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ABSTRACT

The multivariate chemical analysis of the essential oils from leaves of
Eugenia uniflora with different fruit colour indicated the presence of three
clusters of oils regarding sample biotypes. The first included yellowish-orange,
purple, and dark red fruits with high percentages of germacrene B (11-31%),
germacrone (9.8-54%) and atractylone (0-20%). In cluster I, with red bright fruit
samples, the major constituents were curzerene (42-43%), germacrene D (8.7-
9.0%) and germacrene A (5.9-8.9%), while cluster Il included red-orange fruit
samples containing a high content of selina-1,3,7(11)-trien-8-one (40-55%) and
selina-1,3,7(11)-trien-8-one  epoxide (13-24%). All essential oils have
predominantly sesquiterpenes, although sesquiterpene hydrocarbons and
oxygenated sesquiterpenes contents were maijorities in the clusters I/l and I,
respectively. In addition, seasonal influence on the chemical composition of
essential oils of from leaves of red-orange fruit colour biotype has indicated the
influence of seasons, which included samples collected during dry months
(April-September) characterized by the highest percentages of spathulenol
(10%) and caryophyllene oxide (4.1%), and samples collected during wet
months (October-March), whose major constituent was selina-1,3,7(11)-trien-8-
one epoxide (29%). The canonical correlation indicated that spathulenol and
caryophyllene oxide revealed a strong relationship with the phenolics and
nutrient balance (S, Ca, Fe) in leaves, whereas selina-1,3,7(11)-trien-8-one
epoxide was related to (K, Cu, Mn), and precipitation during the months of the
wet season. Oxygenated sesquiterpenes were predominant in all the sampling
months and the oil chemovariation observed might be environmentally

determined by a clear seasonal influence.



RESUMO

A anadlise multivariada da composi¢céo quimica dos Oleos essenciais das
folhas de Eugenia uniflora com diferentes cores de fruto indicou a presenca de
trés grupos de 6leos em relagéo ao bidtipo do fruto das amostras. O primeiro
grupo incluiu amostras de frutos amarelo-alaranjados, roxos e vermelhos
escuros contendo altas percentagens de germacreno B (11-31%), germacrona
(9,8-54%) e atractilona (0-20%). No grupo Il, com amostras de frutos
vermelhos claro, os constituintes majoritarios foram o curzereno (42-43%),
germacreno D (8,7-9,0%) e germacreno A (5,9-8,9%), enquanto que o grupo Il
incluiu amostras com frutos de cor vermelho-alaranjado, caracterizadas por um
alto conteudo de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (40-55%) e epdxido de selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (13-24%). Em adic¢ao, a influéncia sazonal na composigéo
quimica dos 6leos essenciais de um bibtipo de cor de fruto vermelho-alaranjado
grupo Il indicou a presenca das duas estagbes do Cerrado brasileiro. As
amostras coletadas na estacao seca (abril-setembro) foram caracterizadas por
conterem as mais altas percentagens de espatulenol (10%) e 6xido de
cariofileno (4,1%), enquanto que amostras coletadas na estagdo umida
(outubro-margo), o constituinte majoritario foi o epdxido de selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona (29%). A correlagéo canédnica indicou que o espatulenol e o éxido
de cariofileno apresentaram um forte relacionamento com o balango de
nutrientes (S, Ca, Fe) e os fendlicos foliares, enquanto o epdxido de selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona foi correlacionado ao conteudo de K, Cu, Mn e a
precipitacdo nos meses da estagdo umida. Os sesquiterpenos oxigenados
predominaram em todas as amostras e a variagdo quimica nos oOleos
essenciais parece ser determinada pelo ambiente com uma clara influéncia

sazonal.
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1. INTRODUCAO

1.1. BIODIVERSIDADE E O BIOMA CERRADO

O maior numero de espécies vegetais encontra-se nas regides equatoriais
da América do Sul, Africa e da Asia e 0 maximo de diversidade global encontra-se
na flora da Colébmbia, Equador e Peru, onde mais de 40.000 espécies ocorrem em
uma area de apenas 2% da superficie terrestre. O maximo valor para a
diversidade de espécies florestais foi encontrado na floresta umida em Iquitos, no
Peru, onde se registrou a existéncia de 300 espécies por hectares. Para se ter
uma idéia comparativa desses valores, em todo territério dos Estados Unidos e
Canada, a magnitude da diversidade genética vegetal nativa limita-se a 700
espécies (GENTRY, 1988; WILSON, 1992).

A oportunidade na identificacdo de produtos naturais com possivel
utilizacdo econdébmica aumenta com a diversidade das espécies, como a
possibilidade de descoberta de novos farmacos ou modelos de estrutura para a
sintese de um grande numero de principios ativos para medicamentos (GUERRA
et al., 2003).

Com tamanha biodiversidade torna-se complexo compreender a dindmica e
as inter-relagdes entre planta-planta, planta-animal e planta-parasita, e com qual
intensidade os metabdlitos especiais se relacionam com as mesmas, visando as
vantagens que esses metabolitos proporcionariam a agricultura com o aumento na
produtividade nas lavouras, inibindo a herbivoria e as pragas (GUERRA et al.,
2003).

Localizado basicamente no Planalto Central do Brasil, o Cerrado é o
segundo maior bioma do Pais, superado apenas pela Floresta Amazoénica, e
comporta as trés maiores bacias hidrograficas da América do Sul, apresentando
indices pluviométricos regulares que Ihe propiciam uma grande biodiversidade. O
Cerrado ocupa uma area superior a 2 milhées de km?, cerca de 20% do territorio

brasileiro e devido a sua localizagdo, o bioma Cerrado se apresenta como uma



regido Unica para o estudo da influéncia que os fatores geograficos e historicos
tiveram em sua biota (MEIO et al., 2003).

O bioma Cerrado se estende como um corredor xérico, conectando o chaco
a caatinga, ocupando a regiao intermediaria entre as duas maiores florestas umida
neotropicais: a floresta Amazdnica e a floresta Atlantica. A maior parte desse
bioma apresenta um gradiente fisiondmico com vegetacdo xeromorfa que varia de
campo limpo até cerraddo, embora também ocorram matas de galeria e florestas
estacionais. H4 uma grande proporgéo de espécies oriundas da floresta Atlantica
(44,8%) em adicdo a uma proporgédo bem menor de espécies oriundas da floresta
Amazénica (1,4%), em sua composicao floristica. Estudos recentes indicaram que
a flora arbérea do bioma Cerrado tem maior afinidade com a floresta Atlantica
(55% de espécies comuns) do que com a floresta Amazénica (20%). Todos estes
resultados indicam a existéncia de uma maior afinidade floristica do bioma
Cerrado com a floresta Atlantica (MEIO et al., 2003).

1.2. TERPENOS E OLEO ESSENCIAL

Os terpendides compdéem um das principais grupos de moléculas que
permitem a interagcdo de plantas com outros organismos, incluindo competicédo
(alelopatia), herbivoria, atuando como horménio de crescimento de plantas e
patdbgenos. Atuam ainda na defesa quimica como fitoalexinas, atracdo de
polinizadores, na comunicag¢ao quimica entre insetos ou precursores de hormonios
que pode interferir no desenvolvimento dos insetos (BOHLMANN et al., 1998).

Assim como os outros metabdlitos especiais produzidos pelas plantas, os
Oleos essenciais sdao produzidos em varios sitios no interior da célula e séo
armazenados primariamente dentro de vacuolos, freqientemente em estruturas
chamadas de tricomas glandulares (TAIZ et.al., 2004).

A existéncia de quimiotipos — vegetais botanicamente idénticos, mas que
diferem quimicamente — é freqliente em plantas ricas em 6leos essenciais. A
divergéncia quimica em espécie pode ser devido a influéncias epigenéticas ou
ambientais (BOHLMANN et al., 1998; BARAZANI et al., 2002).



A comunicagdo quimica por terpenos entre plantas, influenciada pelo
ambiente, reflete em uma coevolugcdo conduzida, em parte, pela diversidade e a
especificidade que catalisa e direciona a sintese terpénica (BOHLMANN et al.,
1998).

Os 6leos essenciais, ou simplesmente esséncias, sao 6leos volateis de
composig¢do quimica diversa, extraidos das folhas, frutos, caules, flores e raizes.
Os Oleos essenciais pertencem ao grupo dos terpendides, em especial as classes
dos monoterpenos e sesquiterpenos. Possuem uma grande diversidade estrutural,
com 7500 substancias descritas (WINK, 2003), e que designa todas as
substancias cuja origem biossintética (figura 1.2.1.) deriva de unidade isoprendide,
que por sua vez, se origina a partir do acido mevalénico (WANG et al., 2005).
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As industrias de perfumaria, cosméticos e aromatizantes alimentares
absorvem grande parte das esséncias naturais e respectivos derivados, o que
justifica o alto nivel técnico atingido na sua preparacédo e o elevado valor
econdmico que apresentam; as industrias de tintas e vernizes consomem
quantidades importantes de algumas esséncias utilizadas na flotacdo de minérios
e na preparacao de agentes molhantes e, na medicina, participa da formulagéo de

anti-sépticos, antiespasmaodicos, inalantes e analgésicos (RISSATO et al., 2004).

1.3. Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)

A pitangueira € originaria de regides que se estende desde o Brasil Central
até o Norte da Argentina, distribuindo-se geograficamente ao longo de quase todo
o territério nacional. Esta presente em muitos centros de diversidade e
domesticagcado brasileiros, os quais abrangem diferentes ecossistemas tropicais,
subtropicais e temperados. Entretanto, essa espécie apresenta sua mais ampla
variabilidade nos centros de diversidade classificados como Centro-
Nordeste/Caatinga, Sul/Sudeste, Brasil Central/Cerrado e Mata Atlantica, que
engloba as regides costeiras da Paraiba ao Rio Grande do Sul. Devido a sua
adaptabilidade as mais distinta condicbes de clima e solo, a pitangueira foi
disseminada e é atualmente cultivada nas mais variadas regides do globo
(BEZERRA et al., 2004).

A pitanga ou pitanga-vermelha tem seu nome derivado do tupi pi'tdg, que
quer dizer vermelho-rubro, em alusdo a cor de seu fruto, que de fato pode se
apresentar nas cores vermelha (alaranjado, claro e escuro), amarelo-alaranjado,
roxa, e as vezes quase preta, sendo conhecida popularmente como pitangueira.
Pertence a ordem Myrtales, familia Myrtaceae, cuja espécie € E. uniflora. A
pitangueira é um arbusto denso de 2 a 4 m de altura e mais raramente uma
pequena arvore de 6 a 9 m. As folhas s&o opostas, simples, com peciolo curto de
mais ou menos 2,0 mm. Limbo oval ou oval-lanceolado de 2,5 a 7,0 cm de

comprimento e 1,2 a 3,5 cm de largura. O limbo quando macerado exala um odor



caracteristico. As variagdes climaticas das diferentes regides de cultivo
determinam as épocas de florescimento e frutificacdo. Nas regides Sul e Sudeste
do Brasil, essas fases podem ocorrer duas ou mais vezes durante o ano; a
floragdo normalmente ocorre de agosto a dezembro, podendo acontecer também
de fevereiro a julho, e a frutificacédo, de agosto a fevereiro, podendo ainda ocorrer
entre abril e julho (FRAZAO, 2008).

O fruto, quando inicia o processo de maturagdo, apresenta o epicarpo
passando de verde para amarelo-alaranjado, vermelho, roxo, podendo chegar até
quase o negro. O sabor é doce acido, e o aroma muito intenso e caracteristico
(FRAZAO, 2008).

A planta apresenta certa tolerancia a seca, desenvolvendo-se bem em
condicbes semi-aridas, desde que se proporcione uma minima quantidade de
agua. Nao é tolerante a salinidade. Em relacao aos solos, cresce adequadamente
tanto nos tipos arenosos (como os de restinga e praia), quanto nos areno-
argilosos, argilo-arenosos, argilosos e até mesmo em solos pedregosos (FRAZAO,
2008).

Resultados recentes tém mostrado uma gama de aplicagbes da E. uniflora.
No Estado de Pernambuco o seu cultivo tem aumentado substancialmente em
razdo da utilizagédo do fruto para o preparo de polpa e suco, como também para a
fabricacdo de sorvetes, refrescos, geléias, licores e vinhos (BEZERRA et al.,
2004).

Em testes realizados com extrato etandlico das folhas de E. uniflora,
obteram uma inibicdo de 40% para Microsporum canis e Trichophyton
mentagrophytes, 60% para Microsporum gypseum e 100% para Trichophyton
rubru para uma concentragédo de 500 pg/mL de extrato (SOUZA et al., 2002).

Testes realizados com extrato macerado de folhas E. uniflora com
etanol/agua (90-10%) por 48 h em repouso a 25°C protegido de luz solar,
apresentaram uma concentracdo inibitéria minima (CIM) de 250 pg/mL para
Staphylococus aureus, antifungico (extrato hidro-alcodlico) com CIM de 31,2
Mg/mL para Candida Krusei; 31,2 pg/mL para Candida. tropicalis e 125 ug/mL para
Candida. parapsilosis (HOLETZ et al., 2002).



O extrato alcoodlico das folhas da E. uniflora para teste de tolerancia de
acgucar por via oral, apresentou acdo, que inibi o aumento do nivel de acgucar
plasmatico em ratos. E o mesmo estrato diminui o nivel de triglicerideos no plasma
de ratos (ARAI et al., 1999). Do extrato aquoso das folhas de E. uniflora isolaram-
se compostos com atividade vasodilatador e com acao hipotensa (CONSOLINI et
al., 1999; CONSOLINI & SARUBBIO, 2002). A acéo antidiarréica do infuso das
folnas mostrou-se compativel com o seu uso popular devido a abundancia de
taninos (ALMEIDA et al.,, 1995). Os extratos aquoso, acetato, cloroférmico e
hexanico das folhas de E. uniflora apresentaram uma alta atividade antioxidante,
mesmo a concentracdes de 6,9 pg/mL (VELAZQUEZ et al., 2003).

Os resultados mostraram que a ClMsy, na replicacdo do virus de herpes
humana-4 (EBV), encontrado no DNA do virus do herpes lifotropico B associado
ao cancer de nasofarige de alta incidéncia no sul da China e sudeste da Asia esta
associado a substancias taninicas como a galocatequina, oenoteina B e as
eugeniflorinas D1 eD2 extraidos das folhas de E. uniflora (LEE et al., 2000).

Testes antimicrobianos por difusdo em agar realizados com extrato bruto
metandlico das folhas de E. uniflora apresentaram resultados positivos para
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Micrococcus luteus (SOUZA et al.,
2004).

O extrato em acetato de etila das folhas de E. uniflora apresentou uma dose
letal em 50% da populacéo (LDso) de 12,5 ug/mL para o parasita Trypanosoma
congolesene IL 1180 e T. congolense IL 3338 (clone resistente) encontrado
primeiramente no camelo e, posteriormente, no homem, cujas opg¢des terapéuticas
de uso corrente apresentam uma elevada toxicidade para o homem (ADEWUNMI
et al., 2001).

Outros estudos envolveram a atividade antimicrobiana e citotdéxica do 6leo
essencial das folhas e dos frutos de E. uniflora. Os principais constituintes
identificados no 6leo essencial nas folhas foram o curzereno (19,78%), selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (17,8%), atractilona (16,9%) e furanodieno (9,6%), enquanto
que o Oleo proveniente dos frutos apresentou como constituintes majoritarios a

germacrona (27,5%), selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (19,2%), curzereno (11,3%) e o



epodxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (11,0%). O 6leo essencial dos frutos e das
folhas apresentou uma CIM de 39 ug/mL para Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus, respectivamente. Ja nos ensaios citotoxicos, tanto o 6leo essencial do
fruto quanto da folha apresentaram acgao citotoxida total a 100 ug/mL para células
tumorais de prostata e a 250 pug/mL para células tumorais de seio e figado
(OGUNWANDE et al., 2005), demonstrando a potencialidade dos 6leos essenciais

dessa espécie.
1.4. ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

A analise estatistica multivariada consiste em um conjunto de métodos
utilizados em situagdes nas quais varias variaveis sdo medidas em cada amostra.
A estatistica Multivariada se divide em dois grupos: um primeiro consiste em
técnicas exploratérias como as analises de Componentes Principais (PCA),
analise de Agrupamento (CA), analise de Discriminante Candnico (CDA) e analise
de Correlagdo Canédnica (CCA), enquanto que o segundo grupo consiste de
técnicas de inferéncia estatistica que envolve a analise de variancia (MANOVA) e
covariancia (ANCOVA) multivariadas, teste de hipdteses e regressdo multivariados
(MINGOTI, 2005).

Anélise de Componentes Principais (PCA) tem como objetivo reduzir o
numero de dimensbes da matriz de dados, a fim de explicar a estrutura de
variancia e covariancia em um menor numero de variaveis (MINGOTI, 2005).

O coeficiente de correlagéo entre as i-ésima e j-ésima variaveis do vetor X é

definido por:

Pij = w“m - ?F"_;f
—1<p;<Lij=12 ..p.
A correlacdo € a medida mais adequada para avaliar o grau de
relacionamento linear entre duas variaveis quantitativas do que covariancia. Além
disso, € interessante observar que, ao contrario da covariancia, o coeficiente de

correlacédo é adimensional e, logo, n&o sofre influéncia das diferencas escalares



de medidas entre variaveis. Quando se tém muitas variaveis, o procedimento mais
comum & guardar os valores de p; numa matriz chamada de matriz de correlacao
como definida a seguir (MINGOTI, 2005)..

Na algebra a demcoposi¢ao do valor singular relaciona a matriz com seus
autovolres e seus autovetores (MINGOTI, 2005).

A matriz, ap6s terem os seus dados centrados e reduzidos na média (= 0) e
variancia (= 1), € decomposta no produto de trés matrizes pelo algoritmo de
decomposi¢ado de valor singular (SVD), conforme a expressdo: X =U .S . Vt. A
matriz V é denominada de matriz dos pesos (loadings), as colunas da matriz V
correspondem aos autovetores e S é a matriz diagonal. As matrizes U e V séo
ortogonais entre si e o produto entre matrizes U e S é denominado escores.

Como resultado da PCA, o conjunto original de dados é agrupado em
funcdo da correlagédo existente entre as variaveis, gerando um novo conjunto de
eixos (as Componentes Principais; PCs) ortogonais entre si, e de mais simples
manipulacao matematica (HELFER et al., 2006).

Também conhecida como analise de Conglomerados, Classificacédo ou
Cluster, a analise de Agrupamentos tem o objetivo de dividir os elementos da
amostra, ou populagédo, em grupos naturais de forma que os elementos (amostras
ou variaveis) pertengcam a um mesmo agrupamento por similaridade com base na
distancia. Dentre os métodos utilizados para a obtengdo dos agrupamentos temos
os de ligacdo simples, ligacdo completa, média das distancias, método do
centroide e método da minimizagéo da variancia de Ward (MINGOTI, 2005).

A analise discriminante € uma técnica para tratamento a posteriori de

dados, isto €, visa a validacdo de hipoteses e usa variaveis que possam



discriminar os agrupamentos prévios, a partir de outros métodos (PCA, analise de
Agrupamento, etc.).

Além da separagdo de grupos, a analise discriminante também & aplicada
para classificar, de maneira eficiente, os individuos (amostras) dentro dos grupos
estudados (P1ZZOL, 2004; MINGOTI, 2005).

O interesse da Analise de Correlagdo Candnica, de modo geral, é o
conhecimento das relagbes existente entre dois grupos de variaveis de tal modo
que a correlagdo entre as combinagbes lineares das varidveis seja maxima
(TRUGILHO et.al., 2003). Essa correlagdo mede basicamente o grau de
associacao existente entre os dois conjuntos de variaveis (MINGOTI, 2005).

Esta técnica se baseia na determinagcé&o de variaveis candnicas ortogonais
em cada conjunto de variaveis, e por isso, as variaveis em cada conjunto devem
ser linearmente independentes. Se esta condigdo n&o for satisfeita de inicio, sera
necessario descartar as variaveis que sao combinacgbes lineares das demais
variaveis, denominadas de redundantes (MINGOTI, 2005). A correlagdo candnica
elevada ao quadrado R?é uma boa estimativa da variancia compartilhada entre os
dois grupos e R mede a correlacao entre os dois grupos. Ambas as func¢des (F1,
F2,...) devem ser testadas, tanto isoladamente, como em conjunto. O teste lambda
de Wilks é empregado para verifica a significancia das fungées do ponto de vista
estatistico em que este valor varia de 0 — 1 quanto mais préximo de 0 melhor € o
nivel se significancia (valor-p) (HAIR et al., 2005).

O ultimo passo envolve a validagdo do modelo dentre eles temos validagdo
cruzada: 1° retira-se um vetor de observagdes da amostra conjunta e utilizam-se
os (ns+n;-1) elementos amostrais restantes para construir para construir a fungcao
de discriminacdo. 2° utiliza-se a regra de discriminacao construida no passo 1°
para classificar o elemento que ficou a parte da construgcdo da regra de
discriminacao, verificando se a regra de discriminacdo conseguiu acertar na sua
real procedéncia ou ndo. 3°retorna-se o elemento amostral que foi retirado no
passo1® a amostra original e retira-se outro elemento amostral diferente do

primeiro. Os passos 1° e 2° repetidos (HAIR et al., 2005).
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O bootstrap: € quando dois conjuntos de dados independentes, um para
calibrar e outro para avaliar. Aborda o desvio da estimativa realizando re-
amostragens multiplas com reposicao, dentro do conjunto de dados da calibracgéo.
Remove os desvios para obter uma estimativa imparcial (HAIR et al., 2005).

Jack-nife deixa sempre uma observacao de fora a cada calculo de acordo
que se observa o resultado do ajuste do modelo (HAIR et al., 2005).

Embora em sua versdo multivariada (MANOVA) a analise de variancia
unidimensional (ANOVA) foi utilizada neste estudo, permitindo comparar diferentes
médias do conjunto de dados (tratamentos) com a construgdo de graficos ou
regides de controle, considerando, uma a uma, as variaveis do processo. Para
isso € necessario trabalhar com a suposi¢cao normal e, assim, € preciso verificar a
suposi¢cdo de normalidade, estimando parametros de construgdo de regides de
confiangca (ALMEIDA, 2005). Quando as pressuposi¢cdes basicas da ANOVA né&o
forem atendidas, por exemplo, a variavel em estudo n&o apresenta distribuigao
normal, ou exista heterogeneidade de variancias, sdo efetuadas transformacgées
nas variaveis afins de que essas pressuposi¢cdes sejam atendidas (ALMEIDA,
2005).

Apds a ANOVA, um teste de comparacado multipla de médias, por exemplo
o teste de Tukey, é utilizado quando se deseja comparar todos os pares de
médias de r populagdes, adotando-se um unico nivel de confianga (BRAGA,
2007). O teste consiste em calcular um valor (D.), acima do qual a diferenga

entre duas médias amostrais € significativamente diferente de zero.

—_—
 Grme_y | 1,1
Dcrir - _:'% d\ll UME (_ + _)

QME ¢é quadrado médio do erro, n; e n; sdo as populagcbes de cada média e onde
9-n,_, representa o valor tabelado (vindo de uma distribuicdo da amplitude

studentizada — “studentized range”) associado ao nivel de significancia adotado
(BRAGA, 2007).
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2- ANALISE QUIMIOTIPOS DE OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS DA E.
uniflora EM DIFERENTES BIOTIPOS DE COR DE FRUTO.

2.1. OBJETIVOS

Analisar os constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas
provenientes de diferentes bidtipos de cor de fruto e avaliar as correlagdes entre
os constituintes quimicos com a coloragéo dos frutos em diferentes espécimes de

E. uniflora.

2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. MATERIAL BOTANICO

As amostras foram coletadas por um dos autores (P.H.F.) e identificadas
pelo Professor Heleno Dias Ferreira do departamento de Biologia Geral-ICB da
Universidade Federal de Goias, Goiania, Goias. Um conjunto de amostras foi
coletado no més de Junho e setembro de 2007 nas circunvizinhangas das cidades
de Goiania (S 16°3514”; W 49°17°40”; 773 m), Santo Antbnio de Goias (S
16°20'13”; W 49°19'35”; 773 m), Nova Veneza (S 16°21°44”; W 49°18’39”; 773 m)
e em Anapolis (S 16°20'12,8”; W 48°56’19”; 1066 m), Estado de Goias. Uma
exsicata do material botanico encontra-se depositado no Herbario da Universidade
Federal de Goias (UFG) sob o codigo 25477.

Depois de coletadas, as folhas foram secas a temperatura ambiente e ao
abrigo de luz solar durante sete dias, ao final do qual apresentaram peso
constante. As amostras foram separadamente trituradas em um moinho de facas
com granulosidade definida (10 mesh), armazenadas em embalagens plasticas
etiquetadas e conservadas na temperatura de -18°C, até o momento da extracao

dos oleos essenciais.



12

2.2.2. EXTRACAO E ANALISE QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

As amostras foram separadamente submetidas a hidrodestilagao, utilizando
um aparelho do tipo Clevenger modificado, por 2 h. Apos este periodo, o dleo
essencial foi coletado e seco com Na,SO, anidro. Para a analise quimica, uma
aliquota da amostra foi diluida com hexano (ca. 20%) e um volume de 0,5 uL foi
injetada em um cromatografo gasoso acoplado a um detector quadrupolar de
massas, modelo QP5050A (Shimadzu), operando sob as seguintes condigbes:
coluna capilar de silica fundida CBP-5 (Shimadzu) (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 um
de espessura de filme de 5% em fenilmetilpolisiloxana), tendo como gas de arraste
He (1 mL min™), conectado ao detector quadrupolar operando por meio de IE (70
eV); faixa de massas de 40-400 m/z com uma velocidade de 1,0 varredura s”,
temperaturas do injetor e detector mantidas em 220°C e 240°C, respectivamente.
A programacéo do gradiente de temperatura foi de 60°C até 240°C na razéo de
3°C min”, de 240°C até 270°C, com razéo de 10°C min™', permanecendo por 5 min
na temperatura final. A técnica de Monitoramento ions Simples (MIS) foi também
utilizada para a detecgdo de constituintes tracos sob as mesmas condi¢gbes da
analise por varredura.

A identificagdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foi realizada
pela comparacgéo dos espectros de massas e indice de retengcdo com padrbes da
literatura (ADAMS, 2007), além da comparacdo (automatica e manual) dos
espectros de massas com aqueles das bibliotecas NIST/EPA/NIH (1998). Os
indices de retencao foram calculados usando a equacado de VAN DEN DOOL &
KRATZ (1963) a partir da co-injegcdo com uma série de n-alcanos, Cs-Cs, (SIGMA,
USA). A analise quantitativa foi efetuada pela integracdo do Cromatograma Total
de fons (TIC).

2.2.3. ANALISE ESTATISTICA

A matriz de dados, formada por constituintes quimicos dos 6leos essenciais
foi submetida a analise multivariada com os programas Syteme Portable

d'Analyse des Données Numériques/SPAD.N, versao 5.5 do Centre International
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de Statistique et d'Informatique Appliquées-CISIA, Saint-Mandé/Frangca (LEBART
et al., 2002) e o Statistical Analysis System/SAS, Cary, NC (1996).

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para examinar a
relacdo entre os individuos e os constituintes quimicos dos 6leos essenciais. A
Analise de Agrupamento (CA) foi aplicada para o estudo da similaridade entre os
individuos com base na distribuicdo dos constituintes dos 6leos essenciais. A
técnica do Vizinho mais Proximo (Nearest neighbour complete linkage), pelo
algoritmo de Benzécri (BENZECRI, 1980) foi utilizada como indice de similaridade,
enquanto que o grupamento hierarquico foi efetuado de acordo com o método da
minimizagao da variancia descrito por WARD (1963).

A Analise de Discriminante Canénico foi efetuada pelo procedimento SAS
CANDISC para diferenciar as populagbes com base na composi¢cao dos Oleos
essenciais. A habilidade preditora das fun¢des discriminantes foi avaliada pelas
técnicas de Validac&do Cruzada e Jackknife implementadas no SAS.

Analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para a comparagéo multipla de
médias das composi¢bes quimicas dos Oleos essenciais e dos rendimentos
percentuais dos 6leos usando o procedimento SAS GLM. A homoscedasticidade
das variancias foi verificada pelo teste de Hartley. Quando necessario, as variaveis
foram transformadas pelo arcoseno ou pela ordem das mesmas (rank). Onde as
diferencas entre as médias foram estabelecidas, aplicou-se o teste de Tukey para
comparagdo entre as médias. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. Os dados usados na analise estatistica encontram-se no apéndice
3.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Variagdes na coloragao dos frutos no género Eugenia sao bem conhecidas,
embora espécimes de cor de frutos diferentes ndo sejam consideradas variedades
para a maioria de suas espécies (SANCHOTENE, 1989; LEDERMANN et al.,
1992; LIMA et al., 2002; FRANZON, 2004). Os estudos envolvendo os oleos
essenciais de E. uniflora ttm se restringido, em sua grande maioria, a folhas de
diferentes procedéncias (VIANA & RETAMAR, 1971; UBIERGO et al., 1987;
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WEYERSTAHL et al., 1988; HENRIQUES et al., 1993; MORAIS et al., 1996; MAIA
et al., 1999; OGUNWANDE et al., 2005; MELO et al., 2007) e poucos trabalhos
descrevem os Oleos essenciais dos frutos (RUCKER et al., 1977; PINO et al.,
2003; OGUNWANDE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006). De fato, apenas um
estudo tem se referido a coloragdo do fruto (OGUNWANDE et al., 2005) dos
espécimes coletados. Recentemente, os 6leos essenciais dos frutos de E.
brasiliensis de coloragdo amarela e roxa indicaram a presenga de dois quimiotipos
nessa espécie (MORENO et al., 2007).

Em E. uniflora a influéncia da coloracéo do fruto na composi¢do quimica
dos Oleos essenciais, seja de frutos e folhas, ainda ndo foram efetuados. Neste
trabalho, verificou-se a influéncia de diferentes bi6tipos de cor de frutos na
composigdo e variabilidade dos constituintes volateis das folhas de E. uniflora de
acordo com a coloragdo do fruto: amarelo-alaranjado, vermelho alaranjado,

vermelho claro, vermelho escuro e roxo (Figura 2.3.1).

1. Amarelo-alaranjado
2. Vermelho-alaranjado
3. Vermelho-claro

4. Vermelho-escuro

5. Roxo

Figura 2.3.1. - Diferentes biétipos de cor de fruto de E. unifiora.

A analise quimica conduziu a identificacdo de 36 constituintes quimicos
resultando em 91-95% dos volateis do 6leo essencial das folhas de E. uniflora dos
trés diferentes bidtipos (Apéndices 1 e 2). Os 6bleos apresentaram

predominantemente sesquiterpenos.
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Os resultados da PCA e analise de agrupamento (18 amostras x 12
variaveis = 216 dados) que é mostrada na Figura — 2.3.2 foram obtidos da matriz
inicial que se encontra no Apéndice 3. As 24 variaveis eliminadas se mostraram
pouco expressiva na analise de componentes principais bem como na composigéao
do éleo essencial.

A analise de componentes principais conduziu uma variancia acumulada de
71,4% no plano fatorial, sendo que as variaveis que mais contribuiram na
composigao dos trés primeiros PCs foram o 3-elemeno, B-cariofileno, germacreno
D, &-selineno, curzereno, germacreno A, germacreno B, espatulenol, selina-

1,3,7(11)-trien-8-ona, atractilona, germacrona e o epdxido de selina-1,3,7(11)-

trien-8-ona.
0.9 o PC-1° 0.9
grupo Il
0.7
° O grupo Il
Germacreno D f - Elemeno
3- Selineno
2 tGermacreno A,
Curzereno

X 1t
A X )
2 p- cariofilena epoxido selina-137(11f &
o -trien-8-ona o
B ol S
g 0
o

1t

Espatulenol
Antractilona
2 grupo |
Germacrona
3 Germacreno B
e ' -0.7

4 3 2 a4 0 ! 2 3 4 5
PC-12 (53,1%)
Figura 2.3.2. — Gréfico da PCA dos 6leos essenciais das folhas de E. uniflora de acordo com a cor
de fruto: vermelho (circulo), amarelo-alaranjado (quadrado) e roxo (tridngulo) e cujo grupo |
(simbolos escuros) compreende os bibtipos: vermelho escuro, amarelo-alaranjado e roxo; grupo Il
(simbolos ndo preenchidos) vermelho claro, e grupo Il (simbolos cinza) frutos vermelho-
alaranjados. Eixo dos individuos (escores). "Eixo referente aos constituintes discriminantes dos
6leos essenciais (loadings) representados por vetores a partir da origem. Os valores em
parénteses se referem a variancia retida sobre cada eixo da PCA e as cruzes os centroides de

cada grupo
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A primeira Componente Principal (PC-1) (Figura 2.3.2) mostro que (p <
0.0001) as amostras ricas em sesquiterpenos oxigenados de cor de frutos
vermelho-alaranjado (Anapolis e Nova Veneza), localizados a direita do gréfico
(circulos cinza), das amostras coletadas em outras regides. A PC-2, por sua vez,
mostrou (p < 0.0001) as amostras de cor de fruto vermelho-claro de Goiania
(circulos néo preenchidos), ricas em hidrocarbonetos sesquiterpénicos, de outras
amostras de Goiania, Santo Antonio de Goias e Nova Veneza (simbolos escuros).

O dendograma de similaridade entre as amostras com base na distribuicao
percentual dos constituintes volateis forneceu o nivel de similaridade entre cada
individuo e o seu agrupamento de acordo com a variancia minima de WARD
(1963), Figura 2.3.3.

Método de Ward’s
Distancia Euclidiana
[ )
° Grupo |
[ ]
° E_’i
[ ]
Amostras a
.
[ |
N Grupo |l
I
O
ol
B Grupo I
I
0 5 10 15 20 25

Figura 2.3.3. - Dendrograma de similaridade baseado na composig¢do quimica dos 6éleos essenciais
das folhas de E. uniflora das amostras, vermelhas (circulo), amarelo-alaranjado (quadrado) e roxo
(tridngulo). As cores dos frutos se agrupam em: | (simbolos escuros: fruto vermelho escuro,
amarelo-alaranjado e roxo); Il (simbolos n&o preenchidos: fruto vermelho claro), e Ill (simbolos

cinza: fruto vermelho-alaranjado).
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Dessa forma, trés tipos de Oleos essenciais foram obtidos: grupo |
(amostras de frutos vermelho-escuro, amarelo-alaranjado e roxo), caracterizados
por teores elevados de germacreno B (22 + 7%), atractilona (12 + 5%) (p <
0,0001), germacrona (18 = 13%) (p < 0,015) e B-cariofileno (8,7 + 3,7%) (p <
0,007); grupo Il (amostras de frutos vermelho-claro) contendo curzerene (43 = 1%)
(p <0,003), germacreno D (8,8 £ 0,1%) (p < 0,001), germacreno A (7,4 = 1,5%) (p
<0,001) e B-elemene (4,4 + 0,1%) (p < 0,002) como constituintes majoritarios; e o
grupo lll (amostras de cor de fruto vermelho-alaranjado) contendo conteudos
elevados em selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (48 + 5%), epdxido de selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona (19 £ 4%) (p < 0,0001), espatulenol (4,1 £ 5,0%) (p < 0,029) e o-
selinene (3,3 + 2,9%) (p < 0,003). A técnica de CG/EM-MIS indicou que as
amostras dos grupos | e |l ndo apresentaram selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e o seu
epoxido, enquanto que em amostras do grupo Il foram detectados curzereno,
germacreno B, e antractilona. Atractilona foi também detectada em amostras do
grupo Il

A composicao quimica de cada grupo (I: n = 11, ll: n = 2, lll: n = 5)
encontra-se na Tabela 2.3.1. A Analise de variancia permitiu verificar as diferenca
nas medias dos sesquiterpenos e monoterpenos nos trés grupos. Todos os dados
foram avaliados para a homocedasticidade das variancias pelo teste de Hartley, o
qual revelou heterocedasticidade para o Oxido de cariofileno, allo-
aromandendreno, d-selineno, germarcreno A, espatulenol, germacrona e para os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Essas variaveis foram transformadas para o
arseno e pela ordem dos mesmos (rank), respectivamente, embora as médias na
Tabela 2.3.1. estejam de acordo com os dados originais. Onde as diferencas entre
as médias foram estabelecidas, aplicou-se o teste de Tuckey para a comparacao

entre as médias, com os valores de p < 0,05 considerados significativos.
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Tabela 2.3.1. - Médias percentuais dos constituintes quimicos dos Oleos

essenciais das folhas de diferentes bidtipos de cor de frutos de E. uniflora.

Constituinte IR Grupo | Grupo Il Grupo 1l
Mirceno 990 0,1 - -
a-Felandreno 1002 t - -
a-Terpineno 1017 0,1 - -
(Z2)-B-Ocimeno 1037 0,1 - -
(E)-B-Ocimeno 1050 0,3 - -
y-Terpineno 1059 t - -
p-Menta-2,4(8)-dieno 1088 t - -
Linalool 1096 0,1a - 0,3a
Presilfiperfol-7-eno 1336 t - -
0-Elemeno 1338 0,5a 1,1b 0,1c
B-Elemeno 1390 2,5a 4,4b 1,7a
(E)-Cariofileno 1419 8,7a 7,0 2,2b
y-Elemeno 1436 0,4a 0,3ab 0,1b
a-Humuleno 1454 0,4a - 0,1b
allo-Aromadendreno 1460 0,3a 0,6a -
Germacreno-D 1485 4,4a 8,8 1,6b
B-Selineno 1490 0,3a 0,40 0,1b
0-Selineno 1492 0,1a 0,6 3,3a
Curzereno 1499 20,5 42,6 -
Germacreno A 1509 3,4a 7.,4b 1,2¢c
0-Amorfeno 1512 0,3a 1,1 0,1a
Germacreno B 1561 21,6a 3,4 5,9b
Espatulenol 1578 1,0a - 4 1a
Oxido de Cariofileno 1583 0,5a - 1,3a
Tujopsan-2a-ol 1587 0,1a - 0,3a
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 1634 - - 48,2
Selina-3,11-dien-6-ol 1644 - - 0,3
Posgotol 1563 - - 0,1
Atractilona 1658 11,7 -* -*
14-hidréxi-9-epi-(E)-Cariofileno 1669 - - 0,4

Cont.
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Cont.

Constituinte IR Grupo | Grupo Il Grupo llI
Ocidenol 1677 - - 0,3
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol 1686 - - 0,1
Germacrona 1693 17,3a 13,5 0,8b
Nootkatol 1715 - - 0,2
Epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 1748 =¥ -* 19,3
2a-hidréxi-Amorfa-4,7(11)-diene 1776 -* -* 0,1
Hidrocarbonetos monoterpénicos 0,5 - -
Monoterpenos oxigenados 0,1a - 0,30a
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 63,5a 77,8b 16,5¢
Sesquiterpenos oxigenados 30,6a 13,5b 75,5¢
Monoterpenos 0,6a - 0,30a
Sesquiterpenos 94,0a 91,3a 92,0a
Total identificado 94,6a 91,3a 92,3a

IR = indice de retengao; t = trago (< 0,1%). Médias seguidas de letras iguais na mesma linha néo

diferem significativamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey. ‘Detectado por CG/EM-MIS

A analise de Discriminante Candnico permitiu estabelecer que as variaveis

curzereno e selina-1,3,7(11)-trien-8-ona discriminam e classificam os grupos

previamente estabelecidos pela analise de agrupamento, com 100% de predigao

pelo método de Validagéo Cruzada (Tabela 2.3.2).

Tabela 2.3.2. - Sumario da analise de Discriminante dos bibétipos de E. uniflora.

A. Funcao candnica discriminante

Autovalor Percentagem Correlagao Lambda Gl P
relativa candnica de Wilks
F1 71,53 96,7 0,993 0,004 104,07 4;28 0,0001
F2 2,47 3,3 0,844 0,288 37,07 1;15 0,0001
B. Coeficientes padronizados
Curzereno Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
F1 0,32 -0,95
F2 0,95 0,32
C. Validacdo Cruzada Percentual de classificacdo correta
Grupo | Grupo Il Grupo I Total
100 100 100

Cont.
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Cont.
D. Variaveis candnicas das médias de grupos

Grupo | Grupo Il Grupo Il
F1 4,53 6,12 -12,43
F2 -0,77 3,90 0,15

Numero de amostras = 18; variaveis discriminantes: curzereno e selina-1,3,7(11)-trien-8-ona.
*F = valor de Fisher; GL = Grau de liberdade; P = probabilidade.

A primeira fungéo discriminante (F1 = 71,53, GL = 4 e 28 e p < 0,0001)
representou 97% da variabilidade total dos dados e discriminou (p < 0,0001) o
grupo lll devido ao elevado conteudo de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona. Por outro
lado, (F2 = 2,47, GL =1 e 15 e p < 0,0001) distinguiu as amostras do grupo |l
como decorréncia do teor elevado em curzereno. Adicionalmente, quando foram
utilizadas as duas fungdes discriminantes foi possivel uma predigdo total dos
dados baseado nas técnicas de Validagdo Cruzada ou de reamostragem por
Jackknife.

Na familia Myrtaceae € comum a ocorréncia de diferentes bidtipos cuja
definicdo de variedades ndo € facil e também ndo € amplamente aceita. E.
brasiliensis possui dois biotipos com cor do fruto (roxo e amarelo) e apresentou
diferencas na composicao dos 6leos essenciais das folhas e frutos. A variedade
com frutos roxos acumulou uma maior quantidade de sesquiterpenos oxigenados
(33,9%) do que com os frutos amarelos (3,8%). A diferenca principal ocorreu no
fruto roxo, o qual teve como constituinte majoritario o 6xido de cariofileno (22,2%)
e o a-cadinol (10,4%), o que ndo é detectado no 6leo das folhas dos frutos roxos e
amarelos, e no 6leo do fruto amarelo. Por outro lado, o 6leo essencial do fruto
amarelo apresentou uma composi¢ao similar aquela observada em suas folhas
(MORENO et al., 2007).

Em um estudo com pitanga em estagio de maturacéo diferente (maduro e
semi-maduro) quantificaram-se os teores de compostos fendlicos e de
carotendides totais presentes em dois bidtipos, roxo e vermelho. Observou-se que
a pitanga roxa apresentava quantidades de carotenoides totais superior ao fruto
vermelho nos dois estagios de maturagéo: roxa maduro 111 pg/g, semi-maduro 98

Mg/g e vermelho maduro 104 pg/g, semi-maduro 79 ug/g (LIMA et al., 2002).
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Um estudo feito por OLIVEIRA et al., (2006) descrevendo o perfil dos
constituintes volateis do fruto da pitangueira, revelou que 5,4% sao compostos
alifaticos, 4,6% sesquiterpenos e 83,8% s&o monoterpenos, embora o autor nao
tenha mencionado a cor do fruto dos espécimes.

Em outras regides do Brasil, Argentina e Nigéria s&o observadas variagdes
nas composi¢cdes quimicas dos 6leos essenciais de folhas de E. uniflora, com
alguns quimiotipos sendo sugeridos; no Rio grande do sul o 6leo contém a e [3-
selineno (15,1% e 25,9%, respectivamente) e nerolidol (25,2%) como majoritarios
(VIANA et al., 1971; UBIERGO et al.,, 1987; HENRIQUES et al, 1993). Na
Argentina (OGUNWANDE et al., 2005) obteve como constituintes majoritarios os
monoterpenos pulegone, carvona, limoneno e o sesquiterpeno nerolidol. No
nordeste brasileiro (MORAIS et al., 1996), Nigéria (WEYERSTAHL et al., 1988) e
Goias (grupo Ill) a presenca dos sesquiterpenos selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
(48,5%, 17,0% e 48,2%, respectivamente) e epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona (17,3%, 14,0% e 19,3%) sdo majoritarios, enquanto que em Goias (grupo Il) o
curzereno (42,6%), germancrona (13,5%)e germancreno A (7,4%) foram os
majoritarios, ocorrendo ainda em Goias (grupo |) teores elevados de atractilona
(20,5%), germacrona (17,3%) e germancreno B (21,6%).

E importante ressaltar que a medida que seguimos do nordeste da
Argentina para a linha do equador, observa-se um aumento nos compostos
sesquiterpénicos oxigenados e uma redugdo na quantidade de monoterpenos
oxigenados. Segundo LIMA et al. (2003) foi observado que em condicbes
controladas a intensidade Iluminosa e a temperatura diaria influenciam
significamente na produg¢do de compostos oxigenados.

SALGUEIRO et al. (2004) analisaram diferentes popula¢des de E. uniflora
em Pernambuco, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul a fim de verificar o nivel
diferenciacéo genética nas diferentes regides do pais. Foram feitos analises do
DNA no nucleo e no cloroplasto (folhas) por AFLP (Polimorfismo de Comprimento
de Fragmentos Amplificados). Verificou-se, pela analise de agrupamento da
distdncia genética, que as populacdbes de PE e RJ sdo mais prdéxima

geneticamente e mais distante das populagbes do RS, com esta ultima
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apresentando 78% de polimorfismo. Segundo os autores, a explicagdo pode ser
atribuida ao isolamento genético antigo entre as populag¢des, que pode ser
compreendido pela possivel existéncia de diferentes refugios glaciais no periodo
de 5000-6000 anos atras, o qual limitou o fluxo génico e de pdlen entre o sul e as
outras regides estudadas. Tendo a mesma classificagdo taxonémica, em relagéo a
morfologia, E. uniflora apresentou diferencas intra-especificas consideraveis o que
sugere uma reavaliagdo no processo de classificacdo taxonémica desta espécie.
Os autores néo relacionam o estudo com os diferentes biétipos da pitanga e o alto
grau de polimorfismo atribuiu-se as intensas agdes antropicas na regiédo coletada.

O estudo de SALGUEIRO et al. (2004) mostrou que E. uniflora apresenta
alta variabilidade genética seja por agdes naturais e antropicas. Observa-se que o
grupo |, com trés diferentes bibtipos de cor de frutos, apresentam um mesmo perfil
quimico. Além disso, amostras coletadas na mesma regido (Nova Veneza)
apresentaram composi¢céo quimica de 6leo essencial diferentes; trés individuos no
grupo lll, biétipo de cor de fruto vermelho-alaranjado e sete no grupo | (biétipos de
fruto roxo, amarelo-alaranjado e vermelho-escuro), o que poderia excluir a
presenca de ecotipos, uma adaptacdo local de uma espécie, em que cada
populagdo mostra uma menor/maior mudanga na morfologia e/ou fisiol6gica (e/ou
fitoquimica) o qual s&o induzidos geneticamente pelo habitat (BARAZANI et al.,
2002). O que sugere uma variabilidade genética em E. uniflora.

Na analise cromatografica do 6leo essencial das folhas da E. uniflora foi
observada a possibilidade de formacdo de artefatos na coluna cromatografica
(figura 2.3.4.), e um destes constituintes &€ o curzereno formando atractilona
(WEYERSTAHL et al., 1988).

Para que a quantificacdo do curzereno e antractilona fossem medidas sem
nenhum prejuizo, devido a formacdo de artefatos, fixaram-se os tempos de
retengdo de cada constituinte e a programacgédo no cromatdgrafo, mantendo-se a
mesma intensidade de conversao e, assim, minimizando alguma tendéncia na

comparacéao entre as médias uma vez que o curzereno € a variavel discriminante.
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Curzereno \A

Figura 2.3.4. — Cromatograma total de ions do 6leo esséncia das folhas de E. uniflora. '

regido caracteristica da
formacgéo de atractilona
a partir do curzereno.

Figura 2.3.5. - Espectro de massa do curzereno.

Figura 2.3.6. - Espectro de massa da atractilona.

A alta temperatura no injetor, coluna e interface do cromatégrafo gasoso
pode favorecer a formacédo de uma reacao eletrociclica do curzereno formando a
antractilona, como € mostrado na figura 2.3.7. (FLEMING, 1998)
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Ocorre na coluna
Cromatografica

Figura 2.3.7. - Mecanismo sugerido para a formacado eletrociclica de atractilona a partir do

curzereno.

2.4. CONCLUSAO

Os dleos essenciais das folhas de E. uniflora, coletados no Brasil Central,
apresentaram um grande polimorfismo quimico o qual pode ser influenciado pela
coloragdo do fruto das amostras. Dessa forma devem-se ter precaucgbes na
avaliagdo quimica e/ou biolégica dos 6leos essenciais das folhas dessa espécie

devido a influéncia a essa influéncia de bidtipos.
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3 - INFLUENCIA SAZONAL SOBRE A COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS DAS FOLHAS DE Eugenia uniflora

3.1. OBJETIVOS

Verificar a influéncia dos minerais foliares e fatores climaticos na
variabilidade quimica dos Oleos essenciais das folhas de E. uniflora de amostras

coletadas na cidade de Anapolis/GO.

3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. MATERIAL BOTANICO E DADOS CLIMATICOS

As folhas de E. uniflora foram coletadas mensalmente no periodo de
dezembro de 2001 a dezembro de 2003, em Anapolis, Estado de Goias (S
16°20°12,8""; W 48°56°19°"; 1066 m), perfazendo um total de 25 amostras cujo
biétipo de cor de fruto apresenta coloracdo vermelho alaranjado. As amostras
foram coletadas e identificadas pelo professor Heleno Dias Ferreira do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Goias, Goiania, GO.
Uma exsicata foi depositada no herbario (UFG) sob o cédigo 25477 .

Os dados climaticos (precipitacdo, umidade e pluviosidade) foram cedidos
pela base aérea de Anapolis/GO.

Depois de coletadas as folhas foram secas a temperatura ambiente e ao
abrigo de luz solar, durante sete dias até peso constante, trituradas em um moinho
de facas de granulacdo definida (10 mesh), armazenadas em embalagens
plasticas, etiquetadas e conservadas a temperatura de -18°C, até a analise

quimica.

3.2.2. EXTRAGAO E ANALISE QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

As amostras foram separadamente submetidas a hidrodestilagao, utilizando
um aparelho do tipo Clevenger modificado, por 2 h. Apos este periodo, o dleo
essencial foi coletado e seco com Na,SO, anidro. Para a andlise quimica, uma
aliquota da amostra foi diluida com hexano (ca. 20%) € um volume de 0,5 puL foi

injetada em um cromatdgrafo gasoso acoplado a um detector quadrupolar de
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massas, modelo QP5050A (Shimadzu), operando sob as seguintes condigbes:
coluna capilar de silica fundida CBP-5 (Shimadzu) (30 m x 0,25 mm d. i. x 0,25 um
de espessura de filme de 5% em fenilmetilpolisiloxana), tendo como gas de arraste
He (1 mL min™), conectado ao detector quadrupolar operando por meio de IE (70
eV); faixa de massas de 40-400 m/z com uma velocidade de 1,0 varredura s™,
temperaturas do injetor e detector mantidas em 220°C e 240°C, respectivamente.
A programacédo do gradiente de temperatura foi de 60°C até 240°C na raz&o de
3°C min”, de 240°C até 270°C, com razéo de 10°C min™, permanecendo por 5 min
na temperatura final. A técnica de Monitoramento ions Simples (MIS) foi também
utilizada para a detecgao de constituintes tracos sob as mesmas condigbes da
analise por varredura.

A identificagdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais foi realizada
pela comparacgéo dos espectros de massas e indice de retencdo com padrbes da
literatura (ADAMS, 2007), além da comparacdo (automatica e manual) dos
espectros de massas com aqueles das bibliotecas NIST/EPA/NIH (1998). Os
indices de retencao foram calculados usando a equacéo de VAN DEN DOOL &
KRATZ (1963) a partir da co-injegcdo com uma série de n-alcanos, Cs-Cs. (SIGMA,
USA). A analise quantitativa foi efetuada pela integracdo do Cromatograma Total
de fons (TIC).

A analise mineral foliar foi feita pelas técnicas tradicionais (MALAVOLTA
et. al.,, 1989). N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn foram determinados no
Laboratério de Analise de Solos e Foliar da Escola de Agronomia da Universidade
Federal de Goias (SANTOS, 2007). Fenois totais e flavondides foram
quantificados por meio de meétodos espectrofotométricos (WATERMAN et.al.,
1994).

3.2.3. ANALISE ESTATISTICA

A matriz de dados formada por constituintes quimicos do 6leo essencial foi
submetida a PCA e a analise de agrupamento com o SPAD (LEBART et al., 1994).
A andlise de Discriminante Candnico, com o procedimento SAS DISCRIM,
STEPDISC e SCANDISC, foram realizadas com a finalidade de encontrar um
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namero minimo de variaveis discriminantes dos grupos formados previamente
pela analise de agrupamentos. A técnica de Validagdo Cruzada foi utilizada para
validar as fungbes discriminantes.

A Analise de Correlagdo Candnica, com o procedimento SAS CANCORR,
foi realizada objetivando-se a correlagdo maxima entre os conjuntos de variaveis:
percentuais dos constituintes dos 6leos essenciais e da matriz composta pelos
nutrientes minerais e fendlicos foliares, além de variaveis climaticas. Para a
validacao das correlagdes utilizou-se a analise de redundancia candnica com o0s
coeficientes normalizados. Os dados climaticos foram cedidos pela Base Aérea
de Anapolis/GO e representam valores médios mensais. Os dados usados na

analise estatistica encontram-se no apéndice 4.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A influéncia sazonal sobre os 6leos essenciais de E. uniflora foi observada
com o biétipo de cor de fruto vermelho-alaranjado, o qual teve as folhas coletadas
mensalmente durante o periodo de dois anos consecutivos. Um total de 15
constituintes foi identificado, contribuindo com 80-95% dos volateis extraidos por
hidrodestilacdo. Os O6leos essenciais apresentaram predominantemente
sesquiterpenos oxigenados (78-93%), com aumento na estagdo quente e Umida
(85-93%).

Os resultados PCA e analise de agrupamento (25 amostras x 8 variaveis =
200 dados) encontram-se representado na Figura - 3.3.1 e foram obtidos da matriz
que se encontra no Apéndice 4. As 17 variaveis eliminadas mostraram-se pouco
expressivas na analise de componentes principais (baixos pesos), além de
apresentarem pequena (< 0,5%) contribuicdo percentual na composi¢cao do 6leo
essencial.

A analise dos dados revelou uma alta variabilidade quimica entre os meses
de coleta. A Figura 1 apresenta a posigcao relativa dos meses amostrados no
espacgo discriminante das PCs. A PC-1 reteve 42% da variagéo total dos dados
originais e discriminou (p < 0,0001) as amostras coletadas na estacéo seca (abril-

setembro, média de precipitagdo de 47,8 mm) da estacdo umida (outubro-marco,
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média de precipitacdo de 200,8 mm). A PC-2 discriminou as amostras com um alto

teor de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (46 = 4%), o qual ocorreu nos meses com

maior pluviosidade (217,3 mm), das outras amostras.

PC-2° (25,1%)

PC-1°
-1.0 0.0 1.0
3 L ' ' 1.0
selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
o . Mai2 g O A
| 4 0 sesquiterpeno.
. 0O o O oxigenado
tujopsan-2q.-ol } desconhecido
U
0 4 - 00 O
N
(=2
espatulenol G N= ,_B
. _-“occidenol B o
f-elemeno -
oxido de epoxido de -
cariofileno selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
.0
-3 4 O e -1.0
o
T T T — |
-3 0 3

PC-1° (41,8%)

Figura 3.3.1. - Grafico da PCA dos 6leos essenciais de E. uniflora de uma populagdo com biétipo

de fruto vermelho-alaranjado, coletado na estagdo chuvosa ([1) e durante a seca (®). °Eixos

referentes aos escores das amostras. "Eixos referentes aos pesos (loadings) dos constituintes

quimicos discriminantes representados por vetores a partir da origem. Os valores entre parénteses

representam a variancia em cada PC. As cruzes indicam os baricentros das classes e as setas

pequenas mostram os individuos mal classificados.

Na PC-1 observa-se que as amostras coletadas no periodo de seca (@)

apresentam uma distribuigdo mais central dos individuos, enquanto se observa

uma maior dispersao das amostras no periodo de chuva, pouco regular. Na PC-2
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ocorreu, ainda, uma separacdo majoritaria da amostragem de 2002, nos escores
positivos, e 2003, nos escores negativos.

A andlise hierarquica (Figura 3.3.2) confirmou os resultados da PCA e
conduziu a dois grupos principais: grupo |, incluindo amostras coletadas durante a
estacdo seca, caracterizou-se pelos teores elevados de espatulenol (10 = 1%),
oxido de cariofileno (4,0 + 1,6%), B-elemeno (1,4 £+ 0,4%) e tujopsan-2c.-ol (0,85 +
0,41%); grupo I, constituido de amostras coletadas na estagdo umida e possuindo
altos teores de epodxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (29 + 7%), occidenol (0,70
*+ 0,14%) e o sesquiterpeno oxigenado desconhecido (0,27 £ 0,21%). Observa-se
ainda que os meses amostrados na estagdo umida possam ser separados em dois
subgrupos: IIA, formado principalmente pelos meses mais chuvosos (2002),
caracterizado pelo maior teor de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (46 + 4%); e o
subgrupo |IB, principalmente formado pelos meses umidos de 2003, quando a
pluviosidade foi mais baixa e apresentando o epo6xido de selina-1,3,7(11)-trien-8-

ona (37 + 5%) como maijoritario.

Método de Ward’s
Distancia Euclidiana

A

Umido

Amostras

B

Seco

00000 ooooccoe 11 O00OOONOOMONO

i MW

Figura 3.3.2. - Dendograma de similaridade mostrando o nivel de agrupamento das amostras em

periodos de seca (®) e na estagdo umida (O).
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A ANOVA permitiu destacar os constituintes que apresentaram diferencas
significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (Tabela 3.3.1.),
os quais foram, principalmente, B-elemeno, espatulenol, tujopsan-2a-ol, ocidenol,
epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e o0 sesquiterpeno oxigenado
desconhecido. Os grupos formados foram baseados em meses do periodo de

estiagem (seca) e chuvosos (Umido).

Tabela 3.3.1. - Percentagem® média dos constituintes volateis das folhas de E.

uniflora de bidtipo do fruto vermelho alaranjado coletado nas estagdes seca e

Umida do Cerrado/GO.

Constituinte IR®

Umido Seca
Linalool 1096 0,2a 0,3a
B-Elemeno 1390 09b 1,4 a
Espatulenol® 1578 7,5b 10,1 a
Oxido de cariofileno 1583 29a 41a
Tujopsan-2a-ol 1587 0,3b 0,9 a
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona® 1634 42,7 a 42,6 a
Selina-3,11-dien-60-ol 1644 0,8a 0,9a
Posgotol 1653 0,6a 0,4 a
14-hidro6xi-9-epi-(E)-Cariofileno 1669 0,8a 0,7a
Ocidenol 1677 0,7 a 0,5b
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-10-ol° 1686 0,4 a 0,3a
Germacrona 1693 0,7 a 0,6a
Nootkatol 1715 0,5a 0,4a
Epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona“ 1748 29,2 a 20,1 b
2a-hidréxi-Amorfa-4,7(11)-dieno 1776 0,6a 0,3b
Sesquiterpeno oxigenado desconhecido 1975 0,3a 0,0b
Monoterpenos 0,2a 0,3a
Monoterpenos oxigenados 0,2a 0,3a
Sesquiterpenos 88,3 a 8290b
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 09b 14 a
Sesquiterpenos oxigenados 874 a 815b
Rendimento (%) 0,3a 0,2a

*Em relac&o aos dados originais. *indice de Retengéo. Médias seguidas pela mesma letra na linha

nao diferem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. ANOVA:

transformado pelo arcoseno (°) ou pela ordem das mesmas, rank (%).

A analise de discriminante candnico forneceu uma predicao de 91,7% de

classificacao correta por Validagcdo Cruzada, com a estiagem associada ao teor

elevado de espatulenol e a época chuvosa caracterizada por niveis elevados de
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epoxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona (F = 19,05, GL = 2 e 22 e p < 0,0001). De
todas as amostras, os individuos coletados em out/02, devido a uma maior
quantidade de espatulenol (10,2%) e aqueles coletados em Mar/03, de maior
indice pluviométrico (239 mm) — o dobro em relagdo no ano anterior Mar/02 (135

mm de chuva) — constituiram as amostras mal classificados (Tabela 3.3.2.).

Tabela 3.3.2. - Sumario da analise discriminante canobnica de E. uniflora.
A. Fungao discriminante Autovalor Percentual  Correlagdo Lambda F* GL* P*

Canbnica relativo Canébnica  de Wilks
F1 1,384 100 0,762 0,419 15,23 2; 22 0,0001
B. Coeficientes normalizados Espatulenol Epéxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
F1 0,90 -0,85
C. Validagéo cruzada Percentual de classificag&o correta
Grupo | Grupo |l Total
83,3 100 91,7
D. Individuos mal classificados Out/02 e Mar/03

N°. de amostras = 25; variaveis discriminantes: espatulenol e epéxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-
ona.
*F = valor de Fisher; GL = Grau de liberdade; P = valor-p.

Na analise de correlacédo candnica entre os constituintes quimicos dos
6leos essenciais (conjunto 1) e os dados climaticos (conjunto 2) verificou-se uma
influéncia positiva da precipitacao para selina 1,3,7(11)-trien-8-ona, germacrona e
epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e uma correlagdo negativa com o
espatulenol, éxido de cariofileno, selina-3,11-dien-6a-ol e nootkatol o que é
sugerido pela analise de PCA (Tabela 3.3.3.).

Tabela 3.3.3. - Sumario de Analise de Correlacdo Candnica entre os 6leos

essenciais de E. uniflora e as variaveis climaticas.

Constituintes quimicos discriminantes Variavel canbnica Clima Variavel candnica
(conjunto 1) (V1) (conjunto 2) (W1)

Espatulenol -0,769 Temperatura 0,223
Oxido de cariofileno -0,522 Precipitagao 0,998
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 0,364

Selina-3,11-dien-60-ol -0,461

Germacrona 0,511

Cont.
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Constituintes quimicos discriminantes Variavel canbnica Clima Variavel candnica
(conjunto 1) (V1) (conjunto 2) (W1)

Nootkatol -0,574

Epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 0,447

Autovalor 0,700
Correlagdo candnica 0,837
Lambda de Wilks 0,150
x? de Bartlett 35,86
Graus de liberdade 14
F 3,58
P 0,001
Variancia acumulada (%)

dos constituintes quimicos discriminantes 28,60
da relagdo climas-constituintes quimicos discriminantes 20,05

Em contraste com a rota metabdlica dos fenoéis e flavondides, os terpenos
ndo competem diretamente na Dbiosintese dos fenilpropandides (acido
hidroxicinamicos, flavondides, taninos condensados e lignéides) (SANTOS, 2007).
Além disso, independente do estagio de desenvolvimento da planta a producgéo de
terpenos ndo cessa, pois mesmo que seja classificado como metabdlico especial,
a sua funcao é essencial para a manutencéao e protecédo da planta (HAUKIOJA et
al, 1998). Entretanto foi verificado uma correlagéo positiva entre os flavondides
totais foliar com linalool, B-elemeno, espatulenol, 6xido de cariofileno e entre os
fendis totais foliar com ocidenol e o epodxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona
(SANTOS, 2007) (Tabela 3.3.4.).

Tabela 3.3.4. - Sumario de Andlise de Correlacdo Candnica entre os O6leos

essenciais de E. uniflora e os constituintes fenoélicos foliares.

Constituintes quimicos volateis Variavel Constituintes Variavel
discriminantes (conjunto 1) Canbnica fendlicos Canbnica (W1)

(V1) (conjunto 2)
Linalool 0,411
-elemeno 0,701 Fendis totais -0,318
Espatulenol 0,360 Flavonoides 0,548
Oxido de cariofileno 0,812
Occidenol -0,547
Epodxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona -0,564
Autovalor 0,392
Correlagao canénica 0,63

Cont.
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Lambda de Wilks 0,403
x? de Bartlett 21,65
Graus de liberdades 12
F 2,068
P 0,041
Variancia acumulada (%)

dos constituintes quimicos discriminantes 34,4
da relacdo constituintes quimicos volateis-fendlicos foliares discriminantes 15,8

Por outro lado, verificou-se que os minerais foliares K, Zn e Mn
correlacionaram-se positivamente com occidenol e o epoxido de selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona, enquanto que Ca, S e Fe apresentaram uma forte correlagdo com
espatulenol, 6xido de cariofileno, selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e selina-3,11-dien-
600l (Tabela 3.3.5.).

Tabela 3.3.5. - Sumario de Analise de Correlacdo Candnica entre os O6leos

essenciais das folhas de E. uniflora e seus nutrientes foliares.

Constituintes quimicos volateis discriminantes Variavel Nutrientes foliares Variavel
(conjunto 1) Canénica (V1) (conjunto 2) Canénica (W1)
Espatulenol 0,499 K -0,310
Oxido de cariofileno 0,300 S 0,303
Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona 0,311 Ca 0,677
Selina-3,11-dien-6a-ol 0,424 Cu -0,484
Occidenol -0,743 Mn -0,312
Epodxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona -0,877 Fe 0,457
Autovalor 0,876
Correlagao canénica 0,936
Lambda de Wilks 0,017
%2 de Bartlett 61,54
Graus de liberdades 36
F 2,32
P 0,0023

Variancia acumulada (%)

dos constituintes quimicos discriminantes 29,0
da relagdo nutrientes foliares-constituintes volateis discriminantes 170

A abertura e o fechamento dos estématos foliares sdo controlados pela
entrada de potassio no vacuolo (Tabela 3.3.6). Quando as células estomaticas
mantém-se turgicas, o poro é mantido aberto, processo esse denominado de
transpiragcdo estomatica (MARSXHNER, 1997; SCHULZE et al.,, 2005).
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Consequentemente, a correlagdo do potassio com o epdxido de selina-1,3,7(11)-
trien-8-ona, o constituinte quimico discriminante para o periodo com maior indice

pluviométrico.

Tabela 3.3.6. - Relacéo entre abertura dos estdmatos e a concentracao de K foliar.

Estdmatos Abertura dos Estdmatos (um) Concentracdo de Knos estématos (mol).
Abertos 12 424
Fechados 2 20

Por outro lado, o fechamento dos estématos esta ligado com aumento na
concentracdo de Ca?, livre no citosol, ativado pelo acido abscisico (ABA). Quando
a planta esta sobre deficiéncia de agua, stress de sal e frio. O calcio age
bloqueando a bomba de préton e exporta o potassio e os anions para o
apoplasma, aumentando o potencial osmaético nas regides circunvizinhas a célula.
Todos estes eventos levam a diminuicdo da turgéncia das células guardas e,
consequentemente, ao fechamento dos estdmatos (MARSXHNER, 1997;
SCHULZE et al. 2005). Tais fatores podem explicar a forte correlagdo entre o
célcio e o espatulenol, um constituinte quimico discriminante para o periodo de
chuva.

Nao se pode descartar a relagdo dos minerais foliares como alteragdes
fisiologicas da planta como foi citado acima, e nem como percussor na sintese
terpénica. Segundo KELLOGG (1997) e THOLL (2001), as enzimas requerem um
metal divalente na atividade catalitica da sintase GPP (geranil difosfato), sendo
preferencialmente o Mg? como co-fator. No entanto, em alguns casos, como na
sintase FPP (farnesil difosfato), outros metais equivalentes como Zn?*, Mn?* e Co?*
podem atuar como co-fatores enzimaticos na sintese de terpenos. De acordo com
BOHLMANN (1998), sintases terpénicas das gimnospermas se diferenciam das
angiospermas por requererem um metal monovalente (K de preferéncia), enquanto
que as angiospermas requerem um metal divalente (Mn*, Fe* e Mg?*) como co-
fator (Figura 3.3.3).
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O
-0 \{/
Asp4o1
Figura 3.3.3. — Coordenacédo do metal por seis ligantes, com uma molécula de

agua, dois de acido aspartico e uma de fosfato. O Metal pode ser Mg, Mn, Zn ou
Co.

3.4. CONCLUSAO

Os fatores climaticos influenciaram a composig¢éo quimica do 6leo essencial
das folhas de E.uniflora de um bidtipo de cor de fruto vermelho-alaranjado. Dentre
os componentes dos Oleos essenciais, destacam-se os epoOxido de selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona e espatulenol como os constituintes discriminantes para o
periodo chuvoso e de estiagem, respectivamente. Esses constituintes
correlacionam-se fortemente com K e Ca, cujos cations encontram-se influenciam

diretamente a abertura e fechamento dos estbmatos.
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Apéndice 1

Hidrocarbonetos monoterpénicos
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Apéndice 2
Cromatograma do 6leo essencial das folhas de E. uniflora dos trés grupos
de bidtipos formados. E o espectro de massa dos constituintes quimicos

identificados.

Grupo |

Grupo |l

Grupo Il



Hidrocarbonetos monoterpénicos
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Mirceno

a-Felandreno

o—Terpineno

(£2)-B-Ocimeno
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(E)-B-Ocimeno

y—Terpineno

p-Menta-2.4(8)-dieno

Monoterpenos oxigenados

Linalool



Hidrocarbonetos sesquiterpénicos
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y—Elemeno

B—Elemeno

Presilfiperfol-7-eno

B—Selineno
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0—Elemeno

Germancreno A

o0—Amorfeno

Germancreno B

Germancreno D
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allo-Aromadendreno

a—Humuleno

(E)-Cariofileno

0-Selineno

Sesquiterpénicos Oxigenados

Germancra-4(15),5,10(14)-trien-1a-ol
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Oxido de cariofileno

Tujopsan-2a-ol

Selina-3,11-dien-6-ol

Posgotol

Occidenol
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14-hidroxi-9-epi-(E)-Cariofileno

2a-hidréxi-Amorfa-4,7(11)-dieno

Selina-1,3,7(11)-trien-8-ona

Curzereno

Espatulenol
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Atractilona

Epdxido de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona

Nootkatol

Germancrona
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