UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

NUCLEO DE PESQUISAS DE PRODUTOS NATURAIS

Juan Francisco Pérez Sabino

INVESTIGACAO QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS
DE PLANTAS DA GUATEMALA

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Quimica de Produtos Naturais do Ndcleo de
Pesquisas de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Rio de Janeiro como parte dos requisitos necessarios a
obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Antonio Jorge Ribeiro da Silva.

Rio de Janeiro
Agosto de 2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FICHA CATALOGRAFICA

Pérez Sabino, Juan Francisco
Investigacdo Quimica de Oleos Essenciais de Plantas da Guatemala/Juan Francisco
Pérez Sabino. Rio de Janeiro: UFRJ/NPPN, 2008.

xxii, 281f.:il; 30 cm

Tese (Doutorado em Quimica de Produtos Naturais) — Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, 2008.

Orientador: Antonio Jorge Ribeiro da Silva
Referéncias Bibliogréficas: f. 228-236.

1. Cromatografia em Fase Gasosa. 2. Microextracdo em Fase Sélida. 3. Analise
Multivariada. 4. Polimorfismo Quimico. 5. Oleos Essenciais. 6. Lippia graveolens.
7. Lippia cardiostegia. 8. Lippia chiapasensis. 9. Lippia controversa. 10. Lippia
myriocephala. 11. Lippia substrigosa. 12. Litsea guatemalensis. 13. Phyla dulcis. I.
da Silva, Antonio Jorge Ribeiro (Orient.). Il. Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, Programa de Pés-graduacdo em Quimica de
Produtos Naturais. Ill. Investigacdo Quimica de Oleos Essenciais de Plantas da
Guatemala.




INVESTIGACAO QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS
DE PLANTAS DA GUATEMALA

Juan Francisco Pérez Sabino

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em Quimica de
Produtos Naturais do Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais da Universidade
Federal do Rio de Janeiro como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias

Rio de Janeiro, 01 de agosto de 2008.

Aprovada pelos Doutores:

Prof. Dr. Antonio Jorge Ribeiro da Silva- NPPN/UFRJ (Orientador)

Prof. Dr. Lauro Euclides Soares Barata - IQ/UNICAMP (Membro Titular)

Prof. Dr. Humberto Ribeiro Bizzo - CTAA/EMBRAPA (Membro Titular)

Profé. Dr2 Maria Auxiliadora Coelho Kaplan - NPPN/UFRJ (Membro Titular)

Prof. Dr. José Paz Parente — NPPN/UFRJ (Membro Titular)

Profé Dr2 Suzana Guimardes Leitdo — FF/UFRJ (Membro Titular)

Prof? Dr2 Claudia Moraes de Rezende —IQ/UFRJ (Membro Suplente)

Profé Dr2 Gilda Guimarées Leitdo - NPPN/UFRJ (Membro Suplente)



AGRADECIMENTOS

A meus pais pelo amor e ensinamento da vida.

Ao meu orientador Prof. Dr. Antonio Jorge Ribeiro da Silva, pela orientacdo, compreenséo e
capacidade para motivar nos momentos complicados.

Aos meus amigos do Laboratério Ricardo, Josiane, Osman, Juliana e Vitor, pelo apoio e
momentos de descontracao.

A Cristina de H.P. Lima e Gisele de Oliveira, pela amizade e a grande ajuda com a operagéo
dos cromatografos.

A Francisco Santos e Elsa Boavista da Central Analitica pela colaboracdo no
desenvolvimento da tese.

A Fernanda Paresqui, Leandro Lara, Cléber Barreto e Pierre André de Souza pelo
companheirismo.

As Professoras Dras. Patrizia Rubiolo e Erica Liberto, e ao Prof. Dr. Carlo Bicchi, do
Laboratério de Fitoanalise da Universidade de Turim, pela colaboracdo na aplicacdo das
técnicas de analise multivariada no estudo de 6leos essenciais.

A Dra. Daniela Alves Alviano e ao Departamento de Microbiologia Geral do Instituto de
Microbiologia Paulo de Gdes, pela ajuda com os testes de atividade antimicrobiana.

Aos amigos do Instituto de Biofisica, Prof. Dr. Jodo Paulo Torres e Prof. Dr. Mauro Rebelo,
pela invaluavel ajuda durante os quatro anos do doutorado.

A Lilian Moreira pela ajuda para me instalar e adaptar no Brasil no inicio do doutorado.
A Max Meérida, Bessie Oliva, Glenda Rico, Maria del Carmen Samayoa e Pedro Jayes da
Faculdade de Ciéncias Quimicas e Farmacia, da Universidade de San Carlos da Guatemala,

pela ajuda com a tese na distancia.

Ao Laboratério de Investigacion de Productos Naturales —-LIPRONAT- da Universidade de
San Carlos da Guatemala.

A Alvaro Orellana e ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia Agricola —-ICTA- da Guatemala.

Ao pessoal de Pro-Reitoria 2, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, especialmente a
Almiro dos Santos, Namir Lopes e Julio Marques.

Ao NPPN, e em especial aos Coordenadores de Posgraduacdo durante o periodo de
doutorado: Professores Dr. Alessandro Bolis Simas e Dr. Mauro Barbosa de Amorim, e a
Marinéia Silva.



A Universidade de San Carlos da Guatemala e & Faculdade de Ciéncias Quimicas e Farmacia
pelo apoio.

Ao CNPq pela bolsa de doutorado.



11

1.2

1.2.1

1211

1.2.12

1.2.2

1221

1.2.2.2

1.2.2.3

1.2.24

1.2.25

1.2.2.6

1.2.2.7

1.2.2.8

1.2.2.9

1.2.2.10

1.2.2.11

SUMARIO
LISTA DE TABELAS
LISTA DE FIGURAS
ABREVIATURAS
RESUMO

ABSTRACT

INTRODUCAO

O potencial de aproveitamento da flora da Guatemala
Oleos essenciais

Biossintese

Terpenos

Arilpropandides

Métodos de Extracao

Arraste com vapor de dgua

Hidrodestilagdo (HD)

Extracdo com solventes (ES)

Enfleurage

Espressao a frio

Extracdo Acelerada com Solventes (EAS)
Extracdo-Destilagcdo Simultaneas (EDS)

Extracdo com Fluidos Supercriticos (EFS)
Hidrodestilagdo Assistida por Microondas (HAMO)
Microextracdo em Fase Sélida (MEFS)

Extracdo por Sor¢édo de “Headspace” (ESH)

viii

Xiii

Xvii

XiX

XXi

10

11

11

13

17



1.2.2.12 Estudos comparativos das técnicas de extracdo de 0leos essenciais
1.2.3 Métodos de Anélise

1.2.3.1  Cromatografia em Fase Gasosa (CG)

1.2.3.2  Cromatografia em Fase Gasosa Multidimensional

1.2.3.3  Cromatografia em Fase Gasosa Enantiosseletiva (CG-ES)

1.2.3.4  Espectrometria de massas (EM)

1.2.3.5 Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de massas
(CG-EM)

1.2.3.6  Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

1.3 Revisdo das plantas submetidas a extracdo e estudo do 6leo essencial
nesta tese

131 Fitoquimica do género Lippia

1.3.2 Lippia graveolens HBK (Verbenaceae)

1.33 Lippia chiapasensis Loes. (Verbenaceae)

1.34 Lippia substrigosa Turcz. (Verbenaceae)

1.35 Lippia myriocephala Schlecht & Cham (Verbenaceae)
1.3.6 Lippia cardiostegia Benth (Verbenaceae)

1.3.7 Lippia controversa Moldenke (Verbenaceae)

1.3.8 Phyla dulcis Moldenke (Verbenaceae)

1.3.9 Litsea guatemalensis Mez. (Lauraceae)
1.4 Polimorfismo quimico
1.4.1 Ténicas de Analise Multivariada utilizadas no estudo de polimorfismo

de 0Oleos essenciais
1.4.1.1  Anadlise de Componentes Principais (ACP)
1.4.1.2  Andlise Hierarquica de Conglomerados (AHC)
1.4.2 Estudos de polimormismo em diferentes plantas

15 Atividade antioxidante de 6leos essenciais

18

19

20

21

22

24

26

27

29

30

31

31

32

32

34

35

36

37

39

42



1.6

1.6.1

16.11

1.6.1.2

1.6.1.3

1.6.2

2.1

2.2

3.1.

3.2

3.21

3.2.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.6.2

3.7

3.8

3.8.1

3.8.2

Atividade biologica de 6leos essenciais
Métodos de anélise de atividade antimicrobiana
Métodos de difusdo em agar

Métodos Bioautograficos

Métodos de Diluicdo

Estudos de atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de plantas do
género Lippia na América Latina

OBJETIVOS
Obijetivo Geral

Obijetivos especificos

METODOLOGIA

Coleta de material vegetal e preparacdo das amostras

Extracdo dos 6leos essenciais

Hidrodestilagéo

Extracdo-destilacdo simultaneas

Anédlise dos 0leos essenciais por CG-EM

Anélise dos 06leos essenciais por CG-DIC

Anédlise das substancias volateis de L. graveolens por MEFS e CG-EM

Anélise multivariada dos quimiotipos dos 6leos essenciais e substancias
volateis de L. graveolens extraidas por MEFS

Analise de Componentes Principais (ACP)

Analise Hierarquica de Conglomerados (AHC)

Anélise da atividade antioxidante de 6leos essenciais
Anélise da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
Microrganismos

Condicoes de cultivo

44

45

45

45

45

49

49

49

o1

o1

53

53

55

56

57

58

59

60

60

61

61

62



3.8.3

3.8.4

3.85

4.1

4.1.1.
4111

41.1.2

41121

41122

41.1.23

41124

41.1.3

41.2

413

41.4

415

4.1.6

4.1.7

41.8

4.2

421

Técnica de difusdo em agar
Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Bioautografia

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicdo e rendimento dos 6leos essenciais

Analise do 6leo essencial de Lippia graveolens
Oleos essenciais de cultivos de L. graveolens

Oleos essenciais de espécimens individuais de L. graveolens de
populacdes silvestres.

Oleos essenciais de espécimens de L. graveolens coletados em
dezembro de 2005

Oleo essenciais de espécimens L. graveolens de duas populactes
coletadas em 2006

Oleos essenciais de espécimens L. graveolens coletados em julho de
2007

Oleos essenciais de espécimens de L. graveolens coletados em
dezembro de 2007 e janeiro de 2008 em nove populacdes

Consideracdes sobre os quimiotipos e regido de coleta de L. graveolens.
Analise do 6leo essencial de Lippia chiapasensis Loes

Analise do 6leo essencial de Lippia myriocephala Schlecht & Cham.
Analise do 6leo essencial de Lippia substrigosa Turcz.

Analise do 6leo essencial de Lippia controversa Moldenke

Analise do 6leo essencial de Lippia cardiostegia Benth.

Analise do 6leo essencial de Phyla dulcis Moldenke

Analise do 6leo essencial de Litsea guatemalensis Mez.

Atividade antioxidante e atividade bioldgica dos 6leos essenciais de
cinco plantas de estudo

Analise de atividade antioxidante

62

62

63

65

65

65
65

107

136

143

149

151

155

158

161

167

169

169

Vi



4211

4212

4213

4.2.2

4221

4222

4223

4.3

43.1

4.3.2

4.3.3

10.

Célculo da inibicéo percentual

Caélculo da equivaléncia dos 6leos essenciais em mg de antioxidantes
padréo

Resultados das medidas de atividade de sequestro radicalar dos 6leos
testados

Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de cinco
plantas estudadas

Difusdo em placa
Bioautografia de 6leos essenciais de L. graveolens.

Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos quimiotipos de L.
graveolens

Polimorfismo quimico de L. graveolens

Analise e discriminacdo de quimiotipos de L. graveolens por
Microextragdo em Fase Sélida e Analise Multivariada

Avaliagdo dos resultados das andlises por MEFS-CG-EM do o6leo
essencial de L. graveolens utilizando técnicas de analise multivariada.

Avaliacdo dos quimiotipos de L. graveolens no 6leo essencial por CG-
DIC e Analise Multivariada

CONCLUSOES

RECOMENDACOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXO 1. TABELAS.
ANEXO 2. FIGURAS.

ANEXO 3. ESTRUTURAS DAS SUBSTANCIAS CARACTERIZADAS
NOS OLEOS ESSENCIAIS DAS PLANTAS ESTUDADAS

170

170

170

176

176

178

179

181

181

207

214

220

227

228

237

254

273

vii



TABELA

10

11

12

13

14

LISTA DE TABELAS

DESCRICAO

Localizacdo geografica das populacdes de coleta das sementes de L.
graveolens no experimento realizado pelo ICTA.

Rendimentos da extracdo do 6leo essencial de L. graveolens cultivado
em San Jerénimo pelo ICTA e codificacdo das amostras relacionada aos
cromatogramas de gases.

Composicdo média dos 0Oleos essenciais de L. graveolens de diferentes
procedéncias cultivado em San Jerénimo, Baja Verapaz, e coletadas em
junho de 2004. Resultados em % de &rea.

Codigos de espécimes de L. graveolens de diferentes populagdes
silvestres depositados no herbério da Faculdade de Ciéncias Quimicas e
Farmacia da Universidade de San Carlos da Guatemala.

Composicdo média e rendimento de extracdo dos Gleos essenciais de
amostras de plantas individuais de L. graveolens coletadas em dezembro
de 2005. Resultados em % de area.

Composicdo média e rendimento de extracdo dos 6leos essenciais de
amostras de um espécime individual de L. graveolens coletado em trés
meses de 2006 no local Km 93 1/2. Resultados em % de area.

Composi¢cdo meédia e rendimento de extracdo dos Oleos essenciais de
amostras de um espécime individual de L. graveolens coletado em trés
meses de 2006 no local El Carrizal. Resultados em % de area.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em El Subinal em julho de 2007. Amostras coletadas em Julho
de 2007. Resultados em % de area.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em Magdalena em julho de 2007. Amostras coletadas em Julho
de 2007. Resultados em % de érea.

Rendimento e composi¢cdo média do Oleo essencial de L. graveolens
coletada em Km 93 %2 em julho de 2007. Amostras coletadas em Julho
de 2007. Resultados em % de area.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em El Oreganal em julho de 2007. Resultados em % de area.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em San José em julho de 2007. Resultados em % de area.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em Casas de Pinto em julho de 2007. Resultados em % de area.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens

Pagina

51

66

68

70

73

78

80

84

87

90

93

96

99

102

viii



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

coletada em El Carrizal em julho de 2007. Resultados em % de area.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em La Tuna em julho de 2007. Resultados em % de area.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em El Subinal em janeiro de 2008. Resultados em % de area
por CG-DIC.

Rendimento e composi¢cdo média do Oleo essencial de L. graveolens
coletada em El Paso de los Jalapas no inicio de janeiro de 2008. Analise
realizada por CG-DIC.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em Magdalena no inicio de janeiro de 2008. Resultados em %
de érea.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em Km 93 1/2 no inicio de janeiro de 2008. Resultados em %
de area.

Rendimento e composicdo do dleo essencial de L. graveolens coletada
em El Oreganal no inicio dezembro de 2007. Resultados em % de Area
por CG-DIC.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em San José no inicio de dezembro de 2007. Resultados em %
de area por CG-DIC.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em Casas de Pinto em dezembro de 2007. Resultados em % de
Area por CG-DIC.

Rendimento e composi¢cdo média do 6leo essencial de L. graveolens
coletada em EI Carrizal em dezembro de 2007. Resultados em % de
area por CG-DIC.

Rendimento e composi¢cdo média do Oleo essencial de L. graveolens
coletada em La Tuna em dezembro de 2007. Resultados em % de area
por CG-DIC.

Rendimentos de extracdo de L. graveolens por localidade de coleta em
julho de 2007, e dezembro de 2007-janeiro de 2008. Entre paréntesis o
namero de amostras correspondentes a cada local por coleta.

Anédlise do solo de oito localidades de coleta de L. graveolens realizados
na Faculdade de Agronomia da Universidade de San Carlos da
Guatemala.

Rendimento e composicdo média do o6leo essencial de Lippia
chiapasensis coletada em dezembro de 2004 e dezembro de 2005 em
uma populacdo de Cuatro Caminos, Totonicapan. Resultados em % de
area.

105

109

112

115

119

122

125

128

131

134

138

142

144



28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

Rendimento e composicdo média do O6leo essencial de Lippia
chiapasensis coletada em maio e outubro de 2006 em uma populacéo de
Cuatro Caminos, Totonicapan. Resultados em % de area por CG-DIC.

Rendimento e composicdo média do Oleo essencial de Lippia
myriocephala coletada em agosto de 2006. Resultados em % de &rea por
CG-DIC.

Rendimento e composicdo média do Oleo essencial de Lippia
substrigosa coletada em dezembro de 2004 e dezembro de 2005 em uma
populacdo da planta em Sacatepéquez. Resultados em % de &areas por
CG-DIC.

Rendimento e composicdo média do O6leo essencial de Lippia
controversa coletada em dezembro de 2006 em Barberena. Resultados
em % de areas por CG-DIC.

Rendimento e composicdo média do Oleo essencial de Lippia
cardiostegia coletada em dezembro de 2007 em EI Carrizal, Chiquimula.
Resultados em % de area por CG-DIC.

Rendimento e composicdo média do dleo essencial de Phyla dulcis
coletada em dezembro de 2004 e dezembro de 2005 em duas populacGes
da planta. Resultados em % de area por CG-DIC.

Comparacdo de rendimentos e composicdo média dos principais
componentes do 6leo essencial de uma populacdo de Phyla dulcis
localisada Barberena, departamento de Santa Rosa, durante trés meses
de 2006. Analise realizada por CG-EM.

Percentagem de hernandulcina e seus produtos de degradacdo no 6leo
essencial de P. dulcis coletado no CEDA em dezembro de 2004. Analise
feita por CG-EM.

Rendimento e composicdo média do Oleo essencial de Litsea
guatemalensis coletada em janeiro de 2006 em duas populacBes da
planta. Resultados em % de &rea por CG-DIC.

Inibicdo percentual do DPPH por onze amostras de 6leo essencial, e por
BHT e BHA.

Atividade de sequestro radicalar expressa em mg meq de BHT e BHA
por mL de 6leo essencial.

Resultados de testes de atividade antimicrobiana de dleos essenciais de
cinco plantas da Guatemala. Halo de inibicdo (cm)

Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de trés 6leos essenciais de L.
graveolens correspondentes aos trés quimiotipos.

Andlise de substancias volateis de espécimes de L. graveolens de El
Subinal por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de area.

147

150

153

156

159

163

164

166

168

171

172

177

179

184



42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

Anélise de substancias volateis de espécimes de L. graveolens de
Magdalena por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de &rea.

Anélise de substancias volateis de espécimes de L. graveolens de Km 93
1/2 por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de area.

Andlise de substancias volateis de espécimes de L. graveolens de El
Oreganal por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de &rea.

Anaélise de substancias volateis de espécimes de L. graveolens de San
José por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de &rea.

Anadlise de substancias volateis de espécimes de L. graveolens de Casas
de Pinto por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de &rea.

Andlise de substancias volateis de espécimes de L. graveolens de El
Carrizal por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de &rea.

Analise de substancias volateis de espécimes de L. graveolens de La
Tuna por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de area.

Matriz de correlagdes de Pearson utilizada na ACP de éleos essenciais
de espécimes de L. graveolens de dezembro de 2007 e janeiro de 2008,
com as oito variaveis marcadoras.

Autovetores da ACP de 6leos essenciais de espécimes de L. graveolens
de dezembro de 2007 e janeiro de 2008, com as oito varidveis
marcadoras.

Correlagdes entre varidveis e componentes principais na ACP de 6leos
essenciais de espécimes de L. graveolens de dezembro de 2007 e janeiro
de 2008, com as oito varidveis marcadoras.

Anadlise de 6leos essenciais de espécimes de L. graveolens de El Subinal
por CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de
area.

Analise de 6leos essenciais de espécimes de L. graveolens de Magdalena
por CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007, Resultados em % de
area.

Anédlise de 6leos essenciais de espécimes de L. graveolens de Km 93 %
por CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007, Resultados em % de
area.

187

190

193

196

199

202

205

217

217

217

238

240

242

Xi



55

56

57

58

59

Analise de 6leos essenciais de espécimes de L. graveolens de El
Oreganal por CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de area.

Analise de 6leos essencial de um espécime de L. graveolens de
San José por CG-EM. Amostra coletada em Julho de 2007.
Resultados em % de &rea.

Analise de oleos essenciais de espécimes de L. graveolens de
Casas de Pinto por CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de &rea.

Analise de 6leos essenciais de espécimes de L. graveolens de El
Carrizal por CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007,
Resultados em % de &rea.

Analise de dleos essenciais de espécimes de L. graveolens de La
Tuna por CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007.
Resultados em % de &rea.

244

246

248

250

252

xii



FIGURA

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

LISTA DE FIGURAS
DESCRICAO

Rota do acido mevaldnico na biossintese de terpenos (Dewick,
2001).

Rota da 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato na biossintese de terpenos
(Dewick, 2001).

Etapas na analise por MEFS-HS. A fibra é retraida na agulha para
penetrar o septo do vial o do CG, e é exposta para adsorcao dos analitos
no vial e dessor¢do no injetor (Pragst, 2007).

Estruturas do timol e carvacrol

Estruturas de geranial e neral

Estrutura da hernandulcina.

Estruturas de 1,8-cineol, a-terpineol e linalol

Aparato de hidrodestilagédo tipo Clevenger (Bandoni, 2001),
utilizado na extracdo dos 0leos essenciais.

Aparelho de extracdo-destilacdo tipo Likens-Nickerson modificado
(Seidel e Lindner, 1993).

Rendimentos do Oleo essencial de Lippia graveolens por
quimiotipo nas coletas de julho 2007 e dezembro 2007-janeiro
2008.

Rendimentos de extracéo de L. graveolens por localidade de coleta
em julho de 2007 e dezembro2007-janeiro2008.

Mapa de biomas da Guatemala com a regido de coleta de L. graveolens
delimitada.

Regido de coleta de L. graveolens ampliada. Biomas: me-S: Bosque
Espinhoso Subropical; bh-S (t): Bosque Umido Subtropical (temperado);
bs-S: Bosque Seco Subtropical. Locais: El Subinal (SU), Paso de los
Jalapas (PJ), Magdalena (MA), Km 93 1/2 (K); EI Oreganal (OR), San
José (SJ), Casas de Pinto (CP), El Carrizal (EC), La Tuna (TU).

Espectro de massas da hernandulcina obtida na andlise por CG-EM do
6leo essencial de P. dulcis coletada no CEDA, Universidade de San
Carlos, em dezembro de 2004.

Padrdo de fragmentacdo da hernandulina (Compadre et al., 1987)

Atividade antioxidante de 0leos essenciais expressa em mg equivalentes
de padrdo/mL dleo essencial.

Pagina

17

28

30

33

31

54

55

137

138

141

142

165

166

174

Xiii



Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Biplotagem de todas as varidveis (substancias) e amostras da ACP da
fracdo volatil por MFES-CG-EM de L. graveolens coletada em julho de
2007.

Componentes Principais da ACP dos resultados de MEFS-CG-EM de L.
graveolens considerando as oito varidves marcadoras.

Biplotagem das oito variaveis marcadoras e todas as amostras da ACP
de MEFS-CG-EM de L. graveolens coletada em julho de 2007.

Dendrograma da AHC dos resultados de MEFS-CG-EM de espécimes
de L. graveolens coletados em julho de 2007.

Biplotagem das oito variaveis marcadoras e todas as amostras da ACP
dos resultados da MFES-CG-EM (c6digos em maiuscula) e CG-EM do
6leo essencial extraido por hidrodestilacdo (cddigos em mindscula) de
L. graveolens coletada em julho de 2007.

Dendrograma da AHC dos resultados de MEFS-CG-EM (cddigos em
maiulscula) e CG-EM do 6leo essencial extraido por hidrodestilacdo
(codigos em mindscula) de espécimes de L. graveolens coletados em
julho de 2007.

ACP das anélisis por CG-DIC do 6leo essencial de 51 amostras de
Lippia graveolens de dezembro de 2007 e de janeiro de 2008, realizada
considerando todas as variaveis.

Biplotagem de amostras e todas as varidveis da analise dos o6leos
essenciais de L. graveolens de dezembro de 2007 e de janeiro de 2008.

Componentes Principais na ACP de 6leos essenciais de espécimes de L.
graveolens de dezembro de 2007 e janeiro de 2008, com as oito
variaveis marcadoras.

Biplotagem de amostras e as 8 variaveis marcadoras da ACP dos 6leos
essenciais de L. graveolens de dezembro de 2007 e janeiro de 2008.

Dendrograma da AHC dos resultados de CG-FID dos éleos essenciais de
espécimes de L. graveolens coletados em dezembro de 2007 e janeiro de
2008.

Cromatograma CG-EM do 6leo essencial de L. graveolens quimiotipo
timol de Casas de Pinto, extraido por hidrodestilacio de coleta realizada
em dezembro de 2006.

Cromatograma CG-EM do 6leo essencial de L. graveolens quimiotipo
timol de Casas de Pinto, extraido por extracdo-destilacdo simultaneas.
Coleta realizada em dezembro de 2006.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial de L. graveolens SJ3 do
cultivo do ICTA correspondente a sementes do local El Subinal,
extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em 2004

207

208

209

210

211

212

214

215

216

218

219

255

256

257

Xiv



Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.

Figura 38.

Figura 39.

Figura 40.

Figura 41.

Figura 42.

Figura 43.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial de L. graveolens SJ5 do
cultivo do ICTA correspondente a sementes do local EI Oreganal,
extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em 2004.

Cromatograma CG-DIC do dleo essencial de L. graveolens SJ7 do
cultivo do ICTA correspondente a sementes do local EI Carrizal,
extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em 2004.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial de Lippia chiapasensis
LCHO0601 extraido por hidrodestilacdo. Coleta realizada em
dezembro 2005.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Lippia myriocephala
LMY0801 extraido por hidrodestilacdo. Coleta realizada em
agosto de 2006.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Lippia substrigosa
LSUO0601 extraido por hidrodestilacdo. Coleta realizada em
dezembro de 2005.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Lippia controversa
LSUO0801 extraido por hidrodestilacdo. Coleta realizada em
dezembro de 2006.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Lippia cardiostegia
LCARO0801 extraido por hidrodestilacdo. Coleta realizada em
dezembro de 2007.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Phyla dulcis LDU0601
extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em dezembro 2005.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Phyla dulcis LDU0401
extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em dezembro 2004.

Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Litsea guatemalensis
LGU0602 extraido por hidrodestilacdo. Coleta realizada em
dezembro 2005.

Cromatograma da fracdo volatil de uma amostra de L. graveolens
tipo timol da populagdo Km 93 %, extraida por MEFS. Picos: B-
mirceno (10.93 min); p-cimeno (13.06 min); timol (26.32 min);
(E)-cariofileno (31.41).

Cromatograma CG-EM da fracdo volatil de L. graveolens
quimiotipo misto de El Subinal (S5) extraida por MEFS. Coleta
de Julho de 2007.

Cromatograma CG-EM da fracdo volatil de L. graveolens
quimiotipo misto de Km 93 1/2 (K5) extraida por MEFS. Coleta
de Julho de 2007.

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

XV



Figura44. Cromatograma CG-EM da fracdo volatil de L. graveolens 271
quimiotipo timol de Casas de Pinto (CP4) extraida por MEFS.
Coleta de Julho de 2007.

Figura 45. Cromatograma CG-EM da fracdo volatil de L. graveolens 272

quimiotipo carvacrol de La Tuna (T3) extraida por MEFS. Coleta
de Julho de 2007.

XVi



AA
ACP
AHC
ATP
BHIA
BHA
BHT
CCD
CG

CG®
CG-DIC
CG-ES
CG-IVTF

CG-MS
CIM
CLAE
CLSI
cwW
DMAPP
DPPH
DVB
EAS
EDS
EFP
EFS
ELSM
ELP
EM
ERO
ES
ESBA
ESH
FPP
GGPP
GP
GPP
HAMO
HD
ICTA
IE

IPP

1Q

\Y
LIPRONAT
MEFS

ABREVIATURAS

Atividade antioxidante

Analise de Componentes Principais

Analise Hierarquica de Conglomerados

Trifosfato de adenosina

Infusdo de cérebro e coracdo bovinos Agar
Hidroxianisol butilado

Hidroxitolueno butilado

Cromatografia em Camada Delgada

Cromatografia em Fase Gasosa

Cromatografia em Fase Gasosa Bidimensional Abrangente
Cromatografia em Fase Gasosa com Detector de lonizacdo de Chama
Cromatografia em Fase Gasosa Enantiosseletiva
Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada a Infravermelho com Transformada de
Fourier

Cromatografia em Fase Gasosa com Detector de Massas
Concentracdo Inibitoria Minima

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

“Clinical and Laboratory Standards Institute”
Carbowax

pirofosfato de y,y-dimetilalila

2,2-difenilpicrilhidrazila

Divinilbenzeno

Extragdo Acelerada com Solventes

Extracdo-Destilacdo Simultaneas

Extracdo com Fluidos Pressurizados

Extragdo com Fluido Supercriticos

Extracdo Livre de Solventes por Microondas

Extragdo com Liquidos Pressurizados

Espectrometria de massas

Espécies Reativas de Oxigénio

Extragdo com Solventes

Extracdo por Sorcdo em Barra de Agitacéo

Extragéo por Sorcédo de “Headspace”

Difosfato de farnesila

Difosfato de geranilgeranila

Galato de propila

Difosfato de geranila

Hidrodestilacao Assistida por Microondas
Hidrodestilagédo

Instituto de Ciéncia e Tecnologia Agricola da Guatemala
Impacto Eletrénico

Pirofosfato de isopentenila

lonizacdo Quimica

Infravermelho

“Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales”
Microextracdo em Fase Sdlida

Xvii



MTBE
MTT
NCCLS
NPPN
OE

PA
PBS
PDMS
RAPD
RMN
THBP
TBHQ
UFRJ
UFC
USAC

Metilterbutiléter

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
“National Committee for Clinical Laboratory Standards”
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais

Oleo essencial

Poliacrilato

Solucéao tampéo de fosfato

Polidimetilsiloxano

“Randomly Amplified Polymorphic DNA”

Ressonancia Magnética Nuclear

trihidroxibutilfenona

terc-butilhidroxiquinona

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Unidades formadoras de coldnias

Universidade de San Carlos da Guatemala

Xviil



RESUMO

A composicdo quimica dos Oleos essenciais de oito plantas nativas da Guatemala foi
investigada para avaliar o potencial de producdo do 06leo essencial. Os 6leos essenciais de
Lippia cardiostegia, Lippia chiapasensis, Lippia controversa, Lippia graveolens, Lippia
myriocephala, Lippia substrigosa, e Phyla dulcis (da familia Verbenaceae), e Litsea
guatemalensis (Lauraceae), foram extraidos por hidrodestilacdo e analisados por
cromatografia em fase gasosa com detectores de ioniza¢do de chama e de espectrometria de
massas. Especial énfase foi dado ao estudo do 6leo essencial de L. graveolens (orégano
mexicano) por existir um mercado internacional para o Oleo de orégano, e pelo alto

rendimento que o 6leo dessa planta mostra na Guatemala.

O ¢leo essencial de L. graveolens apresentou as melhores caracteristicas de rendimento (1,8-
4,9% para quimiotipo timol, 1,3-4,6% para quimiotipo carvacrol e 1,0-3,4% para quimiotipo
misto) e composicdo quimica (timol até 90,2% em quimiotipo timol e carvacrol até 75,3% em
quimiotipo carvacrol), para producdo do Oleo essencial entre as plantas estudadas. Os trés
quimiotipos previamente identificados foram encontrados, tanto em um experimento de
cultivo da planta realizado pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia Agricola (ICTA) da
Guatemala, como em trés coletas de populacdes silvestres realizadas durante o estudo. Os
quimiotipos timol e carvacrol foram 0s mais atrativos para cultivo, tanto pela composigéo
quimica e rendimento, como pelas maiores atividades antimicrobiana e antioxidante
mostradas neste estudo. O quimiotipo misto poderia ser cultivado para ser utilizado na

industria cosmética.

Vérias populacBes de L. graveolens apresentaram mais de um quimiotipo, pelo qual se
considera que o quimiotipo de uma populacdo desta planta, ndo pode ser atribuido com base
na composicao media de amostras compostas. Outra consequiéncia deste resultado € que para
coleta de sementes, espécimes do quimiotipo de interesse devem ser cuidadosamente
selecionados com base no conhecimento da composicdo quimica do o6leo, para obter
rendimentos e composicdo quimica satisfatorios. A Microextracdo em Fase Solida
demonstrou aplicabilidade para esse proposito, ao conseguir diferenciar os quimiotipos de
espécimes de L. graveolens a partir da fracdo volatil, sem extrair o 6leo essencial. As técnicas
de analise multivariada foram uma importante ferramenta para classificar os quimiotipos de L.

graveolens das diferentes coletas da planta.
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Uma tendéncia de distribuicdo geogréafica para os quimiotipos de L. graveolens que precisa
ser confirmada no futuro com um maior nimero de amostras, foi encontrada na regido de
estudo desta planta, com o quimiotipo misto predominante na parte oeste do bioma “chaparral
espinhoso”, uma transi¢do dos quimiotipos misto e timol no centro da area, duas populacdes
do centro com quimiotipo timol predominante, e o quimiotipo carvacrol predominante na

parte este da regido.

Os 6bleos essenciais das plantas L. chiapasensis, L. guatemalensis e P. dulcis, apresentaram
resultados de rendimento razoaveis (0,8-1,2%, 0,5-0,6% e 0,5-0,8% respectivamente) e
substancias aromaticas com propriedades antimicrobianas, com potencial para o cultivo e

producéo do 6leo essencial das plantas.

L. substrigosa e L. controversa, plantas que ndo apresentam usos na medicinal tradicional,
apresentaram rendimentos baixos (0,3% e 0,24%, respectivamente) e substancias com
atividade antimicrobiana, com valor econémico, em elevadas percentagens, e por isto
poderiam ser consideradas para producgdo do éleo essencial. L. myriocephala apresentou 6leo
essencial com baixo rendimento (0,1%), com nerolidol como componente principal (71,4%),
substancia valiosa na perfumaria, considerando-se assim como uma planta com potencial para
melhoramento e cultivo para producdo do 6leo essencial. L. cardiostegia, apresentou 6leo
essencial com baixos rendimentos (0,35%) sem teores elevados de substancias de alto valor

econdmico, e por esta razdo esta planta ndo é recomendavel para producéo de 6leo essencial.

Os Oleos essenciais de L. graveolens dos quimiotipos timol e carvacrol mostraram a maior
antioxidante e antimicrobiana, das cinco plantas testadas (L. graveolens, L. chiapasensis, L.
substrigosa, O. dulcis e L. guatemalensis), devido ao alto conteddo dos fendis timol e
carvacrol. Os 6leos foram submetidos ao método do DPPH (atividade antioxidante) e contra
os microorganismos E. Coli, S. aureus e C. albicans (atividade antimicrobiana). O 0leos
essenciais quimiotipos timol e carvacrol mostraram valores de CIM (0,1 e 0,2 pL/mL,
respectivamente) menores que o antibiotico ciprofloxacina (0,25 puL/mL). Todos os 6leos
essenciais das plantas estudadas do género Lippia apresentaram monoterpenos e
sesquiterpenos caracteristicos de espécies desse género, sendo esta informacdo Util para a

quimiossistematica do género.
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ABSTRACT

The chemical composition of the essential oils of eight plants native of Guatemala was
determined in this study aiming at the evaluation of their potential for essential oil production.
Essential oils of Lippia cardiostegia, Lippia chiapasensis, Lippia controversa, Lippia
graveolens, Lippia myriocephala, Lippia substrigosa, Phyla dulcis (Verbenaceae) and Litsea
guatemalensis (Lauraceae) were extracted by hydrodistillation and analyzed by GC-FID and
GC-MS. Special emphasis was put on the study of the essential oil of L. graveolens
(Mexican oregano) since there is an international market for the essential oil of oregano, and

also because of the high yield of that oil as obtained from Guatemalan L. graveolens.

The essential oil of L. graveolens showed the best characteristics of yield (1,8-4,9% for
thymol chemotype, 1,3-4,6% for carvacrol chemotype and 1,0-3,4% for mixed chemotype)
and chemical composition (thymol up to 90,2% and carvacrol up to 75,3% in the
corresponding chemotypes) to be considered for production of essential oil. The three
chemotypes (thymol, carvacrol and mixed) previously reported were found in this study in
plants from a cultivation of the Institute of Agricultural Science and Technology of
Guatemala, and in three different samplings during the period of this work. Thymol and
carvacrol essential oil chemotypes were the most attractive in terms of chemical composition,

yield and highest antimicrobial and antioxidant activities found in this study.

Several populations of L. graveolens showed more than one chemotype, so the average
composition of essential oil from a population can not be used as basis for the classification of
the chemotype of a population of L. graveolens. For cultivation, the collection of seeds from
individuals carefully characterized by chemotype is recommended in order to obtain essential
oil of good yield and quality. Solid Phase Microextraction showed applicability for this
purpose, since it was possible to differentiate the three chemotypes from the volatile fraction
of individuals of L. graveolens of different samplings. Statistical Multivariate Analysis
techniques were also useful for the classification of the chemotypes of individuals from

different samplings during this study.

It seems that a trend related to the geographical distribution of the chemotypes of L.
graveolens exists in the region (dry chaparral) of the populations studied in this work. The

mixed chemotype was predominant in the west of the region, meanwhile a mixture of the
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mixed and thymol chemotypes were found in populations in the center of the region. Thymol
chemotype was predominant in populations of San José and Casas de Pinto (both in the
department of Zacapa), and carvacrol chemotype was predominant in the essential oil of the
eastern populations (El Carrizal and La Tuna in the department of Chiquimula). A larger
number of individuals and populations should be studied in the future to confirm the trend.

Essential oils of L. chiapasensis, L. guatemalensis and P. dulcis, showed yields (0,8-1,2%,
0,5-0,6% and 0,5-0,8% respectively) and chemical composition with potential for cultivation
and essential oil production to be considered.

L. substrigosa and L. controversa, which are not used in the traditional medicine, showed
essential oils in low yields (0,3% and 0,24%, respectively) with substances with antimicrobial
properties, in high percentages for being considered for essential oil production. L.
myriocephala had low yield of essential oil (0,1%) but showing (E)-nerolidol in high
percentage (71,4%), a high valued compound for the perfumery industry. Thus the plant could
be considered for cultivation and essential oil production.

L. cardiostegia had essential oil in low yield and with no substances of high economical
value in remarkable percentages so the production of the essential oil from this plant is not

recommended.

The essential oils of L. graveolens (thymol and carvacrol chemotypes), showed the highest
antioxidant and antimicrobial activities, among the five tested plants (L. graveolens, L.
chiapasensis, L. substrigosa, O. dulcis and L. guatemalensis), due to their high percentage of
phenols thymol and carvacrol. DPPH method was used to determine the antioxidant activity
and antimicrobial activity was tested against E. Coli, S. aureus e C. albicans. The essential
oils of L. graveolens of thymol and carvacrol chemotypes showed lower MIC values (0,1 e
0,2 uL/mL, respectively) than the antibiotic ciprofloxacin (0,25 uL/mL). All the essential
oils subject of this study displayed characteristic monoterpenes and sesquiterpenes of species
of the genus Lippia. This fact represents useful information for the chemosystematics of the

genus.
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1. INTRODUCAO

1.1 O potencial de aproveitamento da flora da Guatemala

O uso sustentavel dos recursos naturais representa uma oportunidade para contribuir
ao desenvolvimento econdmico da Guatemala. Por causa da diversidade climatica,
localizagao geografica e a histdria geoldgica do territorio, tem-se a convergéncia de florestas
tropicais e articas distribuidas em sete biomas. Se estima que sdo 7.754 as espécies de plantas
conhecidas no pais (Villar, 2008). Diferentes estudos etnobotanicos t€ém demonstrado que
desde hé séculos, as culturas prehispanicas utilizaram um ntimero grande dessas plantas no
tratamento de doengas de diferentes tipos, entre elas, malaria, febre, gastrite, reumatismo,

diarréia, mordida de cobra (Orellana, 1998; Villar, 2008; Cleaves, 2001).

Alguns estudos etnobotanicos prévios tém mostrado a diversidade do uso de plantas
medicinais pelas comunidades no interior da Guatemala. Orellana (1998) descreveu 305
plantas medicinais na area da Serra das Minas, no nordeste da Guatemala, das quais 232
foram coletadas e identificadas botanicamente até o nivel de espécie.  De 140 plantas
comestiveis, 119 foram identificadas botanicamente. Cleaves (2001) descreveu 209 espécies
de plantas medicinais na Area Protegida Laguna de Lachtia no norte do pais, das quais 144
foram determinadas botanicamente até o nivel de espécie, 19 até genero e 25 ndo foram
coletadas com flor ou fruto. Destas plantas 95,22% correspondia a espécies nativas e 4,78% a
exodticas. Dentre estas plantas encontram-se varias com potencialidade para a producdo de
6leos essenciais, que podem ser utilizados nas industrias de alimentos, perfumaria e

farmacéutica.



As plantas aromaticas selecionadas para estudo na presente tese, sdo aquelas proprias da
Guatemala ou da América Central. Para algumas existe pouca ou nenhuma informagao sobre

seu conteudo e composicdo do oleo essencial.

1.2 Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo a mistura de substancias volateis obtidas por arraste com vapor
de agua. O termo fracdo volatil ¢ mais geral sendo usado para definir uma mistura de
substancias volateis que podem ser recuperadas. A fragdo volatil abrange os extratos de
“headspace”, 6leos essenciais, fragrancias, aromas e extratos (Bicchi et al., 2006). Os 6leos
essenciais sao misturas bastante complexas de até mais de 1000 substancias que podem ser
principalmente monoterpenos, sesquiterpenos, arilpropanoides, com grupamentos de alcoois,

aldeidos, cetonas € ésteres.

Os oleos essenciais sdo usados em diferentes areas da industria de aromas e
fragrancias fornecendo aromas especiais a produtos como perfumes, cosméticos, sabonetes,
condimentos e doces. Outros usos consistem em mascarar cheiros desagraddveis em
ambientes de trabalho ¢ instalagdes sanitarias. Os dleos essenciais sdo usados também como
solventes, insumos em produtos da industria de plastico, tintas, borracha e inseticidas

(Craveiro et al., 1981).

Entre os critérios para considerar as posibilidades econdmicas de cultivo de plantas

aromaticas, encontram-se os seguintes (Craveiro et al, 1981):

a) abundancia da planta na regido



b) rendimento elevado em 6leo essencial (maior ou igual a 0,5%)
¢) um componente principal economicamente importante em percentagem superior a 30%
d) um componente secundario de alto valor econémico

e) propriedades farmacologicas

1.2.1 Biossintese

Os terpenos e substincias terpendides sdo sintetizados na natureza por duas rotas
biossintéticas, sendo a primeira rota do mevalonato através do intermediario acido
mevalonico ¢ a segunda rota ndo mevalonica descoberta mais recentemente, através do
intermediario de cinco atomos de carbono 5-fosfato-1-desoxi-D-xilulose (Dubey et al., 2003).

Os arilpropandides sdo sintetizados a partir da fenilalanina produzida via o acido chiquimico.

1.2.1.1 Terpenos

O 4acido mevalodnico, formado a partir de duas moléculas de acetilcoenzima A, é o
precursor das duas unidades basicas dos terpenos, o difofosfato de isopentenila (IPP) e o
difosfato de y,y-dimetilalila (DMAPP). A rota do acido mevaldnico é apresentada na Figura
1. O acido mevaldnico ¢ difosfatado por duas unidades de ATP originando o difosfato de
mevalonila, o qual sofre descarboxilagdo com a participagdo de outra molécula de ATP,
originando o difosfato de isopentenila (IPP). O DMAPP ¢ formado por isomerizagdo da
ligagdo dupla do IPP. A condensa¢do de moléculas de IPP e DMAPP origina os precursores
imediatos dos diferentes terpendides como o difosfato de geranila (GPP), difosfato de
farnesila (FPP) e o difosfato de geranilgeranila (GGPP) (Yang e Orihara, 2002; Dewick,

2001).



Na rota da 5-fosfato-1-desoxi-D-xilulose (Figura 2) a descarboxilagdo de piruvato
mediada por difosfato de tiamina produz um acetaldeido ligado na forma de uma enamina a
qual reage como nucledfilo em uma reag¢do de adigdo com o 3-fosfatogliceraldeido (Dubey et
al., 2003; Rochdich et al., 2001; Fellermeier et al., 2001). A liberagdo do difosfato de tiamina
gera S-fosfato-1-desoxi-D-xilulose que sofre um rearranjo tipo pinacol ¢ uma reducio sendo
transformado em 4-fosfato-2-C-metil-D-eritritrol (Duvold et al., 1997; Sagner et al., 1998). A
reacdo desta molécula com trifosfato de citidina produz um derivado difosforado de citidina o
qual ¢ fosforilado via ATP, resultando em um derivado 2-fosfato que ¢ convertido em um
fosfoanidrido ciclico com perda de fosfato de citidina. O ciclofosfato ¢ transformado por
reacdes ainda ndo esclarecidas em IPP que relaciona a sintese da desoxi-xilulose com a do
mevalonato. O DMAPP poderia ser derivado do IPP ou produzido independentemente, o qual

ainda nao tem sido elucidado (Dewick, 2001).
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1.2.1.2 Arilpropanoides

Os arilpropanéides ndo sdo constituintes muito comuns nos 6leos essenciais, embora
existam espécies que produzem essas substancias em quantidades importantes. Os
arilpropandides sdo sintetizados a partir da rota do 4cido chiquimico (Dewick, 2001). Os
arilpropandides de oleos essenciais sdo derivados da fenilalanina em menor grau da tirosina

(Sangwan et al., 2001). Na rota biossintética, a fenilalanina é convertida em acido trans-



cindmico; o acido trans-cinamico ¢ convertido em p-cumarato (Schmid e Amrhein, 1995).
Entre os arilpropandides comuns em o6leos essenciais, encontram-se o eugenol, metileugenol,

miristicina, chavicol, metilchavicol, estragol, anetol, entre outros.

1.2.2 Métodos de Extracado

No laboratorio os 6leos essenciais sdo extraidos geralmente por hidrodestilacio com
aparelho tipo Clevenger (Pereira, et al, 2000). Esta técnica provoca rea¢des de oxidagao em
varios componentes do 6leo essencial pela presenca de agua e devido a temperatura elevada
de operacdo, pelo qual a composi¢do do o6leo pode variar dependendo da temperatura e o
tempo de extracdo (Richter e Schellenberg, 2007). Por essa razio recentemente a técnica de
Extragdo-Destilacdo Simultaneas com aparelho Likens-Nickerson tem sido utilizada para
extrair o 6leo com fins puramente analiticos (Pereira et al., 2003). Existem outras técnicas de
extragdo comerciais, como o arraste com vapor de agua, a extragdo com solventes e a extragdo
com cera fria ou quente (Guenther, 1948). Em seguida descrevemos as principais

metodologias de extragdo de 6leos essenciais:

1.2.2.1 Arraste com vapor de agua

Na extragdo por arraste com vapor de agua, a amostra seca ¢ colocada em um
recipiente atavés do qual se faz passar uma corrente de vapor de agua. As substancias volateis
sdo arrastadas em uma mistura em fase gasosa, ¢ sdo conduzidas a um condensador onde
voltam ao estado liquido, sendo recolhidas em um separador. O 6leo essencial, imiscivel em
agua e em geral, menos denso que esta, ¢ separado na camada superior do sistema bifasico,

sendo separado da dgua condensada por decantacdo (Craveiro, 1981). O arraste com vapor de



agua ¢ utilizado em muitos paises na extragdo industrial de 6leos essenciais. Entre as
vantagens da extracdo com arraste com vapor de agua, encontram-se o baixo custo do vapor
de agua, o material ndo sofre reaquecimento ¢ ndo se precisa de equipamentos sofisticados

(Bandoni, 2003).

1.2.2.2 Hidrodestilacdo (HD)

A hidrodestilagao ¢ o método mais utilizado e o método de referéncia para a extragdo e
analise dos oleos essenciais. Uma suspensao do material vegetal em adgua ¢ levada a ebuli¢ao
sendo o Oleo essencial arrastado pelo vapor de agua. Nesta técnica o material vegetal
encontra-se sempre em contato com a agua. Para extragcdes por hidrodestilagio no
laboratorio, um aparelho tipo Clevenger (Bandoni, 2003) ¢ utilizado para condensar o vapor e
coletar o 6leo essencial. O tempo de extracdo depende do tipo de substancia presente na
planta, sendo maior quando a planta ¢ rica em substancias de alto ponto de ebuli¢do, como
sesquiterpendides. Embora a técnica seja utilizada como referéncia para estudos da
composi¢ao dos 6leos essenciais, apresenta as desvantagens de que alguns componentes sao
suscetivéis a hidrolise ou polimerizagdo, as substancias oxigenadas apresentam solubilizagao
parcial na agua de destilagdo e o tempo de destilagdo é longo o qual tem implicagdes na
qualidade do 6leo essencial devido ao aquecimento prolongado. Esta técnica ¢ usada para
extragdo de Oleos essenciais em escala de producdo, mas para ser aplicada para um o6leo

especifico deve ser testada antes no laboratério (Bandoni, 2003).



1.2.2.3 Extracédo com solventes (ES)

Solventes organicos como alcool sdo usados para extrair os 6leos do material vegetal.
A amostra séca é colocada em contato com o solvente, solubilizando-se tanto a esséncia como
outras substancias como graxas, ceras, etc. Este tipo de extragdo ¢ utilizado em experimentos
de laboratério e em nivel industrial, obtendo-se oleorresinas e aromas. A partir deste tipo de
extragdo sao obtidos os concretos e absolutos, sendo os segundos a fragdo solivel em etanol

absoluto separada do concreto obtido por dissolugdo em diferentes solventes.

1.2.2.4 Enfleurage

A extracdo por enfleurage ¢ utilizada geralmente para extrair esséncias de flores. A
esséncia ¢ solubilizada em graxas, gorduras (vegetais ou animais) e ceras, por contato do
material. No processo ¢ obtida uma mistura do 6leo essencial com a gordura a qual é separada
por dissolugdo em alcool absoluto. As misturas obtidas por enfleurage recebem o nome de
absoluto. Esta técnica apresenta baixo rendimento e dificuldade na separagdo do o6leo
essencial do 6leo extrator, fazendo o custo de extracdo elevado. Por esta razdo os Olecos

essenciais extraidos por esta técnica apresentam valores altos (Bandoni, 2003).

1.2.2.5 Espressao a frio

Nesta técnica, o material ¢ extraido pela aplicagdo de pressdao. No processo € liberada
uma mistura de o6leo essencial e protoplasma das glandulas rompidas da planta, sendo
submetidas a centrifugac¢ao e filtragdo para separar o 6leo. A técnica ¢ aplicada especialmente

para a extragdo dos 6leos essenciais de citricos.



1.2.2.6 Extracédo Acelerada com Solventes (EAS)

Também conhecida como Extracdo com Fluidos Pressurizados (EFP) ou Extracdo com
Liquidos Pressurizados (ELP). Nesta técnica sdo utilizados solventes convencionais a
temperaturas e presdes elevadas para melhorar a extracdo de substancias volateis de amostras
solidas. Tipicamente sdo usadas temperaturas entre 100 e 180°C e presdes entre 1500 a 2000
psi. ESA foi desenvolvida para superar as limitagdes de dependéncia da matriz da amostra ¢ a
necessidade de adigdo de solventes modificadores da Extragdo com Fluido Supercritico

(EFS), oferecendo melhores resultados que EFS em muitos casos (Mitra, 2003).

Em EAS, a temperatura e pressdo elevadas afetam o solvente, a amostra e suas
interagdes. O ponto de ebulicdo do solvente é elevado sob alta pressdo, de forma que a
extragdo ¢ realizada a maiores temperaturas que em um processo de extragdo normal a quente.
A elevada pressao também permite que o solvente penetre melhor dentro da matriz da
amostra, facilitando a extragdo de analitos nos poros da matriz. A temperaturas elevadas, a
solubidade dos analitos aumenta e a transferéncia de massas ¢ mais rapida. A elevada
temperatura também facilita a quebra das ligagdes matriz-soluto tipo Van der Waals, das
ligacdes de hidrogénio e das atragdes entre dipolos. A alta temperatura também reduz a

viscosidade e a tensdo superficial do solvente, melhorando a penetragdo deste na matriz da

amostra (Mitra, 2003).

A aparelhagem para EAS ¢ constituida por um recipiente de solvente, uma bomba de
solvente, uma célula extratora de ago inoxidavel, uma estufa de aquecimento, um recipiente
coletor e um cilindro de nitrogénio. Volumes de amostra entre 1 ¢ 100 mL podem ser

extraidos por esta técnica. Os sistemas de EAS atuais encontram-se totalmente automatizados.



O solvente ¢ liberado nas células de extracao por meio da bomba, a estufa ¢ ligada aumentado
a temperatura e a pressao dentro da célula extratora. A pressdo ¢ liberada varias vezes durante
a operagdo, com renovagao de solvente. A adigdo repetida de solvente aumenta o gradiente de
concentragdo melhorando a transferéncia de massa e a eficiéncia da extragdo. Os extratos sao

coletados em recipientes de 40 ou 60 mL (Mitra, 2003).

Os critérios para selecdo do solvente sdo a alta solubilidade do analito ¢ a baixa
solubilidade para a matriz. Os mesmos solventes usados normalmente em extratores Soxhlet

podem ser usados em EAS.

1.2.2.7 Extracdo-Destilacdo Simultaneas (EDS)

Este tipo de extragdo ¢ utilizado para extrair Oleos essenciais dimuindo as
transformagdes que ocorrem na técnica de hidrodestilagdo. Um aparelho, desenhado por
Likens e Nickerson ¢ utilizado (Seidel e Lindner, 1993). Nesta técnica uma suspensdo aquosa
da amostra e o solvente organico extrator sdo aquecidos a ebulicdo em dois baldes separados,
sendo os vapores da 4gua com Oleo essencial e do solvente organico conduzidos através de
colunas de vidro a parte superior da camara de extracdo que consiste de um corpo cilindrico
de vidro de 7 cm de didmetro, com um condensador na parte interior. As substancias sdao
dissolvidas pelo solvente na camara de mistura e condensacdo e condensadas junto com o
solvente organico, sendo separadas pelas diferengas de densidade entre a dgua e o solvente
organico imisciveis, por conexdes de retorno em diferentes niveis. Assim, o 6leo essencial ¢
concentrado no baldo com o solvente organico, o qual circula no sistema extrator. O o6leo ¢
recuperado por evaporacdo do solvente. A extragdo com esta técnica ¢ mais rdpida que com

hidrodestilacdo, e o dleo essencial ¢ isolado de contato posterior com agua quente conforme
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vai sendo extraido, evitando hidrélise e solubilizagdo de substancias parcialmente soliveis em

agua.

1.2.2.8 Extracdo com Fluidos Supercriticos (EFS)

Esta técnica utiliza as propriedades dos fluidos supercriticos para facilitar a extracao
de substancias organicas de amostras solidas. Um fluido supercritico ¢ uma substancia cuja
temperatura e pressdo se econtra acima de seus valores criticos, pelo qual apresenta
caracteristicas proprias de gases e liquidos que favorecem a solubilizagdo de diferentes
substancias. Entre as caracteristicas dos fluidos supercriticos que favorecem a extragdo de
outras substincias encontram-se a alta densidade, baixa viscosidade e baixa tensdo
superficial, conseguindo penetrar e se difundir melhor na matriz da amostra. No sistema
extrator, o fluido supercritico é gerado submetendo um solvente (CO, liquido, metanol) a alta
pressdo por meio de uma bomba, sendo logo introduzido a uma célula de extracdo com a
amostra, aquecida a temperatura superior a temperatura critica do solvente. Apds transcorrido
o tempo de extracdo, uma valvula ¢ aberta e o material extraido ¢ coletado em um solvente.

Quando ¢ utilizado CO, como extrator, este ¢ liberado em forma gasosa (Mitra, 2003).

1.2.2.9 Hidrodestilacdo Assistida por Microondas (HAMO)

As microondas sao radiagdo electromagnética com freqiiéncias entre 0,3 e 300 GHz,
encontrando-se na regido do espectro eletromagnético entre a radiagdo infravermelha e a de
radio. No aquecimento por microondas a energia electromagnética ¢ transformada em calor
através da rotacdo de dipolos e condugdo idnica. A conducdo idnica refere-se ao movimento

de ions em solug@o sob um campo electromagnético. A fricgdo entre a solucdo e os ions gera
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calor. A rotacdo de dipolos consiste na reorientacao de dipolos sob radiacao de microondas.
Uma molécula polarizada gira para se alinhar com o campo electromagnético a uma

velocidade 4,9 x 10° vezes por segundo.

Os componentes de um sistema de Extracdo Assistida por Microondas sdo um gerador
de microondas (magnetron), um guia de ondas para transmissdo, uma cavidade ressonante, ¢
uma fonte de poténcia. Por razdes de seguranga, os aparelhos de microondas domésticos nao
sdo recomendaveis para uso no laboratério, embora ja tenham sido utilizados (Stashenko et
al., 2004). Dois tipos de sistemas de extragdo por microondas sdo usados no laboratorio: um
sistema que usa recipientes de extracdo fechados sob pressdo elevada e outro que usa
recipientes de extragdo sob pressdo atmosférica. Amostras de 2 a 20 g sdo extraidas
normalmente, com adi¢do de solvente (30 mL méximo). Os parametros de temperatura,
pressdo e tempo de extragdo sdo recomendados pelo fabricante, mas pode-se experimentar
para otimizar a extra¢do de uma matriz especifica. A extragdo por microondas apresenta alta
eficiéncia, com tempos de extragdo entre 20 ¢ 30 minutos. A eficiéncia de extracdo depende
dos parametros: solvente, temperatura, tempo de extracdo, efetos de matriz e contetido de

agua.

Na modalidade de Hidrodestilagdo Assistida por Microondas (HAMO), o sistema de
microondas ¢ perfurado para colocar a aparelhagem de extragao (tipo Clevenger), com o balao
extrator no interior ¢ o condensador do extrator Clevenger por fora do sistema. A amostra e

agua sdo colocadas no baldo com agua para gerar o vapor de arraste do 6leo essencial.

Uma nova modalidade na aplicacdo da extragdo de 6leos essenciais com microondas é

a Extracdo Livre de Solventes por Microondas (ELSM), a qual é uma combinagdo do
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aquecimento com microondas e destilacdo seca, realizada sob pressao atmosférica sem adigao
de solventes ou agua (Lucchesi et al., 2004). Assim, as substancias volateis sdo isoladas e
concentradas em uma etapa simples. Condi¢des de 500 W por 30 minutos de extracdo sdao
tipicamente utilizadas, para 250 g de material vegetal. A técnica tem demonstrado resultados
qualitativos e quantitativos similares aos obtidos por hidrodestilagio com menores tempos de
extragdo para 6leos de Ocimum basilicum, Mentha crispa e Thymus vulgaris (Lucchesi et al.,

2004).

1.2.2.10 Microextracdo em Fase Sélida (MEFS)

A microextracdo em fase solida (MEFS) foi desenvolvida por Arthur e Pawliszyn no
inicio dos anos 1990 (Arthur e Pawliszyn, 1990). Existem varias modalidades de MEFS,
sendo a mais comum a adsor¢do dos analitos em uma fibra coberta com uma camada de

material adsorvente por exposicao a amostra.

Na analise por MEFS ndo se consegue a extracdo exaustiva dos analitos; as amostras

sdo apenas analisadas ap6s de atingir o equilibrio ou ap6s de um periodo de tempo especifico.

A constante de distribuicdo, Ky, entre o absorvente de MEFS e a matriz de fase aquosa ¢

definida pela equagao (Mitra, 2003):

KD = [X]B/[X]A =Kz = Cy/Cs
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Onde Cr ¢ a concentragdo de analito no absorvente da fibra e Cs € a concentragdo de analito na
fase da amostra aquosa. Assim, a sensibilidade sera maior quando Ky for maior, por ser maior

a concentracdo dos analitos na fase adsorvente.

Quando as condi¢des de equilibro sdo atingidas, o nimero de moles, N, de analito
extraidos pela fibra é independente de incrementos no tempo de extragdo, pelo qual se tem

que:

N= (KfSVstCO)/ (Kfsz + Vs)

Sendo V¢ o volume da fibra, Vi 0 volume da amosta ¢ Cy a concentragdo inicial de um analito
dado na amostra. Os valores de Ky sdo dependentes da temperatura, sais, pH e solventes

organicos. Quando o volume de amostra ¢ muito grande (KgVe << Vj), a quantidade de

analito extraida ¢ independente do volume da amostra, e assim tem-se a equagao:

N =KxViCo

Assim, a quantidade de analito extraida ¢ independente do volume de amostra, e a
concentragdo extraida corresponde diretamente a concentra¢do na matriz, mas nao
necessariamente em forma linear. Em MEFS ndo € necessario continuar a extracao até atingir

o equilibrio, j& que um bom resultado pode ser atingido controlando o tempo e a temperatura

de exposi¢ao da fibra.

Algumas consideragdes importantes sobre a cinética da relagdo entre concentragao de

analito e o tempo sdo as seguintes (Ulrich, 2000):
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a) o tempo de extracdo ¢ independente da concentragdo de analito na amostra

b) o numero relativo de moléculas extraidas em um dado tempo ¢ independente da
concentragdo do analito.

c) o numero absoluto de moléculas extraidas a um dado tempo ¢ linearmente

proporcional a concentracio do analito

Entre as vantagens de MEFS, encontram-se o procedimento de preparacdo de amostra
sem uso de solvente, alta capacidade de concentracdo do analito e seletividade. MEFS extrai
uma pequena fragdo da amostra, mas a totalidade do analito extraido ¢ injetado no
cromatografo. Entre as desvantagens de MEFS se tém os efeitos da matriz que s@o um
problema em sistemas de extragdo baseados no equilibrio ¢ ndo na extracdo exaustiva dos
analitos. Mudancas na matriz podem afetar os resultados quantitativos, devido a mudangas na

constante de distribuicdo (Mitra, 2003).

Os materiais adsorventes geralmente ndo se encontram ligados a fibra de silica, com
exce¢do do polidimetilsiloxano (PDMS) com espessura de 7 um. Outros materiais sao
ligados em forma cruzada para melhorar a estabilidade em solventes organicos. Outros
materiais usados em MEFS sdo poliacrilato (PA), polar, disponivel comercialmente com
espessura de 85 pum. Entre os materiais multi-componentes, porosos e adsorventes,
encontram-se os que contém particulas de divinilbenzeno (DVB) e/ou Carboxen em PDMS ou
em Carbowax (CW), fase polar. PDMS/DVB ¢é um adsorvente bipolar multi-componente
disponivel para MEFS de analitos volateis, aminas ou nitroaromaticos para CG. CW/DVB ¢
usado para extragdo de alcoois e substancias polares. Carboxen/PDMS ¢é usado para MEFS de

gases e substancias de baixo peso molecular em andlises por CG. DVB/Carboxen/PDMS
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contem uma combinagdao de DVB/PDMS (50 um) sobre Carboxen/PDMS (30 um), o qual

permite expandir o intervalo de peso molecular (Mitra, 2003).

A MEFS pode ser realizada em forma direta, colocando a fibra imersa na amostra ou
por “headspace”, colocando a fibra no “headspace” de um frasco (Figura 3), de forma que sdo

adsorvidas as substancias volateis acima da soluc¢ao.

O processo de MEFS consiste de duas etapas: a) o adsorvente ¢ exposto a amostra por
um periodo de tempo especificado; b) o adsorvente ¢ transferido a um aparelho que tem
interface com um instrumento analitico para dessor¢ao térmica, usando CG ou por dessor¢ao

em solvente quando CLAE ¢ usada.

A otimizagdo de MEFS precisa da avaliacdo experimental de varios pardmetros de
importincia para a eficiéncia da extragdo, sendo: o tempo de equilibrio, o tempo de exposi¢ao
da fibra, a temperatura de aquecimento, a agitacdo, a adi¢do de sal e o tempo de dessor¢ao
(Ulrich, 2000; Zuba et al., 2002). A MEFS tem sido utilizada para analisar substancias
volateis de plantas, com a vantagem de usar pouca quantidade de amostra e precisar de
tempos curtos de extragdo. A técnica apresentou utilidade para a classificagdo de quimiotipos
de Matricaria recutita (Rubiolo et al., 2006), assim como na analise de substancias volateis
de erva-mate (llex paraguariensis St. Hill) (Aratjo, 2005), substancias volateis de plantas
aromaticas (Bicchi et al., 2005b; Bicchi et al., 2007; Richter e Schellenber, 2007; Jirovetz et
al., 2002), fragdo volatil de alimentos (Bicchi et al., 2004), aromas de frutas (Augusto et al.,

2000) e café (Bicchi et al., 1997) entre outros produtos naturais.
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Fibra MEFS:  Fibra MEES &
retraida exposta |

Amostra i
— p—
Pretratamento Aquecimento Dessorcéo
da amostra e regeneracao
da fibra no
Injetor do CG

Figura 3. Etapas na analise por MEFS-HS. A fibra ¢ retraida na agulha para penetrar o septo do vial o
do CG, e ¢ exposta para adsor¢ao dos analitos no vial e dessorgdo no injetor (Pragst, 2007).

1.2.2.11 Extracao por Sorc¢ao de “Headspace” (ESH)

A ESH ¢ uma modalidade da técnica de Extracdo por Sor¢do em Barra de Agitacdo
(ESBA) aplicada na extracdo de analitos em amostras de matriz liquida ou sélida. Na ESH a
fracdo volatil de plantas aromaticas ¢ extraida por meio da inser¢do de uma barra de agitagao
magnética suspendida no “headspace” da amostra por un tempo fixo. A barra de agitacao
possui uma camada espessa de material de polidimetilsiloxano (PDMS). Ap6s amostragem
das substancias volateis no “headspace” os analitos sdo recuperados do PDMS por dessor¢ao
térmica e analisados em linha por CG capilar ou CG-EM. ESH foi utilizada na analise da
fragdo volatil de bebida de café (Bicchi et al., 2002) e fragdo volatil de plantas aromaticas e
medicinais (Bicchi et al., 2000). Uma variante recentemente introduzida sdo os agitadores de
fase dual, os quais consistem de um tubo de PDMS com tampas magnéticas nos extremos, €
um outro material adsorvente no interior, como diferentes carvoes ativados na cavidade. A
técnica foi testada na extragdo e analise da fracdo volatil de bebida de café (Bicchi et al.,

2005).
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1.2.2.12 Estudos comparativos das técnicas de extracdo de 6leos essenciais

Stashenko et al. (2004) avaliaram a composi¢ao do 6leo essencial de Lippia alba da
Colombia extraido pelos métodos de Hidrodestilagdo (HD), Extracdo e Destilagao
Simultaneas (EDS), Hidrodestilagdo Assistida por Microondas (HAMO) e Extragdo com
Fluidos Supercriticos (EFS). Mais de 40 substancias foram identificadas nas fragdes volateis,
sendo que carvona (40-57%) foi o componente principal em todos os métodos. Outros
componentes importantes foram limoneno (24-37%), biciclosesquifelandreno (5-22%),
piperitenona (1-2%), piperitona (1,0%), e B-bourboneno (0,6-1,5%). O 6leo que apresentou a
maior propor¢do de carvona (57%) foi o obtido por HAMO, que apresentou ainda a terceira
maior propor¢do de limoneno (29,58%). O Oleo extraido pelo método tradicional HD
apresentou a segunda maior propor¢do de carvona (51%) e a segunda maior propor¢do de
limoneno (32,6%). EDS apresentou maior eficacia para a extracdo de limoneno (36,90%)
enquanto que o Oleo essencial extraido por EFS apresentou o maior conteido de
biciclosesquifelandreno (21,75%) e a menor propor¢ao de carvona (40,5%) entre os métodos
estudados. Os autores concluiram que para caracterizar completamente os metabolitos
secundarios volateis de uma planta é necessario utilizar varias técnicas de extragdo (Stashenko

etal., 2004).

Richter e Schellenberg (2007) avaliaram diferentes métodos de extracdo
(Microextracao em Fase Solida (MEFS), Extracdo com Solventes (ES), Extracdo com Fluidos
Supercriticos (EFS) e Extracdo Acelerada com Solventes (EAS)) em comparagdo com a
hidrodestilacdo, para determinar a composi¢ao dos 6leos essenciais e substancias relacionadas

de Origanum majorana L., Carum carvi L., Salvia officinalis L. e Thymus vulgaris L. por CG,
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concluindo que a Microextracio em Fase Solida apresentou maior utilidade para a

determinagdo do aroma das plantas estudadas com menor tempo de extragao.

1.2.3 Métodos de Analise

O desenvolvimento de técnicas instrumentais de analise e o acoplamento com sistemas
computadorizados tém facilitado a analise dos Oleos essenciais. Até a primeira metade do
século XX a andlise constituia um processo muito longo j4 que era necessario isolar e
purificar cada componente dos 6leos essenciais para determinar a estrutura por métodos
quimicos tradicionais (Bandoni, 2003). Na atualidade, as técnicas usadas na analise dos 6leos

essenciais sao as seguintes:

a) Técnicas cromatograficas de alta resolugdo, como cromatografia em fase gasosa com

coluna capilar.

b) Técnicas espectroscopicas, como espectrometria de massas (EM), espectroscopia no

infravermelho (IV) e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

¢) Sistemas cromatograficos acoplados a técnicas espectroscopicas, como cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia em fase gasosa

acoplada a espectroscopia de infravermelho (CG-IVTF).

As principais técnicas analiticas utilizadas na analise de 6leos essenciais baseiam-se

nas caracteristicas fisicoquimicas dos 6leos e seus componentes.
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1.2.3.1 Cromatografia em Fase Gasosa (CG)

A técnica mais usada nos laboratdrios para a analise qualitativa e quantitativa de 6leos
essenciais ¢ a cromatografia em fase gasosa com detetor de ionizagdo de chama (CG-DIC)
(Bandoni, 2003). A analise de dleos essenciais baseia-se na comparagao so tempo de retengao
das substancias do 6leo analisado com os tempos de retencdo de substancias puras, ou por
meio de indices de retengdo obtidos a partir da injecdo de hidrocarbonetos de série homdloga
e sua comparacdo com os indices de padrdes de substincias comuns em Oleos essenciais
(Marriot el al., 2001). Existem bases de dados dos indices de retengdo para um niimero grande
de substancias encontradas em oOleos essenciais (Adams, 2001). A andlise quantitativa ¢
realizada por meio da integracdo das areas dos picos pertencentes ao dleo essencial, € o
calculo da percentagem da area de cada pico dentro da area total dos picos correspondentes ao
6leo (Bandoni, 2003). Na atualidade sdo utilizadas colunas capilares de 25 a 60 m de
comprimento por 0,25 mm de diametro, fornecendo alta resolucdo. Colunas de
polidimetilsiloxano e polietilenglicol sdo utilizadas normalmente na andlise de O6leos

essenciais (Bandoni, 2003)

Desde 1952, quando foi desenvolvida a cromatografia em fase gasosa, existe interesse
em melhorar a velocidade de separagdo. Recentemente foram desenvolvidas alternativas para
diminuir o tempo de andlise, em casos em que o nimero de pratos tedricos de uma coluna
capilar ¢ alto demais para um problema de separagdo especifico apresentando solutos muito
bem separados (R>>2) mas tempos de retencdo muito longos. Estes métodos incluem o uso de
colunas multicanais e cromatografia em fase gasosa “Flash” (David et al., 1999). O

incremento da velocidade de separagdo sem diminuir a resolugdo obtida para uma mistura
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complexa sobre uma determinada fase estacionaria, pode se realizar pela redug¢ao do diametro
interno da coluna capilar. Assim, uma coluna de 10m x 0,1 mm D.I., fornece a mesma
resolugdo que uma coluna de 25m x 0,25 mm D.I.. Como a coluna ¢é 2,5 vezes mais curta, o
tempo de analise ¢ reduzido drasticamente, podendo ser usadas também maiores velocidades
de fluxo para o gas carreador ja que a velocidade 6tima do gas € maior e os graficos de H
versus U (curvas de Van Deemter) sdo mais planas para colunas finas (Cramers e Leclercq,
1999). Com o uso de programas de computador de conversdo de métodos, um procedimento
de operacdo existente para una coluna capilar normal pode ser convertido para un
procedimento de operagdo para uma coluna fina, resultando em uma analise mais rapida com
a mesma resolugdo. Ambos dados qualitativos e quantitativos permanecem sem alteragdes. A
técnica de cromatografia em fase gasosa ultra rapida (CG-UR) ja foi testada na analise de
6leos essenciais de diferentes complexidades, mostrando boa reprodutibilidade na separagao e

identificagdo de substancias confiavel (Bicchi et al., 2004).

1.2.3.2 Cromatografia em Fase Gasosa Multidimensional

A cromatografia em Fase Gasosa Multidimensional apresenta diferentes modalidades.
Nesta técnica € possivel analisar uma fracdo da amostra eluida de uma primeira coluna
(representando uma parte do cromatograma, algumas vezes um pico so, pela técnica heart
cutting), por meio de uma segunda coluna na qual entra por um sistema de valvulas. Outras
configuragdes usam uma coluna conectada a dois ou mais detetores, obtendo-se resultados
complementares entre si. Quando sdo usadas duas colunas em série, podem ser separadas
substancias que ndo sdo separadas com uma Unica coluna. Estas técnicas permitem a

identificacdo de substincias minoritarias e a nivel de trago, até 10™'* g (Bandoni, 2003).
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Mondello et al. (1998) usaram a Cromatografia Multidimensional (CG-CG) com uma
segunda coluna quiral, na andlise da distribu¢do enantiomérica de [B-pineno, sabineno,

limoneno, linalol, terpinen-4-ol e a-terpineol em o6leo essencial de tangerina.

Na Cromatografia em Fase Gasosa bidimensional abrangente (CG)?, o sistema de duas
colunas em série ¢ otimizado por meio de um mecanismo modulador intermediario, de forma
que a fracdo eluida da primeira coluna é concentrada na por¢do inicial da segunda coluna,
mais curta; assim, tempos de analise na ordem de segundos sdo utilizados, sendo obtidos
cromatogramas bidimensionais. A influéncia da segunda coluna utilizando fases estacionarias
mistas foi avaliada em (CG) na analise de substincias volateis de origem natural (Cordero et

al., 2006).

Entre outras técnicas de cromatografia em fase gasosa desenvolvidas recentemente
com aplicacdes na analise de Oleos essenciais e substancias volateis, encontram-se a
cromatografia enantiosseletiva (Siani et al., 2002), a cromatografia em fase gasosa capilar
multidimensional (Mondello et al., 1998) e a cromatografia em fase gasosa em duas

dimensdes abrangente (Cordero et al., 2006).

1.2.3.3 Cromatografia em Fase Gasosa Enantiosseletiva (CG-ES)

As analises de composi¢ao enantiomérica representam uma nova ferramenta analitica
de rotina e para a pesquisa. Essas andlises apresentam importancia na industria para detectar

adulterantes, caracterizagao de perfis de 6leos essenciais, controle de qualidade e em conjunto
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com técnicas bioquimicas facilita a investigacdo de mecanismos na biossintese de terpenoides
(Marriott et al., 2001). Uma grande variedade de aplicagoes foi desenvolvida para CG-ES,
incluindo estudos de substancias volateis como borneol, citronelol e a-terpineol em diferentes
espécies, assim como linalol em espécies de Ocimum. Outras aplicagdes sdo a analise de
limoneno, linalol, citronelal e S-citronelol como marcadores de autenticidade/qualidade em

citronela tipo Java (Cymbopogon winterianus) (Marriott et al., 2001)

Em CG-ES existe a dificuldade de conseguir um seletor quiral universal que apresente
utilidade para a separacdo enantiomérica total, jA que ndo € possivel a efetiva separagdo de
todos os componentes quirais em uma amostra. Certas fases resolvem preferencialmente
alguns enantiomeros (Siani et al., 2002). Assim, uma fase de 30% 2,3-di-O-etil-6-O-tert-
butildimetilsilil-#ciclodextrina  sobre polidimetilfenilsiloxano (PS-086) permitiu a
caracterizacdo de oOleos essenciais de lavanda, e citricos contendo 6xidos de linalila, linalol,
acetato de linalila, borneol, acetato de bornila, a-terpineol e cis- e trans-nerolidol. O 0dleo
essencial de pimenta foi melhor resolvido utilizando uma fase de 30% de 2,3-di-O-metil-6-O-
tert-butildimetilsilil-B-ciclodextrina (PS-086), para os componentes o- € B-pineno, limoneno,

mentona, isomentona, mentol, isomentol, pulegona e acetato de metila (Bicchi et al., 1997).

A CG-ES foi utilizada por Siani et al. (2002), para estudar os quimiotipos da planta
Lippia alba no Brasil, tendo sido comparada a composigdo quimica, o contetido de linalol ¢ a
pureza Otica dos oOleos usando CG-DIC, CG-EM, CG-ES e os indices de retencao
correspondentes as substancias separadas. O linalol foi encontrado em proporgdes entre 46,5

¢ 90,7%. Em outro estudo (Trang et al., 2006), uma coluna Supelco B-DEX 225 (heptakis-

(2,3-di-O-acetil-6-O-tert-butil-dimetilsilil)-B-ciclodextrina SPB 20 poli-20% difenil, 80%
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dimetilsiloxano) foi utilizada para avaliar a origem e controle de autenticidade de Oleos
essenciais que contém citonelal e citral. As razdes entre os enantidmeros do citronelal foram
determinadas para os 6leos essenciais de Citrus limon, Cymbopogon nardus e Cymbopogon
winterianus de diferentes origens e submetidas a Analise de Componentes Principais para sua

classificag¢ao (Trang et al., 2006)

1.2.3.4 Espectrometria de Massas (EM)

O objetivo da EM ¢ determinar a massa molecular do analito e gerar informagao sobre
sua estrutura. A massa molecular ¢ determinada por meio da ionizagdo da molécula utilizando
diferentes técnicas como Impacto Eletronico (IE), Ionizagdo Quimica (IQ), Bombardeio com
Atomos Rapidos (do inglés FAB), entre outras. Os ions gerados na cdmara de ionizagio sdo
acelerados eletrostaticamente e separados no analisador em fun¢ao de sua relagdo massa/carga
(m/z), e coletados no detetor onde € registrado o sinal produzido. Os sinais sdo digitalizados e
processados em um sistema computadorizado, onde sdo comparados com espectros de
bibliotecas de substancias padrio. Esta técnica € poucas vezes utilizada de forma isolada na
analise de oOleos essenciais, para a qual sua utilidade principal ¢ em forma acoplada como

sistema de detec¢do com CG.

1.2.3.5 Cromatografia em Fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

A cromatografia em fase gasosa com detector de massas (CG-EM) apresenta uma
grande utilidade para a analise de substincias volateis estaveis a temperatura altas. Bases de
dados e bibliotecas de espectros existem na literatura (Adams, 2001) que sdo usadas para

identificar os componentes dos Oleos essenciais por meio da comparacdo dos espectros.
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Muitos componentes de dleos essenciais nao apresentam espectros Unicos em espectrometria
de massas, visto o grande nimero de isémeros com a mesma féormula molecular e diferente
estrutura que apresentam espectros muito similares. O acoplamento com CG permite a
separagdo das substancias dos 6leos essenciais na coluna cromatografica e a obtengdo dos
espectros de massas de cada uma das substincias eluidas. Assim, o uso combinado da
informagdo fornecida pelos tempos de retengdo na cromatografia e os espectros de massas €
de grande utilidade para a identificagao dos componentes dos 6leos (Marriot et al., 2001). Na
atualidade quase todas as publicagdes sobre identificagdo dos componentes de Oleos

essenciais sao baseadas nestas duas técnicas acopladas.

1.2.3.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Na Ressonancia Magnética Nuclear de “fingerprinting” s3o comparadas as
ressondncias caracteristicas dos espectros de RMN de °C e 'H de componentes de 6leos
essenciais com as encontradas na literatura e por comparagdo com deslocamentos quimicos
observados para solu¢des de componentes simples. Os sinais de RMN-"C ¢ -'H de
substancias de interesse e suas correlagdes com padrdes sdo detectados e identificados de
acordo com a informagao na literatura (Guerrini et al., 2006). A RMN de alta resolugdo tem
emergido durante a ultima década como uma ferramenta poderosa para a obtencdo de
“fingerprintings” de extratos naturais brutos ou parcialmente refinados, incluindo terpenos,
sesquiterpenos, fenilpropandides e outras substincias volateis. Esse enfoque ¢ rapido e
confidvel e permite também a deteccdo de eventuais adulterantes ndo volateis (Kubeczka et
al., 2005). Guerrini et al. (2006), realizaram a caracteriza¢ao quimica por CG-EM e RMN de

“fingerprinting” de Ocotea bofo Kunth, com especial enfase na correlagdo entre cromatografia

e RMN de 'H, °C multidimensional e a identificagio dos marcadores de “fingerprinting”
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caracteristicos para varios componentes como estragol, trans-anetol, a-felandreno, limoneno,

cis-(Z)-ocimeno, linalol e p-anisaldeido.

1.3 Revisdo das plantas submetidas a extracao e estudo do dleo essencial nesta tese

Os oleos essenciais de oito plantas nativas da Guatemala foram estudadas no presente
trabalho. Entre as plantas submetidas a estudo, encontram-se seis espécies do género Lippia,
das treze espécies que foram descritas na Guatemala (Standley et al., 1970). P. dulcis foi
recentemente classificada como pertencente ao género Phyla (Verbenaceae) ¢ outra planta, L.

guatemalensis pertence ao género Litsea (Lauraceae).

Na tese, se fez especial énfase no estudo do 6leo essencial de L. graveolens, visto que
existe um mercado internacional para o 6leo essencial de orégano e que a planta apresenta
rendimentos de 6leo superiores a 3%. A seguir sdo descritas as principais informacdes sobre a

fitoquimica de plantas do género Lippia e sobre as plantas de estudo nesta tese:

1.3.1 Fitoquimica do género Lippia

O género Lippia esta constituido por mais de 200 espécies, que incluem ervas,
arbustos e arvores de pequeno tamanho. Muitas destas espécies apresentam importincia
econdmica e uso amplo na medicina tradicional (Pascual et al., 2001). Os 6leos essenciais de
muitas espécies de Lippia tém sido analisados visto o bom rendimento de 6leo essencial
geralmente encontrado nestas espécies. Os componentes que sdo encontrados comumente
nestes Oleos sdo limoneno, P-cariofileno, p-cimeno, céanfora, linalol, a-pineno e timol

(Pascual et al., 2001). Uma caracteristica importante de Lippia a levar em consideragao para
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sua producdo ¢ o fato que algumas plantas apresentam varios quimiotipos, como o caso de L.
alba (Pascual et al., 2001; Fischer et al., 2003; Duran et al., 2007) e L. graveolens (Fischer et
al., 1997). Outros metabolitos encontrados em espécies de Lippia sdo flavonodides (Pascual et
al., 2001; Lin et al., 2007), iridoides (Rastrelli et al., 1998), naftoquinonas (Costa et al.,

2001); alcaloides (Pascual et al., 2001), verbascosideos (Kaneda et al., 1992)

1.3.2 Lippia graveolens HBK (Verbenaceae)

L. graveolens, conhecida como orégano mexicano ¢ reconhecida por possuir multiplas
propriedades medicinais, sendo amplamente usada na medicina tradicional (Pascual et al.,
2001). A planta cresce em bosques secos e espinhosos subtropicais, em forma de arbustos
finos de até 3 m. Apresenta folhas de 2-4 cm de comprimento. As folhas aromaticas, secas
ou frescas, sdo usadas na América Central como flavorizante de alimentos, e sdo vendidas
secas no mercado (Standley et al., 1970). Na Guatemala a planta encontra-se nos
departamentos de El Progreso, Chiquimula, El Petén e Zacapa, até altitudes de 350 m. As
folhas da planta s3o coletadas em época de floracdo em lugares de crescimento silvestre e
secadas a sombra. Entre os usos medicinais encontram-se o tratamento de doengas
gastrointestinais, respiratorias, reumatismo, cancer e tumores (Hernandez et al., 2003;
Caceres, 1996). A planta apresenta saponinas, taninos e triterpenos (Caceres, 1996). Em um
estudo recente, 23 flavondides foram identificados em um extrato metanolico de L.
graveolens por cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos e detector de massas
com ionizagdo por “electrospray” (Lin et al., 2007). Em outro estudo foram encontrados 10
iridoides e secoiridoides em folhas de L. graveolens da Guatemala, tendo sido elucidadas as

estruturas por RMN (Rastrelli et al., 1998).
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A composi¢do do 6leo essencial e atividade antimicrobiana de L. graveolens foram
estudadas previamente. Fischer et al. (1997), estudaram a variabilidade da composi¢do do
6leo de L. graveolens de cinco populagdes de regides aridas e solo rochoso (El Subinal, El
Oreganal, Agua Caliente, Buena Vista e San Jacinto). Rendimentos entre 1,24 e 3,56% (p/p),
foram obtidos por hidrodestilagdo com aparelho tipo Clevenger. Nesse estudo foram
identificados trés quimiotipos: tipo timol, tipo carvacrol e tipo misto (ver estruturas de timol e
carvacrol na Figura 4). A amostra coletada em Agua Caliente apresentou oleo tipo timol
(80,6%) pela primeira vez. O oleos estudados apresentaram timol em percentagens entre

6,8%-80,6%, ao serem analisados por cromatografia em fase gasosa.

OH

OH

timol : carvacrol

Figura 4. Estruturas do timol e carvacrol.

Salgueiro et al. (2003) analisaram o 6leo essencial de amostras de L. graveolens de
duas populagdes da Guatemala. Os 6leos estudados apresentaram composi¢des diferentes
sendo que o primeiro apresentou carvacrol (0,2%), timol (18,1%) e p-cimeno (6,8%),
enquanto o segundo 6leo apresentou carvacrol (44,8), timol (7,4%) e p-cimeno (21,8%). Os
6leos, tipo carvacrol e timol, apresentaram atividade contra varios microorganismos testados,
entre eles Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus

faecalis, Proteus vulgaris, Candida albicans, Clodosporium cladosporioides, Aspergillus
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niger, sendo que o tipo carvacrol apresentou a maior atividade antimicrobiana (Salgueiro et

al., 2003).

Rocha-Guzman et al. (2007) obtiveram um rendimento de 6leo essencial de 4,34%
para L. berlandieri v. Shauer (sinonimia de L. graveolens de acordo com Pascual et al.,
2001). No estudo foi avaliada a atividade antioxidante do 6leo por diferentes métodos,
encontrando um contetudo fendlico total de 151 mg de GAE/mL e baixa atividade antioxidante
pelo método do DPPH. Os autores ndo indicam a composi¢do do o6leo essencial (Rocha

Guzmén et al., 2007).

L. graveolens ¢ uma planta de alto valor econdmico, sendo o México um pais
exportador da materia seca. Em 1992 o México exportou 2143377 kg de materia seca de L.
graveolens para os Estados Unidos. O preco da folha seca de orégano no México ¢ de 8-9
pesos mexicanos por kg (aproximadamente USD 0,75) sendo o preco do 6leo essencial de
orégano mexicano de USD 170/L correspondendo ao tipo carvacrol um valor mais elevado
(Governo mexicano, 2007). Na Guatemala a planta ndo ¢é cultivada em grande escala, sendo

coletada em populagdes silvestres e vendida no mercado.

1.3.3 Lippia chiapasensis Loes. (Verbenaceae)

L. chiapasensis se apresenta como um arbusto ou arvore de galhos finos de até 4 m,
com folhas de 2-6 m de comprimento e 1,5-4,5 cm de largura, usualmente agudas (Standley et
al., 1970). A planta ¢ encontrada em bosques imidos ou secos, freqiientemente rochosos ou
em prados, entre 1500 ¢ 3000 m nos departamentos de Baja Verapaz, Huehuetenango, San

Marcos, Solola e Totonicapan, na Guatemala. A planta também se encontra no México.
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Hernandez-Arteseros et al. (2006), estudaram a composi¢cdo do o6leo essencial das
partes aéreas de L. chiapasensis coletadas em uma populagdo de Totonicapan, tendo
apresentado o 6leo um rendimento de 0,9% por hidrodestilacdo e geranial (10,1%), trans-
diidrocarvona (14,2%), neral (7,3%) e 1,8-cineol (7,2%) como principias componentes. As
estruturas de neral e 1,8-cineol sdo mostradas na Figura 5. Hernandez-Arteseros indica que a
planta ¢ usada pelos habitantes locais da etnia Quiché no tratamento de doengas respiratorias e

nervosas.
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Figura 5. Estruturas de geranial e neral

1.3.4 Lippia substrigosa Turcz. (Verbenaceae)

L. substrigosa ¢ uma arvore de até 7 m, com folhas de 5-24 cm de comprimento e 2,5-
12 cm de largura. Se encontra em bosques secos, em ladeiras abertas e rochosas, entre 1200 e
2800 m. Na Guatemala cresce nos departamentos de Alta Verapaz, Baja Verapaz,
Chimaltenango, Chiquimula, Guatemala, Huehuetenango, Jalapa, Quetzaltenanto, El Quiché,
Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa, Solold e Zacapa. Se encontra também no sul do
México (Standley et al., 1970). No levantamento feito ndo foi encontrada informagao sobre a

fitoquimica nem sobre usos medicinais para esta planta.
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1.3.5 Lippia myriocephala Schlecht & Cham (Verbenaceae)

L. myriocephala cresce como arbusto ou arvore de até 12 m, com folhas de 5-15 cm de
comprimento e 1-5 cm de largura, em bosques rochosos, imidos ou secos, freqiientemente em
ladeiras e bosques umidos, entre 300 ¢ 2700 m. A planta se encontra nos departamentos de
Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, Guatemala, Izabal, Petén, El
Progreso, Quetzaltenango, Sacatepéquez, San Marcos, Santa Rosa na Guatemala, ¢ no

México, Honduras Britanica, ¢ de Honduras a Costa Rica (Standley et al., 1970).

Em um estudo recente realizado na Costa Rica foram encontradas 59 substancias no
6leo essencial de L myriocephala, correspondendo a 92% da composigdo do 6leo, analisado
por cromatografia em fase gasosa. Os componentes principais encontrados foram f3-
cariofileno (16,1%), germacreno D (11,2%) B-cubebeno (8,1%), geranilacetona (7,3%) y a-

copaeno (6,26) (Vila et al., 2004).

1.3.6 Lippia cardiostegia Benth (Verbenaceae)

L. cardiostegia ¢ um arbusto de 3 m com folhas de 2-7 cm de comprimento ¢ 1-3 cm
de largura. Esta espécie ¢ extremamente variavel, especialmente no tamanho das folhas e
comprimento dos pedtnculos (Standley et al., 1970). Cresce em planicies e ladeiras imidas
ou secas, freqlientemente rochosas ou com arbustos, em bosques mistos abertos entre 150 e
1,500 m. Na Guatemala se encontra nos departamentos de Alta Verapaz, Chimaltenango,
Chiquimula, Escuintla, Guatemala, Huehuetenango, Jutiapa, El Quiché, Sacatepéquez e Santa

rosa. A planta cresce também no sul do México e em El Salvador, Honduras, Nicaragua e
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Costa Rica. No levantamento feito ndo foi encontrada informagdo sobre estudos do o6leo

essencial nem sobre usos medicinais conhecidos desta planta.

1.3.7 Lippia controversa Moldenke (Verbenaceae)

L. controversa ¢ um arbusto de até 2 m com folhas agudas de 4-9 cm de comprimento.
Esta espécie ¢ extremamente variavel, especialmente no tamanho das folhas e comprimento
dos pedunculos (Standley et al., 1970). Cresce em planicies com mato ¢ ladeiras umidas ou
secas, entre 500 ¢ 1400 m. A planta se encontra nos departamentos de Escuintla, Jutiapa,
Sacatepéquez e Santa Rosa, na Guatemala, e também no México e Honduras. No
levantamento feito ndo foi encontrada informagao sobre estudos fitoquimicos nem sobre usos

medicinais conhecidos desta planta.

1.3.8 Phyla dulcis Moldenke (Verbenaceae)

Phyla dulcis (Verbenaceae), antes conhecida como Lippia dulcis, cresce em solos de
bosques, margenes de pantanos, ou em pastos desde o nivel do mar até 1800 m. A planta ¢
encontrada na Guatemala, México e Honduras Britanica até a Colombia (Standley et al.,
1970). P. dulcis ¢ uma planta perene, ndo maior de 40 cm. As folhas de 1-6 cm de
comprimento sdo muito aromaticas. Quando ¢ mastigada a raiz apresenta sabor de licor, pelo
qual é conhecida como “orozus” na América Central (Souto-Bachiller et al., 1997). P. dulcis ¢é
usada no tratamento de tosse, bronquite e retencao urinaria entre outras doencgas (Pascual et
al., 2001). Tem sido descrito também seu uso como emenagogo e para abortos no México

(Souto-Bachiller et al., 1997) e como anti-inflamatoério (Pérez et al., 2005).
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hernandulcina

Figura 6. Estrutura da hernandulcina.

Souto-Bachiller et al. (1997), encontraram que P. dulcis do Porto Rico apresentava
uma alta propor¢do de sesquiterpenoides (79%), sendo os principais o sesquiterpenoide
intensamente doce (+)-hernandulcina (36%) e (-)-epi-hernandulcina (22%). Canfora nao foi
detectada (<<0,01%). Compadre et al. (1987) tinham isolado ¢ caracterizado a hernandulcina
de P. dulcis. Em outro estudo no México a hernandulcina foi encontrada em P. dulcis em
quantidades traco (40 ppm peso/peso seco), entanto que o Oleo essencial apresentou
principalmente monoterpenoides (86%), com canfora como componente principal (53%). A
hernandulcina (Figura 6) ¢ uma substancia mil vezes mais doce que a sacarose, por isso foi
sintetizada (Compadre et al.,1987; Kaneda et al., 1992). E importante mencionar que Souto-
Bachiller et al. (1997) isolaram a hernandulcina partindo de extratos com solventes organicos,
analisando a hernandulcina por cromatografia de gases com detector de massas (CG-EM),
experimentando dificuldades na anélise devido a descomposicdo térmica da substancia. Entdo
Meéxico, a hernandulcina ndo foi detectada por CG-EM no o6leo essencial extraido por
hidrodestilacdo. Souto-Bachiller e colaboradores sugerem que possivelmente a planta
analisada no México ndo era P. dulcis ou consistia de outro quimiotipo (Souto-Bachiller et

al., 1997).
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1.3.9 Litsea guatemalensis Mez. (Lauraceae)

L. guatemalensis ¢é encontrada nos departamentos de Chimaltenango, Sacatepéquez,
Guatemala, Jalapa e Solold na Guatemala. E um arbusto ou arvore pequena ndo maior que 6
m, com galhos finos e folhas coriaceas de 8 cm de comprimento e 2,5 cm de largura. Cresce
em bosques mistos densos, umidos e freqiientemente em bosques abertos de pinheiro, em
regides frias entre 1500 ¢ 3150 m (Standley e Steyermark, 1946). As folhas e flores sao
coletadas ¢ secadas a sombra. A infusdo das folhas ¢ usada via oral para o tratamento de
problemas respiratorios (tosse, amigdalite) e gastrointestinais (diarréia, tlceras). Topicamente
¢ usada em banhos para tratar o cansaco, ulceras, inflamagdo, epilepsia. Entre seus
componentes quimicos encontram-se derivados terpénicos, glicerideos, alcaldides, saponinas,

esterois insaturados, limoneno, citral entre outros (Caceres, 1996).

O o6leo essencial de L. guatemalensis de uma populagdo localizada em Tecpan,
Chimaltenango, apresentou um rendimento de 0,8% por hidrodestilacao e 1,8-cineol (26,8%),
a-terpineol (14,5%) e linalool (10,8%) (estruturas em Figura 6) como componentes principais

(Vallverdu et al., 2005).

OH

.8-cingol alfa-terpineol linalol

Figura 7. Estruturas de 1,8-cineol, a-terpineol e linalol.
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1.4 Polimorfismo quimico

Nos ultimos anos diferentes estudos de plantas aromaticas t€ém demonstrado a
existéncia de polimorfismo quimico em diferentes espécies. O polimorfismo quimico refere-
se a diferenca na composicao quimica dos Oleos essenciais de uma espécie, causada pela
diferenca nas condigdes climaticas das diferentes regides onde a planta cresce. As plantas
podem ser agrupadas de acordo com origens comuns conforme a quimiotipos (Pereira et al,
2003), de forma que poderiam ser escolhidas as localidades geograficas onde seriam obtidos
os melhores resultados enquanto a composi¢do e rendimento do 6leo essencial. Algumas
populacdes de plantas possuem principalmente um quimiotipo simples, mas tem sido
encontrado que muitas populagdes apresentam dois ou trés quimiotipos, como ocorre no caso
de Thymus vulgaris, planta que possui seis quimiotipos (Thompson et al., 2003). No caso de
polimorfismo quimico em plantas da Guatemala do género Lippia, L. graveolens apresenta

trés quimiotipos (Fischer et al, 1997) ¢ L. alba dois quimiotipos (Fischer et al., 2004).

1.4.1 Técnicas de Analise Multivariada utilizadas no estudo de polimorfismo quimico de

6leos essenciais

No estudo dos quimiotipos, as técnicas de analise multivariada como Analise de
Componentes Principais (ACP) e Andlise Hierarquica de Conglomerados (AHC), tém
mostrado utilidade para avaliar quimiotipos com base nas diferengas de composi¢cdo do 6leo
essencial. A Analise de Componentes Principais (ACP) e a Analise Hierarquica de
Conglomerados (AHC) s3o técnicas estatisticas multivariadas apropriadas para explicar as
diferengas entre conjuntos de amostras caracterizadas por um numero elevado de varidveis

(Johnson e Wichern, 1992). Na ACP as diferengas sdo expressas em termos de uma
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combinagdo linear de parametros que explicam a maior parte da variabilidade, por isso a
técnica tem sido usada efetivamente para discriminar entre matrizes definiveis através de seus

perfis cromatograficos (Rubiolo et al., 2006).

1.4.1.1 Analise de Componentes Principais (ACP)

A ACP permite reduzir o volume de dados quando existe correlacdo entre varias
variaveis para um conjunto de observacdes multivaridveis. A partir de uma matriz de
semelhanca (correlagdes, varidncias-covaridncias ou similaridades) gerada do arranjo
matricial dos dados de uma série de observagdes multivariaveis, é gerado um conjunto de
eixos perpendiculares Z;, Z,,..., Z, que sdo combinagdes lineares das variaveis originais que
descrevem as amostras, X;, Xa,..., X, (Miller e Miller, 2005), como se mostra no sistema de
equacoes:

Zy=a;X; + apXy + apX;+ .. tanX,
Zr=anX; + apXy + apnX;+ ..t anX,

etc.

Cada eixo (ou componente) gerado corresponde a um autovetor da matriz. Para uma
matriz de m variaveis sdo calculados m autovetores de comprimento A1, A2, A3, ..., Am em
ordem decrescente enquanto a sua contribuicdo a variancia total dos dados, sendos esses
comprimentos os M autovalores da matriz (Valentin, 2000). Assim, consegue-se representar
a maior parte da varidncia total dos dados nos primeiros componentes simplificando a
interpretacdo da informagdo ao se reduzir a dimensionalidade. Os resultados sdo
representados graficamente, geralmente mostrando os dois ou trés primeiros componentes que

devem representar a maior parte da variancia total. A intepretacdo dos componentes
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principais se baseia nas coordenadas das variaveis (no caso dos 6leos essenciais, refere-se as
subtancias presentes) nesses eixos, auxiliada pela analise das coordenadas das amostras (6leos

essenciais).

Valentin (2000) indica que os principios da interpretagdo em ACP s3o os seguintes:
a) a coordenada de um ponto-variavel sobre um componente principal ¢ igual ao
coeficiente de correlacdo entre essa varidvel e o componente principal.
b) a proximidade entre dois pontos-amostra indica similaridade entre essas duas
amostras.
¢) quando existe proximidade entre um ponto-variavel e um ponto-amostra significa que

em média, essa espécie tem um alto valor nessa amostra.

No estudo do polimorfismo quimico dos o6leos essenciais, 0s quimiotipos sao
visualizados graficamente por meio da proximidade entre os pontos-amostra nos graficos das
amostras (“scores”), e nos graficos “biplot” pela proximidade com os pontos das substancias
(“factor loadings”), representados em graficos de duas ou trés dimensdes, de acordo com o
grau de explicagdo da variancia pelos primeiros componentes principais. Os dois primeiros
componentes principais sdo usados mais comumente na interpretacdo do polimorfismo

quimico.

1.4.1.2 Analise Hierarquica de Conglomerados (AHC)

A AHC ¢ um método de conglomeracdo da analise multivariada utilizado para dividir
um grupo de objetos ou observacdes em diferentes classes de forma que os objetos similares

sdo agrupados na mesma classe. A AHC é um método iterativo no qual procuram-se objetos
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proximos no espago multidimensional definido pelas varidves multiplas.

O processo precisa do calculo da dissimilaridade entre os objetos (amostras). No
estudo de oleos essenciais se usa geralmente como medida da dissimilaridade a distancia entre
pontos no espaco multidimensional. O processo de agrupamento consiste no agrupamento
sequencial aglomerativo dos objetos (amostras), um por um, calculando-se a medida de
dissimilaridade (ou similaridade) entre os objetos e agrupando cada um deles no grupo com o
qual tenha a menor dissimilaridade (ou maior similaridade). Assim, quando dois ou mais
objetos que ao se agruparem minimizam o critério de conglomeragao, ¢ criada uma classe que
comprende esses objetos. Posteriormente a dissimilaridade entre essa classe criada e outros
objetos ¢ calculada usando o mesmo critério de conglomeragdo, agrupando um objeto de cada
vez com o grupo com o qual este apresenta a menor dissimilaridade. O processo se repete até
que todos os objetos sejam agrupados em classes. Um dendrograma que representa a

hierarquia das divisdes € obtido, sendo a raiz a classe que contem todos os objetos.

Entre os coeficientes de dissimilaridade, encontram-se os coeficientes de distancia,
utilizados quando se quer visualizar graficamente a proximidade entre duas amostras em
funcdo da composicao quimica no caso dos 6leos essenciais. A dissimilaridade entre duas
amostras sera maior quanto maior for a distancia entre seus pontos definidos pelas
coordenadas no espaco multidimensional definido pelas varidveis (substdncias no o6leo
essencial). Entre os coeficientes mais utilizados encontram-se a distdncia Euclidiana e a

distancia de Bray-Curtis (Valentin, 2000).

38



1.4.2 Estudos de polimormismo em diferentes plantas

O polimorfismo quimico tem sido estudado para espécies de diferentes regides
geograficas. A composi¢do quimica dos Oleos essenciais de Lippia alba de 15 diferentes
regides da Colombia foi analisada por CG-EM e submetida a Analise de Componentes
Principais (ACP). Trés quimiotipos foram encontrados: A) carvona (41%), B) citral (55%);
C) hibrido (carvona: 25%; limoneno: 22% e citral: 21%). Mais de 60% da variacdo foi

representada nos dois primeiros componentes principais (Duran et al., 2007).

Poli et al. (1997) realizaram um estudo comparativo dos 6leos essenciais de Santolina
insularis e Santolina corsica. As duas espécies se encontram em Sardenha, Italia, sendo
utilizadas indistintamente pela medicina tradicional na ilha. A analise dos dleos essenciais por
CG-EM mostrou diferencas qualitativas e quantitativas sendo alguns componentes
identificados em ambas espécies, enquanto que outros foram caracteristicos de uma espécie

s6, como felandreno, 8-3-careno e a-terpineno para S. insularis.

A composicdo do oleo essencial de 11 populagdes de Thymus carnosus e sua
variabilidade foi estudada por CG, CG-EM e RMN-"C, aplicando-se a analise de
conglomerados. Trés amostras da Extremadura (Espanha) foram caracterizadas por alto
contetdo de linalol (9,5-25,5%). Os primeiros trés componentes principais explicaram 83,8%
da variancia total. Trés conglomerados foram encontrados: I = alto conteido de borneol,
hidrato de cis-sabineno e terpinen-4-ol (54,2% das amostras); II = linalol, borneol e hidrato de

trans-sabineno (9,6%); II1: borneol e canfeno (36,2%) (Salgueiro et al., 1995).

O polimorfismo quimico em dleos essenciais de Thymus caespetitius das Ilhas Corvo,
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Flores, Sao Miguel e Terceira (Agores) foi estudado por meio da composicao dos Oleos
essenciais de 24 populacdes analisada por CG e CG-EM. Foram encontrados trés
conglomerados principais: carvacrol (41-65%), timol (35-51%) e a-terpineol (33-37%).
Segundo os autores, o polimorfismo quimico pode se dever a variabilidade genética ou a

influéncia de fatores edaficos (Santos et al., 2005).

Slavkovska et al (2001) aplicaram a ACP para a avaliagdo de subespécies e espécies
vegetais na parte central da peninsula balcanica, confirmando mediante os resultados da
composicdo do oOleo essencial, que existiam diferengas em populagdes dentro da mesma
subespécie (Satureja montana ssp. montana), entre as subespécies (Satureja montana ssp.,
montana e Satureja montana ssp. pisidica), e entre as espécies (Satureja montana y S.

kitaibelii).

Rubiolo et al. (2006), classificaram os quatro quimiotipos de Matricaria recutita,
através da aplicagdo das técnicas de Microextragdo em Fase Solida (MEFS), ACP e
cromatografia em fase gasosa. Os autores concluiram que MEFS em combinagdo com “Fast
GC” e CG-EM podem ser usadas como alternativa ou métodos complementares para a

classificagdo de cultivos da planta.

Pereira et al. (2000) investigaram o polimorfismo quimico dos Oleos essenciais de
Thymus caespetitius na ilha San Jorge (Agores). No estudo, os autores extrairam o Oleo
essencial por hidrodestilagdo com aparelho Clevenger para determinar o rendimento do 6leo e
por extracdo-destilacdo com aparelho Likens-Nickerson, para determinar a composicao do
6leo essencial por CG-EM. No estudo, foram analisados os oOleos essenciais de dez

populagdes de Thymus caespetitius tendo-se encontrado que a relagdo enantiomérica de
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sabineno e a-terpineol varia com a localidade de coleta (Pereira et al., 2000).

A composi¢ao quimica de 25 amostras de 6leo essencial de Thymus pulegioides de
duas variedades da subespécie T. silvestris e quatro variedades da subespécie T. pulegioides
coletadas em 11 populacdes na Lituania foi estudada por CG-EM e ACP e AHC. Foram
encontrados 5 quimiotipos: a) quimiotipo L apresentou linalol representando mais de 80% do
6leo (1 amostra); b) quimiotipo geranial/geraniol/neral (G/G/N) (11 amostras) com maximos
de 29,4%, 43,8% e 17,4% respectivamente; ¢) quimiotipo timol (T) (2 amostras), com timol
em percentagens de 26,1-30,9%; d) quimiotipo carvacrol/y-terpineno/p-cimeno (C/yT/pC) (7
amostras), com maximos de 32,8%, 30,6% e 27,4%, respectivamente; €) quimotipo
timol/carvacrol/p-cimeno/y-terpineno (T/C/pC/yT), com maximos de 14,2%, 22,6%, 27,4% e
30,6%, respectivamente. Quatro quimiotipos foram identificados na subespécie T. silvestris
var. conglomeratus, e trés quimiotipos na subespécie T. pulegioides var. pulegioides (Loziene,

K. et al.,2003).

Uma comparag@o dos genotipos de Pistacia lentiscus mediterranea foi realizada por
analise RAPD, quimica e morfologica. A analise morfologica indicou alto polimorfismo, sem
relagdo com a origem geografica. A analise de conglomerados dos resultados de CG-EM dos
extratos de folhas com MTBE, dividiram as amostras em dois grupos principais de acordo
com o contetdo relativo das substancias maioritarias. O dendrograma baseado na andlise
RAPD gerou dois conglomerados principais de acordo com a origem geografica. Baixa
correlagdo foi encontrada entre as matrizes genética e de composicdo do OE. As plantas
estudadas foram cultivadas nas mesmas condig¢Oes climaticas e ambientais (Barazani et al.,

2003).
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A influéncia de fatores ambientais sobre o polimorfismo quimico dos 6leos essenciais
de Lychnophora ericoides foi estudada em duas populag¢des da planta no Cerrado brasileiro.
Folhas foram coletadas em intervalos de 2 meses durante um ano e analisadas por CG-EM e
AHC. Dois grupos de 6leos essenciais foram distinguidos em relagdo com o local de coleta e
constitui¢do, sendo estes: Conglomerado I: correspondentes ao local Viandpolis, alta
percentagem de a-bisabolol (45-76%) e a-cadinol (11-24%). Conglomerado II:
correspondente ao local Cristalina, com alto contetido de (E)-nerolidol (31-47%) e ar-diidro-
turmerona (5-15%). A quimiovaria¢do encontrada parece dever-se a fatores ambientais e a

caracteristicas do solo (Curado et al., 2006).

1.5 Atividade antioxidante de 6leos essenciais

Os antioxidantes sdo substancias que, presentes em baixas concentragdes, comparadas
com o substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidagdo do substrato. Os
radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos para propagar a rea¢cdo em cadeia,
sendo neutralizados pela reacdo com outro radical, formando produtos estaveis ou podem ser
reciclados por outro antioxidante (Sousa et al., 2007). Os principais mecanismos de agdo das
substancias antioxidantes incluem captadores de radicais e supressores de estados excitados,
sistemas cataliticos que neutralizam ou eliminam as espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN), e a ligacdo de ions metélicos a proteinas, fazendo-os

indisponiveis para produzir espécies oxidantes.

Na industria alimenticia a oxidagdo lipidica ¢ inibida por seqiiestradores de radicais
livres. As substancias mais utilizadas nessa fun¢do sdo: hidroxianisol butilado (BHA),

hidroxitolueno butilado (BHT), terc-butil-hidroxiquinona (TBHQ), trihidroxibutilfenona
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(THBP) e galato de propilo (GP). Estudos recentes sugerem a possibilidade de que estas

substancias apresentem efeitos toxicos (Soares, 2002).

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas, sendo um deles o método de oxidagdo térmica (Almeida-Doria e
D’Arce, 2000); um dos métodos mais utilizados é a avaliacdao da atividade sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-picril-hidrazila (DPPH) de cor puarpura que absorve radiacio
eletromagnética a 515 nm (Sousa, 2005). Por acdo de um antioxidante (AH) ou de uma
espécie radicalar (R), o DPPH' ¢ reduzido gerando difenil-picril-hidrazina, de cor amarela
com diminui¢do proporcional da absorbancia. A partir das medidas de absorbancia obtidas
pode ser determinada a atividade antioxidante ou seqiiestradora de radicais livres como
percentagem de DPPH' remanescente no meio reagente (Sanchez-Moreno, 1998). A
percentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH consumida
pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a
concentragdo inicial de DPPH em 50% ¢ denominada concentragdo eficiente (CEsp) também
chamada como concentragdo inibitoria (Clsp). Quanto maior o consumo de DPPH por uma

amostra, menor sera a CEsda substancia e maior sua atividade antioxidante.

Sacchetti et al (2005), avaliaram a atividade antioxidante, antiradicalar e biocida de
onze Oleos essenciais, usando os métodos do f-caroteno, DPPH e luminol-
quimioluminiscéncia para determinar a atividade antioxidante obtendo resultados consistentes
entre os métodos usados. O método do DPPH foi usado também na avaliagao da atividade
antioxidante do 6leo essencial Lippia berlandieri (Rocha-Guzman et al., 2007) e de Ocotea

quixos (Lam.) (Laureaceaec) do Equador (Bruni et al., 2004). Besco et al. (2007),
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determinaram a capacidade antioxidante integral (IAC) de produtos de baobd por

fotoquimioluminiscéncia.

1.6 Atividade bioldgica de 6leos essenciais

A atividade biologica pode ser definida como a capacidade de uma substancia ou
mistura de substancias para alterar uma ou mais fungdes quimicas ou fisiolégicas de uma
célula. Essa capacidade esta relacionada com a natureza fisica da substancia, a composi¢ao
quimica e concentragdo, ¢ com a duracdo da exposicdo da célula a substancia. Existem varios
testes para avaliar a atividade bioldgica dependendo do objetivo. Os organismos alvo para
testes de atividade bioldgica, podem ser classificados em 6 grupos principais (Hosttettman et

al., 2003):

a) organismos inferiores: microorganismos (bactérias, fungos)
b) invertebrados: insetos, crustaceos, moluscos.

c) sistemas sub-celulares: enzimas, receptores.

d) culturas de células de origem vegetal ou animal

e) orgdos isolados de humanos

f) animais vivos

No caso dos 6leos essenciais, as atividades antibacteriana e antifingica sao estudadas
na procura de substincias que possam ser utilizadas como desinfetantes, na induastria de
alimentos ¢ como medicamentos, entre outras aplicagdes. O esquema de trabalho ¢

relativamente simples. O extrato ou substancia ¢ colocado em contato com o agente patdogeno
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e apos um periodo de incubagdo, ¢ observada a inibi¢do do crescimento ou morte de esporos

no caso de fungos (Hosttettman et al., 2003).

1.6.1 Métodos de analise de atividade antimicrobiana

Os métodos para andlise de atividade antimicrobiana sdo classificados em trés tipos

(Valgas et al., 2007):

1.6.1.1 Métodos de difusdo em agar

Nestes métodos o indculo bacteriano € colocado em agar e o 6leo essencial é colocado
em pogos no agar ou em discos de papel de filtro que s@o postos em contato com o inoculo.

Depois da incubagdo os resultados sdao obtidos como didmetros dos halos de inibigao.

1.6.1.2 Métodos Bioautograficos

Existem dois métodos, o direto e o indireto, nos quais o 6leo essencial é submetido a
uma cromatografia em camada delgada (CCD) e depois a placa ¢ colocada sobre o inéculo.
Com esta metodologia se determina o halo de inibi¢do que corresponde as substincias

separadas na CCD.

1.6.1.3 Métodos de Diluicéo

Neste método ¢ determinada a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), usando

diferentes dilui¢des do 6leo essencial em DMSO que sdo distribuidas em placas de 96 pogos,
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sendo cada pog¢o utilizado inoculado com a suspensdo bacteriana a avaliar. Apods da
inoculacdo, se determina a menor concentracao do 6leo que inibe o crescimento bacteriano,

correspondendo a CIM, sendo esta expressa em mg/mL (Valgas et al., 2007).

1.6.2 Estudos de atividade antimicrobiana de 0leos essenciais de plantas do género

Lippia na América Latina

Diferentes estudos de atividade antimicrobiana t€ém sido feitos em 6leos essenciais de
plantas do género Lippia. Em um estudo no Brasil, o 6leo de L. origanoides tipo carvacrol
apresentou maior atividade que o antibidtico Amphotericina B contra os fungos Candida
albicans Sorotipo B ATCC 36802, Candida albicans, Candida guilliermondii, Candida
parapsilosis, e maior atividade que o antibidtico Vancomicina contra as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus MRSA (BMB9393),

Lactobacillus casei ATTC 4646 e Streptococcus mutans ATCC 25175 (Oliveira et al., 2007).

L. alba f. Intermedia e L. alba apresentaram atividade antimicrobiana contra diferentes
bactérias e fungos pelo método de difusdo em agar (Oliveira et al., 2006). O 6leo de L. alba f.
Intermedia apresentou maior atividade que amphotericina contra of fungos Candida albicans
Sorotipo B ATCC 36802, Candida guilliermondii, Trichophytum rubrum T544, ¢ que
vancomicina contra as bactérias Staphylococcus aureus MRSA (BMB9393), Lactobacillus
casei ATTC 4646 ¢ Streptococcus mutans ATCC 25175, O oleo de L. alba apresentou maior
atividade que os antibidticos contra os fungos Candida albicans Sorotipo B ATCC 36802,
Candida albicans, Candida guilliermondii, Trichophytum rubrum T544, e que vancomicina
contra as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Lactobacillus casei ATTC 4646 ¢

Streptococcus mutans ATCC 25175, Outro quimiotipo de L. alba tinha apresentado
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previamente atividade contra C. albicans, com uma CIM de 0,6 mg/mL, sendo que o 6leo
apresentou um rendimento de 0,1% e linalol como componente principal (76,30%) seguido

por cineol (2,34%) (Duarte et al., 2005).

Em um estudo recente, o 6leo essencial de L. sidoides apresentou timol (56,67%) e
carvacrol (16,73%) como componentes principais, seguidos por p-cimeno (7,13%), timol
metil éter (5,06%) e aromadendreno (2,79%). O método de difusdo do disco foi utilizado para
avaliar a atividade antimicrobiana, mostrando 10 pLL de uma solugdo de 217,5 mg/L inibi¢ao
do crescimento para Streptococus mutans (d.i. 18,7 mm contra 20,0 mm de vancomicina),
Streptococcus mitis (d.i. 10,0 mm contra 17,0 mm de vancomicina), Streptococcus salivarius
(d.i. 8,5 mm contra 22,7 mm de vancomicina), Streptococcus sanguis (d.i. 12 mm contra 16
mm de vancomicina) e Candida albicans (34 mm contra 27,2 mm de cetoconazole) (Botelho
et al., 2007a). Essa atividade contra microorganismos orais foi confirmada pela prevengdo do
gel de L. sidoides (0,5% volume/masa) contra a sor¢do do osso alveolar em periodontite
experimental em ratos (Botelho et al., 2007b). E interessante mencionar que uma amostra do
6leo essencial de L. sidoides com timol (59,65%) e (E)-cariofileno (10,60%) como
componentes principais também apresentou atividade antihelmintica contra o nematdide
Haemochus contortus em testes com ratos (Camurga-Vasconcelos et al., 2007). O o6leo
essencial de L. sidoides de Ceara apresentou atividade larvicida contra Aedes aegypti

(Carvalho et al., 2003).

Existe relagdo entre a composi¢do quimica e a atividade antimicrobiana dos Oleos
essenciais. Oleos essenciais como os de L. origanoides, L. graveolens, L. sidoides e L.
multiflora apresentam contetidos elevados de timol ou carvacrol, substancias que tém

mostrado alta atividade antimicrobiana quando sdo testados individualmente Oliveira et al.,
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2007; Salgueiro et al., 2003; Bassole et al, 2003; Botelho et al, 2007). Oleos essenciais de
espécies que apresentam citral (neral e geranial), como L. alba e L. citriodora também tém

apresentado alta atividade antimicrobiana (Oliveira et al., 2006; Argyropoulou et al., 2007).

48



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de oito plantas nativas da Guatemala:
Lippia graveolens, Lippia chiapasensis, Lippia myriocephala, Lippia substrigosa, Lippia
controversa, Lippia cardiostegia, Phyla dulcis e Litsea guatemalensis, que tém potencial para

a producao de o6leo essencial.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Determinar a composi¢do dos oOleos essenciais das oito plantas de estudo: Lippia
graveolens, Lippia chiapasensis, Lippia myriocephala, Lippia substrigosa, Lippia
controversa, Lippia cardiostegia, Phyla dulcis e Litsea guatemalensis, por cromatografia em

fase gasosa com detetores de ionizagdo de chama e de massas.

2.2.2 Avaliar a aplicabilidade da Microextracdo em Fase Soélida para a discriminagdo dos

quimiotipos de Lippia graveolens.

2.2.3 Avaliar o polimorfismo dos 6leos essenciais de Lippia graveolens por meio das técnicas
estatisticas multivariadas Analise de Componentes Principais e Analise Hierarquica de

Conglomerados.

2.2.4 Determinar a composigdo do 6leo essencial para Lippia graveolens, Lippia chiapasensis

e Phyla dulcis, em diferentes meses do ano.
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2.2.5 Determinar a atividade antioxidante e biologica dos dleos essenciais promissores por

apresentarem substancias com potencial antioxidante e antimicrobiano.
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3. METODOLOGIA

3.1. Coleta de material vegetal e preparacao das amostras

Folhas das plantas foram coletadas em diferentes datas no periodo 2004-2008. Os
espécimens foram classificados pelo Bidlogo Max Mérida e depositadas no Herbario da
Faculdade de Ciéncias Quimicas e Farmacia da Universidade de San Carlos da Guatemala (o
codigo de herbario para L. graveolens se apresenta na Tabela 4 e para as outras plantas na

parte da discussao de cada uma).

Quanto a Lippia graveolens, inicialmente foram realizadas analises com amostras de
0leo essencial fornecidas pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia Agricola (ICTA) da
Guatemala. Os o6leos foram extraidos de material de L. graveolens de oito localidades,
cultivadas no campo experimental do ICTA em San Jeronimo, Baja Verapaz, e coletado em

junho de 2004 (periodo de chuvas). Na Tabela 1, se apresenta a informagao das localidades

onde foram coletadas as sementes usadas no cultivo da planta.

Tabela 1. Localiza¢ao geografica das populagdes de coleta das sementes de L. graveolens no

experimento realizado pelo ICTA.

No. Aldea Municipio Depto. Latitude Longitude | Altitude
(m)

1 | Magdalena San Agustin Ac. El Progreso | 14°55°08” 89°57°38”’ 265

2 | Paso de los Jalapas [ El Jicaro El Progreso | 14°54°13” | 89°57°44” 270

3 | El Subinal El Progreso El Progreso | 14°51°15”  [90°08°05” 440

4 [San José Teculutan Zacapa 14°59°12” 89°41°49” 222

5 | El Oreganal Teculutan Zacapa 15°00°38” 89°43°32” 300

6 | Casas de Pinto Rio Hondo Zacapa 15°01°25” 89°36°35” 180

7 | El Carrizal San Jacinto Chiquimula |14°37°18” | 89°28°58” 700

8 |LaTuna Ipala Chiquimula |14°33°43” | 89°34°52” 900
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Posteriormente como parte do desenvolvimento da tese, L. graveolens foi coletada nas
oito populagdes do experimento do ICTA e em uma nona populagdo localizada durante o
desenvolvimento do estudo, recebendo o nome de Km 93 % na Tabela 4. Os meses de coleta
entre Junho e Outubro correspondem ao periodo de chuvas, enquanto os meses de novembro e
dezembro correspondem ao periodo frio, sem chuvas. Nestas coletas, o material vegetal de
espécimens individuais foi secado e preparado separadamente. No caso das coletas realizadas
em julho de 2007 e em dezembro de 2007-janeiro de 2008, além das amostras de espécimens
individuais, foram preparadas também amostras compostas com propor¢des iguais dos
espécimens individuais coletados nas diferentes localidades. As amostras compostas foram
extraidas na Universidade de San Carlos da Guatemala, e analisadas por CG-DIC e CG-EM

no NPPN da UFRIJ.

Phyla dulcis foi coletada em uma populagdo no municipio de Barberena, departamento
de Santa Rosa e no Centro Experimental Docente de Agronomia, da Faculdade de Agronomia

da Universidade de San Carlos, Guatemala.

Litsea guatemalensis foi coletada no municipio de Parramos, departamento de

Chimaltenango ¢ em El Hato, departamento de Sacatepéquez em janeiro de 2006.

L. substrigosa foi coletada em novembro de 2004 e dezembro de 2005, em uma

populacdo localizada a 2200 m na regido do vulcdo Acatenango, a 60 km ao oeste da cidade

da Guatemala.
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Lippia chiapasensis foi coletada em dezembro de 2004, dezembro de 2005 e maio,
julho e outubro de 2006, em uma populagdo em Cuatro Caminos, departamento de

Totonicapan.

Lippia cardiostegia foi localizada em El Carrizal, San Jacinto, departamento de

Chiquimula a 900 m e coletada em dezembro de 2006.

Lippia controversa foi coletada em dezembro de 2006 no municipio de Barberena,

departamento de Santa Rosa a 1090 m.

Lippia myriocephala foi coletada em dezembro de 2006, em uma populagéo localizada

a 2200 m na regidao do vulcao Acatenango, a 60 km ao oeste da cidade da Guatemala.

O material vegetal coletado foi limpo de galhos e outros materiais alheios, secado a

temperatura ambiente e moido previamente a extracdo do dleo essencial.

3.2 Extracdo dos 0leos essenciais

3.2.1 Hidrodestilacao

Os Oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilagdo com aparelho tipo Clevenger

(Figura 8), na Faculdade de Ciéncias Quimicas e Farmacia da Universidade de San Carlos da

Guatemala, seguindo o seguinte procedimento:
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Entre 10 e 25 g de material vegetal foram pesados e colocados em um baldo de 1 L
contendo nucleos de ebuli¢dao. O baldo foi ligado ao aparelho Clevenger e as amostras foram
extraidas por aquecimento da mistura no baldo, sendo coletado o 6leo em pentano na coluna
de coleta do aparelho. A extragdo foi realizada por trés horas a partir da condensagdo de
primeira gota de destilado. Afinal, os 6leos essenciais foram recuperados em um frasco de 4
mL, sendo acrescentado Na,SO4 para secar a amostra. A solugdo pentanica do o6leo foi
transferida com uma micropipeta Pasteur a um recipiente apropriado previamente pesado em
balanga analitica e a amostra foi concentrada em rotaevaporador. O frasco com o o6leo
concentrado foi pesado em balanca analitica e por diferenga foi obtido o peso do 6leo
essencial. O rendimento expresso em g de 6leo/100 g de material vegetal, foi calculado

dividindo o peso do 6leo entre a massa de material vegetal extraido e multiplicando por 100,
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Figura 8. Aparelho de hidrodestilagao tipo Clevenger (Bandoni, 2003), utilizado na extragdo dos 6leos
essenciais.
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3.2.2 Extragéo-destilagéo simultaneas

Um sistema de extragdo-destilagdo tipo Likens-Nickerson modificado (Figura 9) foi
utilizado para testar variagdes na composi¢do do o6leo essencial de Lippia graveolens, em
relacdo com a composicdo obtida da hidrodestilagdo, visto que tém-se referéncias que
oxidacdes ocorrem no processo de hidrodestilagdo, alterando a composicao do 6leo essencial
em relacdo ao que se encontra na planta. Apos realizar vérias extragdes, ndo foram
encontradas diferengas importantes na composi¢do dos 6leos extraidos por hidrodestilacao e
destilagdo-extragio simultaneas. E possivel que devido a elevada propor¢io de timol ou
carvacrol na maioria dos 6leos de L. graveolens, a variagdo na composi¢do de substancias ndo
oxigenadas ndo seja perceptivel para esse 6leo. Cromatogramas de 6leo essencial da mesma
amostra (L. graveolens de Casas de Pinto) extraido por ambos métodos, sdo apresentados nas

Figuras 28 e 29 nos anexos.
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Figura 9. Aparelho de extragao-destilagdo tipo Likens-Nickerson modificado (Seidel e Lindner, 1993).
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Para realizar o processo de extragdo do 6leo essencial com um solvente de densidade
inferior a da dgua, o material vegetal ¢ pesado e colocado no baldo A levemente umedecido.
O solvente extrator ¢ colocado no baldao B, até a metade. O tubo de comunicagdo em U entre
as colunas ¢ enchido com agua até o nivel inferior da unido com o tubo que vai para a coluna
do baldo B. O tubo em U ¢ enchido com o solvente extrator até que o solvente comega a
passar para o baldao B. O gerador de vapor de agua conectado ao baldo A ¢ ligado ¢ o baldo B

¢ aquecido com banho de agua a temperatura de 50 ou 60°C dependendo do solvente extrator.

Quando a agua e o solvente ascendem a coluna, se inicia o processo de extragao-
destilagdo. Durante o processo, o 6leo essencial ¢ dissolvido no solvente que se encontra na
parte superior do tubo em U e é conduzido ao baldo B, onde ¢ acumulado dissolvido durante o
processo de extragdo. A extragdo acaba quando o nivel da d4gua acumulada no baldo A chega

a metade do baldo. O baldo B ¢é separado ¢ o solvente é evaporado em evaporador rotatério.

3.3 Analise dos 6leos essenciais por CG-EM

A andlise dos Oleos essenciais por CG-EM foi realizada no NPPN da UFRJ, em
triplicata, utilizando-se um cromatdgrafo Shimadzu GCMS-QP5000 com detetor de massas
nas seguintes condic¢des: coluna HPS (5% fenilmetilsilicone) de 30m x 0,2 mm, 0,25 um.
Programa de temperatura de 60° - 240°C a 3°C/min e isoterma a 240°C durante 7 min. Injetor
a 260°C e interface a 200 °C. Condigdes do EM: clectroionizagdo 70eV, varredura de 40 a
700 uma. A identificacdo dos componentes dos dleos essenciais foi feita utilizando-se seus
espectros de massas e por comparagdo dos indices de retengdo das substancias com indices de

retencdo da literatura (Adams, 2001) e com os obtidos da injecdo de padrdes puros (Sigma-
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Aldrich). Os indices de retengao foram calculados segundo a equacdo (Radler e Nunes,

2003):

[=100z + 100 [(tri — tr2)/(trz+1 — tr7)]

Onde:
I = Indice de retencéo
Z = nimero de atomos de carbono do padrdo com tempo de retengdo menor que a
substancia i de interesse.

Z + 1 = ntimero de 4tomos de carbono do padrdo com tempo de retencdo maior que a
substancia i de interesse.

3.4 Analise dos 0leos essenciais por CG-DIC

Quantificacdo por CG-DIC: A andlise quantitativa dos oleos essenciais foi realizada
no NPPN da UFRJ, utilizando um cromatografo Varian Star 3400 CX, equipado com o
mesmo tipo de coluna e programa de temperatura utilizados na analise por CG-EM. As
percentagens de area dos componentes do oOleo foram calculados pelo método de

normalizacdo da area a partir das areas integradas dos picos de cada componente.

As analises quantitativas dos 6leos essenciais de todas as plantas foram realizadas em
triplicata, com excep¢ao das amostras de 6leo de L. graveolens coletadas em dezembro de
2007-janeiro de 2008, que foram utilizadas na avaliagdo de polimorfismo por analise
multivariada, as quais foram analisadas em duplicata. A média das areas das trés o duas

determinagdes € apresentada nas tabelas correspondentes nos resultados.
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3.5 Andlise das substancias volateis de L. graveolens por MEFS e CG-EM

O material proveniente de folhas secas e moidas de cada espécime de L. graveolens
coletada em Julho de 2007, foi preparado e analisado separadamente. Uma amostra composta
foi preparada com proporgdes iguais de cada individuo, para cada populacao da planta. 60 mg
de folhas secas ¢ moidas foram colocados em um recipiente de 4,0 mL o qual foi fechado
herméticamente com tampa especial de teflon. A amostra foi equilibrada a 80°C por 5 min e
submetida a extragdo do “headspace” por 15 min utilizando uma fibra de PDMS nos
primeiros experimentos € de DVB/Carboxen/PDMS nas andlises a serem submetidas a analise
multivariada. Logo a fibra foi desorvida por 10 min a 260°C no injetor do CG-EM com as
mesmas condigdes que utilizadas na analise de 6leos essenciais por CG-EM. As substancias
foram identificadas por seus indices de reten¢do comparados com os publicados na literatura e
com os obtidos da injecdo de padrdes, ¢ pela comparagdo com os espectros de massas da
biblioteca do espectrometro de massas. A quantificagdo foi realizada a partir de injegdes em

triplicata, utilizando o método de normalizacdo da area.

3.6 Analise multivariada dos quimiotipos dos 0leos essenciais e substancias volateis de L.

graveolens extraidas por MEFS

Os resultados cromatograficos de dois grupos de oleos essenciais ¢ um de fragdes
volateis extraidas por MEFS de L. graveolens foram submetidos a Analise de Componentes
Principais (ACP) e Analise Hierarquica de Conglomerados (AHC), para o qual foi utilizado o
programa XLSTAT 2008 (Addinsoft). Os grupos de dados submetidos a analise multivariada
correspondem aos resultados da analise de oleos essenciais e das fragdes volateis das amostras

de L. graveolens coletadas em julho de 2007 (periodo de chuvas), obtidos por CG-EM,
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utilizando os dados de area média calculada a partir de injecdes em triplicata dos Oleos
essenciais ¢ das fragdes volateis das amostras por MEFS. O terceiro grupo de resultados
submetido a anélise multivariada corresponde aos resultados da analise dos 6leos essenciais
das amostras de L. graveolens coletadas em dezembro de 2007- janeiro de 2008 (periodo frio,
sem chuvas), obtidos por CG-DIC, utilizando os dados de area percentual média calculada a

partir de inje¢des em duplicata dos 6leos essenciais.

3.6.1 Analise de Componentes Principais (ACP)

Resultados da analise por CG-DIC de 51 6leos essenciais de amostras de L. graveolens
coletadas no inicio de 2008 foram submetidas a ACP. Inicialmente a ACP foi realizada com
65 variaveis correspondendo a 65 substancias quantificadas por CG-DIC. Posteriormente
foram descartadas sucessivamente variaveis que apresentavam valores zero em muitas
amostras e outras variaveis que contribuiam pouco na constru¢do dos componentes principais
obtidos da andlise. Finalmente, oito variaveis foram selecionadas para realizar a ACP para
todos os grupos de amostras analisados por esta técnica, sendo estas: p-cimeno, hidrato de cis-

sabineno, linalol, terpinen-4-ol, timol, carvacrol, (E)-cariofileno ¢ 6xido de cariofileno.

O arranjo matricial consistiu de N linhas (dependendo do nimero de amostras
analisadas por grupo) e 8 colunas (variaveis ou substancias selecionadas). Para realizar a
ACP se utilizou a matriz de correlagdes de Pearson obtendo graficos para os dos primeiros

componentes principais, para amostras e variaveis.
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3.6.2 Analise Hierarquica de Conglomerados (AHC)

A AHC foi realizada para trés grupos de resultados de analise de amostras de 6leos
essenciais e fracdo volatil de L. graveolens, utilizando as matrizes de N amostras ¢ todas as
variaveis e de N amostras e as oito variaveis definidas na analise de ACP. O coeficente de
disimilaridade utilizado foi a distancia euclidiana e para realizar o agrupamento foi utilizado o
método pela associacdo média (em inglés “unweighted pair-group average linkage”). Foi
escolhida a op¢do de truncamento automatico para definir os conglomerados. Um

dendrograma foi obtido para cada grupo de amostras analisadas.

3.7 Analise da atividade antioxidante de 6leos essenciais

Amostras de 6leos essenciais de L. subtrigosa, L. guatemalensis, L. chiapasensis, P.
dulcis e dos trés quimiotipos de L. graveolens foram submetidas ao teste de atividade
antioxidante do radical livre 2,2-difenil-picril-hidrazila (DPPH), no NPPN da UFRJ, segundo

procedimento de Choi et al. (2000) e Sacchetti et al. (2005).

Uma aliquota de 6leo essencial de 10 pl foi misturada com 1,350 mL de solucao
tampao Tris-HCI 150 mM (pH 7,4), 65 pL de etanol e 75 pL de solugdo de Tween 20 (Sigma-
Aldrich) 0,5% (v/v). Logo 1,5 mL de solugdo de DPPH (sigma-Aldrich) foram acrescentados
a mistura ¢ esta agitada em um agitador tipo “vortex”. As amostras foram colocadas na
escuridade e foram medidas na regido visivel em um espectrofotdmetro a 517 nm ap6s 70 min
de reacdo. Uma amostra controle foi preparada utilizando um volume de 4gua igual ao
utilizado de o6leos essenciais. BHT e BHA foram utilizados como referéncias. No caso dos

6leos de L. graveolens, os volumes de 6leo utilizados foram de 15 pL para o quimiotipo misto
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e 1,5 uL para os quimiotipos carvacrol e timol e diminuindo ou acrescentando um volume de

etanol para compensar a diferenga com os 10 pL utilizados com outros 6leos.

A atividade antioxidante (ou de extingdo do radical DPPH) foi expressa como inibi¢ao

percentual por meio da equacao:

Ip = [(As-Aa)/Ag] x 100,

Onde:

Ip = inibi¢do porcentual.

Ap e A sdo as absorbancias da amostra branco e o 6leo essencial respectivamente, obtidas

apods 70 min de reagdo.

3.8 Analise da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os testes antimicrobianos dos Oleos essenciais foram realizados no Instituto de
Microbiologia Professor Paulo de Goés da UFRJ. Testes de difusdo foram feitos com
amostras do 6leo essencial de cinco das oito espécies estudadas na tese. Visto que o 6leo
essencial de L. graveolens apresentou a maior atividade entre as espécies, oleos dos trés
quimiotipos desta planta foram analisados por bioautografia, sendo determinada também a

concentragdo inibitoéria minima (CIM) para S. aureus.

3.8.1 Microrganismos

Bactéria Gram positiva - Staphylococcus aureus MRSA (BMB9393), isolado clinico do

Hospital Clementino Fraga Filho, UFRJ.
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Bactéria Gram negativa - Escherichia coli, isolado clinico do Hospital Clementino Fraga
Filho, UFRJ.

Levedura - Candida albicans Sorotipo B ATCC 36802,

3.8.2 Condicdes de cultivo

A bactéria — S. aureus MRSA ¢ E. Coli foram cultivadas em meio infusdo de cérebro e
coragdo bovinos Agar (BHIA), a 37°C por 24 h.
A levedura — C. albicans foi cultivada em meio Sabouraud Agar, a temperatura

ambiente por 24 a 48 h.

3.8.3 Técnica de difusdo em agar

A atividade antimicrobiana do o6leo essenciais de Lippia chiapasensis, Litsea
guatemalensis, Phyla dulcis, Lippia substrigosa ¢ de oito amostras de L. graveolens foi
determinada por meio da Técnica de Difusdo em Agar (Hili, Evans & Veness, 1997), que
consiste em adicionar (10uL) da amostra diretamente na superficie do meio de cultura
previamente inoculado com o microrganismo teste de modo confluente com o auxilio de
“swab” estéril. Apoés o periodo de incubag¢do os halos correspondentes a inibi¢do do

crescimento microbiano foram medidos e registrados.

3.8.4 Determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A determinagdo da CIM dos trés quimiotipos dos 6leos essenciais de L. graveolens e

do padrdo terpinen-4-ol (Sigma) e do padrdo terpinen-4-ol, foi realizada com base na
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metodologia padrao internacional do CLSI/NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards) descrita para Staphylococcus aureus (CLSI/NCCLS Norma M38-A).
Ciprofloxacina foi utilizada como padrdo antimicrobiano controle em concentracdo de 0,2

ug/mL.

Para a observacao da CIM dos 6leos essenciais sobre os microrganismos, foram feitas
dilui¢des seriadas dos dleos essenciais e das substancias padrdo em meio de cultivo Mueller

Hinton.

A bactéria foi crescida em BHIA por 24 horas a 37°C. O inoculo inicial foi obtido
através de suspensdo em agua para determinar a densidade optica de 0,8 — 0,1 em 625nm
(1x10°UFC). Foram feitas dilui¢des do inoculo inicial (1:20 de meio) para obtencdo do
inoculo final de 5x10° UFC/mL Foi adicionado em cada pogo 10uL do inoculo em um
volume final de 110ul de meio adicionado com 6leo em suas respectivas dilui¢des, obtendo-

se uma suspensio de 5x10° UFC/ml.

A CIM foi determinada, apos incubagao, visualmente pela turvagdo e pela adi¢do de

Resazurina (0,005% em PBS pH 7,2).

3.8.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Bioautografia

Trés amostras correspondentes aos trés quimiotipos de L. graveolens foram testadas,
aplicando 10 e 1uL sobre placas de gel de silica (G60) de tamanho 10x20 cm em duplicata, e
realizando a cromatografia em camada delgada em sistema-solvente (cloroférmio e tolueno

em proporcoes de 75:25). A separacdo dos componentes do oleo essencial foi visualizada
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através da exposi¢ao a luz ultravioleta e da utilizagao do revelador anisaldeido/H,SO4 (85 ml
de metanol, 10 mL de acido acético, 5 mL de acido sulftrico, 0,5 mL de anisaldeido). A outra
placa de CCD, ndo revelada, foi colocada dentro de uma placa de Petri onde foi adicionado
meio de cultura, especifico para cada microrganismo previamente inoculado. As placas foram

incubadas de acordo com a exigéncia de cada microrganismo.

Apds incubacdo foram observados os halos de inibi¢do do crescimento em
determinadas regides da placa de silica, utilizando MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio Smg/ml em PBS pH 7,2) que permitiu localizar a (s) banda

(s) com atividade antimicrobiana quando comparada com a placa revelada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao e rendimento dos 6leos essenciais

4.1.1 Anélise do 6leo essencial de L. graveolens

O oleo essencial de L. graveolens foi avaliado em diferentes experimentos,
procurando-se obter informagdes sobre variabilidade no rendimento e na composicao entre as

regides geograficas de estudo, assim como a distribuicdo dos quimiotipos nas populacdes.

4.1.1.1 Oleos essenciais de cultivos de L. graveolens

A Tabela 3 mostra os resultados das andlises da composi¢do do 6leo essencial de L.
graveolens de um campo de cultivo do Instituto de Ciéncia e Tecnologia Agricola (ICTA) da
Guatemala, localizado em San Jer6onimo, Baja Verapaz. Cromatogramas tipicos dos trés
quimiotipos sdo mostrados nas Figuras 29, 30 e 31 em Anexos, correspondenstes as amostras
SJ3, SJ5 e SJ7. As amostras de 6leo essencial foram obtidas partindo do cultivo da planta em
um campo localizado em San Jerénimo, departamento de Baja Verapaz, originadas de
sementes coletadas em populagdes previamente identificadas (Fischer et al., 1997) e novas
populagdes localizadas como parte de um projeto de pesquisa, nos departamentos de El
Progreso, Zacapa e Chiquimula. A coleta de sementes foi realizada em novembro e dezembro
de 2002, correspondendo aos meses de producdo da semente. San Jeronimo se localiza
geograficamente na posi¢do 15°03°40” N e 90°15°00” O, a uma altitude de 1000 m, com
precipitagdo média anual de 952,75 mm, temperatura média anual de 21,42 °C e umidade
relativa média anual de 76% (Orellana, 2004). A Tabela 1 mostra os locais de coleta das

sementes. O 6leo essencial dos cultivos foi obtido de uma coleta realizada em junho de 2004,
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correspondendo a terceira safra do experimento. Além das amostras de sementes cultivadas

na Guatemala, foi cultivado também L. graveolens nativo do México.

Os rendimentos dos dleos essenciais sdo mostrados na Tabela 2. Pode se observar que
o cultivo de L. graveolens correspondente a sementes de El Oreganal, apresentou o maior
rendimento (3,46%) seguido pelos cultivos correspondentes a sementes de Casas de Pinto
(3,22%) e San José (3,01%), lugares localizados no departamento de Zacapa, na parte central
da area geografica onde foi feita a coleta de sementes. O material que apresentou o menor
rendimento foi o correspondente a El Subinal (1,69%), localizado a oeste da area de coleta de
sementes ¢ a uma altitude intermediaria entre os sitios da coleta. Os rendimentos de todas as
procedéncias sdo elevados, indicando que a planta possui potencial para cultivo e produgdo do
6leo essencial desde o ponto de vista do rendimento. No estudo de Fischer et al. (1997),
rendimentos entre 1,24% (El Subinal) e 3,56% (Agua Caliente) foram encontrados. Nesse
estudo a amostra de El Oreganal apresentou rendimento de 3,35%, similar ao rendimento
encontrado no presente estudo para o cultivo a partir de sementes dessa localidade (3,46%).
Isto indica que a regido de origem das sementes ¢ importante para o rendimento de 6leo
essencial de L. graveolens.

Tabela 2. Rendimentos da extragdo do dleo essencial de L. graveolens cultivado em San
Jerénimo pelo ICTA e codificacdo das amostras relacionada aos cromatogramas.

Codigo | Localidade de origem Rendimento (%)
SJ1 Magdalena, El Progreso 2,79
SJ2 Paso de los Jalapas, El Progreso 2,54
SJ3 El Subinal, El Progreso 1,69
SJ4 San Jos€, Zacapa 3,01
SJS El Oreganal, Zacapa 3,46
SJ6 Casas de Pinto, Zacapa 3,22
SJ7 El Carrizal, Chiquimula 2,60
SJ8 La Tuna, Chiquimula 2,16
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Quanto a composigdo dos 6leos essenciais de L. graveolens do cultivo do ICTA, pode
se observar que seis amostras apresentaram timol como componente majoritario (SJ1, SJ2,
SJ4, SJ5, SJ6, SJ8) em concentragdes entre 67,6% e 90,2%, correspondentes as procedéncias
de Paso de los Jalapas e El Oreganal (cromatograma/Figura 31 em Anexos), respectivamente.
Esses dleos correspondem ao quimiotipo timol descrito previamente (Fischer et al., 1997).
Uma amostra controle, SJ9, que corresponde a plantas cultivadas a partir de sementes obtidas
no México, também correspondeu ao quimiotipo timol. A amostra SJ3, de El Subinal,
correspondeu ao quimiotipo misto, ndo apresentando nenhum componente em percentagem
superior a 15%), apresentando hidrato de cis-sabineno (10,1) e (E)-cariofileno (8,9%) como as
substancias com maior percentagem no o6leo essencial (cromatograma/Figura 30 em Anexos).
O quimiotipo misto ja tinha sido descrito por Fischer et al. (1997) para a populag¢do de El
Subinal, com cariofileno (8,7%), terpinen-4-ol (7,3%) e timol (6,8%) como os componentes
em maior percentagem. A amostra SJ7 correspondeu ao quimiotipo carvacrol (El Carrizal)
com carvacrol em percentagem de 65,5%, p-cimeno em 8,5%, timol em 7,1% e o precursor de
ambos, o y-terpineno em 6,2% (cromatograma em Figura 32 em Anexos). No estudo de
Fischer, o quimiotipo carvacrol (San Jacinto) apresentou carvacrol (45,2%) e timol também
em percentagem importante (19,9%). E importante mencionar que uma planta nativa do
Brasil, similar a L. graveolens e conhecida também como orégano, Lippia origanoides,
apresentou um rendimento de 6leo essencial de 1,0% e carvacrol (38,6%), timol (18,5%) e p-

cimeno (10,3%) como os componentes principais (Oliveira et al., 2007).
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Tabela 3. Composi¢do média dos oleos essenciais de L. graveolens de diferentes procedéncias
cultivado em San Jerénimo, Baja Verapaz, e coletadas em junho de 2004. Resultados em %
de Area.

Cadigo SJ1 SJ2 SJ3 SJ4  SJ5 SJ6  SJ7 SJ8 SJ9
Substancia IR IR Lit Magdalena Paso  El Subinal San El Casas El La México Média
calc Jalapas José Oreganal Pinto Carrizal Tuna
o-tujeno 925 930 0,2 0,2 06 02 01 01 03 01 02 02
a-pineno 933 939 0,1 03 05 0,1 0,1 0,1
canfeno 949 954 05 - 0,1
sabineno 972 975 0,1 04 01 01 - - 01
B-pineno 977 979 02 - 01 01
B-mirceno 990 991 14 1,4 33 13 0,6 1,2 1,4 0,8 15 14
5-2-careno 1004 1002 0,1 02 - (o) R—
a-felandreno 1006 1003 0,2 28 0,1 01 01 0,1 0,1 04
a-terpineno 1016 1017 06 06 10 05 03 05 09 03 07 06
m-cimeno 1018 N.D.
p-cimeno 1023 1025 5,0 3,7 4,8 4.5 2,3 4,3 8,5 3,5 55 4,7
limoneno 1027 1029 0,3 0,5 1,7 03 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,5
p-felandreno 1028 1030 02 - -- 01 0,2 0,1
1.8-cineol 1031 1031 0,1 0,8 3,7 0,2 02 01 0,3 0,3 0,6
2)-B- 1034 1037 0,1 0,1 03 - -- 01 0,1 0,1
ocimeno
(E)-B- 1047 1050 0,1 0,1 0,2 0,1 -—-- -—-- -—-- 0,1 0,1
ocimeno
yterpineno 1057 1060 27 28 35 21 12 24 62 11 28 28
hidrato de 1069 1070 0,7 3,8 10,1 0,2 02 0,2 0,3 0,2 0,2 1,8
cis-
sabineno
terpinoleno 1086 1089 0,1 0,3 23 01 -- 01 0,1 0,3
linalol 1101 1097 09 37 78 05 01 04 08 09 04 17
Hidrato de 1103 1098 0,2
trans-
sabineno
(2)-B- 1141 1144 0,3 09 - - e e 01
terpineol
cis-para- 1155 1160 0,2 06 - 0,4 0,1
mentan-8-ol
NI 1156 N.D. 02 -
borneol 1170 1169 0,1 0,5 11 0,1 01 0,2 0,1 0,3 0,1 0,3
terpinen-4- 1180 1177 0,7 2,6 74 05 04 05 0,6 0,5 0,5 15
ol
p-cimen-g-ol 1185 1183 0,1 05 - e emee e 0,1
a-terpineol 1192 1189 0,1 0,4 16 - 0,1 0,2
cis-piperitol 1199 1196 03 -
metiltimileter 1231 1235 0,7 0,9 01 0,8 1,0 1,1 0,6 2,0 0,8 0,9
NI 1238 ND
NI 1287 ND 0,1 ---- 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
timol 1292 1290 81,8 67,6 3,7 833 90,2 82,0 71 738 822 635
carvacrol 1301 1299 0,2 0,3 1,6 1,0 0,3 2,9 65,5 9,4 0,2 9,1
iso-ascaridol 1304 1303 0,2
eugenol 1356 1359 0,1 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 0,1 04 - 0,1
(E)- 1418 1419 1,1 2,4 8,9 1,4 1,0 1,4 1,5 2,4 1,5 2,4
cariofileno
a-trans- 1432 1435 0,2 0,2 02 0,2 01 01 0,2 0,3 0,1 0,2
bergamoteno
o-cariofileno 1453 1455 07 15 51 09 06 08 10 15 09 15
germacreno 1480 1485 02 -
D
NI 1482 ND 0,2 0,3 19 01 01 01 1,3 0,1 0,1 0,5
selineno 1488 1490 0,4 19 - 0,2 0,3
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Caodigo SJ1 SJ2 SJ3 SJ4 SJ5 SJ6  SJ7 SJ8  SJ9

Substancia IR IR Lit Magdalena Paso El Subinal San El Casas El La México Média
calc Jalapas José Oreganal Pinto Carrizal Tuna

y-cadineno 1511 1514 0,3 0,3 05 0,2 02 03 0,4 0,4 0,1 0,3
s-cadineno 1519 1523 0,2 10 - 0,1
NI 1543 ND 03 - 0,1
E-nerolidol 1561 1563 0,7 - 0,1
espatulenol 1574 1578 0,1 0,2 04 - 0,1
oxido de 1580 1583 0,4 0,8 28 03 02 03 0,5 0,6 0,3 0,7
cariofileno

globulol 1584 1585 01 -
guaiol 1598 1601 0,2 0,5 19 01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3
epoxido 1604 1608 0,2 0,3 11 01 01 01 0,2 0,3 0,1 0,3
humuleno Il

y-eudesmol 1627 1632 04 -
t-cadinol 1636 1640 02 -
t-muurolol 1641 1642 0,1 05 02 0,1
NI 1645 ND 0,1 0,2 1,1 - 0,2
NI 1647 ND 04 -
NI 1648 ND 04 -
NI 1650 ND 03 -
NI 1652 ND 02 -
p-eudesmol 1653 1651 0,3 0,9 38 - 0,1 0,3 0,3 0,3 0,7
a-cadinol 1655 1654 0,3 18 - 0,1 0,3
NI 1658 ND 04 -
NI 1665 ND 02 -
NI 1677 ND 03 -
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencao na publicacao de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas

por CG-DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homdloga.
IR Lit: Indices de reten¢do publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.1.2 Oleos essenciais de espécimens individuais de L. graveolens de populagdes

silvestres.

A partir de dezembro de 2005 diferentes coletas de L. graveolens foram feitas com o
objetivo de analisar o 6leo essencial de individuos da planta, para avaliar os quimiotipos da
planta por populacdo. Espécimens de voucher, apds serem identificados pelo Bidlogo Max
Me¢érida, foram depositados no herbario da Faculdade de Ciéncias Quimicas e Farmacia, da
Universidade de San Carlos de Guatemala. Os cddigos sdo mostrados na Tabela 4. Uma
populacdo adicional as descritas pelo ICTA foi localizada no municipio de San Agustin, El
Progreso, no Km 93 % da rota Interamericana, a 5 km da popula¢ao de Magdalena.

Tabela 4. Codigos de espécimens de L. graveolens de diferentes populagdes silvestres

depositados no herbario da Faculdade de Ciéncias Quimicas e Farmécia da Universidade de
San Carlos da Guatemala.

Cddigo de herbario Lugar de coleta

42014 Ipala, Chiquimula

42015 El carrizal, Chiquimula

42016 El Oreganal, Zacapa

42017 El subinal,El Progreso

42018 Magdalena, San Agustin,El Progreso
42019 Casas de Pinto, Teculutan, Zacapa
42020 Km 93 2 El Progreso

42021 San Jose, Zacapa

42022 El paso de los Jalapas, El Progreso

4.1.1.2.1 Oleos essenciais de espécimens de L. graveolens coletados em dezembro de 2005

Em dezembro de 2005 foi realizada uma coleta de 14 espécimens de L. graveolens,
correspondentes a oito populagdes da planta. A populacdo de Paso de los Jalapas da Tabela 4
nao foi coletada em 2005. Na Tabela 5 sdo mostrados os rendimentos de extracdo ¢ a

composi¢do dos Oleos essenciais analisados qualitativamente por CG-DIC e CG-EM, e
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quantitativamente por CG-DIC. Todas as amostras apresentaram rendimentos de massa
maiores que 1%, rendimentos maiores que os obtidos no experimento de cultivo do ICTA. As
amostras O2 e O4 de El Oreganal apresentaram o menor (1,2%) e o maior rendimento (4,6%),
correspondendo aos quimiotipos misto e timol, respectivamente. Rendimentos superiores aos
observados por Fischer (1997) e Salgueiro (2003) foram observados (4,6% na amostra O4 de
El Oreganal e 4,2% na amostra CP3 de Casas de Pinto). Rendimentos similares ja foram
observados em um estudo recente para Lippia berlandieri (sinonimia de L. graveolens), com
un rendimento de 6leo essencial de 4,34% (Rocha-Guzman et al., 2007). Os autores indicam
que o conteido de dleo essencial em orégano ¢ de 0,1-3,0%, mas em alguns casos os

rendimentos podem ser maiores dependendo do tipo de planta, da fenologia e da morfologia.

E interessante observar que todos os 6leos que corresponderam ao quimiotipo misto
(M, S e O2), apresentaram rendimentos de extracdo menores que 2% entanto que os 0leos
correspondentes ao quimiotipo timol (K, O, O3, 04, CP2, CP3, SJ1, SJ2) com timol em
concentragdes de 41,1 a 74,7%, apresentaram rendimentos de 6leo essencial superior ao 3%.
Os o6leos essenciais correspondentes ao quimiotipo carvacrol (T, EC3 e EC1), com carvacrol
em percentagens entre 48,6 a 53,4%, apresentaram rendimentos intermedidrios entre 1,4 ¢
3,6%. Isto parece indicar que o quimiotipo do dleo essencial tem relagdo com o rendimento
de extracao de oleo essencial. Visto que algumas substancias dos 6leos essenciais apresentam
fungdes como aleloquimicos (Isman, 2000), a produgdo do 6leo essencial com rendimento e
quimiotipos definido poderiam ser uma resposta a uma certa condicdo ambiental. Por
exemplo, os Oleos essenciais de L. graveolens quimiotipo carvacrol foram encontrados nas
localidades de El Carrizal nesta coleta, e em El Carrizal ¢ La Tuna nas outras coletas em que a

planta foi coletada também em La Tuna. Estas localidades encontram-se no bioma ‘“chaparral

71



3

espinhoso”, biotopo “zarzal”, ao contrario das outras localidades que sdao encontradas no

biotopo “cactal”, como ¢ discutido na se¢do 4.1.1.3.

Quanto a composi¢do quimica dos 6leos essenciais desta coleta, além do timol e do
carvacrol em seus respectivos quimiotipos, o p-cimeno apresentou concentragdes importantes
em todas as amostras (10,0-22,9%). O p-cimeno foi 0 componente maioritario das amostras S,
M e O2 (quimiotipo misto), sendo muito diferente do observado no experimento do cultivo do
ICTA em que a o maior conteudo porcentual do p-cimeno foi de 8,5% na amostra de El

Carrizal (quimiotipo carvacrol).

E importante mencionar que, anteriormente a este estudo, ndo ha registro de analises
da composicao do o6leo essencial de espécimens individuais desta planta. Em estudos
anteriores (Fischer et al., 1997; Orellana et al., 2004) a composi¢do média era determinada a
partir de amostras compostas da mesma populacdo, relacionando-se o quimiotipo com a(s)
substancia(s) majoritaria(s) no 6leo essencial estudado. Na presente tese, na coleta feita em El
Oreganal em dezembro de 2005, foi encontrado um individuo pertencente ao quimiotipo
misto, em uma populagdo que previamente tinha sido classificada como correspondente ao
quimiotipo timol, por isso esperava-se que todos os individuos pertencessem ao quimiotipo

timol.
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Tabela 5. Composi¢ao média ¢ rendimento de extragao dos 6leos essenciais de amostras de plantas individuais de L. graveolens coletadas em

dezembro de 2005. Resultados em % de area.

Cadigo de LGR0601 LGR0602 LGR0603 LGR0604 LGR0605 LGR0606 LGR0607 LGR0608 LGR0609 LGR0610 LGR0613 LGR0611 LGR0612 LGR0614 Média
analise

Rendimento 2,1 31 1,39 1,82 2,4 3,6 3,2 1,2 3,8 4,6 3,4 4,2 3,7 3,3 3,0
(%) Magda. Km931/2 LaTuna ElSubinal El Carrizal El Carrizal ElOreganal ElOreganal ElOreganal ElOreganal C.Pinto  C.Pinto SanJosé San José
Substancia IR calc IR Lit M K T S EC3 EC1 O 02 03 04 CP2 CP3 SJ1 SJ2 Média
a-tujeno 925 930 0,7 0,3 0,4 0,8 0,5 0,6 0,2 25 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,5 0,6
o-pineno 933 939 0,5 0,3 0,2 0,7 0,2 0,2 0,1 1,8 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4
canfeno 949 954 1,4 0,3 0,3 11 0,1 0,1 m——- 2,0 0,1 0,1 0,1 m——- 0,1 0,1 0,4
sabineno 972 975 - 0,1 0,1 - 15 ---- 0,1
B-pineno 977 979 0,3 0,1 0,1 0,4 0,1 0,1 1,1 0,1 0,1 0,1 m——- ——- 0,2
B-mirceno 990 991 5,0 3,0 15 4,6 2,1 2,1 2,0 1,4 2,3 2,4 2,7 2,8 2,6 2,9 2,7
§-2-careno 1004 1002 ---- 0,1 0,1 0,1 0,1 - 0,1 ---
a-felandreno 1006 1003 1,2 0,4 0,1 4,4 0,1 0,1 0,1 ——— 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,5
o-terpineno 1016 1017 0,5 0,5 0,4 11 11 1,1 0,4 1,0 0,7 0,8 0,8 0,7 0,4 0,6 0,7
m-cimeno 1018 N.D. 0,3 0,1 0,2 ——— ——-- ———- ———-
p-cimeno 1023 1025 22,1 15,6 22,9 10,0 17,3 18,5 10,2 19,7 10,5 14,5 13,1 10,8 14,7 15,4 15,4
limoneno 1027 1029 3,1 1,0 0,3 2,8 0,3 0,3 0,3 2,0 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,9
p-felandreno 1028 1030 05 0.2 0.4 01 01 01 0,7 01 01 01 01 01 0,1 0,2
1.8-cineol 1031 1031 2,1 0,8 0,2 6,7 0,3 0,1 4,9 m——- m——- 11
2)-p- 1034 1037 0,2 ———- ——-- 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
ocimeno
(E)-B- 1047 1050 ---- 0,1 0,1 0,1 ---- - ---- ----
ocimeno
y-terpineno 1057 1060 29 1,3 0,9 3,7 6,7 4,7 1,0 3,3 23 1,9 2,2 1,6 0,6 1,3 2,5
hidrato de 1069 1070 1,1 0,4 0,1 2,7 0,1 0,1 0,1 1,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,5
cis-sabineno
terpinoleno 1086 1089 0,5 0,2 1,5 0,1 0,1 m——- 0,5 m——- m——- ———- 0,1 ——- 0,2
linalol 1101 1097 2,4 3,0 0,9 4,9 0,9 0,8 0,6 3,8 0,1 0,1 0,4 0,5 0,8 0,6 1,4
Hidrato de 1103 1098 m——- m——- ———- m——- 0,2 0,5 m——- m——- m——- 0,1
trans-
sabineno
(2)-8- 1141 1144 1,0 0,4 1,2 m——- m——- 0,7 m——- m——- m—— 0,2
terpineol
cis-para- 1155 1160 0,8 0,3 0,2 0,9 0,2 0,2 0,2 m——- m——- 0,2
mentan-8-ol
NI 1156 N.D. 0,9 0,4 0,7 - ---- - - ---- 0,1
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Cadigo de

LGR0601 LGR0602 LGR0603 LGR0604 LGR0605 LGR0606 LGR0607 LGR0608 LGR0609 LGR0610 LGR0613 LGR0611 LGR0612 LGR0614 Média

andlise

Substancia IR calc IR Lit M K T S EC3 EC1 (@] 02 03 04 CP2 CP3 SJ1 SJ2 Média
borneol 1170 1169 0.9 0.4 0.3 14 0.2 01 01 0,8 03 0,2 0,2 0,2 01 0,2 0,4
terpinen-4- 1180 1177 8,7 4,5 0,6 10,4 0,6 0,6 0,7 4,9 0,6 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6 2,5
ol
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,3 0,4 0,1 0,7 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
a-terpineol 1192 1189 0,8 0,7 0,1 1,8 0,1 0,1 1,0 0,1 0,3
cis-piperitol 1199 1196 0,5 0,2 0,5 0,3 0,1
metiltimileter 1231 1235 0,1 0,4 1,9 0,1 1,8 0,9 0,1 0,9 0,9 0,9 1,0 0,9 1,0 0,8
NI 1238 ND 0,2 0,1
NI 1287 ND 0,1 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
timol 1292 1290 3,7 48,1 6,7 1,3 4,0 4,9 76,4 1,6 72,4 68,4 71,0 74,7 71,4 69,8 41,1
carvacrol 1301 1299 0,2 0,4 48,6 0,3 52,5 53,4 0,8 0,3 0,3 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3 11,3
iso-ascaridol 1304 1303 0,2 0,1 0,1
eugenol 1356 1359 0,3 0,1 0,4 0,1 0,1 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 0,2 0,2 0,1 0,4 ---- ---- - -—-- 0,1 0,1 ——— J— J— 0,1 0,1
(E)- 1418 1419 3,1 1,8 3,2 4,0 2,3 2,5 1,9 2,1 1,8 2,0 2,3 1,8 1,4 1,3 2,3
cariofileno
a-trans- 1432 1435 13 0,2 0,4 0,1 0,4 0,2 0,1 1,0 0,3 0,1 0,1 0,3 0,2 0,2 0,3
bergamoteno
a-cariofileno 1453 1455 1,8 1,1 2,0 2,3 1,6 1,6 1,2 1,2 1,1 1,3 1,4 1,2 0,9 0,8 1,4
germacreno 1480 1485 0,4 1,0 - - 1,3 0,1 - - 0,2
D
NI 1482 ND 0,9 0,5 1,4 23 2,2 0,2 0,9 0,3 0,2 0,6
selineno 1488 1490 0,7 0,3 2,3 1,2 0,8 0,4
y-cadineno 1511 1514 0,5 0,3 0,5 0,5 0,2 0,2 0,1 0,8 0,4 0,1 0,2 0,2 0,4 0,4 0,4
s-cadineno 1519 1523 0,4 11 1,0 0,2
NI 1543 ND 0,1 0,1 0,2 0,5 0,1
E-nerolidol 1561 1563 0,4 0,2 0,4 0,8 0,2 0,1
espatulenol 1574 1578 0,8 0,2 0,4 0,2 0,1 0,1 1,3 0,1 0,2
6xido de 1580 1583 7.9 3,6 2,4 54 1,6 1,6 1,2 6,1 0,9 1,2 0,9 0,9 1,2 1,1 2,6
cariofileno
globulol 1584 1585 0,8 0,2 0,2 0,1 1,1 0,2
guaiol 1598 1601 1,4 0,5 0,1 1,2 0,2 0,2 0,2 2,1 0,3 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,5
epoxido 1604 1608 3,1 1,6 1,0 2,4 0,8 0,7 0,5 2,6 0,3 0,6 0,4 0,4 0,5 0,5 11
humuleno Il
y-eudesmol 1627 1632 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1
t-cadinol 1636 1640 0,6 0,3 0,8 1,3 0,2
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Cédigo de LGR0601 LGR0602 LGR0603 LGR0604 LGR0605 LGR0606 LGR0607 LGR0608 LGR0609 LGR0610 LGR0613 LGR0611 LGR0612 LGR0614 Média
andlise

Substancia IR calc IR Lit M K T s EC3 EC1 o} 02 03 04 cP2 cP3 sJ1 SJ2  Média
t-muurolol 1641 1642 0,5 0,8 0,1 13 0,1 0.1 10 0,1 0.2 01 03
NI 1645 ND 16 01 2,0 0,2 0,2 0,1 — 03
NI 1647 ND 15 0,9 0,2 1,0 0,1 01 0,1 1,0 01 01 04
NI 1648 ND 0,4 0,6 0,5 0,1 — 01
NI 1650 Nd 0,3 0,5 0,7 — 01
NI 1652 ND 0,2 0,4 0,6 — 01
p-eudesmol 1653 1651 5,1 1,6 0,1 3,3 0,3 0,3 0,3 10,6 1,0 0,5 0,3 0,2 0,6 04 18
a-cadinol 1655 1654 13 0,7 0,1 2,2 0,1 0,1 — 03
NI 1658 ND 0,2 0,2 0,3 0,1 — 01
NI 1665  ND 0,7 0,3 0,2 0,5 0,1 01 0,1 0,6 0,1 0,1 01 02
NI 1677 ND 0,2 0,3 0,3 — 01
SUMA 998 100,0  100,0 99,7 1000 1000  100,0 99,7 100,0 1000  100,0 1000 _ 1000 _ 100,0 100,0

Populagdes: S: El Subinal; M: Magdalena; K: Km 93 %2; O: El Oreganal; SJ: San José; CP: Casas de Pinto; EC: El Carrizal; T: La Tuna.

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢ao na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retencio das substancias eluidas por CG-DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de
série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).



4.1.1.2.2 Oleos essenciais de espécimens de L. graveolens de duas populacdes coletadas

em 2006

Folhas de dois espécimens correspondentes aos quimiotipos timol e carvacrol das
populagdes Km 93 ' e El Carrizal coletadas em junho, julho e agosto de 2006, foram

submetidas a estudo de rendimento e composi¢do do 6leo essencial.

A Tabela 6 mostra os resultados de rendimento e composi¢do para o espécime da
populacdo do Km 93 '5, correspondente ao quimiotipo timol. Pode se observar que o
rendimento e a composi¢ao do 6leo ndo variou praticamente durante os trés meses de coleta,
com conteudos percentuais estaveis de timol entre 82,4 e 85,4% ¢ valor médio de 83,9%. O
rendimento do 6leo foi elevado para este espécime, com um valor médio de 4,3 % para
rendimentos entre 4,1% em julho e 4,5% em junho. O segundo componente em importancia

foi o p-cimeno com uma percentagem meédia de 4,1% (percentagens entre 2,4 € 6,2%).

A Tabela 7 mostra os resultados de rendimento e composi¢do para o espécime da
populacdo de El Carrizal, correspondente ao quimiotipo carvacrol. O carvacrol foi
encontrado em percentagens entre 59,5% em junho e 72,9% em julho com um valor médio
para os trés meses de 64,5%. O segundo componente em importancia foi o p-cimeno,
alternando os maximos e minimos com o carvacrol, com concentragdes entre 16,4% em junho
e 5,4% em julho, e um valor médio de 11,0%. O timol foi encontrado em concentra¢des entre

4,9% e 7,0%.

E importante considerar que as coletas de L. graveolens durante junho, julho e agosto,

correspondem a estagdo de chuvas na Guatemala. Os rendimentos encontrados nos trés meses
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de estudo, sao similares aos encontrados nas outras coletas de populagdes silvestres realizadas
no mes de dezembro, més caracterizado por auséncia de chuva e temperaturas baixas. Em
geral, o timol apresenta maiores concentragdes nos quimitipos carvacrol, que o carvacrol nos
quimiotipos timol. Também ¢ notdria a baixa percentagem dos sesquiterpenos nos dois 6leos
estudados nesta sec¢do. O (E)-cariofileno apresentou concentragdes maximas de 2,6 ¢ 2,3%
nas amostras do Km 93 ' e El Carrizal, respectivamente. O d-selineno apresentou um valor

médio de 3,7% nos trés meses de estudo.
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Tabela 6. Composi¢do média e rendimento de extracdo dos 6leos essenciais de amostras de
um espécime individual de L. graveolens coletado em trés meses de 2006 no local Km 93 1/2,
Resultados em % de area.

Cddigos de analise LGR0O704 LGR0702 LGRO717 Média
Rendimento (%) 4,5 4,1 4.4 4,33
Substéncia IR calc IR Lit Junho 06 Julho 06  Agosto 06 Média
a-tujeno 925 930 0,1 0,1 0,1 0,1
a-pineno 933 939 0,1 0,1 0,1 0,1
canfeno 949 954 - - - ----
sabineno 972 975 - ---- ---- -
B-pineno 977 979 - 0,1 -—-- -—--
B-mirceno 990 991 1,1 1,1 1,4 1,2
§-2-careno 1004 1002 ---- - - ----
a-felandreno 1006 1003 ---- ---- 0,1 ----
a-terpineno 1016 1017 0,3 0,3 0,2 0,3
m-cimeno 1018 N.D. - - - -—--
p-cimeno 1023 1025 2,4 3,8 6,2 41
limoneno 1027 1029 0,1 0,1 0,2 0,2
B-felandreno 1028 1030 - - - -—--
1,8-cineol 1031 1031 ---- -—-- 0,1 -
(2)-p-ocimeno 1034 1037 0,2 ---- - 0,1
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,4 - - 0,1
y-terpineno 1057 1060 1,2 11 0,4 0,9
hidrato de cis-sabineno 1069 1070 0,2 0,2 0,1 0,1
terpinoleno 1086 1089 0,1 - -—-- ----
linalol 1101 1097 0,6 0,5 0,6 0,6
Hidrato de trans- sabineno 1103 1098 ---- - ---- -—--
(2)-B-terpineol 1141 1144 ---- - ---- ----
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160 ---- - -—-- -—--
NI 1156 N.D. ---- -—-- -—-- -
borneol 1170 1169 0,3 0,1 0,1 0,2
terpinen-4-ol 1180 1177 0,5 0,6 0,8 0,6
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,1 0,1 0,1 0,1
a-terpineol 1192 1189 ---- - 0,1 ----
cis-piperitol 1199 1196 - - - -
metiltimileter 1231 1235 1,0 1,1 1,1 1,1
NI 1238 ND -—-- -—-- -—-- -—--
NI 1287 ND - 0,2 0,1 0,1
timol 1292 1290 85,4 83,7 82,4 83,9
carvacrol 1301 1299 0,1 0,3 0,2 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 ---- - -—-- -
eugenol 1356 1359 0,1 0,2 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 - - - -
(E)-cariofileno 1418 1419 2,6 2,2 1,1 1,9
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,2 0,2 0,1 0,2
a-cariofileno 1453 1455 1,5 1,4 0,7 1,2
germacreno D 1480 1485 - - - -
NI 1482 ND -—-- -—--
selineno 1488 1490 ---- - - ----
y-cadineno 1511 1514 0,6 0,7 0,4 0,6
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Cadigo de analise LGR0O704 LGR0702 LGRO0717 Média

Substéncia IR calc IR Lit 0606 0706 0806 Media
-cadineno 1519 1523 - - -—-- ———-
NI 1543 ND - -—-- -—-- -—--
E-nerolidol 1561 1563 - -—-- -—-- -—--
espatulenol 1574 1578 ---- ---- ——-- ——--
6xido de cariofileno 1580 1583 0,3 0,7 1,2 0,8
globulol 1584 1585 - - ——-- ———-
guaiol 1598 1601 -—-- 0,2 0,2 0,1
epdxido humuleno 1 1604 1608 0,2 0,4 0,6 0,4
y-eudesmol 1627 1632 ---- -—-- -—-- -—--
t-cadinol 1636 1640 ---- - -—-- -—--
t-muurolol 1641 1642 -—-- 0,1 0,1 0,1
NI 1645 ND
NI 1647 ND -—-- - 0,1 -—--
NI 1648 ND
NI 1650 ND
NI 1652 ND -—-- ---
B-eudesmol 1653 1651 0,1 0,4 0,3 0,3
a-cadinol 1655 1654 ---- ---- 0,1 -
NI 1658 ND
NI 1665 ND 0,1
NI 1677 ND - - -—-- -—--
NI 1699 ND 0,1 0,1 0,1 0,1
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Néo ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retencio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 7. Composi¢ao média e rendimento de extracao dos Oleos essenciais de amostras de
um espécime individual de L. graveolens coletado em trés meses de 2006 no local El Carrizal.

Resultados em % de area.

Caodigos de LGRO729 LGR0O727 LGRO718 Média
andlise
Rendimento 3,51 3,7 3,32 3,51
(%)

Substancia IR calc IR Lit Junho 06 Julho 06 Agosto 06 Média
a-tujeno 925 930 0,3 0,1 0,5 0,3
a-pineno 933 939 0,1 -—-- 0,1 0,1
canfeno 949 954 - - — —
sabineno 972 975 T - - -
B-pineno 977 979 e ---- ---- ----
B-mirceno 990 991 1,3 0,4 1,6 1,1
§-2-careno 1004 1002 ---- ---- 0,1 -
a-felandreno 1006 1003 - — 0,1 —
a-terpineno 1016 1017 0,8 0,3 1,1 0,7
m-cimeno 1018 N.D. ---- ===
p-cimeno 1023 1025 16,4 54 11,4 11,0
limoneno 1027 1029 0,2 0,1 0,2 0,1
B-felandreno 1028 1030 - - m--n -
1,8-cineol 1031 1031 0,6 0,1 0,1 0,3
(2)-B-ocimeno 1034 1037 0,1 0,1 0,3 0,2
(E)-p-ocimeno 1047 1050 - - 0,1 -
y-terpineno 1057 1060 2,3 1,6 5,4 3,1
hidrato de cis- 1069 1070 0,2 0,3 0,2 0,2
sabineno
terpinoleno 1086 1089 ---- ---- - -
linalol 1101 1097 0,7 0,8 0,7 0,7
Hidrato de trans- 1103 1098 J— J— - —
sabineno
(2)-B-terpineol 1141 1144 - === ---= ----
giz-lpara—mentan- 1155 1160 0,5 0,5 0,4 0,5
NI 1156 N.D. J— J— — -
borneol 1170 1169 0,1 0,1 0,1 0,1
terpinen-4-ol 1180 1177 0,7 0,6 0,5 0,6
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,2 0,1 0,1
a-terpineol 1192 1189 0,1 0,1 0,1 0,1
cis-piperitol 1199 1196 - - - -
metiltimileter 1231 1235 1,2 0,2 0,3 0,6
NI 1238 ND 0,2 0,1 0,1 0,1
NI 1287 ND 0,3 0,3 0,2 0,3
timol 1292 1290 4,9 7,0 5,4 5,8
carvacrol 1301 1299 59,5 72,9 61,0 64,5
iso-ascaridol 1304 1303 -t i === ===
eugenol 1356 1359 -—-- 0,1 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 - - - ----
(E)-cariofileno 1418 1419 1,7 1,8 2,3 1,9
a-trans- 1432 1435 0,1 0,2 0,2 0,2
bergamoteno
a-cariofileno 1453 1455 11 1,2 1,5 1,3
germacreno D 1480 1485 - - m--n -
NI 1482 ND -—-- - - —
selineno 1488 1490 3,7 3,8 3,8 3,7
y-cadineno 1511 1514 0,1 0,2 0,2 0,1
§-cadineno 1519 1523 - ——-- ———- —
NI 1543 ND ---- -
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Cddigo de LGRO729 LGRO727 LGRO0O718 Média
andlise
Substancia IR calc IR Lit Junho 06 Julho 06 Agosto 06 Média

E-nerolidol 1561 1563 -t -t -t -t
espatulenol 1574 1578 0,1 0,1 -—--
oxido de 1580 1583 11 0,8 0,8 0,9
cariofileno

globulol 1584 1585 - - -—-- -—--
guaiol 1598 1601 0,1 0,1 0,1 0,1
epoxido 1604 1608 0,6 0,4 0,4 0,5
humuleno Il

y-eudesmol 1627 1632 ---- -—--
t-cadinol 1636 1640 - -
t-muurolol 1641 1642 0,1 0,1 0,1 0,1
NI 1645 ND -—-- -—--
NI 1647 ND 0,1 - ----
NI 1648 ND -—-- -—--
NI 1650 ND - -—-- -—-- -—--
NI 1652 ND ——-
B-eudesmol 1653 1651 0,3 0,2 0,2 0,2
a-cadinol 1655 1654 ---- -—--
NI 1658 ND - -—--
NI 1665 ND - -
NI 1677 ND - -——
NI 1699 ND 0,1 0,1 0,1 0,1
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.1.2.3 Oleos essenciais de espécimens de L. graveolens coletados em julho de 2007

Em julho de 2007 foi realizada uma coleta de L. graveolens em oito populagdes da
Guatemala (EI Subinal, Magdalena, Km 93 '5, El Oreganal, Casas de Pinto, San José, El
Carrizal e La Tuna). O material foi submetido a extragdo e andlise do 6leo essencial e,
também a analise das substancias volateis por Microextragdo em Fase So6lida (MEFS), cujos
resultados sdo apresentados na se¢do 4.3.1. Nesta secdo sdo apresentados os resultados das
analises dos Oleos essenciais nas Tabelas 8 a 15. Para cada populagdo, foi preparada e
analisada uma amostra composta a partir de folhas dos diferentes individuos coletados,

utilizando propor¢des iguais de cada individuo.

A Tabela 8 mostra os resultados do rendimento e composi¢do quimica dos 6leos
essenciais de quatro espécimens (S1-S4) de L. graveolens de El Subinal ¢ uma amostra
composta (SM) de todos quatro espécimens. Os rendimentos de extragdo dos quatro
espécimens (2,6-2,8%) sdao altos quando comparados com o rendimento encontrado
previamente para plantas de El Subinal. As quatro amostras corresponderam ao quimiotipo
misto. O terpinen-4-ol foi a substancia que apresentou a maior percentagem média (10%).
Similar percentagem mostrou o a-felandreno, substancia que apresentou valores extremos nas
quatro amostras, correspondendo a 1,1% e 0,6% nas amostras S1 e S2, e 19,8 ¢ 19,4% nas
amostras S3 e S4, O y-terpineno, precursor do timol e carvacrol, apresentou maior
percentagem que essas substancias (2,8-7,4%). O 1,8-cineol (2,7-16,8%) e o p-cimeno (3,2-
7,6) apresentaram concentragdes importantes nos quatro invididuos. O (E)-cariofileno e seu
oxido foram encontrados no 6leo essencial em concentragdes menores a 4%. A amostra SM
preparada a partir da mistura de material vegetal das quatro amostras individuais, reflete a

composi¢ao média dessas amostras, ja que todas pertenciam ao mesmo quimiotipo. O alto
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rendimento € a composicao quimica do 6leo essencial, assim como o rapido crescimento da

planta permitem recomendar o quimiotipo misto para seu uso na industria cosmética.
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Tabela 8. Rendimento e composi¢do média do dleo essencial de L. graveolens coletada em El
Subinal em julho de 2007. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Cddigo de LGR0817 LGR0819 LGR0825 LGR0824 LGR0810 Média

analise

Rendimento 2,6 2,6 2,7 2,8 2,8 2,7

(%)

Substancia IR calc IR Lit S1 S2 S3 S4 SM Média
a-tujeno 925 930 0,8 0,3 0,5 0,6 0,9 0,6
o-pineno 933 939 0,8 0,2 0,5 1,5 0,9 0,8
canfeno 949 954 0,7 0,3 0,9 1,3 1,0 0,8
sabineno 972 975 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
B-pineno 977 979 0,5 0,1 0,2 0,8 0,5 0,4
B-mirceno 990 991 5,5 3,5 53 51 5,9 51
§-2-careno 1004 1002 0,2 0,1 0,5 0,4 0,3 0,3
o-felandreno 1006 1003 11 0,6 19,8 19,4 9,2 10,0
a-terpineno 1016 1017 2,1 1,3 1,1 1,1 1,8 1,5
m-cimeno 1018 N.D. 0,1 ---- 0,2 0,2 0,1 0,1
p-cimeno 1023 1025 7,2 3,2 7,2 7,3 6,6 6,3
limoneno 1027 1029 2,9 1,9 0,4 3,1 2,9 2,3
p-felandreno 1028 1030 0,5 0,3 0,4 0,3 0,5 0,4
1,8-cineol 1031 1031 9,1 3.4 2,7 16,8 8,5 8,1
(2)-B-ocimeno 1034 1037 0,4 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,4 0,2 0,4 0,4 0,3 0,3
y-terpineno 1057 1060 7,4 5,7 2,8 3,0 5,5 4,9
hidrato de cis- 1069 1070 3,2 10,2 0,5 0,9 3,1 3,6
sabineno
terpinoleno 1086 1089 2,3 2,6 4,6 4,3 34 3.4
linalol 1101 1097 6,0 10,7 2,1 2,2 1,1 4.4
Hidrato de trans- 1103 1098 3,4 0,7
sabineno
(2)-B-terpineol 1141 1144 1,3 1,7 0,5 0,6 0,9 1,0
gz-lpafa-mentan- 1155 1160 0,9 1,1 0,4 0,6 0,6 0,7
NI 1156 N.D. 0,5 0,4 0,3 0,4 0,2 0,4
borneol 1170 1169 1,0 1,6 0,8 1,4 0,9 1,2
terpinen-4-ol 1180 1177 12,4 14,2 7,2 7,1 9,3 10,0
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,4 0,4 0,9 1,0 0,7 0,7
a-terpineol 1192 1189 2,7 2,6 0,7 34 2,2 2,3
cis-piperitol 1199 1196 0,5 0,7 0,2 0,2 0,2 0,4
metiltimileter 1231 1235 T T 0,9 ot 0.1 0,2
NI 1238 ND -—-- -—-- ---- - - -
NI 1287 ND 0,1 ---- 0,2 -—--
timol 1292 1290 1,0 0,7 0,6 0,4 3,1 1,2
carvacrol 1301 1299 0,3 0,1 0,1 0,1 0,5 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2
eugenol 1356 1359 0,3 0,3 0,5 0,3 0,2 0,3
metileugenol 1402 1404 0,5 0,6 0,5 0,5 0,5 0,5
(E)-cariofileno 1418 1419 4,2 5,7 7,3 1,8 3,8 4.5
a-trans- 1432 1435 0,1 0,1 0,1 0,1 - 0,1
bergamoteno
a-cariofileno 1453 1455 2,7 3,8 4,6 1,1 2,5 3,0
germacreno D 1480 1485 0,2 0,2 0,3 0,3 0,1 0,2
NI 1482 ND 0,8 0,9 1,8 0,6 1,2 11
selineno 1488 1490 0,7 0,9 1,6 0,6 0,6 0,9
y-cadineno 1511 1514 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1
s-cadineno 1519 1523 0,4 0,3 0,4 0,3 0,3 0,4
NI 1543 ND ---- 0,1 0,2 ---- 0,1
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LGR0817 LGRO0819 LGR0825 LGR0824 LGR0810 Média
Substancia IR calc IR Lit S1 S2 S3 S4 SM Média

(E)-nerolidol 1561 1563 0,5 0,3 0,5 0,4 0,3 0,4
espatulenol 1574 1578 0,2 0,4 0,1 -—-- 0,1 0,2
oxido de 1580 1583 3,7 4,2 51 2,3 3,1 3,7
cariofileno

globulol 1584 1585 0,2 0,4 -—-- 0,1 0,1
guaiol 1598 1601 1,6 1,0 0,7 0,9 1,9 1,2
epoxido 1604 1608 1,5 1,6 2,3 1,1 2,1 1,7
humuleno Il

y-eudesmol 1627 1632 0,3 0,4 0,6 0,1 1,0 0,5
t-cadinol 1636 1640 0,2 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2
t-muurolol 1641 1642 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,4
NI 1645 ND 1,3 1,3 1,3 0,6 0,8 1,1
NI 1647 ND 0,7 0,7 1,2 0,3 0,6 0,7
NI 1648 ND 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3
NI 1650 Nd 0,3 0,3 0,4 0,2 0,2 0,3
NI 1652 ND 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
B-eudesmol 1653 1651 4,1 3,7 2,7 2,3 2,7 3,1
a-cadinol 1655 1654 1,2 2,3 3,2 0,9 1,2 1,7
NI 1658 ND 0,3 0,1 -—-- 0,1 0,1 0,1
NI 1665 ND 0,4 0,2 0,4 0,1 -—-- 0,2
NI 1677 ND -—-- 0,1 -—-- -—--
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 9 apresenta os resultados de rendimento e composi¢do quimica do Oleo
essencial de L. graveolens de duas amostras individuais (M4 e M5) e uma amostra composta
(MM) coletadas em julho de 2007 em Magdalena. O rendimento do 6leo foi elevado para um
quimiotipo misto, com contetdo percentual médio de 3,13%. As amostras pertenceram ao
quimiotipo misto com o terpinen-4-ol como o principal componente, com 10,9% de valor
médio, seguido do p-cimeno (9,2%) e y-terpineno (8,7%). O timol e o carvacrol foram

encontrados en concentracdes baixas, menores que a do precursor y-terpineno.
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Tabela 9. Rendimento e composi¢do média do dleo essencial de L. graveolens coletada em
Magdalena em julho de 2007. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de
area.

Cadigo de LGR0818 LGRO0811 LGR0815 Média
analise
Rendimento 34 3,0 3,0 31
(%)

Substancia IR calc IR Lit M4 M5 MM Média
oetujeno 925 930 1,0 11 0,9 1,0
a-pineno 933 939 0,6 0,5 0,5 0,5
canfeno 949 954 0,5 1,6 0,9 1,0
sabineno 972 975 O,l 0,1 0,1 O,l
B-pineno 977 979 0,3 0,3 0,3 0,3
B-mirceno 990 991 7,2 6,6 6,4 6,8
d-2-careno 1004 1002 0,3 0,2 0,3 0,3
o-felandreno 1006 1003 1,3 1,2 1,2 1,2
a-terpineno 1016 1017 2,8 1,9 2,5 24
m-cimeno 1018 N.D. 0,1 O,l ——=- O,l
p-cimeno 1023 1025 12,1 6,7 8,9 9,2
limoneno 1027 1029 3,0 3,3 2,9 3,1
B.felandreno 1028 1030 0,7 0,5 0,7 0,7
1,8-cineol 1031 1031 3,7 13 2,5 2,5
(2)--ocimeno 1034 1037 0,2 0,5 0,3 0,3
(E)-B-Qcimeno 1047 1050 0,3 0,3 0,3 0,3
y-terpineno 1057 1060 9,8 7,6 8,5 8,7
hidrato de cis- 1069 1070 2,5 6,7 4,3 4,5
sabineno
terpinoleno 1086 1089 2,7 2,8 2,7 2,7
linalol 1101 1097 4.8 13,9 6,4 8,4
Hidrato de trans- 1103 1098 — 3,7 3,9 2,5
sabineno
(2)-B-terpineol 1141 1144 1,2 1,1 1,1 1,1
cis-para- 1155 1160 0,9 0,7 0,8 0,8
mentan-8-ol
NI 1156 N.D. 0,4 0,2 0,2 0,3
borneol 1170 1169 0,6 1.3 0,9 0,9
terpinen-4-ol 1180 1177 13,1 8,8 10,7 10,9
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,3 0,3 0,3 0,3
a-terpineol 1192 1189 3,1 1,4 2,3 2,3
Cis-piperitol 1199 1196 0,5 0,3 0,4 0,4
metiltimileter 1231 1235
NI 1238 ND ---- ---- ---- ----
NI 1287 ND ---- ---- ---- ----
timol 1292 1290 0,3 0,7 1,3 0,7
carvacrol 1301 1299 0,1 === 0,1 O,l
iso-ascaridol 1304 1303 0,2 0,1 0,2 0,1
eugenol 1356 1359 0,5 -=-- 0,3 0,3
metileugenol 1402 1404 0,4 0,2 0,2 0,2
(E)-cariofileno 1418 1419 4,1 2,4 29 3,2
a-trans- 1432 1435 0,1 0,2 0,2 0,2
bergamoteno
o-cariofileno 1453 1455 2,7 1,6 2,1 2,1
germacreno D 1480 1485 0,3 0,3 0,2 0,3
NI 1482 ND 0,4 1,2 0,7 0,8
selineno 1488 1490 0,5 1,2 0,7 0,8
y-cadineno 1511 1514 0,2 0,3 0,2 0,2
5-cadineno 1519 1523 0,4 0,6 0,4 0,5
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Cddigo de LGR0818 LGRO0811 LGR0815 Média
anélise
Substancia IR calc IR Lit M4 M5 MM Média

NI 1543 ND 0,1 0,1 0,1
E-nerolidol 1561 1563 0,3 0,2 0,2 0,2
espatulenol 1574 1578 0,4 0,6 0,5 0,5
Oxido de 1580 1583 2,4 1,6 2,2 2,1
cariofileno

globulol 1584 1585 0,4 0,6 0,6 0,5
guaiol 1598 1601 1,9 1,8 2,2 2,0
epoxido 1604 1608 1,2 1,0 1,2 11
humuleno Il

y-eudesmol 1627 1632 0,3 0,2 0,2
t-cadinol 1636 1640 0,2 0,2 0,2 0,2
t-muurolol 1641 1642 0,5 0,5 0,6 0,5
NI 1645 ND 1,3 1,3 1,6 1,4
NI 1647 ND 0,4 0,4 0,7 0,5
NI 1648 ND 0,3 0,3 0,3 0,3
NI 1650 Nd 0,3 0,2 0,2 0,2
NI 1652 ND 0,1 0,1 0,1 0,1
B-eudesmol 1653 1651 5,5 54 6,6 5,9
a-cadinol 1655 1654 1,3 1,2 0,8
NI 1658 ND 0,2 0,3 0,4 0,3
NI 1665 ND 0,2 0,1
NI 1677 ND 0,3 0,1
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengdo publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados de rendimento e da analise dos Oleos essenciais de L. graveolens
coletada em julho de 2007 em uma populacdo no local Km 93 2 s3o apresentados na Tabela
10. Quatro amostras individuais (K1, K3, K4 ¢ K5) e uma amostra composta das anteriores
(KM) foram analisadas. Duas amotras corresponderam ao quimiotipo timol (K1 e K3) ¢ as
outras duas corresponderam ao quimiotipo misto (K4 e K5). O timol foi encontrado em
concentragdes elevadas (80% nas trés amostras). Quando o timol ndo estd presente, as
concentragdes de terpinen-4-ol, p-cimeno, linalol e y-terpineno se elevam, demonstrando que
ocorre um bloqueio na biossintese de carvacrol ou timol e se desviando para a producdo de
outras substancias na ramificacdo biossintética. A amostra composta (KM) apresentou um
contetdo alto de timol (59,9%), pelo qual a populagdo poderia ser considerada como
pertencente ao quimiotipo timol. Contudo, quatro amostras ndo podem ser consideradas
como representativas da populagdo, razdo porque um maior nimero de amostras deveria ser
analisada para avaliar a propor¢do em que se encontram os dois quimiotipos na populacao.
Os resultados encontrados nos levam a sugerir que aparentemente o local da coleta (Km 93
%2), ¢ uma transi¢do entre regides de crescimento de quimiotipo misto e regides de

crescimento do quimiotipo timol.
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Tabela 10. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
Km 93 2 em julho de 2007. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Cddigo de LGR0827 LGR0802 LGR0812 LGR0807 LGR0814 Média
analise

Rendimento 4,4 4,1 32 3,3 35 3,8

(%)

Substancia IR calc IR Lit K1 K3 K4 K5 KM Média
oa-tujeno 925 930 0,2 0,2 1,0 0,8 0,5 0,5
a-pineno 933 939 0,2 0,2 0,5 0,5 0,3 0,3
canfeno 949 954 - - 1,9 1,4 0,6 0,8
sabineno 972 975 === ---- - ---- - —
B-pineno 977 979 - ---- 0,2 0,3 0,1 0,1
B-mirceno 990 991 2,4 2,5 6,8 6,6 3,6 4,4
§-2-careno 1004 1002 0,1 -—- 0,2 0,2 0,1 0,1
a-felandreno 1006 1003 0,1 ---- 1,2 1,1 0,4 0,6
a-terpineno 1016 1017 0,9 0,8 2,1 1,7 1,2 1,3
m-cimeno 1018 N.D. - - 0,1 0,2 - 0,1
p-cimeno 1023 1025 5,9 6,2 10,7 13,8 7,6 8,8
limoneno 1027 1029 0,2 0,2 3,3 3.4 1,1 1,6
B-felandreno 1028 1030 == - 0,6 0,6 0,2 0,3
1,8-cineol 1031 1031 0,1 - ——-- 34 0,5 0,8
(2)-p-ocimeno 1034 1037 0.1 0.2 04 07 03 03
(E)-p-ocimeno 1047 1050 0.1 0,2 0,2 0.1 0.1
y-terpineno 1057 1060 2,8 2,0 7,0 6,3 3,5 4,3
hidrato de cis- 1069 1070 0,2 0,1 3,6 51 1,2 2,0
sabineno
terpinoleno 1086 1089 0,1 - 2,1 2,1 0,6 1,0
linalol 1101 1097 0,5 0,4 4.5 3,4 1,1 2,0
Hidrato de trans- 1103 1098 - 0,1 3,9 54 1,4 2,2
sabineno
(2)-B-terpineol 1141 1144 - -—-- 1,1 1,5 0,3 0,6
giz—lpara—mentan— 1155 1160 — — 0,8 1,1 0,2 0,4
NI 1156 N.D. 0.2 06 0.2
borneol 1170 1169 0,1 0,3 1,5 2,0 0,3 0,9
terpinen-4-ol 1180 1177 0,6 0,6 10,0 13,8 3,4 5,7
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,1 - 0,3 0,6 0,2 0,2
a-terpineol 1192 1189 ---- ---- 1,3 2,3 0,5 0,8
cis-piperitol 1199 1196 - - 0,3 0,5 0,1 0,2
metiltimileter 1231 1235 1.4 0,5 - ---- 0,7 0,5
NI 1238 ND -— — — —- —- -
NI 1287 ND 0,1 -—-- - 0,1 0,1 0,1
timol 1292 1290 80,0 80,4 3,0 0,9 59,9 44.8
carvacrol 1301 1299 0,2 0,1 -—-- 0,1 0,3 0,1
iso-ascaridol 1304 1303 e - 0,2 0,3 —- 0,1
eugenol 1356 1359 0,2 0,2 - 0,1 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 - - — 0,1 — —
(E)-cariofileno 1418 1419 1,4 1,6 3,7 2,3 1,8 2,2
a-trans- 1432 1435 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2
bergamoteno
a-cariofileno 1453 1455 0,9 1,1 2,4 1,5 1,2 1,4
germacreno D 1480 1485 —=- - 0,3 0,1 —- 0,1
NI 1482 ND 0,1 03 1,1 05 03 05
selineno 1488 1490 - - 1,0 0,5 0,2 0,3
y-cadineno 1511 1514 0,3 0,6 0,3 0,2 0,3 0,3
5-cadineno 1519 1523 - ---- 0,6 0,4 0,1 0,2
NI 1543 ND 0,1 0,1
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Cddigo de LGR0827 LGR0802 LGR0812 LGR0807 LGR0814 Média
anélise
Substancia IR calc IR Lit K1 K3 K4 K5 KM Média

E-nerolidol 1561 1563 - -—-- 0,7 0,2 0,1 0,2
espatulenol 1574 1578 - 0,5 0,4 0,1 0,2
oxido de 1580 1583 0,3 0,3 1,7 2,6 0,9 1,2
cariofileno

globulol 1584 1585 ---- 0,6 0,3 0,1 0,2
guaiol 1598 1601 0,1 0,1 2,8 1,4 0,7 1,0
epoxido 1604 1608 0,1 0,1 1,4 1,2 0,4 0,7
humuleno Il

y-eudesmol 1627 1632 ---- ---- 0,3 - - 0,1
t-cadinol 1636 1640 0,2 0,1 0,1
t-muurolol 1641 1642 - - 0,7 0,3 0,2 0,2
NI 1645 ND ---- 1,8 0,9 0,4 0,6
NI 1647 ND ---- 0,6 0,5 0,2 0,2
NI 1648 ND -—-- 0,3 0,2 ---- 0,1
NI 1650 Nd ---- 0,2 0,1 - 0,1
NI 1652 ND - - 0,1 0,1 — —-
B-eudesmol 1653 1651 0,3 0,2 7,7 4,0 1,8 2,8
a-cadinol 1655 1654 - - 1,1 0,6 0,2 0,4
NI 1658 ND - 0,5 0,2 - 0,1
NI 1665 ND - J— — ——- — —
NI 1677 ND -— — ——- ——- - —-
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Néo identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 11 mostra os resultados de rendimento e composi¢do quimica do Oleo
essencial de trés espécimens de L. graveolens de El Oreganal (02, O3 ¢ O4) ¢ de uma amostra
composta de material dos trés individuos (OM), coletados em julho de 2007. Os rendimentos
de extracdo (valor médio de 2,4%) foram menores aos que tém sido encontrados para L.
graveolens dessa populagdo da planta. O timol apresentou as maiores percentagens, nas
quatro amostras analisadas (78,3-83,0%), com o p-cimeno em concentragdes relativamente
elevadas para o quimiotipo timol (5,4-10%). Os sesquiterpenos se apresentaram em
concentragoes baixas, com o (E)-cariofileno superando uma tnica vez 1%. O y-terpineno,
precursor do timol foi a terceira substdncia em importancia, com 2,8%, seguido pelo B-
mirceno (2,2%). O oleo essencial que apresentou o maior rendimento (3,4%) apresentou o
menor conteudo de timol (78,3%). Este espécime pode ser considerado para coleta de

sementes para cultivo.
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Tabela 11. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
El Oreganal em julho de 2007. Resultados em % de area.

Cadigo de LGR0823 LGR0806 LGR0801 LGRO0830 Média
andlise

Rendimento 1,8 34 3,2 2,1 2.4

(%)

Substancia IR calc IR Lit 02 03 04 oM Média
a-tujeno 925 930 0,4 0,4 0,2 0,3 0,3
a-pineno 933 939 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2
canfeno 949 954 - — - — —
sabineno 972 975 - - - - —
B-pineno 977 979 --- - - 0,1 —
B-mirceno 990 991 2,2 2,3 2,1 2,0 2,2
§-2-careno 1004 1002 0,1 ———- — 0,1 —
a-felandreno 1006 1003 0,1 0,1 ——-- — —
a-terpineno 1016 1017 11 0,9 0,8 0,7 0,9
m-cimeno 1018 N.D. - ——— -—— —— ——
p-cimeno 1023 1025 7,5 10,0 54 6,4 7,3
limoneno 1027 1029 0,3 0,3 0,2 0,2 0,3
B-felandreno 1028 1030 0,1 ——-- J— 0,1 -
1,8-cineol 1031 1031 - - - 0,3 0,1
(2)-p-ocimeno 1034 1037 0,1 0,4 0,1 0,1
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,1 0,1 0,1 -—-- 0,1
y-terpineno 1057 1060 3,9 2,7 2,6 1,8 2,8
hidrato de cis- 1069 1070 0,3 0,2 0,2 0,3 0,3
sabineno
terpinoleno 1086 1089 0,1 - - 0,1 —
linalol 1101 1097 0,1 0,3 0,2 0,3 0,2
Hidrato de trans- 1103 1098 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2
sabineno
(2)-B-terpineol 1141 1144 ---- - - - -
cis-para- 1155 1160
mentan-8-ol
NI 1156 N.D. — e
borneol 1170 1169 0,1 0,3 0,3 0,1 0,2
terpinen-4-ol 1180 1177 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
p-cimen-8-ol 1185 1183 ---- ——— -——- —— ——
a-terpineol 1192 1189 - - ---- — —
cis-piperitol 1199 1196 S - - -—-- —
metiltimileter 1231 1235 0,5 0,2 0,6 0,1 0,4
NI 1238 ND ——-- — ——- — —-
NI 1287 ND 0,1 0,1 0,1 0,1
timol 1292 1290 79,2 78,3 82,7 83,0 80,8
carvacrol 1301 1299 0,3 0,2 0,1 0,3 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 ---- - - --- -
eugenol 1356 1359 0,2 -—-- — 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 0,1 — — — -
(E)-cariofileno 1418 1419 0,8 0,5 1,5 1,0 0,9
a-trans- 1432 1435 0,2 0.2 0,1
bergamoteno
a-cariofileno 1453 1455 0,5 0,3 0,9 0,6 0,6
germacreno D 1480 1485 - - ---- — —
NI 1482 ND 0,3 -—-- -—-- 0,1 0,1
s-selineno 1488 1490 - — 0,1 - —-
y-cadineno 1511 1514 0,1 -—-- 0,1 0,1 0,1
d-cadineno 1519 1523 -—- ——— ——— —— JE—
NI 1543 ND - -—-- -—-- -—-- —
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Cédigo de LGR0823 LGR0806 LGR0801 LGR0830 Média
analise
Substancia IR calc IR Lit 02 o3 04 oM Média

E-nerolidol 1561 1563 . -t - - -
espatulenol 1574 1578 - -t -t - -
oxido de 1580 1583 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4
cariofileno

globulol 1584 1585 - - 0,1 - -
guaiol 1598 1601 -——- 0,1 0,1 0,1
epoxido 1604 1608 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
humuleno Il

y-eudesmol 1627 1632 -—-- ---- -—--
t-cadinol 1636 1640 - - - - -—
t-muurolol 1641 1642 -—-- ——- - — -
NI 1645 ND - -—-- -—-- -—-- —
NI 1647 ND -—-- -—-- -—--
NI 1648 ND - -—-- -—-- -—-- —
NI 1650 ND -—-- -—-- ———- ——-- —
NI 1652 ND -—-- -— -— — —
B-eudesmol 1653 1651 ———- 0,4 -——- 0,1 0,1
a-cadinol 1655 1654 - - - - -—
NI 1658 ND -—-- - ——-- -—-- R—
NI 1665 ND ---- -—-- - - —
NI 1677 ND -—-- - ——-- -—-- R—
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retencio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Na Tabela 12 sao mostrados os resultados de rendimento e composicao do oleo
essencial de L. graveolens correspondente a um espécime coletado em San José em julho de
2007. O rendimento de extracao foi alto (4,6%) em contraste com o baixo rendimento obtido
no 6leo de El Oreganal na mesma data de coleta. A composicdo do 6leo de San José
apresentou o mesmo padrao que o 6leo de El Oreganal, com timol (78,7%), p-cimeno (6,5%),
y-terpineno (2,6%) e B-mirceno (2,6%) como os principais componentes, além da baixa
percentagem dos sesquiterpenos, com exce¢do do (E)-cariofileno que apresentou 2,2%. Este
espécime pode ser considerado para coleta de sementes para cultivo da planta e producao do

oleo essencial.
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Tabela 12. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
San José em julho de 2007. Resultados em % de area.

Cadigo de LGR0816 Média
andlise
Rendimento (%) 4,6 4,6
Substancia IR calc IR Lit SJ4 Média

oetujeno 925 930 04 04
a-pineno 933 939 0,2 0,2
canfeno 949 954 - —
sabineno 972 975 — —
B-pineno 977 979 — —-
B-mirceno 990 991 2,6 2,6
5.2-careno 1004 1002 0.1 0.1
a-felandreno 1006 1003 0.1 0,1
a-terpineno 1016 1017 1,0 1,0
m-cimeno 1018 N.D. -—— ——
p-cimeno 1023 1025 6,5 6,5
limoneno 1027 1029 0,3 0,3
B-felandreno 1028 1030 0,1 0,1
1,8-cineol 1031 1031 — —
(2)-p-ocimeno 1034 1037 0,1 0,1
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,1 0,1
y-terpineno 1057 1060 2,6 2,6
hidrato de cis- 1069 1070 0,2 0,2
sabineno

terpinoleno 1086 1089 0,1 0,1
linalol 1101 1097 0,5 0,5
Hidrato de trans- 1103 1098 ——-
sabineno

(2)-p-terpineol 1141 1144 - —-
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160 - -
NI 1156 N.D. —- —-
borneol 1170 1169 0,1 0,1
terpinen-4-ol 1180 1177 0,5 0,5
p-cimen-8-ol 1185 1183 ---- -——-
a-terpineol 1192 1189 - —-
cis-piperitol 1199 1196 -
metiltimileter 1231 1235 0,3 0,3
NI 1238 ND ——- -
NI 1287 ND 0.1 0.1
timol 1292 1290 78,7 78,7
carvacrol 1301 1299 0,3 0,3
iso-ascaridol 1304 1303 - —
eugenol 1356 1359 — .
metileugenol 1402 1404 - —
(E)-cariofileno 1418 1419 2,2 2,2
a-trans-bergamoteno 1432 1435 ~=- -
a-cariofileno 1453 1455 1,2 1,2
germacreno D 1480 1485 0,1 0,1
NI 1482 ND 03 03
§-selineno 1488 1490 - —-
y-cadineno 1511 1514 0.1 0,1
§-cadineno 1519 1523 - —-
NI 1543 ND — —
E-nerolidol 1561 1563 - —
espatulenol 1574 1578 - —
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Cédigo de LGR0816 Média

andlise
Substancia IR calc IR Lit SJ4 Média
6xido de cariofileno 1580 1583 0,4 0,4
globulol 1584 1585 0,2 0,2
quaiol 1598 1601 01 01
epoxido humuleno I 1604 1608 0,2 0,2
y-eudesmol 1627 1632 - ---
t-cadinol 1636 1640 - -
t-muurolol 1641 1642 - -
NI 1645 ND - ——--
NI 1647 ND
NI 1648 ND - ——--
NI 1650 Nd - -—
NI 1652 ND - -—--
B-eudesmol 1653 1651 0,1 0,1
a-cadinol 1655 1654 - -
NI 1658 ND
NI 1665 ND 0,2 0,2
NI 1677 ND --- ——-
SUMA 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Similar padrao ao da composi¢cdo dos 6leos essenciais de El Oreganal e San José, se
observa na Tabela 13, correspondente ao rendimento e composi¢ao do o6leo essencial de trés
espécimes de L. graveolens de Casas de Pinto (CP1, CP2 e CP3) coletadas em julho de 2007.
O timol apresentou uma percentagem equivalente nas trés amostras individuais e na amostra
composta preparada com a mistura destas (CPM). A ordem das quatro substancias em maior
percentagem se repete: timol (79,2%), p-cimeno (7,2%), y-terpineno (2,9%), B-mirceno
(2,5%). O espécime CP3 apresentou o maior rendimento deste grupo de amostras (4,6%) e
timol em 79,3%, por isso pode ser considerado apropriado para coleta de sementes para

cultivo da planta.
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Tabela 13. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
Casas de Pinto em julho de 2007. Resultados em % de area.

Cadigo de LGR0822 LGR0820 LGR0813 LGR0828 Média
andlise

Rendimiento 4,1 4,2 4,6 4,3 4,3

(%)

Substancia IR calc IR Lit CP1 CP2 CP3 CPM Média
a-tujeno 925 930 0,2 0,3 0,2 0,4 0,3
a-pineno 933 939 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
canfeno 949 954 - ---- - -
sabineno 972 975 o T T o T
B-pineno 977 979 e - 0,1 ----
B-mirceno 990 991 2,3 2,8 2,4 2,6 2,5
§-2-careno 1004 1002 0,1 0,1 e 0,1 0,1
a-felandreno 1006 1003 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
a-terpineno 1016 1017 1,0 1,1 0,9 11 1,0
m-cimeno 1018 N.D. -—-- -—--
p-cimeno 1023 1025 7,7 6,7 7,1 7,2 7,2
limoneno 1027 1029 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
B-felandreno 1028 1030 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
1,8-cineol 1031 1031 ---- -—-- ---- 0,2 -
(2)-B-ocimeno 1034 1037 0,2 ---- 0,2 0,1
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
y-terpineno 1057 1060 2,8 3,1 2,5 3,3 2,9
hidrato de cis- 1069 1070 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2
sabineno
terpinoleno 1086 1089 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
linalol 1101 1097 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
Hidrato de trans- 1103 1098 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
sabineno
(2)-p-terpineol 1141 1144 - T T - -
cis-para- 1155 1160
mentan-8-ol
NI 1156 N.D. - -—--
borneol 1170 1169 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2
terpinen-4-ol 1180 1177 0,7 0,5 0,6 0,6 0,6
p-cimen-8-ol 1185 1183 -—-- -—--
o-terpineol 1192 1189 -t T T -t —
cis-piperitol 1199 1196 -t -
metiltimileter 1231 1235 0,4 0,3 - 0,4 0,3
NI 1238 ND - -—--
NI 1287 ND 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
timol 1292 1290 79,5 78,2 79,3 79,7 79,2
carvacrol 1301 1299 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 o o ot . -t
eugenol 1356 1359 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 e ot -t . -t
(E)-cariofileno 1418 1419 1,1 2,0 1,2 0,9 1,3
a-trans- 1432 1435 0,1 0,3 - 0,1 0,1
bergamoteno
a-cariofileno 1453 1455 0,7 1,2 0,8 0,6 0,8
germacreno D 1480 1485 0 T T T T
NI 1482 ND 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1
selineno 1488 1490 ---- ---- 0,1 -—--
y-cadineno 1511 1514 0,4 0,4 0,3 0,1 0,3
s-cadineno 1519 1523 -—-- -—--
NI 1543 ND 0,1 -—-- -—--
E-nerolidol 1561 1563
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Caddigo de LGR0822 LGR0820 LGRO0813 LGR0828 Média
andlise
Substancia IR calc IR Lit CP1 CP2 CP3 CPM Média

espatulenol 1574 1578 - 0,2 -
o6xido de 1580 1583 0,4 0,4 0,6 0,4 0,4
cariofileno

globulol 1584 1585 - ---- ---- - -
guaiol 1598 1601 ---- - 0,6 0,2
epoxido 1604 1608 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2
humuleno Il

y-eudesmol 1627 1632 -—-- -—--
t-cadinol 1636 1640 e -
t-muurolol 1641 1642 - - -—-- . -
NI 1645 ND - -—--
NI 1647 ND - - -—-- - -
NI 1648 ND - -—--
NI 1650 Nd - - -—-- — -
NI 1652 ND - -—--
B-eudesmol 1653 1651 0,1 0,2 0,5 0,1 0,2
a-cadinol 1655 1654 -—-- -—--
NI 1658 ND ---- -
NI 1665 ND - -—--
NI 1677 ND - -—--
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Néo identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: indices de retengéio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 14 apresenta os resultados da determinagdo de rendimento e composi¢ao do
6leo essencial de L. graveolens de El Carrizal correspondente a julho de 2007. Trés
individuos (EC1, EC3 e EC4), e uma amostra composta, ECM, (preparada com ECI1, EC3,
EC4 e EC2), foram analisadas. EC2 nao foi analisada individualmente. As amostras sdo do
quimiotipo carvacrol O rendimento médio de extracao foi 3,4%, considerado alto para este
quimiotipo. O carvacrol foi a principal substancia encontrada (56,6-75,3%), seguida pelo p-
cimeno (3,2-11,7%), y-terpineno (2,4-12-7%), timol (5,9-8,0%), B-mirceno (0,4-2,4%) ¢ (E)-
cariofileno (1,3-1,9%). O espécime EC1 apresentou a maior percentagem de carvacrol de
todas as amostras analisadas na tese (75,3%), sendo a Ginica amostra que apresentou carvacrol
em percentagem superior a 70%. O espécime EC1 apresentou também um rendimento
elevado (4,2%), por isso ¢ considerado apropriada para coleta de sementes para cultivo da

planta e producao de 6leo essencial de quimiotipo carvacrol de alta qualidade.
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Tabela 14. Rendimento e composi¢cdo média do oleo essencial de L. graveolens coletada em
El Carrizal em julho de 2007. Resultados em % de érea.

Cadigo de LGR0808 LGR0826 LGR0829 LGR0831 Média
analise
Rendimento (%) 4,2 1,9 3,5 3,9 3,4
Substancia IR calc IR Lit EC1 EC3 EC4 ECM Média
a-tujeno 925 930 0,5 0,6 0,6 0,4
a-pineno 933 939 0,2 0,2 0,2 0,2
canfeno 949 954 ---- O,l ---- ---- ----
sabineno 972 975
B-pineno 977 979 0,1 0,1 0,1 0,1
ﬁ_mirceno 990 991 0,4 2,4 2,4 2,4 1,9
§-2-careno 1004 1002 0,2 0,1 0,2 0,1
o-felandreno 1006 1003 == 0,1 0,1 0,1 0,1
o-terpineno 1016 1017 0,3 1,8 2,1 1,9 1,5
m-cimeno 1018 N.D.
p_cimeno 1023 1025 3,2 11,8 11,7 11,5 9,5
limoneno 1027 1029 -——- 0,3 0,3 0,3 0,2
B_fe|andren0 1028 1030 -—-= 0,1 0,1 0,1 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,1 0,1 0,1 0,1
(2)-B-ocimeno 1034 1037 0,2 0,4 0,3 0,2
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,1 0,1 0,1 0,1
y-terpineno 1057 1060 2,4 8,5 12,7 9,8 8,3
hidrato de cis- 1069 1070 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
sabineno
terpino|eno 1086 1089 ---= 0,1 0,1 0,1 0,1
linalol 1101 1097 0,5 0,7 1,2 0,8 0,8
Hidrato de trans- 1103 1098 0,2 -—-- 0,1
sabineno
(2)-p-terpineol 1141 1144
cis-para-mentan- 1155 1160 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3
8-ol
NI 1156 N.D.
borneol 1170 1169 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1
terpinen-4-ol 1180 1177 0,8 0,6 0,5 0,6 0,6
p_C|men_8_0| 1185 1183 === === === === ===
a_terpinecﬂ 1192 1189 ---- 0,1 0,1 O,l ----
cis-piperitol 1199 1196
metiltimileter 1231 1235 0,5 0,5 0,1 0,3 0,4
NI 1238 ND 0,1
NI 1287 ND 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
timol 1292 1290 8,0 59 6,8 7,4 7,0
carvacrol 1301 1299 75,3 60,0 56,6 57,3 62,3
iso-ascaridol 1304 1303 - -
eugenol 1356 1359 0,2 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 0.1
(E)_Cariof”eno 1418 1419 1,9 1,4 1,3 1,6 1,5
a-trans- 1432 1435 0,1 0,2 0,1 0,1
bergamoteno
o-cariofileno 1453 1455 1,3 0,9 0,8 1,0 1,0
germacreno D 1480 1485
NI 1482 ND 3,1 1,6 0,2 1,3 15
selineno 1488 1490
y-cadineno 1511 1514 0,1 0,1 0,1 0,1
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Cadigo de LGRO0808 LGR0826 LGR0829 LGR0831 Média
andlise
Substancia IR calc IR Lit EC1 EC3 EC4 ECM Média

d-cadineno 1519 1523 ---- ---- ---- ---- ----
NI 1543 ND - - -
E-nerolidol 1561 1563 - == -
espatulenol 1574 1578 ---- 0,1 ---- ---- -—--
oxido de 1580 1583 0,5 0,3 0,4 0,4 0,4
cariofileno

g|0bu|0| 1584 1585 ---- ---- ---- ---- ----
guaio| 1598 1601 - == ---- 0,1 ----
epoéxido 1604 1608 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
humuleno 11

y-eudesm0| 1627 1632 ---- ---- ---- ---- -
t-cadinol 1636 1640 -=-= -=== -=-- ---- ----
t-muurolol 1641 1642 ---- ---- ---- ---- -
NI 1645 ND - - -
NI 1647 ND ---- ---- -
NI 1648 ND - - -
NI 1650 Nd ---- ---- -—--
NI 1652 ND - - -
B-eudesmol 1653 1651 0,2 0,2 - 0,1 0,1
o-cadinol 1655 1654 ---= -=== ---- ---- ----
NI 1658 ND ---- ---- -
NI 1665 ND ---- ---- ----
NI 1677 ND ---- ---- -
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retencio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 15 mostra os resultados de rendimento e composi¢cdo do 6leo essencial de
duas amostras individuais (T1 e T2) e uma composta das anteriores (TM) de L. graveolens de
La Tuna, coletada em julho de 2007. O rendimento de extracdo ¢ levemente baixo para L.
graveolens (1,8%). O padrdo de composigdo ¢ similar ao obtido nas amostras de El Carrizal
para o mesmo mes de coleta com carvacrol (56,7-61,8%), seguida pelo p-cimeno (12,9-
13,5%), y-terpineno (5,9-7,3%), timol (6,6-7,1%), B-mirceno (1,8-2,1%) e (E)-cariofileno

(1,1-1,5%).
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Tabela 15. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em

La Tuna em julho de 2007. Resultados em % de area.

Cadigo de LGR0832 LGR0809 LGRO0821 Média

anélise

Rendimento 1,3 2.4 1,8 1,8

(%)

Substancia IR calc IR Lit Tl T2 ™ Média
a-tujeno 925 930 05 05 04 05
a-pineno 933 939 0,2 0,2 0,1 0,2
canfeno 949 954 - --=- === -
sabineno 972 975 " T - T
B_pineno 977 979 - -==- === i
ﬁ_mirceno 990 991 2,1 2,1 1,8 2,0
5-2-careno 1004 1002 0,1 0,1 0,1 0,1
o-felandreno 1006 1003 0,1 0,1 0,1 0,1
a-terpineno 1016 1017 1,3 1,6 1,2 1,4
m-cimeno 1018 N.D.
p_cimeno 1023 1025 13,5 13,9 12,9 13,5
limoneno 1027 1029 0,2 0,2 0,2 0,2
B-felandreno 1028 1030
1]8_Cineo| 1031 1031 ---- 0,1 - -
(2)-p-ocimeno 1034 1037 0,2 0,3 0,2 0,2
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,1 0,1 0,1 0,1
yterpineno 1057 1060 5,9 7,3 5,9 6,4

hidrato de 1069 1070 0,2 0,1 0,1 0,1
cis-sabineno

terpinoleno 1086 1089
linalol 1101 1097 0,5 0,4 0,6 0,5
Hidrato de 1103 1098 ---- 0,1 - -—--
trans- sabineno

(2)-p-terpineol 1141 1144
cis-para- 1155 1160 0,3 0,2 0,3 0,3
mentan-8-ol

NI 1156 N.D.
borneol 1170 1169 0,2 0,1 0,1 0,1
terpinen_4_0| 1180 1177 0,5 0,7 0,6 0,6
p-Clmen-8-0| 1185 1183 === === == = ===
a-terpingol 1192 1189
cis-piperitol 1199 1196
metiltimileter 1231 1235 0,2 0,2 0,2 0,2
NI 1238 ND 0,1
NI 1287 ND 0,2 0,3 0,2 0,2
timol 1292 1290 7,1 6,6 7.1 6,9
carvacrol 1301 1299 61,7 56,8 61,8 60,1
iso-ascaridol 1304 1303 - - ---
eugen0| 1356 1359 0,2 ---- 0,2 0,1
met”eugeno] 1402 1404 - 0,2 ---- 0,1
(E)_Cariof”eno 1418 1419 1,2 1,1 1,5 1,2
a-trans- 1432 1435 0,2 0,2 0,3 0,2
bergamoteno

o-cariofileno 1453 1455 0,8 0,7 1,0 0,8
germacreno D 1480 1485 T - T "
NI 1482 ND 15 13 16 15
d-selineno 1488 1490 ---- 1,0 - 0,3
y-cadineno 1511 1514 03 03 04 03
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Caddigo de LGR0832 LGR0809 LGR0821 Média
analise
Substancia IR calc IR Lit T1 T2 ™ Média

d-cadineno 1519 1523 ---- -—-- ---- -—--
NI 1543 ND - - -—--
E-nerolidol 1561 1563 — ---- -
espatulenol 1574 1578
oxido de 1580 1583 0,5 0,4 0,6 0,5
cariofileno

g|0bu|0| 1584 1585 ---- ——— ——— -—--
guaiol 1598 1601 0,8 0,3
epoéxido 1604 1608 0,2 1,4 0,3 0,6
humuleno Il

y-eudesmol 1627 1632 0,5 0,2
t-cadinol 1636 1640 ---- ---- ---- -
t-muurolol 1641 1642 ---- ---- ---- -——
NI 1645 ND - - -—--
NI 1647 ND
NI 1648 ND - - -—--
NI 1650 Nd -—-- - ——--
NI 1652 ND - - -—--
B-eudesmol 1653 1651 0,1 0,1 0,1
a-cadinol 1655 1654 ---- - ---- -
NI 1658 ND -—-- - -—--
NI 1665 ND -—-- ---- -—--
NI 1677 ND -—-- - -—--
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retencio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.1.2.4 Oleos essenciais de espécimens de L. graveolens coletados em dezembro de 2007

e janeiro de 2008 em nove populagdes

No final de Dezembro de 2007 ¢ inicio de Janeiro de 2008 foram coletadas amostras
de L. graveolens em 9 populagoes (Tabela 4). Um maior nimero de amostras que nas coletas
anteriores foi coletado para avaliar a presenca de quimiotipos nas diferentes populagdes. As

Tabelas 16 a 24 mostram os resultados de rendimento ¢ composicao.

A Tabela 16 apresenta os resultados de rendimento e composi¢do do dleo essencial de
El Subinal obtidos em amostras no inicio de janeiro de 2008. Seis amostras individuais (S1 a
S6) foram analisadas além de uma amostra composta das seis amostras anteriores (SM). O
rendimento de Oleo essencial foi baixo na maioria das amostras (valor médio de 1,3%),
quando se compara com o rendimento obtido em julho de 2007 (2,7%), com exce¢do da
amostra S2 (2,4%), a qual apresentou un rendimento superior ao dobro das outras cinco
amostras. E importante mencionar que dezembro e janeiro correspondem a esta¢do fria na
Guatemala, na qual ndo ocorrem chuvas. Nessas condi¢des L. graveolens se encontra seca,
com alto conteudo de sementes. As seis amostras individuais e a composta corresponderam ao
quimiotipo misto, apresentando 1,8-cineol (7,8%), oOxido de -cariofileno (7,4%), (E)-
cariofileno (6,6%) e p-cimeno (6,2%) como principais componentes. O timol e o carvacrol
apresentaram valores médios de 0,3 e 0,2%, respectivamente. O conteudo de (E)-cariofileno e
seu oxido foi maior em dezembro que o valor observado para essas substancias em julho (<
4%). Uma amostra (S3) apresentou o-felandreno em alta percentagem (16%), sendo o
mesmo caso de duas amostras que apresentaram essa substancia em percentagem de 19% em

julho (amostras S3 e S4 da Tabela 8). Os resultados das seis amostras demonstram que a
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populagdo de L. graveolens de El Subinal esta dominada pelo quimiotipo misto. Nao foi

encontrado nenhum espécime correspondente ao quimiotipo timol nem ao carvacrol.
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Tabela 16. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
El Subinal em janeiro de 2008. Resultados em % de area por CG-DIC.

Codigo de analise

LGR0874 LGR0841 LGR0857 LGR0861 LGR0866 LGR0835 LGR0837 Média

Rendimiento (%) 1,3 2,4 1,1 1,0 11 1,0 1,2 1,3
Substéncia IR calc IR Lit S1 S2 S3 S4 S5 S6 SM Média
a-tujeno 925 930 0,5 0,8 0,3 0,5 04 0,4 0,5 0,5
o-pineno 933 939 0,5 0,6 0,4 0,4 0,5 0,4 0,5 0,5
canfeno 949 954 0,6 1,0 0,1 0,7 0,3 0,7 0,6 0,6
sabineno 972 975 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2 0,1 0,2 0,2
B-pineno 977 979 0,4 0,4 0,2 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3
B-mirceno 990 991 2,7 0,3 2,7 2,6 2,1 2,6 2,7 2,2
8-2-careno 1004 1002 3,8 0,2 0,1 4,0 0,2 0,1 1,2
a-felandreno 1006 1003 0,8 1,0 16,0 2,4 7,6 4,8 4,6
o-terpineno 1016 1017 0,7 1,0 0,4 0,7 0,5 0,5 0,6 0,6
m-cimeno 1018 N.D. 0,1 0,2 0,2 - 0,2 0,1 0,1
p-cimeno 1023 1025 7,6 8,3 6,8 4,5 4,2 5,8 59 6,2
limoneno 1027 1029 1,9 2,3 15 1,6 1,3 1,6 1,7 1,7
B-felandreno 1028 1030 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2
1,8-cineol 1031 1031 8,8 8,7 55 7,1 10,5 6,1 8,2 7,8
(2)-B-ocimeno 1034 1037 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,1 0,1 0,1 ---- 0,2 0,1 0,1
y-terpineno 1057 1060 3,1 4,2 1,4 2,8 1,7 1,7 25 2,5
hidrato de cis-sabineno 1069 1070 51 6,2 0,8 7,0 2,9 3,2 4.4 4,2
terpinoleno 1086 1089 0,8 11 2,8 15 1,3 1,6 15 15
linalol 1101 1097 6,4 9,3 4,7 6,9 3,2 6,8 6,5 6,3
Hidrato de trans- sabineno 1103 1098 0,1 - - -
(2)-B-terpineol 1141 1144 1,3 15 0,6 11 0,8 0,9 11 1,0
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160 0,9 1,0 0,5 0,7 0,6 0,7 0,8 0,8
NI 1156  N.D. 0,9 0,8 0,5 0,6 0,5 0,6 0,7 0,7
borneol 1170 1169 1,1 1,6 0,5 1,8 0,2 1,4 1,3 11
terpinen-4-ol 1180 1177 115 11,6 75 8,7 7,6 8,2 9,4 9,2
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,7 0,6 1,8 0,7 0,3 0,6 1,0 0,8
a-terpineol 1192 1189 2,4 2,3 1,6 1,6 2,0 1,6 2,0 1,9
cis-piperitol 1199 1196 0,5 0,5 0,3 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4
metiltimileter 1231 1235 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
NI 1238 ND 0,1
NI 1287 ND 0,1
timol 1292 1290 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,5 0,2 0,3
carvacrol 1301 1299 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 0,1 0,2 - 0,2 - 0,1 0,1 0,1
eugenol 1356 1359 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
metileugenol 1402 1404 0,5 0,5 0,1 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3
(E)-cariofileno 1418 1419 7,0 49 6,1 7,1 9,2 59 5,9 6,6
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,2 0,4 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
a-cariofileno 1453 1455 4,1 2,9 35 4,5 5,8 3,9 3,7 4,0
germacreno D 1480 1485 0,4 0,3 1,2 0,8 0,2 0,1 0,1 0,5
NI 1482 ND 1,1 0,6 2,1 0,9 2,2 1,5 1,2 1,4
8-selineno 1488 1490 0,8 0,5 1,7 0,1 1,7 1,2 1,0 1,0
y-cadineno 1511 1514 0,2 0,2 0,6 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3
5-cadineno 1519 1523 0,4 0,4 14 0,6 0,9 0,5 0,6 0,7
NI 1543 ND 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2
E-nerolidol 1561 1563 0,6 0,9 0,9 0,3 11 1,3 0,9 0,9
espatulenol 1574 1578 0,3 1,2 0,4 0,6 0,6 0,5 0,5
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Cadigo de analise

LGR0O874 LGRO841 LGR0857 LGR0861 LGR0866 LGR0835 LGR0s37 Média

Substancia IRcalc IRLit Sl s2 s3 s4 S5 S6 sm_ Media
6xido de cariofileno 1580 1583 7,6 5,9 57 7,9 8,5 8,5 7,8 7,4
globulol 1584 1585 0,2 0,9 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3
guaiol 1598 1601 1,4 1,1 1,5 1,6 2,0 1,9 1,6 1,6
epo6xido humuleno I 1604 1608 2,6 2,5 2,4 2,6 3,3 3,2 29 2,8
y-eudesmol 1627 1632 0,2 0,1 0,4 0,3 0,5 0,4 0,1 0,3
t-cadinol 1636 1640 0,4 0,3 0,5 0,8 0,4 0,4 0,5 0,5
t-muurolol 1641 1642 1,6 0,3 1,3 0,5 0,7 0,7 0,5 0,8
NI 1645 ND ——-- 1,2 0,7 1,9 1,8 1,8 1,1
NI 1647 ND 2,0 1,2 0,3 2,1 2,0 1,4 15 1,5
NI 1648 ND 0,3 0,7 2,3 0,5 0,4 0,4 0,7
NI 1650 Nd 0,3 0,2 0,6 0,7 0,4 0,4 0,5 0,4
NI 1652 ND 0,2 0,1 0,4 0,5 0,3 0,3 0,3 0,3
B-eudesmol 1653 1651 3,9 31 4,7 2,5 59 5,6 4,9 4,4
a-cadinol 1655 1654 1,4 0,7 1,9 4,6 2,2 2,1 1,6 2,1
NI 1658 ND 0,3 0,2 0,2 0,1 0,4 0,4 0,3 0,3
NI 1665 ND 0,6 0,4 0,3 0,7 0,6 0,7 0,6 0,5
NI 1677 ND 0,3 0,1 0,1 0,4 0,6 0,1 0,3 0,3
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: N3ao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados da analise do dleo essencial de trés espécimens individuais (PJ3, PJ5 e
PJ6) e uma amostra composta (PJM) de L. graveolens coletadas em janeiro de 2008 em El
Paso de Los Jalapas sdo apresentados na Tabela 17. Esta coleta foi a unica realizada nessa
populacdo independentemente da coleta de sementes realizada no experimento do ICTA.
Uma das amostras (PJ3) apresentou timol como substancia principal, correspondendo ao
quimiotipo timol em percentagem baixa em relagdo com os valores comuns encontrados para
esse quimiotipo. A amostra composta correspondente PJM, apresenta um quimiotipo que
pode ser classificado como misto com alto contetido de timol (12,9%). As amostras PJ5 e PJ6
corresponderam ao quimiotipo misto, com p-cimeno (11,6-11-7%), linalol (5,8-7,2%) e
hidrato de cis-sabineno (5,8-7,2%) como principais componentes. O (E)-cariofileno (5,0-

6,5%) e seu oxido (4,0-6,1%) apresentaram percentangens importantes.
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Tabela 17. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
El Paso de los Jalapas no inicio de janeiro de 2008. Analise realizada por CG-DIC.

Cddigo de analise LGR0836 LGRO0873 LGR0843 LGR0851 Média
Rendimento (%) 1,4 1,8 1,7 1,6 1,63
Substancia IR calc IR Lit PJ3 PJ5 PJ6 PIJM Média
a-tujeno 925 930 0,1 04 0,6 0,5 0,4
o-pineno 933 939 0,1 0,2 04 0,3 0,3
canfeno 949 954 0,5 0,3 1,0 0,8 0,7
sabineno 972 975 - 0,2 0,2 0,1 0,1
B-pineno 977 979 0,2 0,3 0,2 0,2
B-mirceno 990 991 1,2 3,0 3,5 2,8 2,6
8-2-careno 1004 1002 0,2 0,1 0,1 0,1
a-felandreno 1006 1003 0,7 0,9 0,7 0,6
o-terpineno 1016 1017 0,4 0,8 0,9 0,7 0,7
m-cimeno 1018 N.D. - 0,2 0,2 0,2 0,1
p-cimeno 1023 1025 7,8 11,6 11,7 10,0 10,3
limoneno 1027 1029 0,9 1,8 1,9 1,8 1,6
B-felandreno 1028 1030 18 0,3 0,3 0,3 0,7
1,8-cineol 1031 1031 2,7 3,2 1,7 19
(2)-B-ocimeno 1034 1037 0,2 0,1 0,1 0,1
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,2 0,3 04 0,1 0,2
y-terpineno 1057 1060 1,9 3,9 4,4 2,5 3,2
hidrato de cis-sabineno 1069 1070 4,6 6,9 6,1 4,0 54
terpinoleno 1086 1089 0,3 0,9 0,9 0,6 0,7
linalol 1101 1097 6,4 7,2 5,8 6,4 6,4
Hidrato de trans- sabineno 1103 1098 - - - -
(2)-B-terpineol 1141 1144 0,6 1,2 1,3 1,3 11
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160 0,4 0,8 0,9 1,0 0,8
NI 1156 N.D. 0,3 0,7 0,9 0,8 0,7
borneol 1170 1169 1,9 0,6 15 14 14
terpinen-4-ol 1180 1177 4,3 8,9 10,2 11,0 8,6
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,5 0,7 0,7 0,7 0,7
a-terpineol 1192 1189 1,3 2,2 2,3 1,9 1,9
cis-piperitol 1199 1196 0,2 0,5 0,5 0,5 0,4
metiltimileter 1231 1235 1,0 0,1 0,2 0,3 0,4
NI 1238 ND 0,1 0,1 0,1
NI 1287 ND 0,1 0,1 0,1
timol 1292 1290 29,8 0,3 0,9 12,9 11,0
carvacrol 1301 1299 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2
eugenol 1356 1359 - 0,1 0,2 0,2 0,1
metileugenol 1402 1404 - 0,1 0,3 0,2 0,2
(E)-cariofileno 1418 1419 5.2 6,5 5,0 4,4 53
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,7 11 0,4 0,5 0,7
a-cariofileno 1453 1455 31 3,9 2,9 2,6 31
germacreno D 1480 1485 0,4 0,3 0,4 0,2 0,3
NI 1482 ND 1,8 3,0 3,9 2,2 2,7
d-selineno 1488 1490 2,0 3,4 3,6 2,2 2,8
y-cadineno 1511 1514 2,0 1,3 0,4 0,7 11
5-cadineno 1519 1523 0,5 0,1 0,4 0,4 0,4
NI 1543 ND 0,3 0,2 0,3 0,1 0,2
E-nerolidol 1561 1563 0,6 0,7 0,2 0,4 0,5
espatulenol 1574 1578 1.2 1,0 0,9 1,0 1,0
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Média

Caédigo de analise LGR0836 LGR0873 LGR0843 LGR0851
Substancia IR calc IR Lit PJ3 PJ5 PJ6 PIM Média
oxido de cariofileno 1580 1583 4,0 6,1 5,0 54 51
globulol 1584 1585 0,2 0,5 0,4 0,7 0,4
guaiol 1598 1601 0,8 15 0,9 11 11
epoxido humuleno I 1604 1608 15 2,4 2,1 2,3 2,1
y-eudesmol 1627 1632 0,3 0,4 0,5 0,4 0,4
t-cadinol 1636 1640 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2
t-muurolol 1641 1642 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
NI 1645 ND 0,9 1,0 0,3 1,0 0,8
NI 1647 ND 0,6 0,9 1,0 0,7 0,8
NI 1648 ND 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3
NI 1650 Nd 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
NI 1652 ND 0,2 0,1 0,2 0,1
B-eudesmol 1653 1651 3,3 29 3,9 3,3 3,4
a-cadinol 1655 1654 1,2 2,0 2,8 1,6 1,9
NI 1658 ND 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
NI 1665 ND 0,4 0,6 0,3 0,3 0,4
NI 1677 ND 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: N3ao identificado.

N.D.: Néo ¢ descrito o indice de reten¢do na publicagéo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retencdo calculado partindo dos tempos de retengao das substancias eluidas por CG-

DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados da analise do 6leo essencial de quatro espécimens de L. graveolens (M1,
M2, M3 e M4) e uma amostra composta das anteriores (MM), coletadas no local Magdalena
cem janeiro de 2008, sdo apresentados na Tabela 18. O rendimento de extracdo do dleo
essencial foi baixo comparado ao rendimento obtido em julho de 2007 (3,13%). Todas as
amostras corresponderam ao quimiotipo misto com uma amostra (M4) apresentando timol em
percentagem de 10%. O terpinen-4-ol foi o componente com maior percentagem média
(11,0%) seguido pelo p-cimeno (10,0%), linalol (6,9%), 6xido de cariofileno (6,5%) e (E)-
cariofileno (4,8%). O padrdo de composi¢ao corresponde ao observado em julho de 2007 para
esta populag@o, com as percentagens de 6xido de cariofileno e (E)-cariofileno levemente mais

altas e B-eudesmol em menor percentagem (3,4% contra 5,9% observado em julho de 2007).
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Tabela 18. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em

Magdalena no inicio de janeiro de 2008. Resultados em % de area.

Cddigo de analise LGR0844 LGR0854 LGR0865 LGR0876 LGR0871 Média

Rendimento (%) 1,7 1,2 1,6 15 14 15

Substéncia IR calc IR Lit M1 M2 M3 M4 MM Média
a-tujeno 925 930 0,5 0,1 0,2 0,7 0,3 0,3
a-pineno 933 939 0,4 0,1 0,3 0,2 0,2
canfeno 949 954 1,8 0,4 1,2 0,8 0,8 1,0
sabineno 972 975 - - -
B-pineno 977 979 0,2 0,2 0,2 0,1
B-mirceno 990 991 3,5 0,7 2,2 4,7 2,2 2,6
8-2-careno 1004 1002 0,1 0,1
a-felandreno 1006 1003 0,8 0,2 0,5 1,1 0,5 0,6
o-terpineno 1016 1017 0,8 0,4 0,5 0,9 0,6 0,6
m-cimeno 1018 N.D. 0,2 - 0,1 0,2 - 0,1
p-cimeno 1023 1025 9,7 2,8 13,3 15,2 8,9 10,0
limoneno 1027 1029 2,4 0,6 1,6 25 1,4 1,7
B-felandreno 1028 1030 0,4 0,2 0,2 0,5 0,2 0,3
1,8-cineol 1031 1031 14 1,0 2,2 1,6 1,3
(2)-B-ocimeno 1034 1037 0,1 0,2 0,3 0,1
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,1 -—-- 0,2 0,1 ---- 0,1
y-terpineno 1057 1060 2,7 1,2 3,2 31 2,2 25
hidrato de cis-sabineno 1069 1070 2,8 7,0 2,8 2,5 31 3,6
terpinoleno 1086 1089 0,8 0,4 0,5 0,9 0,6 0,6
linalol 1101 1097 5,0 7,1 11,6 7,1 3,6 6,9
Hidrato de trans- sabineno 1103 1098 - - 3,4 0,7
(2)-B-terpineol 1141 1144 1,3 11 0,9 1,6 1,3 1,2
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160 0,5 0,8 0,7 1,2 1,0 0,8
NI 1156 N.D. 0,8 0,7 0,6 1,0 0,7 0,7
borneol 1170 1169 2,6 34 2,0 1,3 1,9 2,3
terpinen-4-ol 1180 1177 11,9 8,8 8,3 14,6 11,9 11,0
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,7 0,9 0,7 1,0 0,7 0,8
a-terpineol 1192 1189 2,4 15 1,4 14 2,0 1,7
cis-piperitol 1199 1196 0,6 0,4 0,3 0,6 0,4 0,5
metiltimileter 1231 1235 0,1 0,2 0,5 0,2
NI 1238 ND 0,2
NI 1287 ND 0,1 0,1 0,1
timol 1292 1290 0,7 0,4 0,7 10,3 2,8 3,0
carvacrol 1301 1299 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3
eugenol 1356 1359 0,4 - 0,2 0,2 0,3 0,2
metileugenol 1402 1404 0,4 0,4 0,2 0,2 0,3 0,3
(E)-cariofileno 1418 1419 6,0 4,7 5,8 2,3 51 4,8
a-trans-bergamoteno 1432 1435 1,1 1,1 0,9 0,8 0,5 0,9
a-cariofileno 1453 1455 3,6 29 3,6 14 3,2 2,9
germacreno D 1480 1485 0,5 0,7 0,2 0,3 0,5 0,4
NI 1482 ND 1,9 2,2 2,6 0,6 1,6 1,8
8-selineno 1488 1490 2,1 3,0 2,6 0,6 15 2,0
y-cadineno 1511 1514 0,3 1,3 0,4 0,7 0,3 0,6
5-cadineno 1519 1523 0,5 1,3 0,5 0,3 0,6 0,6
NI 1543 ND 0,1 0,9 0,1 0,3 0,3
E-nerolidol 1561 1563 0,5 0,8 0,5 0,2 0,5 0,5
espatulenol 1574 1578 2,1 3,1 0,7 1,3 1,9 1,8
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Cadigo de andlise LGR0844 LGR0854 LGR0865 LGR0876 LGR0871 Média
Substéncia IR calc IR Lit M1 M2 M3 M4 MM Média
oxido de cariofileno 1580 1583 6,9 54 7,7 4,8 7,8 6,5
globulol 1584 1585 1,7 11 0,3 0,8 1,2 1,0
guaiol 1598 1601 1,6 3,9 1,3 1,0 2,2 2,0
epo6xido humuleno I 1604 1608 2,9 2,4 3,0 2,1 3,5 2,8
y-eudesmol 1627 1632 0,4 0,4 0,8 0,1 0,4 0,4
t-cadinol 1636 1640 0,3 0,8 0,1 0,6 0,4
t-muurolol 1641 1642 0,4 1,1 0,4 0,2 0,6 0,6
NI 1645 ND 1,6 2,6 1,4 0,8 19 1,7
NI 1647 ND 1,7 0,8 15 0,8 1,7 1,3
NI 1648 ND 0,6 0,5 0,2
NI 1650 Nd 0,3 0,6 0,4 0,2 0,3 0.4
NI 1652 ND 0,2 0,5 0,3 0,2 0,3 0,3
B-eudesmol 1653 1651 3,7 13,2 3,3 2,6 6,5 59
a-cadinol 1655 1654 1,8 1,8 2,8 0,9 1,7 1,8
NI 1658 ND 0,3 0,7 0,1 0,1 0,4 0,3
NI 1665 ND 0,7 0,6 0,8 0,2 0,3 0,5
NI 1677 ND 0,2 0,2 0,3 0,1 0,5 0,3
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retencao calculado partindo dos tempos de retengao das substancias eluidas

por CG-DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de serie homologa.
IR Lit: Indices de retengdo publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Sete amostras de 6leo essencial de espécimens individuais (K1, K2, K3, K4, K5, K6 ¢
K7) de uma populagdo de L. graveolens do local Km 93 Y4, coletadas em janeiro de 2008
foram analisadas junto com uma amostra composta de material dos sete espécimens
analisados. Os resultados sdo mostrados na Tabela 19. O rendimento médio do o6leo
essencial (1,9%) foi muito menor que o observado em julho de 2007 (3,8%) sendo que cinco
das sete amostras corresponderam ao quimiotipo timol, uma das quais (K7) apresentou o
maior rendimento deste grupo (3,6%). Visto o alto rendimento e alta percentagem de timol do
individuo K7, este poderia ser considerado para coleta de sementes para o cultivo de L.
graveolens para produzir 6leo essencial de alto rendimento e boa qualidade. Uma amostra
(K5) apresentou timol em percentagem maior que 80%. Duas amostras (K4 e Ko6)
corresponderam ao quimiotipo misto. O timol foi encontrado a uma percentagem média de
55,7% no grupo de amostras, percentagem esta superior aquela observada em julho de 2007
para o 6leo essencial da mesma populagdo. Nesta coleta (2008) foi encontrada uma proporgao
maior de amostras tipo timol (5 de 7 individuos coletados) que em 2007 (2 de 4 individuos
coletados). A amostra composta apresentou o quimiotipo timol em percentagem de 62,4%.
Outras substancias que apresentaram percentagens importantes foram o p-cimeno (7,8%), (E)-
cariofileno (3,7%) e terpinen-4-ol (3,4%), com similaridade aos resultados de composi¢ao

quimica observados em julho de 2007.

Estes resultados parecem indicar que a populagdo do Km 93 '52 apresenta dois
quimiotipos ¢ que a composi¢do média pode variar dependendo das propor¢des de ambos
quimiotipos que forem coletadas e extraidas, o qual ¢ importante na consideragdo da
qualidade do 6leo essencial. Estes resultados reforgam a idéia que a populacdo do Km 93 Y5,
poderia estar localizada em uma area de transi¢do entre as regides que apresentam dominancia

por um ou outro quimiotipo, estando localizadas ao oeste as populagdes com predominancia
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do tipo misto e ao leste deste local e no meio da regido de estudo, as populacdes do

quimiotipo timol.
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Tabela 19. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
Km 93 1/2 no inicio de janeiro de 2008. Resultados em % de area.

Cadigo de analise LGR0877 LGR0803 LGR0869 LGR0833 LGR0805 LGRO0862 LGR0838 LGR0842 Média
Rendimiento (%) 1,5 2,0 1,6 1,6 2,0 15 3,6 14 19
Substancia IR calc IR Lit K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 KM Média
a-tujeno 925 930 0,1 0,2 0,1 0,3 - 0,5 0,2 0,1 0,2
o-pineno 933 939 0,1 0,1 0,2 0,2 - 0,3 0,1 - 0,1
canfeno 949 954 1,0 1,0 0,2 0,3
sabineno 972 975 0,1
B-pineno 977 979 1,3 0,1 0,2 0,2
-mirceno 990 991 0,6 - 1,2 1,8 0,2 3,0 1,7 0,8 12
5-2-careno 1004 1002 0,1 0,1
a-felandreno 1006 1003 0,5 0,8 0,1 0,2
o-terpineno 1016 1017 - 0,4 0,3 0,4 - 0,8 0,4 0,2 0,3
m-cimeno 1018 N.D. 0,1 0,2
p-cimeno 1023 1025 6,1 8,8 9,2 9,4 1,2 10,3 9,6 4,6 7,8
limoneno 1027 1029 0.1 0,2 0.3 1,3 2,0 0,2 0,3 0,6
B-felandreno 1028 1030 0,2 0,4 01
1,8-cineol 1031 1031 01 0,4 0,5 18 0,3 0,4
(2)-p-ocimeno 1034 1037 0,1
(E)-B-ocimeno 1047 1050 0,2
y-terpineno 1057 1060 1,0 0.8 1,8 0.1 31 1,1 0,4 1,1
hidrato de cis-sabineno 1069 1070 0,1 0,2 0,4 2,6 5,0 0,1 11 1,2
terpinoleno 1086 1089 0,4 0,9 0,2
linalol 1101 1097 0,8 1,1 0,8 6,8 03 6,5 0,7 2.2 2.4
Hidrato de trans- sabineno 1103 1098 0,4 01
(2)-p-terpineol 1141 1144 1,0 1,5 0,4 0,3
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160 0,4 1,0 0,3 0,2
NI 1156 N.D. 0,7 0,8 0,2 0,2
borneol 1170 1169 0,1 0,2 0,2 1,4 0,2 1,6 0,1 0,6 0,5
terpinen-4-ol 1180 1177 0,8 1,2 1,2 7,9 0,3 11,6 0,7 2,9 34
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,3 - 0,2 0,6 0,1 0,7 0,1 0,3 0,3
a-terpineol 1192 1189 - 0,2 0,2 1,0 -—-- 1,9 - 0,4 0,5
cis-piperitol 1199 1196 0,4 0,6 0,1 01
metiltimileter 1231 1235 0,6 0,7 1,8 0,3 0,6 0,1 0,3 0,3 0,6
NI 1238 ND
NI 1287 ND 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1
timol 1292 1290 774 72,4 70,8 8,3 83,9 1,0 76,4 624 557
carvacrol 1301 1299 0,3 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3 0,9 0,3
iso-ascaridol 1304 1303 0,2 0,2 0,1
eugenol 1356 1359 0,1 0,1 0,4 0,2 0,2 0,1
metileugenol 1402 1404 0,1 0,2 0,1 01
(E)-cariofileno 1418 1419 3,3 3,4 2,9 55 3,0 6,3 1,8 2,8 37
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,2 0,5 0,2 1,0 0,4 0,4 0,5 0,4 0,5
a-cariofileno 1453 1455 2,1 2,0 1,9 3,3 2,0 38 1,1 1,9 23
germacreno D 1480 1485 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1
NI 1482 ND - 0,2 0,3 2,7 - 15 0,3 0,6 0,7
3-selineno 1488 1490 - 0,4 0,3 2,3 0,1 1,2 e 0,5 0,6
y-cadineno 1511 1514 0,7 1,1 0,8 1,0 14 11 11 15 1,0
8-cadineno 1519 1523 0,3 0,6 0,1 0,4 0,2 0,2
NI 1543  ND 0,4 0,2 0,1
E-nerolidol 1561 1563 1,0 0,1 0,7 0,1 0,2 0,3
espatulenol 1574 1578 0,8 0,2 0,2 0,1 0,3 0,2
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Média

Cadigo de analise LGRO877 LGR0803 LGR0869 LGR0833 LGR0805 LGR0862 LGR0838 LGR0842

Substancia IR calc IR Lit K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 KM Media
oxido de cariofileno 1580 1583 3,2 1,3 2,6 7,4 2,2 8,0 1,1 3,9 3,7
globulol 1584 1585 0,5 0,1 0,1
guaiol 1598 1601 0,2 0,2 0,2 2,4 0,4 2,0 0,2 0,8 0,8
ep6xido humuleno Il 1604 1608 1,3 0,6 1,1 2,8 1,0 3,2 0,5 1,8 15
y-eudesmol 1627 1632 0,3 0,2 0,1
t-cadinol 1636 1640 0,2 0,1
t-muurolol 1641 1642 0,2 1,0 0,1 0,6 0,2 0,3
NI 1645  ND 0,2 0,2 2,1 0,3 1,6 0,1 0,7 0,6
NI 1647  ND 0,2 0,1 0,2 1,1 1,1 0,4 0.4
NI 1648 ND 0,5 0,2 0,4 0,2 0,2
NI 1650  Nd 0,4 0,3 01 0,1
NI 1652 ND 0,3 01 0.1
B-eudesmol 1653 1651 0,3 0,6 0,4 9,1 1,0 5,0 0,4 2,6 2,4
a-cadinol 1655 1654 0,1 0,1 0,1 2,1 1,4 0,6 0,5
NI 1658  ND 0,5 0,3 0,1 0,1
NI 1665 ND 0,3 0,1 - 0,6 0,2 0,5 - 0,3 0,3
NI 1677 ND 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0  100,0

NI: Nao identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-

DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengdo publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados do rendimento e composi¢ao do 6leo essencial de cinco espécimens (O1,
02, 03, O4 ¢ O5) e uma amostra composta (OM) de L. graveolens de El Oreganal
correspondentes a dezembro de 2007 sdo apresentados na Tabela 20. O rendimento de
extragdo (2,6%) foi relativamente baixo comparado com outros resultados para essa
localidade, em que foram encontrados rendimentos superiores a 3%, tanto em periodo de
chuvas (julho de 2007) como em época fria (dezembro de 2005). Quatro amostras
corresponderam ao quimiotipo timol (O1-O4) com esta substancia en percentagens entre (83,1
e 87,8%), e (E)-cariofileno (2,4-3,8%), p-cimeno (2,1-3,1%) e a-cariofileno (1,5-2,3%) como
componentes secundarios. A quinta amostra correspondeu ao quimiotipo misto, apresentando
carvacrol em percentagem elevada para este quimiotipo (12,2%), além de linalol (11,9%), 1,8-
cineol (10,1%), p-cimeno (8,6) e (E)-cariofileno (6,1%) como componentes principais do
6leo. A amostra composta (OM) correspondeu ao quimiotipo timol, com um percentual de
timol de 69,9%, menor que as percentagens tipicas para o quimiotipo timol de El Oreganal (>

75%). As outras substincias apresentaram percentagens menores que 5%.
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Tabela 20. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
El Oreganal no inicio dezembro de 2007. Resultados em % de 4rea por CG-DIC.

Cadigo de andlise LGR08081 LGR0834 LGR0882 LGR0864 LGR0872 LGR0848 Média
Rendimiento (%) 2,9 3,2 2,4 3,1 1,4 2,7 2,6

Substancia IR calc IR Lit 01 02 03 04 05 OM Média
a-tujeno 925 930 0,1 0,5 0,6 0,2 0,2
o-pineno 933 939 0,1 - 0,4 0,1 0,1
canfeno 949 954 - - 0,5 0,1 0,1
sabineno 972 975 - - 0,4 - 0,1
B-pineno 977 979 0,6 0,1 0,3 0,1
B-mirceno 990 991 0,5 0,3 0,1 0,8 0,4 0,4
8-2-careno 1004 1002
a-felandreno 1006 1003
o-terpineno 1016 1017 0,3 0,3 0,1 0,6 0,2 0,2
m-cimeno 1018 N.D. - - -
p-cimeno 1023 1025 3,1 2,6 2,1 0,9 8,6 2,4 3,3
limoneno 1027 1029 0,1 0,1 - 1,0 0,1 0,2
B-felandreno 1028 1030 - - 0,3 -
1,8-cineol 1031 1031 10,1 15 1,9
(2)-B-ocimeno 1034 1037
(E)-B-ocimeno 1047 1050
y-terpineno 1057 1060 1,2 1,4 0,3 0,1 3,8 0,7 1,2
hidrato de cis-sabineno 1069 1070 0,3 0,3 0,2 - 3,2 0,6 0,8
terpinoleno 1086 1089 - - 0,4 - 0,1
linalol 1101 1097 0,4 0,6 0,1 0,7 11,9 1,7 2,6
Hidrato de trans- sabineno 1103 1098 0,3 - 0,2 - 0,1
(2)-B-terpineol 1141 1144 1,0 0,1 0,2
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160 0,4 0,1 0,1
NI 1156 N.D. 0,1
borneol 1170 1169 0,2 0,1 0,1 0,1 1,6 0,5 04
terpinen-4-ol 1180 1177 0,6 0,6 0,6 - 7,6 1,3 1,8
p-cimen-8-ol 1185 1183 - 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
a-terpineol 1192 1189 - 1,7 0,2 0,3
cis-piperitol 1199 1196 - - - 0,3 0,1
metiltimileter 1231 1235 1,2 0,7 0,5 0,7 0,4 0,6
NI 1238 ND
NI 1287 ND 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
timol 1292 1290 83,1 84,1 84,6 87,8 1,4 78,4 69,9
carvacrol 1301 1299 0,2 0,2 1,8 0,4 12,2 1,3 2,7
iso-ascaridol 1304 1303 - - 0,2 - -
eugenol 1356 1359 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1
metileugenol 1402 1404 0,2 - - - -
(E)-cariofileno 1418 1419 3,8 2,7 2,4 3,0 6,1 2,4 34
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,3 0,3 0,2 0,6 0,2 0,3 0,3
a-cariofileno 1453 1455 2,3 15 1,7 1,9 3,6 1,7 2,1
germacreno D 1480 1485 ---- - 0,3 ----
NI 1482 ND 0,1 0,1 0,1 0,1 0,7 0,1 0,2
selineno 1488 1490 - 0,2 - 0,4 0,1 0,1
y-cadineno 1511 1514 0,2 0,7 0,3 0,3 0,6 0,3 0,4
§-cadineno 1519 1523 - 0,1 - 0,3 - 0,1
NI 1543 ND 0,1 0,2
E-nerolidol 1561 1563 0,5 0,1
espatulenol 1574 1578 0,3 0,1 0,1
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Média

Cadigo de andlise LGR08081 LGR0834 LGR0882 LGR0864 LGR0872 LGR0848
Substancia IR calc IR Lit o1 02 03 04 05 om  Média
oxido de cariofileno 1580 1583 0,8 0,5 1,8 1,7 4,8 1,7 1,9
globulol 1584 1585 - 0,5 - - 0,1
guaiol 1598 1601 0,1 0,2 0,1 15 0,3 04
epoxido humuleno I 1604 1608 0,4 0,2 0,9 0,7 1,8 0,7 0,8
y-eudesmol 1627 1632 - 0,1 -
t-cadinol 1636 1640 - - - -
t-muurolol 1641 1642 - - 1,3 - 0,2
NI 1645 ND 0,1 0,1 0,3 0,1
NI 1647 ND 0,1 0,1 0,1 0,8 0,2 0,2
NI 1648 ND - - 0,4 0,1
NI 1650 Nd - 0,2 ----
NI 1652 ND - 0,1 -
B-eudesmol 1653 1651 0,3 0,4 0,2 4,7 0,8 11
a-cadinol 1655 1654 0,8 0,1 0,2
NI 1658  ND 0,2
NI 1665  ND 01 0,1 0,4 0,1 0,1
NI 1677 ND 0,6 0,1 0,1
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retencdo calculado partindo dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-

DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados da analise do 6leo essencial de cinco espécimens L. graveolens de San
José (SJ1, SJ2, SJ3, SJ4 e SJ5) e uma amostra composta das anteriores (SIM),
correspondentes a dezembro de 2007, sdo apresentados na Tabela 21. O rendimento do dleo
foi alto (3,2%) sendo o rendimento caracteristico para o quimiotipo timol, com a amostra SJ1
apresentando um rendimento de 4,9%, superior ao rendimento observado no espécime
coletado em julho de 2007 na mesma populacdo. Todas as amostras apresentaram
percentagens de timol superiores a 80%, correspondendo as cinco ao quimiotipo timol. As
outras substancias em percentagens superiores a 1% foram p-cimeno (3,6%), (E)-cariofileno
(2,1%), a-cariofileno (1,4%) e 6xido de cariofileno (1,2%). Estes resultados, ainda que
partindo de um niimero baixo de amostras individuais, sugerem que a populacdo de San José
poderia ser considerada para cultivo visto os valores altos de rendimento do dleo e da
percentagem elevada de timol no 6leo essencial., A amostra SJ4 apresenta o maior potencial
para ser cultivada dentre os individuos de L. graveolens de San José, ao apresentar un
rendimento de 4,2% e contetido de timol de 87,8%, sendo um 6leo de melhor qualidade que
os obtidos na populagdo de Casas de Pinto (Tabela 22), que também mostraram alto

rendimento de 6leo essencial e contetdo elevado de timol.
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Tabela 21. Rendimento ¢ composi¢do do dleo essencial de L. graveolens coletada em San
José no inicio de dezembro de 2007. Resultados em % de area por CG-DIC.

Cadigo de andlise LGR0853 LGR0804 LGR0860 LGR0845 LGR0867 LGR0850 Média
Rendimento (%) 4,9 2,6 2,6 4,2 25 3,0 3,3

Substancia IR calc IR Lit SJ1 SJ2 SJ3 SJ4 SJ5 SIM Média
a-tujeno 925 930 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
o-pineno 933 939 0,1 - 0,1 0,1 - -
canfeno 949 954 - - - - -
sabineno 972 975 - - - - -
B-pineno 977 979 - - - - -
B-mirceno 990 991 11 0,8 0,5 0,6 0,4 0,4 0,6
8-2-careno 1004 1002
a-felandreno 1006 1003
o-terpineno 1016 1017 0,3 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
m-cimeno 1018 N.D. - - - -
p-cimeno 1023 1025 6,5 50 31 2,9 1,9 2,2 3,6
limoneno 1027 1029 0,2 0,1 0,1 0,1 - 0,1
B-felandreno 1028 1030 - - - - -
1,8-cineol 1031 1031 0,1
(2)-B-ocimeno 1034 1037
(E)-B-ocimeno 1047 1050
y-terpineno 1057 1060 1,2 15 0,8 0,6 0,3 0,6 0,8
hidrato de cis-sabineno 1069 1070 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2
terpinoleno 1086 1089 - - - - - -
linalol 1101 1097 0,1 0,8 0,8 0,5 0,3 0,4
Hidrato de trans- sabineno 1103 1098 0,2 - - 0,4 0,5 0,2
(2)-B-terpineol 1141 1144 - - - - -
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160
NI 1156 N.D.
borneol 1170 1169 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
terpinen-4-ol 1180 1177 0,6 0,6 0,7 0,7 0,9 0,6 0,7
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,1 0,1 0,1 0,1 - 0,1 0,1
a-terpineol 1192 1189 - 0,1 - 0,1 - - -
cis-piperitol 1199 1196 - - - - -
metiltimileter 1231 1235 0,8 0,6 0,9 0,5 0,2 0,4 0,6
NI 1238 ND
NI 1287 ND 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
timol 1292 1290 80,4 81,1 84,2 87,8 83,3 86,5 83,9
carvacrol 1301 1299 15 0,3 1,6 0,4 0,2 0,8 0,8
iso-ascaridol 1304 1303 - - -
eugenol 1356 1359 0,2 0,1 0,1 0,1 - 0,2 0,1
metileugenol 1402 1404 0,1 0,1 0,1 - - 0,1
(E)-cariofileno 1418 1419 2,2 2,3 2,0 1,3 2,8 2,3 2,1
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,3 0,6 0,2 0,2 0,2 0,4 0,3
a-cariofileno 1453 1455 1,3 15 1,3 0,9 2,0 14 1,4
germacreno D 1480 1485 ---- ---- -—-- -—--
NI 1482 ND 0,2 0,3 0,3 0,1
8-selineno 1488 1490 0,3 0,2 0,1 0,2 0,1
y-cadineno 1511 1514 0,4 0,8 0,4 0,4 0,7 0,6 0,5
8-cadineno 1519 1523 - - - - - -
NI 1543 ND
E-nerolidol 1561 1563 - - - - -
espatulenol 1574 1578 0,1 0,2 0,1 0,1
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Média

Caédigo de analise LGR0853 LGR0804 LGR0860 LGR0845 LGR0867 LGR0850
Substancia IRcalc IRLit  SJ1 s32 s33 s34 S35 sam__ Media
oxido de cariofileno 1580 1583 0,9 1.2 1,2 1,0 2,2 0,6 1,2
globulol 1584 1585 - - - - -
guaiol 1598 1601 0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2
epoxido humuleno I 1604 1608 0,4 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5 0,6
y-eudesmol 1627 1632 - - - - - -
t-cadinol 1636 1640 ---- -—-- ---- - - -
t-muurolol 1641 1642 ---- 0,1 ---- 0,1 -—-- ---- -
NI 1645  ND 01 0,3 01 0,1
NI 1647  ND 0,1 0,2 0,1 01
NI 1648  ND 0,1 0,1
NI 1650  Nd
NI 1652 ND
B-eudesmol 1653 1651 0,2 0,5 0,1 0,1 0,8 0,3 0,3
a-cadinol 1655 1654 0,1 0,1
NI 1658  ND
NI 1665 ND 0,1 0,1
NI 1677 ND
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retencdo calculado partindo dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados do oleo essencial de L. graveolens de Casas de Pinto, correspondentes a
dezembro de 2007, sdo apresentados na Tabela 22. Trés espécimens individuais (CP1, CP4,
CP5) e uma amostra composta (CPM) foram submetidas a extragdo e analise. O rendimento
do dleo (3,2%) corresponde aos altos rendimentos caracteristicos para o quimiotipo timol. O
timol apresentou percentagens entre 75,9 e 85,3%, com p-cimeno (3,9%), (E)-cariofileno
(3,0%) e oxido de cariofileno (1,2%) como componentes secunddrios em percentagem
superior a 1%. O rendimento de extragdo ¢ a composi¢ao quimica homogénea indicam que a
populacdo de Casas de Pinto também ¢ interessante para cultivo. O o6leo essencial do
individuo CP4 mostra as melhores caracteristicas de rendimento (4,3%) e contetido de timol
(85,3%), entre os individuos de L. graveolens coletados em dezembro de 2007, para

considerar a coleta de sementes para cultivo da planta.
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Tabela 22. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
Casas de Pinto em dezembro de 2007. Resultados em % de area por CG-DIC.

Cédigo de analise LGR0880 LGR0879 LGR0847 LGR0840 Média
Rendimiento (%) 2,5 4,3 2,7 3,4 3,2
Substancia IR calc IR Lit CP1 CP4 CP5 CPM Média
a-tujeno 925 930 0,1 0,1 0,1 0,1
o-pineno 933 939 - - - -
canfeno 949 954 - - - -
sabineno 972 975 - - - -
B-pineno 977 979 - - - 0,1 -
B-mirceno 990 901 0,9 0,4 0,4 0,7 0,6
8-2-careno 1004 1002
a-felandreno 1006 1003
o-terpineno 1016 1017 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2
m-cimeno 1018 N.D. - - - -
p-cimeno 1023 1025 50 3,2 3,4 3,9 3,9
limoneno 1027 1029 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
B-felandreno 1028 1030 - - -
1,8-cineol 1031 1031 0,3 0,1 0,1
(2)-B-ocimeno 1034 1037
(E)-B-ocimeno 1047 1050
y-terpineno 1057 1060 1,2 0,7 0,5 0,8 0,8
hidrato de cis-sabineno 1069 1070 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
terpinoleno 1086 1089 - - -
linalol 1101 1097 0,5 0,1 0,7 0,5 0,5
Hidrato de trans- sabineno 1103 1098 0,2 0,2 - 0,1
(2)-B-terpineol 1141 1144 - - -
cis-para-mentan-8-ol 1155 1160
NI 1156 N.D.
borneol 1170 1169 0,1 0,1 0,4 0,1 0,2
terpinen-4-ol 1180 1177 0,7 0,8 0,8 0,7 0,7
p-cimen-8-ol 1185 1183 - 0,1 0,1 -
a-terpineol 1192 1189 - - 0,1 -
cis-piperitol 1199 1196 -
metiltimileter 1231 1235 0,6 0,8 0,2 0,4 0,5
NI 1238 ND
NI 1287 ND 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
timol 1292 1290 82,5 85,3 75,9 83,6 81,8
carvacrol 1301 1299 0,2 0,3 31 0,5 1,0
iso-ascaridol 1304 1303 - - -
eugenol 1356 1359 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
metileugenol 1402 1404 - - 0,1 -
(E)-cariofileno 1418 1419 2,3 2,0 51 2,7 3,0
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,3 0,2 0,1 0,3 0,2
a-cariofileno 1453 1455 1,6 14 3,2 1,7 2,0
germacreno D 1480 1485 - ---- -—-- -—--
NI 1482 ND 0,1 0,2 0,2 0,1
selineno 1488 1490 0,1 0,2 0,1 0,1
y-cadineno 1511 1514 0,7 0,9 0,1 0,6 0,6
§-cadineno 1519 1523 - - 0,1 -
NI 1543 ND 0,1
E-nerolidol 1561 1563 - -
espatulenol 1574 1578 0,1 0,2 0,1 0,1

128



Média

Cadigo de anélise LGR0880 LGR0879 LGR0847 LGR0840
Substancia IR calc IR Lit CP1 CcP4 CP5 CPM Média
oxido de cariofileno 1580 1583 1,0 1,2 1,9 1,0 1,2
globulol 1584 1585 - -
guaiol 1598 1601 0,3 0,2 0,4 0,1 0,2
epoxido humuleno I 1604 1608 0,5 0,7 0,8 0,4 0,6
y-eudesmol 1627 1632 - - -
t-cadinol 1636 1640 - - -
t-muurolol 1641 1642 - - -
NI 1645 ND 0,1 0,2 0,1 0,1
NI 1647 ND ——-- 0,2 ———-
NI 1648 ND - - - -
NI 1650 Nd - - - -
NI 1652 ND - - - -
B-eudesmol 1653 1651 0,1 0,3 0,9 0,3 0,4
a-cadinol 1655 1654 - - -
NI 1658 ND - - - -
NI 1665 ND ——-- 0,1 ———-
NI 1677 ND ---- ---- ---- ----
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).
IR calc: Indice de retencdo calculado partindo dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-

DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 23 mostra os resultados de rendimento e composi ¢ao do dleo essencial de L.
graveolens de El Carrizal, correspondentes a dezembro de 2007. Cinco espécimens
individuais (EC1, EC2, EC3, EC4 e EC5) e uma amostra composta das anteriores (ECM)
foram submetidas a extragdo e analise. O rendimento do 6leo (2,3%) ¢é caracteristico para o
quimiotipo carvacrol observado nas outras coletas, embora menor que o rendimento
observado em julho de 2007 para espécimens desta populacdo (3,4%). O -carvacrol
apresentou percentagens entre 60,8 e 68,1%, com p-cimeno (8,6%), timol (5,8%), (E)-
cariofileno (3,6%), y-terpineno (3,4%) e 6xido de cariofileno (1,9%) como componentes
secundarios importantes. As cinco amostras corresponderam ao quimiotipo carvacrol, que foi
caracteristico das populac¢des localizadas mais ao leste da regido de estudo de L. graveolens
nesta tese. Entre os individuos analisados a amosta EC2 apresentou o contetido mais elevado
de carvacrol (88,1%) e elevado rendimento (2,9%), por isso poderia ser considerada para

cultivo de L. graveolens para produgdo de dleo essencial tipo carvacrol.
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Tabela 23. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
El Carrizal em dezembro de 2007. Resultados em % de 4rea por CG-DIC.

Cédigo de LGR0649 LGR0855 LGR0868 LGR0875 LGR0878 LGR0870 Média

andlise

Rendimento 3,1 29 2,1 23 1,8 1,6 2,3

(%)

Substancia IR calc IR Lit EC1 EC2 EC3 EC4 EC5 ECM Média
a-tujeno 925 930 0,2 0.1 0.2 03 0.2 0,2 0,2
a-pineno 933 939 01 01 0,1 0.1 01
canfeno 949 954 - 0,1
sabineno 972 975
-pineno 977 979 0.1 0.1
B-mirceno 990 991 0.9 0,6 0,8 0.9 11 0,6 0,8
d-2-careno 1004 1002 - ---- ——— ———- ——— — J—
a-felandreno 1006 1003 - - —
a-terpineno 1016 1017 0.5 03 0,5 0.8 0,6 04 0,5
mcimeno 1018 N.D.
p-cimeno 1023 1025 9,6 7,0 9,2 8,4 11,4 5,7 8,6
limoneno 1027 1029 0.2 01 0,2 01 - 0,1
B-felandreno 1028 1030 - - -
1,8-cineol 1031 1031 0.4 03 0,2 01 0,2 01 0,2
(2)-p-ocimeno 1034 1037 - 01 - 0,1 - - —
(E)-p- 1047 1050
ocimeno
J-terpineno 1057 1060 3,0 2.1 3,0 6,6 43 17 3.4
hidrato de 1069 1070 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
cis-sabineno
terpinoleno 1086 1089
linalol 1101 1097 08 11 0,9 0,6 0,4 0,6
Hidrato de 1103 1098 - -—-- 0,6 - 0,2 0,2 0,2
trans-
sabineno
(2)-B-terpineol 1141 1144 - - -
cis-para- 1155 1160 0,3 0,3 0,2 0,2 ———- 0,2 0,2
mentan-8-ol
NI 1156 N.D. 0,1 03 0,1
borneol 1170 1169 0,2 0,2 0,1 0,4 0,1 0,2 0,2
terpinen-4-ol 1180 1177 06 0,7 0.6 0,7 0,7 0,5 0,6
p-cimen-8-ol 1185 1183 0.1 01 0,1 0,1 - 0,1
a-terpineol 1192 1189 0.1 01 - 0.1 — -
cis-piperitol 1199 1196
metiltimileter 1231 1235 11 14 0,7 1,2 0,9 0,5 1,0
NI 1238 ND 0,2 0,1 - — - — 0,1
NI 1287 ND 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,3
timol 1292 1290 55 6,4 5,2 5,6 44 7,7 5,8
carvacrol 1301 1299 60,8 68,1 66,4 62,2 61,1 68,2 64,5
iso-ascaridol 1304 1303 - - —
eugenol 1356 1359 - 01 01 - 0,1
metileugenol 1402 1404
(E)- 1418 1419 53 2,4 3,1 3,3 4.4 3,0 3,6
cariofileno
o-trans- 1432 1435 0,4 0,4 0,2 0,3 0,2 0,2 0,3
bergamoteno
a-cariofileno 1453 1455 33 1,7 2,0 2,0 2,8 2,1 2,3
germacreno 1480 1485
D
NI 1482 ND 1,6 1,7 3,1 1,1 1,2 2,7 1,9
5-selineno 1488 1490 0,1 - - — i -
y-cadineno 1511 1514 03 0.3 0,2 0,7 0.2 0,3 0,3
5-cadineno 1519 1523 - — —
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Cadigo de LGR0649 LGR0855 LGR0868 LGR0875 LGR0878 LGR0870 Média
analise

Substancia IR calc IR Lit EC1 EC2 EC3 EC4 EC5 ECM Média
NI 1543 ND
E-nerolidol 1561 1563
espatulenol 1574 1578 0.2 01 01 0,3 01 0,2 0,2
o6xido de 1580 1583 2,0 1,9 1,6 1,6 2,2 2,3 1,9
cariofileno
globulol 1584 1585 - — —
guaiol 1598 1601 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
epoxido 1604 1608 0,9 0,8 0,7 0,7 1,0 1,1 0,9
humuleno Il
y-eudesmol 1627 1632 - - -
t-cadinol 1636 1640
t-muurolol 1641 1642 - — o
NI 1645 ND 01 01 01 01 01 02 01
NI 1647 ND 01 01 01 0,2 0,2 01
NI 1648 ND 02
NI 1650 Nd ———- — J— —- J— —- -
NI 1652 ND
B-eudesmol 1653 1651 0,2 0.3 0,3 01 0,2 0,4 0,3
a-cadinol 1655 1654 - - -
NI 1658 ND
NI 1665 ND - 0,1 - 0,1 - 0,2 0,1
NI 1677 ND ———- — J— ——- R - —-
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retencio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados de rendimento e composi¢do do dleo essencial de L. graveolens de La
Tuna, correspondentes a dezembro de 2007, sdo apresentados na Tabela 24. As amostras
correspondem a quatro espécimens individuais (T1, T4, TS5, T6) e uma amostra composta
(TM). O rendimento do 6leo (1,7%) ¢é relativamente baixo para o quimiotipo carvacrol, sendo
muito similar ao observado em julho de 2007 (1,8%). Trés amostras corresponderam ao
quimiotipo carvacrol (T1, T4 e T5) com o carvacrol em percentagens entre 59,8 ¢ 66,6%, com
timol (6,1-13,9%), p-cimeno (3,4-7,2%), (E)-cariofileno (2,9-4,5%) ¢ 6xido de cariofileno
(2,0-3,2%) como componentes secundarios importantes. A quarta amostra correspondeu ao
quimiotipo timol, com timol em 70,7% e carvacrol em 0,3%, com p-cimeno (15,6%), (E)-
cariofileno (2,5%), oxido de cariofileno (1,4%) e B-mirceno (1,4%) como componentes
secundarios. A amostra composta apresentou carvacrol em percentagen de 49,1% e timol em
27,6%, refletindo a importancia do timol nesta populagdo com elevada propor¢do do
quimiotipo carvacrol. Em geral, os menores rendimentos de 6leo essencial de L. graveolens
de La Tuna, quando comparados com os obtidos em amostras de El Carrizal parecem indicar
que os individuos de El Carrizal devem ter preferéncia para o cultivo de L. graveolens

quimiotipo carvacrol.
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Tabela 24. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de L. graveolens coletada em
La Tuna em dezembro de 2007. Resultados em % de area por CG-DIC.

Cadigo de LGR0859 LGR0863 LGR0858 LGRO0846 LGRO0856 Média

andlise

Rendimento 1,2 1,0 2,3 2,5 1,7 1,7

(%)

Substancia IR calc IR Lit T1 T4 T5 T6 ™ Média
a-tujeno 925 930 0,1 ——-- 0,1 0,2 0,1 0,1
a-pineno 933 939 0,1 0,1
canfeno 949 954 0,2 - —
sabineno 972 975
B-pineno 977 979
B-mirceno 990 991 0,3 0,4 0,6 1,4 0,7 0,7
d-2-careno 1004 1002 = ——— - —— — ——
a-felandreno 1006 1003 . -
a-terpineno 1016 1017 01 01 0.4 03 03 0,2
m-cimeno 1018 N.D.
p-cimeno 1023 1025 54 34 7.2 15,6 6,6 7,6
limoneno 1027 1029 == 01 0,2 0,2 0,1 0,1
B-felandreno 1028 1030 — —
1,8-cineol 1031 1031 0,2 0,2 0,1
(2)-p-ocimeno 1034 1037 === -

(E)-B- 1047 1050 - - - - ———- ———-
ocimeno

y-terpineno 1057 1060 0,6 0,5 2,9 0,7 0,9 11
hidrato de 1069 1070 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2
cis-sabineno

terpinoleno 1086 1089 0,1
linalol 1101 1097 0.8 0,9 0,7 05 05 0,7
Hidrato de 1103 1098
trans-

sabineno

(2)-B- 1141 1144 - - ---- -—-- -—-- -
terpineol

cis-para- 1155 1160 0,2 0,2 0,3 ———- 0,1 0,2
mentan-8-ol

NI 1156 N.D. ——-- J— J— ——- —- ——-
borneol 1170 1169 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2
terpinen-4-ol 1180 1177 0,7 0,6 0,8 0,7 0,5 0,7
p-cimen-8-ol 1185 1183 0,2 0,1 01 0,2 0,1 0,1
a-terpineol 1192 1189 0,1 - 0,1 —-
cis-piperitol 1199 1196 e -
metiltimileter 1231 1235 0.3 0,6 1,2 05 0,4 0,6
NI 1238 ND 0,1 - 0,1 —- J— -
NI 1287 ND 03 04 0,4 0,2 0,3 0.3
timol 1292 1290 13,9 9,5 6,1 70,7 27,6 25,6
carvacrol 1301 1299 59,8 66,6 64,9 0,3 49,1 48,1
iso-ascaridol 1304 1303
eugenol 1356 1359 0.2 01 0,2 01 01 0,1
metileugenol 1402 1404
(E)- 1418 1419 33 2,9 4,5 25 2,8 32
cariofileno

o-trans- 1432 1435 0,6 0,6 0,4 0,5 0,5 0,5
bergamoteno

a-cariofileno 1453 1455 23 2,2 2,8 15 1,9 2,2
germacreno 1480 1485 0,1 0,1 0,1
D

NI 1482 ND 16 14 01 2,0 1,0
selineno 1488 1490 03 1,6 0,2 - 0,4
y-cadineno 1511 1514 0,9 0,5 0,2 0,6 0,6 0,6
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Cadigo de LGR0859 LGR0863 LGR0858 LGR0846 LGR0856 Média
analise

Substancia IR calc IR Lit T1 T4 T5 T6 ™ Média
s-cadineno 1519 1523 0.2 03 0,1 0,1
NI 1543 ND 01 0.2 01 01
E-nerolidol 1561 1563 0,1 0,2 - -—-- -—-- 0,1
espatulenol 1574 1578 0,1 0,9 0,1 0,2 0,2
oxido de 1580 1583 3,2 3,0 2,0 1,4 2,1 2,3
cariofileno
gIobquI 1584 1585 ---- ---- ---- ——— -—-- ----
guaiol 1598 1601 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2
epoxido 1604 1608 1,5 1,4 0,8 0,7 0,9 1,1
humuleno Il
s-eudesmol 1627 1632 0,1
t-cadinol 1636 1640 0,1 0,1 - ———- - 0,1
t-muurolol 1641 1642 0,2 0,1 0,1
NI 1645 ND 0,5 0,2 -—-- 0,1 0,1 0,2
NI 1647 ND 04 0.2 01 0.2 02
NI 1648 ND
NI 1650 Nd
NI 1652 ND
B-eudesmol 1653 1651 0,5 0,2 -—-- 0,1 0,1 0,2
a-cadinol 1655 1654 0,2 0,1 0,1
NI 1658 ND - -—-- ———- ——— [— ——
NI 1665 ND 0,2 0,3 0,1 0,1 0,2 0,2
NI 1677 ND 0,1 0,2 -—-- -—-- 0,1 0,1
SUMA 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengdo das substincias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de sériec homologa.

IR Lit: indices de retengdo publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.1.3 Consideracdes sobre os quimiotipos e regides de coleta de L. graveolens.

Em geral os individuos de L. graveolens correspondentes ao quimiotipo timol
apresentaram rendimentos de extracdo maiores que os quimiotipos carvacrol e misto. A
Figura 10 mostra os rendimentos médios por quimiotipo para amostras coletadas em julho de
2007 e dezembro2007-janeiro de 2008. Os espécimens tipo timol apresentaram rendimentos
de 3,76% em julho e 2,86% em dezembro-janeiro. O quimiotipo carvacrol apresentou
rendimento inferior ao quimiotipo misto em julho de 2007 (periodo de chuvas) e superior em
dezembro de 2007 (época fria, sem chuvas). Isto ¢ importante porque pode significar que o
quimiotipo timol teria um maior potencial econdmico que os outros dois quimiotipos, por
apresentar um rendimento maior e timol em percentagem elevada (superior a 70%) em quase
todas as amostras, com percentagens maiores a 80% em uma proporcao elevada das amostras.
O quimiotipo carvacrol, apresenta menores rendimento que o tipo timol, além que o carvacrol
ndo foi encontrado em percentagens maiores a 70%. O quimiotipo misto, nao apresenta timol
nem carvacrol em percentagens eclevadas, mas poderia ser considerado para uso em

cosméticos por apresentar aroma agradavel.

A Tabela 25 e a Figura 11 mostram os resultados de rendimento de 6leo essencial de
orégano por local de coleta. Os Oleos correspondentes a San Jos¢ e Casas de Pinto
apresentaram os maiores rendimentos nas duas coletas (julho 2007 e dezembro2007-janeiro
2008). Esses 6leos correspondem ao quimiotipo timol, o que parece confirmar que o tipo
timol apresenta maiores rendimentos em geral. O nimero de amostras € pequeno para poder
obter uma conclusdo definitiva, mas pode se ter uma idéia sobre a estratégia que pode se
implementar para escolher os melhores espécimens para cultivo da planta. O 6leo essencial de

El Subinal apresentou o menor rendimento entre dezembro de 2007-janeiro de 2008. Os o6leos
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de El Subinal correspondem a quimiotipo misto, o qual indicaria que esta ndo seria uma
escolha interessante para cultivo, visto que o 6leo dessa localidade possui rendimento
relativamente baixo e ndo apresenta altos conteudos de nenhum componente. Os 6leos de
Magdalena, Km 93 !5 e El Oreganal apresentam bons rendimentos, mas as populagdes estao
compostas dos quimiotipos timol e misto, por isso € necessario ter cuidado de escolher
espécimens correspondentes ao quimiotipo timol para coleta de sementes, para obter melhores
rendimentos e alta composi¢ao dessa substancia em cultivos da planta. Os 6leos essenciais de
La Tuna e El Carrizal, correspondem ao quimiotipo carvacrol que apresenta valores
intermediarios de rendimento e alto contetido de carvacrol, pelo qual é uma alternativa para
cultivo, visto que o tipo carvacrol € apreciado no mercado internacional do 6leo essencial de

orégano.

%de rendimento

35

2,5

@ %jul 07
B %jan08

15

0,5

Timol Carvacrol Misto

Quimiotipo

Figura 10. Rendimentos do 6leo essencial de Lippia graveolens por quimiotipo nas coletas de
julho 2007 e dezembro 2007-janeiro 2008.
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Figura 11. Rendimentos de extragdo de L. graveolens por localidade de coleta em julho de
2007 e dezembro de 2007-janeiro de 2008.

Tabela 25. Rendimentos de extra¢do de L. graveolens por localidade de coleta em julho de
2007, e dezembro de 2007-janeiro de 2008. Entre paréntesis o numero de amostras
correspondentes a cada local por coleta.

Local Jul-07 Dez07-Jan08 Valor médio
El Subinal 2,7 (5) 1,3 (7) 2,0
Paso Jalapas N.C. 1,6 (4) 1,6
Magdalena 3,3(3) 1,5 (5) 2,4
Km 93 %2 3,8 (5) 1,9 (8) 29
El Oreganal 2,4 (4) 2,6 (6) 2,5
San José 4,6 (1) 3,3 (6) 4,0
Casas de Pinto 4,3 (4) 3,2 (4) 3,8
El Carrizal 3,4(4) 2,3 (6) 29
La Tuna 2,8 (3) 2,7(5) 2,8
Valor médio 3,4 (29) 2,3 (51) 2,7

N.C.: Nao coletado.

A Figura 12 mostra o mapa de biomas da Guatemala com a regido de coleta de L.
graveolens delimitada. Essa regido aparece ampliada na Figura 13, onde se mostram as
localizagdes dos sitios de coleta de L. graveolens. As localidades de coleta encontram-se no
bosque espinhoso sub-tropical (me-S), correspondendo as populagdes de El Subinal, Paso de
los Jalapas, Magdalena, Km 93 !5, El Oreganal, San José ¢ Casas de Pinto, localizadas a
ambos lados do Rio Motagua que percorre esse bioma. As populagdes de El Carrizal e La

Tuna encontram-se em transi¢des dos bosque seco sub-tropical (bs-S) e bosque tumido sub-
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tropical templado (bh-S (t)). Alguns autores consideram a regido comprendida pelo bosque
espinhoso sub-tropical e bosque seco sub-tropical como pertencentes a um mesmo bioma
chamado “chaparral espinhoso”, caracterizado pela aridez e pelo tipo de vegetacdo, que tem
como principais caracteristicas que as associagdes predominantes atingem alturas de arbustos
(poucos metros) e porque a maioria das plantas apresentam espinhas como adaptacgdo a aridez
da regido. Este “chaparral espinhoso” estd dividido em “biotopos”, um tipo “cactal”
correspondente ao bosque espinhoso sub-tropical, apresentando cactos (géneros Nopalia e
Opuntia) e outras espécies xerofiticas. O biotopo “zarzal”, correspondente ao bosque seco
sub-tropical, apresenta leguminosas com espinhas dos géneros Acacia e Mimosa (Villar,
2008). Os solos do biotopo “cactal”, onde estdo localizadas as populagdes tipo misto e tipo
timol, pertencem a classe dos solos de serpentinas e rochas associadas da depressdo do Rio
Motagua. Os solos do biotopo “zarzal” onde estdo localizados as populagdes tipo carvacrol,

pertencem a classe de solos de cinzas vulcanicas de elevagdes médias (Villar, 2008).

As diferencas de bioma e solo sdo responsdveis em parte pela diferenciagdo de
quimiotipos das plantas. No caso de L. graveolens se observa que o quimiotipo misto ¢
predominante na parte ocidental da regido de coleta. A parte central da regido de coleta
parece ser uma area de transicdo entre os quimiotipos misto e timol (populacdes de Paso de
Los Jalapas, Magdalena, Km 93 !2). El Oreganal, do lado norte do Rio Motagua, também
apresenta esses dois quimiotipos, com predominancia do quimiotipo timol. Ja as populagdes
de San José e Casas de Pinto, localizadas proximo a El Oreganal, do lado sul do Rio Motagua,
apresentam o quimiotipo timol e os maiores rendimentos de 6leo essencial. As localidades ao
este da regido de coleta de L. graveolens (El Carrizal ¢ La Tuna) no biotopo “zarzal”

apresentaram o quimiotipo carvacrol predominantemente.
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A andlise do solo de oito das nove populagdes de L. graveolens estudadas, foi
realizada na Faculdade de Agronomia da Universidade de San Carlos da Guatemala em 2008,
apresentando-se os resultados na Tabela 26. O solo de El Subinal apresentou baixo contetido
de P (3,69 ppm), Mg (1,18 meq/100g), Fe (0,10 ppm) ¢ Mn (1,50) quando ¢ comparado com
os valores para o solo das localidades em que os quimiotipos timol e carvacrol crescem. Os
solos de La Tuna e El Carrizal, que apresentaram o quimiotipo carvacrol principalmente, se
diferenciam do resto pelo alto conteido de Fe (17,50 e 9,00 ppm, respectivamente) e 0s
menores valores de pH (4,8 e 5,1, respectivamente). J& os solos que apresentaram quimiotipo
timol, ou ambos 0s quimiotipos misto e timol (Magdalena, Km 93 '2, El Oreganal, Casas de
Pinto) apresentaram concentragdes maiores de Mg (9,87, 12,75, 4,21 e 5,29 meq/100 g,
respectivamente), assim como conteudo intermédio de Ca (7,80, 9,36, 26,83 ¢ 8,42 meq/100g,
respectivamente). A composi¢cdo do solo pode influir na diferenciagdo de quimiotipos, por

isso ¢ um fator a considerar nas decisdes de cultivo de L. graveolens.
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Figura 12. Mapa de biomas da Guatemala com a regido de coleta de L. graveolens delimitada.
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Figura 13. Regido de coleta de L. graveolens ampliada. Biomas: me-S: Bosque Espinhoso Subropical;
bh-S (t): Bosque Umido Subtropical (temperado); bs-S: Bosque Seco Subtropical. Locais: El Subinal
(SU), Paso de los Jalapas (PJ), Magdalena (MA), Km 93 1/2 (K); El Oreganal (OR), San José (SJ),
Casas de Pinto (CP), El Carrizal (EC), La Tuna (TU).

Tabela 26. Analise do solo de oito localidades de coleta de L. graveolens realizados na
Faculdade de Agronomia da Universidade de San Carlos da Guatemala.

Local pH P K Ca Mg Cu Zn Fe Mn N MO

(ppm)  (ppm) (r;leq/ 100 (meq/100g)  (ppm)  (ppm) (ppm) (ppm) (%) (%)
g

El Subinal 7,7 3,69 38 32,44 1,18 0,50 1,50 0,10 1,50 047 287

Pasodelos 8,5 6,01 380 31,20 2,67 1,00 0,10 0,10 1,00 0,07 0,56

Jalapas

Magdalena 6,6 6,01 65 7,30 9,87 1,50 0,50 0,10 23,5 0,18 3,70

Km 93 1/2 7,3 16,72 108 9,36 12,75 1,50 0,50 4,0 24,50 0,01 1,92

El Oreganal 6,9 4,51 55 26,83 4,21 0,50 0,50 0,50 13,50 0,30 522

Casas de 6,5 10,33 168 8,42 5,29 1,00 1,00 2,00 51,00 0,17 0,87

Pinto

El Carrizal 5,1 10,58 108 5,30 1,68 0,50 0,50 9,00 10,50 0,19 3,17

La Tuna 48 9,14 190 5,62 1,49 0,50 1,00 17,50 8,50 0,08 1,38
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4.1.2 Analise do 6leo essencial de Lippia chiapasensis Loes

L. chiapasensis foi coletada em uma populagdao de Cuatro Caminos, Totonicapan em
2004, 2005 e 2006. Um voucher foi depositado no herbario BIGUA da Faculdade de Ciéncias
Quimicas e Farmacia da Universidade de San Carlos da Guatemala sob o cédigo de registro
BIGU 27623. A Tabela 27 mostra os resultados de rendimento e composi¢do do 6leo
essencial de folhas da planta, coletadas em dezembro de 2004 (LCH0401) e 2005 (LCHO0601).
Um cromatograma da amostra LCH0601 é mostrado na Figura 33 em Anexos. O rendimento
da planta foi similar nas duas amostras (1,05% e 1,1%, respectivamente), sendo levemente
superior ao obtido por Hernandez Arteseros et al. (2006) de L. chiapasensis de uma
populacdo do mesmo departamento (0,9%). O oleo apresentou geranial (17,2-20,2%), neral
(12,9-15,2%) e trans-diidrocarvona (10,7-13,2%), elemol (8,8-10,5%) e cineol (5,7-8,1%)
como componentes principais, sendo a composi¢do similar a obtida por Hernandez Arteseros,
que mostrou geranial (10,1%), trans-diidrocarvona (14,2%), neral (7,3%) e 1,8-cineol (7,2%)
como principais componentes. A planta ¢ usada no tratamento de doencas respiratorias e
nervosas. Em conversagdes com habitantes da regido de coleta foram descritos outros usos da
planta, como aromatizagdo de bebidas. O conteudo alto de citral confere aroma citrico a

planta.

A Tabela 28 apresenta os resultados de rendimento e anélise quimica do 6leo essencial
de L chiapasensis da populagdo de estudo, coletada em maio e outubro de 2006. O
rendimento foi menor em maio (0,78%), més em que normalmente se inicia a estagdo de
chuvas na Guatemala. O rendimento foi maior em outubro (1,17%), sendo maior também que
os rendimentos encontrados em dezembro de 2004 e 2005 (Tabela 27). A composi¢ao

apresentou variagdo em maio em relagdo a propor¢ao dos principais componentes encontrados
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nas outras coletas. Em maio, o elemol foi a substancia encontrada em maior percentagen
(15,7%), seguido por geranial (11,6%), trans-diidrocarvona (11,6%) e neral (9,1%). Em
outubro, no ultimo mes da estagdo de chuvas, o geranial foi o componente principal (25,3%),
seguido de neral (16,2%), e trans-diidrocarvona (11,1%). A planta apresentou outros mono e
sesquiterpenos caracteristicos de Lippia como p-cimeno, limoneno, timol, carvacrol e (E)-
cariofileno em percentagens baixas. L. chiapasensis mostra potencial para seu cultivo para
produzir 6leo essencial visto que possui componentes que t€m mostrado atividade bioldgica,
como citral, linalol, 6xido de cariofileno, pelo qual poderia ser considerada para seu uso em

desinfetantes e aromatizantes ambientais.
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Tabela 27. Rendimento e composi¢do média do dleo essencial de Lippia chiapasensis
coletada em dezembro de 2004 e dezembro de 2005 em uma populagdo de Cuatro Caminos,
Totonicapan. Resultados em % de area.

Cddigo de analise LCHO0401 LCHO0601
Rendimento (%) 1,05 1,1
Substancia IR calc IR Lit 12/04 12/05

a-pineno 934 939 0,2
canfeno 951 954 0,3 0,4
sabineno 972 975 2,2
B-pineno 977 979 1,2 0,3
6-metil-5-hepten-2-

ona 984 986 0,8 0,7
B-mirceno 990 991 0,4 0,4
p-cimeno 1023 1025 2,4
limoneno 1027 1029 1,8 6,5
1,8-cineol 1031 1031 5,7 8,1
(2)-B-ocimeno 1034 1037 6,6
(E)-p-ocimeno 1047 1050 0,6 0,7
y-terpineno 1057 1060 0,6 0,6
hidrato cis-sabineno 1069 1070 0,1 -
linalool 1101 1097 1,3 1,3
NI 1105 ND 0,1
hidrato trans-

sabineno 1103 1098 0,3
(2)-B-terpineol 1141 1144 0,4 ---
NI 1152 ND 0,5 0,4
cis-p-methan-8-ol 1159 ND 0,2 0,2
NI 1165 ND 0,1 0,2
borneol 1170 1169 1,5 1,1
terpinen-4-ol 1180 1177
NI 1186 ND 0,2 0,3
a-terpineol 1192 1189 0,6 0,5
NI 1195 ND 0,6 15
NI 1197 ND 3,0
trans-diidrocarvona 1199 1201 13,2 10,7
NI 1212 ND 0,2 0,1
NI 1215 ND 0,2
NI 1223 ND 0,3 0,3
neral 1236 1238 12,9 15,2
carvona 1239 1243 0,4 0,3
geraniol 1249 1253 0,6 0,4
geranial 1266 1267 17,1 20,2
acetato de bornila 1289 1289 1,4 0,9
timol 1292 1290
carvacrol 1301 1299
NI 1304 ND 0,3 0,3
NI 1343 ND 0,8 0,5
NI 1348 ND 0,2 0,2
eugenol 1356 1359 0,7 0,6
NI 1362 ND
copaeno 1378 1377 0,7 0,6
acetato geranila 1380 1381 0,3 0,4
NI 1385 ND 0,2
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Cadigo de analise LCH1204 LCHO0601

Substéncia IR calc IR Lit 12/04 12/05
(E)-cariofileno 1418 1419 4,2 3,3
a-cariofileno 1453 1455 0,4 0,3
NI 1461 ND 0,4 0,2
germacreno D 1480 1485 1,3 1,2
NI 1485 ND 0,6 0,4
8-selineno 1487 1490 0,1 0,2
NI 1493 ND 0,3
y-cadineno 1511 1514
8-cadineno 1519 1523 0,4 0,4
NI 1522 ND 0,2 0,2
elemol 1551 1550 10,5 8,8
NI 1559 ND 0,2 0,2
(E)-neroalidol 1561 1563 0,2 0,3
espatulenol 1574 1578 0,3
oxido de cariofileno 1580 1583 2,1 2,4
guaiol 1598 1601 0,3 0,2
NI 1602 ND 0,4 0,4
epoxido humuleno I 1604 1608 0,2 0,3
y-eudesmol 1627 1632
t-muurolol 1641 1642 -—-- -
NI 1645 ND 0,3 0,3
NI 1647 ND 0,2 0,2
NI 1648 ND
NI 1650 ND
B-eudesmol 1653 1651 0,8
a-cadinol 1655 1654 0,5 0,6
NI 1658 ND
NI 1665 ND 0,2 0,5
NI 1677 ND 0,4

100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 28. Rendimento e composi¢do média do oleo essencial de Lippia chiapasensis
coletada em maio e outubro de 2006 em uma populagdo de Cuatro Caminos, Totonicapan.
Resultados em % de area por CG-DIC.

Cdbdigo de analise LCHO703 LCHO0709
Rendimento (%) 0,78 1,17
Substéncia IR calc IR Lit maio 06 outubro 06
a-pineno 934 939 0,2 0,2
canfeno 951 954 0,5
sabineno 972 975 1,9 0,8
B-pineno 977 979 0,1
6-metil-5-hepten-2-
ona 984 986 0,5 0,2
B-mirceno 990 991 0,2
p-cimeno 1023 1025 15 1,4
limoneno 1027 1029 6,3 3,0
1,8-cineol 1031 1031 6,9 51
(2)-p-ocimeno 1034 1037 ---- ----
(E)-p-ocimeno 1047 1050 1,2 0,4
y-terpineno 1057 1060 1,2 0,3
hidrato cis-sabineno 1069 1070
linalol 1101 1097 1,1 15
NI 1105 ND 0,2
trans hidrato
sabineno 1103 1098 0,3
(2)-B-terpineol 1141 1144 0,2
NI 1152 ND 0,3 0,3
cis-p-methan-8-ol 1159 ND 0,1 0,2
NI 1165 ND
borneol 1170 1169 1,3 1,2
terpinen-4-ol 1180 1177 0,2
NI 1186 ND 0,2
a-terpineol 1192 1189 0,5 0,9
NI 1195 ND 1,6 1,0
NI 1197 ND
trans-diidrocarvona 1199 1201 11,6 11,1
NI 1212 ND 0,2
NI 1215 ND
NI 1223 ND 0,2
neral 1236 1238 9,1 16,2
carvona 1239 1243 0,3 0,3
geraniol 1249 1253 0,3 0,3
geranial 1266 1267 13,4 25,3
acetato de bornila 1289 1289 1,3 1,2
timol 1292 1290 1,1 0,5
carvacrol 1301 1299 0,3 1,1
NI 1304 ND
NI 1343 ND 0,8 0,6
NI 1348 ND 0,2
eugenol 1356 1359 0,6 0,5
NI 1362 ND 0,5
copaeno 1378 1377 0,3 0,6
acetato geranila 1380 1381 1,3 0,3
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Cabdigo de analise LCHO0703 LCHO0709

Substancia IR calc IR Lit maio 06 outubro 06

NI 1385 ND 0,2
(E)-cariofileno 1418 1419 6,8 4,7
a-cariofileno 1453 1455 0,6 0,2
NI 1461 ND
germacreno D 1480 1485 3,1 1,2
NI 1485 ND 0,6
selineno 1487 1490 0,4 0,2
NI 1493 ND 0,2
g-cadineno 1511 1514 0,2
d-cadineno 1519 1523 0,4 0,2
NI 1522 ND
elemol 1551 1550 15,7 10,1
NI 1559 ND 0,2 0,2
(E)-neroalidol 1561 1563 0,3 0,4
espatulenol 1574 1578 0,9
6xido de cariofileno 1580 1583 3,2
guaiol 1598 1601 0,4 0,3
NI 1602 ND 0,1 0,5
epo6xido humuleno I 1604 1608 0,2 0,3
y-eudesmol 1627 1632 0,2 0,4
t-muurolol 1641 1642 0,3 0,3
NI 1645 ND 0,2
NI 1647 ND 0,1
NI 1648 ND 0,1
NI 1650 ND 0,9
B-eudesmol 1653 1651 0,4
a-cadinol 1655 1654 0,1 0,5
NI 1658 ND 0,1 0,5
NI 1665 ND 0,8
NI 1677 ND 0,3
100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Néo ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.3 Analise do 6leo essencial de Lippia myriocephala Schlecht & Cham.

Partes aéreas de L. myriocephala foram coletadas em agosto de 2006 na regido do
vulcao Acatenango, departamento de Sacatepéquez. Um voucher foi depositado no herbério
BIGUA da Faculdade de Ciéncias Quimicas e Farmacia da Universidade de San Carlos da
Guatemala, sob o nimero de registro BIGU 27625, O rendimento do dleo essencial foi baixo
(0,1%) sendo o menor dos rendimentos de todos os oléos investigados nesta tese. O 0dleo
essencial apresentou (E)-nerolidol em percentagem elevada (71,4%) seguido por limoneno
(7,6%), carvona (4,4%) e linalol (3,1%) como componentes secunddrios com percentagem
destacada (Tabela 29). Um cromatograma da amostra ¢ mostrado na Figura 34 em Anexos.
Em um estudo prévio do dleo essencial de L. myriocephala da Costa Rica, o 6leo apresentou
composicdo quimica muito diferente com B-cariofileno (16,1%), germacreno D (11,2%), B-
cubebeno (8,1%), geranilacetona (7,3%) e a-copaeno (6,26%), como principais componentes
(Vila et al., 2004). Das substancias principais encontradas no 6leo da planta da Costa Rica,
somente o [-cariofileno ((E)-cariofileno), foi encontrada neste estudo. A diferenca na
composi¢ao dos Oleos poderia indicar a existéncia de quimiotipos diferentes devido a
diferengas geograficas, ou que sejam em realidade espécies diferentes. O baixo rendimento
do 6leo e o fato que ndo foi encontrada informacgdo sobre usos desta planta na medicina
tradicional, fazem com que a orientagdo da producdo do 6leo seja para a industria cosmética,
visto o elevado conteudo de nerolidol, substancia valiosa em perfumaria. A planta ¢ uma
arvore de até¢ 12 m que apresenta folhagem densa, pelo qual, planejando-se o melhoramento,
cada individuo pode fornecer suficiente volume de 6leo para considerar sua producdo. A
informagdo da composi¢do do o6leo ¢ importante desde o ponto de vista do estudo
quimiossistematico de plantas do género Lippia. E importante localizar mais populagdes para
confirmar se a composigdo do 6leo ¢ tipica de L. myriocephala da Guatemala, ou se existem

diferentes quimiotipos.
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Tabela 29. Rendimento e composicdo média do Oleo essencial de Lippia myriocephala
coletada em agosto de 2006. Resultados em % de area por CG-DIC.

Rendimento (%) 0,1

Substancia IR calc IR Lit 08/06
a-pineno 933 939 0,9
canfeno 949 954 0,7
B-pineno 977 979 04
B-mirceno 990 991 0,2
limoneno 1027 1029 7,6
1,8-cineol 1031 1031 0,2
cis hidrato sabineno 1069 1070 0,1
linalool 1101 1097 3,1
borneol 1170 1169 0,5
carvona 1242 1243 4.4
cis oxido de carvona 1260 1263 0,2
NI 1285 ND 0,6
timol 1293 1290 0,7
(E)-cariofileno 1418 1419 0,8
a-cariofileno 1453 1455 0,1
E-B-farneseno 1456 1457 0,2
9-epi-B-cariofileno 1466 1466 0,2
a-cadineno 1537 1539 0,2
NI 1553 ND 0,2
(E)-nerolidol 1561 1563 71,4
espatulenol 1574 1578 0,2
6xido de cariofileno 1580 1583 0,7
epoxido humuleno I 1604 1608 1,6
NI 1612 ND 0,3
y-eudesmol 1627 1632 0,3
t-cadinol 1636 1640 0,1
T-muurolol 1642 1642 0,4
a-muurolol 1644 1646 0,3
B-eudesmol 1653 1651 1,3
o—bisabolona oxido A 1684 1685 0,3
(2Z,6E)-farnesol 1702 1701 0,3
(2E,6E)-farnesol 1723 1725 0,2
(E,2)-farnesol 1742 1746 0,3
NI 1804 ND 0,9
Total 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.4 Andlise do 6leo essencial de Lippia substrigosa Turcz.

Nao foram encontrados relatos sobre a fitoquimica de L. substrigosa, nem sobre o
conteudo do seu 6leo essencial, razdo pela qual os resultados obtidos neste estudo sdo os

primeiros sobre o 6leo essencial desta planta.

A Tabela 30 mostra os resultados da composicdo quimica do oleo essencial de L.
substrigosa de uma populagdo na regido do vulcdo Acatenango, no departamento de
Sacatepéquez, em dezembro de 2004 (LSU0401) e 2005 (LSU0601). Um voucher foi
depositado no herbario da Faculdade de Ciéncias Quimicas ¢ Farmacia da Universidade de
San Carlos da Guatemala, sob o nimero de registro BIGU 27624. O rendimento do 6leo foi
0,3% tanto em 2004 quanto em 2005, sendo considerado baixo quando comparado com os
obtidos de outras plantas estudadas nesta tese. As substincias encontradas em maior
percentagem em 2004 foram germacreno D (29,5%), (E)cariofileno (15,4%), sabineno
(11,1%) e o6xido de cariofileno (6,9%). As primeiras trés substincias apresentaram também as
maiores percentagens em 2005, variando a ordem com maior contetido de sabineno (40,4%) e
diminui¢do do germacreno D (22,4%), do (E)-cariofileno (8,3%) e do 6xido de cariofileno
(1,3%). Um cromatograma da amostra LSU0601 ¢ mostrado na Figura 35 em Anexos. O 6leo
essencial de L. substrigosa apresentou um alto conteudo de sesquiterpenos em 2004 (72,6%)
sendo varios deles comuns em espécies do género Lippia como (E)-cariofileno, a-copaeno, -
bourboneno e germacreno D. A percentagem correspondente a monoterpenos foi de 29,8%
em 2004. Em 2005 a propor¢do variou notavelmente principalmente pela causa do
crescimento do contetido percentual de sabineno, correspondendo 46,4% a sesquiterpenos
identificados e 52,0% a monoterpenos identificados. O o6leo essencial de L. substrigosa

apresenta uma composi¢do com potencial para produgdo visto que sdo encontrados
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componentes em alta concentragdo. A planta ¢ perene e apresenta abundante folhagem, pelo
qual para considerar possiveis aplicagdes ¢ importante investigar também outras substancias
ndo volateis no material da planta. A variabilidade da composi¢ao do 6leo essencial deve ser

investigada, ja que ¢ um fator importante na qualidade dos 6leos essenciais.
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Tabela 30. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de Lippia substrigosa coletada
em dezembro de 2004 e dezembro de 2005 em uma populagdo da planta em Sacatepéquez.
Resultados em % de areas por CG-DIC.

Cédigo de analise LSU0401 LSU0601
Rendimento (%) 0,3 0,3
Substancia IR calc IR Lit 2004 dez. 2005 dez.
o-tujeno 925 925 - 0,5
a-pineno 933 939 0,2 1,1
sabineno 972 975 12,2 40,4
B-pineno 976 979 0,3 0,9
B-mirceno 989 990 1,9 0,8
4-2-careno 1004 1002 0,1
a-terpineno 1016 1017 0,4
p-cimeno 1023 1025 2,1 1,2
limoneno 1027 1029 0,2 0,2
1,8-cineol 1031 1031 0,1 0,2
(2)-B-ocimeno 1034 1037 0,9 1,7
y-terpineno 1057 1060 1,7 2,5
cis hidrato sabineno 1069 1070 0,8 0,4
terpinoleno 1086 1089 0,1
linalool 1101 1097 1,2 0,7
trans hidrato sabineno 1103 1098 0,8 0,7
2-metilbutirato de isoamila 1100 1100 1,7 1,1
isovalerato de isoamila 1104 1103 1,7
terpinen-4-ol 1180 1177 1,2 0,7
a-copaeno 1377 1377 2,8 1,2
NI 1383 ND 0,6
B-bourboneno 1387 1388 3,1 1,5
NI 1390 ND 0,2
(E)-cariofileno 1418 1419 17,0 8,3
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,4
a-cariofileno 1453 1455 1,1 0,8
9-epi-B-cariofileno 1464 1466 0,7 0,3
germacreno D 1480 1485 32,5 22,4
a-muuroleno 1500 1500 0,6 0,3
(E)-(E)-farneseno 1506 1506 0,6 3,2
y-cadineno 1511 1514 0,3 0,6
d-cadineno 1519 1523 1,2 0,8
germacreno B 1561 ND 1,2 0,2
NI 1570 ND 0,7
(E)-nerolidol 1576 1576 0,3 0,2
espatulenol 1577 1578 3,4 1,5
6xido de cariofileno 1581 1583 7,6 1,3
epoxido humuleno I 1604 1608 0,4 0,4
y-eudesmol 1627 1632 0,2
t-cadinol 1640 1649 0,2 0,1
a-muurolol 1646 ND 0,2 0,1
a-cadinol 1655 1654 0,4
NI 1656 ND 0,3
NI 1665 ND 0,2
NI 1671 ND 0,2
100,0 100,0

NI: Néo identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).
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IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengdo publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.5 Andlise do 6leo essencial de Lippia controversa Moldenke

Partes aéreas de L. controversa foram coletadas em uma populagdo localizada no
municipio de Barberena, departamento de Santa Rosa, no Km 67,5 da rodovia de Barberena a
Santa Rosa de Lima. Um voucher foi depositado no herbario da Faculdade de Ciéncias
Quimicas e Farméacia da Universidade de San Carlos da Guatemala, sob o nimero de registro
BIGU 43403, Nao foi encontrada informagao prévia sobre a fitoquimica desta planta. Assim,
os resultados apresentados na Tabela 31 sdo os primeiros para esta planta. Um cromatograma
deste oleo estd mostrado na Figura 36 em Anexos. O rendimento do 6leo essencial de L.
controversa obtido foi baixo (0,24%) comparado com os outros 6leos estudados nesta tese. O
6leo estd composto principalmente por sesquiterpenos, sendo os principais componentes
encontrados no 6leo o (E,Z)-farnesol (19,7%), B-bisabolol (19,3%), germacreno D (12,8%),
(E)-cariofileno (11,1%) e a-cariofileno (7,4%). A planta apresentou também timol (7,9%).
As substancias encontradas sdo caracteristicas de 6leos essenciais de espécies de Lippia, ndo
sendo muito comuns as altas proporgdes de bisabolol e farnesol encontradas. A composi¢ao

do 6leo ¢ interessante pela elevada proporgao de substancias oxigenadas.

155



Tabela 31. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de Lippia controversa coletada
em dezembro de 2006 em Barberena. Resultados em % de &reas por CG-DIC.

Rendimento (%) 0,24
Substancia IR calc IR Lit % AREA
o-pineno 933 939 0,1
B-pineno 974 979 0,1
6-metil-5-hepten-2-ona 981 986 0,1
linalol 1100 1097 0,5
Isovalerato de isoamila 1102 1103 0,5
canfora 1148 1146 0,1
mircenona 1156 1150 0,3
a-terpineol 1196 1189 0,1
verbenona 1208 1205 0,2
timol 1293 1290 7,9
carvacrol 1300 1299 0,5
d-elemeno 1333 1338 0,1
neoisodiidrocarvila 1357 1359 0,3
B-bourboneno 1384 1388 0,3
B-elemeno 1388 1391 0,2
(E)-cariofileno 1420 1419 11,1
B-gurjuneno 1430 1434 0,2
B-humuleno 1436 1439 0,5
a-cariofileno 1455 1455 7,4
allo-aromadendreno 1458 1460 0,2
germacreno D 1482 1485 12,8
o-selineno 1494 1493 2.3
NI 1509 ND 0,1
NI 1511 ND 0,3
y-cadineno 1514 1514 0,2
4-cadineno 1516 1523 0,6
NI 1545 ND 0,1
elemol 1548 1550 0,5
(E)-nerolidol 1562 1563 0,3
espatulenol 1578 1574 1,5
oxido de cariofileno 1582 1580 1,4
globulol 1584 1584 0,2
NI 1591 ND 0,1
guaiol 1600 1598 0,1
NI 1602 ND 0,2
epoxido humuleno I1 1605 1608 0,7
NI 1627 ND 0,3
NI 1633 ND 0,6
NI 1637 ND 0,4
t-muurolol 1642 1642 22
o-muurolol 1647 1646 0.4
B-eudesmol 1655 1651 1,5
NI 1658 ND 0,2
B-bisabolol 1672 1675 19,3
a-bisabolano 6xido A 1685 1685 1,7
NI 1690 ND 0,3
NI 1694 ND 0,3
(E,2)-farnesol 1744 1746 19,7
NI 1800 ND 0,7
100,0
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NI: Nao identificado.

N.D.: Néo ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retencio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.6 Analise do 6leo essencial de Lippia cardiostegia Benth.

Partes aéreas de L. cardiostegia foram coletadas em uma populagdo localizada em El
Carrizal, departamento de Chiquimula, em dezembro de 2007. Um voucher foi depositado no
herbario da Faculdade de Ciéncias Quimicas e Farmacia da Universidade de San Carlos da
Guatemala, sob o numero de registro BIGU 43404. O rendimento de 6leo essencial obtido
por hidrodestilagdo foi relativamente baixo (0,35%), mas superior aos obtidos para as plantas
L. controversa e L. myriocephala. Um cromatograma deste 6leo ¢ mostrado na Figura 37 em
Anexos. O 6leo apresentou sabineno como componente principal (16,3%), seguido por timol
(12,7%) oxido de cariofileno (7,3), acetato de mirtenila (6,0%) e epoxido de humuleno II
(5,7%) (Tabela 32). O conteudo de timol poderia conferir propriedades antioxidantes a este
6leo, apresentando a planta varias substdncias comuns da rota biossintética do timol e
carvacrol (p-cimeno, y-terpineno). O 6leo apresentou também diversos sesquiterpenos comuns
em espécies do género Lippia como (E)-cariofileno, a-cariofileno, a-copaeno e germacreno
D, entre outros. Varios componentes menores nao puderam ser identificados por nao
apresentarem espectros de massas similares aos da biblioteca do detector de massas. A planta
ndo resulta interessante para producao do o6leo essencial, ja que o rendimento € baixo e o 6leo
apresenta os mesmos componentes que o 6leo de L. graveolens em menores percentagens,

sendo que L. graveolens cresce no mesmo local de coleta de L. cardiostegia.
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Tabela 32. Rendimento e composi¢do média do 6leo essencial de Lippia cardiostegia coletada
em dezembro de 2007 em El Carrizal, Chiquimula. Resultados em % de area por CG-DIC.

Rendimento (%) 0,35

Substancia IR calc IR Lit % AREA
o-tujeno 926 930 0,2
o-pineno 933 939 0,4
canfeno 949 954
sabineno 972 975 16,3
B-pineno 977 979 0,6
B-mirceno 990 991 0,4
5-2-careno 1004 1002
a-felandreno 1005 1003 0,2
o-terpineno 1016 1017 0,2
p-cimeno 1024 1025 0,4
limoneno 1027 1029 0,2
B-felandreno 1028 1030 0,2
1,8-cineol 1030 1031 0,2
(E)-b-ocimeno 1047 1050 0,3
y-terpineno 1057 1060 0,5
cis hidrato sabineno 1068 1070 1,5
linalol 1099 1097 0,9
trans hidrato sabineno 1100 1098 2,3
isovalerato isoamilo 1102 1103 0,8
NI 1126 ND 0,4
NI 1128 ND 0,3
NI 1133 ND 0,8
NI 1142 ND 0,2
canfora 1145 1146 1,1
mircenona 1150 1150 0,4
borneol 1170 1169 0,3
cis-pinocanfona 1175 1175 1,2
NI 1181 ND 0,9
NI 1186 ND 0,2
o-terpineol 1191 1189 0,2
mirtenol 1193 1196 1,7
2-metilbutanoato de hexila 1235 1236 0,8
NI 1238 ND 0,2
carvona 1242 1243 0,3
NI 1287 ND 0,2
timol 1292 1290 12,7
carvacrol 1299 1299 0,7
acetato de mirtenila 1326 1327 6,0
5-elemeno 1338 1338 0,5
dihidrocarveol acetato neoiso 1357 1359 0,3
oa-copaeno 1378 1377 0,7
trans acetato mirtanol 1386 1387 1,0
NI 1390 NI 0,2
B-elemeno 1391 1391 1,3
(E)-cariofileno 1418 1419 2,2
b-gurjuneno 1431 1434 0,2
NI 1440 ND 0,2
NI 1446 ND 0,2
a-cariofileno 1453 1455 3,2
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NI: Nao identificado.

N.D.: Néo ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

Substancia IR calc IR Lit % AREA
allo-aromadendreno 1458 1460 0,2
germacreno D 1482 1485 4.8
NI 1487 ND 1,0
B-selineno 1489 1490 0,2
8-selineno 1494 1493 0,7
(E,E)-a-farneseno 1506 1506 0,2
y-cadineno 1514 1514 0,5
8-cadineno 1516 1523 0,5
NI 1535 ND 0,2
o-cadineno 1537 1539 0,2
elemol 1548 1550 0,8
NI 1554 ND 0,9
(E)-nerolidol 1562 1563 0,3
NI 1576 ND 0,2
espatulenol 1578 1574 1.4
6xido de cariofileno 1582 1580 7,3
globulol 1584 1584
NI 1591 ND 0,3
NI 1595 ND 0,4
guaiol 1600 1598 0,2
epoxido humuleno Il 1605 1608 5,7
y-eudesmol 1627 1632 0,2
NI 1627 ND 0,3
NI 1630 ND
t-cadinol 1638 1640 1,2
NI 1641 ND 0,5
t-muurolol 1643 1642 1,6
NI 1647 ND 0,3
B-eudesmol 1651 1651 0,6
a-cadinol 1655 1654 1,2
B-bisabolol 1672 1675 0,2
NI 1676 ND 1,3
o-oxido bisaboleno 1685 1685 0,8
NI 1690 ND 0,2
NI 1691 ND 0,2
(2Z,6E)-farnesol 1702 1701 0,2
NI 1706 ND 0,2
NI 1709 ND 0,2
NI 1754 ND 0,5
NI 1804 ND 0,2

100,0

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-

DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retencio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.1.7 Andlise do 6leo essencial de Phyla dulcis Moldenke

P. dulcis (antes Lippia dulcis) foi coletada em dezembro de 2004 em populagdes em
Barberena departamento de Santa Rosa (LDU0402), e no Centro de Estudos Agrondmicos da
Faculdade de Agronomia (CEDA) da Universidade de San Carlos (LDUO0401); outra coleta
foi realizada em dezembro de 2005 na populacdo de Barberena (LDUO0601). O rendimento de
extracao do 6leo foi similar nos dois locais de coleta em 2004 (0,84 ¢ 0,82%), sendo menor na
amostra correspondente a Baberena em dezembro de 2005 (0,7%). O 6leo foi analisado por
CG-EM e CG-DIC, para identificacdo e quantificagdo dos componentes (Tabela 33). Um
cromatograma da amostra LDU0601 ¢ mostrado na Figura 38 em Anexos. O padrido da
composicdo dos oOleos foi similar nas trés amostras com 6-metil-5-hepten-2-ona como
componente principal (16,8-20,5%) seguido de 3-metil-2-ciclohexen-1-ona (12,7-15,7%), (E)-
cariofileno (7,7-11,6%), a-bisabolol (5,7-7,8%), (E,E)-a-farneseno (5,8-7,1%) e a-copaeno
(5,4-6,4%). O oleo apresenta um alto contetido e diversidade de sesquiterpenos em
percentagens superiores a 2%. O sesquiterpendide hernandulcina, descrito em P. dulcis de
outros paises, nao foi identificado nestas analises, sendo que a 6-metil-5-hepten-2-ona ¢ a 3-
metil-2-ciclohexen-1-ona correspondentes a seus produtos de degradagdo térmica, foram
identificadas neste grupo de analises com uma relagdo de percentagens (6-metil-5-hepten-2-

ona/3-metil-2-ciclohexen-1-ona) de 1,31.

Estudos prévios do oOleo essencial de P. dulcis, tinham mostrado diferencgas
importantes na composi¢do do 6leo. A composi¢do dos 6leos de P. dulcis encontrada nesta
tese ¢ similar qualitativamente a encontrada por Souto-Bachiller et al. (1997) em P. dulcis do
Porto Rico, na qual foi encontrada uma ampla variedade de sesquiterpenos, além da
hernandulcina que apresentou percentagem de 36%, entanto que o epimero (-)-epi-

hernandulcina apresentou 22,0%. Os outros sesquiterpenos apresentaram percentagens baixas
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nesse estudo, i.e. espatulenol (1,24%) e a.-copaeno (0,75%). E importante mencionar que a
analise de P. dulcis feita no Porto Rico foi realizada a partir da extracdo do material vegetal
com solvente. Em outro estudo do 6leo essencial de P. dulcis do México citado por Souto-
Bachiller et al. (1997) foi encontrada canfora como principal componente do 6leo (53,24%), o

qual apresentou 86% de monoterpenos em contraste com os resultados obtidos no Porto Rico.

Para estudar as variagdes de rendimentos e da composicao do 6leo essencial da planta
em diferentes meses, coletas de partes aéreas de P. dulcis foram realizadas na populagdo de
Barberena, Santa Rosa, em abril, junho e outubro de 2006 (Tabela 34). O rendimento do 6leo
foi de 0,54% (abril), 0,50% (junho) e 0,60% (outubro), sendo menores que os rendimentos
encontrados nas coletas prévias. A composi¢do do Oleo foi similar nos trés meses,
apresentando 6-metil-5-hepten-2-ona (19,6-21,4%), 3-metil-2-ciclohexen-1-ona (9,6-11,1%),
e a-bisabolol (8,0-14-6%) como principais componentes do 6leo. O 6leo mostrou uma alta
propor¢do de sesquiterpendides (65,3%-68,5%), menor do que a propor¢do encontrada em
Porto Rico (79%), mas em contraste com resultados obtidos no México (monoterpenodides,
86,3%; canfora como componente principal). O sesquiterpendide hernandulcina (derivado do
bisaboleno), substancia 1000 vezes mais doce que a sacarose, encontrado nesta planta em
Porto Rico (Souto-Bachiller et al., 1997), ndo foi identificado nas amostras analisadas por
CG-DIC, provavelmente, devido a alta temperatura do injetor e/ou detector, ja que a
substiancia é termolabil. No estudo com P. dulcis de Porto Rico, Souto-Bachiller e
colaboradores utilizaram extracdo com solventes (1997). A 6-metil-5-hepten-2-ona ¢ a 3-
metil-2-ciclohexen-1-ona apresentaram relacdes diferentes nestas trés coletas, quando
comparadas com as obtidas nas coletas de 2004 e 2005 (1,31), sendo a percentagem média de

6-metil-5-hepten-1-ona quase o duplo (1,89) da percentagem de 3-metil-2-ciclohexen-1-ona.
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Tabela 33. Rendimento e composi¢ao média do 6leo essencial de Phyla dulcis coletada em
dezembro de 2004 e dezembro de 2005 em duas populacdes da planta. Resultados em % de
areas por CG-DIC.

Cddigo de analise LDU0401 LDU0402 LDU0601
Rendimento (%) 0,84 0,82 0,7

Substancia IR calc IRLit CEDA 12/04 Barb.12/04 Barb 12/05
6-metil-5-hepten-2-ona 984 986 16,8 17,6 20,5
3-metil-2-ciclohexen-1-ona 1058 N.D. 13,3 12,7 15,7
linalool 1101 1097 1,7 1,9 0,8
a-terpineol 1192 1189 0,2 0,3 0,2
NI 1218 ND 0,3 0,4
NI 1228 ND 0,2 0,4
NI 1259 ND 0,2
timol 1292 1290 0,2
carvacrol 1301 1299 1,9
NI 1335 ND 0,4 0,5 0,4
NI 1348 ND 0,2 0,2
a-copaeno 1378 1377 5,4 6,4 5,8
NI 1387 ND 0,7 0,7 0,5
NI 1391 ND 0,2 0,2 0,2
(E)-cariofileno 1418 1419 11,6 8,4 7,7
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,5 0,6 0,6
a-cariofileno 1453 1455 0,5 0,5 0,9
(E)-B-farneseno 1456 1457 2,3 2,5 2,2
cariofileno (9-epi-(E)) 1466 1466 2,2 2,2 2,0
germacreno D 1480 1485 0,7 0,7 0,6
o-selineno 1488 1490 5,4 3,9 2,8
NI 1492 ND 0,7 0,2 0,2
a-muuroleno 1495 1500 0,3
(E,E)-a-farneseno 1504 1506 6,7 7,1 5,8
NI 1508 ND 1,1 1,3 1,1
NI 1512 ND 0,2
y-cadineno 1514 1514 2,1 2,2 1.8
é-cadineno 1519 1523 6,3 2,7 6,4
elemol 1551 1550 0,4 0,5 0,4
(E)-nerolidol 1561 1563 1,2 1,9 1,1
NI 1566 ND 0,2
espatulenol 1574 1578 1.4 2,0 19
6xido de cariofileno 1580 1583 0,8 0,9 1,1
globulol 1584 1585 0,5 0,7 0,5
NI 1594 ND 0,3 0,3 0,2
guaiol 1598 1601 0,2
ep6xido humuleno |l 1604 1608 0,1 0,2 0,4
NI 1609 ND 0,1 0,1 0,3
NI 1631 ND 2,1 2,7 2,3
t-cadinol 1644 1640 0,5 0,9 0,7
t-muurolol 1641 1642 0,2 0,3 0,3
a-muurolol 1644 1646 0,3 0,3 0,4
NI 1650 ND 0,3 0,4 0,3
B-eudesmol 1653 1651 0,2 0,2 0,2
a-cadinol 1655 1654 0,5 0,7 0,4
NI 1658 ND 0,6 1,0
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Cadigo de andlise LDU0401 LDU0402 LDU0O601

Substancia IR calc IRLit CEDA 12/04 Barb.12/04 Barb 12/05

NI 1665 ND 0,3 0,2 0,7
NI 1677 ND 0,6 0,6 0,6
NI 1681 ND 1,2 1,2 1,0
a-bisabolol 1684 1686 7.8 6,9 5,7
NI 1729 ND 0,9 0,8 0,8
100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).

Tabela 34. Comparagdo de rendimentos e composicdo média dos principais componentes do
6leo essencial de uma populagdo de Phyla dulcis localizada Barberena, departamento de Santa
Rosa, durante trés meses de 2006. Analise realizada por CG-EM.

Rendimento (%) 0,54 0,50 0,60 0,55
Substancia IR calc IR Lit abril junho outubro Média
6-metil-5-hepten-2-ona 984 986 19,6 21,4 18,8 19,9
3-metil-2-ciclohexen-1-ona 1058 N.D. 10,7 111 9,6 10,5
linalol 1101 1097 1,9 1,4 2,6 2,0
a-copaeno 1378 1377 34 6,7 4.8 5,0
(E)-p-cariofileno 1418 1419 6,1 7,6 7,5 7,1
B-farneseno 1456 1457 4,9 5,2 6,0 5,4
germacreno D 1480 1485 2,7 11 3.4 2,4
(E,E)-a-farneseno 1504 1506 4,8 2,1 57 4,2
y-cadineno 1514 1514 54 53 57 55
nerolidol 1561 1563 2,3 1,3 1,6 1,7
espatulenol 1574 1578 2,4 51 2,3 3,3
a-bisabolol 1655 1654 14,6 8,0 11,9 115
SUMA 78,8 76,3 79,9 78,3

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reten¢do na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de sériec homologa.

IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).

Uma segunda analise da amostra de 6leo essencial LDU0401 foi feita por CG-EM
utilizando uma menor temperatura do injetor (220°C), com as outras condi¢des analiticas
iguais as usadas nas analises de rotina nesta tese. Nesta andlise, foi encontrada a
hernandulcina, que foi identificada pelo seu espectro de massas, no qual os principais ions ja

descritos para a fragmentag¢do da substancia foram registrados, com excecdo do pico de ion
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molecular. O espectro de massas obtido e o padrdo de fragmentag¢ao descrito por Compadre
et al. (1987) sdo apresentados nas Figuras 14 e 15. No espectro pode-se observar os picos da
eliminagdo de agua em 218 m/z, sua posterior fragmentacdo (137m/z), e outros picos
importantes na identificagdo da substancia (153, 110, 95, 82 e 69 m/z). Na Tabela 35 sao
apresentados os resultados obtidos para 6-metil-5-hepten-2-ona, 3-metil-2-ciclohexen-1-ona e
hernandulcina nesta analise. E importante mencionar que o espectro da hernandulcina no foi
reconhecido como parte da biblioteca do detector de massas, sendo apresentados pelo
programa de computador como resultados mais provaveis para a estrutura da molécula as
substancias 6-metil-5-hepten-2-ona e 4,8-dimetil-1,7-dimetil-1,7-nonadien-4-ol. Uma inje¢ao
on-column poderia ajudar a quantificar a hernandulcina no 6leo essencial, mas outra técnica
de extracdo deve também ser avaliada para diminuir a descomposi¢do da substancia, que

poderia ser causada também pela temperatura de destilagdo e a presenca de agua.

175
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Figura 14. Espectro de massas da hernandulcina obtida na analise por CG-EM do 6leo essencial de P.
dulcis coletada no CEDA, Universidade de San Carlos, em dezembro de 2004.
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Figura 15. Padrdo de fragmentacdo da hernandulcina (Compadre et al., 1987)

Na Tabela 35 pode se observar que a hernandulcina foi encontrada em 10,92%,
entanto que a 6-metil-5-hepten-2-ona, 3-metil-2-cicloexen-1-ona apresentaram percentagens
de 12,29 e 4,20, que correspondem a uma relagdo de areas de 2,93. O cromatograma
correspondente ¢ mostrado na Figura 39 nos Anexos. Este resultado ¢ diferente ao obtido com
a mesma amostra quando foi analisada por CG-FID em que uma relagdo de 1,26 foi observada
para essas substancias sem ser observado pico da hernandulcina no cromatograma. Isto indica
que a hernandulcina ndo pode ser quantificada diretamente no 6leo essencial por CG-FID ou
CG-EM, ja que a degradacdo térmica da molécula pode ocorrer em diferentes extensoes,
sendo necessario o isolamento da substancia para poder realizar sua quantificacdo na planta.

Tabela 35. Percentagem de hernandulcina e seus produtos de degradagdo no dleo essencial de
P. dulcis coletado no CEDA em dezembro de 2004. Analise feita por CG-EM.

Substancia tret. (min) % drea
6-metil-5-hepten-2-ona 6,562 12,29
3-metil-2-ciclohexen-1-ona 8,943 4,20
hernandulcina 41,385 10,92
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4.1.8 Andlise do 6leo essencial de Litsea guatemalensis Mez

L. guatemalensis, conhecida localmente como laurel, foi coletada em duas populagdes
da Guatemala em janeiro de 2006, em Parramos, departamento de Chimaltenango
(LGUO0601), ¢ El Hato, departamento de Sacatepéquez (LGU0602). O rendimento do 6leo
essencial foi de 0,47% em Parramos e 0,60 em El Hato, sendo inferior ao rendimento descrito
por Vallverdu et al. (2005) para o 6leo essencial de L. guatemalensis de uma populagdo de
Tecpén, departamento de Chimaltenango (0,8%). A composi¢do do 6leo foi similar para as
duas amostras, com 1,8-cineol como componente majoritario (41,7-44,9%), e linalol (12,5-
10,0%), (E)-nerolidol (5,5-7,5%) e limoneno (5,4-6,1%) como componentes secundarios
(Tabela 36). A percentagem de 1,8-cineol foi superior a encontrada por Vallverdu et al.
(2005) em partes aéreas da planta coletadas em julho de 2000, foi de 26,8%, com a-terpineol
(14,5%), linalol (10,8%) e terpinen-4-ol (6,8%) como componentes secundarios. Um
cromatograma da amostra LGU0602 ¢ mostrado na Figura 40 nos Anexos. Os trés principais
componentes do 6leo de L. guatemalensis encontrados nesta tese, apresentam grupo funcional
oxigenado, os quais podem ser responsaveis em parte pelas propriedades atribuidas a esta
planta que é usada no tratamento de doencas respiratorias e gastrointestinais (Vallverdu et al.,
2005). O rendimento da planta ndo ¢ elevado, mas sendo uma &rvore nativa perene com
folhagem abundante, a produg¢do do O6leo poderia ser realizada orientando-se a industria
cosmética e de deseinfectantes, como fonte de renda para as comunidades da regido onde

Cresce.
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Tabela 36. Rendimento e composi¢do média do dleo essencial de Litsea guatemalensis
coletada em janeiro de 2006 em duas populagdes da planta. Resultados em % de area por CG-
DIC.

Cddigo de analise LGU0601  LGUO0602
Rendimiento (%) 0,47 0,60
Substancia IR calc IR Lit Parramos El Hato
o-tujeno 925 930 0,2 0,3
o-pineno 933 939 4,2 4,8
canfeno 949 954 1,1 2,2
B-pineno 977 979 2,5 2,7
B-mirceno 990 991 1,2 1,0
a-terpineno 1016 1017 0,8 1,1
p-cimeno 1023 1025 2,1 1,6
limoneno 1027 1029 5,4 6,1
1,8-cineol 1031 1031 41,7 449
y-terpineno 1057 1060 2,3 2,6
hidrato de cis
sabineno 1069 1070 0,3 0,4
terpinoleno 1086 1089 0,5 0,6
NI 1091 ND 0,2
NI 1094 ND 0,2
linalool 1101 1097 12,5 10,0
borneol 1170 1169 1,3 2,3
terpinen-4-ol 1180 1177 3,6 3,8
a-terpineol 1192 1189 0,4 0,7
cis-diidrocarvona 1194 1193 2,6 2,1
NI 1197 ND 0,3
NI 1226 ND 0,2 0,3
NI 1251 ND 0,3 0,4
NI 1275 ND 0,2 0,2
timol 1292 1290 0,4 0,3
carvacrol 1301 1299 0,2 0,3
(E)-cariofileno 1418 1419 0,4 1,3
selineno 1487 1490 0,6 0,5
NI 1496 ND 0,2 0,5
(E)-nerolidol 1561 1563 7,5 55
espatulenol 1574 1578 0,7 0,6
oxido de cariofileno 1580 1583 0,2 0,3
epo6xido humuleno 1604 1608 1,6 1,0
y-eudesmol 1627 1632 0,3 0,3
t-muurolol 1641 1642 0,2
NI 1644 ND 0,6 0,3
NI 1652 ND 0,2 0,1
B-eudesmol 1653 1651 1,9 0,9
NI 1677 ND 0,3 0,2
NI 1698 ND 0,2 0,2
NI 1729 ND 0,2
100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.2 Atividade antioxidante e atividade biolégica dos 6leos essenciais de cinco plantas

estudadas

Como parte do estudo dos 6leos essenciais de plantas da Guatemala, foram avaliadas
as atividades antioxidante e antimicrobiana dos oleos de L. graveolens (cédigo SJ), L.
guatemalensis (codigo LGU), L. chiapasensis (coédigo LCH), L. substrigosa (codigo LSU) e

P. dulcis (codigo LDU).

4.2.1 Analise de atividade antioxidante

A atividade antioxidante das plantas L. graveolens, L. guatemalensis, L. chiapasensis,
L. substrigosa e P. dulcis foi determinada pelo método do seqiiestro do radical DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazila) descrito por Choi et al. (2000) e modificado por Sacchetti et al.,
(2006) para poder determinar a atividade com base na medi¢do da absorbancia a 517 nm.
Uma modificacgdo foi feita no método, aumentando em 50% os volumes de reagentes porém
mantendo-se a proporcionalidade usada por Choi (2000), entre estes volumes nos permitiu
usar células de 3 mL. Como pode se ver na metodologia (sec¢do 3,7), 1,5 uL dos o6leos de L.
graveolens SJ5 e SJ7 e 15 puL do 6leo SJ3 foram utilizados nos testes, entanto que 10 pL
foram utilizados por cada um dos outros 6leos. A atividade antioxidante foi determinada
calculando-se a inibi¢do percentual e a equivaléncia em mg de padrdo (BHT e BHA) por 1

mL de 6leo essencial testado.
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4.2.1.1 Célculo da inibicéo percentual:

Para determinar a percentagem de inibicao, foram medidas as absorbancias finais das
reacdes entre amostras ¢ padroes com uma solugdo de DPPH como descrito na metodologia.

Os calculos foram feitos utilizando a seguinte equacao:

Ip = [(As-Aa)/Ag] x 100,
Onde:
Ip = inibigdo percentual.

Ap e Ap sdo as absorbancias da amostra branco e o 6leo essencial respectivamente, obtidas
ap6s 70 min de reagao.

4.2.1.2 Célculo da equivaléncia dos 6leos essenciais em mg de antioxidantes padrao:

As medidas de absorbancia dos testes de atividade de seqiiestro radicalar dos 6leos
essenciais, foram utilizadas para calcular a equivaléncia em massa de BHT e BHA de 1 mL de
6leo, para ter uma base de referéncia sobre a capacidade dos d6leos no sequéstro do radical
DPPH. A seguinte equacao foi utilizada:

mg eq Padrdo/mL OE = [(Ap - Aa)/(Ap — Ar)]*[(25 * PMR * 3)/(1000 * Volog)]

Onde:

Ag= absorbancia do branco

A, = absorbancia da amostra

Ag = absorbancia do padrao de referéncia

PMpR = Peso molecular do padrao de referéncia (g)
Volog = Volume do 6leo essencial utilizado no experimento (uL)

4.2.1.3 Resultados das medidas da atividade de seqiestro radicalar dos 6leos testados

Os resultados de inibi¢do percentual sdo apresentados na Tabela 37 enquanto que as
atividades de seqiiestro do radical DPPH expressas em mg equivalentes de BHT ou BHA por

mL de 6leo essencial sdo apresentados na Tabela 38, e podem ser comparadas com as obtidas
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para outros oleos na Figura 16. Pode se observar que os 6leos essenciais de L. graveolens
correspondentes aos quimiotipos timol e carvacrol, apresentaram os maiores valores de
inibi¢do percentual, com 76,2 ¢ 79,5% (considerar que 1,5 uL foi utilizado por cada um destes
6leos, entanto que para os outros 6leos foram usados 10 pL), respectivamente, assim como 0s
maiores valores de mg equivalentes de BHT e BHA por mL de odleo essencial,
correspondendo a 24,6 mg de BHT e 19,9 mg de BHA por mL do 6leo essencial SJ5
(quimiotipo timol) e 25,7 mg de BHT e 20,8 mg de BHA por mL do 6leo SJ5 (quimiotipo
carvacrol) (Tabela 38). Essa elevada atividade ¢ atribuida ao alto contetido de timol e
carvacrol por ambos Oleos, substincias que reagem com o radical DPPH com facilidade,
resultando produtos com alta estabilidade. O mecanismo da agdo antioxidante do timol e
carvacrol ¢ discutido por Yanishlieva et al. (1999). O o6leo essencial de L. graveolens SJ3
(quimiotipo misto), foi o 6leo que apresentou a menor atividade de seqliestro radicalar dos
6leos testados (9,2% de Ip), correspondendo a uma equivaléncia de 0,3 e 0,24 mg de BHT ¢
BHA, respectivamente, por 1 mL de 6leo. O 6leo SJ3 apresenta contetidos baixos de timol

(3,1%) e carvacrol (1,7%).

Tabela 37. Inibicdo percentual do DPPH por onze amostras de 6leo essencial, e por BHT e
BHA.

Oleo Planta Ip (%)
SJ3 L. graveolens (quimiotipo misto) 9,2
sJ5 L. graveolens (quimiotipo timol) 76,2
SJ7 L. graveolens (quimiotipo carvacrol) 795
LGUO0601 L. guatemalensis 39,3
LGU0602 L. guatemalensis 29,8
LCHO0401 L. chiapasensis 57,6
LCHO0601 L. chiapasensis 56,6
LSU0401 L. substrigosa 51,2
LSU0601 L. substrigosa 38,0
LDU0401 P. dulcis 26,3
LDU0402 P. dulcis 24,7
BHT (75 uL) 34,1
BHA (75 pL) 34,5
Branco 0,0
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Em um estudo recente sobre atividade antioxidante do o6leo essencial de Lippia
berlandieri (sinonimia de L. graveolens), dilui¢des do 6leo em etanol em concentragdes de 1 e
5 pug/mL apresentaram 6% de inibi¢do do DPPH, sendo maior que a apresentada pelo BHT na
mesma concentragdo, ainda que baixa (Rocha-Guzman, et al., 2007). Os autores indicam que
a baixa solubilidade do 6leo de L. berlandieri em meios polares, explica a baixa atividade de
seqiiestro do radical DPPH. Os autores determinaram também a atividade de seqiiestro do
radical DPPH do extrato com acetato de etila do hidrolato, tendo encontrado que esse extrato
apresentou atividade a baixas concentragdes, sendo que a concentracdes maiores (100 pg/mL)
apresentou atividade superior a do BHT nas mesmas concentracdes. Este estudo revela a
dificuldade na comparagdo que existe entre resultados de diferentes estudos, ja que muitas
vezes a atividade € expressa em percentagem de inibi¢do, a qual depende do volume de 6leo
utilizado e das diluigdes. E importante que uma uniformiza¢io da expressdo dos resultados
seja adotada nas diferentes publicacdes, para que as atividades antioxidantes de diferentes
6leos (ou extratos) possam ser comparados sobre a mesma base. A expressdo em mg
equivalentes de antioxidantes comuns, como BHT, trolox, BHA, por mL (ou g) de 6leos
essenciais (ou extratos) evitaria as diferencas causadas por diferentes volumes de 6leo ou

diferentes dilui¢des que forem utilizadas.

Tabela 38. Atividade de seqiiestro radicalar expressa em mg eq de BHT e BHA por mL de 6leo
essencial.

Amostra Planta mg eq BHT/mL mg eq BHA/mL
SJ3 L. graveolens (quimiotipo misto) 0,3 0,24
sSJ5 L. graveolens (quimiotipo timol) 24,6 19,89
SJ7 L. graveolens (quimiotipo carvacrol) 25,7 20,77
LGU0601 L. guatemalensis 1,9 1,54
LGUO0602 L. guatemalensis 1,4 1,17
LCHO0401 L. chiapasensis 2,8 2,26
LCHO0601 L. chiapasensis 2,7 2,22
LSU0401 L. substrigosa 2,5 2,00
LSU0601 L. substrigosa 1,8 1,49
LDU0401 P. dulcis 1,3 1,03
LDU0402 P. dulcis 1,2 0,97
Branco --- 0,0 0,00
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Pelos resultados de atividade antioxidante e composicdo quimica, os oleos de L.
graveolens dos quimiotipos timol e carvacrol, poderiam ser utilizados na industria de
alimentos como preservantes, tanto aplicados diretamente em alguns alimentos como em
algumas embalagens “inteligentes”, nas quais, o 6leo estaria sendo liberado gradualmente
durante a vida do alimento. O 6leo essencial de L. graveolens do quimiotipo misto poderia

ser utilizado na induastria cosmética.

As duas amostras de L. guatemalensis mostraram diferentes inibigdes percentuais. A
amostra LGU0601 de Parramos, Chimaltenango, apresentou 39,3% de inibi¢ao entanto que a
amostra LGU0602 apresentou 29,8% de seqiiestro do radical DPPH, correspondendo a
equivaléncias de 1,9 mg de BHT e 1,5 mg de BHA por mL do 6leo LGU0601 e 1,4 mg de
BHT e 1,2 mg de BHA por mL do 6leo LGU0602, A atividade antioxidante de ambos 6leos ¢
baixa, comparada a dos 6leos de L. graveolens SJ5 e SJ7, sendo maior somente a dos 6leos
SJ3 (L. graveolens) e LDU0401 e¢ LDU0402 (ambos de P. dulcis 0401 e 0402,
respectivamente). Existe uma diferenga na inibigdo percentual de DPPH entre ambos 6leos de
9,5% a qual pode se dever a diferenga da composicdo das duas amostras, embora que esta seja
muito parecida. A atividade de seqiiestro radicalar leve destes oleos pode dever-se ao
conteudo, embora baixo, dos fendis timol (0,4 e 0,3%) e carvacrol (0,2 ¢ 0,3%), além dos
monoterpenos o-terpineno (0.8 e 1.1%), y-terpineno (2,3 e 2,6%), terpinoleno (0,5 e 0,6%),
substancias que apresentam atividade antioxidante (Ruberto e Baratta, 2000; Foti e Ingold,
2003). A diferenca de atvidade de seqiiestro radicalar ¢ quase nula quando os resultados sdao
expressos como mg equivalentes de padrdo antioxidante por mL de dleo essencial, sendo as
diferencas de s6 0,36 mg de BHT por mL de 6leo e de 0,23 mg de BHA por mL de 6leo, entre
ambos (Tabela 38). Isto significa que as atividades de seqliestro radicalar podem ser

consideradas equivalentes para ambos 6leos visto que 1 mL de 6leo de LGU0601 tem uma
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atividade de seqiiestro radicalar maior que 1 mL de LGU0602, equivalente a 0,23 mg de BHT

de diferenca, as qual ndo ¢ relevante.

Atividade de seqliestro de DPPHde dleos essenciais

30,0

25,0

20,0

o mg eq BHA/mL
B mg eq BHT/mL

5,0

i o Cm [ [0 0 Ow o ow

SJ3 SJ5 SJ7 LGUO601 LGU0602 LCH0401 LCHO601 LSU0401 LSU0601 LDU0401 LDU0402 Blank

mg eq padrao/mL 6leo essencial

6leo essencial

Figura 16. Atividade antioxidante de 6leos essenciais expressa em mg equivalentes de padrao/mL 6leo
essencial.

Os o6leos de L. chiapasensis LCH0401 ¢ LCH0601 mostraram atividades de seqiiestro
do radical DPPH similares tanto expressas como inibicdo percentual (57,6 e 56,6%,
respectivamente), como expressas como mg equivalentes de antioxidante padrao por 1 mL de
6leo, sendo para BHT de 2,8 mg por mL LCHO0401 e de 2,7 mg por mL de LCHO0601, e para
BHA 2,26 e 2,22 mg por mL de LCH0401 e LCHO0601, respectivamente. Estes 6leos foram
0s que apresentaram a maior atividade antioxidante depdis dos 6leos de L. graveolens SJ5 e
SJ7, sendo a diferenga elevada comparada com esses 6leos, que apresentaram quase dez vezes
a massa equivalente de antioxidantes padrdo testados por mL de 6leo essencial. Porém, a
diferenca com os outros d6leos nao ¢ relevante, sendo de apenas 1,6 mg equivalentes de BHT e
1,29 mg equivalentes de BHA por mL de 6leo, quando comparada a atividade de seqiiestro
radicalar da amostra LCH0401 contra a do 6leo que apresentou a menor atividade, a amostra

LDU0402. Possivelmente a baixa atividade dos 6leos de L. chiapasensis seja causada pelo
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conteudo de neral e geranial de ambos oOleos, substincias que mostraram atividade de
seqiiestro radicalar intermediaria entre 21 monoterpenos (s6 superado por j-terpineno,

terpinoleno e geraniol), avaliados em um estudo anterior (Choi et al., 2000).

Os oleos de L. substrigosa apresentaram atividade de seqiestro radicalar baixa, com a
amostra LSU0401 apresentando uma inibi¢do percentual de 51,2% e a amostra LSU0601 de
38,0%, correspondendo a 2,5 e 2,8 mg equivalentes de BHT por mL de cada oleo
respectivamente, ¢ a 2,0 e 1,5 mg equivalentes de BHA por mL de cada oleo,
respectivamente. As diferengas em mg equivalente de antioxidante artificial ndo sdo
relevantes pelo que pode se considerar a atividade de ambos 6leos como equivalente. Os
6leos essenciais de L. substrigosa apresentaram sabineno (40,4 e 12,2%), como um dos
componentes principais. Esta substancia apresenta atividade antioxidante (Ruberto e Baratta,
2000), pelo que poderia ser responsavel pela atividade de seqiiestro radicalar encontrada nesta
tese, além de alguns monoterpenos presentes, como o y-terpineno, que apresentou 1,7% e

2,5%, nos 6leos de L. substrigosa.

Os oleos essenciais de P. dulcis apresentaram a atividade antioxidante mais baixa,
excluindo o 6leo de L. graveolens quimiotipo misto. Os 06leos, correspondentes a amostras
coletadas em dezembro de 2004 em duas localidades diferentes (seccdo 4.1.3), apresentaram
inibigdes percentuais de 26,3 (LDU0401) e 24,7% (LDU0402). A atividade de seqiiestro
radicalar expressa como mg equivalente de antioxidantes padrio, correspondeu a 1,3 ¢ 1,2 mg
equivalentes de BHT por mL de LDU0401 e LDU0402, respectivamente, ¢ a 1,03 ¢ 0,97 mg
equivalentes de BHT por mL de LDU0401 e LDU0402, respectivamente. Ambos 6leos nao
apresentam substincias que possam apresentar elevada atividade de seqiiestro radicalar,

consistindo de sesquiterpenos a maior parte do 6leo, além dos produtos da degradagao térmica
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da hernandulcina. Deve se considerar, que a composic¢do dos 6leos de P. dulcis é diferente da
que corresponderia ao 6leo essencial como ¢ usado no teste de de seqiiestro radicalar, ao
apresentar hernandulcina, ja que durante a analise por CG, a hernandulcina se decompde em
6-metil-5-hepten-2-ona e 3-metil-2-ciclohexen-1-ona.  Porém, essas substancias nao
apresentam caracteristicas estruturais que possam modificar a atividade de seqiiestro radicalar
do dleo. A atividade, ainda que leve, pode se dever a alguns sesquiterpenos que poderiam

atuar com mecanismo similar ao do y-terpineno descrito por Foti e Ingold (2003).

4.2.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de cinco plantas

estudadas

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de cinco plantas foi testada pelo
método de difusdo em agar. Os 6leos de L. graveolens apresentaram a maior atividade contra
os trés microorganimos testados, deste modo trés amostras, pertencentes aos trés quimiotipos
identificados, foram escolhidos para avaliar a atividade antimicrobiana por bioautografia e

determinar a Concentrag@o Inibitéria Minima (CIM). Em seguida sdo descritos os resultados:

4.2.2.1 Difusédo em placa

Inicialmente foram testados 13 6leos essenciais pelo método de difusdo, sendo 8 de L.
graveolens, 1 de P. dulcis, 1 de L. guatemalensis, 1 de L. substrigosa e 1 de L. chiapasensis.
Os oleos foram testados contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.
Os resultados sdo mostrados na Tabela 39. Os oleos de L. graveolens correspondentes ao
experimento do ICTA (secdo 4.1.1.1), apresentaram halos de inibicdo contra os trés

microorganismos. As duas amostras de P. dulcis apresentaram atividade contra C. albicans
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(1,0 e 1,5 cm), um deles apresentou atividade baixa contra S. aureus (0,5 cm), e ambos 6leos
ndo apresentram atividade contra E. Coli. L. guatemalensis apresentou atividade contra C.
albicans (1,0 cm) e atividade baixa contra E. coli (0,5 cm). L. substrigosa e L. chiapasensis,
apresentaram atividade baixa contra C. albicans (1,0 cm) e atividade baixa contra E. coli (0,5
cm). Trés oleos de L. graveolens foram escolhidos para serem submetidos a testes de
bioautografia, correspondendo aos 6leos SJ3 (quimiotipo misto), SJ5 (quimiotipo timol) e SJ7
(quimiotipo carvacrol).

Tabela 39. Resultados de testes de atividade antimicrobiana de Oleos essenciais de cinco
plantas da Guatemala. Halo de inibi¢do (cm)

Amostra Quimiotipo S. aureus E. coli C. albicans
L. graveolens SJ1 timol 2,0 1,5 2,2
L. graveolens SJ2 timol 1,5 1,5 2,5
L. graveolens SJ3 misto 1,3 0,5 1,0
L. graveolens SJ4 timol 1,6 1,5 1,5
L. graveolens SJ5 timol 1,5 1,3 1,5
L. graveolens SJ6 timol 1,3 1,8 2,0
L. graveolens SJ7 carvacrol 1,7 1,4 3,0
L. graveolens SJ8 timol 2,0 2,0 1,5
Phyla dulcis 04 CEDA 0,0 0,0 1,5
Phyla dulcis 04 Barberena --- 0,5 0,0 1,0
Litsea guatemalensis 010 0,0 0,8 1,0
Lippia substrigosa 1204 0,0 0,5 0,8
Lippia chiapasensis 1204 0,0 0,5 0,8
ciprofloxacina - 2,0 3,5 2,5

A atividade antimicrobiana dos trés 6leos essenciais de L. graveolens escolhidos para
bioautografia e determinacdo da CIM, pode ser comparada com a atividade antimicrobiana
apresentada pelo oleo essencial da planta brasileira L. origanoides, também conhecida como
orégano, coletada recentemente em um cultivo em Oriximina, Para (Oliveira et al., 2007). O
6leo de L. origanoides foi testado contra C. albicans e S. aureus, entre outros, tendo
apresentado atividade maior (2,7 € 2,5 cm de halos de inibi¢ao, respectivamente) que o dleo

essencial de L. graveolens SJ3 (tipo misto), (halos de inibigdo de 1,3 e 1,0 cm,
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respectivamente). O halo de inibigdo de L. origanoides contra C. albicans foi maior também
que o apresentado pelo oleo essencial de L. graveolens SJ5 (1,5 ¢cm), sendo menor que o halo
correspondente ao 6leo SJ7 (quimiotipo carvacrol), que apresentou um halo de inibigdo de 3,0
cm. Quanto a S. aureus, o 6leo de L. origanoides apresentou um halo maior que os
correspondentes aos oleos de L. graveolens SJ5 (1,5 cm) e SJ7 (1,7 cm). Os conteudos de
timol (18,5%) e carvacrol (38,6%) no oleo essencial de L. origanoides nesse estudo, sdo
menores que os correspondentes aos contetidos de timol e carvacrol dos oleos de L.
graveolens quimiotipos timol ¢ carvacrol, sendo estas duas substancias as que explicam as
atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais dessas plantas. As diferencas podem se dever

a variacoes nas condi¢des de resisténcia dos microorganismos usados nos testes.

4.2.2.2 Bioautografia de 6leos essenciais de L. graveolens.

Os o6leos SJ3, SJ5 e SJ7 foram submetidos a bioautografia e testados contra S. aureus,
E. coli e C. albicans. A CCD foi realizada aplicando 10 uL de 6leo na placa e corridos com
uma mistura de CHCls/tolueno (75:25). Timol e carvacrol foram aplicados como padrdes em
separado, tendo apresentado ambos Rf de 0,4. Possivelmente a fase movel foi muito polar
para conseguir separar os padrdes, ndo se considerando necessdrio separar ambos, visto que
nos quimiotipos timol e carvacrol, cada uma dessas substincias ¢ majoritaria no o6leo
correspondente. Na cromatografia em camada delgada (CCD) realizada, os 6leos SJ5 e SJ7
apresentaram atividade antimicrobiana elevada contra os trés organismos. O halo de inibi¢ao
se espalhou na largura da placa (2,5 cm), na area do Rf de timol e carvacrol. O terceiro dleo,

SJ3 apresentou atividade antimicrobiana em menor intensidade, em uma area com Rf de 0,38.
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Para obter menor difusdo das substancias que provocaram a atividade, volumes de 1
uL de cada 6leo foram aplicados na placa e ap6s o desenvolvimento da CCD, foram testados
contra os mesmos microorganismos. Nao foi observada inibi¢do com o 6leo SJ3 com esse
volume aplicado, no entanto os halos de inibi¢cdo de SJ5 e SJ7 diminuiram para 1 cm de
didmetro aproximadamente. A atividade do SJ3 pode ser devido a presenga de timol em baixa
percentagem, além de outras substincias que apresentam menor atividade que timol e
carvacrol, como o-terpineol, (E)-cariofileno, 6xido de cariofileno. Os o6leos SJ5 e SJ7
apresentam timol e carvacrol, respectivamente, em altas concentragdes, substancias que

previamente se tinha comprovado que possuem atividade antimicrobiana.

4.2.2.3 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos quimiotipos de L. graveolens

A CIM dos Oleos essenciais de L. graveolens SJ3, SJ5 e SJ5 foi determinada
preliminarmente para S. aureus com base nos resultados do método de difusdo; A Tabela 40
apresenta os resultados obtidos para estes 6leos tendo o antibidtico ciprofloxacina como

padrio.

Tabela 40. Concentrag@o Inibitoria Minima (CIM) de trés 6leos essenciais de L. graveolens
correspondentes aos trés quimiotipos.

Oleo essencial CIM (uL/mL)
SJ3 (tipo misto; El Subinal) 0,4

SJ5 (tipo timol) 0,1

SJ7 (tipo carvacrol) 0,2
terpinen-4-ol 1,5
Ciprofloxacina 0,25

O oleo essencial SJ5 apresentou a menor CIM (0, 1 uL/mL), seguido pelo 6leo SJ7
(0,2 uL/mL). A maior atividade do 6leo SJ5 ¢ devida ao alto conteudo de timol (90,2%),

entanto que o 6leo SJ7 apresenta contetidos de carvacrol (65,5%) e timol (7,1%) que
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justificam o baixo valor da CIM. Ambos oOleos apresentaram a CIM menor que a
correspondente a ciprofloxacina. Em um estudo prévio, dois o6leos essenciais de L.
graveolens de duas localidades diferentes as de estudo nesta tese (departamentos de
Sacatepéquez, na area central da Guatemala, e Jutiapa no leste da Guatemala), o primeiro
contendo timol (18,1%) e o segundo carvacrol (44,8%) como componentes principais, tinham
apresentado valores de CIM de 0,91uL/mL e 0,39ul/mL, respectivamente (Salgueiro et al.,
2003). Os menores valores de CIM encontrados para os 6leos essenciais dos quimiotipos

timol e carvacrol nesta tese sdo explicados pelo maior conteudo dessas substancias.

O oleo SJ3 apresentou uma CIM baixa (0,4 plL/mL), mas maior que a da
ciprofloxacina. Visto que 6leo SJ3 contém terpinen-4-ol (7,4%) além de timol (3,1%) e
carvacrol (1,7%) em baixas percentagens, foi determinada a CIM de uma amostra de
terpinen-4-ol padrao. A CIM do terpinen-4-ol foi maior que a CIM do 6leo SJ3 indicando que
a atividade do oleo SJ3 ¢ devida a combinagdo de varias substancias com atividade
antimicrobiana (timol, carvacrol, terpinen-4-ol, linalol, o6xido de cariofileno). @ No
levantamento realizado durante o desenvolvimento da tese, ndo foram encontradas
publicagdes com resultados de atividade antimicrobiana do 6leo essencial quimiotipo misto de

L. graveolens, pelo que estes resultados sao os primeiros obtidos para este quimiotipo.
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4.3 Polimorfismo quimico de L. graveolens

O polimorfismo quimico de L. graveolens ¢ conhecido pela variabilidade na
composicdo do seu 6leo essencial. Os quimiotipos timol, carvacrol e misto em L. graveolens
da Guatemala, foram descritos por Fischer et al. (1997). Nesta tese, foram realizados
experimentos comparativos para avaliar o polimorfismo de L. graveolens através da analise
por meio de Microextragdo em Fase Solida (MEFS) e de amostras obtidas por hidrodestilagdo
utilizando-se Cromatografia em Fase Gasosa com detector de Massas (CG-EM). Foi,
também, avaliado o polimorfismo por meio de técnicas de analise multivariada aplicadas aos
resultados da composi¢do da fragdo volatil de L. graveolens obtida por MEFS-CG-EM ¢ da

composicao de 6leos essenciais de L. graveolens obtidas por CG-DIC.

4.3.1 Andlise e discriminacdo de quimiotipos de L. graveolens por Microextracdo em

Fase Solida e Analise Multivariada

A MEFS em modo “headspace” em combinacdo com CG-EM foi avaliada neste
estudo com o propdsito de estabelecer sua utilidade como ferramenta para a classificacdo ou
discriminagdo rapida dos quimiotipos aos que pertencem os invididuos de L. graveolens, e
para a estimativa da composi¢do do 6leo essencial através da analise da fracdo volatil obtida

diretamente do material vegetal (folhas analisadas).

Inicialmente foram realizados testes com uma fibra de Polidimetilsiloxano (PDMS)
fornecida por SUPELCO. Amostras de L. graveolens de sete populagdes foram coletadas em
novembro de 2006 e analisadas por MEFS-CG-EM no Departamento de Toxicologia da

Universidade de San Carlos da Guatemala. Neste experimento foram tomados 0,2 g de
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material vegetal seco moido e colocados em um “vial” de 4 mL, com 5 min de aquecimento
da amostra ¢ 10 min de extracdo, ndo tendo sido obtidos resultados satisfatorios, ja que
durante a andlise por CG/EM a coluna foi sobrecarregada devido ao alto contetido de 6leo na
planta. A Figura 41 mostra um cromatograma obtido neste experimento com uma amostra

coletada em dezembro de 2006.

Posteriormente, novos experimentos foram feitos com 60 mg de material vegetal, 2
min de aquecimento e 10 min de extragdo a 80°C. A qualidade dos cromatogramas melhorou,
mas foi observado que a fibra de PDMS apresentava maior afinidade pelas substancias menos
polares, mostrando picos de p-cimeno em propor¢ao elevada em relagdo ao timol o carvacrol

no material vegetal dos quimiotipos correspondentes a essas substancias.

Apds testes com material vegetal de L. graveolens dos trés quimiotipos, a fibra de
DVB/carboxen/PDMS foi escolhida por apresentar um perfil cromatografico similar aos
obtidos com o dleo essencial dos trés quimiotipos de L. graveolens. Nas Figuras 42 a 45 sdo
mostrados cromatogramas obtidos neste experimento com material vegetal de diferentes
espécimens. Uma massa de 0,6 g de material vegetal seco moido foi utilizada nos
experimentos, com 5 min de aquecimento e extragdo por 15 min a 80°C. Amostras coletadas
em julho de 2007 foram analisadas por MEFS-CG-EM no NPPN da UFRJ. Para cada grupo
de amostras de um mesmo local, foi preparada uma amostra composta com proporgdes iguais
de cada um dos espécimens individuais analisados. Nem todas as amostras analisadas por
MEFS-CG-EM foram extraidas por hidrodestilagdo, deste modo, o numero de o6leos
essenciais analisados ¢ menor que o nimero de fracdes volateis analisadas para o material

vegetal de algumas localidades.
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A Tabela 42 apresenta os resultados da analise por MEFS-CGEM da fragao volatil de
L. graveolens de El Subinal. Cinco amostras individuais e uma composta foram analisadas
por MEFS-CG-EM e quatro o6leos essenciais de espécimens individuais € uma amostra
composta foram analisadas por CG-FID ¢ CG-EM. Os resultados da composicdo da fragao
volatil foram muito similares aos da composi¢ao do 6leo essencial. A fragao volatil de todas
as amostras de El Subinal correspondeu ao quimiotipo misto. Um cromatograma
correspondente a fragdo volatil do espécime S5 é mostrado na Figura 42 em Anexos. As
percentagens dos componentes da fracao volatil foram menores que as obtidas na anélise do
oleo essencial por CG-FID e CG-EM para as mesmas substancias, com excessdo do (E)-
cariofileno entre as substancias em percentagem relevante. Para a amostra S1, por exemplo,
as substancias p-cimeno, terpinen-4-ol e 6xido de cariofileno apresentaram percentagens de
4,9%, 10,4% e 3,3% e o (E)-cariofileno 10,3% por MEFS, enquanto as primeiras trés
substancias apresentaram percentagens de 5,4%, 14,8% e 4,1% respectivamente, ¢ o (E)-
cariofileno apresentou 4,1% na analise do 6leo essencial por CG-EM (Tabela 52 em Anexos).
Percentagens similares foram obtidas por CG-FID (Tabela 8). Por um lado, as condigdes
utilizadas para realizar a MEFS permitiram que a fibra adsorvesse uma maior quantidade de
substancias, como pode observar-se pela presenga de hexenal e benzaldeido na fracao volatil.
Desta forma as substancias sofrem uma “diluicao” na fragdo volatil adsorvida pela fibra. Por
outra parte, os principios fisicos da MEFS sdo diferentes dos da hidrodestilagdo, pelo qual o
rendimento individual para cada substincia pode variar. No caso do material vegetal de L.
graveolens de El Subinal, a MEFS com CG-EM conseguiu discriminar o material como
pertencente ao quimiotipo misto. Um artefacto (hidroxianisol butilado) foi encontrado em
varias das analises de L. graveolens de diferentes populagdes, realizadas por MEFS, que pode

ter sido causado por contaminagao dos materiais de transporte e preparacao das amostras.
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Tabela 41. Analise de substancias volateis de espécimens de L. graveolens de El Subinal por
MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia | IRcalc IRLit S1 S2 S3 S4 S5 SM Média
hexenal 851 855 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1
a-thujeno 926 930 0,6 0,9 04 0,5 0,8 0,4 0,6
a-pineno 935 939 0,5 0,5 0,3 11 0,6 0,4 0,6
canfeno 950 954 0,5 0,7 0,5 0,9 0,7 0,5 0,6
benzaldeido 959 960 0,3 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2
sabineno 972 975 0,3 0,5 0,2 0,9 0,4 0,3 0,4
B-pineno 977 979 0,6 0,5 0,2 0,2 0,5 0,5 0,4
B-mirceno 990 991 4,2 55 53 51 55 4,0 4,9
8-2-careno 1003 1002 0,2 0,2 0,1
o-felandreno 1004 1003 0,7 09 13,3 13,5 10,0 55 7,3
o-terpineno 1015 1017 1,2 1,6 0,7 0,8 11 1,0 1,0
m-cimeno 1017 ND 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
p-cimeno 1024 1025 4,9 4,1 59 5,6 4,7 4,2 49
limoneno 1027 1029 2,1 2,4 2,1 2,6 2,4 1,8 2,2
B-felandreno 1030 1030 0,1
1,8-cineol 1031 1031 10,2 6,2 3,1 16,7 7,5 8,2 8,7
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,4 0,2 0,4 0,4 0,2 0,2 0,3
y-terpineno 1058 1060 4.8 50 2,0 2,6 3,3 3,0 3,5
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 3,9 5,3 0,7 0,9 3,9 3,2 3,0
terpinoleno 1086 1089 14 1,8 2,9 3,3 3,6 2,3 25
NI 1093 ND 0,1 0,1 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2
linalol 1098 1097 2,4 1,8 1,7 0,8 1,4 1,9 1,7
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 2,6 2,9 0,6 0,9 1,9 19 1,8
borneol 1170 1169 0,5 0,5 0,5 0,9 0,7 0,9 0,7
terpinen-4-ol 1178 1177 10,4 9,7 6,8 6,9 6,3 8,7 8,1
p-cimen-8-ol 1184 1183
o-terpineol 1190 1189 2,2 1.4 0,6 2,8 15 2,0 1,7
cis-piperitol 1197 1196 0,3 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
metiltimileter 1232 1235
NI 1288 ND
timol 1290 1290 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
carvacrol 1299 1299
iso-ascaridol 1304 1303
eugenol 1356 1358 0,9 0,8 1,1 0,7 0,6 0,9 0,8
NI 1372 ND 0,3
a-copaeno 1376 1377
metileugenol 1403 1404 1,2 1,3 0,8 11 1,1 1,2 1,1
(E)-cariofileno 1418 1419 10,3 12,3 123 4,0 6,6 9,5 91
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,3 0,3 0,3 0,3 0,6 0,2 0,3
y-elemeno 1436 1437 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
NI 1442 1443
NI 1450 ND
metilisoeugenol 1453 1454
a-cariofileno 1455 1455 59 7,4 6,9 2,4 4,2 51 53
germacreno D 1482 1485 0,6 0,6 0,6 0,7 0,5 0,6 0,6
hidroxianisol butilado 1488 1489
NI 1491 ND 0,2 2,7 3,3 15 2,1 2,3 2,0
3-selineno 1494 1493 2,0 2,7 3,2 1,3 2,1 2,2 2,2
NI 1499 ND
y-cadineno 1512 1514 0,4 0,3 0,3 0,4 0,4 04 0,4
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Substancia IRcalc IRLit S1 S2 S3 S4 S5 SM Média
d-cadineno 1419 1523 0,9 0,9 1,0 1,0 0,9 1,0 0,9
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563 0,9 0,5 0,8 0,8 0,6 0,9 0,7
espatulenol 1575 1578 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1
6xido cariofileno 1580 1583 3,3 3,7 4.4 2,7 2,9 3,9 3,5
guaiol 1598 1601 1,3 0,7 0,5 0,8 2,3 1,5 1,2
epoxido humuleno 1605 1608 1,2 1,4 1,8 1,1 1,1 1,6 1,4
y-eudesmol 1629 1632 1,0 1,0 0,7 0,5 0,9 0,1 0,7
t-cadinol 1635 1640 0,1 0,5 0,2 0,2 0,4 0,3
B-eudesmol 1652 1651 3,2 2,6 1,9 2,1 4,0 4,0 3,0
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
Total quantificados 89,7 935 90,1 90,3 896 87,9 90,2

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM ¢ de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de serie homéloga.
IR Lit: Indices de reten¢do publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 42 apresenta os resultados das analises da fracao volatil de folhas de cinco
espécimens e uma amostra composta de L. graveolens de Magdalena por MEFS. Foi possivel
determinar que as amostras M1, M2, M4 e M5 s3o do quimiotipo misto e a amostra M3 do
quimiotipo timol. A amostra M3 ndo foi extraida por hidrodestilagdo, dai ndo poder ser feita
uma comparacgao para esse quimiotipo nas amostras de Magdalena. Os resultados de analise
dos oleos essenciais sdo apresentados na Tabela 53 nos Anexos. Uma comparacdo das
percentagens das substancias escolhidas como marcadores (p-cimeno, hidrato de cis-sabineno,
linalol, terpinen-4-ol, timol, carvacrol, (E)-cariofileno e¢ 6xido de cariofileno), entre os
espécimens M4 e M5 mostra que com MEFS (Tabela 42) foi obtida uma percentagem maior
que com hidrodestilagao (Tabela 43) para p-cimeno (9,7% para M4 e 6,6% para M5, contra
9,1% e 4,4% respectivamente), timol (0,5 ¢ 0,4 % contra 0,2 e 0,1%, respectivamente) ¢ (E)-
cariofileno (10,0 e 5,6% contra 4,1 e 2,8%, respectivamente) ¢ 6xido de cariofileno (3,3 e
3,1% contra 2,6 ¢ 2,1%, respectivamente), enquanto no 6leo essencial foram encontradas
percentagens maiores de terpinen-4-ol (15,9% para M4 e 10,6% para M5 por hidrodestilacao,
contra 8,7 e 6,8% por MEFS respectivamente). Por outro lado, MEFS conseguiu diferenciar o
quimiotipo timol (M3) que apresentou percentagem de 74,9% de timol, enquanto as outras
quatro amostras pertenceram ao tipo misto. A amostra composta foi preparada sem porcao da

amostra M3, por ndo ter tido suficiente material dessa amostra.
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Tabela 42. Analise de substancias volateis de espécimens de L. graveolens de Magdalena por
MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substéncia IRcalc IRLit M1 M2 M3 M4 M5 MM Média
hexenal 851 855 0,3 0,1 0,1 0,1 0,3 0,2
a-thujeno 926 930 0,7 1,0 0,1 0,9 0,8 0,7 0,7
a-pineno 935 939 0,5 0,3 0,4 0,3 0,5 0,3
canfeno 950 954 1,8 0,4 0,4 1,0 1,8 0,9
benzaldeido 959 960 0,2 0,1 0,3 0,4 0,2 0,2
sabineno 972 975 0,2 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2
B-pineno 977 979 0,4 0,2 0,3 0,2 0,4 0,2
B-mirceno 990 991 55 59 0,9 5,7 4,6 55 4,7
3-2-careno 1003 1002 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2
o-felandreno 1004 1003 1,0 1,0 1,0 0,8 1,0 0,8
o-terpineno 1015 1017 1,2 1.4 0,2 1,6 1,2 1,2 1,1
m-cimeno 1017 ND 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1
p-cimeno 1024 1025 8,1 10,3 1,3 9,7 6,6 8,1 7,3
limoneno 1027 1029 3,0 2,3 0,1 2,3 2,5 3,0 2,2
B-felandreno 1030 1030 0,6 0,2 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,5 4,1 1,9 0,5 1,2
(2)-B-ocimeno 1034 1035 1,9 0,5 0,1 0,2 0,1 1,9 0,8
y-terpineno 1058 1060 3,2 50 0,7 5,6 3,8 3,2 3,6
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 1,9 4,1 0,1 2,0 3,9 1,9 2,3
terpinoleno 1086 1089 1,0 14 14 1,2 1,0 1,0
NI 1093 ND 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
linalol 1098 1097 1,7 6,7 0,3 1,6 8,5 1,7 34
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 1,6 1.4 1.4 1.4 1,6 1,2
borneol 1170 1169 11 0,2 0,2 0,6 11 0,5
terpinen-4-ol 1178 1177 9,3 7,2 0,2 8,7 6,8 9,3 6,9
p-cimen-8-ol 1184 1183
a-terpineol 1190 1189 1,8 1,6 2,0 0,9 1,8 1.4
cis-piperitol 1197 1196 0,4 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3
metiltimileter 1232 1235 0,5 0,1
NI 1288 ND
timol 1290 1290 0,2 0,1 749 0,5 0,4 0,2 12,7
carvacrol 1299 1299 0,4 0,2 0,3 0,2 0,1 0,4 0,3
iso-ascaridol 1304 1303 0,2
eugenol 1356 1358 1,2 0,3 15 0,2 1,2 0,7
NI 1372 ND 0,6 0,1
a-copaeno 1376 1377 0,5 0,1
metileugenol 1403 1404 1,0 0,4 0,8 1,0 0,5
(E)-cariofileno 1418 1419 104 6,1 0,5 10,0 56 104 7,1
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,5 0,5 0,4 0,8 0,3 0,4
y-elemeno 1436 1437 1,9 0,7 0,4 0,7 1,9 0,9
NI 1442 1443 29 0,5
NI 1450 ND 0,1
metilisoeugenol 1453 1454 ---- 0,2 ---- ----
a-cariofileno 1455 1455 5,7 3,7 2,8 6,0 3,3 5,7 4,5
germacreno D 1482 1485 0,6 1,0 0,7 1,0 0,6
hidroxianisol butilado 1488 1489 1,4 0,2
NI 1491 ND 2,7 29 14 3,6 2,7 2,2
3-selineno 1494 1493 2,0 2,9 14 3,6 2,0 2,0
NI 1499 ND 2,3 1,7 0,2 1,1 0,9
y-cadineno 1512 1514 0,4 0,6 0,6 0,7 0,4 0,5
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Substancia IRcalc IRLt M1 M2 M3 M4 M5 MM Média
8-cadineno 1419 1523 0,9 1,4 1,4 1,6 0,9 1,0
NI 1543 1546 0,5 0,5 0,3 0,2
(E)-nerolidol 1562 1563 0,8 0,4 0,1 0,6 0,4 0,8 0,5
espatulenol 1575 1578 1,7 0,8 0,5 0,8 1,7 0,9
oxido cariofileno 1580 1583 4,7 2,7 1,0 3,3 3,1 4,7 3,3
guaiol 1598 1601 1,3 2,0 0,2 1,9 1,9 1,3 1.4
epoxido humuleno 1605 1608 1,7 11 0,4 1.4 1,2 1,7 1,2
y-eudesmol 1629 1632 11 1,5 1,6 1,2 0,9
t-cadinol 1635 1640 0,3 0,4 0,3 0,7 0,3
B-eudesmol 1652 1651 3,3 50 0,5 50 5,8 3,3 3,8
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 88,7 899 938 90,8 87,3 90,3 90,1

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM ¢ de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de serie homéloga.
IR Lit: Indices de reten¢do publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados das analises da fracdo volatil de cinco espécimens € uma amostra
composta de L. graveolens do Km 93 % sao apresentados na Tabela 43. As amostras K1 e K3
pertenceram ao quimiotipo timol, com 73,1 e 74,9%, respectivamente. Um cromatograma da
fragdo volatil do espécime K5 é mostrado na Figura 43 nos Anexos. Quando sdo comparadas
as analises das amostras K1, K3 e K4 com as analises do 6leo essencial (Tabela 54 em
Anexos) por CG-EM das amostras correspondentes a MEFS apresentou maior percentagem
para (E)-cariofileno (5,5, 4,8 ¢ 6,6% contra 1,8, 2,0 ¢ 4,2%). Percentagens maiores foram
encontradas no 6leo essencial (extraido por hidrodestilagdo) das mesmas amostras para p-
cimeno (4,4, 7,1 e 7,1% contra 2,3, 1,8 ¢ 7,0% de MEFS), timol (80,4, 76,4 y 2,9% contra
73,1, 74,9 ¢ 1,3% de MEFS), terpinen-4-ol (0,6, 0,4 ¢ 12,1% contra 0,3, 0,2 ¢ 9,2% de
MEFS). Para o 6xido de cariofileno os resultados foram varidveis, apresentando menor
percentagem por MEFS nas amostras K1 e K3, e menor percentagem na amostra K4, Para L.
graveolens do Km 93 : foi possivel discriminar uma amostra tipo timol de quatro amostras

do tipo misto por meio do MEFS-CG-EM.
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Tabela 43. Analise de substancias volateis de espécimens de L. graveolens de Km 93 1/2 por
MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IRcalc IRLit K1 K2 K3 K4 K5 KM Média

hexenal 851 855 0,1 0,2
a-thujeno 926 930 0,2 0,7 0,1 0,9 1,0 0,3 0,6
a-pineno 935 939 0,1 0,4 0,5 0,7 0,2 0,4
canfeno 950 954 1,7 2,2 2,0 0,8 1,3
benzaldeido 959 960 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
sabineno 972 975 0,3 0,3 0,4 0,1 0,2
B-pineno 977 979 0,3 0,4 0,4 0,2 0,2
B-mirceno 990 991 15 48 1,2 6,4 6,6 3,0 4.4
8-2-careno 1003 1002 0,2 0,2 0,3 0,1 0,2
a-felandreno 1004 1003 0,8 1,0 1,1 0,7 0,7
a-terpineno 1015 1017 0,3 1,2 0,2 1,5 1,6 3,9 1,7
m-cimeno 1017 ND 0,1 0,2 0,2 0,1
p-cimeno 1024 1025 2,3 6,1 1,8 70 11,5 1,2 55
limoneno 1027 1029 0,1 2,4 0,1 3,0 3,2 0,2 1,8
B-felandreno 1030 1030
1,8-cineol 1031 1031 0,1 0,5 0,1 0,7 4,8 0,4 1,3
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,1 0,3 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2
y-terpineno 1058 1060 1,5 3,9 1,0 4.8 52 2,1 3,4
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,1 45 3,2 3,6 1,7 2,6
terpinoleno 1086 1089 1,4 1,7 15 0,6 1,0
NI 1093 ND 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
linalol 1098 1097 0,4 5,4 0,1 2,3 2,1 1,4 2,3
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 0,1 1,7 2,0 2,1 1,0 1,3
borneol 1170 1169 0,3 1,2 1,4 1,1 0,6 0,8
terpinen-4-ol 1178 1177 0,3 7,1 0,2 9,2 8,9 3,5 5,8
p-cimen-8-ol 1184 1183
a-terpineol 1190 1189 0,9 1,3 1,5 0,3 0,8
cis-piperitol 1197 1196 0,3 0,4 0,4 0,1 0,2
metiltimileter 1232 1235 0,7 0,3 0,3 0,1
NI 1288 ND
timol 1290 1290 73,1 1,6 74,9 1,3 0,4 37,3 23,1
carvacrol 1299 1299 0,3 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 0,1 0,2 0,3 0,1
eugenol 1356 1358 0,4 0,7 0,3 0,3 0,2 0,1 0,3
NI 1372 ND
a-copaeno 1376 1377 0,1 0,3 0,3 0,5 0,2
metileugenol 1403 1404 0,1 0,5 0,2 0,1 0,1 0,2
(E)-cariofileno 1418 1419 55 8,6 4.8 6,6 5,6 5,7 6,3
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,5 0,5 0,8 13 11 0,8 0,9
y-elemeno 1436 1437 0,3 1,0 0,1 0,3 0,3
NI 1442 1443 2,6 2,4 2,2 0,9
NI 1450 ND
metilisoeugenol 1453 1454
a-cariofileno 1455 1455 3,4 53 3,0 4,1 3,5 3,2 3,8
germacreno D 1482 1485 0,6 0,6 0,9 0,3 0,5
hidroxianisol butilado 1488 1489 0,5 1,1 0,5 0,3
NI 1491 ND 1,6 0,1 2,5 1,3 0,8 1,3
3-selineno 1494 1493 0,3 0,4 0,3 0,2
NI 1499 ND 2,4 2,5 4,0 1,5 1,2 2,2 2,3
y-cadineno 1512 1514 0,5 0,4 0,6 0,3 0,4
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Substancia IRcalc IRLit K1 K2 K3 K4 K5 KM Média

d-cadineno 1419 1523 05 09 0,8 1,0 1,3 0,6 0,9
NI 1543 1546 0,5 04 0,3 0,4 0,3
(E)-nerolidol 1562 1563 -- 0,6 03 04 0,6 0,4
espatulenol 1575 1578 -- 03 08 0,2 0,5 0,4
o6xido cariofileno 1580 1583 0,5 3,6 0,8 2,4 2,8 2,7 2,5
guaiol 1598 1601 0,2 33 0.2 2,5 1,8 2,4 2,0
epoxido humuleno 1605 1608 0,3 1,3 0,4 1,0 1,1 1,1 1,0
y-eudesmol 1629 1632 2,2 1,8 1,1 1,5 1,3
t-cadinol 1635 1640 - 04 02 03 0,3 0,2
B-eudesmol 1652 1651 0,4 8,1 0,6 6,7 4,3 6,2 52
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 994 912 998 889 905 93,0 92,7

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM ¢ de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de serie homéloga.
IR Lit: Indices de reten¢do publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 44 apresenta os resultados da analise da fracao volatil de quatro espécimens
individuais e uma amostra composta de L. graveolens de El Oreganal por MEFS-CG-EM. As
cinco amostras pertencem ao quimiotipo timol, apresentando percentagens desta substancia
entre 72,1 e 77,5% por MEFS-CG-EM. Uma comparacdo dos resultados por MEFS das
amostras O2 e O3 com os resultados da analise do oleo essencial das mesmas amostras por
CG-EM (Tabela 55 em Anexos), mostra que a composi¢do da fragdo extraida por MEFS
apresentou maior percentagem que a correspondente a da hidrodestilagao para (E)-cariofileno
(6,0 e 3,4% contra 1,1 e 0,6% do 6leo), e menores percentagens para p-cimeno (3,1 e 4,4%
contra 6,5 ¢ 7,5% do 6leo) e timol (72,6 e 73,5% contra 78,9 ¢ 80,4% do 6leo). Embora a
MEFS consiga discriminar o quimiotipo timol, a percentagem de timol na fragdo volatil ndo ¢é
idéntica a do dleo essencial, sendo entre 6 ¢ 7% menor. Isto ¢ devido as diferencas de
seletividade para diferentes substancias entre MEFS e hidrodestilagdo, por serem técnicas de

extragdo que operam por principios diferentes.
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Tabela 44. Analise de substancias volateis de espécimens de L. graveolens de El Oreganal

por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit 01 02 03 04 OM Média
hexenal 851 855 0,1 0,1 0,1
a-thujeno 926 930 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
o-pineno 935 939 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
canfeno 950 954
benzaldeido 959 960
sabineno 972 975 0,1 0,1 0,1
B-pineno 977 979
B-mirceno 990 991 1,8 15 2,0 2,0 1,6 1,8
8-2-careno 1003 1002
o-felandreno 1004 1003
o-terpineno 1015 1017 0,4 0,5 0,6 0,5 0,4 0,5
m-cimeno 1017 ND
p-cimeno 1024 1025 2,5 3,1 4,4 3,4 3,0 3,3
limoneno 1027 1029 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
B-felandreno 1030 1030
1,8-cineol 1031 1031 0,1 0,1 0,2 0,1
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,3 0,5 0,1 0,2
y-terpinene 1058 1060 2,0 2,8 29 2,2 2,0 2,4
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,1 0,1 0,1 0,1
terpinolene 1086 1089
NI 1093 ND 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
linalol 1098 1097 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
hidrato de trans-sabineno 1100 1098
borneol 1170 1169
terpinen-4-ol 1178 1177 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1
p-cimen-8-ol 1184 1183
o-terpineol 1190 1189
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,4 0,2 0,7 0,5 0,4
NI 1288 ND
timol 1290 1290 775 726 735 734 721 73,8
carvacrol 1299 1299 0,2 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3
iso-ascaridol 1304 1303
eugenol 1356 1358 0,3 0,3 0,1 0,2 0,3 0,3
NI 1372 ND 0,1
a-copaeno 1376 1377 0,3 0,1
metileugenol 1403 1404
(E)-cariofileno 1418 1419 4,7 6,0 34 5,6 5,4 5,0
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,2 2,1 29 0,3 1,6 14
y-elemeno 1436 1437 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1
NI 1442 1443 25 2,4 2,7 3,5 4,5 3,1
NI 1450 ND 0,1
metilisoeugenol 1453 1454
a-cariofileno 1455 1455 2,7 3,4 1,8 31 2,8 2,7
germacreno D 1482 1485
hidroxianisol butilado 1488 1489 0,2 0,9 0,4 0,6 0,4
NI 1491 ND 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
3-selineno 1494 1493
NI 1499 ND 1,2 1,0 11 1,3 1,2 1,2
y-cadineno 1512 1514
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Substéncia IRcalc IRLit O1 02 03 04 oM Média
d-cadineno 1419 1523
NI 1543 1546 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,2
(E)-nerolidol 1562 1563
espatulenol 1575 1578 0,1
oxido cariofileno 1580 1583 0,4 0,8 0,5 1,0 0,5
guaiol 1598 1601 0,3 0,1 0,1
epoxido humuleno 1605 1608 0,2 0,4 0,2 0,4 0,4 0,3
y-eudesmol 1629 1632
t-cadinol 1635 1640
B-eudesmol 1652 1651 0,3 1,0 0,1 0,5 0,4
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 999 998 998 99,9 99,1 99,7

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM ¢ de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de serie homéloga.
IR Lit: Indices de reten¢do publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 45 apresenta os resultados da analise das substancias volateis de quatro
espécimens individuais e uma amostra composta de L. graveolens de San José por MEFS-CG-
EM. As cinco amostras pertencem ao quimiotipo timol, com timol em percentagens entre
70,4 ¢ 75,8%. A amostra SJ4 foi a Unica extraida por hidrodestilagdo. Ao comparar as
composi¢des de SJ4 extraida por MEFS com 6 6leo essencial da mesma amostra (Tabela 56),
uma diferenca de 10,2% ¢é observada entre a percentagem de timol por MEFS (71,4%) e a
percentagem dessa substancia no 6leo essencial (81,2%). A percentagem de (E)-cariofileno
foi muito maior por MEFS (9,0%) que no 6leo essencial (1,4%). p-cimeno e terpinen-4-ol
apresentaram maiores percentagens no o6leo essencial (6,0 e 0,6% respectivamente) que na
fragdo volatil (4,3 e 0,2%, respectivamente). No caso das amostras de San José, foi possivel
determinar que as amostras pertencem ao tipo timol mas ndo se pode correlacionar a

composicao da fragao volatil por MEFS com a composi¢ao do éleo essencial.
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Tabela 45. Analise de substancias volateis de espécimens de L. graveolens de San José por
MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IRcalc IRLit SJ1 SJ2 SJ3 SJ4 SIM  Média
hexenal 851 855 0,1
a-thujeno 926 930 0,1 0,3 0,3 0,2 0,1 0,2
o-pineno 935 939 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
canfeno 950 954
benzaldeido 959 960
sabineno 972 975
B-pineno 977 979
B-mirceno 990 991 1,1 2,2 2,1 1,8 1,3 1,7
8-2-careno 1003 1002
o-felandreno 1004 1003 0,1
o-terpineno 1015 1017 0,2 0,4 0,6 0,3 0,3 0,4
m-cimeno 1017 ND
p-cimeno 1024 1025 2,1 4,3 4,2 4,3 2,4 3,5
limoneno 1027 1029 0,1 0,2 0,2 0,3 0,1 0,2
B-felandreno 1030 1030 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,1 0,1
y-terpineno 1058 1060 11 2,0 25 11 1,2 1,6
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,1 0,1 0,1 0,1
terpinoleno 1086 1089
NI 1093 ND 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
linalol 1098 1097 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
hidrato de trans-sabineno 1100 1098
borneol 1170 1169 0,1
terpinen-4-ol 1178 1177 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,1
o-terpineol 1190 1189
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,2 0,1 0,5 0,2 0,2
NI 1288 ND
timol 1290 1290 75,8 70,4 72,8 714 725 72,6
carvacrol 1299 1299 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
iso-ascaridol 1304 1303 0,1
eugenol 1356 1358 0,5 0,2 0,2 0,1 0,3 0,3
NI 1372 ND
a-copaeno 1376 1377
metileugenol 1403 1404 0,1
(E)-cariofileno 1418 1419 54 4,7 54 9,0 6,0 6,1
a-trans-bergamoteno 1432 1435 1,5 0,9 2,0 0,3 1,2 1,2
y-elemeno 1436 1437 0,2
NI 1442 1443 2,5 3,3 1,8 1,6 3,8 2,6
NI 1450 ND
metilisoeugenol 1453 1454 0,1 0,2 0,1 0,1
a-cariofileno 1455 1455 3,2 2,7 3,1 50 3,3 3,5
germacreno D 1482 1485
hidroxianisol butilado 1488 1489 0,7 0,4 0,1 0,8 0,8 0,6
NI 1491 ND 0,2 0,3 0,1
3-selineno 1494 1493
NI 1499 ND 2,2 3,8 1,8 1,0 2,8 2,3
y-cadineno 1512 1514
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Substancia IRcalc IR Lit SJ1 SJ2 SJ3 SJ4 SIM Média

d-cadineno 1419 1523
NI 1543 1546 0,4 0,6 0,3 0,4 0,3
(E)-nerolidol 1562 1563 0,1
espatulenol 1575 1578
Oxido cariofileno 1580 1583 0,7 0,9 0,7 0,6 1,0 0,8
guaiol 1598 1601
epoxido humuleno 1605 1608 0,3 0,4 0,3 0,2 0,5 0,4
y-eudesmol 1629 1632
t-cadinol 1635 1640
B-eudesmol 1652 1651 0,3 0,4 0,5 0,2
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 100,0 100,0 100,0 99,9 99,7 99,9

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 46 apresenta os resultados da analise da fracao volatil de cinco espécimens
individuais ¢ uma amostra composta de L. graveolens de Casas de Pinto. As seis amostras
corresponderam ao quimiotipo timol segundo os resultados obtidos por MEFS-CG-EM, com
timol em percentagens de 72,1 e 73,5%. Um cromatograma correspondente a fracao volatil do
espécime CP4 ¢ mostrado na Figura 44 em Anexos. Comparando as substancias marcadoras
entre MEFS e o 6leo essencial (Tabela 57) para as amostras CP1 e CP2, a MEFS apresentou
maior percentagem para (E)-cariofileno (4,2 ¢ 6,9% contra 1,4 ¢ 2,7% do 6leo). Percentagens
maiores foram observadas no 6leo essencial para o timol, terpinen-4-ol e p-cimeno. Foi
possivel determinar que os espécimens de Casas de Pinto analisados pertencem ao quimiotipo
timol, ndo sendo a composi¢do da fracdo volatil equivalente & do 6leo essencial, pelas
diferencas na seletividade das duas técnicas para diferentes substancias. E importante
mencionar que no caso das amostras descritas, o timol apresentou uma percentagem ainda

maior no 6leo essencial quando foi analisado por CG-DIC, apresentando quase 79 ¢ 78%.
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Tabela 46. Analise de substancias volateis de espécimens de L. graveolens de Casas de Pinto
por MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IRcalc IRLit CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CPM Média
hexenal 851 855 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
a-thujeno 926 930 0,2 02 03 02 04 0,2 0,2
o-pineno 935 939 0,1 - 01 01 0,2 0,1 0,1
canfeno 950 954
benzaldeido 959 960
sabineno 972 975
B-pineno 977 979
B-mirceno 990 991 1,2 1,7 25 19 34 1,9 2,1
8-2-careno 1003 1002 11 0,2
o-felandreno 1004 1003 -- 01
o-terpineno 1015 1017 0,6 03 04 04 01 0,5 0,4
m-cimeno 1017 ND
p-cimeno 1024 1025 3,0 19 40 29 59 3,1 3,5
limoneno 1027 1029 0,2 001 03 02 04 0,2 0,2
B-felandreno 1030 1030
1,8-cineol 1031 1031 01 -~ 01 0,1
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,2 -- 03 - 03 0,1 0,1
y-terpineno 1058 1060 2,3 1,6 2,2 15 2,6 1,6 2,0
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,1 0,1
terpinoleno 1086 1089
NI 1093 ND 01 -~ 0,2 -~ 0,2 0,1 0,1
linalol 1098 1097 -~ 01 01 0,1 0,1
hidrato de trans-sabineno 1100 1098
borneol 1170 1169
terpinen-4-ol 1178 1177 0,1 01 0,2 0,1 0,2 0,1
p-cimen-8-ol 1184 1183
o-terpineol 1190 1189
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,2 0,2 -~ 02 02 0,1 0,1
NI 1288 ND
timol 1290 1290 72,1 735 70,7 71,4 674 71,0 71,0
carvacrol 1299 1299 0,3 02 03 03 04 0,4 0,3
iso-ascaridol 1304 1303 0,1 0,1 0,1
eugenol 1356 1358 0,5 0,1 0,3 0,6 0,5 0,4 0,4
NI 1372 ND
o-copaeno 1376 1377
metileugenol 1403 1404
(E)-cariofileno 1418 1419 4,2 6,9 5,7 5,3 4.4 54 5,3
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,7 1,8 05 1,2 0,7 0,9 1,0
y-elemeno 1436 1437
NI 1442 1443 4,0 24 34 45 37 4,6 3,8
NI 1450 ND
metilisoeugenol 1453 1454
a-cariofileno 1455 1455 2,7 43 34 33 27 3,0 3,2
germacreno D 1482 1485
hidroxianisol butilado 1488 1489 - 0,5 0,6 0,6 ---- ---- 0,3
NI 1491 ND 0,3 -- 02 02 0,4 0,2
3-selineno 1494 1493
NI 1499 ND 3,6 29 25 26 33 2,8 3,0
y-cadineno 1512 1514
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Substancia IRcalc IRLt CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CPM Média
8-cadineno 1419 1523  ----
NI 1543 1546 0,7 05 04 04 05 0,4 0,5
(E)-nerolidol 1562 1563  ---
espatulenol 1575 1578  ---
oxido cariofileno 1580 1583 0,7 06 10 06 09 0,8 0,8
guaiol 1598 1601  ---
epoxido humuleno 1605 1608 0,3 03 04 04 04 04 0,4
y-eudesmol 1629 1632  ----
t-cadinol 1635 1640  ----
B-eudesmol 1652 1651 0,2 -- 02 02 0,3 0,2
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668  ---
Total guantificados 99,9 100,0 999 993 993 993 99,6

NI: Nao identificado.
N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM ¢ de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de serie homéloga.
IR Lit: Indices de reten¢do publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Os resultados da analise da fracdo volatil de quatro espécimens individuais e uma
amostra composta de L. graveolens de El Carrizal por MEFS sdo apresentados na Tabela 47.
A Amostra EC2 correspondeu ao quimiotipo timol e as outras amostras de El Carrizal
corresponderam ao quimiotipo carvacrol. A amostra EC2 ndo foi extraida por
hidrodestilacdo. Na comparagdo das substidncias marcadoras na fracdo volatil e no 6leo
essencial (Tabela 58 em Anexos) para as amostras EC1 e EC3 pode se observar que o
carvacrol, principal componente do quimiotipo destas amostras, apresentou maior
percentagem no 6leo essencial que na fracdo volatil (59,9 e 54,7% no 6leo contra 49,3 ¢
51,6% por MEFS). O (E)-cariofileno apresentou percentagens marcadamente maiores na
fragdo volatil por MEFS que no o6leo essencial (7,2 e¢ 8,7% contra 2,3 ¢ 1,9%
respectivamente). O p-cimeno apresentou percentagens duas vezes maiores no 6leo essencial
que na fragdo volatil por MEFS. A partir dos resultados pode se verificar que MEFS com
fibra de DVB/CAR/PDMS pode discriminar entre os quimiotipos timol e carvacrol, mas as

composi¢des da fracdo volatil e do 6leo essencial ndo sdo equivalentes.
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Tabela 47. Analise de substancias volateis de espécimens de L. graveolens de El Carrizal por
MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IRcalc IRLit EC3 EC2 EC1 EC4 ECM Média
hexenal 851 855 0,1 - e - 0,1 -
a-thujeno 926 930 0,3 02 0,3 0,5 0,3 0,3
a-pineno 935 939 0,1 01 01 0,1 0,1 0,1
canfeno 950 954 - I ---- - ----
benzaldeido 959 960
sabineno 972 975 —_— 0,2 - -
B-pineno 977 979
B-mirceno 990 991 1.3 23 12 1,9 1,3 1,6
8-2-careno 1003 1002 0,1 -~ 01 0,1 0,1 0,1
a-felandreno 1004 1003 - 0,1 e -
a-terpineno 1015 1017 0,7 0,5 0,6 1,2 0,7 0,7
m-cimeno 1017 ND - - -—-- e -—--
p-cimeno 1024 1025 4,3 34 46 6,4 4,3 4,6
limoneno 1027 1029 0,2 03 0,2 0,2 0,2 0,2
B-felandreno 1030 1030 01 - 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,2 03 0,2 0,2 0,2 0,2
(2)-p-ocimeno 1034 1035 0,1 01 01 0,1 0,1 0,1
y-terpineno 1058 1060 4,1 1,8 3,8 6,8 4,1 4,1
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 ———— - 0,1 - -
terpinoleno 1086 1089 01 - - ---- -
NI 1093 ND 02 -
linalol 1098 1097 0,2 01 0.2 0,5 0,2 0,3
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 - - ---- — ----
borneol 1170 1169 - - -—-- -—--
terpinen-4-ol 1178 1177 0,2 -- 0,3 0,3 0,2 0,2
p-cimen-8-ol 1184 1183
o-terpineol 1190 1189 - - ---- ---- -
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,4 01 0,3 0,1 0,4 0,3
NI 1288 ND 0,1 01 01 0,1 0,1 0,1
timol 1290 1290 9,9 69,6 8,8 10,5 9,9 21,7
carvacrol 1299 1299 51,8 1,8 493 50,3 51,8 41,0
iso-ascaridol 1304 1303 0,2 - 02 0,3 0,2 0,2
eugenol 1356 1358 0,1 -~ 02 0,2 0,1 0,1
NI 1372 ND
a-copaeno 1376 1377 --- -—-- - ---- - -—--
metileugenol 1403 1404 0,1
(E)-cariofileno 1418 1419 7,2 6,9 87 8,3 7,2 7,6
a-trans-bergamoteno 1432 1435 15 16 1,2 0,5 15 1,3
y-elemeno 1436 1437 R - o -—--
NI 1442 1443 35 31 18 2,6 3,5 2,9
NI 1450 ND
metilisoeugenol 1453 1454 - -—- e -—--
a-cariofileno 1455 1455 4,3 40 53 4,8 4,3 4,5
germacreno D 1482 1485 - -—- e -—--
hidroxianisol butilado 1488 1489 6,3 15 75 0,9 6,3 4,5
NI 1491 ND 0,3 -- 02 0,1
8-selineno 1494 1493
NI 1499 ND 11 05 14 1,1 11 1,1
y-cadineno 1512 1514
d-cadineno 1419 1523 -—-- ——- - - - -—--
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Substancia IRcalc IRLit EC3 EC2 EC1 EC4 ECM Média

NI 1543 1546 0,3 01 0,3 0,2 0,3 0,2
(E)-nerolidol 1562 1563
espatulenol 1575 1578
oxido cariofileno 1580 1583 0,5 08 1,3 0,8 0,5 0,8
guaiol 1598 1601 -~ 02
epoxido humuleno 1605 1608 0,2 04 0,7 0,3 0,2 0,4
y-eudesmol 1629 1632
t-cadinol 1635 1640
B-eudesmol 1652 1651 0,4 - 06 0.4 0,3
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 100,0 100,0 99,6 100,0 99,6 99,9

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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A Tabela 48 apresenta os resultados da analise da fragdo volatil de trés espécimens e
uma amostra composta de L. graveolens de La Tuna. Um cromatograma da fragdo volatil do
espécime T3 ¢ mostrado na Figura 45 em Anexos. As quatro amostras pertencem ao
quimiotipo carvacrol, com o carvacrol en percentagens de 48,7-50,9%. A diferenca nas
percentagens de carvacrol entre a fragdo volatil e o 6leo essencial (Tabela 59 em Anexos) €
importante, sendo de 15,2% para a amostra T2. O (E)-cariofileno apresentou maiores
percentagens por MEFS que no 6leo essencial, como em todos os casos analisados nesta
secc¢do. No caso dos espécimens de L. graveolens de La Tuna, MEFS consegue determinar o

quimiotipo do 6leo, mas a composi¢ado da fragdo volatil ndo ¢ equivalente a do 6leo essencial.
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Tabela 48. Analise de substancias volateis de espécimens de L. graveolens de La Tuna por
MEFS e CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit T2 T1 T3 ™ Média
hexenal 851 855 --- - ---- - -—--
a-thujeno 926 930 0,3 0,3 0,2 0,6 0,4
a-pineno 935 939 0,1 0,1 0,1 0,1
canfeno 950 954 ---- ---- -—-- -
benzaldeido 959 960
sabineno 972 975 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
B-pineno 977 979
B-myrcene 990 991 1,7 1,4 1,2 2,6 1,8
3-2-careno 1003 1002 0,1 0,1 0,1 0,1
o-felandreno 1004 1003 0,1
o-terpineno 1015 1017 0,9 0,7 0,7 1,3 0,9
m-cimeno 1017 ND -—-- ---- -—-- -
p-cimeno 1024 1025 5,7 6,8 5,6 8,0 6,5
limoneno 1027 1029 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
B-felandreno 1030 1030 e e 0,1 ----
1,8-cineol 1031 1031 0,4 0,2 0,2 0,2 0,2
(2)-B-ocimeno 1034 1035 - - 0,1 -
y-terpinene 1058 1060 6,0 4,1 4,3 6,6 53
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,1 0,1 0,1
terpinolene 1086 1089
NI 1093 ND
linalol 1098 1097 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 - - ---- ----
borneol 1170 1169 == ---- - ----
terpinen-4-ol 1178 1177 0,2 0,3 0,3 0,4 0,3
p-cimen-8-ol 1184 1183 - - - -
o-terpineol 1190 1189 e e e -
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,1 0,3 0,3 0,2 0,2
NI 1288 ND 0,1 0,2 0,2 0,1
timol 1290 1290 9,9 89 10,3 8,9 9,5
carvacrol 1299 1299 49,4 48,7 50,9 49,0 49,5
iso-ascaridol 1304 1303 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3
eugenol 1356 1358 0,1 0,4 0,2 0,3 0,2
NI 1372 ND
a-copaeno 1376 1377 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
metileugenol 1403 1404 3,6 0,9
(E)-cariofileno 1418 1419 5,7 6,7 6,4 1,2 5,0
a-trans-bergamoteno 1432 1435 2,0 2,4 2,2 1,6
y-elemeno 1436 1437 -—-- -—-- o -—--
NI 1442 1443 3,3 2,3 2,8 2,8 2,8
NI 1450 ND
metilisoeugenol 1453 1454 -—- -—- - -
o-cariofileno 1455 1455 3.4 4,0 3,9 2,0 3,3
germacreno D 1482 1485 -—- -—- e -
hidroxianisol butilado 1488 1489 53 51 4,6 6,0 5,3
NI 1491 ND
5-selineno 1494 1493 ---- ---- -—-- ----
NI 1499 ND 25 2,9 2,8 1,7 2,5
y-cadineno 1512 1514 0,1 0,1 0,1 0,1
d-cadineno 1419 1523 0,5 0,6 0,6 0,4 0,5
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Substancia IR calc IR Lit T2 T1 T3 ™ Média
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563 0,6 0,1
espatulenol 1575 1578
oxido cariofileno 1580 1583
guaiol 1598 1601 0,5 1,2 0,8 0,6
epoxido humuleno 1605 1608 0,2 0,6 0,3 0,4 0,4
y-eudesmol 1629 1632
t-cadinol 1635 1640
B-eudesmol 1652 1651 0,1 0,2 0,1
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 996 995 99,8 993 99,6

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retencdo na publicacdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-

EM ¢ de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de serie homoéloga.
IR Lit: Indices de reten¢do publicados na Literatura (Adams, 2001).
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4.3.2 Avaliacdo dos resultados das analises por MEFS-CG-EM do o6leo essencial de L.

graveolens utilizando técnicas de analise multivariada.

Para completar a avaliagio de MEFS para a discriminagdo de quimiotipos de Lippia
graveolens, os resultados foram submetidos a Analise de Componente Principal e Analise
Hierarquica de Conglomerados. As Figuras 17 a 22 mostram os resultados da andlise
multivariada dos resultados de MEFS-CG-EM de L. graveolens da coleta de julho de 2007. A
Figura 17 apresenta a biplotagem das amostras ¢ todas as variaveis nos dois primeiros €ixos
da ACP. As amostras aparecem diferenciadas em trés grupos, com excep¢ao da amostra KM

que corresponde a amostra composta do local Km 93 4.

Biplot (axes F1 and F2: 58.43 %)
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Figura 17. Biplotagem de todas as variaveis (substincias) e amostras da ACP da fragdo volatil por
MFES-CG-EM de L. graveolens coletada em julho de 2007.

A Figura 18 apresenta os componentes principais obtidos na andlise quando sdo

utilizadas as oito substancias marcadoras como Unicas variaveis (p-cimeno, hidrato de cis-
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sabineno, linalol, terpinen-4-ol, timol, carvacrol, (E)-cariofileno e 6xido de cariofileno). A
primeira componente explica o 58,68% da varidncia e a segunda componente explica o
19,03% dessa variancia. Pode se ver que a primeira componente ¢ explicada pelo timol na
parte negativa do primeiro componente e por (E)-cariofileno, linalol, cis-hidrato de sabineo e
terpinen-4-ol principalmente, na parte positiva do mesmo componente. O segundo

componente ¢ explicado pelo carvacrol na parte positiva.

Variables (axes Fl and F2: 77.72 %)
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Figura 18. Componentes Principais da ACP dos resultados de MEFS-CG-EM de L. graveolens
considerando as oito varidves marcadoras.

A biplotagem de amostras e as substdncias marcadoras (varidves) se apresnta na
Figura 19, no qual se diferenciam claramente os trés grupos pertencentes aos trés quimiotipos,
com a posicdo de seus pontos respectivos na proximidade as variaveis de importancia na
defini¢do desses quimiotipos. O isolamento da amostra KM significa que a presenca de
individuos de mais de um quimiotipo em uma populacdo, podem levar a que uma amostra

composta apresente componentes em percentagens que nao permitam classificar a amostra
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como pertencente a um quimiotipo determinado. A ACP foi capaz de diferenciar os
quimiotipos diferentes de uma mesma populagdo com a excepciao da amostra KM. A Figura
20 apresenta o dendrograma da AHC dos resultados de MEFS-CG-EM. Os trés quimiotipos
estdo claramente diferenciados, o que confirma a utilidade de MEFS para discriminar os
quimiotipos de L. graveolens. A amostra KM, também aparece com diferenca marcada do

resto de amostras, sendo classificada como tipo timol.
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Figura 19. Biplotagem das oito variaveis marcadoras ¢ todas as amostras da ACP de MEFS-CG-EM
de L. graveolens coletada em julho de 2007.

A Figura 21 apresenta a biplotagem de amostras e as oito substancias marcadoras a
partir da ACP dos resultados das analises da fragcdo volatil por MEFS-CG-EM ¢ do dleo
essencial por CG-EM para as amostras coletadas em julho de 2007. Os cddigos em maitscula
correspondem as amostras analisadas por MEFS-CG-EM enquanto que os codigos em
minuscula correspondem as mesmas amostras analisadas por CG-EM (resultados especificos

jé foram discutidos na sec¢do anterior). O primeiro componente principal explica 47,48% da

209



varidncia entanto que o segundo componente explica 23,04%. O primeiro componente
principal estd relacionado ao timol principalmente, na parte negativa, ¢ com o linalol, cis
hidrato de sabineno e terpinen-4-ol na parte positiva. O segundo componente principal
encontra-se relacionado ao carvacrol principalmente. Pode se notar que os trés quimiotipos

estdo claramente diferenciados por meio de sua posi¢ao no grafico.
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Figura 20. Dendrograma da AHC dos resultados de MEFS-CG-EM de espécimens de L. graveolens
coletados em julho de 2007. Quimiotipos timol & esquerda, carvacrol no meio e misto a direita.

As amostras pertencentes ao quimiotipo timol estdo na proximidade da posicao do
timol no grafico. As amostras pertencentes ao quimiotipo carvacrol encontram-se proximas a
posi¢ao do carvacrol no grafico. Ja as amostras pertencentes ao quimiotipo misto apresentam
maior dispersao no plano, estando localizadas na proximidade das variaveis relacionadas ao
primeiro componente na parte positiva. Os pontos KM e km, correspondem a amostra

composta do Km 93 '% analisada por MEFS-CG-EM e CG-EM. Os pontos dessa amostra
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encontram-se no meio entre os grupos dos quimiotipos timol e misto, sendo que essa amostra
foi preparada com propor¢des das amostras dos dois quimiotipos que sdo encontrados na

populagao correspondente.
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Figura 21. Biplotagem das oito variaveis marcadoras e todas as amostras da ACP dos resultados da
MFES-CG-EM (co6digos em maitscula) e CG-EM do 6leo essencial extraido por hidrodestilagdo
(codigos em minuscula) de L. graveolens coletada em julho de 2007.

O dendrograma da AHC destas amostras (Figura 22) diferencia claramente os trés
quimiotipos, sendo notavel que as amostras KM e km sdo as mais diferenciadas do resto,
encontrando-se cerca do nivel de truncamento que definiria os quimiotipos. Isto pode ser
interpretado em termos de que as coletas de material de L. graveolens na populagdo de Km 93
%, podem render 6leo essencial de diferentes qualidades dependendo das proporgdes de
individuos de cada quimiotipo. Assim, se for considerado que o alto conteudo de timol em
um oleo essencial incrementa seu valor econdmico, a extragdo de uma safra de L. graveolens
com alta propor¢do de quimiotipo misto, pode resultar em um o6leo essencial de valor
diminuido. Outro aspecto importante do resultado da analise multivariada, é que os pontos

correspondentes ao Oleo essencial e a fracdo volatil, estdo agrupados nos mesmos
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quimiotipos. Isto confirma que MEFS pode ser utilizado para discriminar entre quimiotipos, o
qual poderia ser uma ferramenta importante no caso da necessidade de analise de volumes
grandes de amostras, quando somente ¢ necessario diferenciar as amostras e separa-las por
quimiotipos. Os resultados de MEFS-CG-EM ndo apresentam equivaléncia aos
correspondentes a composicao do 6leo essencial, o qual confirma o ja discutido e pode ser
visualizado pela distdncia entre pontos da mesma amostra extraidos por MEFS e

hidrodestilag¢do, por exemplo, os pontos S2 e s2 ou K5 e k5 no grafico de ACP.
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Figura 22. Dendrograma da AHC dos resultados de MEFS-CG-EM (codigos em maitscula) e CG-EM
do ¢leo essencial extraido por hidrodestilagdo (c6digos em mintiscula) de espécimens de L. graveolens
coletados em julho de 2007. Quimiotipos timol a esquerda, carvacrol no meio e misto a direita.

A partir dos resultados da comparacdo das percentagens das substincias marcadoras
na fracdo volatil por MEFS e no 6leo essencial, se percebe que MEFS ¢é uma ferramenta

apropriada para a discriminac¢do de quimiotipos de L. graveolens, mas a composi¢ao da fragdo
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volatil ndo ¢ equivalente a do 6leo essencial. Isto devido a que no caso das substancias timol e
carvacrol, a MEFS com DVB/CAR/PDMS tem a tendéncia a subestima-las, ao igual que
substancias polares como o terpinen-4-ol ou substancias com polaridade média como o p-

cimeno.

Um aspecto pontual do discutido até este ponto, é observar que o 6xido de cariofileno
foi encontrado para varios espécimens em percentagens similares entre a fragdo volatil
analisada por CG-EM diretamente do material vegetal e a composi¢ao do 6leo essencial. O
oxido de cariofileno ¢ considerado como um produto da oxidag¢do do cariofileno durante o
processo de extragdo ou armazenamento e sua percentagem ¢ considerada como relacionada
com a idade do 6leo, como ocorreu em analises de alguns 6leos essenciais desta tese, em que
o oxido de cariofileno apresentou concentragdes similares ao (E)-cariofileno. No caso de L.
graveolens, a presenca de 6xido de cariofileno na fragdo volatil, indica que a substancia esta

presente no material vegetal em concentragao detectavel.
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4.3.3 Avaliagdo dos quimiotipos de L. graveolens no 6leo essencial por CG-DIC e Anélise

Multivariada

Em dezembro de 2007 e janeiro de 2008 foi realizada uma coleta de L. graveolens nas

nove populagdes de estudo. As amostras foram extraidas por hidrodestilagdo e analisadas no

NPPN por CG-DIC. Os resultados da composi¢do do 6leo essencial foram discutidos na

seccdo correspondente a analise dos Oleos essenciais.

Nesta sec¢do sdao discutidos os

resultados da Andlise de Componente Principal (ACP) e da Andlise Hierarquica de

Conglomerados (AHC) dos resultados cromatograficos dos 6leos essenciais. A andlise foi

realizada utilizando inicialmente todas as varidveis como se mostra nas Figuras 23 e 24, em

que se mostram os componentes principais e a biplotagem de amostras e varidveis,

respectivamente.
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Figura 23. ACP das analisis por CG-DIC do 6leo essencial de 51 amostras de Lippia graveolens de

dezembro de 2007 e de janeiro de 2008, realizada considerando todas as variaveis
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Na Figura 24 em que se mostra a biplotagem das amostras e todas as variaveis, nao ¢
possivel diferenciar os quimiotipos. No lado esquerdo do primeiro componente se encontra
um grupo denso de pontos correspondentes a amostras de El Carrizal, La Tuna, El Oreganal,
entre outras. No lado direito do primeiro componente, em forma mais dispersa, encontram-se
pontos correspondentes a amostras das populacdes de Magdalena, Paso de los Jalapas, Km 93

15, E1 Subinal.

Posteriormente, se realizou a ACP considerando unicamente as oito substancias
escolhidas como marcadores para este estudo (p-cimeno, hidrato de cis-sabineno, linalol,
terpinen-4-ol, timol, carvacrol, (E)-cariofileno e 6xido de cariofileno). Os resultados da ACP
se mostram nas Figuras 25 e 26. As Tabelas 49, 50 e 51, apresentam a matriz de correlagdes

de Pearson, os autovectores ¢ as correlagdes entre varidveis € componentes principais.

Biplot (axes F1 and F2: 63.64 %)

40

20 —+

-40 -20 0 20 40 60 80
F1 (55.62 %)

Figura 24. Biplotagem de amostras e todas as varidveis da andlise dos oleos essenciais de L.
graveolens de dezembro de 2007 e de janeiro de 2008.
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Na Tabela 51 pode se observar que o primeiro componente principal possui elevada
correlacdo positiva com as variaveis 6xido de cariofileno, terpinen-4-ol, linalol e hidrato de
cis-sabineno. O timol apresenta elevada correlacdo negativa com o primeiro componente
principal. O carvacrol apresenta alta correlagdo com o segundo componente principal. Isto
significa que os trés quimiotipos estdo relacionados nos dois primeiros componentes
principais. Na Figura 25 pode se ver que o primeiro componente principal explica um 62,86
% da variancia entanto que o segundo componente principal explica 18,29% da variancia.
Desta forma, os dois primeiros componentes principais sdo suficientes para obter a

informagao sobre os quimiotipos de L. graveolens.
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Figura 25. Componentes Principais na ACP de 6leos essenciais de espécimens de L. graveolens de
dezembro de 2007 e janeiro de 2008, com as oito varidveis marcadoras.
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Tabela 49. Matriz de correlagdes de Pearson utilizada na ACP de o6leos essenciais de
espécimens de L. graveolens de dezembro de 2007 e janeiro de 2008, com as oito variaveis

marcadoras.

Variaveis p-cimeno cis hid. sabineno linalool terpinen-4-ol timol carvacrol (E)-cariofileno 6xido cariofileno
p-cimeno 1 0,301 0,440 0,467 -0,522 0,096 0,267 0,341
cis hidrato sabineno 0,301 1 0,827 0,837 -0,609 -0,347 0,690 0,783
linalool 0,440 0,827 1 0,853 -0,647 -0,323 0,678 0,807
terpinen-4-ol 0,467 0,837 0,853 1 -0,669 -0,373 0,679 0,881
timol -0,522 -0,609 -0,647 -0,669 1 -0,382 -0,706 -0,732
carvacrol 0,096 -0,347 -0,323 -0,373 -0,382 1 -0,131 -0,266
(E)-cariofileno 0,267 0,690 0,678 0,679 -0,706 -0,131 1 0,839
oxido de cariofileno 0,341 0,783 0,807 0,881 -0,732 -0,266 0,839 1

Tabela 50. Autovetores da ACP de oleos essenciais de espécimens de L. graveolens de
dezembro de 2007 e janeiro de 2008, com as oito variaveis marcadoras.

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
p-cimeno 0,226 0,351 0,830 0,285 0,170  -0,098 0,119 0,048
cis hidrato sabineno 0,395 -0,164 -0,073 -0,486 0,526  -0,498 0,213 0,078
linalool 0,407 -0,101 0,105 -0,322 0,147 0,824 -0,001 0,093
terpinen-4-ol 0,418 -0,120 0,132 -0,151 -0,502 -0,242 -0,606 0,304
timol -0,355 -0,473 0,168 0,130 0,144 0,036 0,100 0,757
carvacrol -0,106 0,773 -0,250 -0,234 0,011 0,027 0,020 0,522
(E)-cariofileno 0,374 0,037  -0,389 0,656 0,416 0,037 -0,291 0,130
oxido de cariofileno 0,418 -0,054 -0,186 0,232 -0,477 -0,031 0,691 0,165

Tabela 51. Correlagdes entre varidveis e componentes principais na ACP de

Oleos essenciais

de espécimens de L. graveolens de dezembro de 2007 e janeiro de 2008, com as oito variaveis

marcadoras.
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

p-cimeno 0,507 0,424 0,727 0,162 0,074  -0,039 0,029 0,005
cis hidrato sabineno 0,887 -0,199 -0,064 -0,275 0,229 -0,198 0,052 0,008
linalool 0,912 -0,122 0,092 -0,182 0,064 0,328 0,000 0,010
terpinen-4-ol 0,937 -0,145 0,115 -0,086 -0,219 -0,096 -0,148 0,033
timol -0,797 -0,572 0,147 0,073 0,063 0,014 0,024 0,082
carvacrol -0,238 0,935 -0,219 -0,132 0,005 0,011 0,005 0,056
(E)-cariofileno 0,840 0,044 -0,341 0,372 0,181 0,015 -0,071 0,014
oxido de cariofileno 0,938 -0,066 -0,162 0,132 -0,208 -0,012 0,169 0,018

A Figura 26 apresenta a biplotagem das amostras e das oito varidveis marcadores. Trés

grupos estdo claramente diferenciados correspondendo aos trés quimiotipos de L. graveolens.
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O quimiotipo timol encontra-se do lado negativo do primeiro componente, onde estdo
localizados os pontos amostra correspondentes a esse quimiotipo, incluindo a amostra KM
preparada para este experimento. O quimiotipo misto encontra-se na parte positiva do
primeiro componente principal, com 6xido de cariofileno, hidrato de cis-sabineno e terpinen-
4-0l como variaveis que definem esse quimiotipo. O terceiro quimiotipo encontra-se na parte

positiva do segundo componente, correlacionado com o carvacrol.
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Figura 26. Biplotagem de amostras e as 8 variaveis marcadoras da ACP dos dleos essenciais de L.
graveolens de dezembro de 2007 e janeiro de 2008.

O dendrograma da AHC dos resultados da analise do 6leo essencial de L. graveolens
por CG-DIC ¢ apresentado na Figura 27. Os trés quimiotipos estdo claramente diferenciados.
Algumas amostras que se encontram relativamente afastadas do grupo quimiotipo
correspondente, estdo relacionados ao grupo mais proximo. Algumas amostras que
apresentam posi¢des duvidosas, sao PJ3 que apresentou timol em 29,6% no 6leo essencial,

pelo qual nao ¢ classificada como pertencente ao tipo timol, j& que a maioria das amostras
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deste quimiotipo apresentam percentagens superiores a 70%. PJ € classificada como tipo
misto. A amostra TM também apresenta uma distancia grande no dendrograma, ja que ¢ uma
amostra composta que pode refletir a diferenga das propor¢des dos quimiotipos que a
conformam, ¢ no caso desta amostra apresenta percentagem de 49,1% de carvacrol e 27,6%
de timol, sendo classificada como tipo carvacrol, mas distanciada do resto do grupo. As
amostras KM e T6 também apresentam distdncia relativamente grande do grupo do
quimiotipo timol. KM ¢ amostra composta, o qual explica sua difenciagdo do resto de

amostras de tipo timol.
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Figura 27. Dendrograma da AHC dos resultados de CG-FID dos 6leos essenciais de espécimens de L.
graveolens coletados em dezembro de 2007 e janeiro de 2008. Quimiotipos timol a esquerda,
carvacrol no meio e misto a direita.
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5. CONCLUSOES

A composi¢do quimica dos 6leos essenciais de oito plantas nativas da Guatemala foi
determinada neste estudo, destas o 6leo essencial de Lippia graveolens mostrou o maior
potencial para cultivo, ao apresentar os rendimentos mais elevados (1,8-4,9% para quimiotipo
timol;  1,3-4,6% para quimiotipo carvacrol e 1,0-3,4% para quimiotipo misto), com
quimiotipos com alto conteudo de timol (até¢ 90,2%) ou carvacrol (até 75,3%), e atividades
antimicrobiana e antioxidante elevadas, pelo qual seu uso pode ser considerado nas industrias

de alimentos e cosmética.

O Oleo essencial de L. graveolens apresentou os trés quimiotipos previamente
descritos, timol, carvacrol e misto. Os quimiotipos timol e carvacrol apresentaram as
melhores caracteristicas para cultivo da planta, com o propdsito de produzir 6leo essencial de
orégano. Plantas pertencentes ao quimiotipo timol apresentaram os rendimentos em 6leo mais
elevados. Estas originam-se dos cultivos do ICTA e das coletas de espécimens de diferentes

origens realizadas em julho de 2007 e dezembro 2007 a janeiro 2008.

No estudo foi encontrada uma tendéncia relacionada com a distribui¢do geografica dos
quimiotipos, encontrando-se predomindncia do quimiotipo misto no local mais ocidental da
regido estudada (El Subinal); uma area de transicdo entre o quimiotipo misto e timol
(localidades do centro da regido estudada), e as populagdes de San José¢ e Casas de Pinto
apresentando espécimens de tipo timol. O quimiotipo carvacrol apresentou predominancia nas
populacdes de El Carrizal e La Tuna, no departamento de Chiquimula, no leste da regido
estudada. Coletas de um maior nimero de amostras ¢ de populagdes sdo necessarias no futuro

para confirmar esta tendéncia.
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Mais de um quimiotipo de L. graveolens foram encontrados em varias populagdes. As
populacdes de El Paso de los Jalapas, Magdalena, Km 93 1/2, El Oreganal apresentaram
quimiotipos misto e timol, entanto que La Tuna apresentou os quimiotipos carvacrol
(dominante) e timol. Isto permite assegurar que L. graveolens ¢ uma planta que pode
apresentar mais de um quimiotipo por populacdo, o que € contrario as conclusdes de estudos

anteriores (Fischer et al., 1997; Orellana et al., 2004), em que se presumia o quimiotipo de

uma populagdo partindo da concentracdo média de amostras compostas de varios espécimens.

Levando em consideragdo o rendimento ¢ a composi¢cdo do dleo essencial de L.
graveolens, as populagdes de San José e Casas de Pinto apresentam maior atrativo visto que
mostraram os melhores rendimentos de extragdo e apresentaram espécimens de um so
quimiotipo, timol. Andlises de um maior numero de espécimens devem ser realizados no
futuro para verificar se existem espécimens de outro quimiotipo nessas populacdes. No caso
do quimiotipo carvacrol, o 6leo de espécimens da populagdo de El Carrizal apresentou

melhores caracteristicas.

A Microextracdo em Fase Solida (MEFS) em combinagdo com cromatografia em fase
gasosa com detector de massas (CG-EM) mostrou aplicabilidade na discriminacdo dos
quimiotipos do 6leo essencial de L. graveolens. A técnica apresentou a vantagem de menor
tempo de extra¢ao da fracdo volatil em relagdo a hidrodestilagao do 6leo essencial, além de se
precisar de menor quantidade de amostra, sendo apenas 60 mg por MEFS contra 20 g de uma
amostra tipica para extracdo do 6leo essencial. Observou-se nesta tese que a composi¢ao da
fragdo volatil obtida por MEFS, ndo pode ser correlacionada com a do dleo essencial da

mesma amostra, mas ainda ¢ possivel classificar a amostra no quimiotipo correspondente.
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MEFS pode ser utilizada na selecdo de espécimens de L. graveolens correspondentes a
quimiotipos de interesse, em uma populagdo silvestre, para coleta de sementes e posterior
cultivo da planta. Também pode ser aplicada na classificagdo de grande nimero de amostras

de material vegetal.

As técnicas de andlise multivariada Analise de Componentes Principais (ACP) e
Andlise Hierarquica de Conglomerados (AHC) mostraram utilidade na diferenciacdo e
agrupamento dos espécimens de L. graveolens por quimiotipo. Os trés quimiotipos do dleo
essencial foram claramente diferenciados. O primeiro componente principal ¢ explicado pelo
timol na parte negativa e por hidrato de cis-sabineno, terpinen-4-ol e linalol, na parte positiva
do componente. O carvacrol explica o segundo componente principal. Em combina¢do com
MEFS, estas técnicas permitem a rapida classificacdo de material de L. graveolens por

quimiotipos.

Nao foram econtradas variagdes importantes na composi¢ao dos 6leos essenciais de
espécimens de L. graveolens correspondentes aos quimiotipos timol e carvacrol, em junho,
julho e agosto de 2006, correspondentes ao periodo de chuvas da Guatemala. Isto implica que

a planta pode ser coletada e extraida nesses meses em que apresenta maior folhagem.

O dleo essencial de L. chiapasensis apresentou rendimento razoavel ¢ substancias com
caracteristicas aromaticas e antimicrobianas importantes. Considerando que a planta apresenta
folhagem densa, L. chiapasensis pode ser aproveitada para producdo de o6leo essencial. Os
conteudos de neral (9,1-15-2) e geranial (13,4-25,5%), conferem ao 6leo um aroma agradavel.
O o6leo possui atividades antioxidante e antimicrobiana baixas, e poderia ser utilizado na

industria cosmética, de alimentos e em aromatizantes ambientais.
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O o6leo essencial de P. dulcis apresentou como componentes principais a 6-metil-5-
hepten-2-ona e a 3-metil-2-cicloexen-1-ona ¢ uma ampla variedade de sesquiterpenos (o-
copaeno, (E)-cariofileno, &-selineno, (E,E)-a-farneseno, d&-cadineno e a-bisabolol
principalmente), apresentando baixas atividades antioxidante e antimicrobiana. O oleo de P.
dulcis pode ser aproveitado econdmicamente, visto que apresentou rendimento aceitavel (0,5-
0,8%), nao apresentou variacdes importantes na composi¢do do 6leo (com excessdo da 6-
metil-5-hepten-2-ona e a 3-metil-2-cicloexen-1-ona) e que a planta é um arbusto de folhagem
densa de rapido crescimento. A hernandulcina foi identificada em um 6leo por CG-EM com
menor temperatura do injetor, assim poderia possivelmente ser quantificada no 6leo por
injecdo “on-column”. Essa substincia ndo pode ser quantificada por CG ja que ¢
descomposta nas substiancias 6-metil-5-hepten-2-ona e a 3-metil-2-cicloexen-1-ona, em
diferentes extensdes dependendo das condigdes cromatograficas. Visto que a hernandulcina ¢
uma substancia importante por ser 1000 vezes mais doce que a sacarose, ¢ recomendavel
avaliar seu contetido em P. dulcis da Guatemala por outros métodos de extracdo diferentes da

hidrodestilacao.

O dleo de L. guatemalensis apresentou rendimento relativamente baixo (0,47-0,60%) e
1,8-cineol (42-45%) e linalol (10-12,5%) como componentes principais. A composi¢do € o
rendimento indicam que a planta poder ser aproveitada para producdo do 6leo essencial, ja
que a planta é uma arvore perene com folhagem densa. O 6leo apresenta um aroma atrativo
que poderia ser aproveitado pela industria de perfumaria, cosmética e de aromatizantes
ambientais. A planta mostrou baixas atividades antioxidante e antimicrobiana contra E. coli e

C. albicans.
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O oleo essencial de L. myriocephala apresentou rendimento de extragdo baixo (0,1%)
e (E)-nerolidol como componente principal do 6leo (71,4%). A composi¢do do 6leo varia
notavelmente com respecto a composi¢cdo encontrada na Costa Rica para o 6leo essencial de
mesma planta, sendo assim importante procurar outras populacdes da planta na Guatemala
para verificar a existéncia de quimiotipos. O 6leo poderia ser aproveitado para uso na
industria cosmética, devido ao alto conteudo de nerolidol, substancia valiosa na perfurmaria.
Assim, o melhoramento da planta deve permitir a obtengdo de melhores rendimentos de 6leo
essencial para ser comercializado. A informac¢do da composi¢do apresenta utilidade na
quimiossistematica de plantas do género Lippia, sendo importante a procura de um maior

numero de populagdes da planta.

L. substrigosa apresentou rendimento de 6leo essencial relativamente baixo (0,3%) ¢
variabilidade na composi¢do do 6leo essencial em duas coletas em anos diferentes na mesma
populacdo, com sabineno em percentagens de 12,2 e 40,4%, alternando com o germacreno D
(22,4-32,5%) como componentes principais nas duas coletas. Outras substancias em
percentagens importantes foram os sesquiterpenos (E)-cariofileno (8,3-17,0%) e oxido de
cariofileno (1,3-7,6%). Outros terpenos caracteristicos de espécies do género Lippia foram
encontrados, sendo tteis na quimiossistematica do género. O 6leo essencial de L. substrigosa
apresentou atividade antioxidante, sendo a terceira maior entre os 6leos das plantas de estudo,
apresentando atividade antimicrobiana similar a do 6leo de L. chiapasensis. L. substrigosa ¢é
uma arvore perene de folhagem densa, assim o 6leo poderia se utilizar na obtencdo de

sabineno e germacreno D, se for possivel controlar a biossintese dessas substancias.

O dleo essencial de L. controversa apresentou rendimento de 0,24% e (E,Z)-farnesol

(19,7%), B-bisabolol (19,3%), germacreno D (12,8%), (E)-cariofileno (11,1%) e timol (7,9%)
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como principais componentes. Estos resultados sdo os primeiros da composi¢do do oleo
essencial de L. controversa. A composi¢ao do 6leo ¢ interessante pelo alto contetido de
farnesol e bisabolol, além do contetdo de timol que poderiam conferir ao 6leo propriedades
antissépticas. A planta apresenta folhagem densa, que poderia se considerar para a produgao
de seu 6leo essencial. A maioria dos sesquiterpenos encontrados ¢ comum ao género Lippia
apresentando utilidade quimiossistematica. Os contetdos elevados de (E,Z)-farnesol e [3-

bisabolol ndo sdo comuns nas plantas deste género.

L. cardiostegia apresentou um rendimento de extragdo de 6leo essencial relativamente
baixo (0,35%) de composicdo complexa, com sabineno (16,2%), timol (12,7%) e 6xido de
cariofileno (7,3%) como componentes principais. Os resultados de rendimento e composi¢ao
do 6leo essencial ndo sdo promissores para o cultivo da planta para produgdo de 6leo, ja que
ndo se tem uma substancia de alto valor em percentagem elevada, entanto que a planta cresce
nas mesmas areas de El Carrizal, que a L. graveolens, que apresenta maiores rendimentos e
composicdo de maior valor. A informagcdo da composi¢do apresenta utilidade na
quimiossistematica de espécies do género Lippia, com monoterpenos e sesquiterpenos

comuns ao género .

Das plantas estudadas, os 6leos essenciais dos quimiotipos timol e carvacrol de L.
graveolens apresentaram as maiores atividades antioxidante (24,6 ¢ 24,7 mg equivalente de
BHT por mL de dleo essencial, quimiotipos timol e carvacrol, respectivamente) e
antimicrobiana (CIM para S. aureus de 0,1 e 0,2 pL/mL, para tipos timol e carvacrol,
respectivamente), pudendo ser considerado seu uso na industria de alimentos, como temperos

e preservantes no alimento, € como preservantes em embalagens inteligentes.
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Os resultados da tese revelam a complexidade do género Lippia, ja que mais de um
quimiotipo de L. graveolens foram encontrados em diferentes populagdes da planta, com
ampla variabilidade na composicao do 6leo essencial da planta em individuos de uma mesma
populagdo. Os oleos essenciais de L. graveolens poderiam ser utilizados nas industrias de
alimentos e cosmética. No caso das outras plantas estudadas na tese, foram encontrados 6leos
essenciais promissores para cultivo e producdo nas plantas L. chiapasensis, L. myriocephala,
L. substrigosa, L. controversa, P. dulcis ¢ L. guatemalensis, que poderiam ser utilizadas na
industria cosmética. Para serem cultivadas, é necessario avaliar a existéncia de diferentes

quimiotipos e selecionar os melhores espécimens para coleta de sementes.
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6. RECOMENDAGCOES

Para obter sementes para cultivo em populagdes de L. graveolens que apresentem mais
de um quimiotipo, deve ser realizada uma selegdo de espécimens que pertengam ao
quimiotipo de interesse, para obter produgdo de 6leo essencial de melhor qualidade e maior

rendimento, do que fazendo uma coleta aleatoria.

Avaliar as propor¢des em que se encontram os diferentes quimiotipos de L. graveolens

em cada populagdo estudada, utilizando um maior nimero de amostras.

Procurar mais populacdes das plantas L. chiapasensis, L. myriocephala, L.
substrigosa, L. controversa, L. cardiostegia para avaliar a composi¢do do oleo essencial ¢ a
existéncia de quimiotipos em diferentes regioes geograficas, visto a variabilidade que tem

sido observada para espécies de Lippia.
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TABELAS
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Tabela 52. Analise de 6leos essenciais de espécimens de L. graveolens de El Subinal por CG-

EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit S1 S2 S3 S4 SM Média
a-tujeno 926 930 0,6 0,3 0,3 0,3 0,5 0,4
a-pineno 935 939 0,6 0,2 0,4 0,9 0,5 0,5
canfeno 950 954 0,5 0,3 0,6 0,7 0,5 0,5
sabineno 972 975 0,1 0,1
B-pineno 977 979 0,6 0,4 0,6 0,7 0,5 0,5
B-myrcene 990 991 57 4,2 5,8 4,7 53 51
8-2-careno 1003 1002 0,1 0,1 0,3 0,1 0,1
o-felandreno 1004 1003 0,9 0,6 14,8 13,1 5,7 7,0
a-terpineno 1015 1017 1,7 1,2 0,9 0,8 1,2 1,1
m-cimeno 1017 ND 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
p-cimeno 1024 1025 54 2,7 55 51 4,2 4,6
limoneno 1027 1029 2,7 2,0 2,4 2,6 2,2 2,4
B-felandreno 1030 1030 0,3 0,1
1,8-cineol 1031 1031 11,3 4,8 3,7 20,0 9,6 9,9
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,3 0,2 0,3 0,3 0,2 0,3
(E)-p-ocimeno 1048 1050 0,1 0,1
y-terpinene 1058 1060 6,1 4,9 25 24 4,0 4,0
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 3,6 9,7 0,5 1,0 3,2 3,6
terpinolene 1086 1089 1,8 2,1 4,0 2,9 2,5 2,7
linalool 1098 1097 4,1 6,0 2,1 1,0 2,1 3,1
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 3,1 4,7 0,7 15 3,2 2,6
(2)-B-terpineol 1142 1144 1.4 1,6 0,5 0,6 0,9 1,0
cis-para-mentan-8-ol 1156 1160 1,0 11 0,5 0,6 0,7 0,8
NI 1160 ND 0,6 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4
borneol 1170 1169 11 15 1,0 1,7 1,3 1,3
terpinen-4-ol 1178 1177 14,8 14,7 9,7 8,8 12,5 12,1
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,5 0,4 1,3 15 1,0 0,9
o-terpineol 1190 1189 3,5 3,0 1,0 50 3,1 3,1
cis-piperitol 1197 1196 0,6 0,7 0,3 0,3 0,4 0,5
metiltimileter 1232 1235 0,1
NI 1261 ND 0,3 0,2 0,1
timol 1290 1290 0,8 0,6 0,6 0,2 3,8 1,2
carvacrol 1299 1299 0,3 0,1 0,1 0,5 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 0,3 0,2 0,1
eugenol 1356 1358 0,3 0,3 0,4 0,2 0,2
metileugenol 1403 1404 0,5 0,7 0,6 0,7 0,6 0,6
(E)-cariofileno 1418 1419 4,1 55 8,2 2,6 51 51
o-trans-bergamoteno 1432 1435 0,1 0,1
o-cariofileno 1455 1455 2,5 3,5 49 1,6 3,3 3,2
germacreno D 1482 1485 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2
NI 1488 ND 0,6 0,9 1,9 0,7 0,9 1,0
8-selineno 1494 1493 0,6 1,0 1,6 0,7 0,8 0,9
y-cadineno 1512 1514 0,1 0,2 0,1 0,3 0,1 0,2
3-cadineno 1419 1523 0,2 0,3 0,4 0,4 0,3
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563 0,6 0,3 0,7 0,6 0,3 0,5
espatulenol 1575 1578 0,2 0,4 0,1
oxido cariofileno 1580 1583 3,9 4,7 6,2 4,1 51 4,8
guaiol 1598 1601 0,2 0,4 0,1 0,2
epoxido humuleno 1605 1608 1,6 1,0 0,8 15 1,3 1,2
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Substancia IR calc IR Lit S1 S2 S3 S4 SM Média
y-eudesmol 1629 1632 15 1,8 2,8 1,8 21 2,0
t-cadinol 1639 1640 1,0 15 14 1,2 1,3 1,3
NI 1640 ND 0,7 0,8 11 0,2 0,7 0,7
t-muurolol 1641 1642 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1
B-eudesmol 1652 1651 5,0 49 4,3 51 5,4 4,9
o-cadinol 1653 1654 0,8 1,7 2,5 1,2 1,7 1,6
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668 0,2 0,2 0,1 0,2 0,1

Total quantificados 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: N3ao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-

EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengdo publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 53. Analise de 6leos essenciais de espécimens de L. graveolens de Magdalena por CG-
EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit M4 M5 MM Média

a-tujeno 926 930 0,8 0,7 0,7 0,7
a-pineno 935 939 0,4 0,3 0,4 0,4
canfeno 950 954 0,4 0,9 0,7 0,7
sabineno 972 975 0,1 0,1 0,2 0,1
B-pineno 977 979 0,3 0,2 0,1 0,2
B-myrcene 990 991 7,7 5,9 7,2 6,9
6-2-careno 1003 1002 0,2 0,1 0,2 0,2
a-felandreno 1004 1003 1,0 0,8 0,9 0,9
a-terpineno 1015 1017 2,4 1,7 2,1 2,1
m-cimeno 1017 ND 0,1 0,1 0,1 0,1
p-cimeno 1024 1025 9,1 4.4 6,8 6,8
limoneno 1027 1029 2,6 2,8 1,8
B-felandreno 1030 1030 2,8 0,3 0,4 1,2
1,8-cineol 1031 1031 5,4 1,8 3,5 3,6
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,2 0,2 0,2 0,2
(E)-B-ocimeno 1048 1050 0,1 0,1
y-terpinene 1058 1060 8,5 5,8 7,3 7,2
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 2,9 6,8 51 5,0
terpinolene 1086 1089 2,3 2,0 2,2 2,2
linalool 1098 1097 3,8 17,1 10,0 10,3
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 2,3 3,0 2,9 2,8
(2)-B-terpineol 1142 1144 1,4 1,2 1,3 1,3
cis-para-mentan-8-ol 1156 1160 11 0,7 0,9 0,9
NI 1160 ND 0,5 0,3 0,4 0,4
borneol 1170 1169 0,5 1,6 1,0 1,0
terpinen-4-ol 1178 1177 15,9 10,6 13,0 13,2
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,5 0,3 0,4 0,4
a-terpineol 1190 1189 4.1 1,8 2,9 2,9
cis-piperitol 1197 1196 0,6 0,5 0,5 0,5
metiltimileter 1232 1235
NI 1261 ND 0,2 0,1 0,2 0,2
timol 1290 1290 0,2 0,7 1,0 0,6
carvacrol 1299 1299 0,1 0,1 0,1
iso-ascaridol 1304 1303 0,2 0,2 0,1
eugenol 1356 1358 0,5 0,1 0,2
metileugenol 1403 1404 0,4 0,1 0,2 0,2
(E)-cariofileno 1418 1419 4,1 2,8 2,8 3,3
a-trans-bergamoteno 1432 1435 0,1 0,3 0,1 0,1
a-cariofileno 1455 1455 2,4 1,7 1,8 2,0
germacreno D 1482 1485 0,2 0,2 0,1 0,2
NI 1488 ND 0,3 1,2 0,5 0,7
3-selineno 1494 1493 0,4 1,3 0,6 0,8
y-cadineno 1512 1514 0,1 0,2 0,1 0,1
5-cadineno 1419 1523 0,3 0,4 0,2 0,3
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563 0,3 0,3 0,3 0,3
espatulenol 1575 1578 0,4 0,7 0,5 0,5
oxido cariofileno 1580 1583 2,6 2,1 2,3 2,3
guaiol 1598 1601 0,4 0,8 0,6 0,6
epoxido humuleno 1605 1608 1,8 2,4 2,1 2,1
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Substancia IR calc IR Lit M4 M5 MM Média

y-eudesmol 1629 1632 1,0 0,8 0,9 0,9
t-cadinol 1639 1640 1,3 11 2,0 15
NI 1640 ND 0,4 0,2 0,2 0,3
t-muurolol 1641 1642 0,1 0,2 0,1
B-eudesmol 1652 1651 55 8,3 7,0 6,9
o-cadinol 1653 1654 0,4 1,6 0,9 1,0
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668 0,3 0,4 0,3 0,3

Total quantificados 100,0 100,0 99,3 99,8

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 54. Analise de 6leos essenciais de espécimens de L. graveolens de Km 93 %2 por CG-

EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit K1 K3 K4 K5 KM Média
a-tujeno 926 930 0,1 0,2 0,6 0,7 0,3 0,4
a-pineno 935 939 0,1 0,2 0,3 0,5 0,2 0,3
canfeno 950 954 11 1,3 0,4 0,6
sabineno 972 975 0,1
B-pineno 977 979 0,2 0,3 0,1 0,1
B-myrcene 990 991 2,5 3,9 6,1 6,9 4,2 4,7
3-2-careno 1003 1002 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
a-felandreno 1004 1003 0,1 0,1 0,8 0,9 0,3 0,5
a-terpineno 1015 1017 0,7 1,0 1,5 1,4 1,1 1,1
m-cimeno 1017 ND 0,1 0,1 0,1
p-cimeno 1024 1025 4.4 7,1 7,1 9,6 6,1 6,8
limoneno 1027 1029 0,2 0,4 2,7 3,1 1,1 1,5
B-felandreno 1030 1030 0,1 0,1 0,4 0,2 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,1 0,3 0,3 4,8 1,0 1,3
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
(E)-B-ocimeno 1048 1050
y-terpinene 1058 1060 2,4 2,6 5,4 5,0 3,3 3,8
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,1 0,1 3,8 4,6 1,8 2,1
terpinolene 1086 1089 1,6 15 0,6 0,8
linalool 1098 1097 0,4 0,6 7,5 53 2,3 3,2
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 2,2 3,5 1,1 1,4
(2)-B-terpineol 1142 1144 1,2 1,4 0,4 0,6
cis-para-mentan-8-ol 1156 1160 0,8 1,1 0,1 0,4
NI 1160 ND 0,4 0,7 0,1 0,2
borneol 1170 1169 0,6 0,1 1,8 2,2 0,6 1,1
terpinen-4-ol 1178 1177 0,6 0,4 12,1 15,3 53 6,7
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,5 0,8 0,1 0,3
a-terpineol 1190 1189 0,1 1,7 2,8 0,1 0,9
cis-piperitol 1197 1196 0,5 0,6 0,4 0,3
metiltimileter 1232 1235 1,7 0,7 0,8 0,7
NI 1261 ND 0,2 0,3 0,1
timol 1290 1290 80,4 76,4 2,9 0,5 55,3 43,1
carvacrol 1299 1299 0,3 0,2 0,1 0,1 0,3 0,2
iso-ascaridol 1304 1303 0,2 0,3 0,1
eugenol 1356 1358 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1
metileugenol 1403 1404 0,1
(E)-cariofileno 1418 1419 1,8 2,0 4,2 2,7 2,2 2,6
o-trans-bergamoteno 1432 1435 0,1 0,1 0,4 0,2 0,1 0,2
a-cariofileno 1455 1455 1,1 1,2 2,6 1,6 1,4 1,6
germacreno D 1482 1485 0,4 0,3 0,2 0,1 0,2
NI 1488 ND 0,1 1,1 0,5 0,2 0,4
3-selineno 1494 1493 1,1 0,5 0,2 0,4
y-cadineno 1512 1514 0,5 0,8 0,1 0,1 0,5 0,4
5-cadineno 1419 1523 0,5 0,2 0,1
NI 1543 1546 0,1 0,1
(E)-nerolidol 1562 1563 1,0 0,3 0,2 0,3
espatulenol 1575 1578 0,7 0,5 0,2 0,3
oxido cariofileno 1580 1583 0,4 0,3 3,0 3,7 1,3 1,8
guaiol 1598 1601 0,8 0,4 0,2 0,3
epoxido humuleno 1605 1608 0,1 0,1 3,5 2,0 0,9 1,3
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Substancia IR calc IR Lit K1 K3 K4 K5 KM Média

y-eudesmol 1629 1632 0,2 0,1 14 15 0,5 0,7
t-cadinol 1639 1640 15 1,3 0,6 0,7
NI 1640 ND 0,3 0,4 0,1 0,1
t-muurolol 1641 1642 0,4 0,1 0,1
B-eudesmol 1652 1651 0,4 0,2 10,9 6,7 2,7 4,2
a-cadinol 1653 1654 1,1 0,7 0,3 0,4
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668 0,6 0,2 0,1 0,2

Total quantificados 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 55. Analise de 6leos essenciais de espécimens de L. graveolens de El Oreganal por
CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit 02 03 04 oM Média
a-tujeno 926 930 0,3 0,3 0,3 0,2
a-pineno 935 939 0,1 0,1 0,8 0,1 0,3
canfeno 950 954
sabineno 972 975
B-pineno 977 979 0,1 0,1 0,2 0,1
B-myrcene 990 991 2,7 2,4 1,9 2,7 2,4
8-2-careno 1003 1002 0,1
a-felandreno 1004 1003 0,1 0,1 0,1 0,1
a-terpineno 1015 1017 11 0,7 0,7 0,7 0,8
m-cimeno 1017 ND
p-cimeno 1024 1025 6,5 7,5 4,2 6,0 6,1
limoneno 1027 1029 0,3 0,3 0,1 0,3 0,2
B-felandreno 1030 1030 0,1 0,1 0,1 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,1 0,4 0,3 0,2
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,1 0,1 0,1 0,1
(E)-p-ocimeno 1048 1050
y-terpinene 1058 1060 3.9 2,4 25 2,0 2,7
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,4 0,3 0,4 0,3
terpinolene 1086 1089 0,1 0,1
linalool 1098 1097 0,2 0,3 0,4 0,2
hidrato de trans-sabineno 1100 1098
(2)-B-terpineol 1142 1144
cis-para-mentan-8-ol 1156 1160
NI 1160 ND
borneol 1170 1169
terpinen-4-ol 1178 1177 0,3 1,3 0,6 0,6
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,4 0,6 0,2
o-terpineol 1190 1189
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,6 0,3 0,5 0,2 0,4
NI 1261 ND
timol 1290 1290 78,9 80,4 86,7 81,2 81,8
carvacrol 1299 1299 0,3 0,3 0,4 0,3
iso-ascaridol 1304 1303
eugenol 1356 1358 0,2 0,1 0,1
metileugenol 1403 1404 0,1
(E)-cariofileno 1418 1419 1,1 0,6 1,6 1.4 1,2
o-trans-bergamoteno 1432 1435 0,2 0,3 0,1
o-cariofileno 1455 1455 0,7 0,4 1,0 0,8 0,7
germacreno D 1482 1485 0,4 0,1 -—-- -—-- 0,1
NI 1488 ND
d-selineno 1494 1493
y-cadineno 1512 1514 0,1 0,2 0,1
3-cadineno 1419 1523
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563
espatulenol 1575 1578
oxido cariofileno 1580 1583 0,4 0,5 0,6 0,4
guaiol 1598 1601
epo6xido humuleno 1605 1608 0,1
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Substancia IR calc IR Lit 04 OM Média
y-eudesmol 1629 1632 0,2 0,2 0,2 0,1
t-cadinol 1639 1640
NI 1640 ND
t-muurolol 1641 1642
B-eudesmol 1652 1651 0,6 0,1 0,2
a-cadinol 1653 1654
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: N3ao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengdo publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 56. Analise de 6leos essencial de um espécime de L. graveolens de San José por CG-
EM. Amostra coletada em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substéncia IR calc IR Lit SJ4
a-tujeno 926 930 0,3
a-pineno 935 939 0,1
canfeno 950 954
sabineno 972 975
B-pineno 977 979 0,2
B-myrcene 990 991 2,7
6-2-careno 1003 1002
o-felandreno 1004 1003 0,1
a-terpineno 1015 1017 0,7
m-cimeno 1017 ND
p-cimeno 1024 1025 6,0
limoneno 1027 1029 0,3
B-felandreno 1030 1030 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,3
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,1
(E)-B-ocimeno 1048 1050 ----
y-terpinene 1058 1060 2,0
hidrato de cis-

sabineno 1070 1070 0,4
terpinolene 1086 1089 0,1
linalool 1098 1097 0,4
hidrato de trans-

sabineno 1100 1098
(2)-B-terpineol 1142 1144
cis-para-mentan-8-ol 1156 1160
NI 1160 ND
borneol 1170 1169
terpinen-4-ol 1178 1177 0,6
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,6
a-terpineol 1190 1189
cis-piperitol 1197 1196 -—--
metiltimileter 1232 1235 0,2
NI 1261 ND
timol 1290 1290 81,2
carvacrol 1299 1299 0,4
iso-ascaridol 1304 1303 ----
eugenol 1356 1358 0,1
metileugenol 1403 1404
(E)-cariofileno 1418 1419 14
a-trans-bergamoteno 1432 1435
a-cariofileno 1455 1455 0,8
germacreno D 1482 1485
NI 1488 ND
d-selineno 1494 1493
y-cadineno 1512 1514 0,2
d-cadineno 1419 1523
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563
espatulenol 1575 1578
Oxido cariofileno 1580 1583 0,6
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Substéncia IR calc IR Lit SJ4
guaiol 1598 1601
epoxido humuleno 1605 1608
y-eudesmol 1629 1632 0,2
t-cadinol 1639 1640
NI 1640 ND
t-muurolol 1641 1642
B-eudesmol 1652 1651 0,1
a-cadinol 1653 1654
(E)-bisabol-11-0l 1666 1668
Total quantificados 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de reteng¢do na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homdloga.
IR Lit: Indices de retengdo publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 57. Analise de 6leos essenciais de espécimens de L. graveolens de Casas de Pinto por
CG-EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit CP1 CP2 CP3 CPM Média
a-tujeno 926 930 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2
a-pineno 935 939 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2
canfeno 950 954
sabineno 972 975
B-pineno 977 979 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
B-myrcene 990 991 3,7 3,6 3,0 2,8 3,2
8-2-careno 1003 1002 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
o-felandreno 1004 1003 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
a-terpineno 1015 1017 11 1,1 0,8 0,9 1,0
m-cimeno 1017 ND
p-cimeno 1024 1025 7.4 6,0 6,2 5,7 6,3
limoneno 1027 1029 0,4 0,3 0,3 0,3 0,3
B-felandreno 1030 1030 0,1 0,1 0,1 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(E)-p-ocimeno 1048 1050
y-terpinene 1058 1060 3,2 3,2 2,6 3,0 3,0
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2
terpinolene 1086 1089 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
linalool 1098 1097 0,2 0,1 0,5 0,3 0,2
hidrato de trans-sabineno 1100 1098
(2)-B-terpineol 1142 1144
cis-para-mentan-8-ol 1156 1160
NI 1160 ND
borneol 1170 1169
terpinen-4-ol 1178 1177 0,9 0,4 0,5 0,5
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,4 0,6 0,2
a-terpineol 1190 1189 0,1 0,1
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,4 0,4 0,5 0,3
NI 1261 ND
timol 1290 1290 77,3 76,0 79,9 80,4 78,4
carvacrol 1299 1299 0,3 0,3 0,4 0,3 0,3
iso-ascaridol 1304 1303
eugenol 1356 1358 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
metileugenol 1403 1404 0,1
(E)-cariofileno 1418 1419 1.4 2,7 1,7 1,2 1,8
o-trans-bergamoteno 1432 1435 0,1 0,4 0,1 0,1 0,2
a-cariofileno 1455 1455 0,8 1,6 11 0,8 11
germacreno D 1482 1485 0,2 0,3 0,1
NI 1488 ND 0,2
d-selineno 1494 1493
y-cadineno 1512 1514 0,6 0,6 0,4 0,1 0,4
3-cadineno 1419 1523
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563
espatulenol 1575 1578
oxido cariofileno 1580 1583 0,5 0,6 0,8 0,5 0,6
guaiol 1598 1601 0,1
epo6xido humuleno 1605 1608
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Substancia IR calc IR Lit CP1 CP2 CP3 CPM Média
y-eudesmol 1629 1632 0,2 0,1 0,4 0,2 0,2
t-cadinol 1639 1640
NI 1640 ND
t-muurolol 1641 1642
B-eudesmol 1652 1651 0,1 0,2 0,1 0,1
a-cadinol 1653 1654
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: N3ao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 58. Analise de 6leos essenciais de espécimens de L. graveolens de El Carrizal por CG-
EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit EC1 EC3 EC4 ECM Média
a-tujeno 926 930 0,3 0,4 0,6 0,7 0,5
a-pineno 935 939 0,1 0,2 0,2 0,3 0,2
canfeno 950 954
sabineno 972 975
B-pineno 977 979 0,1 0,1 0,3 0,3 0,2
B-myrcene 990 991 25 29 3,3 4,7 3,4
8-2-careno 1003 1002 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2
o-felandreno 1004 1003 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
a-terpineno 1015 1017 15 1,7 2,2 2,3 1,9
m-cimeno 1017 ND
p-cimeno 1024 1025 8,6 9,8 10,2 10,4 9,7
limoneno 1027 1029 0,2 0,3 0,3 0,4 0,3
B-felandreno 1030 1030 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,1 0,1 0,4 0,3 0,2
(2)-B-ocimeno 1034 1035 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1
(E)-p-ocimeno 1048 1050
y-terpinene 1058 1060 7.4 8,2 12,6 11,2 9,8
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2
terpinolene 1086 1089 0,1 0,1 0,1 0,1
linalool 1098 1097 0,6 0,8 15 14 1,1
hidrato de trans-sabineno 1100 1098 0,1
(2)-B-terpineol 1142 1144
cis-para-mentan-8-ol 1156 1160 0,1
NI 1160 ND
borneol 1170 1169
terpinen-4-ol 1178 1177 0,8 0,9 0,7 1,2 0,9
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,1 0,1 0,1 0,1
o-terpineol 1190 1189
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,5 0,6 0,1 0,4 0,4
NI 1261 ND 0,2
timol 1290 1290 7,1 6,6 7,3 7,7 7,2
carvacrol 1299 1299 59,9 59,8 54,7 52,0 56,6
iso-ascaridol 1304 1303
eugenol 1356 1358 0,1
metileugenol 1403 1404 0,1
(E)-cariofileno 1418 1419 2,3 1,9 1,9 2,1 2,1
o-trans-bergamoteno 1432 1435 0,1 0,2 0,1
o-cariofileno 1455 1455 15 1,2 1,2 1,3 1,3
germacreno D 1482 1485 4,0 - - 1,0
NI 1488 ND 2,4 0,3 1,6 11
d-selineno 1494 1493
y-cadineno 1512 1514 0,2 0,1 0,1 0,1
3-cadineno 1419 1523
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563
espatulenol 1575 1578
oxido cariofileno 1580 1583 0,5 0,4 0,5 0,6 0,5
guaiol 1598 1601
epoxido humuleno 1605 1608 0,1
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Substancia IR calc IR Lit EC1 EC3 ECA4 ECM Média
y-eudesmol 1629 1632 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
t-cadinol 1639 1640
NI 1640 ND
t-muurolol 1641 1642
B-eudesmol 1652 1651 0,3 0,2 0,1
a-cadinol 1653 1654
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668
Total quantificados 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: N3ao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.
IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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Tabela 59. Analise de 6leos essenciais de espécimens de L. graveolens de La Tuna por CG-
EM. Amostras coletadas em Julho de 2007. Resultados em % de area.

Substancia IR calc IR Lit T1 T2 ™ Média

a-tujeno 926 930 0,3 0,3 0,3 0,3
a-pineno 935 939 0,1 0,1 0,1 0,1
canfeno 950 954
sabineno 972 975
B-pineno 977 979 0,1 0,1 0,1 0,1
B-myrcene 990 991 2,6 2,0 2,3 2,3
5-2-careno 1003 1002 0,1
a-felandreno 1004 1003 0,1
a-terpineno 1015 1017 1,0 1,2 1,2 1,1
m-cimeno 1017 ND
p-cimeno 1024 1025 8,8 9,8 10,4 9,7
limoneno 1027 1029 0,2 0,2 0,2 0,2
B-felandreno 1030 1030 0,1
1,8-cineol 1031 1031 0,2 0,2 0,3 0,2
(2)-p-ocimeno 1034 1035 0,1
(E)-p-ocimeno 1048 1050
y-terpinene 1058 1060 53 6,0 59 5,8
hidrato de cis-sabineno 1070 1070 0,3 0,2 0,2
terpinolene 1086 1089 0,1
linalool 1098 1097 0,7 0,5 0,6 0,6
hidrato de trans-sabineno 1100 1098
(2)-B-terpineol 1142 1144
cis-para-mentan-8-ol 1156 1160 0,2 0,1
NI 1160 ND
borneol 1170 1169
terpinen-4-ol 1178 1177 1,2 1,0 1,0 1,1
p-cimen-8-ol 1184 1183 0,1
o-terpineol 1190 1189
cis-piperitol 1197 1196
metiltimileter 1232 1235 0,1 0,2 0,2 0,2
NI 1261 ND 0,1
timol 1290 1290 7,9 7,9 7,8 7,9
carvacrol 1299 1299 63,0 64,6 61,2 63,0
iso-ascaridol 1304 1303
eugenol 1356 1358 0,3 0,1 0,1
metileugenol 1403 1404
(E)-cariofileno 1418 1419 1,8 1.4 1,9 1,7
o-trans-bergamoteno 1432 1435 0,3 0,2 0,4 0,3
a-cariofileno 1455 1455 1,0 0,9 1,1 1,0
germacreno D 1482 1485 2,1 2,4 1,5
NI 1488 ND 2,6 0,9
d-selineno 1494 1493
y-cadineno 1512 1514 0,5 0,3 0,5 0,4
3-cadineno 1419 1523
NI 1543 1546
(E)-nerolidol 1562 1563
espatulenol 1575 1578
oxido cariofileno 1580 1583 1,1 0,7 0,8 0,8
guaiol 1598 1601
epo6xido humuleno 1605 1608
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Substancia IR calc IR Lit T1 T2 ™ Média

y-eudesmol 1629 1632 0,5 0,1 0,3 0,3
t-cadinol 1639 1640
NI 1640 ND
t-muurolol 1641 1642
B-eudesmol 1652 1651 0,1 0,1 0,1
o-cadinol 1653 1654
(E)-bisabol-11-ol 1666 1668

Total quantificados 100,0 100,0 100,0 100,0

NI: Nao identificado.

N.D.: Nao ¢ descrito o indice de retengdo na publicagdo de referéncia (Adams, 2001).

IR calc: Indice de retengdo calculado partindo dos tempos de retengio das substancias eluidas por CG-
EM e de uma mistura de hidrocarbonetos lineares de série homologa.

IR Lit: Indices de retengio publicados na Literatura (Adams, 2001).
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9. ANEXO 2
FIGURAS
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Figura 28. Cromatograma CG-EM do 6leo essencial de L. graveolens quimiotipo timol de Casas de Pinto, extraido por hidrodestilagdo de coleta
realizada em dezembro de 2006.
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Figura 32. Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial de L. graveolens SJ7 do cultivo do ICTA correspondente a sementes do local El Carrizal,

extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em 2004.
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Figura 36. Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Lippia controversa LSU0801 extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em dezembro

de 2006.
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Figura 37. Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Lippia cardiostegia LCAR0801 extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em

dezembro de 2007.
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Figura 38. Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Phyla dulcis LDU0601 extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em dezembro 2005.
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Figura 39. Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Phyla dulcis LDU0401 extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em dezembro 2004.
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Figura 40. Cromatograma CG-DIC do 6leo essencial Litsea guatemalensis LGU0602 extraido por hidrodestilagdo. Coleta realizada em

dezembro 2005.
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Figura 41. Cromatograma da fragdo volatil de uma amostra de L. graveolens tipo timol da populagdo Km 93 4, extraida por MEFS. Picos: 3-
mirceno (10,93 min); p-cimeno (13,06 min); timol (26,32 min); (E)-cariofileno (31,41).
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Figura 42. Cromatograma CG-EM da fracdo volatil de L. graveolens quimiotipo misto de El Subinal (S5) extraida por MEFS. Coleta de Julho
de 2007.
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Figura 43. Cromatograma CG-EM da fracdo volatil de L. graveolens quimiotipo misto de Km 93 1/2 (K5) extraida por MEFS. Coleta de Julho
de 2007.
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Figura 44. Cromatograma CG-EM da fracdo volatil de L. graveolens quimiotipo timol de Casas de Pinto (CP4) extraida por MEFS. Coleta de
Julho de 2007.
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Figura 45. Cromatograma CG-EM da fragdo volatil de L. graveolens quimiotipo carvacrol de La Tuna (T3) extraida por MEFS. Coleta de Julho
de 2007.
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10. ANEXO 3

ESTRUTURAS DE SUBSTANCIAS CARACTERIZADAS
NAS PLANTAS ESTUDADAS
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