais
do Departamento de Horticultura, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP, campus
de Botucatu — SP e no Laboratorio de Produtos Naturais do Instituto Agrondémico de
Campinas (IAC).

A cidade de Botucatu esta situada a 22°51°S ¢ 48°26°0, a 786 m de
altitude. O clima do municipio é descrito como Cfa, sendo o clima temperado quente
(mesotérmico) com chuvas no verdo e seca no inverno, ¢ com temperatura média do meés
mais quente superior a 22 °C (CUNHA; MARTINS, 2009).

Os dados meteoroldgicos das estacdes do ano foram cedidos pelo
Departamento de Solos e Recursos Ambientais da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da
UNESP, Campus de Botucatu. A temperatura média e a precipitagdo pluviométrica do

periodo estdo demonstradas no Gréafico 1.
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Gréfico 1 — Temperaturas médias e precipitacao registrados durante o periodo do
experimento na cidade de Botucatu/SP, no Campus da Faculdade de Ciéncias Agronomicas
da UNESP. Botucatu/SP, 2015.

A Tabela 01 traz os dados climaticos mensais referentes aos periodos

de coleta.

Tabela 1 — Temperaturas médias, minimas, maximas ¢ pluviosidade dos periodos de coleta
do material vegetal de V. curassavica Jacq. Botucatu/SP, 2015-16.

Mas de coleta Temperatura Temperatura Temperatura  Pluviosidade do
média (°C) minima (°C) maxima (°C) periodo (mm)
Abril/2015 21,5 16,1 27,0 1,5
Julho/2015 18,2 12,9 23,5 0,8
Outubro/2015 22,0 15,0 28,0 1,2
Janeiro/2016 30,2 22,0 36,0 14,0

Os quatro acessos trabalhados estdo localizados na cidade de
Botucatu-SP e tiveram origem em quatro estados brasileiros: dois do nordeste, Bahia e
Piaui, e dois do sudeste, Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Os acessos da Bahia, Piaui e Sao

Paulo se localizam em area de propriedade da empresa Centroflora (Anidro do Brasil), que
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cedeu o material vegetal para pesquisa, enquanto o acesso do Rio de Janeiro localiza-se no
Horto Medicinal do Departamento de Horticultura da FCA, no campus da UNESP.

Entre os acessos, o do Piaui se distingue dos demais, devido as suas
caracteristicas morfoldgicas, como menor abundancia de material foliar, fuste e galhos
menos ramificados e folhas de menor tamanho. Os outros acessos sdo morfologicamente
similares entre si (Figuras 1).

Este trabalho foi constituido por trés experimentos distintos, com

metodologia propria cada um, que serd apresentado em seguida.
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Figura 1 - A) Acesso de V. curassavica Jacq. originario do Rio de Janeiro. B) Acesso de
V. curassavica Jacq. originario da Bahia. C) Acesso de V. curassavica Jacq. originario de
Sao Paulo. D) Acesso de V. curassavica Jacq. originario do Piaui.
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4.1  Experimento | — Determinacédo do tempo de hidrodestilacdo de material

vegetal foliar de V. curassavica Jacq.

Amostras foliares de V. curassavica Jacq. foram coletadas do acesso
pertencente ao Horto Medicinal do Departamento de Horticultura, da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, no més de Dezembro de 2014. Apos a coleta, o material vegetal foi
triado, descartando-se folhas herbivoradas ou que apresentassem sinais de doenga,
desnutricdo ou senescéncia. As amostras foram levadas a estufa de circulagdo forcada de
ar, a 40°C, até a estabilizagdo do peso seco, para posteriormente serem submetidas aos
tratamentos de tempo de hidrodestilagao em sistema Clevenger.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo
cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos de hidrodestilacdo foram de 40, 60,
90, 120 e 180 minutos. As amostras consistiam de 100g de material vegetal. Cada amostra
foi transferida para baldo de fundo redondo de 2L, completando-se o volume com agua
deionizada. O baldo foi entdo acoplado ao aparato Clevenger e aquecido em manta
aquecedora. A contagem dos tempos de tratamento se iniciou no momento de fervura da
mistura. Ao final do tempo de destilagdo, o 6leo essencial foi coletado, pesado e
transferido para vidro ambar com batoque e tampa de rosca, devidamente identificado,
sendo imediatamente armazenado em freezer, para posterior caracterizacdo do perfil
quimico do 6leo.

Os calculos de rendimento do o6leo resultante de cada tratamento
foram feitos com base na matéria seca da amostra e no peso do 6leo coletado.

A férmula utilizada para o célculo do rendimento foi:

R (%) =MO/MS x 100

Onde:

R = Rendimento de 6leo essencial
MO = Massa do 6leo essencial (g)

MS = Massa seca do material vegetal (g)
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Para determinagdo do perfil quimico dos oOleos essenciais, as
amostras foram levadas ao Instituto Agrondomico de Campinas (SP). Dois equipamentos de
cromatografia gasosa foram utilizados durante as analises.

Inicialmente, foi utilizado o cromatografo a gas SHIMADZU GC-
2010, com autoinjetor SHIMADZU AOC-20i, e detector DIC (detector por ionizacdo de
chama), equipado com coluna capilar DB-5 (J&W Scientific, 30m x 0,25mm x 0,25um)
tendo hélio como gas de arraste. No preparo das amostras para cromatografia, 1uL de 6leo
essencial foi diluido em 1 mL de acetato de etila. A programacao utilizada foi: 60°C a
240°C, com aumento de temperatura de 3°C/minuto, split 1/20 e vazio de gas de arraste de
ImL/minuto, com detector a 300°C e injetor a 280°C. As substancias foram quantificadas
no GC-DIC pelo método de normalizacdo de éarea.

A caracterizacdo de composicdo quimica dos Oleos essenciais foi
realizada em cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas (GC-EM Shimadzu,
QP-5000), operando por impacto de elétrons (70 eV), coluna capilar DB-5 (J&W
Scientific, 30m x 0,25mm x 0,25um), com injetor a 240°C e detector a 230°C. As andlises
foram conduzidas nas mesmas condi¢cdes operacionais utilizadas no CG-DIC. A
identificacdo das substancias foi feita por comparacao dos seus espectros de massas com 0s
das substancias do banco de dados do CG-EM (Nist. 62 Library) e dos indices de retencao
(IR) com Adams (2007). Os indices de retencao foram obtidos por meio da injecdo de uma
série de n-alcanos (Co-Cys) no CG-EM, nas mesmas condigdes de analise das amostras, e
aplicando-se a equacao de Van den Dool e Kratz (1963).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e regressdo para
verificar se ha diferenca estatistica significativa entre as amostras dos diferentes

tratamentos.

4.2.  Experimento Il — Rendimento de 6leo essencial em diferentes acessos de

V. curassavica Jacq. em funcéo de horarios de coleta nas estacfes do ano.

Neste experimento, foram avaliados os quatro acessos de V.

curassavica Jacq. em diferentes horarios de coleta, separadamente para cada estagdo do
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ano (primavera, verdo, outono e inverno). As coletas acontecem 15 dias apds o inicio da
estacao.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados em
esquema fatorial 5x4, com cinco horarios de coleta associados a quatro acessos, com
quatro blocos. Os tratamentos de horarios de coleta foram: 06h, 09h, 12h, 15h ¢ 18h. E os
acessos foram: V. curassavica Jacq. origem Rio de Janeiro, V. curassavica Jacq. origem
Bahia, V. curassavica Jacq. origem Sao Paulo e V. curassavica Jacq. origem Piaui. As
amostras (100g de folhas frescas) foram levadas a estufa de circulacdo for¢ada de ar, a
40°C, até a estabilizagdo do peso seco das amostras.

Para o experimento, cada amostra foi transferida para balao de fundo
redondo de 2L, completando-se o volume com &4gua deionizada. O baldo foi entdo
acoplado ao aparato Clevenger e aquecido em manta aquecedora.

Ao final do tempo de destilacdo, o 6leo foi coletado, pesado e
transferido para vidro ambar com batoque e tampa de rosca, devidamente identificado,
sendo imediatamente armazenado em freezer, para posterior caracterizacdo do perfil
quimico do 6leo. Os calculos de rendimento do 6leo resultante de cada tratamento foram
feitos com base na matéria seca da amostra, conforme metodologia descrita no
Experimento 1. Os calculos de rendimento do 6leo resultante de cada tratamento foram
realizados com base na matéria seca da amostra.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo
estabelecidas comparagdes por médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade aos acessos

e analise de regressao aos dados quantitativos referentes aos horarios de colheita.

4.3. Experimento Il — Rendimento de 6leo essencial e perfil quimico dos

acessos de V. curassavica Jacq. em funcéo da sazonalidade.

Neste experimento, foram avaliados os rendimentos de o6leo
essencial dos quatro acessos de V. curassavica Jacq. em todas as estagdes do ano
(primavera, verdao, outono e inverno). As coletas acontecem 15 dias apds o inicio da

estacao.
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O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados
em esquema fatorial 4x4 (quatro acessos e quatro estacdes) com quatro blocos. Os
tratamentos referentes aos acessos foram: V. curassavica Jacq. origem Rio de Janeiro, V.
curassavica Jacq. origem Bahia, V. curassavica Jacq. origem Sdo Paulo e V. curassavica
Jacq. origem Piaui. O fator sazonalidade refere-se as coletas nas estagdes do ano
(primavera, verao, outono e inverno). As amostras, compostas por 100g de folhas frescas
cada, foram coletadas no periodo da manha (6:00hs) conforme dados do experimento
anterior, triadas, identificadas, posteriormente levadas a estufa de circulag¢ao forgcada de ar,
a 40°C, até a estabilizacdo do peso seco.

Para o experimento, cada amostra foi transferida para balao de fundo
redondo de 2L, completando-se o volume com &4gua deionizada. O baldo foi entdo
acoplado ao aparato Clevenger e aquecido em manta aquecedora.

Ao final do tempo de destilacdo, o dleo essencial foi coletado,
pesado e transferido para vidro ambar com batoque e tampa de rosca, devidamente
identificado, sendo imediatamente armazenado em freezer, para posterior caracterizacao do
perfil quimico do 6leo, conforme descrito no experimento I. Os célculos de rendimento do
6leo resultante de cada tratamento foram feitos com base na matéria seca da amostra.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade para verificar se ocorre diferenca

estatisticamente significativa entre os tratamentos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento | — Determinacgdo de tempo de hidrodestilacdo de material

vegetal foliar de V. curassavica Jacq.

Por intermédio da andlise de variancia foi possivel detectar efeito
significativo (p<0,05) entre os tratamentos (Tabela 2). Comportamento linear decrescente
foi observado em funcdo do tempo de hidrodestilacio da matéria vegetal para

determinac@o do rendimento do dleo essencial de V. curassavica (Grafico 2).
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Tabela 2 - Anéalise de varidncia do rendimento de 6leo essencial de acesso de V.
curassavica sob diferentes periodos de tempo de hidrodestilagdo. Botucatu/SP, 2015.

FV GL Quadrado médio
Rendimento de 6leo essencial

Reg.linear 1 0,40662*

Reg.quadra 1 0,00987"™

Reg.clbica 1 0,06713™

Reg.4°grau 1 0,05023™

Tratamentos 4 0,13346

Residuo 15 0,05831

Total 19

" nfo significativo (p >=.05)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)

12 y=-0,0337x+1,16 R®*=0,7595

0,8

0,4

0,2

Rendimento de éleo essencial (g 100g matériasecal)
[ ]
()]
Q.
*.
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Tempo de extragio (minutos)

Grafico 2 - Rendimento de 6leo essencial de acesso de V. curassavica, sob diferentes
tratamentos de tempo de hidrodestilagao. Botucatu/SP, 2015.

E possivel afirmar que os maiores rendimentos sdo atingidos aos 40 e
60 minutos, ocorrendo queda no volume extraido em fung¢do do aumento de tempo

decorrido. Este resultado ¢ interessante, pois demonstrou que ndo ¢ necessdrio grande
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periodo de processamento da amostra para obtengcdo do maximo rendimento de volume,
podendo-se adotar o tempo de 40 minutos, evitando maior 6nus referente.

Similarmente aos resultados aqui expressos, Oliveira et al. (2012),
em estudo de tempo de hidrodestilagdo, encontraram maior rendimento de 6leo essencial
de menta (Mentha x piperita var. citrata) em um dos tratamentos de menores periodos de
tempo, 60 minutos. A partir deste periodo de hidrodestilagdo, ocorreu a estabiliza¢ao do
volume obtido mesmo em tratamentos de maior de tempo.

Zheljazkov et al. (2013), em estudo de tempos de destilagdo na
extragdo de dleo essencial de flores de lavanda (Lavandula angustifolia Mill.), obtiveram
os maiores resultados de rendimentos a partir do tratamento de tempo de 60 minutos,
seguido de estabilizagdo do rendimento, comprovando que para a espécie ndo ¢ necessario
maior tempo de destilagdo. Em contrapartida, os autores registraram diferentes
concentragdes relativas de certos compostos de interesse nos diferentes tempos de
destilacdo, o que demonstra que, em experimentos como este, ndo somente o rendimento
deve ser avaliado, mas também as alteragdes quimicas do 6leo resultante do processo nos
diferentes tratamentos de tempo.

Ao contrario dos resultados obtidos neste estudo, Prins et al. (2006),
em pesquisa de tempo de hidrodestilagio de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
encontraram diferente tendéncia de rendimento de Oleo essencial para a espécie, que
apresentou maiores médias para os tratamentos de maiores periodos de hidrodestilagao, de
90 e 120 minutos, e sua analise estatistica revelou tendéncia crescente de rendimento com
o aumento do tempo de hidrodestilagao.

Zheljazkov et al. (2012), em experimento de tempo de destilacdo de
folhas de orégano (Origanum vulgare L.), registraram o tempo de destilagdo de 240
minutos como o tratamento de maior rendimento de oOleo essencial. Quanto as
concentragdes relativas de substancias de interesse, os autores observaram variagao nas
concentragdes em fun¢do do tempo de destilagdo, sendo que das 15 substincias avaliadas,
cinco obtiveram maior rendimento aos 20 minutos de destilagdo e as outras dez aos 240
minutos. Ao realizarem testes de atividade antimicrobiana dos Oleos resultantes dos
tratamentos de tempo, demonstraram que nao ocorre mudanca na a¢do antimicrobiana do

6leo de orégano, independente do tempo de destilagao.
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Em estudo de tempos de destilagio em Mentha x piperata L.
(horteld-pimenta), Cymbopogon flexuosus Ness x Steud. (capim-limido) e Cymbopogon
martinii Roxb. (palmarosa), Cannon et al. (2013), demonstraram que as trés espécies
apresentam diferentes padrdes de rendimento em fung¢do do tempo de extragdo por
destilagdo. Para as trés espécies, os maximos rendimentos de oleo essencial foram
registrados aos 20 minutos de destilagdo, em contrapartida, ndo ocorreu um padrao de
aumento ou queda nas concentragdes relativas das substincias de interesse analisadas.

Através da andlise cromatografica das amostras em GC-EM foi
possivel identificar em média 88,12% das substancias presentes nos o6leos essenciais do
acesso em funcdo do tempo de hidrodestilacio. A Tabela 3 apresenta as substancias

identificadas.

Tabela 3 — Substancias identificadas ¢ suas proporgdes relativas (%) em amostras de 6leo
essencial de Varronia curassavica Jacq. sob diferentes tempos de hidrodestilagdo.
Botucatu/SP, 2015.

Substancia 40 mi 60 min 90 min 120 min 180 min IRc IRI
a-pineno 4296 3974 3502 4046 47,76 933 939
Canfeno 0,08 0,07 0 0 0,13 949 954
Sabineno 0,47 031 0,41 0,48 0,48 973 975
B-pineno 1,09 0,6 035 0,45 0,53 977 979
Mirceno 0,37 0,37 0,32 0,44 0,48 991 990
Limoneno 1,04 1,24 0,49 0,71 1 1029 1029
1,8-cineol 0,78 0,33 0,33 0,42 0,41 1031 1031
n-nonanal 0,14 0,23 0,15 0,28 0,28 1103 1100
glee‘t’lgzzﬁa'acetato 1,36 0,79 0,41 0,54 0,47 1286 1283
5-elemeno 0,56 5,83 1,77 435 47 1339 1338
ﬁfreotigi&e 0,45 0,53 0,28 0,36 0,18 1354 1352
0-copaeno 0,14 0,44 0,29 0,42 0,39 1378 1376
B-clemeno 3,47 527 4,1 439 4,1 1393 | 1390
(E)-cariofileno 13,66 133 1453 15,55 14,1 1421 1419
o-humuleno 3,62 3,98 4.1 3,89 3,39 1454 1454
9-epi-(E)-

. 6,61 5,51 5,24 491 4,47 1461 1462
cariofileno
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Germacreno D 0,74 1,66 0,76 1,5 1,38 1481 1485
Viridifloreno - - - - 0,19 1497 1496
Germacreno A 0,66 1,06 0,99 1,23 1,22 1505 1508
Espatulenol 1,62 0,72 1,1 0,71 0,59 1578 1573
B-copaeno-4-a-ol 5,32 2,1 5,96 2,49 1,67 1591 1590
gf:;lrglgl H1009 55 5,49 5,82 4,52 428 1630 1633
Total 90,44 89,57 8242 881 92,7 . .

Entre os tratamentos, o de 180 minutos foi o Uinico a apresentar o
composto viridifloreno. Dentre as substidncias presentes no oOleo essencial, as mais
representativas conjuntamente foram os isomeros o-pineno e B-pineno; (E)-cariofileno e 9-
epi-(E)-cariofileno, e o a-humuleno, sendo esta tltima uma substancia importante por ser
um dos marcadores quimicos do 6leo essencial de V. curassavica Jacq. para a industria.

Devido a este fato, seus dados de concentragdo foram submetidos a
analise de variancia (Tabela 4). No entanto, ndo foram verificadas diferengas significativas
(p<0,05) para as substancias em funcdo do tempo de hidrodestilacdo, fato este que
comprova que a qualidade do 6leo essencial ndo é prejudicada com a escolha dos menores

tempos de hidrodestilagao, que estdo associados aos maiores rendimentos.

Tabela 4 - Analise de varidncia das concentragdes de a-pineno, (E)-cariofileno, a-
humuleno, 9-epi-(E)-cariofileno e B-pineno em o6leo essencial de V. curassavica Jacq. em
fun¢do dos tempos de hidrodestilacdo. Botucatu-SP, Janeiro de 2015.
FV GL Quadrado médio
(B)- - 9-epi-(E)-
cariofileno humuleno cariofileno
Reg.linear 1 42,64 ™ 1,40 ™ 0,12™ 10,19 ™ 0,05™
Reg.quadra 1 278,15 ™ 15,64 ™ 1,20 ™ 0,32 2,08™
1
1

a-pineno -pineno

Reg.ctbica 4,53 ™ 17,24 ™ 0,001 ™ 0,44 ™ 2,30 ™

Reg.4°grau 22,81 "™ 0,49 ™ 0,0017 " 0,02 ™ 2,39 ™
Tratamentos 4 87,03 8,69 0,33 2,74 1,71
Residuo 15 89,37 15,63 0,83 2,79 1,4
Total 19

" ngo significativo (p >=.05).
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Ao se estudar aspectos produtivos do o6leo essencial de uma
espécie, a presenga ou auséncia de variacdo da concentracdo relativa de compostos em
funcao do tempo de hidrodestilacdo deve ser esclarecido primariamente, pois sua qualidade
afeta diretamente sua eficiéncia enquanto principio ativo. Nos casos em que ndo ocorre
variagdo, tem-se maior seguranc¢a da qualidade de 6leo extraido, pois o perfil quimico, que
define sua forma de acdo no organismo, se mantém. Em contrapartida, nos casos onde ha
mudanga, a alteracdo do perfil quimico do 6leo essencial, e consequentemente da sua acao,
dificulta a padronizacdo do produto final quando ndo se estabelece protocolo para obtengdo

do perfil de interesse.

5.2. Experimento Il — Rendimento de 6leo essencial em diferentes acessos de

V. curassavica Jacq. em funcdo de horarios de coleta nas estac6es do ano.

Primavera/2015

Através da andlise de varidncia foi possivel detectar efeito
significativo (p<0,01) entre os acessos e interacdo entre acessos e horario de coleta,
comportamento ndo observado separadamente para o fator de variacao do horario (Tabela

5).

Tabela 5 - Andlise de varidncia do rendimento de Oleo essencial dos acessos de V.
curassavica em fun¢ido dos horarios de coleta. Botucatu/SP, 2015.

FV GL Quadrado médio
Rendimento de 6leo essencial

Acesso 3 4,3] **

Horario 4 0,37 --

Int. AxH 12 0,75 **

Tratamentos 19 1,23 **

Blocos 3 0,11™

Residuo 57 0,14

Total 79 CV% = 39,92

" ndo significativo (p >=.05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
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Este fato mostra que o rendimento dos acessos ¢ afetado pelo horario
de coleta na estagdo de primavera. Entre os acessos, somente o do Piaui apresentou
rendimento médio estatisticamente inferior aos demais, com 0,23%. Os outros acessos

exibiram rendimentos iguais (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores médios do rendimento de 6leo essencial dos acessos de V. curassavica,
na estacdo da primavera. Botucatu/SP, Novembro de 2015.

Acessos Rendimento médio (%)
Bahia 1,1862 a
Sao Paulo 1,1623 a
Piaui 0,2356 b
Rio de Janeiro 1,1412 a

- Médias seguidas de mesma letra expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Como foi detectada a interagdo entre os acessos € o horario de coleta
para esta estacdo, procedeu-se o desdobramento entre fatores. Dentro do fator de variacdo
de horario de coleta, os maiores rendimentos foram registrados para os acessos de Sao

Paulo as 09h e da Bahia as 06h (Tabela 7). Ambos em horarios de menor radiagao solar.

Tabela 7 - Valores médios de rendimentos de 6leo essencial de acessos de V. curassavica
Jacq. em fungdo do horario de coleta, na estagdo do primavera. Botucatu-SP, novembro de
2015.

Horérios de coleta

Acesso

06h 0%h 12h 15h 18h
Bahia 1,9683 a 1,0034 be 1,0030 a 1,1573 a 0,7991 ab
Sao Paulo 0,5614 bc 2,1927 a 0,7539 ab 0,9018 a 1,4020 a
Piaui 0,1138 ¢ 0,3694 ¢ 0,3005b 0,0767 b 0,3179b

Rio de Janeiro 1,1375b 1,1523 b 1,1203 a 1,1660 a 1,1302 a

- Médias seguidas de mesma letra, na linha, expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade.
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Verdo/2015
Através da andlise de variancia foi possivel detectar efeito
significativo (p<0,01) entre os acessos e interagdo entre acessos e hordrio de coleta,

comportamento ndo observado separadamente para o horario (Tabela 8).

Tabela 8 - Andlise de varidncia do rendimento de Oleo essencial dos acessos de V.
curassavica em fungdo dos horarios de coleta. Botucatu/SP, 2015.

FV GL Quadrado médio
Rendimento de 6leo essencial

Acesso 3 6,7642 **

Horario 4 0,1425 --

Int. AxH 12 0,2440 **

Tratamentos 19 1,2522 **

Blocos 3 0,1237 ns

Residuo 57 5,09

Total 79 CV% = 31,67

" ndo significativo (p >=.05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)

Os resultados indicam que o rendimento de dleo essencial varia
dentro de um ou mais acessos em fun¢ao de seu horario de coleta. Na estacao de verdo, o
acesso do Rio de Janeiro se destaca na producdo de 6leo essencial, chegando a 1,62%,
seguido pelo acesso da Bahia, com 1,14%. O acesso do Piaui registrou o menor rendimento
entre os acessos (0,74%), alcangando menos da metade da produgdo do acesso do Rio de

Janeiro (Tabela 9).

Tabela 9 — Valores médios de rendimento de 6leo essencial dos acessos de V. curassavica,
na estagdo do verao. Botucatu/SP, janeiro de 2016.

ACesso Rendimento médio (%)
Bahia 1,1410 b
Sdo Paulo 0,7453 ¢
Piaui 0,2600 d
Rio de Janeiro 1,6285 a

- Médias seguidas de mesma letra expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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Os acessos do Rio de Janeiro e da Bahia apresentaram os maiores
rendimentos, sendo que o do Rio de Janeiro atingiu seus maiores rendimentos nas amostras
coletadas as 06h (2,14%) e as 18h (1,58%), enquanto para o acesso da Bahia, o melhor

horario de coleta se mostrou o das 15h, onde alcangou 1,54% (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores médios de rendimentos de 0leo essencial de acessos de V. curassavica
Jacq. em fung¢@o do horério de coleta no verdo. Botucatu-SP, Janeiro de 2016.

Horérios de coleta

Acesso

06:00 09:00 12:00 15:00 18:00
Bahia 1,2299 b 0,9946 a 0,8504 b 1,5422 a 1,0881 ab
Sdo Paulo 0,6705 be 0,9572 a 0,6719b 0,5865b 0,8406 b
Piaui 0,3648 ¢ 0,2264 b 0,3598 b 0,3104 b 0,0389 ¢

Rio de Janeiro 2,1419 a 1,3038 a 1,7196 a 1,3960 a 1,5813 a

- Médias seguidas de mesma letra, na coluna, expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a
5% de probabilidade.

Outono/2015
Por intermédio da andlise de variancia foi possivel detectar efeito
significativo (p<0,01) entre os acessos, comportamento ndo observado para o horario de

coleta e nem para interagdo entre os dois fatores (Tabela 11).

Tabela 11 - Analise de variancia dos valores médios de rendimento de 6leo essencial dos
acessos de V. curassavica, na estacdo do outono. Botucatu/SP, Abril de 2015.

FV GL Quadrado médio
Rendimento de 6leo essencial

Acesso 3 4,99203 **

Horario 4 0,15175 --

Int. AxH 12 0,26786"™

Tratamentos 19 0,98934**

Blocos 3 0,17292 ™

Residuo 57 0,15723

Total 79 CV% = 20,43

" ndo significativo (p >=.05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
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O acesso nativo da Bahia se mostrou o mais produtivo quanto ao
rendimento de 6leo essencial no periodo do outono, com producido média diaria de 1,8%. O
acesso de menor rendimento foi o nativo do Piaui, com 0,4% de producdo diaria de 6leo,
enquanto os acessos de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro se apresentaram como os de

produgdo intermedidria, com 0,81% e 1,14%, respectivamente (Tabela 12).

Tabela 12 - Médias dos rendimentos de 6leo essencial dos acessos de V. curassavica na
estacdo do outono. Botucatu/SP, Abril de 2015.

ACesso Rendimento médio (%)
Bahia 1,8384 a
Sdo Paulo 0,8177b
Piaui 0,4002 ¢
Rio de Janeiro 1,1408 b

- Médias seguidas de mesma letra expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Inverno/2015
Dados semelhantes ao encontrado no outono foram observados no
inverno, onde foi possivel detectar efeito significativo (p<0,01) entre os acessos,

comportamento ndo observado para o horério de coleta e nem para intera¢do entre os dois

fatores (Tabela 13).

Tabela 13 - Analise de varidncia dos rendimentos de Oleo essencial dos acessos de V.
curassavica durante a estacdo do inverno. Botucatu/SP, Julho de 2015.

FV GL Quadrado médio
Rendimento de 6leo essencial

Acesso 3 7,37346 **

Horario 4 0,19980 --

Int. AxH 12 0,28901 "

Tratamentos 19 1,38882 **

Blocos 3 0,42323 ™

Residuo 57 0,16873

Total 79 CV % =53.64

" ndo significativo (p >=.05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)
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Entre os acessos, novamente o que se destaca quanto ao volume de
6leo essencial produzido para a estacdo ¢ o nativo da Bahia, com média diaria de 1,81%.
Diferentemente da estacao anterior, os acessos de menores rendimentos foram os acessos
de Sao Paulo e o do Piaui, com médias didrias de 0,90% e 0,67%, respectivamente. O
acesso do Rio de Janeiro foi o intermedidrio para a caracteristica de rendimento, com

média de 1,35% durante a estacdo do inverno (Tabela 14).

Tabela 14 - Valores médios de rendimento de Oleo essencial dos acessos de V.
curassavica, na estagdo do inverno. Botucatu/SP, Julho de 2015.

Acesso Rendimento médio (%)
Bahia 1,8010 a
Sao Paulo 0,6713 ¢
Piaui 0,9099 ¢
Rio de Janeiro 1,3575b

- Médias seguidas de mesma letra expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Outros trabalhos, como observado neste estudo de V. curassavica,
demonstram diferenga significativa de rendimento de 6leo essencial de algumas espécies
de plantas. Oliveira et al. (2012), observou maiores valores médios de rendimento de 6leo
essencial de menta (Mentha x piperita var. citrata) em folhas coletadas as 13:00h, obtendo
rendimento maximo de 1,33%.

Em estudo de rendimento de o6leo essencial de capim-limdo
(Cybompogon citratus DC), Santos et al. (2009) obteve maior produtividade de oleo
essencial em dias quentes, com alta pluviosidade e durante o periodo da manha. Em suas
conclusdes, cita a influencia da época de coleta, variagao climatica e condigdes de cultivo
como influéncias diretas na quantidade de 6leo essencial obtida nos tratamentos.

Santos et al. (2012), em estudo de Alpinia zerumbet (colonia),
encontraram rendimentos de 6leo essencial significativamente maiores em material vegetal
coletado por volta das 14:00h. Os autores também registraram a estabilidade do perfil
quimico, que ndo se alterou diante dos diferentes horarios do dia.

Ao testar diferentes horarios de coleta em Ocimum gratissimum,

Kpoviessi et al.(2012), registraram maiores rendimentos de 6leo essencial no comeco da
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manha e da noite (07:00h e 19:00h), sendo que o menor rendimento ocorreu em amostras
das 13:00h.

Com os dados obtidos neste estudo, podemos inferir que nas
estagdes primavera e verdo existem acessos que se destacam (Bahia e Rio de Janeiro) em
funcdo do horario de coleta, sendo preferiveis os primeiros horarios do dia. Ja para

estagdes outono e inverno os acessos nao sofrem interferéncias dos horarios.

5.3. Experimento Il — Rendimento de 6leo essencial e perfil quimico dos

acessos de V. curassavica Jacq. em funcéo da sazonalidade.

Por intermédio da andlise de variancia foi possivel detectar efeito

significativo (p<0,01) entre os tratamentos (Tabela 15).

Tabela 15 - Analise de variancia do rendimento de 6leo essencial dos acessos de V.
curassavica entre as estagdes do ano. Botucatu/SP, 2016.

FV GL Quadrado médio
Rendimento de 6leo essencial

Epoca 3 7,07796 **

Acesso 3 0,41024 **

Int. EXA 9 0,76898 **

Tratamentos 15 1,95903 **

Blocos 3 0,00560 ™

Residuo 45 0,1

Total 63 CV%= 26,97

" ndo significativo (p >=.05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)

Os resultados estatisticos demonstram que ocorreu diferenga
significativa quanto ao rendimento dos acessos (Tabela 16), das estagdes da estacdo do ano

(Tabela 17) e efeito de interacao entre ambos os fatores (Tabela 18).
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Tabela 16 - Médias dos rendimentos de 6leo essencial de V. curassavica entre as estagdes
do ano em fungdo dos acessos. Botucatu-SP, 2015.

AcCesso Rendimento médio (%)
Bahia 1,8968 a
Sdo Paulo 0,6715¢
Piaui 0,5052 ¢
Rio de Janeiro 1,5032 b

- Médias seguidas de mesma letra expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 17 - Médias dos rendimentos de 6leo essencial de acessos de V. curassavica em
fungdo das estagdes do ano. Botucatu-SP, 2015.

Acesso Rendimento médio (%)
Primavera 0,9452 b

Verao 1,1017 ab

Outono 1,3214 a

Inverno 1,2084 ab

- Médias seguidas de mesma letra expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.

A combinagdo entre acessos e estagdo do ano a serem coletadas
podem influenciar diretamente no rendimento do o6leo essencial de V. curassacica. O
acesso da Bahia coletado no inverno mostrou-se com maior rendimento de 6leo essencial,
tendo média geral de 2,47%, seguido pelo acesso do Rio de Janeiro coletado no verdo, com
2,14%. Ja o acesso de Sao Paulo ndo apresenta diferencas quanto a estacdo de coleta,
apresentando médias superiores no inverno (0,77%). Piaui mostrou-se maiores

rendimentos ao serem coletados no outono (1,13%).

Tabela 18 - Valores médios de rendimentos de Oleo essencial de acessos de V.
curassavica Jacq. em fungdo das estagdes do ano. Botucatu-SP, Janeiro de 2016.

Estacdo do Ano

Acesso

Primavera Verao Outono Inverno
Bahia 1,9683 aA 1,2299 bB 1,9157 aA 2,4735 aA
Sao Paulo 0,5614 bcA 0,6705 bcA 0,6753 cA 0,7788 bcA
Piaui 0,1138 cB 0,3648 cB 1,1334 bcA 0,4090 cB
Rio de Janeiro 1,1375 bB 2,1419 aA 1,5612 abAB 1,1723 bB

- Meédias seguidas de mesma letra, mailGscula na linha e minuscula na coluna, expressam valores
estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Muitos estudos demonstram a ocorréncia de variacdo de
produtividade de 6leo essencial durante as diferentes estagdes do ano e entre populagdes de
mesma espécie. Botrel et al. (2010), em estudo da produtividade de o6leo essencial de
hortela-do-campo, verificou diferencas significativas de produ¢do com maior rendimento
de o6leo na estacdo do verdo e menor rendimento no inverno. Segundo a autora, esse fato
pode se dever ao fotoperiodo, maior no verdo do que nas outras estacoes. Também
verificou a mudanc¢a nos niveis de concentragdo de alguns compostos no decorrer do ano,
além de uma drastica alteracao da relacdo monoterpenos-sesquiterpenos entre as estagdes.

Verma et al. (2011), encontraram que para obter maior rendimento
de oleo essencial de Thymus serpyllum L., planta medicinal nativa do mediterraneo, a
colheita do material vegetal deve ocorrer no verdo, durante o estdgio vegetativo da planta,
demonstrando efetivamente que a estagdo do ano pode interferir diretamente na produgao
do oleo essencial desta espécie. Ainda para este mesmo género, Abu-Darwish et al. (2012)
verificaram o rendimento de 6leo de Thymus vulgaris L. sob diferentes espagamentos de
cultivo e em diferentes estagios de desenvolvimento. Seus maiores rendimentos foram
obtidos quando em estagio vegetativo, corroborando o estudo de Verma et al. (2011), e em
espacamento de 45cm de entrelinha.

Variagdes realtivas ao periodo de colheita também foram
encontradas em estudo do Jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex Holm) por Taveira
et al. (2003) onde o rendimento de dleo entre as estagdes secas e chuvosas foi comparado,
chegando a conclusdo de que os maiores rendimentos sdo encontradas durante a época das
chuvas. Ja Khali et al. (2014), registrou maiores rendimentos de Oleo essencial de
Plectranthus amboinicus no verdo (0,2%), época de maiores temperaturas, humidade
relativa do ar e incidéncia de radia¢do solar. O menor rendimento foi registrado para a
estagdo do inverno (<0,1%).

Em contrapartida, existem espécies onde a variagao de rendimento
entre as estacdes ndo € significativa, como relatado por Sarrazin et al. (2015) em estudo
sazonal de produtividade de oleo essencial de alecrim-d'angola (Lippia origanoides
Kunth). Ao acompanhar a espécie durante 12 meses, encontraram que a diferenga de
rendimento de 6leo era estatisticamente irrelevante. Entretanto, observou a ocorréncia uma

pequena variagdo na composi¢ao quimica do 6leo e de seu potencial antimicrobiano.
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Ao estudar os efeitos da fenologia no rendimento de 6leo essencial
de Salvia officinalis, Arraiza et al. (2012), registraram maiores rendimentos de Oleo
durante a plena floracdo da planta. Em contrapartida, os menores rendimentos ocorreram
no periodo vegetativo, seguido pelo periodo apds a floragdo. Além disso, neste estudo
foram registradas alteragdes nas concentracdes relativas de seus compostos quanto as
estacoes do ano.

Neste estudo, apds o processamento das amostras, os oOleos
essenciais extraidos em todas as estagdes foram submetidos a analise cromatografica, em
cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massa, para identificagdo dos
compostos presentes € suas concentragoes relativas. Foi possivel a caracterizacao de 47
substancias entre os acessos no decorrer das estagdes. Devido a baixa quantidade dos
Oleos essenciais do acesso do Piaui, ndo foi possivel realizar a analise dos 6leos essenciais
das quatro estagdes, somente da estagdo de Primavera. Por este motivo, esta estagdo esta
presente na Tabela 19 para este acesso, o que possibilita a identificacao do perfil quimico

do 6leo essencial e a comparagdo com os dos demais acessos (Figura 2 a 5).
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Figura 2 - Perfil cromatografico do dleo essencial de V. curassavica Jacq. acesso de
origem Sao Paulo, na estacdo de primavera (material vegetal coletado as 06:00). Botucatu-
SP, 2015.

As andlises de cromatografia acoplada a espectrometria de massas
possibilitaram a identificagdao de 85% das substincias presentes nas amostras do acesso de
Sao Paulo. As substancias identificadas/picos foram: 3: a-tujeno , 4: a-pineno, 5: canfeno,
6: sabineno, 7: B-pineno, 8: mirceno, 9: limoneno, 12: n-nonanal, 13: neo-iso-3-acetato de
tujanila, 15: d-elemeno, 16: a-(Z)-bergamoteno, 20: B-elemeno, 22: (E)-cariofileno, 24: f-
gurjeno, 26: [-(E)-farneseno, 27: 9-epi-(E)-cariofileno, 29: germacreno D, 31:
viridifloreno, 33: y-cadineno, 35: espatulenol, 36: 6xido de cariofileno. Dentre os
compostos identificados, os mais representativos sdo a-pineno (33,38%), (E)-cariofileno
(18,96%), 9-epi-(E)-cariofileno (12,54%), germacreno D (3,87%), viridifloreno (4,20%) e
d-elemeno (2,94%).
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Figura 3 - Perfil cromatografico do 6leo essencial de V. curassavica Jacq. do acesso de
origem Bahia, na estacdo de primavera (material vegetal coletado as 06:00). Botucatu-SP,
2015.

Para o acesso da Bahia, foram identificadas as substancias/picos: 3:
tricicleno, 4: a-tujeno, 5: a-pineno, 6: canfeno, 7: a-copaeno, 8: dauceno, 9: cubebeno,
11:(E)-cariofileno, 12: B-copaeno, 13: a-(E)-bergamoteno, 14: acora-2,4(15)-dieno, 15: a-
humuleno, 16: B-(E)-farneseno, 17: 9-epi-(E)-cariofileno, 20: y-muuroleno, 21: germacreno
D, 22: viridifloreno, 23: Isodourene, 24: (E,E)-n-farneseno, 27: y-cadineno, 30: amorfa-
4,7(-11)-dieno, 35: o-muurolol, 36: selin-11-en-4-a-ol, 37: 14-hidroxi-9-epi-(E)-
cariofileno, 38: eudesm-7(11)-en-4-ol (provavel), 40: 14-hidroxi-a-humuleno, 41: (E)-
acetato de nerolidila, 42: (2E,6E)-farnesol. Os compostos identificados totalizam 75,9% da
amostra. As substancias de maior proporcao relativa no 6leo essencial do acesso da Bahia
foram amorfa-4,7(11)-dieno (9,5%), (2E,6E)-farnesoato de metila (10,7%), Eudesm-7(11)-
en-4-ol (6,9%), d-cadineno (6,4'%) e (E)-cariofileno (5,79%).
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Figura 4 - Perfil cromatografico do 6leo essencial de V. curassavica Jacq. do acesso de

origem Piaui, na esta¢do de primavera (material vegetal coletado as 06:00). Botucatu-SP,
2015.

Para a amostra de 6leo essencial do acesso do Piaui foram identifica
as substancias/picos: 3: a-pineno, 4: canfeno, 5: sabineno, 6: B-pineno, 8: mirceno, 9:
limoneno, 10: 1,8 cineole, 11: n-nonanal, 13: neoiso-3-acetato de tujanila, 14: &-elemeno,
16: a-humuleno, 17: 9-epi-(E)-cariofileno, 19: germacreno D, 20: (E)-muurola-4(14)-5-
dieno, 21: viridifloreno, 23: (Z)-calemeno, 25: (E)- cadina-1,4-dieno, 28: espatulenol, 30:
B-copaen-4-a-ol, 38: o-muurulol. Os compostos mais representativos na amostra foram o
(E)-cariofileno 26,98% e a- humuleno (7,88%). Na caracterizagdo do 6leo essencial do

acesso do Piaui, 77,6% das substancias foram identificadas.
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Figura 5 - Perfil cromatografico do 6leo essencial de V. curassavica Jacq. do acesso de
origem Rio de Janeiro, na estagdo de primavera (material vegetal coletado as 06:00).
Botucatu-SP, 2015.

Nas amostras oriundas do Rio de Janeiro, as substancias
identificadas foram os picos: 3: a-tujeno, 4: a-pineno, 5: sabineno, 6: B-pineno, 7: mirceno,
8: limoneno, 9: 1,8 cineol, 10: n-nonanal, 11: neoiso-3-acetato de tujalina, 13: 6-elemeno,
16: B-elemeno, 20: (E)-cariofileno, 24: a-humuleno, 25: 9-epi-(E)-cariofileno, 26:
germacreno D, 27: viridifloreno, 28: B-bisaboleno. Entre elas, os compostos mais
representativos nas amostras do Rio de Janeiro foram o a-pineno (42,82%), (E)-
cariofileno (13,12%), o-elemeno (9,38%), 9-epi-(E)-cariofileno (4,39%), p-elemeno
(3,44%) e oa-humuleno (3,01%). As substancias identificadas nas amostras representam

84,72% dos compostos presentes.
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Tabela 19 — Porcentagem relativa das substancias identificadas nos 6leos essenciais de
diferentes acessos de V. curassavica Jacq. em cada estagdo do ano. Botucatu/SP, 2015.

Porcentagem relativa de compostos por acesso e estacdo do ano (%)

Substancia

Tricicleno
a-tujeno
a-pineno
Canfeno
Sabineno
B-pineno
Mirceno
Limoneno
1,8-cineol
n-nonanal
Neo-iso-3-
acetato de
tujenila
d-elemeno
a-copaeno
Dauceno
-cubebeno

B-elemeno

o-(2)-
bergamoteno

(E)-cariofileno
B-gurjeno
Aromadendreno
-copaeno

o-(E)-
bergamoteno

Acora-2,4(15)-
dieno

o-humuleno
B-(E)-farneseno

9-epi-(E)-
cariofileno

y-muuroleno

Prim

1,17

34,88 38,62

tr

1,2
0,32
0,52

1,1
1,55
0,35

0,46

1,96
0,63

3,63
0,51

15,46
0,74

3,41

Sao Paulo

Ver

1,24

tr
0,95
1,36
0,67
1,15
0,95
0,22

0,5

32
tr

0,61

Out

0,62

Inv Prim Ver

5,98

0,69

1,9

Rio de Janeiro

Out

0,91

Inv

tr

33,68 38,37 42,82 49,94 45,75 47,54

0,21
0,9
4,09
0,86
0,5
0,75
0,47

0,65

0,84
0,36

5,82

tr

0,16

1,8
1,43
0,82
1,23
1,28
0,21

0,49

0,78
0,4

3,88

tr

0,46
0,5
0,46
1,07
0,45
0,38

0,4

9,38

3,44

14,89 20,43 13,12

0,43

0,26

0,57 4,34 3,34

924 7,08 431

0,13

0,85
5,69

3,01

0,64
0,44
0,59
1,29
0,33
0,22

0,4

7,5

2,76

9,68

2,57

0,47
0,21
0,5
1,22
0,38
0,2

0,47

11,35

0,29

11,32

2,8

6,87 439 244 2,12

0,42

0,62
0,5
1,1

0,49
tr

0,4

10,88

4,19

14,17

3,3

3,97

Prim
0,35
2,09
3,91
0,37

tr

tr

tr

tr
2,32
0,52

0,67

0,66
1,01

5,06

4,36

Bahia

Ver
tr
0,31
2,01
0,41

tr

tr

1,84
0,75

0,48

0,62
1,1

3,66

2,65

Out
tr
2,05
6,42
tr
0,64

tr

0,59

tr
4,11
0,46

0,89

1,14
0,82

8,68

6,36

Inv
1,49
tr
1,2
tr

tr

tr

tr

tr
0,83
0,5

0,36

0,33
1,02

1,77

1,5

Piaui
Prim

5,64
tr
tr
tr

0,52
tr
tr

0,58

1,51

1,77
3,78

tr

4,15

26,98
1,77
tr

7,88

tr

1,72

IRc

923
927
933
949
973
977
991
1029
1031
11003

1286

1339
1378
1382
1391
1393

1408

1421
1434
1435
1436

1438

1446

1454
1457

1461

1477

IRI

926
930
939
954
975
979
990
1029
1031
1100

1283

1338
1376
1381
1388
1390

1415

1419
1433
1441
1432

1434

1446

1454
1454

1462

1478
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Porcentagem relativa de compostos por acesso e estacdo do ano (%)

Substancia

d-muuroleno
Germacreno D

(E)-muurola-
4(14)-5-dieno

Viridifloreno
Isodauceno

[B-bisaboleno

(E,E)-n-
farneseno

d-cadineno
(Z2)-calameneno

(E)-cadina-1,4-
dieno

Amorfa-4,7(11)-
dieno

Espatulenol
B-copaeno-4-a-ol
a-muurolol

Selin-11-en-4-a-
ol

14-hidroxi-9-epi-
(E)-cariofileno
Eudesm-7(11)-
en-4-ol *
14-hidroxi-a-
humuleno

(E)-Acetato de
nerolidila *

(2E,6E)-
farnesoato de
metila *

Total

IRc: Indice de retencdo calculado

Sao Paulo

Prim Ver

3,11

3,0

0,3
0,6

2,41

2,3

0,4
0,6

85,0 72,5

*Substancia provavel
tr=1tr: <0,12%

Out

2,41

1,1

0,3
1,1

78,4

Rio de Janeiro

Inv Prim Ver

2,57 1,59 13

LI 13 12

- 04 08
03 - -
02 - -
04 - -
958 83.8 83,9

IRI: Indice de retengdo da literatura (Adams, 2007)

Prim: Primavera; Ver: Verdo; Out: Outono; Inv: Inverno

Out

1,43

0,9

0,7

Inv Prim

1,69 0,77

09 09

- 64

- 6,9

- 05

- 3,2

- 10,7

81,0 90,2 759

Bahia
Ver Out
0,96 0.67

1,8 0,4

1,1 1,4

0,5 2,7

7,7 5,9

154 2.8
0,5 0.4

1,3 0,6

0,4 0,7

14,1 97
0,4

0,4 0,8

1,5 0,6

69,3 71,3

Piaui
Inv  Prim
- tr
0,38 1,67
- 2,15
0,3 2,3
1,6 -
0,6 -
1,7 -
- 5,7
- 3.2
35,6 -
- 0,7
- 0,8
2,0 -
1,6 1,7
15,5 -
4,0 -
80,3 744

IRc

1477
1481

1492

1497
1499
1505

1510

1525
1524

1534

1577

1578
1591
1644

1657

1668

1693

1715

1723

1787

IRI

1478
1485

1493

1496
1500
1505

1520

1523
1529

1534

1481

1573
1590
1646

1659

1667

1700

1714

1717

1784
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Dentre os acessos avaliados, observa-se que os Oleos
essenciais do Rio de Janeiro e de Sao Paulo apresentam perfil quimico similar, enquanto os
do Piaui e da Bahia diferem entre si e dos demais. Independente da estacdo do ano,
observa-se que, o 6leo essencial do acesso da Bahia apresenta composi¢do quimica
divergente dos demais acessos, com substancias com elevada proporcao relativa ausentes
nos demais acessos, dentre elas o sesquiterpeno amorfa-4,7(11)-dieno, substincia
majoritaria no 6leo essencial da primavera. Este acesso apresenta composi¢cdo quimica
complexa. A analise do padrao de fragmentacao dos espectros de massas em conjunto com
os indices de retengdo nao permitiu a identificagdo de todas as substancias, motivo pelo
qual na Tabela 19 as mesmas foram atribuidas como substincia provavel. Para a
identificacdo das mesmas serd necessario o isolamento das substancias e uso de técnicas
auxiliares na identificagdo (Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13).

Observou-se a dualidade presenga-auséncia de certas substancias
entre os acessos, como (E)-muurola-4(14)-5-dieno, (E)-cadina-1,4-dieno, (Z)-calameneno,
d-muuroleno e aromadendreno, que ocorreram somente no acesso do Piaui. O mesmo
ocorreu com o acesso da Bahia, que apresentou 16 substancias ausentes nos outros acessos,
entre elas: tricicleno, B-copaeno, o-(E)-bergamoteno, acora-2,4(15)-dieno, (2E,6E)-
farnesoato de metila, (E)-acetato de nerolidila, 14-hidroxi-a-humuleno, amorfa-4,7(11)-
dieno, selin-11-en-4-a-ol, 14-hidroxi-9-epi-(E)-cariofileno, a-muurolol, (E,E)-n-farneseno,
y-muuroleno, B-cubebeno, isodauceno e dauceno.

A tnica substancia encontrada exclusivamente no acesso de Sao
Paulo foi o a-(Z)-bergamoteno, enquanto que o acesso do Rio de Janeiro foi o tnico com a
presenca de B-bisaboleno.

As propor¢des relativas de alguns dos compostos em comum
apresentaram grande diferenga entre os acessos dentro de uma mesma esta¢ao, como o a-
pineno, que registrou maiores proporc¢des relativas nos acessos oriundos do sudeste, com
média de 36,3% no acesso de Sao Paulo e de 46,5% no do Rio de Janeiro, do que nos do
nordeste, com média de 3,3% para o acesso da Bahia e 5,6% no do Piaui na estacdo da
primavera.

Devido ao fato do composto a-humuleno ser um dos marcadores

quimicos mais utilizados pela industria para controle de qualidade do dleo essencial de V.



48

curassavica, as propor¢des relativas nas estagdes do ano foram submetidas a analise de
variancia, com o intuito de ser observar se ocorre variagao significativa do teor do

composto no decorrer do ano (Tabelas 20 a 22).

Tabela 20 — Analise de variancia das proporg¢des relativas de o-humuleno em o6leo
essencial de acessos de V. curassavica em fungdo das estagdes do ano. Botucatu/SP, 2015.

FV GL Quadrado médio
Proporgao relativa média (%)

Epoca 2 12,17 **

Acesso 3 1,15 *

Int. ExA 6 0,36 ™

Tratamentos 11 2,73 **

Blocos 3 0,52 "

Residuo 33 9,83

Total 47 CV% = 50,21

" nfo significativo (p >=.05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
*significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<p <.05)

Tabela 21 — Proporgéo relativa média de a-humuleno em 6leo essencial de acessos de V.
curassavica. Botucatu-SP, 2015.

Acesso Proporcao relativa média (%)
Bahia 2,08 a
Sao Paulo 0,470
Rio de Janeiro 0,70b

- Médias seguidas de mesma letra expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 22 - Médias de concentragdes de a-humuleno em 6leo essencial de V. curassavica
em funcdo das estagcdes do ano. Botucatu-SP, 2015.

Acesso Concentracdo média (%)
Primavera 1,42 a

Verdo 0,90 ab

Outono 0,75b

Inverno 1,26 ab

- Médias seguidas de mesma letra expressam valores estatisticamente iguais pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.
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Pelos resultados obtidos, pode-se observar que o acesso da Bahia se
destaca quanto a propor¢do relativa de a-humuleno (2,08%) em seu Oleo essencial,
chegando a registrar mais que o dobro da producdo dos outros acessos analisados. Para o
acesso do Piaui, na estacdo de primavera, a proporcao relativa de o-humuleno foi de
7,88%, muito superior as dos demais acessos, independente da estagdo do ano. O mesmo
ocorre para o (E)-cariofileno, que alcanga a propor¢ao de 26,98%.

Quanto sua variacdo nas estacdes do ano dentro dos acessos, 0s
resultados que demonstram que a produgdo de a-humuleno durante as estagdes de
primavera, verdo e inverno sdo estatisticamente iguais (1,42%, 0,90% e 1,26%,
respectivamente), ocorrendo decréscimo de producdo somente na estacdo de outono
(0,75%).

E importante salientar que as mesmas substancias ocorreram dentro
de um mesmo acesso em todas as estacdes do ano, ou seja, a diversidade quimica das
amostras de cada acesso se manteve, alterando-se somente as proporgdes relativas dos
compostos. Uma excecao foi registrada, onde na amostra de verdo, o composto sabineno se
mostrou ausente para o acesso da Bahia, estando presente nas outras estagdes do ano.

Resultados de outros experimentos registram a instabilidade de perfil
quimico de certos 6leos essenciais em funcao da estagdo do ano, como os encontrados por
Botrel et al. (2010) em estudo de Hypis marrubioides, onde a propor¢do monoterpenos-
sesquiterpenos se alterou drasticamente em funcao da estagdo do ano, além da alteracdo na
concentragdo relativa dos compostos majoritarios a e B-tujona, registrando maiores teores
durante o inverno.

Em estudo de Origanum maajorana, Soliman et al. (2009)
registraram mudanca de rendimento e da classe de terpenos majoritarios de seu Oleo
essencial de acordo com a estagdo do ano. Os maiores teores de monoterpenos e de
sesquieterpenos hidrocarbonetos foram encontrados na estagdo de outono e na primavera,
respectivamente, enquanto os de monoterpenos oxigenados foram registrados no verdo e os
sesquiterpenos oxigenados estiveram presentes no outono, ndo se apresentado em
quantidade mensuraveis durante as demais estagdes do ano.

Khalid et al. (2014), ao acompanharem variagdes em 0leo essencial
de Plectranthus amboinicus ao longo das estagdes do ano, encontram uma alternancia de

proporcao entre seus componentes terpénicos. Monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados
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foram mais abundantes no verdo, enquanto monoterpenenos € sesquiterpenos
hidrocarbonetos foram mais os representativos no outono € no inverno.

Kpoviessi et al. (2011), averiguou a variagdo de componentes em
6leo essencial de Sclerocarya birrea (marula), planta nativa da Africa, encontrando
maiores teores de monoterpenos (em especial hidrocarbonetos) e sesquiterpenos
oxigenados no més de fevereiro, durante o verdo, do que no més de agosto, durante o
inverno. O inverso ocorreu para os sesquiterpenos hidrocarbonetos, com maiores teores
registrado durante o periodo de temperatura mais fria.

As alteragdes encontradas na composi¢cdo dos oOleos essenciais
podem também estar relacionadas as estacdes, como demonstrado por Piva et al. (2014),
em estudo do pau-santo, Cabralea canjerana (Vell.) Mart, onde compostos como 6xido de
cariofileno e a-cadinol foram encontrados em maiores quantidades na primavera do que
em outras estagoes. Outro fato interessante registrado por Piva ¢ a dualidade presenga-
auséncia de alguns compostos, como o cubebol, que esteve presente no outono, mas
ausente durante o verdo e o inverno, ¢ o dihidroeudesmol que ocorreu nas amostras de
verdo, mas ndo nas de outono. Em seu experimento, realizou testes dos 6leos quanto ao
combate a diferentes espécies de bactérias e identificou que Scherichia flexneri, uma das
cepas mais resistentes ao o0leo essencial de pau-santo, demonstrou sensibilidade ao 6leo
coletado durante o periodo da primavera.

Nao somente para a classe quimica dos terpenos se encontram
variagdes em funcdo da sazonalidade, outros compostos secundarios também oscilam de
acordo com o periodo do ano.

Ao trabalhar as espécies Guapira graciliflora (guapira) e
Pseudobombax marginatum (embiratanha), plantas medicinais nativas da Caatinga, Chaves
et al. (2013) observaram diferencas na produgdo de polifendis e flavonoides durante os
periodos de seca e de chuva, onde a maior producao de polifendis para embiratanha foi
encontrada durante periodos chuvosos, ao contrario do que para guapira, com 0s maiores
teores obtidos durante a seca. Quanto aos flavonoides, na época de chuva ocorreu o
aumento de produgdo desta classe de substancias para guapira, chegando ao dobro do teor
registrado durante a época de seca, enquanto embiratanha apresentou niveis muito

proximos dos compostos entre os periodos de chuva e seca.
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A grande diversidade de resultados encontrados em estudos de
producdo de compostos secundario, dentro do fator de variacdo de sazonalidade,
demonstram a relevancia de estudos de cada espécie de interesse, pois tanto os rendimentos
quanto a concentragdo relativa de compostos, para oleo essencial quanto para extrato,

podem variar em fung¢do da espécie e dos estimulos ambientais.
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6. CONCLUSOES

Dentre as substancias presentes no 6leo essencial, no estudo da
varia¢do de tempo de hidrodestilagdo, as mais representativas foram a-pineno e -pineno;
(E)-cariofileno e 9-epi-(E)-cariofileno, e o a-humuleno, sendo que ndo ocorre diferenga em
suas concentragdes em fungdo do tempo de hidrodestilagdo, ou seja, a qualidade do dleo
essencial, ndo ¢ prejudicada com a escolha dos menores tempos de hidrodestilagao, de 40
ou 60 minutos, que estdo associados aos maiores rendimentos.

O rendimento de 6leo essencial dos acessos ¢ afetado pelo horario
de coleta na primavera e verdo. Os horarios de coleta de maior producao de 6leo essencial
nestas estagdes foram os do comeco da manha, as 06h e as 09h, sendo que os acessos
demonstraram queda de rendimento no periodo tarde. Nas estagcdes de outono e inverno
ndo foi detectada diferenga de rendimento entre os horarios de coleta.

Os acessos apresentaram incrementos no rendimento de oleo
essencial em funcao das estagdes do ano, sendo que o de origem do Rio de Janeiro e da
Bahia, mais produtivos no verao e inverno, respectivamente.

Em relacdo a concentragdo relativa de o-humuleno, o acesso da

Bahia se destacou, apresentando o dobro da concentracdo quando comparado aos demais
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acessos. Quanto sua variacdo nas estacdes do ano, sua concentracdo nao se altera na
primavera, verao e inverno, ocorrendo comprometimento somente no outono.

Os perfis quimicos dos dleos essenciais demonstraram que ha grande
diferenca de composi¢do em funcdo do acesso analisado. Os acessos do sudeste (Sdo Paulo
e Rio de Janeiro) apresentaram perfil quimico similar, enquanto os do nordeste (Piaui e
Bahia) divergiram entre si ¢ em relacdo aos demais. Foram encontradas substancias
diferentes entre os acessos, bem como diferentes proporgdes relativas de compostos em

comum dentro de uma mesma estagdo do ano.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A determinagdo do tempo de hidrodestilagio auxilia no
planejamento de estudos que contem com amostras foliares da espécie estudada, quando
seu Oleo essencial for extraido por meio hidrodestilagdo em aparato Clevenger, diminuindo
qualquer possivel 6nus resultante de maiores periodos de hidrodestilacao.

Embora o acesso nativo do Piaui tenha apresentado maior
proporcao relativa de a-humuleno que os demais, as plantas pertencentes a esta populacao
apresentam algumas caracteristicas que dificultariam sua inser¢do em uma cadeia
produtiva relativa a obtencao de 6leo essencial, como a baixa produgdo de biomassa foliar
e baixo rendimento de Oleo essencial. Logo, para fins produtivos, se fazem necessarios
trabalhos que visem o melhoramento vegetal desta populagdo.

Com os dados dos perfis produtivos e quimicos de espécies de uso
medicinal, pode-se estabelecer protocolos de manejos adequados, de forma a garantir um
produto final de qualidade, minimizando possiveis perdas ou alteracoes durante a
manipulagdo.

Independentemente, ¢ importante salientar a relevancia da

caracterizagdo do perfil quimico e produtivo de cada acesso em cada estagdo, pois a V.
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curassavica ¢ uma espécie utilizada para fins medicinais, sendo seu 6leo essencial um

insumo para a producao de medicamentos.
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