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RESUMO

A espécie Eugenia dysenterica DC. € uma planta conhecida popularmente e
utilizada para varios fins. Estudos quimicos de E. dysenterica relatam a presenca de
polifénois e 6leos essenciais, com prevaléncia maior de terpenos, nas folhas. Outra
espécie do mesmo género € a Eugenia pitanga (O.Berg) Nied., habitualmente
empregada popularmente para fins terapéuticos. Apenas dois estudos com E. pitanga
investigaram a composicdo monoterpénica das folhas frescas, bem como a
composicao do 6leo essencial. A combinagao de técnicas quimicas e bioldgicas para
investigacao das folhas de E. pitanga e E. dysenterica pode fornecer informacdes
importantes sobre essas espécies. O objetivo deste trabalho foi analisar quimica,
histoquimica e anatomicamente das folhas de E. pitanga e E. dysenterica. A descrigao
da anatomia vegetal, assim como a histoquimica, possibilitaram a localizag&o in situ
e a identificacdo de classes de compostos como sesquiterpenos/oides, bem como
compostos fendlicos e um alcaloide, presentes nas folhas das espécies. Os Oleos
essenciais de E. pitanga e E. dysenterica, foram caracterizados por CG-EM, cujo
resultado encontrou a-muurolol, p-eudemol, f-quaiene, f-acorenol, e-cariophyllene, e-
farnesylacetone, eudesmol, geranyl-a-terpene, germagrene, phytol e a-cadinol em
ambas as espécies. A analise quimiométrica agrupou as amostras de cada espécie,
de diferentes estagdes do ano, de folhas frescas ou secas, em clusters com
constituintes semelhantes. A CLAE-EM, identificou que a maioria dos compostos
fendlicos e flavonoides sdo semelhantes nas duas espécies, sendo os principais,
acido galico, acido protocatéquico, epicatequima, acido p-cumarinico, kaempferol,
narigenina, quercetina, acido cafeico e acido gentisico, anteriormente descritos na
literatura. O leaf spray possibilitou o primeiro relato de um alcaloide na espécie E.
dysenterica, a uniflorina, que, apesar de ter sido relatada antes em outras espécies
desse género, nunca anteriormente foi identificada nessa espécie. Assim, o0s
compostos presentes nas espécies de E. pitanga e E. dysenterica foram descritos e
comparados e uma analise quimica péde ser realizada, apdés o direcionamento

formado pelos resultados da histoquimica e anatomia vegetal.

Palavras-chave: Eugenia pitanga, Eugenia dysenterica, histoquimica, anatomia foliar,

Oleos essenciais, leaf spray.



ABSTRACT

Eugenia dysenterica DC. is a Brazilian popular species, that has been used to various
purposes. E. dysenterica chemical studies report the presence of poliphenols and
essential oils in the plant leaves, whereas in the EO, the most prevalent compunds are
terpens. Another species from the same gender is Eugenia pitanga (O.Berg) Nied,
often employed popularly for your therapeutic properties. Two studies about E. pitanga
investigated fresh leaves monoterpenic composition and essential oils composition.
The combination of chemical and biological techniques to the study of E. pitanga and
E. dysenterica leaves could provide important information about hem. The purpose of
this work was to analyse the chemistry, histochemistry and anatomy of E. pitanga and
E. dysenterica leaves. Leaf anatomy description, as histochemistry, showed in situ
location and identification of sesquiterpens and sesquiterpenoids, as well as, phenolic
compounds and alkaloids. CG-EM showed the majority presence of a-muurolol, p-
eudemol, p-guaiene, p-acorenol, e-cariophyllene, e-e-farnesylacetone, eudesmol,
geranyl-a-terpene, germagrene, phytol e a-cadinol in both species. Chemometrics
grouped the samples of each species, obtained in different year stations and from fresh
or dry leaves, in clusters with the same compounds characteristics. HPLC-MS made
clear that most of the phenolic and flavonoid compounds were similar in both species,
whereas the common compounds were galic acid, protocatequic acid, epicatequin, p-
cumarinic acid, kampferol, narigenin, quercetin, cafeic acid and gentisic acid,
previously described in other studies. Leaf spray enabled the inedited identification of
the uniflorine alkaloid in E. dysenterica. Although this compound was reported before
in other species of this gender, for the first time it was identified in this species. Thus,
the chemical compounds present in E. pitanga and E. dysenterica were described and
compared and a deep chemical analysis could be performed, guided by the results

obtained in leaves anatomy and histochemistry,

Key-words: Eugenia pitanga, Eugenia dysenterica, hitochemistry, leaf anatomy,

essential oils, leaf spray.
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1 INTRODUGAO

1.1 O CERRADO

O Cerrado € um dominio brasileiro. Geograficamente, dominios s&o definidos
como subdivisdes bioldgicas que refletem as caracteristicas funcionais e fisiondbmicas
da vegetacdo (OXFORD, 2004). O Brasil possui cinco dominios, todos com grande
biodiversidade, expressa por sua rica biota e grande sistema fluvial, também
presentes no Cerrado (RYLANDS E BRANDON, 2005; MITTERMEIER et al.,1997;
LEWINSOHN; PRADO, 2006).

O Cerrado esta majoritariamente inserido no territério nacional, o que o torna o
mais brasileiro dos cinco dominios (MYERS et al., 2000). Ele possui pequenas areas
no norte do Paraguai e Nordeste da Bolivia e regido do Alto Rio Paraguai (PROENCA
et al., 2000; FRANCO, 2008). No Brasil, o Cerrado ocupa o Planalto Central, as
regides Norte, Nordeste, Sul e Sudeste, prolongando-se por cerca de um quarto do
territorio do pais, sendo o segundo maior em extensao, superado apenas pela Floresta
Amazébnica (WALTER et al., 2008; BRASIL, 2018).

O Cerrado possui diversidade bioldgica, sendo a formagao savanica com maior
diversidade vegetal do mundo. Ele abriga mais de 11.000 espécies de plantas nativas,
incluindo 4.400 espécies endémicas (MARRIS, 2005). A biodiversidade do Cerrado
pode ser atribuida, entre outros fatores, ao seu clima predominantemente tropical
sazonal (ADAMOLI et al., 1986). Esse bioma apresenta basicamente duas estagdes:
a estacao seca, com duragéao de trés a sete meses e a chuvosa, que dura o restante
do ano, sendo que as chuvas acontecem de forma regular, com média anual entre
800-1800mm. Ha grandes discrepancias nas médias anuais de temperatura, sendo a
variagdo diaria entre 20 °C e 27 °C (NIMER; BRANDAO, 1989; INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2004). Essas condi¢des, associadas
aos fatores edéficos, a agdo do fogo, a topografia e a drenagem, séo refletidas na
grande variedade fisionébmica desse dominio (FURLEY; RATTER, 1988).

A vegetacdo do Cerrado se apresenta como um tipo de cobertura vegetal
bastante caracteristico: rasteira, constituida principalmente por gramineas,
coexistindo com arbustos e arvores esparsas, baixas, tortuosas, de casca grossa,
folhas largas e sistema radicular profundo (RODRIGUES; CARVALHO, 2001), como
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pode ser observado na Figura 1. Essa vegetagao esta condicionada a fertilidade do
solo, a irregularidade dos regimes pluviais e a frequéncia das queimadas. Ela é
xeromorfa, ocorrendo preferencialmente em clima estacional (seis meses secos),
podendo, ndo obstante, ser encontrada também em clima ombréfilo (muita chuva)
(PEDRALLI, 1997; FELFILI, 2003).

Figura 21 — Paisagem tipica do dominio Cerrado.

Fonte: Calil Souza, Pensamento Verde, 2018.

A partir da década de 1970, houve a expanséao da fronteira agricola, o aumento
do numero de queimadas e do uso de defensivos agricolas, prejudicando todos os
dominios, inclusive o Cerrado, sendo que 48% de sua vegetacao atualmente da lugar
a pastagens e lavouras, e cerca de 67% de toda a area foi altamente modificada
(MITTERMEIER et al., 2005). Dessa forma, depois da Mata Atlantica, o Cerrado é o
que sofre o maior impacto humano e um dos mais ameagados do mundo, fatores que
o classificaram como um hotspot, isto €, uma regido com alta concentracdo de
espécies endémicas ameacgadas de extingdo (MYERS et al., 1988).

Em contrapartida, surge uma tendéncia de conservagao dos recursos naturais
que emerge mundialmente e passa pela conservagdo dos recursos do Cerrado
(MYERS et al., 2000; KLINK; MACHADO, 2005; DINIZ et al., 2009). Nesse sentido,

componentes da biodiversidade passaram a ser vistos como “tesouros de valor ainda
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desconhecido”, refletindo uma caréncia de estudos cientificos voltados a identificagéo
de plantas medicinais no Cerrado (DURIGAN et al., 2011).

1.2 A FAMILIA MYRTACEAE

Dentre as diversas familias de plantas que habitam o Cerrado, tem-se a
Myrtaceae, a qual pertence a divisao Magnoliophyta, classe Magnoliopsida e ordem
Myrtales. Ela também se distribui pelas regides tropicais e subtropicais do mundo,
com centros de diversidade na América tropical e Australia e poucas espécies
ocorrendo nas regides temperadas. E a oitava maior familia de plantas com flores
aromaticas (BARROSO, 1984).

Na América, esta familia esta dividida em duas subfamilias: Myrtoideae e
Leptospermoideae, a primeira incluindo os géneros Mytus, Psidium, Pimenta,
Eugenia, Pseudocaryophyllus e Syzygium; e a segunda incluindo os géneros
Eucalyptus, Leptospermum e Malaleuca (THORNE, 1992; TYLER, 1999). A familia
Myrtaceae possui aproximadamente 140 géneros e cerca de 3.600 espécies de
arbustos e arvores. E uma das familias mais importantes nas diferentes comunidades
neotropicais (MORI et al., 1983) & frequentemente citada em estudos floristicos e
fitossociolégicos realizados nas diversas formagdes florestais do sudeste
(RODRIGUES et al., 1989; PEIXOTO; GENTRY, 1990; FABRIS; CESAR, 1996), e em
quase todas as formagdes vegetais relacionadas ao dominio Cerrado (KAWASAKI,
1989; PROENCA, 1991; NIC LUGHADHA, 1996).

Varias espécies dessa familia sdo conhecidas na cultura popular e algumas
delas sdo mencionadas em monografias da Farmacopéia Brasileira IV e/ou da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Na Tabela 1, sdo mostradas espécies da
familia Myrtaceae mais comumente descritas na literatura como tendo propriedades
farmacologicas, de acordo com levantamento bibliografico realizado em artigos

cientificos nas bases de fonte Pubmed e Scielo realizado em 2019.
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Tabela 5 — Espécies da familia Myrtaceae mais comumente descritas na literatura com
propriedades farmacolégicas.

Parte da planta .
Espécie Nome e composigao Propriedade Referéncia
popular S farmacolégica
quimica
As folhas sao Afeccdes do trato FARMACOPEIA
Eucalyptus Eucalioto ricas em oleo rei iratorio BRASILEIRA IV,
globulus Labill. P essencial (70% ex e%torante,‘s 2002;
cineol) P WHO, 2002.
Aplicagdes externas CHAIEB et al.,
ou locais - dor de 2007;
aromaticum (L.) india pele; BRASILEIRA IV,
em eugenol de garganta e tosses 2002:
associadas ao '
resfriado comum WHO, 2002.
As folhas jovens FARMACOPEIA
Psidium guajava Goiabeira s&o ricas em Diarreia infantil BRASILEIRA IV,
L taninos e 6leo 2002; LORENZI;
essencial MATOS, 2002.
FARMACOPEIA
, . As folhas séo Febrifuga, BRASILEIRA TV,
Eugenia uniflora Pi . . : . . 2003:
L itangueira | ricas em taninos antireumatica e ’
) e Oleo essencial antidisentérica LORENZI:
MATOS, 2002.
Melaleuca . Aplicacgdes topicas -
alte(n/fo//a Maleleuca Oleo de desordens comuns da WHO, 2002.
(Maiden & melaleuca pele como, acne,
Betche) furinculos e micoses

Fonte: elaborado pelo autor.

A composi¢ao quimica maijoritaria, encontrada nestas espécies, € formada por
oleo essencial (OE) (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). No entanto,
algumas espécies apresentam também taninos e flavonoides (OKAMURA et al.,
1993), aos quais sao atribuidas propriedades farmacolégicas. Varios trabalhos tém
relatado a presengca de OE em diversas espécies de Myrtaceae, assim como suas
atividades antifungica (LEE et al., 2008), antimicrobiana (CORREA et al., 2019),
cicatrizante (MAZZUTI et al., 2019), antioxidante (FIGUEIREDO et al., 2018), e para
artrite e doengas autoimunes (COCK et al.,, 2019). Um estudo recente mostrou a
toxicidade de uma espécie contra formas do mosquito Aedes Aegypt (BENELLI et. al.,
2018).

Aproximadamente um terco das espécies que compdem a familia Myrtaceae
pertencem ao género Eugenia e Eucalyptus, que sdo os mais estudados dessa
familia, principalmente no Brasil (GRATTAPAGLIA; VAILLANCOURT; MYBURG,
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2012). No entanto, embora existam investigagcbes em andamento, esses géneros
ainda apresentam espécies bastante ricas e com elevado potencial quimico-biolégico

a serem investigadas.

1.3 O GENERO EUGENIA E AS ESPECIES E. DYSENTERICA DC. E E. PITANGA (O. BERG)
NIED

O género Eugenia é constituido por espécies de distribuicado neotropical, as
quais sao encontradas desde o México e Florida até o noroeste da Argentina, além de
regides da Africa e Australia (DE SOUZA et al., 2018). No Brasil, ha ocorréncia,
principalmente, nas regides Centro-Oeste e Sudeste, com 350 espécies de arvores e
arbustos (MCVAUGH, 1968; SOUZA et al., 2018).

Das espécies desse género, foram obtidos Oleos essenciais, substancias
fendlicas, incluindo flavonoides e taninos, além de substancias terpénicas (MAGINA,
2008). O género Eugenia € o quarto mais importante para o estudo dos oleos
essenciais dentro da familia Myrtaceae, apdés Eucalyptus, Malaleuca e Psydium
(SOUZA et al., 2018).

Popularmente, as espécies desse género sao utilizadas como antidiabética,
antirreumatica, antipirética, anti-inflamatéria, antidiarreica, antifungica e antibacteriana
(SOUZA et al., 2018). A espécie Eugenia dysenterica DC. (Figura 2) € uma planta
conhecida popularmente como cagaita ou cagaiteira, sendo utilizada para

ornamentagao, fornecimento de madeira, forrageira (DUARTE et al., 2006).

Figura 22 — Eugenia dysenterica DC.

Fonte: http://www.viveiroipe.com.br/?mudas=cagaita-brava
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As folhas da E. dysenterica sao empregadas na medicina popular como
antidiarréico (GALHEIGO et al., 2016; DE MORAIS CARDOSO et al., 2011). Um
extenso espectro de atividades biolégicas tem sido atribuido a essa espécie,
sobresaindo a acao antioxidante (FIDELIS et al., 2018; DE ALMEIDA SIQUEIRA et
al., 2013; CLEMENTINO et al.,, 2016), citotoxicidade (ROESLER et al., 2010;
ANDRADE et al., 2011; CECILIO et al., 2012; VIEIRA et al., 2012; MOREIRA et al.,
2013), atividade anti-helmintica (FONSECA et al., 2014), acéo laxante (LIMA et al.,
2010), antiviral (CECILIO et al., 2012), genotéxica (VIEIRA et al., 2012),
gastroprotetora (PRADO et al., 2014) e atividade antifungica associada a presenca
dos terpernos (E)-cariofileno, a-humuleno, limoneno, a-tujeno, a-terpinol e 6xido de
cariofileno de 6leos essenciais (COSTA et al., 2000; SOUZA et al., 2002).

Os estudos quimicos da E. dysenterica enfatizam tanto os polifénois (DAS et
al., 2014; BAILAO et al., 2015; AVILA et al., 2016), com destaque para a variabilidade
quimica, quanto os oleos essenciais das folhas (DUARTE et al., 2009; DUARTE et al.,
2010; VILELA et al., 2012). Nos OE de E. dysenterica prevalecem os terpenos, cuja
via biossintética € bem compreendida (LICHTENTHALER et al., 1999; DUDAREVA
et al., 2005; KULHEIM et al., 2011; PADOVAN et al., 2014).

A composicao de OE de E. dysenterica sofre variagdes influenciadas pelo
ambiente, pela genética, sazonalidade e localizagdo geografica (DUARTE et al., 2009;
DUARTE et al., 2010; VILELA et al., 2012). Estudos relataram a presenca de linalool,
a-terpineol, a-copaeno, y-cadineno, B-cariofileno, &-cadineno, a-humuleno , a-
bulneseno, a-calacoreno, entre outros constituintes (OLIVEIRA et al., 2018; SOUZA
et al., 2018).

Outra espécie do género Eugenia nao tado estudada quanto a E. dysenterica &
a Eugenia pitanga (O.Berg) Nied (Figura 3), conhecida popularmente como pitanga,
que apresenta como sinbnimos Luma pitanga (O.Berg) Nied Herter, Eugenia
dolichophylla Kiaersk, Eugenia montigena Barb. Rodr., Myrtus pitanga (O.Berg)
Kuntze Eugenia camporum Morong e Stenocalyx pitanga (O.Berg) (SOBRAL et al.,
2015). A E. pitanga é habitualmente empregada para fins terapéuticos, em fungao de
suas propriedades estimulante, antipirética, antidiarreica e antirreumatica (LORENZI
et al., 2002; FLORA DIGITAL, 2010).
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Figura 23 — Eugenia pitanga (O.Berg) Nied.

Fonte: Foto cedida em cortesia pelo Prof. Dr. Hélder Nagai Consolaro

Até o momento foram encontrados apenas dois trabalhos com E. pitanga,
sendo que no primeiro é investigada a composi¢ao monoterpénica das folhas frescas
da planta, cujas sementes sdo oriundas do Paraguai, porém o cultivo se deu no
Arizona (TUCKER et al., 2011). No segundo estudo, foi avaliada a composi¢ao do 6leo
essencial, também de folhas frescas, e sua atividade anti-leishimanial in vitro
(KAUFFMANN et al., 2017).

Nesse contexto, ha um campo aberto a novos estudos de E. pitanga, como, por
exemplo, de identificagdo dos metabdlitos secundarios de acordo com a sazonalidade,
o local de cultivo, a relagdo com a histoquimica, bem como da atividade bioldgica,

dentre outros. Algumas destas lacunas foram contempladas neste trabalho.

1.4 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas produzem metabdlitos primarios e secundarios, sendo que os
primarios sao essenciais para o seu crescimento e desenvolvimento. Os secundarios
sao produtos com estruturas altamente diversificada que expressam a individualidade
de cada espécie e podem ser classificados em quatro grupos diferentes, de acordo
com sua origem biossintética: alcaloides, fenilpropanoides, policetideos e terpenoides
(OSBOURN; LANZOTTI, 2009; DEWICK, 2009).
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Os ¢6leos essenciais (OE), componentes do metabolismo secundario, fazem
parte da classe dos terpenoides e sdo produzidos por outras necessidades que nao a
nutricdo, como, por exemplo, a atragdo de insetos para polinizagao (SANGWAN et al.,
2001; SIQUI et al., 2000). Com base na Norma ISO 9235:2013 (NSAI, 2013), define-
se OE como o produto obtido a partir de matéria-prima natural, por arraste a vapor,
hidrodestilagdo ou, ainda, por processos mecanicos como a prensagem, dentre
outros.

A producédo de OE esta incorporada a fisiologia do vegetal. Assim, a sua
constituicido e abundancia dependem das acbes de enzimas especificas que
catalisam a formacdo dos compostos volateis em um oOrgdo, da fase de
desenvolvimento e do estresse bidtico e abidtico, como a relagdo ecoldgica onde a
planta serve de alimento para um animal (herbivoria), ataques de fungos, bactérias,
caracteristicas do solo (acidez, basicidade e salinidade), umidade e temperatura, entre
outros (SANGWAN et al., 2001).

Os Oleos essenciais sao gerados em sitios, no intimo das células oleiferas,
compartilhados pelas folhas da planta e acondicionados nos vacuolos, onde se
localiza uma fragdo média de 0,26% do peso das folhas (BRAGA, 1971). Séo
considerados constituintes sem alvo celular particular, ocorrendo em funcédo de sua
composicéao e diversidade molecular. Seu dispositivo de agéo, por englobar moléculas
lipofilicas, consiste em romper e/ou atravessar a membrana plasmatica (KNOBLOCH
et al., 1989; SIKKEMA et al.,1994; HELANDER et al., 1998). A concentragdo varia
durante o ciclo circadiano e sazonal, 6érgdo da planta, composi¢cédo do solo, entre
outros fatores abidticos (TAIZ; ZEIGER, 2004; BAKKALI et al., 2008; TABASSUM;
VIDYSAGAR, 2013). Os OE sao constituidos por combinagées que compreendem de
diversos compostos organicos, de carater lipofilico, volateis, em alguns casos
odoriferos e liquidos. Os componentes encontrados em maior concentragao sao 0s
terpenoides e fenilterpenoides. Porém, podem ser encontrados fendis, alcoois
simples, cetonas, ésteres, Oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas,
cumarinas e compostos com enxofre (SIMOES-PIRES et al.,, 2005; TUREK;
STINTZING, 2013).

Os terpenoides sdo compostos originarios pela jungdo de duas ou trés
unidades de isopreno, formando compostos com 10 (monoterpenos), 15
(sesquiterpenos) e/ou 20 (diterpenos) atomos de carbono. Anteriormente, acreditava-

se que existia somente uma via biossintética responsavel pela formacédo de
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precursores de terpenos, como o isopreno, ou seja, a via do mevalonato que envolve
o0 acido mevaldnico como intermediario (SIMOES et al., 2005; BAKKALI et al., 2008).
Porém, foi descoberto que existe também a via do fosfato de desdxi-xilulose, que é
preferencialmente utilizada para a sintese de hemiterpenoides (como o isopreno, por
exemplo), monoterpenoides, diterpenoides, carotenoides e seus produtos, como
citocinas, clorofila, tocoferdis e plastoquinonas (THOLL, 2015).

Em sintese, as vias do mevalonato (MVA) e a do fosfato de desdxi-xilulose
(DXP) ocasionam a producao de difosfato de isopentenila (IPP), o precursor global
dos terpenos (LICHTENTHALER,1999; DUDAREVA et al.,, 2005). O IPP ¢
isomerizado para difosfato de dimetil-alila (DMAP). Posteriormente, DMAP e IPP se
aderem para formar difosfato de prenila (NPP). A rota MVA fornece IPP que é
empregado na sintese do difostato de farnesila (FPP), sendo empregados por sesqui-
e triterpenos sintases, e posteriormente se estabelece no citosol (DUDAREVA et al.,
2005).

A via do DXP gera IPP que é usado na sintese de difosfato de geranila e
geranilgeranila, empregados por mono-, di- tetraterpenos sintases, na devida ordem,
e esta situado no cloroplasto (LICHTENTHALER, 1999). Os difosfatos de prenila,
originados pela conexdo do DMAP e IPP, sédo bases das enzimas terpenos sintases,
as quais integram uma grande categoria e catalisam a transformagao de um conjunto
de substratos em milhares de terpenos (WISE et al., 1998).

Na via biossintética, existem dois pontos que interferem no delineamento dos
terpenos nos OE. Inicialmente, a fragcdo de mono e sesquiterpenos é influenciada pela
sintese de difosfato de geranila (GPP) e difosfato de farnesila, os precursores de mono
e sesquiterpenos, respectivamente. Ambos sdo produzidos da mesma matriz, porém
por enzimas especificas em diferentes se¢des celulares (DUDAREVA et al., 2005;
KULHEIM et al., 2011; LICHTENTHALER, 1999). A variabilidade da eficacia dessas
enzimas pode alterar a razdo mono/sesquiterpenos (DEGENHARDT et al., 2009;
MCCASKILL; CROTEAU, 1995). Posteriormente, o delineamento qualitativo dos
terpenos pode sofrer influéncia da agcédo de terpenos sintases, com sitios cataliticos
diferentes para a geracdo de uma cadeia de esqueletos terpénicos, e ainda algumas
enzimas tém duas zonas envoltas em etapas diferentes na sequéncia de reacoes
(KOLLNER et al., 2006), que sdo dependentes da concentragdo de metais bivalentes
como cofatores enzimaticos (CROTEAU et al., 2005).
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Os dleos essenciais e outros metabdlitos das plantas sdo alvo de estudos e
pesquisas em diversas areas dentro da quimica e da biologia. Seu estudo € importante
para a descoberta de novas atividades farmacolégicas, assim como para a exploragao
comercial (WINK, 2015; ISMAN, 2011). Assim, desenvolveram-se técnicas
aprimoradas de estudos quimicos e histoquimicos de plantas, visando a averiguagao
da presenga ou da auséncia de determinados componentes, seu isolamento e
identificagcdo com detalhamento da estrutura molecular (BOURGAUD et al., 2001). Por
meio desse detalhamento é possivel saber exatamente quais sdo os metabdlitos
presentes em determinada planta e, assim, explora-los do ponto de vista

farmacologico e comercial.

1.5 TECNICAS PARA ESTUDOS QUIMICOS E HISTOQUIMICOS DE PLANTAS

Os metabdlitos secundarios sdo alvos de pesquisas que buscam conhecer e
compreender os compostos bioativos e sua relacdo com as propriedades bioldgicas.
Originarios de formas de vida diversificadas, muitos apresentam agéo bioldgica
potente e fornecem ativos de medicamentos para o tratamento de doencas como o
cancer, infecgdes microbianas, inflamacao, rejeicdo de tecidos em transplante de
orgaos, dentre outros. Apesar da sua importancia, os constituintes quimicos presentes
em plantas medicinais nem sempre sdo conhecidos, o que desperta o interesse de
pesquisadores de varias areas como a Quimica de Produtos Naturais, a Botanica, a
Farmacologia, dentre outras (MACIEL et al., 2002).

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectrométricas, € possivel
identificar estruturas moleculares complexas de plantas, as quais eram dificeis de
serem elucidadas. Assim, dispondo de ferramentas modernas, novas moléculas
surgem na literatura, algumas com importante agado farmacologica, como, por
exemplo, o dronabinol, a lisdexanfetamina e a capsaicina (Figura 4) (MISHRA,;
TIWARI, 2011).



31

Figura 24 — Estruturas quimicas de a) dronabinol; b) lisdexanfetamina; e c) capsaicina

H
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Fonte: PUBCHEM, 2018.

1.5.1 Histoquimica de tecidos plantares

A histoquimica é uma técnica de triagem in situ de compostos quimicos em
tecidos e células. Por ser uma técnica histoldgica que faz interface com a quimica, é
amplamente utilizada em estudos de plantas medicinais, sendo util para a triagem dos
compostos em diversas partes da planta (HASSAN, 2013; FIGUEIREDO et al., 2007).

A aplicabilidade da histoquimica € ampla, variando desde avaliacbes de
expressdo de genes em plantas, de transformag¢des enzimaticas a detecgdo da
localizagcdo de compostos em tecidos de diversas partes da planta. No entanto, ndo é
possivel, por meio da histoquimica, identificar os compostos encontrados, mas apenas
algumas de suas caracteristicas, sendo necessaria a aplicagao de outras técnicas
para a identificacdo (HASSAN, 2013; FIGUEIREDO et al., 2007).

Basicamente, as técnicas histoquimicas possuem duas etapas:

e Primeira: o material € preparado para atingir as caracteristicas necessarias
para a visualizagcdo das estruturas desejadas em microscopio Optico. Na
maioria das vezes, o material ndo possui a espessura adequada para
visualizagdo, como, por exemplo, no caso das folhas de E. dysenterica e E.
pitanga, as quais precisam ser submetidas a cortes de espessura fina para
possibilitar a visualizagdo em microscopio. Além disso, o material precisa ser
fixado para a estabilizagdo das moléculas, impedindo deslocamentos ou
perdas;
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e Segunda: procede-se a visualizagao das estruturas em microscopio 6ptico. Em
alguns casos, as estruturas desejadas possuem coloragdo natural, mas, na
maioria das vezes, como no caso dos lipideos, necessita-se da aplicacdo de
um corante biologico para que seja possivel a visualizagdo (FIGUEIREDO et
al., 2007).

O corante biolégico pode ser incolor ou possuir cor, organico ou inorganico.
Sua funcgéo é se ligar ao composto desejado e emitir uma coloragdo especifica. A
coloragéo ocorre devido a presenga de um grupo cromoforo, que pode ser formado
em uma ou duas etapas (FIGUEIREDO et al., 2007). Grupo croméforo pode ser
definido como um grupamento presente na molécula que é capaz de absorver
seletivamente a radiagao, ou seja, a luz transmitida corresponde aquela néo absorvida
e, por isso, a visualizagao de uma cor (FIGUEIREDO et al., 2007).

Cabe ressaltar que nem todos os processos pelos quais a cor € formada estao
inteiramente elucidados; contudo, sabe-se que alguns grupos croméforos atuam,
possivelmente, como um sistema de ressonancia, que vibra ao mesmo ritmo do
comprimento de onda absorvido. Isso ocorre devido a presencga de ligagdes duplas
que apresentam maior tendéncia a ressonancia (FIGUEIREDO et al., 2007).

Alguns grupos cromdéforos ja identificados possuem em comum a capacidade
de se reduzirem, como, por exemplo, C=C, C=0, C=S, C=N, N=N, N=0 e NOz2. Quanto
maior a quantidade destes grupamentos presente na molécula, maior sera a
intensidade da cor e, consequentemente, quanto mais insaturado o composto, maior
a variagao do espectro de absorgao (FIGUEIREDO et al., 2007).

Um grupamento importante na histoquimica sdo os auxocromos. Os
auxocromos sdo capazes de intensificar a cor da molécula a qual se ligam. Eles sao
grupos funcionais com elétrons ndo ligantes na camada de valéncia, que normalmente
nao absorvem significativamente na regido entre 200 e 800nm, mas que irdo afetar o
espectro do croméforo ao qual se ligam (VERMA, 2018). Os auxocromos conhecidos
atualmente sdo: -OH, -NHz, -Cl, -COOH, -SOsH. Quando os auxocromos se ligam ao
cromoforo, ha deslocamento da banda de absorgdo do cromdéforo para comprimentos
de onda mais elevados. Para a histoquimica, os auxocromos mais comuns sS&0 0S
acidos sulfénico e carboxilico, os quais se ligam eletrostaticamente as bases,
presentes nos tecidos (FIGUEIREDO et al., 2007).

Ao final da aplicagdo dos corantes e suas reacbes com as estruturas

esperadas, pode-se observar a coloragao emitida ao microscopio optico e proceder
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com as demais analises para identificacdo dos compostos presentes, sendo que a
ndo emissao da cor significa auséncia de determinado constituinte na planta, de
acordo com a técnica (FIGUEIREDO et al., 2007).

1.5.2 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica de separagdo muito util e
amplamente utilizada devido a sua sensibilidade e efetividade em separar
componentes de misturas complexas (AL-RUBAYE et al., 2017) . Nos ultimos anos, a
CG é amplamente utilizada em estudos de plantas medicinais e seu emprego nessa
area se demonstrou interessante devido a caracteristica volatil e de mistura complexa
de OE, caracteristicas que se adequam a técnica (AL-RUBAYE; HAMEED; KADHIM,
2017).

A cromatografia, sendo uma técnica de separagcao de misturas, precisa ser
complementada por uma técnica de identificagdo de compostos, quando se deseja
saber a estrutura do composto. Ela pode ser combinada com diversos sistemas de
detecgdo, mas sua combinagdo com o espectrometro de massas alia as vantagens
da cromatografia, como seletividade e eficiéncia de separagdo, com aquelas da
espectrometria de massas (EM), como obtencdo de informagado estrutural
(CHIARADIA et al., 2008).

Varios estudos com plantas da familia Myrtaceae utilizaram a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) para a deteccdo de OE
(BENELLI et al.,, 2018, GOODGER et al, 2018; DJEBIR et al., 2019;
PETRACHAIANAN et al., 2019; TIETBOHL et al., 2019). Alguns estudos empregaram
esta técnica para a analise de OE do género Eugenia (SANTOS, dos et al., 2018;
BIDA et al., 2019)

Portanto, a CG-EM permite a separagao de constituintes quimicos presentes
em uma amostra em mistura, bem como fornece picos referentes a razao
massa/carga, que direcionam a identificagdo dos compostos. Tal fato torna a técnica
bastante util para analise de 6leos essenciais. No entanto, a limitacdo desta técnica
consiste em nao ser aplicavel a andlise de compostos nao derivatizados, como fendis
e flavonoides. Assim, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (CLAE-EM) € uma ferramenta relevante para a elucidagao
de compostos com tais caracteristicas (GANZERA et al., 2018).
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1.5.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (CLAE-EM)

A CLAE-EM possui uma variabilidade de fases estacionarias e solventes e, por
isso, se aplica a solucdo de quase todos os problemas. A utilizacdo de um
espectrometro de massas acoplado, independentemente do tipo, aumenta a margem
de especificidade, confere mais sensibilidade e possibilita a caracterizagao estrutural
dos analitos. Assim, esta técnica pode ser utilizada para analises qualitativas e
quantitativas de compostos conhecidos ou desconhecidos (GANZERA et al., 2018).

Apesar de ja existirem alguns tipos de detectores aliados a softwares de CLAE
que permitem a analise quantitativa dos componentes de misturas em concentragdes
extremamente baixas, essa analise € baseada nos indices de retencdo. Assim, como
o indice de retencéo é caracteristico de um composto, mas néo € unico, o ideal é a
utilizacdo de um sistema de identificagao e analise qualitativa com espectrometria de
massas acoplado (LANCAS, 2009).

A utilizagdo de CLAE-EM para analise de flavonoides e fendis esta bem
estabelecida e foi descrita em diversas revisdes (CHEN et al., 2011; SMYTH et al.,
2012; TAYLOR et al., 2014; DE VILLIERS et al., 2016). Na familia Myrtaceae, essa
técnica foi utilizada para a detecgdo de fendis antioxidantes em vinhos de frutas
(NUENGCHAMNONG et al., 2009); e compostos antioxidantes (FIDELIS et al., 2018).
Para o género Eugenia, a maioria dos estudos publicados identificou fendis e
flavonoides, em particular de E. uniflora (TAMBARA et al., 2018).

Assim, CLAE-EM se estabeleceu como um método que atende as
necessidades de analise de extratos de plantas para analises de flavonoides e fenais,

que é um dos focos deste trabalho.

1.5.4 Analises quimiométricas

Frequentemente, a analise de OE de plantas por CG-EM ou outras técnicas
analogas gera uma matriz de dados complexa e com grande quantidade de
informacdes que, por vezes, obscurecem os dados relevantes para aquela amostra
(PIERCE et al., 2012). Esses estudos resultam em matrizes, com a presenca e

possivel abundancia de cada componente, em uma determinada espécie, estagéao,
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caracteristica de extracao, entre outras, formando, assim, uma enormidade de dados
com maior e menor importancia.

A exploracao dessa matriz de dados complexa e extensa se da por meio de
ferramentas estatisticas, como as anélises multivariadas (JONGMAN et. al.,1995),
que reduzem os numeros de variaveis, com o minimo de perdas, tornando possivel
detectar padrdes de similaridade, entre as espécies, estagdes, forma da coleta e
também classes de compostos. Os métodos multivariados sao escolhidos com base
nos objetivos intrinsecos da pesquisa. Assim, a escolha do método € crucial para
otimizar os resultados, que sado gerados na forma de hipoteses e ndo confirmagdes a
respeito da amostra em analise.

A ordenacgao é um método, de redefinigdo de dados complexos (multivariados),
no qual se organizam os dados de forma a mostra-los em um numero minimo de
dimensdes, tornando palpavel a identificacdo de padrbes. Em uma analise das
componentes principais (PCA) é possivel interpretar a composigdo de um conjunto de
dados multivariados, a partir das matrizes de variancias-covariancias ou de correlacéo
entre os parametros considerados. Dessa forma, usando uma PCA, é possivel
otimizar dados qualitativos e quantitativos da amostra a fim de obter simplificadamente
as melhores respostas para o conjunto dos dados (PRADO et.al.,2002).

A analise das coordenadas principais (PCO) € uma difusdo da PCA, em que os
valores sao obtidos de dados binarios, como, por exemplo, o fato de ter ou ndo ter um
determinado componente em uma amostra. Sua principal vantagem é que pode ser
usada quando o conjunto de dados da matriz ndo é linear (JONGMAN et. al.,1995).
Outro beneficio do uso da técnica esta em utilizar de medidas n&o necessariamente
originais, mas de uma matriz de similaridade que pode respeitar dados qualitativos
(MANLY et.al.,1994). Dessa forma, a PCO apresenta-se para o presente trabalho
como uma excelente opgao para gerar de forma minimalista condigbes de comparar
diversos aspectos da amostra (presenga de componentes em cada estagdo, em cada
tipo de folhas seca ou fresca, classes de compostos e outras) (VICINI, 2005). Nesse
sentido, a utilizacdo da quimiometria tendo como base a analise multivariada é de
extrema importancia, pois contribui no tratamento dos dados para o melhor
entendimento da relevancia de cada variavel (PIERCE et al., 2012).

A analise quimiométrica é dividida em varias etapas: a) processamento dos
dados, com o objetivo de melhorar a acuracia e precisao da analise quantitativa e

qualitativa; b) analise de alvos, que visa definir um pequeno numero de analitos
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relevantes quimicamente, possibilitando, assim, o descarte dos demais dados. Porém,
caso seja de interesse, pode-se utilizar um software que analisa todos os dados sem

a exclusao de nenhum, o que é chamado de analise sem alvo (PIERCE et al., 2012).

1.5.5 Leaf spray

Leaf spray (LS) € uma técnica de ionizagcdo ambiente em que nao ha
necessidade de processamento da amostra previa a sua analise. Essa técnica é
considerada relativamente recente e se originou de outra técnica de ionizagao
ambiente, chamada de paper spray, em que analitos ionizados s&o liberados em um
eletrospray quando um potencial elétrico € aplicado a um papel triangular umedecido
com solvente, contendo a amostra (PEREIRA, 2017) (LIU et al., 2011).

Comparativamente, leaf spray é considerada mais simples que paper spray, ja
que ndo ha a necessidade de adicionar a amostra a um substrato. Esta técnica tem
alta aplicabilidade para plantas, principalmente folhas, de onde deriva-se o termo /eaf,
pois esta parte vegetal pode ser analisada diretamente, além de servir tanto como

amostra quanto substrato (Figura 5).

Figura 25 — Esquema do Leaf spray
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Fonte: Liu et al. (2011)

A emisséao de particulas contendo compostos enddégenos é adquirida cortando
uma ponta do material plantar e aplicando um potencial elétrico. Se a planta possuir
pontas naturais, como brotos ou espinhos, o corte ndo € necessario. O spray de
goticulas carregadas transporta os compostos enddgenos da planta para um
espectrometro de massas (LIU et al., 2011).



37

A vasta aplicabilidade da técnica de leaf spray a torna apropriada para analise
de residuos de pesticidas (MALAJ et al., 2012), tecidos biologicos (WANG et al.,
2011), entre outras. Contudo, sua aplicagéo aos tecidos plantares € extremamente
vantajosa devido a algumas caracteristicas importantes da técnica, como operagéao
continua do equipamento por minutos, o0 que se adequa a instrumentacdo de
espectrometria de massas (EM) tandem e medidas de massa exatas.

Diversos compostos ja foram previamente identificados em plantas por meio de
leaf spray, como aminoacidos, carboidratos, lipidios e alcaloides. Além disso, uma
descrigao da distribuicdo quimica de compostos em tecidos plantares ja foi relatada
(LIU et al., 2011; FREUND et al., 2018; ZHANG et al., 2013). Portanto, esta técnica
tem se mostrado util e aplicavel a analise de metabdlitos secundarios, principalmente
foliares, com resultados amplos e com alta resolutividade, e foi empregada neste
estudo.

Diante do exposto, a utilizagado das técnicas quimicas e biologicas disponiveis
para o estudo das folhas de E. pitanga e E. dysenterica torna-se relevante, ja que a
primeira espécie nao foi investigada da forma proposta aqui e a segunda
comprovadamente apresenta riqueza de metabdlitos secundarios, pouco explorados

até entao.
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2 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral a analise quimica, histoquimica e

anatomia das folhas de Eugenia pitanga (O. Berg) Nierd e de Eugenia dysenterica DC.

Como objetivos especificos, teve-se:

1.

Avaliar a influéncia da sazonalidade na composi¢cédo dos 6leos essenciais
de E. pitanga e E. dysenterica.

Realizar estudos comparativos das classes quimicas presentes em cada
espécie, nas quatro estagdes e por meio dos métodos de extracao (folhas
frescas e secas).

Descrever a organizagdao anatébmica da lamina foliar de E. pitanga e E.
dysenterica.

Identificar a posigdo das cavidades secretoras nas folhas das duas
espécies, comparando-as em quantidade e tamanho.

Localizar in situ, os principais grupos quimicos que ocorrem no tecido foliar

de ambas as espécies.

Identificar os flavonoides presentes nas folhas de E. dysenterica e E.
pitanga.
Identificar possiveis marcadores nas folhas e a similaridades dos

compostos presentes nas espécies.
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3 METODOLOGIA

Este estudo foi dividido em trés etapas (Figura 6), as quais serdo sumarizadas
a seguir e detalhadas neste topico. Previamente a realizagdo do estudo, em uma
etapa denominada de etapa prévia, foram realizadas coletas das folhas de E. pitanga
e E. dysenterica nas quatro estagbes do ano, as quais foram extraidas, via
hidrodestilagao, e os OE foram obtidos e analisados por CG-EM.

Na primeira etapa, foi realizada a identificagdo dos constituintes presentes nos
OE, bem como a analise quimiométrica e comparagdes pertinentes as espécies,
aliadas as estagbes e modo de extragdo. Na segunda etapa, foi realizado o estudo da
anatomia vegetal e histoquimica de E. pitanga e E. dysenterica. Os resultados
encontrados na histoquimica motivaram a realizagao da terceira etapa, que consistiu
no estudo quimico das folhas por cromatografia em camada delgada (CCD), CLAE-

EM e leaf spray.

Figura 26 — Etapas de desenvolvimento do trabalho.
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Fonte: elaborado pelo autor.

3.1 ETAPA PREVIA: COLETA, OBTENGAO E ANALISE DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
E. PITANGAE E. DYSENTERICA

Esta parte do trabalho foi realizada nos anos de 2015 e 2016 no Laboratério de

Bioguimica e Quimica Orgéanica (LaBiOrg) da UFG - Campus Cataldo, pelas alunas
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de Iniciagdo Cientifica Andréia Pereira dos Santos e Tainara da Fonseca Rosa,
orientadas pela Profa. Dra. Vanessa G. P. Severino.

3.1.1 Coleta do material vegetal

As folhas de E. pitanga e E. dysenterica foram coletadas em Cataldo (Goias),
sendo a primeira coletada na residéncia do Prof. Dr. Hélder N. Consolaro, botanico
que identificou ambas as espécies, e a segunda nas dependéncias da Universidade
Federal de Goias. O cadastro de acesso ao patrimdnio genético ou conhecimento
tradicional associado no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado possui o numero A844DD4. A exsicata de E.
pitanga foi depositada no Herbario da Universidade de Brasilia, sob o codigo UB 297C;
a exsicata de E. dysenterica foi depositada no Herbario da Universidade Federal de
Goias - Regional Goiéania.

Os dados das coletas das folhas de E. pitanga e E. dysenterica sao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 6 — Datas e estagbes das coletas das folhas de E. pitanga e E. dysenterica.

5 ,

Data da Tgmpegatura i Temperatu_raN( C) até Temperatura °C
média (°C) no Estacao ebulicdo . o

coleta . o apos ebulicao
momento da do ano (hidrodestilagao) (hidrodestilacao)
coleta ¢

30/03/15 25 Outono

30/06/15 20 Inverno

05/10/15 27 Primavera 95298 80285

22/01/16 24 Verao

Fonte: elaborado pelo autor.

As variaveis climaticas foram representadas pelas médias mensais nos meses
de coletas das amostras, de temperatura (°C) maxima, minima e média, umidade
relativa em (%), obtidas da Estacdo Cataldo do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET) (Anexo A).

As amostras foram coletadas em quatro estagios fenoldgicos distintos: margo
de 2015, época em plena chuva e representando a fase vegetativa da planta; junho
de 2015, época de seca em que a planta se encontra na fase de senescéncia; outubro
de 2015, época de transigcdo de clima seco-umido, coincidente com a fase de

frutificacdo; e janeiro de 2016, época em plena chuva com intensa fase vegetativa.
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3.1.2 Obtencao dos dleos essenciais

As folhas coletadas nas condi¢cdes descritas no item 3.1.1 foram limpas
cuidadosamente com papel toalha e, posteriormente, picadas e pesadas. Uma
quantidade de 70g foi imediatamente submetida a hidrodestilagdo para extracao de
OE; a outra parte foi levada a estufa para secagem a 40 °C por sete dias e, em
seguida, 40g de material seco foi extraida por hidrodestilagao.

O processo de hidrodestilacdo de cada amostra ocorreu em aparato do tipo
Clevenger, utilizando-se 1L de agua destilada, em um baldo com capacidade de 2L.
O sistema foi aquecido até entrar em ebulicdo com temperatura variando entre 95 e
98 °C; posteriormente, houve uma redugao da temperatura do meio para 80 a 85 °C,
mantendo-a nesta faixa por quatro horas. Cada hidrolato obtido foi submetido a
extragdo liquido-liquido com diclorometano, na proporgdo de 1:1 v/v (solvente:
hidrolato) por trés vezes. O solvente foi volatilizado em capela de fluxo laminar e o OE
armazenado em microtubo de polipropileno em local seco e refrigerado ao abrigo de
luz até a analise. Desse processo, portanto, obteve-se OE de flores frescas e OE de

folhas secas das quatro estacdes do ano.

3.1.3 Analise dos OE obtidos por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas

Cada amostra obtida foi solubilizada em hexano e analisada em cromatografo
gasoso (Agilent Technologies, 7820 A) acoplado ao espectréometro de massas (MSD
5975, Agilent Technologies, EUA), utilizando coluna capilar de silica fundida HP5
(0,25mm x 30m x 0,5um de espessura do filme Agilent). O injetor, a interface e a fonte
de ionizagdo apresentaram, respectivamente, as seguintes temperaturas
quadrupolares de 280, 230 e 150 °C. Gas hélio foi utilizado como transportador,
apresentando fluxo de 1mL.min"". O volume de injegdo de cada amostra foi de 1 pL.
O gradiente de variagdo da temperatura da coluna foi 60°C por 4min, seguido de 3°C
por min até 300 °C, com duracgao de corrida de 71 min. Os espectros de massas foram
obtidos utilizando o modo de impacto de elétron a 70 eV. A analise foi conduzida em
modo de varredura, com intervalo de massa/carga (m/z) de 40 a 450 e velocidade de
3,46 varreduras/s. Cada espectro de massas obtido foi armazenado no equipamento

para posterior analise.
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3.2 PRIMEIRA ETAPA: IDENTIFICAGAO E ANALISE QUIMIOMETRICA DOS CONSTITUINTES
QUIMICOS PRESENTES NOS OLEOS ESSENCIAIS DE E. PITANGA E E. DYSENTERICA

Na primeira etapa do trabalho, os resultados obtidos na etapa prévia foram
analisados e foi feita a identificacdo dos compostos desses 6leos essenciais, assim

como a analise quimiométrica. Essas etapas estdo descritas nos itens seguintes.

3.2.1 Identificagao dos constituintes quimicos

Os constituintes quimicos de cada amostra foram identificados por meio da
comparacao do seu espectro de massas com informacgdes de referéncia do banco de
dados do equipamento (NIST EPA/NIH), por meio do indice de retengdo de Kovats
(IKC), calculado a partir de uma série de n-alcanos Cs-Cso, € comparagdo com dados
da literatura (ADAMS, 2007; NIST virtual (https://www.nist.gov/nist-virtual-library-0),

Pherobase (http://www.pherobase.com/) e PubChem

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

A quantidade de dados gerados foi extensa e por isso eles foram tabulados e

submetidos a analise quimiométrica.

3.2.2 Analise quimiométrica dos compostos identificados

As analises quimiométricas foram realizadas pelo Prof. Dr. Anselmo Elcana de
Oliveira, da Universidade Federal de Goias (UFG) empregando o pacote software R
verséao 3.5.0.

Para melhor visualizagdo dos dados, estes foram organizados em tabelas, em
que identificaram-se todos os componentes da amostra em colunas e nas linhas foram
distribuidas as espécies separadas em fresca e seca. Para a analise dos dados
obtidos das amostras das folhas de ambas as espécies, com o objetivo de verificar as
semelhancas e diferencas entre as amostras, aplicou-se 0 método quimiométrico de

analise por coordenadas ordenadas principais.
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3.3 SEGUNDA ETAPA: CARACTERIZAGAO ANATOMICA E HISTOQUIMICA DE FOLHAS DE E.
PITANGA E E. DYSENTERICA

Os estudos descritos neste topico ocorreram no Laboratério de Anatomia
Vegetal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, sob a supervisdo da Profa. Dra. Leticia de
Almeida Gongalves e contaram com a colaboragdo do discente Paulo Anténio
Goncalves de Jesus.

Inicialmente, a caracterizagdo biologica das folhas de E. dysenterica e E.
pitanga foi colocada como um dos objetivos deste trabalho com o intuito de conhecer
as regides das folhas de ambas as espécies que abrigam os 6leos essenciais. No
entanto, os resultados obtidos na histoquimica abriram caminho para novos
horizontes e motivaram a realizagao da terceira etapa deste estudo.

Para todas as analises (anatdbmicas e histoquimicas), foram utilizadas as
seguintes regides da folha: mediana, borda central, mediana da base, borda da base,

apice e peciolo (Figura 7).

Figura 27 — Regides da folha utilizadas nas analises

Nervura mediana
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Fonte: elaborado pelo autor.

3.3.1 Estudo da anatomia vegetal foliar

Para a caracterizagao anatdmica, as folhas de ambas as espécies foram

fixadas em FAA 50 (formaldeido, alcool etilico 50% e acido acético glacial) por 48
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horas (JOHANSEN, 1940) e estocadas em solugdo alcodlica 70% até o
processamento.

Na caracterizacdo anatbmica, foram realizadas seccdes transversais a mao
livre. Posteriormente, as folhas foram clarificadas em hipoclorito de sédio comercial (2
a 2,5% de cloro ativo) durante um intervalo de 5 a 7 min e, entdo, foi realizada a
lavagem com agua destilada por varias vezes. As secgdes transversais resultantes
foram coradas com solugéo de azul de astra (0,3%) e fucsina basica (0,1%), de acordo
com Kraus et al. (1997). As sec¢des foram utilizadas para montagem de laminas

temporarias.

3.3.2 Histoquimica foliar

A histoquimica foliar de E. dysenterica e E. pitanga foi realizada em trés etapas,
quais sejam: obtencdo das secgbes histologicas, analise histoquimica com os
reagentes e posteriormente visualizagao e fotomicrografia no microscépio 6ptico.

Essas etapas estdo descritas a seguir.

3.3.2.1 Obtencgéo de cortes histologicos

Os testes histoquimicos foram aplicados em seccdes de amostra fresca,
seccionadas transversalmente a mao livre, em peciolo de embauba ou isopor,
selecionados com o auxilio de um pincel n® 2, marca tigre e/ ou pinga de aco inox, e
colocados em placas de Petri de vidro (@5cm) juntamente com os reagentes

previamente preparados para caracterizagao histoquimica.

3.3.2.2 Analise histoquimica

A analise histoquimica foi realizada com o intuito de observar de alguns
metabdlitos nas folhas de E. pitanga e E. dysenterica. A metodologia utilizada nas
analises foi realizada de acordo com Ascensao (2007), que ressalta a presenga e
averigua os sitios de reserva das substancias quimicas produzidas no metabolismo
secundario das espécies.

Os metabdlitos avaliados foram: lipidios, terpenoides, compostos fendlicos,

alcaloides e polissacarideos. A duragao do contato entre as secgdes e os reagentes,
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bem como a coloragao esperada de cada reacgao, visando a deteccao das principais
classes de metabdlitos, estao listadas na Tabela 3. Para todos os testes foi realizado
um controle negativo em que a secc¢ao da folha era exposta a agua para comparagao

com a secgao exposta ao reagente, procedimento padrao.

Tabela 7 — Caracteristicas das reacdes para a detecgao das principais classes de
metabdlitos nos testes histoquimicos

Classe de Grupo de Teste Duragao das = A
-~ -~ - secgdes nos | Coloragéao Referéncia
metabdlito metabdlito aplicado
reagentes
o Sudan llI 15 Alaranjado
- Lipidios a Pearse,
Lipidios totais i 1982
Sudan IV 30 minutos Vermelho
Oleos Reagente :sZ:tlargcc):ligic;S) pavic e
Terpenoides | essenciais e gent 1 hora Carde, 1964
- . de Nadi a vermelho
Oleorresinas ;
oleorresinas
Cloreto Marrom a Johansen,
Compostos férrico negro 1940
fendlicos 15
- i a
gerais dDe|crgtr2:;ioo ) Castanha Gabe, 1968
Compostos P 30 minutos
Fendlicos .
Taninos Vanilina Vermelho Mace e
Cloridrica Howell, 1974
Lignina Floro- 5 minutos Rosa a Johansen,
9 glucinol vermelho 1940
Regente de
Wagner 53 Furre
Alcaloides | Alcaloides _ acastalino | Mahiberg,19
Regente de 10 minutos 81
Dittmar
52 Marrom,
Amido Lugol ] roxo ou
Polissacarid 10 minutos negro Johansen,
eos 1940
. Vermelho de . Rosa a
Pectinas o 10 minutos
Ruténio vermelho

Fonte: elaborado pelo autor.

A evidéncia de lipidios foi averiguada pela utilizagdo de reagentes Sudan lll e
IV (naftois arilazo-substituidos) (Figura 8) (JOHANSEN, 1940), e por ndo possuirem
auxocromos, a coloragao se deu por processo fisico. Observou-se alto coeficiente de

particdo entre lipidio e solvente, devido a tensao superficial elevada da gordura, a qual
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formou um bloqueio para reagentes aquosos, porém para os reagentes Sudan foi
totalmente permeavel.

Figura 28 — Reagentes Sudan lll e Sudan IV

Sudan 11T Sudan TV

Fonte: Ertas, OZer e Alasalva, (2007).

O reagente de NADI foi usado para evidenciar a presenga de 6leos essenciais
e oleorresinas (DAVID; CARDE, 1964). Sua preparagao ocorre pela mistura de a-
naftol e o cloridrato de dimetil-p-fenilenodiamina, por reacdo de oxirreducgao,
resultando em azul de indofenol (Figura 9), uma substancia lipossoluvel que altera a
coloragcao com a mudanca de pH.
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Figura 29 — Mecanismo da reacao de formacgao do indofenol

CH,
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\_/‘ ~ CH3
e
/‘\‘ .
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O

azul de indofenol

Fonte: Buchwalow, Boecker e Tiemann (2014)

O vermelho de ruténio (Figura 10) € um composto catibnico que reage com
substancias acidas. Neste estudo, foi usado para constatacdo de pectinas e
mucilagens (JOHANSEN, 1940).
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Figura 30 — Vermelho de ruténio

\/o\/ Clg

Fonte: Silva e Guerra (2012).

O cloreto férrico foi usado para deteccao de fendis, uma vez que compostos
orto-diidroxifenois se complexam na presenga de Fe?®*, formando precipitado (Figura
11). O dicromato de potassio também é usado para identificacdo de compostos
fendlicos, o processo se da pela liberacdo de ions de crébmio em solugcdo que, por
meio do contato com as hidroxilas do meio sofrem uma condensacdo formando

produto de coloragdo castanho-avermelhado (GABE et al.,1968).

Figura 31 — Mecanismo de detecc¢éo de fendis

OH

: )

Fonte: Fiqueiredo et al. (2007).

A vanilina cloridrica foi usada para verificar a presencga de taninos condensados
(MACE; HOWELL, 1974) e seu mecanismo de agdo se fundamenta na formacao de
uma estrutura condensada entre o aldeido, presente na vanilina, e os grupos fendis

dos taninos (Figura 12).
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Figura 32 — Mecanismo para verificagao de taninos condensados.

OH

o o
= =
HCl(yq) 9%
O/ O/
OH e

Vanilina crrHY \H
Vanilina i
Cloridirca Modelo de tanino

condensado

Fonte: Fiqueiredo et al. (2007).

A lignina € um polimero de constituicdo baseada em unidades de
fenilpropanoides (MORAIS, 1992) sendo um dos principais componentes dos tecidos
dos vegetais. Os grupos coniferaldeido (1) estrutura constituinte da lignina reagem
com o floroglucinol, em meio acido, formando uma estrutura com coloragdo (2)
(ADLER et al.,1948).



Figura 33 — Verificagao de ligninas por floroglucinol.
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Fonte: Fiqueiredo et al. (2007).
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O amido € constituido por dois polimeros, a amilose e a amilopectina, sendo

um dos principais compostos de reserva em plantas. Nas células vegetais, ele é

armazenado em forma de granulos insoluveis em agua. Nas folhas, ele é sintetizado

e armazenado nos cloroplastos e amiloplastos (AMARAL et al., 2007). Para sua

identificac&o, foi utilizada solugédo de lugol, que € uma solugdo salina de iodeto de
potassio (KlI), (JOHANSEN, 1940). O processo de identificagao se da pela ruptura das

interagbes por ligagdes de hidrogénio nas macromoléculas dos polimeros e

subsequente separacdo de inumeras unidades de glucose que reagem com o iodo na

presenca de iodeto, formando um complexo de cor azul intensa.
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Figura 34 — Estrutura molecular do amido

CH,OH CH,OH | CH,OH
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OH OH OH
OH O O OH
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Fonte: Fiqueiredo et al. (2007).

Os alcaloides fazem parte de um grande grupo de metabdlitos secundarios,
acumulam-se nos vacuolos, das células epidérmicas e hipodérmicas e laticiferos
(estruturas secretoras internas de uma planta). Podem se acumular longe do local
onde foram sintetizadas, como a nicotina, que é sintetizada nas raizes, mas depois é
transportada e acaba se acumulando nas folhas. Esses grupos sofrem precipitacéo
por agao de oxiacidos, bases e sais de halogénio com metais pesados. Os reagentes
de Wagner e Dittmar foram utilizados para verificar a presencga de alcaloides (FURR,;
MAHLBERG, 1981).

3.3.2.3 Fotomicrografias em microscopio optico

Apds a insercdo dos reagentes, as secgdes foram levadas ao microscopio
optico para realizagdo das imagens. As fotomicrografias do material analisado em
microscopia Optica foram realizadas em fotomicroscépico Leica, acoplado a camera
digital ICC50, com programa de captura LAZ EZ versao 3.4. As escalas presentes nas

ilustragdes foram obtidas nas mesmas condigbes Opticas.
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Figura 35 — Representacao esquematica da histoquimica

Esquema para metodologia de histoquimica

1° Detecgéo de lipidios (Sudan Il e Sudan IV)
Cortes histoldgicos (material fresco)

Placa de Petri ou vidro relégio
1Sudan llle IV (1Thora a temperatura ambiente)

Lavar rapidamente em agua destilada

l e l

CorVemelha Hemar

l coloractes

Positivo

Negativo

Preparo do Reagente:

Sudan Il e IV - 3g
Etanol 70% - 100ml

* Aquecimento até a
solucdo entrar em
ebulicdo. Aguardar o
resfriamento.

» Utilizar o sobrenadante.

2" Detecgéo de oleos essenciais e resinas (Reagente de Nadi)

Cortes histoldgicos (material fresco)

Placa de Petn ou vidro relégio

Reagente de Nadi (recém preparado)
Temperatura ambiente, no escurg.

(1hora a 1 5horas)

Lavar rapidamente em tampé&o Fosfato de

Sodio 0,1M pH 7 2. Tempo maximo de 2min)

Car Azul Caor V(:a.rmelha

i Resinas
Olecs
Essenciais

Solucbes para preparo do Reagente:

Solucdo A: a-naftol 0,1% em etanol
40%.

Solucdo B: Cloridrato de
dimetilparafenileno diamina 0,1% em
agua.

s Agitar a solugdo em agitador
magnético, até a completa
dissolugio do reagente.

Solucio C: tampdo Fosfato de sédio
0,05M pH 7,2.
Solucio D: tamv 3o Fosfato de sédio

Reagente de Nadi:

Solugio A: 0,5 ml
Solucio B: 0,56ml
Solucio C: 49ml

continua



J® Deteccéo de pectinas (Vermelho de Ruténio)

Cortes histolégicos (matenal fresco)
Placa de Petn ou vidro reldgio
Vemelho de Ruténio
Temperatura ambiente . (10min)

Lavar rapidamente em agua.

L'
Car Azul Cor Vermelha
: Resinas
Cleos
Essenciais
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Preparo do Reagente:

Vermelho de ruténio—0,02g
Agua - 100m|

e Agitar a solucdoem
agitador magnético, até a
completa dissolucdo do
reagente.

4° Detecgéo de compostos fendlicos (Cloreto férrico, dicromato de potéassio e

vanilina cloridrica):
Cortes histolégicos (material fresco)

Placa de Petri ou vidro relégio
Cloreto fémico a 10%

Temperatura ambiente. (15 a 30 min)
Lavar rapidamente em agua.

Verde Intenso Rosa Azul Negro

Cortes histolégicos (material fresco)

Placa de Petri ou vidro relégio
Dicromato de Potassio a 10%.
Temperatura ambiente. (15 a 30 min)

Lavar rapidamente em agua

Cortes histolgicos

(materal fresco)
Placa de Petri ou vidro reldgio
Vanilina 5% em HCl a 9%.

Temperatura ambiente. (10 min)

Castanho Avermelhado

——  Fenbdis

Lavar rapidamente em agua

Taninos
Condensados

Vermelho a
réseo

Fonte: elaborado pelo.

Preparo do Reagente:

Cloreto Férrico— 1g
Agua - 10ml

e Agitar asolucdo, até a
completa dissolucéo do
reagente.

Preparo do Reagente:

Dicromato de potassio— 1g
Agua - 10ml

& Agitar asolucdo, até a
completa dissolucdo do
reagente.

Preparo do Reagente:

Vanilina— 0,5g
Acido Cloridrico 9% — 100ml

& Agitar asolucdo, até a
completa dissolucdo do
reagente.
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3.5 TERCEIRA ETAPA: ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS DE E. PITANGAE E. DYSENTERICA POR
TECNICAS CROMATOGRAFICAS E ESPECTROMETRICA

Apos a realizagdo da histoquimica, alguns resultados motivaram uma melhor
investigacao quimica dos metabdlitos secundarios presentes nas folhas de E. pitanga

e E. dysenterica. Assim, procedeu-se com as fases descritas a seguir.

3.5.1 Preparo dos extratos metandlicos brutos das folhas

Para a realizagao desta etapa do trabalho, foram coletadas folhas dos mesmos
individuos de E. pitanga e E. dysenterica, mencionados no tépico 3.2.1, no dia 05 de
marco de 2019. Em seguida, realizou-se a secagem do material vegetal de cada
especie, utilizando-se estufa de circulacido, a 40 °C por 48h. Apds este periodo, as
folhas secas foram trituradas em liquidificador, pesadas e uma aliquota de 25g foi
adicionada em um frasco de Erlenmeyer e extraida com 500 mL de metanol, em banho
ultrassénico, a 45 °C, por 1h. Findado esse tempo, a amostra em metanol foi deixada
em repouso por 23h, e posteriormente foi submetida ao banho ultrassdnico por mais
1h. Apds a extracao, foi realizada a filtragcdo a vacuo da solugdo, evaporagao do
solvente em rotaevaporador a baixa pressao, a 45 °C, obtendo-se o extrato metandlico

das folhas para cada espécie vegetal.

3.5.2 Obtengao de fragoes basicas dos extratos metandlicos das folhas

Os extratos metandlicos de ambas as espécies foram submetidos a extragao
acido-base (Figura 16) para obtengcao de compostos nitrogenados, usando como base
a metodologia descrita na Famacognosia (2005).

A cada extrato foram adicionados 15 mL de uma solucido de etanol
absoluto/agua (proporgao de 1:1, v/v), seguido da adicao de 5 mL de acido cloridrico
(1,0 mol/L), tornando o valor de pH proximo a 1. Depois de realizada a acidificagao do
meio, cada solugao contendo o extrato bruto foi transferida para um funil de separacéao
e extraida com 30 mL de cloreto de metileno, trés vezes, obtendo-se a fragao orgénica

acida apés secagem do solvente.
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Em seguida, a fragdo aquosa acida resultante foi alcalinizada, empregando-se
100 mL de solugdo de hidréxido de aménio (1,0 mol/L), tornando a solugao basica,
com pH préximo a 11. Novamente, foi realizada a extragcdo com cloreto de metileno,

trés vezes, obtendo-se a fragdo organica basica, apds secagem do solvente.

Figura 36 — Extracao liquido-liquido do extrato metandlico das folhas de E. pitanga e E.
dysenterica

Fonte: acervo do autor.

3.5.3 Analise das fragoes por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para prospecg¢ao dos compostos presentes em cada fragdo, em especial os
nitrogenados, aliquotas destas amostras foram analisadas por CCD, empregando-se
como fase estacionaria a silica gel com indicador de fluorescéncia e como fase movel
acetato/hexano (50v/v).

Apds a eluigao, as placas cromatograficas foram analisadas sob a radiagao
ultravioleta em comprimento de onda de 254 e 365 nm, seguida pela revelagdo com
reagente Dragendorff e cloreto férrico (1,5% em acido cloridrico 0,5%). O reagente de
Dragendorff foi preparado da seguinte maneira:

. Solucéo A: foram solubilizados 0,85 g de subnitrato de bismuto em 10 mL de
acido acético glacial e 40 mL de agua a temperatura ambiente.

. Solugdo B: foram solubilizados 20 g de iodeto de potassio em 50 mL de agua.
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Volumes iguais de solugédo de iodeto de potassio a 40% e de subnitrato de
bismuto foram misturados; 1 mL dessa mistura foi diluido em 2 mL de acido acético

glacial e 10 mL de agua imediatamente antes do uso.

3.5.4 Analise dos extratos e fragoes por CLAE-EM

A analise dos extratos e fragdes de ambas as espécies foi realizada no Centro
Regional para o Desenvolvimento Tecnolégico e Inovagado (CRTI), localizado no
Parque Tecnolégico Samambaia/UFG. Os espectros de massas foram obtidos no
Cromatografo Liquido acoplado ao Espectrémetro de Massas de Alta Resolugao, com
coluna Agilent - C18 (4,6 x 100mm; 3 pm), fonte H-ESI, operando em modo negativo
e positivo, utilizando-se voltagem do spray de 3,5 kV, gas de bainha 30, gas auxiliar
10, temperatura do capilar de 350°C, temperatura de gas auxiliar de 250 °C, tube lens
55 e faixa de m/z de 150-700 e 250-1800.

A analise por CLAE foi realizada com agua deionizada, acidificada com 0,1 %
de acido férmico (fase mével A, v/v) e metanol acidificado com 0,1% acido férmico
(fase movel B — v/v).

A programacéao gradiente realizada iniciou com 93:07 (A:B %), 70:30 (A:B %)
em 10 minutos, 50:50 (A:B %) em 5 minutos, 30:70 (A:B %) em 3 minutos, 20:80 (A:B
%) em 2 minutos, 100 (B %) em 3 minutos, permanecendo por 3 minutos, 93:07 (A:B
%) em 2 minutos, permanecendo por 2 minutos. O tempo de corrida foi 33 minutos
com fluxo de 0,3 mL.min"", volume injegédo de 10 pL e temperatura da coluna de 20
°C.

Para o estudo de fragmentagao, foi utilizado o experimento de monitoramento
de reagbes paralelas (do inglés Parallel Reaction Monitoring — PRM), com energias
de colisdo igual a 30 (NCE) no modo negativo, 30 e 50 (NCE) no modo positivo.

Para identificar compostos fendlicos, utilizou-se uma solugdo estoque com
padrées em metanol na concentragdo de 1 mg.mL-'. A partir das solugdes estoque,
foi preparada a solugdo da mistura dos padrdes na concentragdo de 50 ug mL-'. A
analise para mistura dos padrdes foi realizada nas mesmas condi¢cdes das amostras.
Os padrboes de compostos fendlicos utilizados foram acido galico, acido
protocatequinico, acido gentisico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido vanilico,
acido ferulico, acido elagico, catequina, epicatequina, rutina, quercetina, naringenina,

luteolina e kaempferol, adquiridos da Sigma®. A tabela 4 (Anexo A) apresenta as
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caracteristicas dos padrdes utilizados. Os dados foram processados no software
Xcalibur™,

3.5.5 Analise por Leaf Spray

As analises foram realizadas no Grupo de Biossintese do Instituto de Quimica
da UNESP, em Araraquara, sob a supervisao da Profa. Dra. Maysa Furlan e contou
com a colaboragao do Me. Joao Luiz Bronzel Junior.

Inicialmente, para a padronizagdo do experimento, metade de uma folha
(regido central) de ambas as espécies, foi inserida em um microtubo de 1,5 mL. Em
seguida, ao tubo foi adicionado 1,0 mL de metanol grau de pureza HPLC. A folha foi
macerada com o auxilio de uma ponteira de ago inox, previamente higienizada.
Posteriormente, o tubo foi levado a uma mini-centrifuga (marca eppendorf, modelo
mini Spin) por 30s, obtendo-se, assim, a solugdo de extrato metandlico, a qual foi
diluida 50 vezes em metanol contendo 0,1% de acido férmico. Apds a padronizagao
da analise, realizou-se o experimento de leaf spray, empregando-se o espectrémetro
de massas ESI-IT-MS, em que a fonte de ESI foi modificada para permitir o
experimento do leaf spray em modo positivo.

As folhas de cada espécie foram cuidadosamente selecionadas e limpas em
ambos os lados, utilizando-se agua Mili-Q, lengcos de papel e etanol grau HPLC.
Nessas folhas, foi realizado um corte, na forma de tridngulo, de 1 cm de base e cerca
de 1,1 a 1,5 cm de altura. O tridngulo da amostra foi cuidadosamente segurado com
uma garra adaptada e colocado a 8,0 mm da entrada do espectrémetro de massas
(Figura 17). Em seguida, sobre a amostra, foram aplicados 10,0 yL de MeOH grau de
pureza CLAE.
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Figura 37 — Equipamento em operagdo com a amostra de E. pitanga.

Fonte: elaborado pelo autor.

A tensdo aplicada na entrada do capilar de transferéncia foi de (-) 4500V com
end plate offset de 500V. Na saida do capilar, foi utilizada uma voltagem de 140V. A
faixa de aquisicao dos espectros foi m/z 50-1000 Da. A vaz&o do gas responsavel pela
dessolvatacéo foi de 2,0 Lmin-', com temperatura de 250 °C. O tempo maximo de
acumulo de ions no analisador foi de 50 ms.

Na aquisicdo dos espectros de EM/EM, realizada em modo Auto MS (exceto
para infus&o direta dos extratos nos quais a amplitude de fragmentacao foi ajustada
manualmente a fim de se obter maior intensidade dos ions produto), foi usada uma
janela de isolamento 3,0 m/z com Target mass de 500 m/z. A amplitude de
fragmentacado induzida por colisdo (CID) foi variada de 0,4 a 4,0 V e o tempo de
fragmentacgao foi de 200ms.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho foram identificados os compostos existentes nos O6leos
essenciais de E. pitanga e E. dysenterica, assim como realizada a histoquimica e
anatomia vegetal dessas espécies, que demonstraram resultados motivadores a
identificacdo de outros compostos por outras técnicas quimicas. Os resultados
encontrados em todas as etapas sao expostos e discutidos nos itens a seguir.

4.1 OLEO ESSENCIAL OBTIDO DAS FOLHAS DE E. PITANGA E E. DYSENTERICA

Ap0ds o processo de extracido dos 6leos essenciais a partir da massa inicial de
70g de folhas frescas e 20g de folhas secas de E. dysenterica e E. pitanga
respectivamente, foi possivel obter rendimento descrito na tabela 4 para as folhas
coletadas em cada estacao do ano.

Tabela 8 — Rendimento dos 6leos essenciais obtido apds hidrodestilagdo das folhas de E.
pitanga e E. dysenterica.

Estacao da Outono Inverno Primavera Verao
extragao
Data 30/03 30/06 05/10 22/01
Folhas Fresca Seca Fresca Seca Fresca Seca Fresca Seca
E. pitanga 0,45 0,47 0,56 0,57 0,55 0,58 0,60 0,65
E. dysenterica 0,02 0,03 0,03 0,04 0,02 0,03 0,03 0,05

Fonte: elaborado pelo autor.

Tanto para E. pitanga, quanto para E. dysenterica, o maior rendimento
encontrado ocorreu nas folhas secas coletadas no verdo e o menor rendimento nas
folnas frescas coletadas no outono. A E. pitanga apresentou rendimentos
consideravelmente maiores que a E. dysenterica em todas as condi¢des. Inumeros
fatores influenciam na produgao de 6leos essenciais por determinada planta. Entre
esses fatores se encontram o estagio de desenvolvimento da planta, o sitio de
producao do dleo essencial, a taxa de fotossintese, a qualidade da luz recebida pela
planta, as variagdes climaticas e sazonais e até mesmo fatores nutricionais da planta
(SANGWAN, N.S., FAROOQI, A.H.A., SHABIH, F., SANGWAN, 2001).

Kauffman et al. encontraram um rendimento de 0,65% em folhas frescas de E.

pitanga coletadas em margo, que é exatamente o rendimento encontrado neste
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trabalho, porém no més de janeiro (KAUFFMANN et al., 2017). Costa et al.
encontraram um rendimento de 0,15% de 6leos essenciais extraidos de folhas frescas

de E. dysenterica, corroborando com os dados deste trabalho.

4.2 IDENTIFICAGAO DOS CONSTITUINTES QUimMICOS DOSs OE

Os compostos encontrados nos 6leos essenciais de E. pitanga e E. dysenterica
foram analisados por cromatografia gasosa, seguida de espectrometria de massas.
Os compostos identificados para cada espécie foram separados dentre as quatro
estagdes e encontram-se apresentados nas tabelas de A1 a A16 no Apéndice A.

4.3 ANALISE QUIMIOMETRICA DOS COMPOSTOS IDENTIFICADOS

Os dleos obtidos das folhas da E. pitanga e E. dysenterica foram caracterizados
pela predominancia de hidrocarbonetos sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados.
Também foram encontrados em quantidades relativamente baixas, quando
comparado com as duas classes de hidrocarbonetos, monoterpenos, diterpenos,
antraquinonas, cumarinas e naftoquinonas.

Tendo como base os dois grupos principais de compostos presentes nos 6leos
essenciais, foi possivel encontrar pequenas caracteristicas gerais de agrupamento.
Em relagao as folhas de E. pitanga, foi possivel averiguar que em todas as estacoes
a quantidade de sesquiterpenos identificados nas folhas frescas foi maior que nas
folhas secas. Ja nas folhas de E. dysenterica nao houve uma frequéncia nos dados
como relatado acima, porém as amostras destas folhas se mostraram mais ricas em
variedades de classes.

Os dados obtidos foram compilados em planilhas, em que os componentes das
amostras foram dispostos em coluna (respeitando a ordem alfabética) e nas linhas
foram distribuidas as espécies separadas em frescas e secas (tabela 21). Uma matriz
de 128 compostos diferentes (colunas) e 16 linhas foi gerada, dispondo as
caracteristicas de cada amostra (E. pitanga e E. dysenterica), dividida em quatro

estacdes e dois tipos de folhas (fresca e seca).
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Tabela 5 — Numeragao das amostras demonstradas nas figuras 18, 19 e 21, geradas apds

analise quimiométrica.

Amostra Espécie — Estagao de coleta — Tipo de Folha

1 E. pitanga — Primavera — Fresca

E. pitanga — Primavera — Seca

E. pitanga — Verao — Fresca

E. pitanga — Verao — Seca

E. pitanga — Outono — Fresca

E. pitanga — Outono — Seca

E. pitanga — Inverno — Fresca

E. pitanga — Inverno— Seca

Ol O N| O O & O DN

E. dysenterica — Primavera — Fresca

10 E. dysenterica — Primavera — Seca
11 E. dysenterica — Verao — Fresca
12 E. dysenterica — Verao — Seca

13 E. dysenterica — Outono — Fresca
14 E. dysenterica — Outono — Seca
15 E. dysenterica — Inverno — Fresca
16 E. dysenterica — Inverno— Seca

Fonte: acervo do autor

A partir do tratamento dos dados, empregando-se um método quantitativo que
levou ao agrupamento das espécies em funcdo da similaridade dos compostos
presentes na amostra, foram gerados dendogramas para exibir de forma simplificada
e didatica o comportamento das diferentes amostras.

O método foi escolhido por ser rapido, simples e suficiente para uma analise
inicial dos dados. Gerando graficos de simples analise, com um baixo nivel de pré-
processamento dos dados ou nenhum. O primeiro dendograma agrupou as espécies

em dois grandes grupos separando a E. pitanga da E. dysenterica (Figura 18)
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Figura 38 — Dendograma gerado com as similaridade entre as espécies E. dysenterica
(azul) e E. pitanga (vermelho).

1.5

1.0

0.5

0.0
L

Fonte: Acervo do autor

O dendograma foi formado ap6és o agrupamento hierarquico das amostras.
Cada traco vertical representa uma amostra. Cada trago vertical que conecta uma
amostra a outra ou um grupo de amostra a outra, e assim sucessivamente, representa
a semelhancga entre essas amostras ou esses grupos, de forma que quanto menor o
traco, maior € a semelhanga. Essa semelhanca foi designada de acordo com as
caracteristicas de cada amostra (composicao dos 6leos essenciais) avaliadas neste
estudo. Assim, foi possivel delimitar dois clusters (grupos) de amostras com
caracteristicas semelhantes.

Com base nos dados analisados, foi possivel estabelecer um padrao de
similaridade entre as amostras de 6leos essenciais. Houve divisdo das duas espécies
de plantas em dois eixos, demonstrando que cada uma se agrupava em um eixo,
havendo assim uma consideravel similaridade dentro de cada espécie. Para as
amostras de E. pitanga houve uma divisdo entre as folhas frescas (1, 3, 5e 7) e as
folhas secas (2, 4, 6 e 8). Porém, para as folhas de E. pitanga nao houve a mesma
similaridade, havendo a separacédo das folhas frescas e secas da estacao verao.
Contudo, foi mantido o padréao de agrupamento das folhas frescas (9, 13 e 15) e secas
(14,10 e 16) em dois grupos (cada um com trés membros) das estagdes inverno,

primavera e outono.



63

Analisando os dados de forma individualizada, para cada uma das espécies,
primeiramente para as folhas da E. pitanga, foi possivel perceber as seguintes
relacbes. As folhas frescas, primavera (1) e outono (5) apresentaram maior
similaridade dos compostos, em seguida o verao (3) agrupou a essas espécies e por
ultimo inverno (7). Nas folhas secas, foi respeitada a mesma sequéncia de
agrupamento, houve uma maior similaridade entre as da primavera (2) e outono (6),
em seguida houve o agrupamento do verao (4) e por ultimo o inverno (8). Dessa forma,
foi possivel visualizar uma relacdo consideravel entre os compostos presentes na
primavera e outono independentemente do tipo de folha e que os compostos das
folhas de inverno, independentemente do tipo de folha, sdo os mais discrepantes dos
demais, tal fato pode ter ocorrido devido ao longo periodo de estiagem que o Cerrado
€ submetido nessa estacao do ano.

Realizando a mesma analise para as folhas de E. dysenterica, foi possivel
verificar similaridade alta entre os componentes, nas amostras de folhas secas das
estacdes primavera (10) e inverno (16), em seguida houve o acoplamento da amostra
do outono (14). Nas folhas frescas, foi respeitado o mesmo padrao de agrupamento,
houve uma maior similaridade entre as folhas das estagbes primavera (9) e inverno
(15), em seguida houve o acoplamento da amostra do outono (14). A unica amostra
que extrapola o padrao, séo as folhas frescas e secas da estagao verao (11 e 12), que
se apresentam mais similares entre si do que quando comparado as amostras de
mesma caracteristica (seca ou fresca) em outra estagdo de coleta, isso pode ter
ocorrido devido ao aumento de forma significativa da pluviosidade nessa estagao do
ano.

Foi gerado um segundo dendograma para verificar a similaridade entre as

folhas frescas e secas de ambas as espécies (Figura 19).
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Figura 39 — Dendograma contendo as similaridade entre as folhas secas (azul) e frescas

(vermelho) de ambas as espécies nas diferentes estagdes de coleta.
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Fonte: acervo do autor

Por meio do dendograma exposto acima, ficam mais evidentes as similaridades
entre as folhas ja descritas no texto. Considerando apenas as amostras da espécie E.
pitanga, houve separagao total em dois grandes grupos das folhas secas e folhas
frescas. Ja para as amostras da E. dysenterica essa separagao nao ocorreu da
mesma forma, devido a alta similaridade dos compostos encontrados na estacao
verao independentemente do tipo de folha.

Aplicando o método PCO para a matriz de dados binaria de cada conjunto de
compostos de cada amostra, a separagao entre as espécies e o tipo de folha pode ser
melhor visualizada na figura 20.
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Figura 40 — Agrupamento das espécies apés a analise de PCO

Espécies:

pitanga

PCO2

Tipos de Folhas:

® oy

PCO1

Fonte: acervo do autor

A analise de PCO, consiste em detectar dentro de um grande espag¢o amostral,
uma diregcao que ira contemplar o maior numero de informacdes referentes as
amostras estudadas. Por meio das visualizagdes geradas em cada aspecto analitico
da amostra no espaco formado pelas novas coordenadas principais, foi possivel
expressar as diferengas e semelhancas entre as amostras das espécies de E. pitanga
e E. dysenterica com os dados das folhas secas e frescas.

Nas amostras das folhas de E. pitanga houve separagao do tipo de folha, seca
ou fresca, mostrando similaridade dentro de cada tipo de folha e divergéncias quando
as folhas eram diferentes. Ja para as amostras oriundas da E. dysenterica, nao houve
separagao com a mesma precisao em duas partes do plano.

Usando o GA-PLS (analise genética do quadrado parcial minimo) para a
selecdo de variaveis independentes, foram selecionados dez compostos, que
funcionam como marcadores para as espeécies, estacdo de coleta e tipo de folhas
(Figura 21): (1) apiole , (2) 1,4-canadiene, (3) 1-octadecanol, methyl ether, (4) B-
elemene, (5) cadala-1(10),3,8-triene, (6) eudesma-4(15),7-dien-1 —ol, (7) geranyl-a-
terpinene, (8) ledol, (9) murolan-3,9(11)-diene-10-peroxy e (10) nootkatone.
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Figura 21 - Selecao de variaveis independentes usando o GA-PLS (analise genética
do quadrado parcial minimo).

w 0

Fonte: acervo do autor

Pelo dendograma apresentado, € demonstrada uma clara dependéncia dos
compostos com as amostras das quatro estagdes e dos tipos de folha ja relatados
anteriormente.

Por meio do estudo quimiomeétrico dos 6leos essenciais, foi possivel visualizar
um padrdao de composicdo nas amostras em diferentes condi¢cdes climaticas,
principalmente na E. pitanga, uma vez que o0 padrao nao se repetiu com a mesma
acuracia com a E. dysenterica. Isso pode ter ocorrido devido as condigbes em que
ambas as plantas estdo submetidas, uma vez que a E. pitanga é uma planta
domesticada e a outra ndo. Assim, efeitos como radiacdo solar, umidade e
temperatura a que foram expostas sao diferentes podendo ter influenciado na

composicao dos OEs das diferentes amostras.

4.4 ESTUDO DA ANATOMIA VEGETAL FOLIAR

As folhas de E. pitanga e E. dysenterica possuem epiderme uniestratificada

(Figuras 22A-B), recobertas por uma cuticula espessa em ambas as faces. Os
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estdmatos ocorrem apenas na face abaxial e localizam-se no mesmo nivel das células
epidérmicas (Figuras 22A-B). Ademais, estas folhas possuem mesofilo dorsiventral.

Entretanto, ha a ocorréncia de uma camada de parénquima palicadico na folha
de E. pitanga e duas camadas nas folhas de E. dysenterica, sendo a primeira camada
formada por células mais alongadas que a segunda (Figuras 22C-D). O parénquima
esponjoso é formado por quatro a sete camadas de células em E. dysenterica e nove
a onze camadas em E. pitanga, onde espacos intracelulares sdo visualmente maiores
do que aqueles visualizados em E. dysenterica (Figuras 22CD). Cavidades secretoras
ocorrem por toda a extensdo do mesofilo (Figuras 22C-D).

Para ambas as espécies, a nervura central das folhas (Figuras 22E-F) é
composta por parénquima, onde estdo distribuidas cavidades secretoras, e por um
feixe vascular na forma de um arco aberto. Em E. dysenterica, as fibras periciclicas
contornam completamente o feixe; em E. pitanga as fibras formam calotas associadas
ao xilema e floema para dentro do parénquima (Figuras 22E-F).

No peciolo de ambas as espécies ha um unico feixe vascular concéntrico
(Figuras 22G-H), formando um arco em que as margens sao dirigidas para o centro.

Para dentro da epiderme ocorre parénquima e cavidades secretoras.
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Figura 22 — Cortes transversais da folha da E. dysenterica (A C E G) e da E. pitanga (BD F
G) submetidos a fucsina basica azul de astra.

g’

Legenda: (A e B) estdbmatos localizados no mesmo nivel das demais células epidérmicas (seta); (B)
estbmatos (seta) e cAmara subestomatica (asterisco); (C) mesofilo dorsiventral com cavidade secretora
e feixe vascular; (D) detalhe do dorsiventral; (E) regido central da lamina foliar; (F) detalhe da regido da
nervura central, evidenciando o feixe bico mesofilo lateral; (G) regido central do peciolo evidenciando
feixe vascular bicolateral; (H) detalhe do peciolo com feixe vascular bicolateral. As setas e colchetes
indicam as estruturas descritas. PP — parénquima paligadico; PE - parénquima esponjoso; CS —
cavidade secretora; X — xilema; F — floema; FV — feixe vascular. Fonte: elaborado pelo autor.

As cavidades secretoras sao formadas, nas folhas de ambas as espécies, por
epitélio secretor unisseriado (Figuras 23A-B). Drusas e cristais prismaticos (Figuras
23C-D, setas) ocorrem em idioblastos presentes no mesofilo e, mais frequentemente,
associados aos feixes vasculares (Figuras 23E-F), ocorrendo também em grande

quantidade na nervura central e no peciolo das folhas de ambas as espécies.
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Figura 23 — Cortes transversais da folha de E. dysenterica (A, C, E, G) e E. pitanga (B, D, F,
H) submetidos a fucsina basica azul de astra.

Legenda: (A-B) cavidade secretora; (C-D) cristais prismaticos (setas); (E-F) nervura central com luz
polarizada indicando cristais. As setas indicam as estruturas descritas. PP — parénquima pali¢adico,
PE - parénquima esponjoso, C.S — cavidade secretora As setas indicam as estruturas descritas

anteriormente. Fonte: elaborado pelo autor.



70

4.5 ANALISE HISTOQUIMICA

Os resultados da analise histoquimica de ambas as espécies sao

apresentados, de forma qualitativa, na Tabela 22.

Tabela 6 — Resultados qualitativos da analise histoquimica de E. pitanga e E. dysenterica

Reagente Eugenia pitanga Eugenia dysenterica
Sudan I + +
Sudan IV + +
Reagente de NADI + +
Vermelho ruténio - -
Cloreto férrico + +
Dicromato de potassio + +

Vanilina cloridrica - -

Floroglucinol + +
Lugol + +
Reagente de Wagner + -
Reagente de Dittmar + -

Legenda: (+) - positivo, ( - ) — negativo. Fonte: elaborado pelo autor.

As analises histoquimicas realizadas com a folha de E. pitanga evidenciaram a
bainha esclerenquimatica que circunda o feixe vascular principal da |amina foliar
lignificado, utilizando-se o floroglucinol acido (Figura 24-A). Pelo emprego deste
reagente, ainda foi possivel evidenciar um conjunto de células lignificadas (Figura 24-
B). Na lamina foliar, detectou-se amido na regido adaxial e dentro da cavidade
secretora (Figuras 24-C e D), pelo uso do lugol. A presenga de bolsas de oleos
essenciais em ambas as faces da lamina foliar foi comprovada pelo uso do regente
de Nadi (Figura 24-E). Com uma maior aproximagao, foi possivel evidenciar a
presenca das substancias resiniferas na cavidade secretora (Figura 24-F). O azul de
toluidina foi utilizado para evidenciar detalhe na cavidade secretora com epitélio
secretor, bem como diferenga nos compostos fendlicos, sendo que as ligninas,
compostos estruturais e os compostos nao estruturais apresentaram diferencas nas
tonalidades do verde (Figura 24-G). O vermelho de ruténio foi utilizado para evidenciar

pectinas e mucilagem, porém o resultado deu negativo para este teste (Figura 24-H).
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Figura 24 — Fotomicrografias da lamina foliar de E. pitanga.

Legenda: A) bainha esclerenquimatica que circunda o feixe vascular principal da lamina foliar
lignificado, evidenciada pelo reagente de floroglucinol acido; B) conjunto de células lignificadas,
evidenciado pelo reagente floroglucinol acido; C) Iamina foliar com amido na regido adaxial (seta) e
dentro das cavidades secretoras (asterisco), evidenciado pelo reagente lugol; D) detalhe da cavidade
secretora com graos de amido (asterisco), evidenciado pelo reagente lugol; E) cavidades secretoras
com substancias resiniferas em ambas as faces da Idmina foliar, evidenciada pelo reagente de Nadi;
F) maior aumento na cavidade secretora com resina, evidenciada pelo reagente de Nadi; G) azul de
toluidina, evidenciando estruturas presentes na lamina foliar (detalhe da cavidade secretora com
epitélio secretor); H) 1damina foliar sob o reagente de vermelho de ruténio, resultando em deteccéo
negativa para este teste. As setas e asteriscos indicam as estruturas descritas. Fonte: elaborado pelo
autor.

Foi dada continuidade nas analises histoquimicas na lamina foliar de E. pitanga,
realizando-se o teste com o reagente de Dittmar e de Wagner, os quais apresentaram
resultados semelhantes na deteccao de alcaloides dentro e fora da cavidade secretora
(Figura 25 A-B Dittmar) e, na face adaxial (Figura 25-C Wagner). Com a aproximagao
da imagem da nervura central, foi possivel detectar a presenca de alcaloides no
parénquima paligadico (PP) e nos polos de floema do feixe vascular (Figura 25-D
Wagner). Foram utilizados os reagentes Sudan lll e Sudan IV para evidenciar

estruturas lipidicas, as quais estavam presentes na regido da nervura central, tendo
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em destaque a cuticula repleta de substéncias lipidicas (Figura 25-E Sudan Ill) e, com
uma aproximagao maior, foi possivel visualizar a auséncia desses compostos nas
cavidades secretoras de ambas as faces da folha. No entanto, a reagao manteve em

evidéncia a presenga dos compostos lipidicos na cuticula (Figura 25-G Sudan V).

Figura 25 — Histoquimica da lamina foliar de E. pitanga.

Legenda: A — B) cavidades secretoras com e sem alcaloides, evidenciado com o reagente de Dittmar;
C) face adaxial evidenciando alcaloides pelo reagente de Wagner; D) regido da nervura central com
alcaloides na regido do parénquima paligadico (PP) e nos polos de floema do feixe vascular (colchetes);
E) regido da nervura central, em destaque a cuticula repleta de substancias lipidicas (seta), evidenciado
pelo reagente Sudan Ill; F) maior aumento na cavidade secretora com auséncia de compostos lipidicos
e ambas as faces revestimento da cuticula, evidenciado pelo reagente Sudan IV. As setas e colchetes
indicam as estruturas descritas. Fonte: elaborado pelo autor.

A analise histoquimica de E. dysenterica evidenciou a presenga de compostos
fendlicos nos polos de floema da regido central da lamina foliar (Figura 26A). Por meio
do uso do reagente cloreto férrico, e em teste similar com dicromato de potassio, foi
possivel detectar fendis simples na cavidade secretora e na regiao de nervura central

da lamina foliar (Figura 26B). Na regido central da lamina, foliar foi evidenciada a
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presenga de compostos lipidicos na cuticula, utilizando o reagente Sudan Il (Figura
26C). Empregando-se o lugol, determinou-se a presenga de amido no interior das
células, na regiao central do peciolo (Figura 26D). A presenca de 6leo essencial na
epiderme do peciolo, com gotas de 6leos essenciais distribuidas (Figura 26E), e
também na nervura central da lamina foliar, com uma gota de 6leo essencial dentro
da cavidade secretora (Figura 26F), foi constatada por meio do reagente de Nadi. A
presencga de ligninas foi detectada nas paredes secundarias, pelo uso do reagente
floroglucinol (Figura 26G). Por fim, alcaloides ndo foram detectadas nesta analise,

pelo uso do reagente de Vagner (Figura 26H).

Figura 26 — Fotomicrografias da folha da E. dysenterica

Legenda: A) compostos fendlicos nos polos de floema da regido central da lamina foliar; B) cavidade
secretora, na regido de nervura central da lamina foliar, sob o reagente cloreto férrico; C) graos de
amido (seta) no interior das células na regido central do peciolo; D) nervura central da lamina foliar,
destacando a cavidade secretora com gota de 6leo essencial evidenciado pelo reagente Nadi; E)
epiderme com gotas de dleo essencial (asterisco) no peciolo, evidenciado pelo reagente de Nadi; F)
regido central da lamina foliar sob o reagente de Sudan lll, evidenciando compostos lipidicos na
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cuticula; G) regido central da lamina foliar sob o regente de floroglucinol; H) nervura central da 1amina
foliar submetida ao regente de Vagner. Fonte: elaborado pelo autor.

No presente estudo, foram realizados apenas cortes a mao livre da lamina
foliar. Em outras pesquisas com plantas do Cerrado, em geral, a estrutura foliar é
amolecida pés-inclusdo em parafina, o que melhora significativamente os cortes.
Contudo, os melhores resultados para anatomia foliar aparecem quando sao feitas
inclusdes em historesina (PALHARES, 2003). No entanto, para histoquimica, a unica
forma possivel € utilizar a folha recém-seccionada, sem nenhum tipo de preparo; por
isso, em nosso estudo, foi feito dessa forma. Os estudos da anatomia foliar e
histoquimica de plantas do cerrado apresentam particularidades, devido ao aspecto
de couro das folhas, sua rigidez e tendéncia a rupturas. Dessa forma, faz-se
necessario conhecer técnicas adequadas para um melhor resultado nas analises
(PALHARES, 2003).

A anatomia foliar de ambas as espécies — E. pitanga e E. dysenterica —
apresentou como resultados uma epiderme uniestratificada, recoberta por uma
cuticula espessa em ambas as faces. Os estdmatos foram encontrados apenas na
face abaxial e estes estavam no mesmo nivel das células epidérmicas. Essas
caracteristicas coincidem com as descri¢cdes prévias de E. dysenterica (PALHARES,
2003; SILVA et al., 2015). Trabalhos com as espécies E. dysenterica e E. uniflora L
demonstraram a mesma caracteristica anatémica foliar (RODRIGUES et al., 2010;
ALVES et al., 2008). Ja para E. pitanga, existem poucos trabalhos na literatura
referentes e nosso trabalho € inovador no quesito da anatomia foliar e histoquimica,
nao havendo, até entdo, nenhum trabalho publicado para essa espécie com esse
tema.

A anatomia da lamina foliar de ambas as espécies indicou a presenga do
mesofilo dorsiventral, ocorrendo, entretanto, uma camada de parénquima paligadico
na folha de E. pitanga e duas camadas na folha de E. dysenterica, sendo a primeira
camada formada por células mais alongadas que a segunda. O parénquima esponjoso
e formado por quatro a sete camadas de células em E. dysenterica e por nove a onze
camadas em E. pitanga, onde espacos intracelulares sao visualmente maiores do que
aqueles visualizados em E. dysenterica. Cavidades secretoras ocorrem por toda a
extensao do mesofilo em ambas as espécies. Um trabalho realizado com as folhas da
E. uniflora mostrou, por meio de cortes transversais, uma epiderme unisseriada em

ambas as faces. Na face adaxial, observou-se a cuticula espessa, o mesofilo
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dorsiventral com parénquima palicadico unisseriado, parénquima lacunoso com varias
camadas de células e grande quantidade de cavidades secretoras proximas a
epiderme adaxial e abaxial (FIUZA et al., 2008).

A regiao da nervura central das folhas em ambas as espécies € composta por
parénquima, onde estéo distribuidas cavidades secretoras, e por um feixe vascular na
forma de um arco aberto. Em E. dysenterica, as fibras periciclicas contornam
completamente o feixe. Em E. pitanga, as fibras formam calotas associadas ao xilema
e floema para dentro do parénquima. Fiuza et al. (2008) destaca, em seu trabalho,
que, em algumas regides, o parénquima paligadico é bisseriado e que o feixe vascular
€ bicolateral em forma de arco aberto, envolto por faixa esclerenquimatica.

No peciolo de ambas as espécies, ha um feixe vascular unico, concéntrico,
formando um arco cujas margens sao dirigidas para o centro. Para dentro da epiderme
ocorrem parénquima e cavidades secretoras. Em outros trabalhos realizados com
espécies do mesmo género, a regido central da superficie & ligeiramente céncava e
abaxial, convexa (DONATO et al., 2007). Apresentam epiderme unisseriada,
parénquima cortical contendo grande quantidade de cristais (FIUZA et al., 2008).

As cavidades secretoras sdo formadas nas folhas de ambas as espécies, por
epitélio secretor unisseriado. Drusas e cristais prismaticos ocorrem em idioblastos
presentes no mesofilo e, mais frequentemente, associados aos feixes vasculares,
ocorrendo também em grande quantidade na nervura central e no peciolo das folhas
de ambas as espécies. Para Callado (1993), em trabalho realizado com E. cuprea, as
cavidades secretoras ocorrem ao longo de toda a l|admina foliar e peciolo,
apresentando conteudo lipidico. Para Donato et al. (2007), as cavidades secretoras,
de secgao arredondada, estao situadas logo abaixo da epiderme, podendo ocorrer
intercaladas nesse parénquima com os idioblastos cristaliferos. Cristais prismaticos e
drusas sao relatados em varias regides da lamina foliar, mas encontrados em maior
quantidade nas regides da nervura central e peciolo, assim como neste trabalho.

Os testes histoquimicos de ambas as espécies foram bastante similares, sendo
positivo para Sudan lll, Sudan IV, reagente de Nadi, cloreto férrico, dicromato de
potassio, floroglucinol e lugol para ambas as espécies e sendo negativo para vermelho
de ruténio e vanilina cloridrica. Uma diferenga foi encontrada quanto a presenca de
alcaloide na lamina foliar, sendo negativo para E. dysenterica e positivo para E.
pitanga.

Os testes com os reagentes de Sudan Ill e IV foram utilizados para



76

determinacdo da presenca de lipidios. Esses reagentes ndo possuem auxocromo e,
consequentemente, ndo sio ionizados ou ionizaveis. Dessa forma, a coloragéo se da
por meio de um processo fisico, em que os reagentes apresentam maior afinidade
pelos compostos lipidicos do que pelo solvente, no meio em que estdo diluidos.
Palhares (2003) também realizou em seu trabalho testes histoquimicos com as folhas
da E. dysenterica, utilizando Sudan, e detectou lipidios na cuticula e em glandulas,
resultados similares aqueles encontrados neste trabalho.

As folhas das duas espécies estudadas apresentam um vasto numero de
cavidades secretoras proximas a epiderme e na area de conexao entre o parénquima
lacunoso e palicadico. As cavidades, quando seccionadas em transversal,
apresentam lume circular que é delimitado pelo epitélio secretor, o que também foi
observado em outros trabalhos de histoquimica de Myrtaceae, Metcalfe e Chalk
(1983). Os componentes presentes dentro da cavidade secretora reagiram
positivamente ao reagente de Nadi, indicado para detecgao de terpenoides.

O Reagente de Nadi, extremamente apolar, tem sua cor alterada em funcéo da
variagdo do pH. Sendo assim, ha a possibilidade de identificar 6leo essencial e
Oleorresinas, em funcdo da diferenga de coloracdo do meio. Em outro trabalho
presente na literatura, foi identificada a presencga de dleos essenciais nas mesmas
regides das folhas da E. pitanga e E. dysenterica. O resultado positivo destes
trabalhos, coloragao violeta-résea tipico da mistura entre 6leo essencial e resina é
similar ao do presente trabalho indicando a presenca de tais estruturas (SILVA et al.,
2003). S& (2016) em um trabalho mais recente com a E. uniflora, utilizando o mesmo
reagente, determinou a presenca de OE e O6leorresinas nas cavidades secretoras,

células epidérmicas e em células do parénquima.

4.6 ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS DE E. PITANGA E E. DYSENTERICA POR TECNICAS
CROMATOGRAFICAS E ESPECTROMETRICA

Os estudos quimicos das folhas de E. pitanga e E. dysenterica foram feitos com
o0 objetivo de identificar os flavonoides e compostos nitrogenados previamente
visualizados qualitativamente na analise histoquimica. Para tanto, utilizamos técnicas

cromatograficas e espectrométricas, cujos resultados séo descritos a seguir.
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4.6.1 Extratos metandlicos e fragoes obtidas das folhas

As massas e os respectivos rendimentos dos extratos metandlicos obtidos das

folhas das espécies de E. dysenterica e E. pitanga estdo descritos na tabela 7.

Tabela 7 — Caracteristicas dos extratos metandlicos e fragdes obtidas das folhas de E.
dysenterica e E. pitanga.

Extrato metandlico Fragao basica Fracao acida
Espécies Massa (g) Massa (g) Massa (g)
(rendimento em %) (rendimento em (rendimento em
° %) %)
. . 2,74 4,97 0,18
Eugenia dysenterica
(10,96) (19,86) (0,72)
L 2,61 5,01 0,23
Eugenia pitanga
(10,44) (20,04) (0,92)

Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.2 Classes quimicas identificadas por CCD
A prospeccdo quimica preliminar foi realizada, inicialmente, para servir de
parametro para as proximas investigagdes por CLAE-EM e Leaf Spray. Os resultados

da triagem fitoquimica sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Dados da triagem fitoquimica de extratos e fragdes de E. pitanga e E.

dysenterica.
Compostos i
Amostra ] Alcaloides
Fendlicos

Extrato metandlico de E. pitanga + +
Fracao acida de E. pitanga + -
Fracao basica de E. pitanga + +
Extrato metandlico de E. dysenterica + +
Fracao acida de E. dysenterica + -
Fracao basica de E. dysenterica + +

Legenda: (+) - positivo,( - ) — negativo. Fonte: elaborada pelo autor.

Compostos fenolicos e alcaloides foram encontrados em ambos os extratos, o

que corrobora os dados oriundos da analise histoquimica.
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Os fenodis sdo compostos organicos oxigenados que apresentam pelo menos
uma hidrolixa ligada a um anel aromatico. S&do estruturas base para a formagao dos
flavonoides, apresentando alta capacidade antioxidante (SOOBRATTE et al., 2005,
MAJO et al., 2008). Estas estruturas apresentam propriedades biolégicas como
antialergénica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitrombdtica, cardioprotetora e
vasodilatadora (ANDREO et al., 2006).

Em extratos de diversas espécies do género Eugenia ha relato de elevadas
concentracdes de compostos fendlicos, e ao utilizar etanol acidificado ha um aumento

na quantificagdo desses compostos no extrato (Souza, 2013).

4.6.3 Compostos identificados por CLAE-EM

Na familia Myrtaceae € relatada, em diversos estudos, a presenga de
compostos fenolicos. Couto (2009) identificou quantidade consideravel de compostos
fendlicos nessa familia. Desde entdo, hda um numero grande de estudos para
identificacdo e caracterizagdo desses compostos nas folhas dessa familia. Em
trabalhos mais recentes, como por exemplo, com as folhas de E. flavescens, os
autores mostraram que a espécie € rica em triterpenos, flavonoides e acidos fendlicos,
e que essas sao classes de compostos comuns ao género Eugenia (ANTONIO et al.,
2017).

Nos ultimos anos, o olhar cientifico tem se voltado para o estudo de substancias
com atividade antioxidante. Segundo Ramalho e Jorge (2016), os compostos fendlicos
se destacam como antioxidantes naturais, sendo capazes de interagir com espécies
radicalares. A classe dos compostos flavonoides € a maior dentro dos fendlicos
presentes em vegetais e € possivel encontrar nessa classe os seguintes subgrupos:
flavonadis, flavonas e isoflavonas. As flavonas possuem os mais variados efeitos
biolégicos, que vao desde a atividade antioxidante até antitumoral. As antocianinas,
que se destacam pela atividade antioxidante e as isoflavonas com efeito
anticancerigeno (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

No presente trabalho, o método cromatografico de comparagdo de padrao
externo foi utilizado para determinar os compostos presentes nos extratos de ambas
as espécies. Houve a injecao dos padrdes no equipamento e, logo em seguida, foram
injetadas as amostras e por meio da comparagao dos tempos de retencgao e perfil de

fragmentacdo dos compostos foi possivel identificar, de forma concisa, os
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componentes presentes na amostra. Foram empregados os seguintes padrbes
comerciais: epicatequina, catequina, rutina, naringenina, quercetina, quercetina
glucosilada, acido elagico, acido p-cumarico, luteolina e kaempferol, todos adquiridos
da Sigma-Aldrich®. Os espectros obtidos para os padrbes e para a amostra sao
mostrados no apéndice B.

Com base, na comparagéo dos padrdes e perfil de fragmentagdes, foi possivel
construir duas tabelas, uma para cada espécie dos compostos identificados nos
extratos. Na tabela 9, sdo mostrados os compostos identificados em E. pitanga e na

tabela 10, os compostos identificados em E. dysenterica.



Tabela 9 — Compostos identificados na espécie E. pitanga e suas caracteristicas.

Tempo
de
Retencao
(min)

Nome

Férmula
molecular

Massa
molecular

Massa
Detectada

Massa
Calculada

Erro
(ppm)

Estrutura

Fragmentos
(m/z)

11,56

acido galico

C7HeOs

170,021525

169,01343

169,01370

1,658

12,02337
169,01344

16,31

acido

protocatequico

C7HeO4

154,02661

153,01839

153,01879

1,012

109,02834
153,01840

17,84

catequina

C15H140e6

290,07904

289,07196

289,07122

4,481

H

(0]
OH

269,07194
245,08184
205,05015
125,02335
151,03910
97,02829

20,22

epicatequina

C15H1406

290,07904

289,07196

289,07122

4,481

Os_OH
HO i OH
OH
0. OH
&w
OH
o oL
1986
OH
OH
O OH
HO (o] O
OH

CH

269,07193
245,08180
205,05014
153,01837
125,02334
109,02838
97,02816
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19,87

acido
gentisico

C7HeO4

154,02661

153,01840

153,01879

1,077

153,01839
109,02833
137,99481
123,00767
95,01263
71,01258

20,73

acido cafeico

CoHgO4

180,04226

179,03421

179,03432

1,814

125,02338
169,01347

22,78

acido p-
cumarico

CoHsO3

164,047345

163,03920

163,03896

1,407

119,04913
163,03920

23,65

rutina

C27H30016

610,15339

609,14661

609,14557

2,625

300,02777
609,14661

25,92

quercetina

C1s5H1007

302,042655

301,03549

301,03483

4,023

301,03555
151,00276
178,99788
121,02843
273,04077
107,01271
193,01370
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OH
C( 271,06146
HO. S 151,00276
26,11 | naringenina | CisH120s | 274098475 | 574 06140 | 271,06065 | 4,796 @;g 119,04916
177,01860
e 93,03338
OH
oo
26,79 | kaempferol | CisHi00s | 200477 | 285 04053 | 285,03992 | 4,089 @ L 285,04068
OH O
Fonte: elaborada pelo autor.
Tabela 10 — Compostos identificados na espécie E. dysenterica e suas caracteristicas.
Tempo
de Nome Férmula Massa Massa Massa Erro Estrutura Fragmentos
Retencgao molecular | molecular | Detectada | Calculada | (ppm) (m/z)
(min)
O~_OH
L . . 170,021525 | 169,01343 169,01370 125,02
11,56 acido galico C7Hs0s 1,658 - 7 o 169.01
0. OH
16,31 acido CrHeOs | 154,02661 | 153,01839 | 153.01879 | 1012 109,03

protocatequico

OH

153,02
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17,84

catequina

C15H140e6

290,07904

289,07196

289,07122

4,481

289,07
245,08
125,02
203,07
179,03
137,02

20,22

epicatequina

C15H1406

290,07904

289,07196

289,07122

4,481

289,07
245,08
203,07
179,03
125,02
151,04
97,03

19,87

acido
gentisico

C7HeO4

154,02661

153,01840

153,01879

1,077

153,02
109,03
135,01

20,73

acido cafeico

CoHgO4

180,04226

179,03421

179,03432

1,814

179,06
135,04
121,03
150,95
91,00
164,03

22,78

acido p-
cumarico

CoHsO3

164,047345

163,03920

163,03896

1,407

119,05
163,04
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"o o 301,04
25,92 quercetina | CisH10O7 | 302,042655 | 301,03549 | 301,03483 | 4,023 O | 151,00
oH 179,00
OH O
OH
O/ 271.06
HO O 151,00
26,11 naringenina | CisH120s | 272,068475 | 271,06140 | 271,06065 | 4,796 m 119,05
177.02
OH © 93,03
OH
OH
o o L]
26,29 luteolina CisH100s | 286,04774 | 285,04050 | 28503992 | 3,084 O | 285.12
OH (o]
OH
HO o O
26,79 kaempferol | CisH10Os | 286,04774 | 285,04053 | 285,03992 | 4,089 O |OH 285,04

Fonte: elaborada pelo autor.



Tendo como base as tabelas, os flavonoides identificados em ambas as
espécies foram: acido galico, acido protocatequico, catequina, epicatequina, acido
gentisico, acido cafeico, acido p-cumarico, quercetina, naringenina e kaempferol. Na
figura 27 sao mostrados os compostos identificados em cada espécie e aqueles que

sSao comuns entre elas.

Figura 27 — Compostos identificados por CLAE-EM em E. pitanga e E. dysenterica e

compostos comuns entre as espécies.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.6.4 Compostos identificados por Leaf Spray

Inicialmente, foi realizada uma infuséo direta no espectrémetro de massas com
extratos brutos em metanol de ambas as espécies, E. pitanga e E. dysenterica, recém-
preparados conforme descrito previamente na metodologia (item 3.4.2). A solugao de

extrato gerou espectros (Figura 28) que serviram de apoio para a identificagdo das
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melhores regides das folhas para os cortes e as condigdes ideais para futuras
aquisigdes.

Figura 28 — Espectros gerados por infuséo direta dos extratos brutos recém-preparados das

folhas de E. pitanga e E. dysenterica.

Intens. | Teste_extratoMeOH_PitangaB.d: +MS, 0.0-0.4min #1-39

381.07

146.07

2 453.17 536.47

100.14

261.02
0 | Ll RN Ll ik 650.04
x107_ Teste_extratoMeOH_DysentericaB.d: +MS, 0.0-0.5min #1-45

813.49 g71.58

4 206.08

2] 175.08
43134 536.47 871.58

J 144.06 316.11 l
ol by bbb L e |

100 200 300 400 500 600 700 800 900 me

Fonte: elaborado pelo autor.

As folhas de E. pitanga e E. dysenterica foram entdo submetidas ao leaf spray,
gerando ions diretamente do tecido foliar, o qual foi cortado previamente na forma de
triangulo equilatero que respeitou as analises anteriores feitas na histoquimica,
medida crucial para padronizar a regido de corte e encontrar composto de interesse
em maior concentracgao.

Diversos cortes em todas as regides das folhas (base, mediana e apice), cortes
da borda para nervura central, nervura central para borda e também no interior da
folha, da base para regido mediana, regido mediana para base, mediana para o apice
e apice para mediana, todas tendo a ponta do tridngulo equilatero como a nervura
central de ambas as espécies foram realizados (figura 7).

A regido utilizada nas folhas de ambas as espécies era a mediana, os cortes
foram montados partindo das bordas da folha para a regido da nervura central (Figura
29), em que, por meio dos testes histoquimicos cloreto férrico, dicromato de potassio
e vanilina cloridrica, foi possivel identificar maior concentracdo de composto fendlicos
e também com base nos testes Dittmar e Wagner foi possivel identificar a presenca
de compostos nitrogenados (possivelmente alcaloides).
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Figura 29 — Localizagcao dos cortes nas folhas de E. pitanga e E. dysenterica para a

realizagao de Leaf spray

Fonte: Elabdrado pelo autor.

Para ambas as espécies foram obtidos espectros em triplicata, mostrando a
acuracia da técnica na geragao de espectros com alta especificidade e complexidade.
Na figura 30 sdo mostrados os espectros de uma unica folha de E. pitanga em
triplicata; na figura 31 sdo mostrados os espectros sob as mesmas condigdes para a
E. dysenterica. Dois dos cortes foram realizados de forma simétrica em ambos os
lados da lamina foliar e o terceiro corte foi feito imediatamente em uma regido superior
ou inferior aos cortes realizados na regido mediana da folha, porém mantido o local

no qual ficaria a ponta para tridngulo equilatero (nervura central).
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Figura 30 — Espectros da E. pitanga em triplicata.
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Fonte: elaborado pelo autor.
Figura 31 — Espectros da E. dysenterica em triplicata.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para ambas as espécies também foram obtidos espectros em ftriplicata,

utilizando folhas diferentes de cada espécie. Na figura 32 sdo mostrados os espectros

de E. pitanga e na figura 33 sdo mostrados os espectros de E. dysenterica. Ambos os

experimentos utilizaram a mesma regido de corte nas laminas foliares.
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Figura 32 — Espectros de trés folhas diferentes da E. pitanga em triplicata.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 33 — Espectros de trés folhas diferentes de E. dysenterica em triplicata
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nas tabelas 11 e 12 sdo apresentadas possiveis formulas moleculares para
varios ions presentes na E. pitanga e E. dysenterica. Como o equipamento € de baixa
resolucao, para que as moléculas fossem certificadas, além da massa molecular, seria
necessario analisar o perfil de fragmentacdo (EM/EM) de cada um dos ions mais

intensos.
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Tabela 11 — Formula molecular atribuida aos ions detectados na E. pitanga.

m/z Erro/ RDB? | Férmula
ppm molecular
146,06 | 2,3 4 C7H9NONa
315,14 | 0,1 6 C14H21N20s
381,08 | -8,7 2 C12H22011K
487,09 | 2,0 32 CssH150
557,17 | 0,1 12 C27H32010K
813,57 | -0,6 3 Ca3Hs2011K
931,57 | 1.1 28 Ce4H7403K

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 12 — Férmula molecular atribuida aos ions detectados na E. dysenterica.

m/z Erro/ RDB? | Férmula
ppm molecular

175,08 | -3,6 3 C7H110s
206,07 | 0,3 1 CsH15NOs
431,36 | -4,1 3 C23H45N205
543,13 | -4,5 15 C27H27012
651,50 | 1,8 3 C25H47019
813,57 | -0,2 20 Cs6H7504
931,57 | 1.1 28 Ce4H7403K

Fonte: elaborada pelo autor.

Apos a analise de forma individualizada, foi feita uma comparacédo entre os
espectros de ambas as espécies a fim de identificar ions de maior intensidade que
seriam tratados como marcadores de cada planta (Figura 34). Para E. pitanga, o ion
escolhido apresentou m/z 381; na E. dysenterica o ion apresentou m/z 206.
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Figura 34 — Espectros de ambas as espécies E. pitanga e E. dysenterica
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Fonte: elaborada pelo autor.

Os dois ions de maior intensidade, um em cada amostra das folhas, foram
tratados como marcadores. Dessa forma, foram produzidas propostas de estruturas
tendo como base as fragmentagdes geradas pelo EM/EM. Na E. pitanga, o sinal mais
intenso obtido no modo positivo (Figura 35) indica a formagao de um aduto de potassio
com a sacarose presente na folha da planta. O pico base, m/z 381, é descrito na
literatura como sendo aduto de potassio [M + K]* da sacarose (342 Da) (SANVIDO et
al., 2010; AMORIM et al., 2009). Ha outra referéncia que sugere os ions mais intensos
com seus possiveis compostos para a maltose com potassio como aduto (MACHADO,
2018)

Figura 35 — Fragmentacéo do ion — m/z 381
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 36 — Visao ampliada do pico m/z 381.

m/z 363 m/z 201 m/z 183

Machado (2018) mostra os ions mais intensos, tendo como base o espectro de
fragmentacao do ion m/z 381, sugerindo estruturas a partir da maltose com potassio
como aduto.

Foram propostas, por meio do perfil de fragmentagédo, as seguintes estruturas
que indicam que o pico base m/z 381 é aduto de potassio [M + K] da sacarose
(342Da).
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Figura 37 — Proposta de fragmentagao para o pico m/z 381
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Fonte: elaborada pelo autor.

No trabalho descrito por Machado,2018, o objetivo geral era estudar a
composi¢cao quimica dos graos de café (Coffea arabica L) e estabelecer uma relagao
entre a qualidade do café em fungao da forma que essas plantas receberiam agua
(regime de sequeiro e irrigagdo por gotejamento), por meio da espectrometria de
massas com ionizagao por infusdo direta. Nesse trabalho, o ion m/z 381 (sacarose +

K)* foi fundamental para estabelecer um padrao que avaliava a qualidade do café, em
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que, na planta que recebia agua no regime de sequeiro, a influéncia dessa substancia
foi positiva, gerando no teste de xicaras, um café com notas ligeiramente maiores,

provavelmente por apresentar maior teor de sacarose (MACHADO, 2018)

Figura 38 — Proposta de fragmentagao do pico m/z
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O espectro de E. dysenterica apresenta um sinal intenso, obtido no modo
positivo (Figura 39), indicando a presenca de um alcaloide. O pico base, de maior
intensidade [M+H]*, apresenta m/z 206, e é descrito na literatura como sendo a
uniflorina (CsH15sNOs) (BUCKINGHAM et al., 2010)

Figura 39 — Fragmentacéo do ion — m/z 206
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Fonte: elaborada pelo autor.

Foi feita uma proposta fragmentagao para o ion m/z 206 (figura 40), o que torna
sustentavel a proposicdo de que a esse sinal esta associada a existéncia de um

alcaloide na folha da planta.

Figura 40 — Proposta de fragmentagao do ion m/z 206
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Os alcaloides pirrolizidinicos sao estruturas fechadas heterociclicas, nas quais
o atomo de nitrogénio caracteristico da classe é comum a dois anéis de cinco
componentes fundidos. Quase 700 alcaloides sdo conhecidos com essa classificagao,
encontrados em diversas familias botanicas brasileiras, entre elas: Boraginaceae,
Asteraceae e Fabaceae (CANTANHEDE FILHO, 2017).

Existem inumeros trabalhos que estudam um medicamento natural paraguaio
chamado Nangapiry. As infusbes preparadas a partir das folhas da E. uniflora L.
(Myrtaceae), arvore muito comum no Brasil e em outros paises da América do Sul,
sao usadas de forma popular como diurético, antidiarreico, antirreumatico, antifebril e
antidiabético. No entanto, o efeito antidiabético instigado pela medicina popular foi
estudado, por diversas vezes, sempre relacionado a presenca do alcaloide uniflorina
A e B (SANVIDO et al.,, 2010; AMORIM et al., 2009; MATSUMURA et al., 2000)
MATSUMURA e colaboradores (2000) descreveram a atividade antidiabética da
uniflorina, por meio de testes de tolerancia a sacarose e a glicose em camundongos
e atividades inibitorias a-glucosidase. Tendo como base a investigagao da atividade
inibitéria, o isolamento dos constituintes do extrato levaram novamente ao alcaloide,
uniflorina (MATSUMURA et al., 2000).

Em um dos artigos, foram estudados os extratos soluveis das folhas da E.
uniflora que se mostraram capazes de inibir a a-glucosidase, a maltase e a sucrase.
Esse efeito esta associado a presenga de um alcaloide que foi isolado, a uniflorina
(PARMEGGIANI et al., 2009).

No entanto, € a primeira vez que é relatada a presencga de uniflorina em E.
dysenterica, o que abre caminho para novos estudos de avaliagdo do efeito

antidiabético de E. dysenterica em testes in vitro e in vivo.
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5. CONCLUSAO

A identificagdo dos compostos dos O.E. por CG-EM obtidos anteriormente de
E. pitange e E. dysenterica foi foi realizada neste estudo. Por meio da andlise
quimiométrico, identificou-se marcadores quimicos na composicao dos oleos
essenciais de E. pitanga e E. dysenterica, em cada uma das estagdes e nos diferentes
tipos de folhas (frescas e secas), sendo possivel verificar similaridades e
discrepancias entre as amostras analisadas. Foi realizada a comparagao entre as
classes de constituintes dos éleos essenciais, ndao havendo diferengas significativas
entre a composi¢ao quimica de cada amostra, encontrando de forma majoritaria, em
ambas as espécies, sesquiterpenos/sesquiterpenoides, assim como ocorre com
outras espécies do género Eugenia.

O estudo da anatomia foliar foi de importancia para identificar a posi¢cao das
cavidades secretoras nas folhas das duas espécies, comparando-as em quantidade
e tamanho. Para a espécie E. pitanga ocorreu de forma inédita e para a E. dysenterica
serviu de base para a comparagao com dados da literatura.

Por meio da histoquimica foi possivel, localizar in situ, os principais grupos
quimicos que ocorrem no tecido foliar, como por exemplo, flavonoides e alcaloides.
Assim, para que fossem identificados esses constituintes, foi realizada a analise via
CLAE-EM, conduzindo a descrigdo de acido galico, acido protocatequico, catequina,
epicatequina, acido gentisico, acido cafeico, acido p-cumarico, quercetina,
naringenina e kaempferol, em ambas as espécies.

A histoquimica também serviu de base para os experimentos de Leaf spray. A
metodologia para os cortes dos triangulos que seriam utilizados na analise respeitou
dados adquiridos com a histoquimica, e dessa forma, a analise ocorreu em menor
tempo e levou a identificagcdo de marcadores presentes na lamina foliar, como a
sacarose de E. pitanga e o alcaloide pirrolizidinico uniflorina de E. dysenterica.

Portanto, os objetivos propostos neste trabalho foram atingidos e destaca-se
que o trabalho foi se desenvolvendo a medida que os compostos volateis foram
caracterizados, a histoquimica e anatomia forneceram informacdes relevantes sobre
as classes de compostos e as técnicas de CLAE-EM e Leaf spray contribuiram para

a identificagao dos constituintes quimicos.
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APENDICE A — TABELAS OBTIDAS DA IDENTIFICAGAO DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE EUGENIA PITANGA E EUGENIA DYSENTERICA



Tabela A1 — Composigao dos 6leos essenciais da espécie E. dysenterica (Fresca) na

estacdo Verao.

Tempo Compostos Estrutura indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retencgao :
(T.R) Calculado | Literatura
22,36 B — Seliene 1489 148920 f
24,08 Germacrene B 1560 15594
/
25,907 Cubenol 1640 1642 2cd
1645
OH
26,61 Cedranol-5-iso 1672 16720f
OH
26,863 Eudesma- OH 1685 168504
4(15),7-dien-1p3- (DB-5)
ol
29.69 Tras- 1520 15215
Calamenene

continua



116

31.22 Eremophila 1557 15582b°
Ketone
(o]
32.73 Fokienol 1592 1596°°
X
AN F
HO
34.38 Cadinol (epi- 1637 16382f
Alfa)
OH
34.68 Desmethoxy o 1645 16462f
Encecalin
X
(o]
34.85 Cedr-8(15)-en- 1649 1650f
10-ol
OH
34.91 Eudesmol (alfa) 1652 16533
OH
35.54 Zizanone 1669 167020f

continua



117

36,22 Caryophylla- 1640 1640°f
4(12),8(13)-
dien-5a-ol
HO
36,38 Selina-3,11- 1644 1644f
dien-6-a-ol 1642°
36.64 Acorenone B o % E 1696 1697°f
37.94 Zerumbone \ ,: 1772 1733¢f
40.62 Nootkatone 1802 18062°f
G f :
41.69 Coumarin <7- HO, o o 1834 1836°f
hydroxy->
P
42,09 14-Hydroxy-o- 1803 180380F

cadinene

continua
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42,31 Pyran-5- 1808 181020f
one(2,20dimeth
yl-7-isobutyl-
2H,5H-
pyrano(4,3-b))
43,42 Hexahydrofarne i 1844 1844 b,d
syl acetone )\/\)\M
44,22 Sanlatol Acetate N oA 1868 1868
(E) beta 1869¢
1867°
44,61 Laurenene 1880 1880
187204
45,9 Methyl 0 1920 1921f
hexadecanoate 19200cd
O/
46,78 Isophytol 1947 1946f
1949P
| N\
51,88 Phytol )\/\/WW 2064 21002b.cd
\ OH

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);
¢pherobase; Ypubchem; epadrao comercial; fadams

Fonte: proprio autor



119

Tabela A2 — Composicao dos 6leos essenciais da espécie E. dysenterica (Seca) na estacao

verao. ]
Tempo de Compostos Estrutura Indice de
Retengao Isolados Quimica Kovats (I.K)
(R.T) Calculado | Literatura
26,61 Cedranol-5-iso 1671 16725
OH
26,863 Eudesma- OH 1685 168504
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol
31.22 Eremophila 1557 15582bc
Ketone
(0]
33,2 Germacrene D 1505 1560f
1566°
34.30 Acorenol <B-> OH 1630 1636 2°f
34.61 Muurolol <a> i i 1643 1644 bof
HO

continua
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34.68 Desmethoxy o 1645 1646°f
Encecalin
X
[e]
34,69 Cadinene (14- 1803 1805¢
hydroxy-3) 1803204 f
OH
34.91 Eudesmol 1652 16532f
(alfa)
OH
36,22 Caryophylla- 1640 1640°f
4(12),8(13)-
dien-5a-ol
HO
37.94 Zerumbone 1672 1733 b¢
40.74 Pyran-5- 1808 1810 20f
one(2,20dimet
hyl-7-isobutyl-
2H,5H-
pyrano(4,3-b))
41.69 Coumarin <7- 1834 1836 bf

hydroxy->

continua
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42,31 Pyran-5- 1808 181025
one(2,20dimet
hyl-7-isobutyl-
2H,5H-
pyrano(4,3-b))
43,42 2- 1844 1844ab-cd
Pentadecanon
e,6,10,14-
trimethyl
44,22 Sanlatol 1868 1868'
Acetate (E) X 0-Ac 18699
beta 1867°
45,9 Methyl a 1920 1921f
hexadecanoat /W\/\/\/\/\)L _ 1920°°4
e
51,88 Phytol 2064 21002bcd

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams

Fonte: proprio autor
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Tabela A3 — Composigao dos 6leos essenciais da espécie E. dysenterica (fresca) na

estacdo outono.

Tempo | Compostos Estrutura indice de Kovaks (K.I)
de Isolados Quimica Calculado | Literatura

Retenca

o (R.T)

22,36 Beta — 1489 148920

Seliene
24,08 Germacrene 1560 15594
B
/
24,18 | Longipinanol % o 15702°
HO
24,96 Carotol 1597 16002b.c.4f
OH
25,74 Cadin-4-en- 1632 163521
10-ol
HO
26,01 T-Muurolol i i 1644 1644°

continua
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26,863 Eudesma- oH 1685 168504f
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol
27,41 Eudesma- 1708 17089
35-dien-1-
alpha-ol
OH
34.85 Cedr-8(15)- 1649 1650
en-10-ol
OH
34.91 Eudesmol 1652 16532f
(alfa)
OH
36,39 Cadinol Ho>8_< 1644 165020.c.df
36,55 Beta- 1650 16542ab.cdf
eudesmol OH
36.64 Acorenone B o % E 1696 1697°f
51,88 Phytol 2064 21002b.cd

)\/\/k/\/k/\/g/\w

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

¢pherobase; Ypubchem; epadrao comercial; fadams

Fonte: préprio autor
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Tabela A4 — Composicao dos 6leos essenciais da espécie E. dysenterica (Seca) na estacao

H

outono. )
Tempo Compostos Estrutura Indice de
de Isolados Quimica Kovats (l.K)
Retenca Calculado | Literatura
o (T.R)
24,08 Germacrene B 1560 15599 f
%
24,28 Palustrol o \ 1568 1567"
25.596 Epicedrol o 1614 161120
25,96 3-iso- o 1643 16423b.c.df
Thujopsanone
26,863 Eudesma- OH 1685 1685°f
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol
34.91 Eudesmol 1652 165321
(alfa)
0

continua
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36.64 Acorenone B o 1696 1697°f
44 .37 E-E farnesyl 0 1911 191321
Acetone )j\/\)\/\)\/\/k

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);
°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams

Fonte: préprio autor
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Tabela A5 — Composicao dos 6leos essenciais da espécie E. dysenterica (Fresca) na

estagdo primavera.

Tempo Compostos Estrutura indice de
de Isolados Quimica Kovats (l.K)
Retenca Calculado | Literatura

o (T.R)

22,272 | a-Amorphene & j 1486 14862->cd
22,36 Beta — Seliene ‘ 1489 148920
23,13 Trans- 1520 1521F

Calamenene
23.830 1470 1469
Cadala-
1(10),3,8-triene
24,08 Germacrene B 1560 15599 f
/

24.494 Eudesma- 1490 1489f

6,11-Diene

continua
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25.219 Khusimone 1604 160414
[e)
25.596 Epicedrol 1614 1611abef
OH
25,74 | Cadin-4-en-10- 1632 16352
ol
HO
25,907 Cubenol 1640 1642 acd
1645f
OH
26,01 T-Muurolol ; i 1644 1644f
26,863 Eudesma- OH 1685 1685°4f
4(15),7-dien- (DB-5)
1B3-ol
27.070 Torreyol 1648 1646¢9f

ake’
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27,41 Eudesma-35- 1708 1708¢
dien-1-alpha-ol
OH
30.351 6,10,14- 1825 18242.bd
trimethylpenta W
decan-2-one I
32,57 a-calacorene ii 1544 15442.bcdf
34.38 Cadinol (epi- 1637 16382f
Alfa)
OH
34,69 Cadinene (14- 1803 1805¢
hydroxy-0) 1803ab.4.f
OH
34.85 Cedr-8(15)-en- 1649 1650
10-ol
OH
34.91 Eudesmol 1652 16532f
(alfa)
OH
35,97 Eudesma- o 1632 16912P
4,11-dien-2-ol

continua
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36,39 Cadinol HO 1644 16502->-c.df
36.64 Acorenone B o 1696 1697°0f
39.79 Methyl / / / OMe 1782 1784f
Farnesoate
(o]
40.62 Nootkatone 1802 18062°f
(@]
43,32 Nuciferol 1838 1838f
acetate
G OT
(0]
43,52 2- 1847 1847bcdf
Pentadecanon i
e-6,10,14-
trimethyl
43,75 2-hepten-1-ol, . 1854 18382.d
2-methyl-6-(4-
methylphenyl)- )]\o 7
acetate
48,57 13-epi- Vi 2002 2006°4
Dolabradiene
51,88 Phytol MM 2064 21002bcd
X on
52,01 2-Hexadecen- W 2117 2117pcd
1-ol, 3,7,11,15- | o Z
tetramethyl-

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; Ypubchem; epadrdo comercial; fadams

Fonte: proprio autor
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Tabela A6 - Composigcao dos 6leos essenciais da espécie E. dysenterica (Seca) na estagao

primavera. )
Tempo Compostos Estrutura Indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retencga Calculado | Literatura
o (T.R)
21,339 a-Guaiene ? 1447 1447>cd
23,11 B-Cadinene 1520 1518b¢
15204(tem
embem
DB-5)
24,08 | Germacrene B 1560 15599
/
24.664 Spathulenol Z 1584 157829f
HO
25.36 a- 1416 14173
Caryophyllene /
25,591 y-Eudesmol 1625 1625004

continua
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25.596 Epicedrol o 1614 1611abef
25,74 | Cadin-4-en-10- 1632 163521
ol
HO
25,907 Cubenol 1640 1642 2cd
1645f
OH
26,095 t-cadinol 1646 1640¢¢
HO
26,863 Eudesma- oH 1685 1685P4f
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol
27,41 Eudesma-35- 1708 17089
dien-1-alpha-ol
OH
28.66 Valencene QQ\H/ 1493 1496'
29.35 y-Cadinene i; 1512 1513¢4f

continua
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34.30 | Acorenol <B-> OH 1630 1636 20f
34.38 Cadinol (epi- 1637 16382f

Alfa)

OH
36,22 Caryophylla- 1640 1640°f
4(12),8(13)-
dien-5a-ol HO
34.61 Muurolol <a> i i 1643 1644 bof
HO

34.91 Eudesmol 1652 16532f

(alfa)

OH
35,97 Eudesma- o 1632 16912P
4, 11-dien-2-ol

36,55 | Beta-eudesmol f OH 1650 16542ab.cdf

continua
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36,82

1H-3a,7-
methanoazule
n-5(4H)-one,
hexahydro-
3,6,8,8-
tetramethyl

1656

1617>4

38.26

Zizanol

1740

1742f

39.42

a Costol

1771

17733

40.74

Pyran-5-
one(2,20dimet
hyl-7-isobutyl-

2H,5H-
pyrano(4,3-b))

1808

181025

44.37

E-E farnesyl
Acetone

1911

1913af

44.8

1-Octadecanol,
methyl ether

1886

2032°

52,01

2-Hexadecen-
1-ol, 3,7,11,15-
tetramethyl-

2116

211704

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);
°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams

Fonte: proprio autor
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Tabela A7 — Composigao dos 6leos essenciais de E. dysenterica (Fresca) na estagéo

inverno. )
Tempo Compostos Estrutura Indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retenga Calculado | Literatura
o (T.R)

22,36 Beta — Seliene 1489 148925
23.345 | Thujopsadiene 1467 14670cdf
23.830 1470 1469

Cadala-
1(10),3,8-triene
24,08 | Germacrene B 1560 15594
/
24.226 Curcumene 1485 14850¢f

continua
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25.219 Khusimone 1604 160414
[¢]
25.407 1609 16090.df
Humulene o
Epoxide Il /
25.530 1612 161224
Murolan- 3,9
(11) —diene — ‘
10- peroxy
o O N
25.596 Epicedrol o 1614 1611abef
25,907 Cubenol ~. 1640 1642 2cd
1645f
OH
26.104 10-Epi- 1626 1623f
HO
Gamma -
Eudesmol

continua
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26.217 Epi-cadinol i i 1628 1632
HO
26.740 1641 1635°
Muurola-
4,10(14)-dien-
1B-ol
OH
26,863 Eudesma- oH 1685 1685P4f
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol
27.070 Torreyol ‘i i 1648 1646°4f
HO
27,41 Eudesma-35- 1708 17089
dien-1-alpha-ol
OH
27.211 Vulgarone B /EO 1652 1651f
30.351 6,10,14- 1825 1824304
trimethylpenta
decan-2-one \(\/\MW

(@]

continua
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30,879 | Butyl Octyl i 1874 1875 abed
Phthalate Cil;o/\/\
N e e
34.30 | Acorenol <B-> O;“ 1630 1636 20
34.42 | Alloaromadend 1635 163924
rene
34,69 Cadinene (14- 1803 1805¢
hydroxy-0) 1803a.b.4.f
OH
34.85 Cedr-8(15)-en- 1649 1650f
10-ol
OH
34.91 Eudesmol 1652 16532f
(alfa)
OH
35.644 Phytol W 2064 2100ab.cd
\ OH
39.42 a Costol 1771 17732f

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams

Fonte: proprio autor
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Tabela A8 — Composicao dos 6leos essenciais de E. dysenterica (Seca) na estagdo inverno.

Tempo | Compostos Estrutura indice de
de Isolados Quimica Kovats (l.K)
Retenca Calculado | Literatura
o (T.R)
21,09 y-Elemene 1437 14372 bed
= -
21,339 a-Guaiene ? 1447 1447>cd
22,182 | y-Muurolene E E 1482 1482bd
22,272 | a-Amorphene EE 1486 148620
22,761 | a-Muurolene ~ 1506 150604
T

continua
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1)

23,32 A-Cadinene 1529 152904
1529 1530°
23,538 1,4- 1538 1539Pd
Cadinadiene : :j
/\
24,08 Germacrene 1560 1559¢f
B
/
24,216 Ledol i i 1566 1566°¢
OH
24,96 Carotol \ 1597 16002°-c.df
24,998 a-Guaiol \ 1598 1598Pd
25,205 T-Muurolol 1607 1608bcd
(HP-5)
1607 (DB-
OH

continua
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25,591 y-Eudesmol o 1625 162504
25,803 Ledene 1635 16314
Oxide-(I1)
(6]
25,808 Beta- 1635 16352cd
Acorenol
OH
26,095 T-cadinol 1646 1640°¢
HO
26,863 Eudesma- o 1685 168504f
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol
30,342 Phytone WM 1847 1849 °d
30,879 Butyl Octyl i 1874 1875 abed
Phthalate o NN
N N N
31,416 | Nonadecane 1901 19002b.c.df
R P P S
33,351 Eicosane 1999 20002Pc.df

continua
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34.61 Muurolol <a> 1643 1644 bof
HO
34.91 Eudesmol 1652 16532f
(alfa)
<o
36,22 | Caryophylla- 1640 1640°f
4(12),8(13)-
dien-5a-ol HO
44.37 E-E farnesyl o 1911 1913af
Acetone )J\/W\
7 7 7
51,88 Phytol )\/\)\/\W 2064 2100ab<d
N on
53.78 Totarol <cis- 2208
>, methyl
ether

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; ‘pubchem; ®padrdo comercial; fadam

Fonte: proprio autor
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Tabela A9 — Composigao dos 6leos essenciais da espécie E. pitanga (Fresca) na estagao

inverno. )
Tempo | Compostos Estrutura Quimica Indice de
de Isolados Kovats (I.K)
Retenga Calculado | Literatura
o (T.R)
23,13 Trans- 1520 1521F
Calamenene
24.664 | Spathulenol 3 1584 157829F
HO'
24 .96 Carotol % 1597 16002P-c.df
26.434 a-acorenol 1634 163224
OH
27.070 Torreyol i i 1648 1646541
HO
27.343 a-cadinol 1655 1652
1662
HO

continua
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27.91 Muurolene 1476 1478f

1848 1847°
31.510 | Eremophilon
e

Eremophila 1557 1558abc
Ketone
31.22
0
|

31.915 OH 1865 1867
Platambin

33.987 Nootkatin 2018 1960

OH
33,38 Geranyl a 1998 2000204
terpinene N
o]
\Q/Y

40.62 Nootkatone 1802 18062
[¢]

44 .37 E-E farnesyl 1911 19132f

(0]
Acetone W
7 7 7

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);
°pherobase; “pubchem; epadrdao comercial; ‘adams Fonte: préprio autor
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Tabela A10 — Composicao dos 6leos essenciais da espécie E. pitanga (Seca) na estagao

inverno. )
Tempo | Compostos Estrutura Indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retenga Calculado | Literatura
o (T.R)
20.035 B- Elemene J\§ 1394 1393ab.cf
20.760 1423 1419abcde
E-
Caryophyllen
e
22,36 Beta — 1489 148930
Seliene
22.695 Curzerene ‘ 1503 14993
O
22,761 | a-Muurolene EE 1506 1506
23,68 | Eudesma-3,5 1544 154624
dien- 1-ol
OH

continua
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24.494 Eudesma- 1490 1489
6,11-Diene
24.664 | Spathulenol 3 1584 157824f
HO
24.805 Globulol 1590 1590°
HO
25.219 Khusimone 1604 160404
[¢)
25.262 | B-Elemenone _ 1610 15902
)}\g
26.420 Eudesmol HO; ; 1663 1663 °f
26,863 Eudesma- 1685 168504 f
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol

5

continua
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27.070 Torreyol ‘i i 1648 1646f
HO
29.655 | Dehydrofukin o 1813 1813
one
AN
29.810 Trans 1820 181624
calamenene
30,342 Phytone W( 1847 1849 cd
30.351 6,10,14- \\r/\\//\\(/\\//\\r/\\//\jr/ 1825 18243abd
trimethylpent i
adecan-2-
one
Eremophila 1557 15582bc
31.22 Ketone
o
33,38 Geranyl a 1998 200020
terpinene =
X
34.06 Muurola- 1628 16303
4,10(14) -
dien-1B-ol

OH

continua
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34.13 Acorenol <a- 1630 16322f
>
OH
34.61 Muurolol <a> i i 1643 1644 bef
HO
34.93 a Cadinol i i 1654 16542f
HO
35.644 Phytol )\/\)\/\/M/\ 2064 2100
X on
34.963 (3E,7E)-10- 2087 20882 f
Isopropenyl-
3,7-
cyclodecadie
n-1-one o
44 .37 E-E farnesyl /\L/\)Wk/\)\ 1911 19133f
Acetone - _ -
44 .61 Laurenene 1880 1880
187204
47.826 | Muurol-4-en- 1780 1784¢
3,8-dione o

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams

Fonte: proprio autor
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Tabela A11 — Composicao dos 6leos essenciais da espécie E. pitanga (Fresca) na estagao

verao. )
Tempo Compostos Estrutura Indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retenga Calculado | Literatura
o (T.R)
26,01 T-Muurolol i i 1644 1644°
28.51 Beta Guaiene E 1500 1502
22.695 Curzerene ‘ 1503 14993
(0]
34.06 Muurola- 1628 16303
4,10(14) -
dien-1p3-ol
OH
34.79 1646 16493
Eudesmol <@-
> OH
25.00 1-Epi-alpha- 1408 1409¢
gurjunene i ;
34.963 (3E,7E)-10- 2087 20882f
Isopropenyl-
3,7-
cyclodecadien
-1-one
o

continua
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39.79 Methyl = = ome 1782 1784°
Farnesoate

42,09 | 14-Hydroxy-6- 1803 18038 PF

cadinene
HO

44.37 E-E farnesyl 0 1911 1913af
Acetone )WW

33,38 Geranyl a 1998 200020
terpinene N

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams
Fonte: proprio autor
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Tabela A12 — Composigao dos 6leos essenciais de E. pitanga (SECA) — estagao verao

Tempo Compostos Estrutura indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retenga Calculado | Literatura
o (T.R)
20.760 1423 1419abcde
E-
Caryophyllene :@/
22,36 Beta — 1489 148920 f
Seliene
23,68 Eudesma-3,5 1544 154624
dien- 1-ol
OH
26,863 Eudesma- oH 1685 168504
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol
33,38 Geranyl a 1998 200020
terpinene N
34.06 Muurola- 1628 16302f
4,10(14) -
dien-1p3-ol
OH

continua
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34.081 | Ledene Oxide 2039 20404
1
[e]
34.61 Muurolol <a> i i 1643 1644 bef
HO
34.963 (3E,7E)-10- 2087 2088af
Isopropenyl-
3,7-
cyclodecadien
-1-one o
35.87 Apiole OMe 1680 1678
AN o
)
OMe
35.878 beta- 2138 21382f
Vatirenene
=
36.805 Y- 2189 2189b¢
Himachalene
38.259 Germacrol 1999 20012
(o]

42.075 Santamarin 2511 2227°

e}

;2

o
I

continua
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43,32 Nuciferol 1838 1838f
acetate F OT
(0]
44 .37 E-E farnesyl i 1911 19132f
Acetone 7 7 7
44,61 Laurenene 1880 1880°
18720
47.826 Muurol-4-en- 1780 1784°¢
3,8-dione o
[¢]
48.123 Oligandrol a 2700 2710f
ISV o

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; fadams

Fonte: proprio autor

Tabela A13 — Composicao dos 6leos essenciais da espécie E. pitanga (seca) na estagéao

primavera.

Estrutura

indice de
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Tempo Compostos Quimica Kovats (I.K)
de Isolados Calculado | Literatura
Retenca
o (T.R)
21,09 y-Elemene 1437 14372bcd
s _
22,36 Beta — Seliene 1489 148920 f
22.695 Curzerene ‘ 1503 1499af
W%@
23,13 Trans- 1520 1521f
Calamenene
26,61 Cedranol-5-iso 1671 16720f
OH
26,863 Eudesma- oH 1685 1685°4f
4(15),7-dien- (DB-5)
1B-ol
28.51 Beta Guaiene E 1500 1502

continua
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30,342 Phytone Y\/\(\/\(\/\”/ 1847 1849 cd
33,38 Geranyl a 1998 20002Pd
terpinene N
34.06 Muurola- 1628 16303
4,10(14) -dien-
1B-ol
OH
34.42 | Alloaromadend 1635 163924
rene
34.61 Muurolol <a> i i 1643 1644 dof
HO
34.93 a Cadinol i i 1654 16543f
HO
34.963 (3E,7E)-10- 2087 20882f
Isopropenyl-
3,7-
cyclodecadien-
1-one o
36.805 | G-himachalene i 2188 2188°

continua



155

38.259 Germacrol 1999 20012
-
44 .37 E-E farnesyl 0 1911 19132f
Acet )J\/\)\/\)\/\)\
cetone / _ _
44 61 Laurenene 1880 1880f
1872bd
47.826 Muurol-4-en- 1780 1784¢
3,8-dione o

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams

Fonte: préprio autor
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Tabela A14 - Composicao dos 6leos essenciais da espécie E. pitanga (Fresca) na estacao

primavera. ]
Tempo Compostos Estrutura Indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retenca Calculado | Literatura
o (T.R)
20.035 B- Elemene )‘\§ 1394 13932abcf
20.760 1423 14192bcde
E-
Caryophyllene
21,09 y-Elemene 1437 14373.0cd
= -
22.695 Curzerene ’ 1503 14993
o
23,13 Trans- 1520 1521°
Calamenene
24.664 Spathulenol i\< 1584 157829f
HO

continua



157

28.51 Beta Guaiene E 1500 1502f
34.79 1646 164921
Eudesmol <B>
OH
34.963 (3E,7E)-10- 2087 2088af
Isopropenyl-
3,7-
cyclodecadien
-1-one
o)
36.805 Y- 2190
Himachalene
38.259 Germacrol 1999 20012
39.79 Methyl P s P ove 1782 1784f
Farnesoate I
41.69 Coumarin <7- 1834 1836°f
hydroxy-> HO 0
/
42,09 14-Hydroxy-6- 1803 1803BPF
cadinene
HO
continua
44 .37 E-E farnesyl i 1911 191321
Acetone G s 7
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49.20 Manool <13- i 2050 2059
epi->
33,38 Geranyl a 1998 20002bd
terpinene

AN 7
\j

PN

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams

Fonte: préprio autor
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Tabela A15 — Composigcao dos 6leos essenciais da espécie E. pitanga (seca) na estagcao

outono. ]
Tempo Compostos Estrutura Indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retenca Calculado | Literatura
o (T.R)
21,09 y-Elemene 1437 14372.0cd
= -
23,68 Eudesma-3,5 1544 154621
dien- 1-ol
- \CI;
OH
25.00 1-Epi-alpha- 1408 1409¢
gurjunene
26,61 Cedranol-5-iso 1671 1672bf
OH
26,863 Eudesma- OH 1685 168504
4(15),7-dien- (DB-5)
1B3-ol
33,38 Geranyl a 1998 20002bd
terpinene N
34.06 Muurola- ~ 1628 16303
4,10(14) -dien-
1B-ol
OH




160

34.61 Muurolol <a> 1643 1644 ot

34.963 (3E,7E)-10- 2087 20883
Isopropenyl-
3,7-
cyclodecadien-

H; ;
34.93 a Cadinol i i 1654 16542f
HO

1-one o
(o]

42.075 Santamarin 2511 2227
OH

(o]
44,61 Laurenene 1880 1880f
187204

44.37 E-E farnesyl 0 1911 19132af
Acetone
7 7 7
47.826 Muurol-4-en- 1780 1784°
3,8-dione 0
[e]
49.20 Manool <13- o 2050 2059¢
epi->

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);
°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams
Fonte: proprio autor
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Tabela A16 — Composicao dos 6leos essenciais da espécie E. pitanga (fresca) — na

estacdo outono.

Tempo Compostos Estrutura indice de
de Isolados Quimica Kovats (I.K)
Retenca Calculado | Literatura
o (T.R)
20.760 1423 1419abcde
E- ; )/
Caryophyllene
21,09 y-Elemene 1437 14372.0cd
%{
22.695 Curzerene | 1503 14993
[¢]
27.80 Gama 1479 14773
Gurjunene
28.51 Beta Guaiene E 1500 1502
33,38 Geranyl a 1998 200020
terpinene N

continua
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38.259 Germacrol 1999 20012
o
39.79 Methyl P P 7 1782 1784f
Farnesoate I
41.69 | Coumarin <7- HO o o 1834 18360
hydroxy->
=
42.075 Santamarin 2511 2227
° OH
(o]
44.37 E-E farnesyl 0 1911 191321
Acetone W
7 7 7
49.20 Manool <13- | 2050 2059
epi->

aNist equipamento; PNist virtual (http://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser.html);

°pherobase; “pubchem; ®padrdo comercial; ‘adams

Fonte: préprio autor



APENDICE B - CROMATOGRAMAS E ESPECTROS OBTIDOS DA
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE EUGENIA PITANGA E EUGENIA
DYSENTERICA
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CROMATOGRAMAS E Espectros obtidos da Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas de Eugenia Pitanga

Figura B1 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

pitanga. — Acido galico

RT: 0.00 - 33.01
11.56 NL: 5.53E7
1007 A TIC F: FTMS - p ESI
] Full ms2

g 80 169.01@hcd30.00
s ] [50.00-365.00] MS
g 60: ep1_130319_neg
3 0]
< ]
2 404
g ] 11.05
s 1
o 20

1106 360 495 766 885 12,75 16,98 18.67 19.86 22.57 2511 27.31 28.84 30.36

100+ 1156 NL: 4.78E8
TIC F: FTMS - p ESI
] B Full ms2
80 169.01@hcd30.00
] [50.00-365.00] MS
] pd_fenolicos_130319
60j
40
20
1 o072 394 631 7.83 1444 1630 19.86 20.54 22.91 25.28 28.84 32.05
0xwxwywxwxyxwxwyxwxx{xwxwyxwxwyxwx
0 5 10 15 20 25 30
Time (min)
ep1_130319_neg #2542-2650 RT: 11.39-11.73 AV: 3 NL: 1.73E7
F: FTMS - p ESI Full ms2 169.01@hcd30.00 [50.00-365.00]
125.02337
100
90 169.01344
80
70
3
S 60
el
c
3
2 50
[}
2
S 40
14
30
20
10
o7 00511029 138 56444 18354696
69.03331 97.0: /154.71993 206.93285 249.19503 27564305 309.04897 347.58363
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350

m/z

continua
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pd_fenolicos_130319 #2551-2650 RT: 11.39-11.73 AV:3 NL: 1.76E8
F: FTMS - p ESIFull ms2 169.01@hcd30.00 [50.00-365.00]
100 125.02335 D

169.01342

Relative Abundance
a
o

20 16231876

o1, 0003331, 9702828 14391546 | 19187848 224.93433 260.87036 29962406  331.89257 35216397
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T
50 100 150 200 250 300 350
m/z

Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padréo de &cido gélico. C) Espectro da amostra.

D) Espectro do padréo de &cido galico.

Fonte: acervo do autor

Figura B2 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

pitanga— Acido protocatéquico

RT: 0.00 - 33.01
_ 19.87 21.73 NL:7.15E6
1007 A TIC F: FTMS - p ESI
] Full ms2
g 80 153.02@hcd30.00
s ] [50.00-330.00] MS
g GO: ep1_130319_neg
Q
2 ]
2 404
2z ]
© -
€ 0]
g 16.31
] 23.42 30.37
1 073 395 564 8.69 12.42 14.11 18.85 27.83 2952
10& 19.87 NL: 1.35E9
B TIC F: FTMS - p ESI
] B Full ms2
804 153.02@hcd30.00
] [50.00-330.00] MS
GOA pd_fenolicos_130319
g 16.31
40
20
1056 3.10 3.95 564 1021 11.40  14.28 17,67 24,78 26,64 2868 30.88
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 25 30
Time (min)

continua
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pd_ferolicos_130319 #3659 RT: 16.31 AV:1 NL: 4.78E8
F: FTMS - p ESI Full ms2 153.02@hcd30.00 [50.00-330.00]
100 109.02834 C

90
80
70
60
50

153.01839
40

Relative Abundance

30

20

81.03333 | 125.29148 185.25554 204.18233 271.27100 310.62265
I L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L D DL L
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z

T 1

ep1_130319_neg #3659 RT: 16.31 AV: 1 NL: 507E5
F: FTMS - p ESI Full ms2 153.02@hcd30.00 [50.00-330.00]
100 109.02834 D

90
80
70
60
50 153.01840

40

Relative Abundance

30

20

10 125.02341

97.02828
65.00201 | 137.99489 177.92323 224.94839 32217413
T 17T T T T T T 1

(e T T T y' L L L DL L L L L L T L L | L L L L L L L L L L L B T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
m/z

continua



ep1_130319_neg #4457 RT: 19.87 AV: 1 NL: 2.67E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 153.02@hcd30.00 [50.00-330.00]

153.01839
100 109.02833

60
50

40

Relative Abundance

30

20

137.99481
95.01263 || 123.00767

71.01258| | | |

237.33891

167

159.15561 190.37550
L T T

T 1T T T T T T T 17T
160 180 200 220

m/z

A
L L L L L L L T

(O e
60 80

pd_fenolicos_130319 #4457 RT: 19.87 AV: 1 NL: 6.64E8
F: FTMS - p ESI Full ms2 153.02@hcd30.00 [50.00-330.00]
100 109.02834

90
80
70 153.01840
60

50

40

Relative Abundance

30

20

99.00755
123.00768

280.21
T

948 313.17831
T T T T T T T T T T T
280

300 320

T T T T

T
240 260

69.03333 85[.0[2825I
L I I S B B B

60 80

1
T
160

71.92072
T T

191.19553
T T T T
180

T
200
m/z

T T T 1T T T T

100 120

T T T T T

T T
220

Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao

327.70789
T T T 1

320

T T T 1T T T T T T T T 17T

240 260 280 300

de &cido protocatéquico. C) Espectro da

amostra. D) Espectro do padrao de acido protocatéquico. E) Espectro da amostr a. F) Espectro do padrao de

acido protocatéquico.

Fonte: acervo do autor
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Figura B3 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

pitanga— Catequina

RT: 0.00 - 33.01
100- 27.50 A NL:345E6
b 3.1 TIC F: FTMS - p ESI
] Full ms2
@ 80 17.84 289.07@hcd30.00
% ] [50.00-610.00] MS
B ep1_130319_ne:
g 60 Pl ke
3
< ]
2 40
2 Y]
© i
[ .
& 20
1 175 6.16 802 971
108* 17.84 NL: 8.51E8
N B TCFFTMS-pESI
] Full ms2
80| 289.07@hcd30.00
] [50.00-610.00] MS
B pd_fenolicos_130319
60
1 20.22
40
20
1 209 311396 582 836 1158 1429 16.32 2293 2513 27.67 2919 31,06
0xwxwywxxwyxwxwyxwxwywxwx{xwxwyxwx
0 5 10 15 20 25 30
Time (min)
ep1_130319_neg #3954-4037 RT: 17.68-17.84 AV: 2 NL: 4.78E5
F: FTMS - p ESI Full ms2 289.07@hcd30.00 [50.00-610.00] C
289.07194
100
90
80
70
Q
< 60
8 24508184
5
£ 50
[
S 40
o
30
20 12502335 205.05015
10 151.03910
97.02829
L [,L, | JL ) 321.94426 368.20679 426.89614 486.54718 531.83539
0\xwxwywxwxyxwxwyxwxwywxw L L L L L L L L L L L DL L L LB L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z

continua



pd_fenolicos_130319 #3946-4061 RT: 17.68-18.01 AV:3 NL: 1.59E8
F: FTMS - p ESI Full ms2 289.07@hcd30.00 [50.00-610.00]

100 289.07191

60
245.08183

50

40

Relative Abundance

30

20 203.07083
10902833 179.03419

10 137.02340

169

526.71310 576.14557

97.02830 | ||
. sl I A
[T T L L

|
T 1 1 T T 1 71 1 1 1T 1 1 T 1 17

T
50 100 150 200 250 300 350 400

m/z

ALl 312.27402 390.65821
1 1T

1T 1 T 7T

T
600

Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao catequina. C) Espectro da amostra. D)

Espectro do padrédo de catequeina.

Fonte: acervo do autor

Figura B4 —Espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia pitanga—

Epicatequina
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pd_fenolicos_130319 #4535 RT: 20.22 AV:1 NL: 1.25E8
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Legenda: A) Espectro da amostra. B) Espectro do padréo de epicatequina.

Fonte: acervo do autor

Figura B5 —Espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia pitanga— Acido
gentisico
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pd_fenolicos_130319 #4457 RT: 19.87 AV:1 NL: 6.64E8
F: FTMS - p ESI Full ms2 153.02@hcd30.00 [50.00-330.00]
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Legenda: A) Espectro da amostra. D) Espectro do padréo de acido gentisico.

Fonte: acervo do autor
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Figura B6 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

pitanga— Acido cafeico
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ep1_130319_neg #2593 RT: 11.56 AV: 1 NL: 2.69E7
F: FTMS - p ESIFull ms2 169.01@hcd30.00 [50.00-365.00] c
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F: FTMS - p ESI Full ms2 169.01@hcd30.00 [50.00-365.00]
125.02335

100

90

80

70

60

50

40

Relative Abundance

30

20

69.03331 97.02828
b | |

162.31876

\

\

169.01343

\

I T T

50 100

T

T

143.91547 \‘\ 224.93433 269.87039 299.62405 331.89252 355.51440
T T RARANRALAS aARS RN e RS AR RAAR) RARAN LAARE ARARS | T

T
150

T T T T T T
200 250 300 350
m/z

Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padréo de &cido cafeico. C) Espectro da amostra.

D) Espectro do padréo de acido cafeico.

Fonte: acervo do autor
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Figura B7 — Cromatogramas da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia pitanga—

Acido vanilinico
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de acido vanilico.

Fonte: acervo do autor

Figura B8 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia
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ep1_130319_neg #5111 RT: 22.78 AV: 1 NL: 2.55E6
F: FTMS - p ESIFull ms2 163.04@hcd30.00 [50.00-350.00]
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de &cido p-cumarinico. C) Espectro da

amostra. D) Espectro do padrao de acido p-cumarinico.

Fonte: acervo do autor
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Figura B9 — Cromatogramas da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia pitanga—

Acido ferulico

RT: 0.00 - 33.01
100+ 27.20 A NL735E7
] TIC F: FTMS - p ESI
] Full ms2
o 80 193.05@hcd30.00
§ ] [50.00-410.00] MS
B ep1_130319_ne:
2 60 Pl -neg
3 7
< ]
£ 40
kS ]
[} .
& 20
] 3.99 28.21
0094 6.36 7.38 8.23 9.75 12.63 1449  17.37 1873 2296 24.32 2821 30.24
100+ 22.96 NL: 2.55E8
] TIC F: FTMS - p ESI
] Full ms2
80 193.05@hcd30.00
] [50.00-410.00] MS
B pd_fenolicos_130319
GOj
40
20
1 094 230 416 535 7.21 975  12.46 1432 1669 1940 20.76
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20
Time (min)

Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de acido ferulico.

Fonte: acervo do autor

Figura B10 — Cromatogramas e espectros da andlise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

pitanga— Rutina
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ep1_130319_neg #5305 RT: 23.65 AV: 1 NL: 9.97E5
F: FTMS - p ESIFull ms2 609.15@hcd30.00 [50.00-1260.00]
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de rutina. C) Espectro da amostra. D)

Espectro do padrao de rutina.

Fonte: acervo do autor
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Figura B11 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

pitanga— quercetina
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pd_fenolicos_130319 #5815 RT: 25.92 AV:1 NL: 9.07E8
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padréo de quercetina. C) Espectro da amostra.

D) Espectro do padrédo de quercetina.

Fonte: acervo do autor

Figura B12 — Cromatogramas e espectros da andlise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

pitanga— Naringenina
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ep1_130319_neg #5819 RT: 25.94 AV: 1 NL: 7.57E5
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padréo de narigenina. C) Espectro da amostra.

D) Espectro do padrédo de narigenina.

Fonte: acervo do autor
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Figura B13 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

pitanga— Luteolina
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrdo de luteolina. C) Espectro da amostra. D)

Espectro do padrao de luteolina.

Fonte: acervo do autor

Figura B14 — Cromatogramas e espectros da andlise por CLAE-EM das folhas de Eugenia
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ep1_130319_neg #6011 RT: 26.79 AV: 1 NL: 3.11E6
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de kampferol. C) Espectro da amostra. D)
Espectro do padrao de kampferol.

Fonte: acervo do autor
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Espectros de massas obtidos da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

dysenterica

Figura B15 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

dysenterica— Acido galico
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pd_fenolicos_130319 #2593 RT: 11.56 AV:1 NL: 2.33E8
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de &cido gélico. C)
D) Espectro do padréo de &cido galico.

Fonte: acervo do autor

350

Espectro da amostra.

Figura B16 — Cromatogramas e espectros da andlise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

dysenterica— Acido protocatéquico
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padréo de &cido protocatéquico C) Espectro da

G\T T 1

amostra. D) Espectro do padrédo de acido protocatéquico.

Fonte: acervo do autor
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Figura B17 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

dysenterica— Acido gentisico
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pd_fenolicos_130319 #4457 RT: 19.87 AV:1 NL: 6.64E8
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de &cido gentisico C) Espectro da

amostra. D) Espectro do padrédo de acido gentisico

Fonte: acervo do autor

Figura B18 — Cromatogramas e espectros da andlise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

dysenterica— Catequina
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EDEB_130319_neg #4003 RT: 17.84 AV:1 NL: 1.32E8
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padréo de catequina C) Espectro da amostra. D)

Espectro do padrao de catequina

Fonte: acervo do autor



Figura B19 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das
dysenterica— Epicatequina
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pd_fenolicos_130319 #4535 RT: 20.22 AV:1 NL: 1.25E8
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do pad
D) Espectro do padréo de epicatequina.

Fonte: acervo do autor

Figura B20 — Cromatogramas e espectros da analise

dysenterica— Acido ca
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EDEB_130319_neg #4651 RT: 20.73 AV:1 NL: 1.39E5
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padréo de &cido cafeico C) Espectro da amostra.

D) Espectro do padréo de acido cafeico

Fonte: acervo do autor
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Figura B21 — Cromatogramas da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia dysenterica—

Acido vanilinico
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de acido vanilinico.

0 5

Fonte: acervo do autor

Figura B22 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

dysenterica— Acido p-cumarinico

RT: 0.00 - 33.01
100

A

22.78

80

27.86 29.05
9.57

Relative Abundance
1

y
1296 14.82 1753

NL: 6.30E5

TIC F: FTMS - p ESI
Full ms2
163.04@hcd30.00
[50.00-350.00] MS
EDEB_130319_neg

2278

. B

4 1.10 212 449 6.52 8.05 1042
LA RN EARAS RAAL) ML) RAAR) RAALE LA LA AR
0 5 10

1398 1499 17.87 2007 2143
IAAAY RAARY RAARS RARA) LADM) MAMR] AAAMS RAAAY RAAMS |
20

26.00 29.05 30.91
LAAAAL AN WA LAA! AR A
30

T T T T

J
15 25
Time (min)

NL: 1.32E9

TIC F: FTMS - p ESI
Full ms2
163.04@hcd30.00
[50.00-350.00] MS
pd_fenolicos_130319

continua



EDEB_130319_neg #5111 RT: 22.78 AV:1 NL: 3.76E5
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de &cido p-cumarinico. C) Espectro da

amostra. D) Espectro do padrédo de acido p-cumarinico

Fonte: acervo do autor
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Figura B23 — Cromatogramas da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia dysenterica—

Acido ferulico
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de &cido ferulico.
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Figura B24 — Cromatogramas da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia dysenterica—
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de rutina
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Figura B25 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia
dysenterica— Quercetina
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padréo de quercetina. C) Espectro da amostra.

D) Espectro do padrdaode quercetina.

Fonte: acervo do autor

Figura B26 — Cromatogramas e espectros da andlise por CLAE-EM das folhas de Eugenia
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EDEB_130319_neg #5819 RT: 25.94 AV:1 NL: 1.56E6
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrao de narigenina C) Espectro da amostra. D)

Espectro do padrao de narigenina

Fonte: acervo do autor
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Figura B27 — Cromatogramas e espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia

dysenterica— Luteolina
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pd_fenolicos_130319 #5897 RT: 26.29 AV:1 NL: 7.75E8
F: FTMS - p ESI Full ms2 285.04@hcd30.00 [50.00-600.00]
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Legenda: A) Cromatograma da amostra. B) Cromatograma do padrdo de luteolina. C) Espectro da amostra. D)

Espectro do padréo de luteolina

Fonte: acervo do autor

Figura B28 — Espectros da analise por CLAE-EM das folhas de Eugenia dysenterica—

Kampferol
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pd_fenolicos_130319 #6011 RT: 26.79 AV:1 NL: 6.13E8
F: FTMS - p ESI Full ms2 285.04@hcd30.00 [50.00-600.00]
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Legenda: A) Espectro da amostra. B) Espectro do padréo de kampferol.

Fonte: acervo do autor
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ANEXO
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ANEXO A — Temperaturas médias

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Temperaturas Diarias (Maxima, Media, Minima)
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