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RESUMO

TEOR E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Aristolochia
cymbifera Mart. & Zucc. E Byrsonima verbascifolia (L.) Rich. ex Juss:
INFLUENCIA DA VARIACAO SAZONAL E CIRCADIANA.

Autor: Henrique Antonio de Oliveira Lourengo

Orientadora: Dr®. Juliana de Fatima Sales

Diversas espécies nativas do bioma Cerrado se destacam pelo seu amplo uso
etnomaedicinal, entretanto, um percentual muito pequeno tem sido objeto de estudos
cientificos, dificultando a padronizacdo e seguranca no uso. A atividade bioldgica de
um extrato vegetal pode ser atribuida a diversas classes de compostos, entre eles 0s
terpenos, componentes de 6leos essenciais, encontrados em vdrias partes de plantas,
cuja producdo é sensivel a diversos fatores ambientais. A avaliagdo desses fatores
abidticos, entre eles variacio sazonal e circadiana pode ser fundamental para elucidagcdao
de algumas respostas fisiologicas da planta na producdo de metabdlitos secundarios ou
especiais, podendo ainda provocar alteracdes no metabolismo primdrio, que
indiretamente interfere sobre a producdo dos Oleos essenciais, cuja variacdo muitas
vezes impossibilita a padronizacdo e a qualidade de seus compostos. Objetivou-se neste
trabalho, verificar o teor e a composi¢do quimica dos 6leos voléteis extraidos de folhas
e ramos de jarrinha (Aristolochia cymbifera Mart & Zucc) e folhas de murici

(Byrsonima verbascifolia L. Rich. ex Juss.) coletadas em diferentes horérios e épocas do
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ano. O ¢dleo essencial das folhas e ramos de jarrinha e de folhas de murici foi extraido
por hidrodestilacdo em Clevenger e analisados por CG/EM. Os teores de 6leo essencial
foram expressos com base na matéria seca da amostra. Cada experimento consistiu de
um fatorial 12x3, sendo 12 épocas e 3 hordrios de coleta (06, 12 e 18h). O delineamento
experimental utilizado foi em blocos ao acaso (DBC), com trés repeti¢des. Os
resultados obtidos indicam que a influéncia da sazonalidade e da variacdo circadiana,
embora existentes, podem interagir de forma diferente, conforme as espécies. Em A.
cymbifera maiores concentragdes de sesquiterpenos hidrocarbonados (24% a 62,3%),
foram encontradas. Houve interacdo entre a variacdo sazonal e circadiana, no teor de
6leo essencial e de monoterpenos hidrocarbonados, com maior influéncia entre épocas,
em que os maiores teores foram observados no més de setembro (0,24; 0,23 e 0,19%),
para os hordrios 6h, 12h e 18h. Para os demais terpenos houve influéncia apenas da
sazonalidade. Para o constituinte majoritdrio, biciclogermacreno (13,66%), também
ocorreu interacdo entre os fatores e no més de marco foram observadas maiores
concentracoes relativas (28,06%; 44,12% e 28,75%). Enquanto para B. verbascifolia, a
concentracdo de sesquiterpenos oxigenados foi predominante, com menor concentragao
de monoterpenos oxigenados. Os componentes majoritarios do 6leo essencial foram
representados pelo pentacosano (2,747% a 9,613%), espatulenol (3,398% a 10,552%) e
dietil éster do acido benzeno-1,2- dicarboxilico (3,861 a 15,307%). O teor de dleo
essencial ndo foi influenciado pela variacdo sazonal e circadiana. Por outro lado, a
composi¢ao quimica do 6leo essencial sofreu influéncia da variagdo sazonal, sendo que
os monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos hidrocarbonados obtiveram maiores
concentracdes ha primavera € no verao, enquanto para os sesquiterpenos oxigenados a
maior concentragao ocorreu no outono, sem ocorréncia de variagao circadiana. Somente
o espatulenol sofreu influéncia da variacdo sazonal, dentro do grupo majoritdrio,
obtendo maior concentracdo no outono, entretanto também ndo ocorreu variagdo

circadiana.

Palavras-chave: épocas, hordrios, cerrado, jarrinha, murici, terpenos.
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ABSTRACT

CONTENT AND CHEMICAL COMPOSITION EVALUATION OF THE
ESSENTIAL OIL OF Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc. AND Byrsonima
verbascifolia (L.) Rich. ex Juss: INFLUENCE OF SEASONAL AND CIRCADIAN
CHANGES.

Author: Henrique Antonio de Oliveira Lourengo

Advisor: Dr. Juliana Fatima Sales

Several native species of the Cerrado biome stand out for its etno maedicinal
widespread use however, a very small percentage of them has been the subject of
scientific studies, making difficult its standardization and safety use. The biological
activity of a plant extract can be attributed to several classes of compounds, including
the terpenes which are components of essential oils, found in many parts of plants,
whose production is sensitive to several environmental factors. The evaluation of these
abiotic factors, including seasonal and circadian variation may be crucial to elucidate
some physiological responses of plant in the production of special or secondary
metabolites , may also causing changes in primary metabolism, which indirectly
interferes with the essential oils production, which variation often prejudice the
standardization and quality of its compounds. The objective of this study was to verify

the content and chemical composition of volatile oils extracted from leaves and
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branches of jarrinha (Aristolochia cymbifera Mart & Zucc) and leaves murici
(Byrsonima verbascifolia L. Rich. Ex Juss.) collected in different times and seasons of
the year. The essential oil from the jarrinha leaves and branches and murici leaves was
extracted by hydrodistillation in Clevenger and analyzed by GC / MS. The essential oil
contents were expressed based on dry matter of the sample. Each experiment consisted
of a factorial 12x3, 12 times and 3 collection times (06, 12 and 18h). The experimental
design was a randomized block design (RBD) with three replications. The results
indicate that there is influence of seasonal variation and circadian variation, although
they may interact differently, depending on the species. In A. cymbifera higher
concentrations of hydrocarbon sesquiterpenes (24% to 62.3%), were found. There was
interaction between the circadian and seasonal variation in the essential oil content and
hydrocarbon monoterpenes, with higher influence between times, where the highest
levels were observed in September (0.24, 0.23 and 0.19%), for times 6:00, 12:00 and
18:00. For other terpenes there was only influence of the seasonally. For the majority
constituent, bicyclogermacrene (13.66%), there was also interaction of factors and it
was observed in March the highest relative concentrations (28.06%, 44.12% and
28.75%). While for B. verbascifolia, the concentration of oxygenated sesquiterpenes
were predominant, with lower concentration of oxygenated monoterpenes. The major
components of the essential oil are represented by Pentacosane (2.747% to 9.613%),
spathulenol (3.398% and 10.552%) and diethyl ester of benzene-1, 2 - dicarboxylic acid
(3.861 to 15.307%). The essential oil content was not influenced by circadian and
seasonal variation. Moreover, the chemical composition of the essential oil suffered
influence of seasonal variation, and the oxygenated monoterpenes and sesquiterpenes
obtained higher hydrocarbon concentrations in the spring and summer, while to the
oxygenated sesquiterpenes the highest concentration occurred in autumn, without
occurrence of circadian variation. Only spathulenol was influenced by seasonal
variation within the majority group, with higher concentrations in autumn, however

there was also no circadian variation.

Key words: season, time, cerrado, jarrinha, murici, terpenes.
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INTRODUCAO

As ultimas décadas possibilitaram um avanco importante no estudo de plantas
utilizadas na medicina popular, principalmente pelo incentivo da Organiza¢cdo Mundial
da Saide (WHO, 2007) no consumo de plantas medicinais, sobretudo nos paises mais
pobres. Esse crescimento também ocorreu nos paises de primeiro mundo, visto a
necessidade de encontrar ndo apenas uma alternativa de baixo custo, mas obter
melhores efeitos sobre as enfermidades, com redugdo dos efeitos colaterais. Contudo,
para o uso racional das plantas medicinais, hd necessidade em assegurar a eficicia, a
seguranca e a qualidade (CALIXTO, 2001; NUNES et al., 2003).

Diversos trabalhos indicam que vdrios fatores abidticos como variagao
circadiana e sazonal podem influenciar no teor dos metabdlitos secundérios ou
especiais, sendo os responsaveis diretos pela atividade bioldgica do extrato de plantas
(BLANK, 2005; GOBBO-NETO, 2007; CASTRO, 2008; SANTOS, 2009; MORALIS,
2009; SOUZA, 2011). Atividades que podem ser atribuidas a um composto isolado ou
pela interacdo sinérgica de vdrios constituintes, gerando uma desuniformidade muito
grande nos processos de extracdo e dificultando a utilizacdo na industria farmacéutica
ou até mesmo o uso pelas populacdes nativas (GOBBO-NETO, 2007).

A manuten¢do da diversidade do cerrado € afetada a cada ano pelas grandes
mudancas provocadas pelo homem nessas areas. Fatores climaticos muito favordveis,
aliados a caracteristicas de composi¢do de solo e topografia muito adequada para a
atividade agropecudria, fizeram com que ocorresse uma ocupacao rapida e desordenada,
sem a preocupagao com a preservagao das diversas espécies, ali presente, sendo este, o
bioma brasileiro que mais sofreu impactos antropogénicos (MITTERMEIER et al.,

2005). Apesar disso, estima-se que o bioma Cerrado tenha mais



de 7000 espécies em sua flora vegetal, configurando como o segundo bioma brasileiro
em diversidade (ALMEIDA et al., 1998; KLINK ¢ MACHADO, 2005). Desta forma,
observa-se que as plantas medicinais representam uma alternativa viavel, do ponto de
vista sdcio-econdmico, tornando necessdrio criar estratégias que possam ser utilizadas
visando aliar preservacgdo e exploracdo sustentdvel.

Embora diversas espécies vegetais nativas do cerrado possuam grande
potencial para uso fitoterdpico, sendo muitas delas ja utilizadas pela populacdo regional,
apenas uma pequena parcela delas foram objeto de estudos cientificos (CRAVOTTO et
al., 2010). Estudos detalhados quanto ao comportamento de plantas sobre a influéncia
da variagdo circadiana e sazonal nos teores e composicao quimica de 6leos essenciais
foram realizados apenas em algumas espécies. Essas informacdes sdo de fundamental
importancia para a determinacdo do potencial medicinal, jd que a constitui¢do quimica
de uma planta medicinal estd intimamente ligada a sua atividade bioldgica (CALIXTO,
2000; SAKAMOTO et al., 2005).

Portanto, objetivou-se avaliar a influéncia da variacdo circadiana e sazonal, no
teor e composi¢ao quimica do 6leo essencial de folhas e ramos de jarrinha (Aristolochia
cymbifera) Mart. & Zucc. e folhas de murici [Byrsonima verbascifolia (L.) Rich. ex
Juss]. Estudos iniciais mostraram que essas espécies t€m propriedades fitoterdpicas e
uso popular. Alguns compostos, entre eles os terpenos foram encontrados em raizes,
caules e folhas, tornando vidvel o estudo mais detalhado visando ndo s6 a quantificacao
dos teores de 6leo essencial, bem como a identificacdo dos constituintes presentes em
suas folhas. Assim posteriormente serd possivel verificar se ha relacdo entre os

compostos encontrados e os efeitos atribuidos popularmente as espécies.

1. O Cerrado brasileiro

O bioma Cerrado em sua drea original ocupava aproximadamente 23,92% do
territorio nacional (203,6 milhdes de hectares), consistindo no segundo maior bioma do
pais (IBGE, 2004; KLINK e MACHADO, 2005), distribuido sobretudo, no Planalto
Central do Brasil e outras regides do pais em pequenas dreas de transi¢cdo, incluindo a
Amazoénia (SILVA et al., 2001; IBGE, 2004; ). Conforme o Ministério do Meio
Ambiente (2007), os resultados do Mapeamento de Cobertura Vegetal dos Biomas
Brasileiros (Projeto de Conservagdo e Utilizacdo Sustentavel da Diversidade — Probio),

indicaram que o bioma Cerrado tinha até 2002: cobertura vegetal natural — 60,5%;



cobertura vegetal antropica — 38,9%; e massa d'dgua — 0,6%, entretanto, pouco tempo
depois, através de andlises do Cerrado por meio de imagens do sensor MODIS
(resolucdo de 250 metros de pixel), foi estimado que 55% de sua area, ja estava
desmatada (MACHADO, et al., 2004).

O Cerrado € considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade
(MYERS et al., 2000), e dentre as savanas do mundo, sua flora é conhecida como a
mais rica em diversidade, estimando mais de 11 mil espécies de plantas nativas
abrigadas em seus diversos ecossistemas (MENDONCA, 2008). Para Vieira (2006), por
causa dessa riqueza de espécies, algumas delas podem ser consideradas “Plantas do
Futuro”, ja que ainda s3o subutilizadas pelas comunidades locais, por falta de
conhecimento cientifico, indicando que o potencial dessas plantas pode ser muito maior
do que se conhece hoje.

As variagdes na fertilidade e nas caracteristicas fisicas dos solos promovem
diferentes tipos de composicdo floristica, fitossociolégica e produtividade nesses
ecossistemas naturais (HARIDASAN, 2000). Ocorre o predominio da vegetacao aberta
em sua formacdo campestre, caracterizado pela coexisténcia de arvores de porte baixo,
tortuosas, de folhas grandes, casca grossa e raizes profundas, associadas a gramineas
tempordrias, entretanto a vegetacdo do bioma do Cerrado ndo possui fitofisionomia
Unica em toda a sua extensao, diferindo desde formas campestres bem abertas, como o0s
campos limpos de cerrado, até formas mais densas, como os cerraddes, ou formas
intermedidrias, como savana, carrasco, campos sujos e campos cerrados (ALMEIDA et
al.,, 1998; RATTER, 2003; MENDONCA et al., 2008). Apesar da grande riqueza
floristica, acredita-se que mais de 65% da cobertura vegetal inicial do cerrado foi
modificada nas dltimas décadas, sendo substituida por lavouras e pastagens, restando
somente cerca de 20% em seu estado original, que pode levar a reducdo da capacidade
de exploracao sustentdvel dessas dreas em um futuro muito préximo (MITERMEIER et
al.,2005; NOBREGA e ENCIMAR, 2006; SANTOS et al., 2009), pela
descaracterizacdo da vegetacdo nativa, reduzida a pequenos fragmentos (KLINK e
MOREIRA, 2002).

Dentro do bioma Cerrado, pequenas diferencas climaticas podem existir,
entretanto, para o Brasil Central, o clima € do tipo Awa (Koppen-Geiger), com
temperaturas predominantemente quentes, variando de 19 a 28°C, chuvas mais
concentradas no verdo e outono (outubro a abril), com precipitacdo média anual abaixo

de 2000 mm (BRASIL, 1992).



Devido a sua grande importancia e reconhecimento nacional e mundial, varios
pesquisadores t€ém buscado praticas de exploracdo sustentdveis, através de estratégias de

conservagao e manejo racional, visando preservar o patrimonio genético (MMA, 2007).

2. O uso de plantas medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais é uma préatica tdo antiga quanto a propria
existéncia humana (MACIEL et al., 2002). Desde a antiguidade até os tempos atuais
diversas civilizacdes como os egipcios, gregos, € romanos fizeram uso deste artificio
para se livrar de varias moléstias que eram acometidos (MARTINS et al., 1996;
GIACOMETI, 1989).

Atualmente o uso de plantas medicinais € realizado de forma empirica, através
de chds, infusdes e outros preparos, baseado no conhecimento popular. Ou como
medicamento fitoterdpico, apds passar por um processo de validagdo, que incluem
estudos botanicos, ensaios bioldgicos pré-clinicos e clinicos, embasados por trabalhos
cientificos nos quais se estudam as classes de substancias produzidas pelas plantas e a
atividade que exercem no organismo humano. Entretanto, entre centenas de espécies
com potencial medicinal brasileiras somente cerca de 5 % tem sido objeto de pesquisa
(MATOS, 1996), sendo que poucas delas sdo estudadas de acordo com os protocolos
modernos (LAPA, 1999), dificultando a utilizacdo segura e eficaz de vdrias espécies de
plantas (RIBEIRO et al., 2005).

A grande diversidade de espécies, muitas vezes ricas em determinados
compostos, favorece as mais diversas atividades bioldgicas e ou farmacoldgicas, bem
como a sintese de novos farmacos. As maiores possibilidades de descoberta de novos
principios ativos estdo fundamentadas no estudo etnofarmacolégico, tendo como
indicativo o uso popular da espécie. Entretanto outros métodos podem ser utilizados,
visando encontrar compostos inéditos através de ensaios randomicos, no qual a espécie
€ escolhida aleatoriamente sem nenhuma informacao prévia (CORDELL e COLVARD,
2005).

3. Metabdlitos secundarios ou especiais

Alguns compostos organicos produzidos pelos vegetais, considerados vitais e

relacionados diretamente com crescimento e desenvolvimento de plantas, sdo



denominados metabdlitos primdrios. J4 os metabodlitos secundarios apesar de ndo serem
necessdrios ao ciclo da vida das plantas desempenham papel na interacao das plantas
com o meio ambiente (PERES, 2004). A producdo destes metabdlitos ocorre
principalmente para prote¢do a herbivoria e atragdo a polinizadores, por causa de sua
importancia, também sdo conhecidos por metabdlitos especiais, das quais resultam
substancias de baixo peso molecular, as vezes produzidas em pequenas quantidades.
Entre as principais classes destacam os terpenos, compostos fendlicos e compostos
nitrogenados. Dessas substancias, destacando as voléteis, que ao se difundir a partir da
evaporacao, constituem uma ligacdo entre a planta e o meio ambiente. Tais compostos
voléteis sdo constituidos principalmente de terpenoides, fenilpropanoides e derivados de

acidos graxos (TAIZ e ZEIGER, 2004).

4. Oleos essenciais

Os oleos essenciais ou voldteis sdo os compostos ativos do metabolismo
vegetal de maior utilizagdo na pesquisa. Podem ocorrer em estruturas secretoras
especializadas, tais como as células parenquiméticas diferenciadas, canais oleiferos,
tricomas glandulares, bolsas lisigenas e esquisolisigenas, ou ainda, acumular em
qualquer 6rgdo de uma planta, sendo que sua composi¢do pode variar segundo a
localizagao e espécie. Sua distribui¢do no reino vegetal é restrita a cerca de 50 familias,
sendo a maior parte angiospermas dicotiledOneas, tais como: Asteraceae, Apiaceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae, Rutaceae, entre outras.

(SIMOES e SPITZER, 2003; BRENNA, 2003; SOUZA, 2007).

A ANVISA define dleos essenciais como produtos voléteis de origem vegetal
obtidos por processo fisico (destilacdo por arraste com vapor de dgua, destilacdo a
pressdo reduzida ou outro método adequado), sejam eles misturados, retificados,
desterpenados, concentrados ou isolados (SIMOES e SPITZER, 2003; MOUCHREK
FILHO, 2000). Em geral, apresentam-se como misturas de substdncias quimicas de
natureza terpénica, incluindo seus derivados alcodlicos e aldeidicos dentre outros
(GIRARD, 2005). Essas misturas complexas voléateis e lipofilicas, normalmente
odoriferas e liquidas, podem conter 100 ou mais compostos organicos, que podem ter

aroma agraddvel e intenso, sendo soliveis em solventes organicos apolares e pouco

soliveis em dgua (SIMOES e SPITZER, 2003).



Os terpenoides e os fenilpropanoides sdo os compostos mais comuns
encontrados nos Oleos essenciais, sendo que cerca de 40.000 moléculas diferentes
compdem a familia dos terpenoides ou isoprenoides (AHARONI, A. et al. 2004). A via
de biossintese de isoprenoides gera metabdlitos primérios e secundérios, entre eles:
citocinina, acido giberélico (AGs), dcido abscisico (ABA), clorofilas, ubiquinonas e
plastoquinonas. Nos 6leos essenciais os terpenos encontrados com maior frequéncia sdao
os monoterpenos (esqueleto formado por 10 d&tomos de carbono) e sesquiterpenos (15
atomos de carbono) arranjados em estruturas aciclicas, monociclicas, biciclicas e
triciclicas, bem como os diterpenos (20 atomos de carbono), constituintes minoritdrios
dos 6leos essenciais (CASTRO, 2004).

Os terpenoides sao originados da condensacdo enzimdtica de unidades
isoprénicas com 5 dtomos de carbono, unidas por ligagdo cabeca-cauda, com duas ou
mais unidades isoprénicas (McGARVEY e CROTEAU, 1995). Os isoprenoides sdo
derivados da via do mevalonato (MVA), ativada no citosol, ou através da via
metileritritol fosfato (MEP), ativada no plastidio (MAHMOUD e CROTEAU, 2002;
RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2004). Ambas as vias conduzem a formagao do
isopentenil difosfato (IDP) e dimetilalil difosfato (DMAP), que sdo os blocos de
constru¢do basicos na biossintese de terpenoides, utilizados em reagdes de condensacao
enzimatica, na producdo de precursores de terpenos, como: geranil difosfato (PIB),
precursor de monoterpenos; farnesil difosfato (FDP), precursor de sesquiterpenos;
geranilgeranil difosfato (GGDP), precursor de diterpenos e carotenoides A condensagdo
de duas unidades de FDP produz esqualeno, o precursor de triterpenos e esterdis
(SCHUHR, 2003). Portanto a via do mevalonato fornece os precursores para a
producdo de sesquiterpenos e triterpenos (incluindo esterdis) e para prenilacdo de
proteinas (ubiquinona e do grupo heme-A) na mitocondria. Nos plastidios, a via MEP
fornece os precursores para a produgdo de isoprenos, monoterpenos, diterpenos (GAs) e
carotenoides (Figura 1) (AHARONI, A. et al. 2005).

A industria e a comunidade cientifica buscam compreender e controlar os
processos de sintese desses compostos, que sdo responsaveis pelas qualidades atribuidas

as espécies vegetais, entre elas propriedades medicinais (SILVA & CASALL, 2000).
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Figura 1. Via dos isoprenoides em plantas. Fonte: AHARONI et al., 2005.

Muitas espécies nativas do cerrado possuem compostos importantes, como
resinas, Oleos, taninos, gomas, ceras e tinturas. Dentre estes, os Oleos essenciais
possuem grande aplicacdo nas industrias de cosméticos, perfumaria, alimentos e
medicamentos (BALANDRIN er al., 1985; MORAIS, 2009; BIZZO, 2009), sendo
comercializados beneficiados ou em sua forma bruta, podendo ainda ser utilizados
como insumos na producdo de solventes, plésticos, inseticidas e tintas (CRAVEIRO,
1993). A utilizagdo farmacéutica de compostos terpénicos inclui o uso neuroldgico,
dermatolégico e como antibidtico, analgésico, anti-inflamatério, gastrointestinal e
anticancerigeno (SILVA-SANTOS et al. , 2008), além de outras atividades biol6gicas
relatadas, como efeito: anti-hepdtico, antimaldrico, antimicrobial, diurético e
antidlcerogénico (BERTEA, 2005; LIN, 2005 ; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2004).

Virios métodos podem ser empregados, para extracdo de dleos essenciais:
enfloracdo (enfleurage), hidrodestilacao, destilacdo por arraste a vapor d’agua, extracdo
com solventes organicos, prensagem e extracdo por CO, supercritico, dependendo dos
objetivos e espécies a estudar. Comparando arraste a vapor e hidrodestilacdo, embora
ambos visem arrastar o 6leo volatil através de vapor, existe diferenca no modo que o
material vegetal é preparado, sendo que no arraste a vapor ndao ha contato com a dgua, em
estado liquido, enquanto na hidrodestilacao, hd o contato do material vegetal com a dgua,

em estado liquido, ocorrendo o arraste dos 6leos volateis pela tensdo de vapor mais elevada



que a da dgua, sendo essa técnica a mais empregada na pesquisa em laboratdrios, usando o
aparelho do tipo Clevenger (OLIVEIRA, 2001; SANTOS et al., 2004; PINO et al.,
2008).

Avaliando diferentes métodos de extracdo de Oleos essenciais de caules e
folhas de trés espécies de Ocimun (O. basilicum, O. kilimandscharicum e O.
micranthum), verificou-se que a producdo de 6leo foi maior por destilacdo a vapor do
que extracdo por solventes organicos. Amostras de folhas secas e frescas em
comparativo ndo variaram quanto ao rendimento de dleo essencial e das caracteristicas
relativas dos principais constituintes, sendo que também nao sofreram influéncia da
quantidade de fitomassa seca utilizada (10- 75g) na extracio (CHARLES e SIMON,
1990).

Oleos obtidos de extracdes da espécie Hyptis marrubioides, utilizando folhas
inteiras ou trituradas em moinho, ndo tiveram diferencas encontradas na sua
composi¢ao, indicando que as folhas podem ou ndo, ser trituradas (SALES, 2007). Com
relacdo ao tempo de extracdo, estudos avaliando os tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos
em Rosmaninus officinalis (Lamiaceae), constataram maior rendimento de Oleo
essencial nos tempos de 90 e 120 minutos, tanto sob aquecimento lento, quanto rapido.
Os tempos maiores também influenciaram a composi¢ao quimica, no qual maiores
teores de a-pipeno e B-mirceno foram identificados (PRINS, LEMOS e FREITAS,
2006). Em um trabalho envolvendo 80 compostos da familia Aristolochiacea, com dois
tempos de extragdo (2-4h), os melhores resultados obtidos foram em andlise de PCA,
com 6leos extraidos por 2 horas (MESSIANO, 2010). Os processos de extracao, embora
padronizados, podem requerer alguns ajustes, conforme a espécie em estudo e que tipo

de composto se deseja extrair.

5. Caracterizacao botanica de Aristolochia cymbifera (Mart. & Zucc)

A familia Aristolochiaceae se divide em cerca de sete géneros, encontrados em
diferentes regides climdticas do mundo, com quase 600 espécies, distribuidas em grande
maioria nos trépicos, ou em menor intensidade nos subtrépicos e zonas temperadas. No
Brasil esta familia é representada por trés géneros: Aristolochia, Holostylis e Euglypha
(WU et al, 2004). Alguns autores relatam que o género Aristolochia é composto por
cerca de 400 a 500 espécies, concentradas em regides tropicais (WU et al, 2001; YU et

al, 2007; KELLY e GONZALES, 2003), sendo que 60 a 90 espécies nativas, entre



lianas e ervas anuais, estdo bastante dispersas geograficamente na flora brasileira
(LEITAO e KAPLAN, 1992), desde florestas tropicais e capoeiras nas regides sul e
sudeste do Brasil, até a Bahia, sendo possivel encontrar algumas de suas espécies na
regido Centro-Oeste, nas dreas de cerrado, em zonas de transicdo. Vdrias espécies de
Aristolochia no Brasil apresentam caracteristicas e propriedades semelhantes, sendo
conhecidas popularmente por cipé-mil-homens, cipé-mata-cobra, erva-de-urubu,
patinho e jarrinha. Algumas espécies sao exoticas, com belas flores de odor
nauseobundo que sdo consideradas carnivoras (LEITAO e KAPLAN, 1992; LORENZI,
MATOS e GOMES, 2002).

A espécie Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc., € uma liana herbacea de
ramos finos e flexuosos, com caule engrossado e casca corticosa fissurada. Suas folhas
sao simples, membrandceas, pecioladas e glabras, com 12-20 cm de comprimento
(LORENZI, MATOS e GOMES, 2002). As flores sao solitarias em forma de urna e os
frutos sdo cédpsulas elipsoides deiscentes (Figura 2).

Conforme Barros (2012), a classificacdo, a espécie Aristolochia cymbifera tem a
seguinte divisao sistematica:

Divisdo: Magnoliophyta,

Classe: Magnoliopsida,

Ordem: Piperales,

Familia: Aristolochiaceae,

Género: Aristolochia

Figura 2. Jarrinha (Aristolochaia cymbifera) Mart. & Zucc. A - Ramos flexuosos, com
flores em forma de um jarro. B - Fruto em forma de cdpsula elipsoide
deiscente. Fotos: Arquivo pessoal.
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6. Propriedades medicinais de A. cymbifera

O nome Aristolochia vem do grego (aristos: excelente e lochios: parto),
referindo-se ao uso tradicional popular como emenagoga e facilitador do parto
(MENGUE et al, 2001). Na medicina popular € utilizada em vérios paises da América
do Sul, incluindo o Brasil, sendo ainda também utilizado na China (LOPES, 2001).
Entre suas propriedades destacam o efeito estomdquico, antisséptico, anti-inflamatorio,
sedativo, diaforético, diurético, antiofidico, contraceptivo, antirreumatica, emenagogo e
para atonia uterina (STASI, 1989; LORENZZI, 2002; PACHECO, 2009). Entre outras
atividades farmacoldgicas, hd relatos sobre efeitos antibacteriano, antiftingico, sendo
também utilizado em terapias de emagrecimento (WU, et al., 2004; FRANCISCO, et al,
2003), entretanto em alguns paises a comercializacdo de ervas medicinais contendo
extratos de espécies deste género € proibida, pelas suas propriedades mutagénicas,
nefrotéxicas e carcinogénicas, que podem resultar em nefropatia ou cancer urotelial em
humanos (POON et al, 2007).

Entre 75 extratos de plantas utilizadas na medicina popular na Coldmbia,
testados com relagdo ao efeito anti-hemorrdgico contra o veneno de Bothrops atrox., o
extrato etanodlico de Aristolochia grandiflora demonstrou moderado efeito neutralizante

(OTERO et al, 2000).

7. Constituicao quimica do género Aristolochia

A composicdo quimica dessas espécies € muito diversificada, sendo
constituidas de dcidos graxos, terpenoides, lignoides, flavonoides, alcaloides e
compostos fenantrénicos (LOPES, 2001). O alcaloide aristoloquina € a principal
substancia com potencial terapéutico do género, entretanto resinas amargas €
aromdticas, além de Oleos etéreos estao presentes (COSTA, 1981). Andlises
fitoquimicas de certas estruturas de plantas de algumas espécies de Aristolochia,
identificaram a presenca de compostos terpénicos e fendlicos. Em raizes e caules foi
verificado a presenca de diterpenos (LOPES, BOLZANI e TREVISAN, 1987),
enquanto em folhas foi identificado a presenca de sesquiterpenos (LOPES e BOLZANI,
1986). Duas biflavonas, quatro chalcona-flavonas e um tetraflavonoide, foram isolados

do caule de Aristolochia ridicula (CARNEIRO et al. 2000; MACHADO e LOPES,
2005).



11

O numero de espécies de Aristolochias brasileiras é bastante significativo,
entretanto, somente algumas delas t€m os compostos de seus 6leos conhecidos. Os
constituintes desses Oleos sao basicamente monoterpenos e sesquiterpenos, sendo
alguns hidroxilados (MESSIANO, 2010). A maior parte dos estudos realizados,
discorrem sobre as diversas espécies do género, sendo que boa parte delas ndo sdo
encontradas no Brasil.

No estudo fitoquimico do extrato do caule de A. esperanzae, foram
identificados asarinina, 4cido pupolifélico, 4cido 2-oxo-pupolifélico, 4acido
aristoléquico 11, aristolactama All, aristolactama Ala , f-cubebina, 4cido aristoléquico I,
sitosterol-3-O-f-D-glicopiranosideo e estigmastan-3,5,22-trieno (PACHECO et al,
2010).

Nos Oleos essenciais da parte aérea da A. mollissima, foram identificadas 5
classes: monoterpenos hidrocarbonados, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos
hidrocarbonados, sesquiterpenos oxigenados e outros, totalizando 74 constituintes, entre
eles: 2,2,7,7-tetramethyltricyclo-[6.2.1.0 (1,6)]-undec-4-en-3-ona (15,9%), espatulenol
(6,8%), acetato de bornilo (4,5%), 6xido de cariofileno (4,5%) e acetato de cedrenol
(4,5%) (YU, 2007).

Na espécie Aristolochia elegans, foram encontrados 58 constituintes, nos 6leos
essenciais da folha, sendo que prevaleceu maior percentual de sesquiterpenos e
pequeno percentual de monoterpenos. Os constituintes majoritdrios foram os
sesquiterpenos hidrocarbonados: B-cariofileno, biciclogermacreno e germacreno D
(VILA, 1997). O conteido de sesquiterpenos em folhas e caules de Aristolochia
argentina, também foi maior que os monoterpenos (17-28%) e (0,5-3%), sendo os
principais constituintes: biciclogermacreno, -cariofileno, germacreno D e espatulenol,
que foram encontrados principalmente em folhas e caules (PRIESTAP, 2003).

O constituinte canfeno foi o principal componente dos 6leos de A. galeata e A.
malmeana. Em outras espécies o composto mais abundante foi: (o-cimeno) para A.
arcuata, (8,14-cedranediol) para Aristolochia chamissonis, (trans-nerolidol) para A.
elegans, (viridifloreno) para A. esperanzae, (felandreno) para A. gigantea, (eudesmenol)
para A. lagesiana, (limoneno) para A. Melastoma e (acetato de isobornilo) para A.
pubescens. Concentracdo maior de monoterpenos hidrocarbonados (60,9-100,0%) foi
observada nos Oleos de A. arcuata, A. galeata, A. gigantea, A. malmeana e A.
Melastoma,, enquanto o Oleo de A. pubescens teve predominancia de monoterpenos

oxigenados (59,9%) e no de A. esperanzae houve predominio de sesquiterpenos
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hidrocarbonados (100%), enquanto nos de A. chamissonis, A. elegans e A. lagesiana
houve predominio de sesquiterpenos oxigenados (41,4%, 72,2% e 52,8%),
respectivamente (FRANCISCO, 2007).

Para o género Aristolochia nao foram encontrados estudos relacionados a
interferéncia de fatores abidticos na producdo de Oleos essenciais, comprovando a

necessidade em estudar estes fatores.

8. Caracterizacao botanica Byrsonima verbascifolia (L.) DC.

A familia Malpighiaceae contempla cerca de 65 géneros e 1250 espécies, de
ocorréncia em regides tropicais e subtropicais, nos dois hemisférios do planeta
(ANDERSON, 2001). Desse total, o género Byrsonima possui aproximadamente 150
espécies (JUDD, 2007). A familia € marcada pela presenca de nectdrios extraflorais
dispostos aos pares na base das sépalas em quase todas as espécies (CASTRO, 2005), o
que dificulta a classificacado (DAVIS, et al., 2001). E um arbusto hermafrodito com
muitos ramos ascendentes, eretos, de base lenhosa e com tronco nodoso, medindo de 1 a
4 metros, sendo nativa principalmente em solos argilo-arenosos do cerrado. Os frutos
sdo drupas globosas, de cor amarela, com cerca de 1 centimetro de didmetro. As flores
sdo reunidas em racemos terminais de 5 a 10 centimetros, com cores variando de
amarelo a alaranjado. Possui filotaxia oposta, com folhas simples, inteiras subsésseis,
que apresentam estipulas, sendo que o limbo foliar mede de 8 a 24 x 6 a 18 cm.
(SOUZA, 2008). As folhas contém tricomas (estruturas armazenadoras de o6leos e
resinas) dispostos nas faces abaxial e adaxial de suas folhas (ARAUJO, 2010).

Ocorre principalmente no Cerrado sensu stricto e Campos Cerrados,
distribuido no Distrito Federal e nos Estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo
Paulo, Minas Gerais, Goias, Bahia, Tocantins e Paraiba (ALMEIDA, 1998; VIEIRA,
2006). E conhecido popularmente por murici-rasteiro, orelha-de-veado, orelha-de-burro,
douradinha-falsa, murico-grande, muriciguassu, murici-pequeno, murici-caendo ou
murici-assu (LORENZI, 2002; VASCONCELOS FILHO, 2008).

As flores vistosas e os frutos atraem aves, que confere a espécie o potencial
para utilizacdo na recuperagdo de areas degradadas, podendo ainda ser empregada como
planta ornamental (GAVILANE et al., 1991; VICENTINI, 1999), ou a exploracdo de

forma extrativista em agrupamentos nativos (SOUZA et al., 2003).
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Conforme Mamede (2012), a espécie Byrsonima verbascifolia tem a seguinte
divisdo sistematica:

Divisdao: Magnoliophyta,

Classe: Magnoliopsida,

Ordem: Polygalales,

Familia: Malpighiaceae,

Género: Byrsonima

Inflorescéncia com racemos de flores de coloragdo amarelada. C - Fruto
drupa de cor amarela quando maduro. Fotos: Arquivo pessoal.
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9. Propriedades medicinais de B.verbascifolia

No uso medicinal popular o murici tem sido empregado no tratamento de
diversas doencas. Sua casca tem efeito antidiarreico, adstringente e febrifugo. Contém
entre 15 a 20% de tanino (BRANDAO, 1991). Os frutos podem ser um laxante brando,
além de serem utilizados para combater tosse e bronquite. As folhas associadas aos
ramos sao antissifiliticas, diuréticas e eméticas. Efeito antimicrobiano, anti-
hemorragico, cicatrizante, anti-inflamatério e téxico também sdo atribuidos a doses
elevadas. Na industria alimenticia e farmacéutica € utilizado o 6leo extraido da semente
(ALMEIDA, 1998; FARIA et al., 2002). Os triterpenoides sao citados por possuirem
propriedades medicinais anti-inflamatérias, antifingica, antibacteriana, antiviral,
analgésica, antitumoral e cardiovascular (MENDES, 2004).

Também foram investigadas em diferentes espécies do género, as atividades
bioldgicas: espasmogénica, antiespasmogénica, imunoestimuladora, anti-inflamatéria
tépica, anti-hemorrdgica, antiglicemiante, anti-hiperlipidémica, antiulcerogénica,
antidiarreica e antioxidante, sendo que os resultados contribuem para a valida¢do dos
usos etnofarmacolégicos (SIMPLICIO, 2011). Entre vinte e quatro plantas
tradicionalmente utilizadas na Colémbia no tratamento de doengas de pele, que foram
testadas, o extrato metandlico de B. verbascifolia foi que obteve atividade
antimicrobiana e antiviral mais potente (LOPEZ et al., 2001).

A atividade anti-inflamatdria, antitumoral e anti-hiperlipidémica sdo atribuidas
a presenca de flavonoides e terpenos nas espécies desse género (HARBORN e
WILLIAMS, 2000; SIMPLICIO e PEREIRA, 2011). Em um trabalho com a casca de
Byrsonima intermedia A. Juss, foram identificados flavonoides, saponinas, taninos,
triterpenos e esteroides, chegando a conclusdo de que seu extrato pode ser utilizado para
o tratamento da dor e de inflamac¢des ( ORLANDI, 2011). Também foi observado efeito
anti-inflamatério no extrato das folhas de Byrsonima intermedia, possivelmente
relacionados a efeito sinérgico e pela presenga de catequina e flavonoides (MOREIRA,
2011).

Em estudos realizados em ratos, utilizando 500 mg/Kg do extrato metandlico
da espécie Byrsonima crassifolia, o efeito antidepressivo encontrado parece estar
relacionado a presenca de flavonoides neuroativos como rutina, quercetina e hispiridina
(HERRERA-RUIZ et al., 2011).

Extratos obtidos a partir de Byrsonima verbascifolia, sob avaliacdo citotdxica e

antigenotoxica, produziram efeitos modulatérios contra danos induzidos no DNA de
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células somaticas normais de Drosophila melanogaster (KIM et al.; MENDANHA et
al. 2010). Tais efeitos protetores foram atribuidos a presenca de flavonoides,
terpenoides e taninos, que sdo considerados eliminadores de radicais livres (GOH e

BARLOW, 2002; SILVA et al., 2006).

10. Constituicio quimica do género Byrsonima

Estudos fitoquimicos realizados com Byrsonima verbascifolia identificaram
presenca de compostos fendlicos e terpénicos, entre eles taninos flavonoides e
triterpenos nas folhas, e triterpenoides na casca, tornando-se necessdrios estudos
relacionados a produgdo destes compostos (LORENZZI, 2002).

Apesar de alguns derivados flavonoidicos terem sido isolados de Byrsonima, a
classe de substancias naturais de maior ocorréncia neste género sdo os triterpenos. Na
espécie Byrsonima verbascifolia, foram isolados 7 constituintes triterpenoides, através
de um extrato hexanico da casca do caule (GOTTLIEB, et al., 1975). J4 em Byrsonima
crassifolia, B. microphylla e B. verbascifolia foi relatada a ocorréncia de
sulfonoglicolipidios, esteroides, triterpenos, ésteres aromdticos, aminodcidos e
proantocianidinas (SANNOMIYA et al., 2005).

Bejar et al (2000) relataram a presenca de glicolipideos, proantocianidinas e
triterpenos em Byrsonima crassifolia. Enquanto, saponinas e triterpenos foram
detectados em Byrsonima fagifolia Nied. utilizando soluc¢do de cloreto férrico a 5% em
metanol e solugdes padrao como compostos de referéncia ( LIMA et al., 2008).

Diversos ésteres etilicos, compostos carbonilicos e ainda um grande nimero de
alcodis, compostos de enxofre, compostos aromadticos e dcidos graxos foram
identificados por cromatografia gasosa de alta resolucio CG/EM, totalizando 46
compostos volateis, dos quais 41 foram identificados em frutos de murici (Byrsonima
crassifolia L. Rich), sendo que alguns foram identificados pela primeira vez (ALVES e
FRANCO, 2003).

Em extratos cloroférmicos do caule de Byrsonima microphila, foram
encontrados duas novas naftoquinonas, cinco flavonoides e quatro triterpenos, sendo um
deles (Dl1-lupenona) encontrado pela primeira vez, entretanto, ndo foi constatado
nenhuma atividade antioxidante para estas substancias (AGUIAR, DAVID e DAVID,
2005).
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11. Fatores que influenciam a producao de terpenos

2z

A producido de Oleos voldteis em plantas é em grande parte determinada
geneticamente, entretanto pode sofrer influéncia do ambiente em que se encontra, sendo
que as alteracdes promovidas pelo ambiente sdao chamadas de fatores de variabilidade
(SOUZA, 2007). Variagdes na temperatura e intensidade luminosa podem influenciar na
fotossintese e respiracdo, interferindo na producdo de metabdlitos secundérios ou
especiais de forma indireta, pela dependéncia de produtos do metabolismo primario, na
sintese desses compostos (SANTOS, 2003). Em plantas da espécie Bacharis trimera,
submetidas a diferentes niveis de irradidncia, ndo houve influéncia no teor de Oleo
essencial, entretanto maior rendimento de 6leo foi observado em plantas cultivadas a
pleno sol (SILV A, 2006).

De um modo geral a produgdo ou sintese de 6leos volateis, tende a aumentar
em temperaturas mais elevadas, apesar do risco de grandes perdas em dias muito
quentes (EVANS, 1996). Conforme relatos, o estresse hidrico pode influenciar o
aumento na producdo de diversos tipos de metabdlitos secundérios, entre eles alguns
terpenoides (LOPES et al., 2001; GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Além do horério, época de colheita, temperatura baixa ou excessiva, outros
fatores podem influenciar o conteido de dleos essenciais como a fertilidade do solo,
localizagdo, altitude, pods-colheita, intensidade de chuvas préximas a colheita e até
mesmo o método de extragdo (LETCHAMO e GOSSELIN, 1996; GOBBO-NETO e
LOPES, 2007). Apesar da possibilidade da influéncia desses fatores, em estudo
realizado durante 2 anos, com a espécie Eremanthus seidelii (Asteraceae), amostrada no
seu habitat natural, ndao houve influéncia sazonal e circadiana, sobre o metabolismo
secunddrio e as concentragdes se mantiveram constantes (SAKAMOTO, 2005).

Os niveis de resposta aos diversos fatores anteriormente citados, indicam que a
influéncia sobre a producdo dos metabdlitos secundarios pode ou nado existir, estando
relacionada também as caracteristicas da espécie em estudo, bem como sua interacao

com o ambiente (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

12. Sazonalidade

A sazonalidade é um dos fatores que se destacam por ter efeitos significativos

sobre o rendimento de biomassa, teor e composicdo de 6leos essenciais em diversas
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espécies. A influéncia da variagdo climdtica sazonal provoca no metabolismo
secunddrio, respostas lentas, mas de grandes propor¢des (LEAL, 2001).

Os maiores rendimentos de 6leo essencial foram observados em Cymbopogon
winterianus Jowitt (Poaceae), em folhas coletadas as 9 horas durante o verdo, inverno e
primavera, sendo que o teor de 6leo também foi influenciado pela estagdo do ano e
tempo de secagem (BLANK er al., 2007). J4 na espécie Cymbopogon citratus (DC)
Stapf (Poaceae), foi observado que nos meses de abril, setembro e outubro quando o
indice pluviométrico e temperatura foram mais elevados, ocorreu maior rendimento de
Oleo essencial, comparados aos meses de marco, maio, julho e agosto, meses em que
ocorreram menos chuvas e maior variacao da temperatura (SANTOS et al., 2009).

O dleo essencial de Artemisia campestris (Asteraceae), demonstrou maiores
teores no verdo do que no inverno, sendo que também houve maior presenca de
compostos monoterpénicos em meses mais frios e sesquiterpénicos em meses mais
quentes, em especial espatulenol e B-eudesmol, além de (AKROUT et al., 2003). Em
Eucalyptus citriodora, Artemisia dracunculus e Salvia officinalis maiores rendimentos
de colheita (biomassa) foram observados nos meses mais quentes (SANGWAN et al.,
2001). Enquanto em Cistus monspeliens, houve variacdo durante o ano na composi¢ao
quimica dos 6leos das folhas, sendo que o rendimento foi maior no més de maio e
menor em fevereiro (ANGELOPOULOU et al., 2002).

Segundo Schimit (2008) a variacdo sazonal pouco afetou o potencial
antimicrobiano de extratos de Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae), entretanto o
extrato de verdo teve atividade bactericida contra S. aureus e P. mirabilis, em
concentracdo menor, mostrando um pequeno efeito deste fator também sobre a
atividade bioldgica. A espécie Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini (Asteraceae)
obteve maior teor de 6leos nas plantas colhidas aos 105 dias apds o plantio, durante o
periodo de pré-floracdo, do que em outras épocas de colheita (FONSECA, CASALI e
BARBOSA, 2007).

Em diferentes locais de coleta, a espécie Eucalyptus citriodora Hook.
(Myrtaceae) demonstrou maior rendimento de 6leo essencial em coletas realizadas no
més de fevereiro (CASTRO, 2008). Enquanto em Trichilia catigua A. Juss e Siparuna
guianensis Aubl. ndo houve interferéncia da variabilidade sazonal nos teores de 6leo
(CASTELLANI et al., 2006). A espécie Aloysia triphylla (L°Hér.) Britton
(Verbenaceae), sob estudo bimestral apresentou o menor teor de 6leo essencial no més

de agosto, provavelmente em razdo das condi¢cdes ambientais estressantes. O maior teor
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foi observado no més de abril, quando as condi¢des climaticas foram amenas, com a
idade fisiologica jovem (BRANT et al., 2008).

Maiores teores de dleos essenciais de Hyptis marrubioides Epl., (Lamiaceae),
foram encontrados no verdo, quando as plantas estavam em flora¢ao, possivelmente em
virtude dos dias mais longos. No inverno, verificou-se que o teor de monoterpenos
dobrou em relagdo aos sesquiterpenos, que pode estar relacionado ao ciclo fisiolégico
da planta (BOTREL et al., 2010). Influéncia da sazonalidade também foi constatada nos
principais constituintes volateis de Aniba canelilla, 1-nitro-2-feniletano e metileugenol,
na regido amazonica. No periodo das cheias, o 1-nitro-2-feniletano € o principal
composto nas cascas de caule e o metileugenol o de menor concentracio, mas no
periodo da seca ocorre uma inversao entre estes dois compostos (TAVEIRA et al.2003).

O teor de Oleos essenciais extraidos de folhas de Virola surinamenses,
mantiveram constante durante as épocas do ano, entretanto foram verificadas variacdes
na composicdo quimica, com diferencas tanto entre as classes, como entre 0s

constituintes (LOPES, 1997).

13. Variacao circadiana

A variacdo circadiana tem sido objeto de estudo em diversas espécies com
potencial fitoterdpico, porque estd entre os fatores ambientais de maior relevancia que
podem afetar a qualidade e o teor do 6leo essencial das espécies, podendo variar dentre
elas. A variacdo circadiana € caracterizada por alteragdes qualitativas e quantitativas do
metabolismo secundério, mas de menor impacto, influenciada por flutuacdes climéticas
no decorrer do dia (LEAL, 2001). Durante o dia o aroma caracteristico de cada planta se
torna mais acentuado, indicando aumento de concentragdo de dleos essenciais neste
periodo, implicando na alteracdo da proporg¢do relativa entre os componentes dos 6leos
essenciais (MORAES, 2009).

Diversos estudos visaram estabelecer uma padronizacdo com relagdo aos
melhores hordrios de coleta, otimizando assim o processo de extracdo. De uma maneira
mais generalista o hordrio de colheita utilizado para a maioria das plantas medicinais é
pela manha ou no fim da tarde, quando se espera obter 6leos mais aromaticos que nas
horas mais quentes do dia, entretanto, ¢ um fator varidvel conforme a espécie
(HERTWING, 1986). Em colheitas realizadas as 8 horas e as 12 horas foram

observados maiores rendimentos de 6leo essencial de Ocimum basilicum L., Lamiaceae
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(CARVALHO FILHO et al., 2006). M. officinalis (Lamiaceae), sob cultivo em campo,
teve maior teor de Oleo essencial nas folhas frescas colhidas as 17 horas. J4 em
Cymbopogon winterianus Jowitt (Poaceae), o teor de 6leo essencial ndo foi influenciado
pelo horario de colheita, entretanto, o rendimento maximo foi observado as 9 horas
durante o verdo, inverno e primavera (BLANK et al., 2005, 2007).

A espécie Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini (Asteraceae) obteve maior teor
de dleos essenciais nas coletas realizadas as 7 e as 13 horas e menor teor na coleta
realizada as 18 horas, possivelmente pela liberacio de compostos atrativos a
polinizadores, através das flores no horédrio de maior visitagdo de abelhas (FONSECA,
CASALI e BARBOSA, 2007). Maior teor de 6leo essencial foi observado em Mentha
piperita (Lamiaceae) coletada entre as 7 e 12 horas (SOUZA et al., 2006). Ja a espécie
Cordia verbenacea DC. (Boraginaceae) submetida a diferentes hordrios de coletas,
obteve o maior teor em coleta realizada as 18 horas (SOUZA et al., 2006, 2011).

Na espécie Virola suranimenses a variacdo circadiana foi marcante, indicando
teores de monoterpenos estaveis as 6 e 9 horas, diminuindo pela metade a tarde. Com
relacdo aos teores de 6leo essencial, permaneceram constantes nos diferentes horarios,
entretanto a composi¢cdo quimica sofreu influéncia circadiana sobre as classes e

compostos (LOPES, 1987).
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OBJETIVOS GERAIS

. Avaliar a influéncia da variacdo circadiana e sazonal no teor e
composi¢ao quimica do dleo essencial das espécies Aristolochia cymbifera Mart & Zucc
e Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss;

. Estabelecer os pontos de colheita de folhas de A. cymbifera e B.

verbascifolia a fim de maximizar o teor de 6leo essencial.
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CAPITULO I1

TEOR E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE
Aristolochia cymbifera Mart & Zucc SOBRE A INFLUENCIA
DA VARIACAO SAZONAL E CIRCADIANA

RESUMO

Oleos essenciais sdo encontrados em virias partes de plantas, cuja producio é
sensivel a fatores ambientais, como sazonalidade e hordrio de coleta. Objetivou-se
verificar o teor e a composicdo quimica do O6leo volatil de folhas e ramos de
Aristolochia cymbifera Mart & Zucc., coletadas em diferentes hordrios e épocas. Os
Oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilacio em Clevenger e analisados por
CG/EM. O experimento consistiu de um fatorial 12x3 (épocas x hordrios), com
delineamento experimental em blocos ao acaso com trés repeticoes. As andlises
quimicas indicaram maiores concentragdes de sesquiterpenos hidrocarbonados (24% a
62,3%). Houve interacao entre a variacao sazonal e circadiana, no teor de 6leo essencial
e de monoterpenos hidrocarbonados, com maiores teores observados no més de
setembro (0,24; 0,23 e 0,19%) para os horarios 6h, 12h e 18h. Para os demais terpenos
houve influéncia apenas da sazonalidade. Para o constituinte majoritario,
biciclogermacreno (13,66%), também ocorreu interacdo entre os fatores e no més de

mar¢o foram observadas maiores concentracdes relativas (28,06%; 44,12% e 28,75%).

Palavras-chave: jarrinha, monoterpenos, sesquiterpenos
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CHAPTER 11

CONTENT AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL
OIL OF Aristolochia cymbifera Mart & Zucc ON THE
INFLUENCE THE SEASONAL AND CIRCADIAN VARIATION

ABSTRACT

Essential oils are found in many parts of plants, whose production is sensitive
to environmental factors such as seasonality and time of collection. This study aimed to
verify the content and chemical composition of volatile oil from leaves and stems of
Aristolochia cymbifera Mart & Zucc., collected at different times and seasons. Essential
oils were extracted by hydrodistillation in Clevenger and analyzed by GC / MS. The
experiment consisted of a factorial 12x3 (times x hours), a randomized block design
with three replications. The chemical analysis indicated higher concentrations of
sesquiterpene hydrocarbons (24% to 62.3%). There was interaction between the
circadian and seasonal variation in the essential oil content and in the hydrocarbon
monoterpenes, with higher concentrations observed in September (0.24, 0.23 and
0.19%) for the hours 06:00, 12: 00 and 18:00. For other terpenes there was only
influence of the seasonally. For the majority constituent, bicyclogermacrene (13.66%),
there was also interaction of factors, and it was observed in March the greatest relative

concentrations (28.06%, 44.12% and 28.75%).

Key words: jarrinha, monoterpenes, sesquiterpenes
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INTRODUCAO

No Brasil, o cultivo de plantas medicinais tem se mostrado como uma
alternativa promissora e inovadora, despertando um grande interesse dentro do
segmento do agronegdcio. O consumo de medicamentos derivados de plantas tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, entre todas as classes sociais,
principalmente para o tratamento de desordens do trato digestivo, do sistema nervoso
central e de doencas respiratérias.’ Os metabélitos secunddrios sdo os compostos de
maior interesse nas plantas, por conter principios ativos que sdo os responsaveis pelas
atividades terapéuticas e bioldgicas, entretanto um dos principais obstidculos ao seu
processamento nas industrias de fitomedicamentos e cosméticos é a influéncia dos
fatores ambientais e fisiologicos sobre a producao e concentragcdo de seus constituintes.”

Os Oleos essenciais constituem um tipo de metabdlito secundario de plantas
que tem grande importancia econdmica, destacando-se nos setores alimenticio,
farmaceéutico, perfumaria e agricultura. Por esta razdo, vem crescendo, mesmo que de
forma lenta, o nimero de estudos sobre a constituicao e propriedades bioldgicas dessas
esséncias, bem como os fatores taxondmicos, ambientais e de cultivo que levam a
variacdo tanto na quantidade como na qualidade desses 6leos.” A producio destes 6leos
é sensivel a varios fatores ambientais, tais como sazonalidade e horario de coleta. A
época em que uma droga é coletada € um dos fatores de maior importancia, visto que a
quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos nao € constante
durante o ano.* Existem, também, cada vez mais estudos mostrando que a composi¢io
destes metabdlitos secunddrios de uma planta pode variar apreciavelmente durante o
ciclo dia/noite, tendo sido descritas, por exemplo, variagdes circadianas nas
concentracdes de Oleos essenciais e alcaloides.>® Assim, o conhecimento da influéncia
desses fatores é importante nas decisdes agrondmicas de cultivo e colheita das plantas
medicinais.’

A familia Aristolochiaceae se divide em cerca de sete géneros, encontrados em
diferentes regides climéticas do mundo, com quase 600 espécies, distribuidas em grande
maioria nos trépicos, ou em menor intensidade nos subtrépicos e zonas temperadas.® No
Brasil esta familia é representada por trés géneros: Aristolochia, Holostylis e Euglypha.’
Alguns autores relatam que o género Aristolochia é composto por cerca de 400 a 500

. x . . 10412
espécies, concentradas em regides tropicais,

sendo que entre 60 a 90 ocorrem no
Brasil,"’ em que sdo conhecidas popularmente como jarrinha, patinho, cipé mil-homens,

papo-de-peru, mata-porcos, entre outros. O nome Aristolochia vem do grego (aristos:
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excelente e lochios: parto), referindo-se ao uso tradicional popular como emenagoga e
facilitador do palrto.14 Entre seus constituintes, hd relatos de cerca de 275 terpenoides, 57
lignoides, 167 alcaloides e alcamidas e quase 100 derivados fendlicos."> Esta
diversidade quimica contribui para diversas atividades farmacoldgicas, sendo que seu
caule, rizoma, raizes e parte aérea sio utilizados em vdrios paises da América do Sul,
como diurético, sedativo, antisséptico, sudorifico,16 abortifero, estomdquico, antiofidico,
antiasmético, expectorante e mais recentemente em terapias de emagrecimento.'™ "'
Entre os principais compostos secunddrios relatados no género Aristolochia estdo os
acidos aristoloquicos, aristolactanas, alcaloides, monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos e triterpenos.13 -1 0s compostos quimicos mais abundantes foram
sesquiterpenos e diterpenos, totalizando cerca de 24 tipos de sesquiterpenos, incluindo
cadinenos, aristolanas, germacrenos e bicyclogermacrenos.®*® Embora os terpenos deste
género tenham sido amplamente estudados, nao ha relatos sobre a influéncia de fatores
ambientais na producdo destes compostos, especialmente referente a espécie A.
cymbifera Mart & Zucc. Sendo assim, justifica-se a realizacdo deste trabalho,
considerando que a utilizacdo de plantas medicinais pela populagdo mundial € crescente
e as substancias quimicas responsdveis pelo efeito terapéutico representam o ponto de
partida para a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos. Nesse sentido, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a variabilidade sazonal e circadiana no teor e

composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de A. cymbifera.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Amostras das folhas e ramos apicais dos 40 cm da parte aérea de plantas
nativas de A. cymbifera foram coletadas a partir de plantas adultas, localizadas em uma
fazenda no municipio de Rio Verde-GO, cujas coordenadas sdo latitude (S) 17°57'56.1",
longitude (WO) 50°57'10.1" e altitude de 687 metros, cuja exsicata se encontra
depositada no Herbarium Jataiense, sob o nimero de registro 5.642. Foram delimitados
grupos de plantas de A. cymbifera para representar os blocos 1, 2 e 3, separados entre si
a uma distancia de 1000 m. As coletas mensais foram realizadas sempre na terceira
semana, nos respectivos blocos durante doze meses (agosto de 2010 a julho de 2011)

em trés horarios diferentes (6:00, 12:00 e 18:00 h).
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Ap0s as coletas o material vegetal foi levado para a Se¢do de Produtos Naturais
do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal Goiano/Campus Rio
Verde-GO e submetido a desidratagdo em estufa com circulagdo forcada a temperatura
maxima de 35 °C até massa constante momentos antes da extracdo. O material vegetal
foi pulverizado em moinho de facas tipo Willye Modelo-TE-650, sem utilizacdo de

peneiras.

Extracao dos 6leos essenciais

Apoés a moagem, trés amostras de 25 g de fitomassa foram tomadas para cada
época de coleta, e trés para cada horario, que foram transferidas para um baldo
volumétrico de 3000 mL e acrescentado um volume de 600 mL de dgua destilada. Para
extracdo do 6leo essencial o método utilizado foi o de hidrodestilagdo, utilizando o
aparelho de Clevenger modificado por um periodo de duas horas. O 6leo essencial foi
separado do hidrolato por particdo liquido-liquido, empregando trés lavagens com
diclorometano, a fase organica retirada e seca com sulfato de sédio anidro. O sal foi
removido por filtragao simples, e posteriormente o solvente organico foi evaporado a
temperatura ambiente, sob capela de exaustdo de gases, até peso constante. O dleo foi
conservado em geladeira até as andlises quimicas. O teor de 6leo essencial foi expresso

com base na matéria seca da amostra.

Anédlises quimicas dos éleos essenciais

As andlises quimicas foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, em aparelho de cromatografia gasosa
acoplada a um espectrometro de massas quadrupular (CG-EM), Shimadzu QP5050A
(Kyoto, Japao), nas seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar de silica fundida,
modelo DB-5 (30 m de comprimento X 0,25 mm de diametro interno X 0,25 pm de
espessura do filme) (Shimadzu, Japdo), com fluxo de 1 mL.min" de hélio como gés de
arraste; a temperatura inicial do forno foi de 60°C, mantendo uma rampa de temperatura
de 3°C.min~" até 240°C e, em seguida, uma rampa de 10°C.min"" até 270°C, mantendo
uma isoterma de 7 min, totalizando 70 min. de corrida. A energia de ionizagdo do
detector foi de 70 eV, sendo o volume de inje¢do da amostra de 1,0 uL diluidas em
diclorometano (grau ultrarresiduo, Baker, EUA) em uma razao de inje¢do de 1:20. As
andlises foram realizadas em triplicata. As temperaturas do injetor e do detector foram

mantidas em 220 e 240 °C, respectivamente. A andlise foi conduzida no modo
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varredura, a uma velocidade de 2,0 varredura.s'l, com um intervalo de massas de 45-500
m/z.

Os compostos voléteis foram identificados por comparacdo dos espectros de
massas obtidos, com os registros da biblioteca computacional Wiley e FFNSC 1.2 e
também pela determinacio dos indices de reten¢do (IR),?' relativo a série de n-alcanos
de (Cg-Cyp), nas mesmas condi¢des cromatograficas empregadas os dleos essenciais. Os
valores assim obtidos foram entdo comparados com os indices de Kovats disponiveis na

. 22
literatura.

Analise estatistica

Para a determinagdo do teor e da composicdo quimica do 6leo essencial das
folhas e ramos novos de A. cymbifera, o delineamento utilizado foi blocos ao acaso em
esquema fatorial 12 x 3, com trés repeti¢des, sendo 12 épocas e 3 hordrios de coletas.
Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas a 5%

de probabilidade utilizando o Sistema para Andlise de Variancia (SISVAR).”

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo dos 12 meses estudados, maiores quantidades de folhas e ramos
novos (Figura 1A, B e C), foram observadas entre os meses de agosto a outubro,
coincidindo com os meses em que a precipitacao, a umidade relativa do ar e a umidade
do solo foram menores (Figura 2). A maior floracdo (Figura 1 D) ocorreu entre os
meses de dezembro a margo. Porém, flores esporadicas foram encontradas nos meses de
agosto e junho. Maior frutificacdo (Figura 1 E) ocorreu entre os meses de marco a maio.
No més de abril, ocorreu a maior maturacdo e deiscéncia dos frutos, quando aumentou a
senescéncia e presenca de folhas necrosadas (Figura 1 F), depois da alta precipitagdo do

més de marco (Figura 2 C).

Teor de 6leo essencial

Os Oleos essenciais de A. cymbifera se caracterizaram por um liquido
levemente amarelado, de baixa viscosidade e odor nauseobundo, com teores variando de
0,019% a 0,240%. A variacdo sazonal e circadiana influenciou o teor de 6leo extraido
das folhas e ramos de A. cymbifera, com interacdo significativa entre estes fatores

(Tabela 1). Plantas coletadas as 6h, 12h e 18h, ndo tiveram diferencas no teor de éleo
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essencial, exceto para os meses de outubro as 6h (0,058%) e novembro as 12h
(0,066%). A escassa producdo de 6leo essencial as 6h da manhd no més de outubro
pode estar relacionada com a menor temperatura pela manhd, como resposta do
metabolismo secundario as flutuacdes climaticas didrias, que normalmente determinam
modificagcdes menores e mais rdpidas, além de variacdo da intensidade luminosa e da
menor atividade fotossintética.”** As 12h o contetido de 6leo essencial pode ser menor
pelo calor excessivo e alta incidéncia de luz que podem causar volatilizacdo do 6leo
essencial.”®

Para os demais meses, ndo houve influéncia dos horarios sobre os teores de
Oleo essencial de A. cymbifera, nas condi¢des do municipio de Rio Verde-GO indicando
que a coleta pode ser realizada em qualquer horario analisado. Os maiores valores de
teores de Oleos essenciais foram observados no més de setembro, independente do
horério de coleta, com teores variando de 0,24; 0,23 e 0,19% respectivamente para os
hordrios de 6h, 12h e 18h. Neste més, as plantas estavam em intenso crescimento
vegetativo. Os menores teores foram constatados em plantas coletadas as 6h, nos meses
de janeiro a abril, junho a agosto e outubro, as 12h, nos meses de junho a agosto e
novembro, enquanto que as 18h, os menores teores foram obtidos nos meses de margo a
agosto e outubro (Tabela 1).

No decorrer do dia ocorrem variagdes da intensidade luminosa e da
temperatura atuando diretamente em processos primdrios, como fotossintese e
respiragdo, que pode influenciar indiretamente a producdo de metabdlitos secundarios e
os constituintes do 6leo essencial, cuja sintese depende de produtos do metabolismo
primdrio. A intensidade da luz pode, também, alterar a produgdo de 6leo essencial por
meio de ativagdo de enzimas fotossensiveis envolvidas na rota do dcido mevalonico,
precursor dos terpenos que sdo constituintes quimicos das esséncias.”’ Estes fatores
contribuem indiretamente para a variacdo circadiana e sazonal, visto que a temperatura

e a intensidade luminosa se alteram no decorrer do dia e durante as épocas do ano.

Analise quimica

Os principais componentes encontrados nos 6leos essenciais das folhas de
A.cymbifera estao relacionados na ordem de eluicdo em coluna DB-5 (Tabela 2). A
composi¢do quimica qualitativa e quantitativa do 6leo essencial da parte aérea de A.
cymbifera foi altamente influenciada pela variagdo sazonal (Tabela 2). Do ponto de

vista qualitativo, observou-se que os compostos aromadendreno, [-selineno,
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biciclogermacreno, germacreno-B, (E)-nerolidol, espatulenol e viridiflorol, foram
presentes em todos os meses avaliados, enquanto algumas substancias como limoneno,
linalol, geraniol, a-copaeno, B-borboneno e outras ndo foram detectadas em todos os
meses. Em um estudo do 6leo essencial de folhas frescas desta mesma espécie, foram
identificadas as substdncias a-cubebeno, B-cariofileno, t-o-bergamopteno, germacreno
A, o-farneseno, a-copaeno e [B—borboneno,28 sendo que as duas ultimas também foram
encontradas no presente trabalho.

Dentro do periodo avaliado foram identificados 53 constituintes quimicos, os
quais se caracterizaram por apresentar uma faixa de concentragcdo de 0,00% a 7,86% de
monoterpenos oxigenados, 0,11% a 11,16% de monoterpenos hidrocarbonados, 17,18%
a 36,51% de sesquiterpenos oxigenados, 24,00% a 62,3% de sesquiterpenos
hidrocarbonados e 0,00% a 10,91% das substancias foram identificadas como alcoois,
acidos, hidrocarbonetos e aldeidos, demonstrando a expressiva variacdo quantitativa e
qualitativa observada nas amostras analisadas.

No ¢6leo essencial das folhas e ramos novos de A. cymbifera houve um
predominio de sesquiterpenos. Para a classe dos monoterpenos hidrocarbonados houve
interacdo entre os fatores, época e hordrio de coleta, indicando que um fator exerceu
influéncia sobre o outro. Desta forma, a maior porcentagem deste grupo foi observada
em janeiro de 2011 as 12h (19,59%), quando comparada as demais épocas e hordrios
(Tabela 1). Neste més a precipitagcdo média foi maior que 250 mm, umidade relativa do
ar maior que 80%, com média de temperatura de 24°C, chegando a atingir acima de 30°C
durante o dia. Dias excessivamente quentes podem levar a perda de alguns metabdlitos,
mas geralmente a formacdo de dleos volédteis pode aumentar em temperaturas mais
elevadas.* %

Para as demais classes, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos
hidrocarbonados e sesquiterpenos oxigenados, ndo houve interacio entre os fatores. Os
monoterpenos oxigenados nio foram detectados nas amostras de 6leo essencial no més
de margo de 2011. De agosto a outubro de 2010 e marco a julho de 2011, ndo houve
diferenca nas porcentagens de dreas para esta classe sendo que durante este periodo,
foram observadas as menores porcentagens (Tabela 3), coincidindo com um periodo de
auséncia de chuvas. As maiores porcentagens foram observadas no periodo de novembro
de 2010 (3,91%) a fevereiro de 2011 (7,86%), demonstrando a influéncia da
sazonalidade, principalmente relacionada a ocorréncia de maiores indices

pluviométricos.
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Com excecdo do més de fevereiro de 2011 (24,00%), ndo houve diferencas
estatisticamente significativas para as concentragdes de sesquiterpenos hidrocarbonados
no periodo estudado, sendo que este més foi marcado pela floragdo, fase em que houve
aumento nos teores de monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados, talvez associado
atracdo de polinizadores. Menores porcentagens de dreas para os sesquiterpenos
oxigenados foram observadas nos meses de setembro (17,82%), outubro (18,52%) e
dezembro de 2010 (23,42%) (Tabela 3). Oleos essenciais de diferentes partes vegetais de
dez espécies de Aristolochia tiveram elevada concentracdo de monoterpenos (60,9-
100,0%) nos Oleos de A. malmeana, A. arcuata, A. gigantea, A. galeata e A. melastoma,
enquanto o 6leo de A. pubescens apresentou uma predominincia de monoterpenos
oxigenados (59,9%). O 6leo de A. esperanzae teve somente sesquiterpenos oxigenados
(100,0%) e aqueles de A. hamissonis, A. elegans e A. lagesiana mostraram uma alta
concentracdo de sesquiterpenos oxigenados (41,4-72.2%).

Nao houve diferenca entre os hordrios de coletas para os monoterpenos
oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbonados e sesquiterpenos oxigenados.

O componente majoritario do dleo essencial da parte aérea de A. cymbifera foi
o sesquiterpeno hidrocarbonado biciclogermacreno. Houve interacdo dos fatores
estudados (Tabela 4), e desta forma, para o biciclogermacreno, plantas coletadas em
marco de 2011 em qualquer dos trés hordrios, foi a época com maior concentragao
relativa (28,06%; 44,12% e 28,75%) e maior indice pluviométrico (400mm) mensais.
Possivelmente pode ter ocorrido menor diluicdo deste composto durante este periodo de
chuvas excessivas. Inversamente, em fevereiro de 2011 foi o més de menor
concentracdo, independente do hordrio de coleta, e apesar de alto indice pluviométrico,
pode ter ocorrido interagdo de fatores, ja que esta época antecede a frutificacio. Com
excecdo dos meses de marg¢o e maio as 6h e 18h, ndo houve diferencgas estatisticas para
as demais amostras analisadas. O sesquiterpeno biciclogermacreno, também foi o
principal constituinte do 6leo de Aristolochia argentina Gris. *° Outros trabalhos
identificaram a presenca do biciclogermacreno no dleo essencial de Piper cernuum e P.

.. 3132
regnellii,

sendo que em Cissus verticillata L. (Vitaceae), foi constatado efeito
antifingico. 33

Apesar de ndo se caracterizarem comoO majoritirios, outros compostos se
destacaram pelos teores obtidos: B-elemeno (4,22% a 11,60%), 6xido de cariofileno
(2,04% a 20,7%), o-himachaleno (0,58% a 10,45%), (E)-Nerolidol (0,58% a 12,45%) e

espatulenol (1,02% a 11,06%), conforme Tabela 2. Assim como em A. cymbifera, os
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constituintes a-copaeno, -elemeno e a-humuleno foram identificados em A. gigantea e
A. macroura.**

Existem diversos trabalhos que relacionam a variacdo da composi¢cdo quimica
de 6leos essenciais em fungdo da variacdo sazonal. Os sesquiterpenos, (E)-cariofileno,
biciclogermacreno, espatulenol e 6xido de cariofileno foram os principais constituintes
identificados no 6leo essencial de Elyunurus muticus (Sprengel) O. Kuntze (Gramineae)
e suas concentracdes variaram de acordo com o periodo de coleta das plantas.*®

Em Hyptis marrubioides, foi verificado que na estacdo do verao, o teor foliar
de 6leo essencial foi maior. Nas demais estacdes, os teores foram semelhantes entre si.
Os componentes majoritdrios no 6leo essencial foram os monoterpenoides a-tujona e [3-
tujona. Os sesquiterpenoides oxigenados (cedrol e cariofilenol) e ndo oxigenados (o-
copaeno, o-cariofileno, germacreno D e cadaleno) foram encontrados em menores
quantidades no 6leo essencial, entretanto, observam-se diferengas quantitativas ao longo
das estagﬁes.37 Variagdo da composi¢do do 6leo essencial das folhas e também das
flores colhidas em diferentes meses dos anos de 2001 e 2003 em dois espécimes de

Myrcia salzmannii Berg. presentes no Parque Metropolitano da Lagoa do Abaeté,

Salvador, também foi constatada.*®

CONCLUSOES

O 6leo essencial das folhas e ramos novos de Aristolochia cymbifera Mart &
Zucc € constituido por monoterpenos hidrocarbonados e oxigenados, sesquiterpenos
hidrocarbonados e oxigenados, sendo a maior parte sesquiterpenos hidrocarbonados e a
menor, monoterpenos oxigenados. A fra¢do sesquiterpénica predominou, apresentando
como componente majoritario do 6leo essencial, o biciclogermacreno (13,66%).

Houve interacdo entre a variagdo sazonal e circadiana, no teor de 6leo essencial
e nas concentragdes relativas de monoterpenos hidrocarbonados, sendo que ocorreu
maior influéncia entre épocas e pouca influéncia entre hordrios de coleta. Para os
demais, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados,
houve influéncia apenas de sazonalidade. Para o constituinte majoritario,

biciclogermacreno ocorreu interacdo entre sazonalidade e variagdo circadiana,

entretanto houve maior influéncia sazonal e pouca variagao circadiana.
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Figura 1. Plantas de Aristolochia cymbifera Mart & Zucc. A, B e C - Surgimento de
folhas e ramos novos em agosto, setembro e outubro, respectivamente. D -
Florescimento iniciado em dezembro. E - Inicio da frutificacio em marcgo. F
- Maturacdo e abertura dos frutos deiscentes, aumento da senescéncia e
presenca de folhas necrosadas apds elevada precipitacio do més de marco.
Fotos: Henrique Antonio de Oliveira Lourenco
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Figura 2. Dados meteoroldgicos e umidade do solo em base timida no periodo de
agosto de 2010 a julho de 2011, no municipio de Rio Verde-GO. A -
Temperatura média (°C). B - Umidade relativa do ar (%). C - Precipitacdo
(mm). D - Umidade do solo (%). Fonte: INMET/Universidade de Rio
Verde.

Tabela 1. Teor de 6leo essencial (TOE) e concentracdes relativas de monoterpenos
hidrocarbonados (MH) no 6leo essencial das folhas e ramos novos de
Aristolochia cymbifera, coletadas em diferentes hordrios do dia e épocas do
ano. IF Goiano- Campus Rio Verde, GO, 2011.

Hor4ario de coleta

Epoca do 06:00 12:00 18:00
ano TOE MH TOE MH TOE MH
Agosto 0,075Ca” 4,13Ba  0,019Ba 0,00Ca 0,089Ba 0.56Ba
Setembro 0,240 Aa 3,18Ba 0,231 Aa 2,84Ca 0,191 Aa 6,73 Aa
Outubro 0,058Cb 1,17Ba  0,160Aa 2,66Ca 0,111Ba 224 Ba

Novembro 0,161 Ba 0,34 Ba 0,066 Bb 0,00Ca 0,185 Aa 1,64 Ba
Dezembro 0,162 Ba 968 Aa 0,191 Aa 9,68 Ba 0,181 Aa 3,28 Bb

Janeiro 0,122Ca  4,00Bb 0,188 Aa 19,59 Aa 0,153 Aa 9,90 Ab
Fevereiro 0,120Ca 10,84 Aa 0,167Aa 392Cb 0,179 Aa 0,31 Bb
Margo 0,120 Ca 0,00Ba 0,130Aa 0,00Ca 0,131Ba 1,65Ba
Abril 0,111 Ca 0,05Ba 0,169Aa 041Ca 0,088Ba 0,07 Ba
Maio 0,147 Ba 0,30Ba 0,127Aa 0,00Ca 0,132Ba  0,25Ba
Junho 0,118 Ca 0,00Ba 0,044Ba 000Ca 0,055Ba 0,37 Ba
Julho 0,132 Ca 0,00Ba 0,081Ba 000Ca 0,094Ba 0,32 Ba

“Médias seguidas pela mesma letra maidscula entre época do ano, mindscula entre
horério ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Composi¢cdo quimica do O6leo essencial das folhas e ramos novos de
Aristolochia cymbifera, coletadas entre agosto/2010 e julho/2011. IF
Goiano- Campus Rio Verde, GO, 2011.

COMPOSTO IR* AGO SET OUT NOV DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL X

Hexanal 799 - 091 0,09- - - 055 053 - - - - - 0,17d
(E)-2-Hexenal 839 - - 0,06 - - - 148 - - - - - 0,13d
Santolinatrieno 900 - 045 1,16 066 1,55 11,16 1,07 - - - - - 134c¢
Acido butanoico<butil>éster 984 1,53 520 0,64 2,08 - 031 - - - - - - 081d
Limoneno 1021 1,56 3,80 0,86 - 6,00 - 395 055 0,18 0,18 0,12 0,13 144d
(E)-3-Hexenol 1035 - 046 0,19 - - - 1,02 - - - - - 0,14d
Oxido de (E)-Linalol 1090 0,18 0,09 - 1,22 - 085 - - - - - - 020d
Linalol 1098 - 0,19 - 072 024 - - - - - - - 0,10d
Oxido de (Z)-Limoneno 1137 145 086 1,20 433 544 1,50 7,14 - 005 0,18 0,07 0,08 1,86¢
Non-6(Z)-enol 1170 - - - 1,51 - - - - - - - - 0,13d
o-Terpineol 1190 - 0,17 061 - 1,23 0,14 040 - 0,01 - - - 021d
Octano<3,7-dimethyl-> 1194 - 1,82 - - 011 - - - - - - - 016d
Geraniol 1270 - - - - - 143 0,32 - - - - - 0,15d
Undec-10-enal 1301 0,03 0,66 042 - 047 0,17 042 - - 0,04 - - 0,18d
Tridec-2(E)-enal 1309 - 0,61 0,15 - 1,44 - - - - - - - 0,18d
a-Copaeno 1360 1,47 0,18 1,34 0,64 529 - 310 0,16 1,05 1,34 0,51 0,50 1,30c
Ciclosativeno 1368 2,34 0,81 2,64 - 027 075 134 371 1,79 1,24 0,87 0,87 1,39¢
-Bourbureno 1381 574 436 4,07 470 445 - - 072 1,86 228 142 1,44  259c
B-Elemeno 1390 11,44 11,60 882 7,02 4,22 - 436 499 6,68 976 7,02 6,82 6,89b
Dodecanal 1403 - - - 0,64 - - 1,32 - - - - - 0,16d
(E)-B-Farneseno 1416 0,26 222 034 1,65 034 599 - - - 017 - - 091d
o-Santeleno 1428 - 0,80 - 082 1,32 - - - - - - - 025d
Octe-6-enol<3,7dimetil> 1429 - 0,69 - - 2,13 - 0,71 - - - - - 0,29d
o-Himachaleno 1442 098 0,58 3,09 - 1,66 3,39 - 1045 7,99 10,65 9,07 891 473¢
a-Humuleno 1452 1,89 4,09 235 3,63 384 341 493 - 1,09 1,13 1,04 1,04 237c
v-Gurjuneno 1460 024 0,05 1,24 140 2,07 - 1,36 - L5t 1,65 1,80 1,78 1,09d
Alloaromadendreno 1461 0,43 - 072 - - 026 0,56 - 1,37 016 1,03 0,97 046d
Germacreno D 1464 1,62 144 256 4,62 385 4,66 1,51 - - 0,70 - - 1,75¢
Aromadendreno 1470 6,31 6,25 1,90 4,70 428 3,80 2,79 192 1,76 222 271 2,54 343c¢c
B-Chamigreno 1476 1,21 0,10 021 0,37 - - - - 0,19 0,11 - - 0,18d
Viridifloreno 1478 0,09 0,11 0,13 0,06 0095 - - - 058 0206 047 0,46 0,26d
f-Selineno 1478 457 1,77 064 066 1,05 264 020 206 1,63 087 196 1,99 1,67c¢
a-Curcumeno 1480 048 0,14 0,32 - - - - - 0,07 031 0,09 0,12  0,13d
a-Muuroleno 1487 0,16 - 0,11 - - - - - 0,67 094 052 0,51 024d
Biciclogermacreno 1489 2,25 4,65 1424 1624 723 525 1,19 33,64 20,67 12,12 23,54 2291 13,66a
Valenceno 1492 - - - - - - - - 234 - 028 0,28 0,24d
B-Bisaboleno 1500 871 456 536 545 426 8,15 1,31 - - 0,08 - - 316¢
a-Bulneseno 1509 0,72 0,14 034 - - - 023 059 - 003 - - 0,17d
Elemol 1542 0,07 040 036 1,68 1,09 3,57 2,00 - 1,09 037 0,72 073 1,01d
Germacreno B 1547 039 069 1,51 225 191 3,13 083 406 513 447 410 411 272¢
(E)-Nerolidol 1553 8,78 447 502 7,65 722 058 097 12,45 11,65 12,89 1433 14,19 835b
Nao identificado 1567 - - - 094 - 031 - - - - 016 014 0,13d
Espatulenol 1573 434 282 321 516 1,02 423 210 1332 1088 9,07 11,06 1088 6,51b
Oxido de cariofileno 1575 20,07 8,17 6,67 591 10,01 6,80 9,07 - 2,04 244 218 2,17 6,29b
Viridiflorol 1579 1,39 054 074 278 078 290 387 085 463 843 3,78 3,76 2,87c
Cedrol 1590 089 0,83 0,89 050 047 - 237 - 0,08 046 0,13 0,14  0,56d
(Z)-a-trans-Bergamotol 1598 034 0,12 065 120 0,79 - 029 - - 0,07 - - 0,29d
a-Muurolol 1641 0,15 021 1,02 048 042 3,14 - - 094 045 0,51 0,51 0,65d
-Eudesmol 1645 0,11 0,18 0,52 - 046 061 048 - - - 0,02 0,13 021d
(Z,Z)-Farnesol 1711 0,60 0,20 - 405 1,34 10,17 14,89 - 0,09 - 049 049 2,69¢
(Z)-Lanceol 1752 - - - 0,08 027 061 - 0,76 - 013 020 021 0,19d
Nonadecano 1898 - 0,32 - - - - 095 - - - - - 0,11d
Eicosano 1995 - 024 0,05 - - 0,14 1,10 - - - - - 0,13d
Total identificado 92,79 78,96 76,55 94,47 91,20 90,08 80,92 89,47 88,14 85,05 90,20 87,07 87,08
Monoterpenos hidrocarbonados 1,56 425 202 066 755 11,16 503 055 0,18 0,18 0,12 0,11 2,78
Monoterpenos oxigenados 1,64 1,31 1,81 6,27 690 391 7,86 - 0,06 0,18 0,07 0,08 2,51
Sesquiterpenos hidrocarbonados 51,63 44,68 52,60 5541 47,78 41,42 24,00 63,20 56,38 50,55 56,42 54,70 49,90
Sesquiterpenos oxigenados 36,40 17,82 18,52 28,48 2342 32,00 36,51 26,62 31,52 34,10 3342 32,04 29,24
Outros (aldeidos, dlcool, etc) 1,56 10,91 1,59 2,72 5,55 1,27 7,52 - - 0,04 - - 2,60
Nao identificado - - - 0,94 - 0,31 - - - - 0,16 0,14 0,13

IR*: indice de retencdo experimental usando coluna DB-5. -: constituinte ndo detectado.
Numero de inje¢des por época: 9. Desvio padrao: + 0,32.



46

Tabela 3. Concentragdes relativas de monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos
hidrocarbonados e de sesquiterpenos oxigenados no 6leo essencial das
folhas e ramos novos de Aristolochia cymbifera, coletadas em diferentes
épocas do ano. IF Goiano- Campus Rio Verde, GO, 2011.

Classes de terpenos

. Monoterpenos Sesquiterpenos Sesquiterpenos
Epoca do ano oxigenados hidrocarbonados oxigenados
Agosto 1,63 B” 51,63 A 36,40 A
Setembro 1,31 B 44,68 A 17,82 B
Outubro 1,81 B 52,60 A 18,52 B
Novembro 391 A 55,41 A 28,48 A
Dezembro 6,90 A 47,78 A 23,42 B
Janeiro 391 A 41,42 A 31,99 A
Fevereiro 7,86 A 24,00 B 36,51 A
Marco 0,00 B 62,29 A 26,62 A
Abril 0,06 B 56,38 A 31,52 A
Maio 0,18 B 50,55 A 34,09 A
Junho 0,07 B 56,42 A 33,42 A
Julho 0,08 B 54,69 A 32,04 A

“Médias seguidas pela mesma letra maidscula entre época do ano de colheita, ndo
diferem entre si pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4. Concentracdes relativas de biciclogermacreno no 6leo essencial das folhas e
ramos novos de Aristolochia cymbifera, coletadas em diferentes hordrios do
dia e épocas. IF Goiano- Campus Rio Verde, GO, 2011.

Horario de coleta

Epoca do ano 06:00 12:00 18:00
Biciclogermacreno

Agosto 0,72 Ca” 2,79 Ca 3,23 Ca
Setembro 2,86 Ca 8,43 Ca 2,66 Ca
Outubro 14,85 Ba 18,68 Ba 9,19 Ba
Novembro 20,88 Ba 15,16 Ba 12,69 Ba
Dezembro 9,03 Ca 4,89 Ca 7,77 Ba
Janeiro 4,71 Ca 5,11 Ca 5,92 Ba
Fevereiro 1,37 Ca 2,19 Ca 0,00 Ca
Marg¢o 28,06 Ab 44,12 Aa 28,75 Ab
Abril 18,64 Ba 21,81 Ba 21,58 Aa
Maio 8,81 Cb 18,74 Ba 8,83 Bb
Junho 24,76 Aa 23,62 Ba 22,23 Aa
Julho 23,51 Aa 23,33 Ba 21,90 Aa

“Médias seguidas pela mesma letra maitdscula entre época do ano de colheita, mindscula
entre hordrio ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.
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CAPITULO III

TEOR E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss.
EM DIFERENTES ESTACOES E HORARIOS DE COLETA

RESUMO

Alguns fatores podem influenciar a producao dos metabdlitos especiais pela planta. Os
terpenos sdo os componentes de dleos voldteis mais encontrados em vdrias partes de
plantas. Objetivou-se avaliar a variacdo circadiana e sazonal no teor € composi¢ao
quimica do dleo essencial extraido de folhas de murici (Byrsonima verbascifolia Rich.
ex A. Juss.). O dleo essencial foi obtido por hidrodestilagao em Clevenger e analisado
por CG/EM. As andlises quimicas indicaram preponderante concentracdo de
sesquiterpenos oxigenados e menor de monoterpenos oxigenados. Os componentes
majoritarios do O6leo essencial foram representados pelo pentacosano (2,747% a
9,613%), espatulenol (3,398% a 10,552%) e dietil éster do dcido benzeno-1,2-
dicarboxilico (3,861 a 15,307%). Nao houve influéncia da variacio sazonal e circadiana
sobre o teor do 6leo essencial. Por outro lado, a composicdo quimica do 6leo essencial
sofreu influéncia da variacdo sazonal, sendo que os monoterpenos oxigenados e
sesquiterpenos hidrocarbonados obtiveram maiores concentracdes na primavera € no
verdo, enquanto para os sesquiterpenos oxigenados a maior concentracio ocorreu no
outono, sem ocorréncia de variagdo circadiana. Dentre os constituintes majoritdrios,
somente o espatulenol sofreu influéncia da variagdo sazonal, obtendo maior
concentracao no outono, entretanto também nao ocorreu variagdo circadiana.

Palavras-chave: murici, monoterpenos, sesquiterpenos, sazonalidade, variagdo

circadiana
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CHAPTER III

CONTENT AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL
OF Byrsonima verbascifolia Rich. Ex A. Juss.
IN DIFFERENT SEASONS AND TIMES OF COLLECTION

ABSTRACT

Several factors can influence the production of special metabolites by plant.
Terpenes are the components of volatile oils most found in many parts of plants. The
objective was to evaluate the circadian seasonal variation content in the amount and
chemical composition of essential oil extracted from leaves murici (Byrsonima
verbascifolia Rich. Ex A. Juss.). The essential oil was obtained by hydrodistillation in
Clevenger and analyzed by GC / MS. Chemical analysis showed predominant
concentration of oxygenated sesquiterpenes and lower oxygenated monoterpenes. The
major components of the essential oil are represented by Pentacosane (2.747% to
9.613%), spathulenol (3.398% and 10.552%) and diethyl ester of benzene-1, 2 -
dicarboxylic acid (3.861 to 15.307%). The essencial oil content was not influenced by
circadian and seasonal variation. Moreover, the chemical composition of the essential
oil suffered influenced of seasonal variation, and the oxygenated monoterpenes and
sesquiterpene obtained higher hydrocarbon concentrations in spring and summer, while
to the oxygenated sesquiterpenes the highest concentration occurred in autumm, without
occurrence of circadian variation. .Only spathulenol was influenced by seasonal
variation within the majority group, with higher concentration in autumm,, however

there was also no circadian variation.

Key words: murici, monoterpenes, sesquiterpenes, seasonality, circadian variation
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INTRODUCAO

O consumo de fitoterdpicos no Brasil e no mundo tem crescido muito, ndao
apenas devido ao incentivo da Organizacdo Mundial da Saide (WHO, 2007), mas
também pela busca de novas alternativas que aliem menor efeito colateral e baixo
custo.'? O bioma Cerrado é considerado o segundo maior bioma brasileiro em
diversidade, contando com mais de 7.000 mil espécies.3 Diante de tanta diversidade €
possivel que haja diversos compostos que contém principios ativos com atividade
terapéutica, como os metabdlitos secunddrios ou especiais, principalmente os 6leos
essenciais, entretanto alguns fatores ambientais e fisiolégicos podem interferir ndao
apenas nos teores, mas também na qualidade, dificultando o processamento nas
inddstrias de cosméticos, alimenticia e de fitoterdpicos.*™ Dos fatores que podem afetar
a producdo dos Oleos podemos destacar especialmente o ritmo circadiano e a
sazonalidade, visto que a natureza e a produc@o dos constituintes pode ndo ser constante
durante o ano.’

O género Byrsonima possui cerca de 150 espécies, sendo que 60 delas sao
encontradas no Brasil.”® Encontra-se distribuido no Distrito Federal e nos Estados do
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Bahia, Tocantins e
Paraiba.’ E popularmente conhecido como “murici”’, “murici-pequeno”, “murici-
rasteiro”, “orelha-de-veado”, entre outros nomes, sendo empregados desde o preparo de
alimentos como sucos, licores, picolés e geleias, até a utilizacio na medicina
tradicional.'® O uso popular tem se estendido a atividades antiasméticas, antitérmicas e
no tratamento de infeccOes de pele, sendo que sua casca possui ainda efeito
antidiarreico e adstringente.”'12 As folhas associadas aos ramos sio antissifiliticas,
diuréticas e eméticas. A industria alimenticia e farmacéutica utiliza o 6leo extraido da
semente.”” Dentre vinte e quatro extratos de plantas tradicionalmente utilizadas na
Colombia para o tratamento de doencas de pele, o extrato metandlico de B.
verbascifolia Rich. Ex A. Juss., foi o que demonstrou atividades antimicrobiana e
antivirais mais potentes. '*

Estudos fitoquimicos realizados com B. verbascifolia identificaram presenca de
compostos fendlicos e terpénicos, entre eles taninos, flavonoides e triterpenos nas folhas
e na casca.'”” Apesar de alguns derivados flavonoidicos terem sido isolados de
Byrsonima, a classe de substincias naturais de maior ocorréncia neste género sao 0s
triterpenos. Na espécie B. verbascifolia foram isolados 7 constituintes triterpenoides,

, A . 16 v~ . . .
através de um extrato hexanico da casca do caule. ~ Ja em B. crassifolia, B. microphylla
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e B.verbascifolia foi relatada a ocorréncia de sulfonoglicolipidios, esteroides,
triterpenos, ésteres aromaticos, aminodcidos e proalntocialnidinals.17

O uso etnofarmacolégico tem despertado um grande interesse em identificar a
constituicdo quimica e o potencial farmacoldgico das espécies do género Byrsonima,
entretanto dentre cerca de 150 espécies, apenas 13 foram extensivamente estudadas,
sendo que em grande parte desses trabalhos ndo foi dado continuidade e ainda ndo se
identificou o metabdlito responsdvel pela atividade popularmente atribuida.'® Nesses
estudos foram identificados principalmente compostos fendlicos através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, enquanto os trabalhos relacionados a
identificacdo de terpenoides, através de cromatografia gasosa acoplada a espectometro
de massas sdo pouco evidentes, principalmente quando se trata da extracao de folhas da
espécie Byrsonima verbascifolia. Nesse aspecto, o presente estudo teve como objetivo
determinar a composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de Byrsonima
verbascifolia Rich. ex A. Juss e avaliar a variabilidade circadiana e sazonal no teor e

composi¢ao quimica do mesmo.

PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

Folhas de B. verbascifolia, foram coletadas em plantas adultas, de uma
populacdo nativa, localizadas no municipio de Rio Verde-GO, cujas coordenadas sdo
latitude (S) 18°02°02.6” e longitude (WO) 50°57°10.1” com altitude de 771 metros. A
exsicata se encontra depositada no Herbarium Jataiense na Universidade Federal de
Goidas, campus Jatai, sob o codigo HJ 5643.

Foram delimitados grupos de plantas de murici compostos por dois exemplares
de cada bloco, separados entre si a uma distancia de 50m. As coletas ocorreram em trés
blocos, em trés horarios diferentes (6h, 12h e 18h), foram mensais (dezembro de 2010 a
novembro de 2011), agrupadas por estagdes do ano e realizadas sempre na primeira
semana. As estacOes ficaram distribuidas da seguinte forma: primavera (outubro-
dezembro), verdo (janeiro-margo), outono (abril-junho) e inverno (julho-setembro). A
umidade do solo foi acompanhada pelo método gravimétrico, em cada uma das 12
coletas, sendo uma para cada bloco, em que as amostras foram coletadas na camada de

0 a 20 cm de profundidade, no dia das coletas de folhas, sempre as 12h.
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Ap0s as coletas o material vegetal foi levado para a Se¢do de Produtos Naturais
do Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Federal Goiano/Campus Rio
Verde-GO e submetido a desidratagdo em estufa com circulagdo forcada a temperatura
maxima de 35 °C até massa constante momentos antes da extracdo. O material vegetal
foi pulverizado em moinho de facas tipo Willye Modelo-TE-650, sem utilizacdo de

peneiras, no momento da extragao.

Extracao dos 6leos essenciais

Apés a moagem, trés amostras de 50 g de fitomassa foram tomadas para cada
época de coleta, e trés para cada horario, que foram transferidas para um baldo
volumétrico de 3000 mL e acrescentado um volume de 800 mL de dgua destilada. Para
extracdo do 6leo essencial o método utilizado foi o de hidrodestilagdo, utilizando o
aparelho de Clevenger modificado por um periodo de 120 minutos. O 6leo essencial foi
separado do hidrolato por particao liquido-liquido, empregando trés lavagens com
diclorometano, e a fase orgénica retirada e seca com sulfato de sodio anidro. O sal foi
removido por filtracdo simples, e posteriormente o solvente organico foi evaporado a
temperatura ambiente, sob capela de exaustdo de gases, até peso constante. O dleo foi
conservado em geladeira até as andlises quimicas. O teor de 6leo essencial foi expresso
com base na matéria seca da amostra, calculado através da férmula:

T% = massa de 6leo (g) / 50g x 100

Analises quimicas dos 6leos essenciais

As andlises quimicas foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, em aparelho de cromatografia gasosa
acoplada a um espectrometro de massas quadrupular (CG-EM), Shimadzu QP5050A
(Kyoto, Japao), nas seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar de silica fundida,
modelo DB-5 (30 m de comprimento X 0,25 mm de diametro interno X 0,25 pm de
espessura do filme) (Shimadzu, Japdo), com fluxo de 1 mL.min"" de hélio como gés de
arraste; a temperatura inicial do forno foi de 60°C, mantendo uma rampa de temperatura
de 3°C.min™" até 240°C e, em seguida, uma rampa de 10°C.min"" até 270°C, mantendo
uma isoterma de 7 min, totalizando 70 min. de corrida. A energia de ionizagdo do
detector foi de 70 eV, sendo o volume de injecdo da amostra de 1,0 puL diluidas em
diclorometano (grau ultrarresiduo, Baker, EUA) em uma razao de inje¢do de 1:20. As

andlises foram realizadas em triplicata. As temperaturas do injetor e do detector foram
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mantidas em 220 e 240 °C, respectivamente. A andlise foi conduzida no modo
varredura, a uma velocidade de 2,0 varredura.s'l, com um intervalo de massas de 45-500
m/z.

Os compostos voléteis foram identificados por comparacdo dos espectros de
massas obtidos, com os registros da biblioteca computacional Wiley e FFNSC 1.2 e
também pela determinacio dos indices de reten¢io (IR), ' relativo a série de n-alcanos
de (Cg-Cyp), nas mesmas condi¢des cromatograficas empregadas os dleos essenciais. Os
valores assim obtidos foram entdo comparados com os indices de Kovats disponiveis na

. 20
literatura.

Anadlise estatistica

Para a determinagdo do teor e da composicdo quimica do 6leo essencial das
folhas e ramos novos de A. cymbifera, o delineamento utilizado foi blocos ao acaso em
esquema fatorial 4 x 3, com trés repeti¢des, sendo 12 épocas e 3 hordrios de coletas. Os
dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas a 5% de

probabilidade utilizando o Sistema para Andlise de Variéncia (SISVAR).*!
RESULTADOS E DISCUSSAO

Teor de dleo essencial

O dleo essencial das folhas secas de B. verbascifolia caracterizou-se por um
liquido levemente amarelado, de baixa viscosidade e odor pouco caracteristico. Para o
teor de 6leo essencial ndo houve interacdo entre os fatores estacdes e hordrios. Também
nao houve diferenca nos teores de 6leo com relacio as estacdes e hordrios, com teores
variando de (0,003% a 0,005%), para ambos os fatores (Tabela 1). Em estudo avaliando
o nivel de irradiancia na producdo dos 6leos essenciais de Hyptis marrubiodes Epl., o
teor de 6leo também ndo sofreu allteralg;a?lo.22

Diante dos dados obtidos, nas condi¢des do municipio de Rio Verde-GO, ¢é
possivel afirmar que a coleta pode ser realizada em qualquer estacdo do ano, nos trés
horérios analisados. Apesar da producdo de fitomassa ndo ter sido analisada, observou-
se que durante a primavera e o verdo ocorreu maior produgdo de folhas pela planta, o

que pode aumentar o rendimento de 6leo essencial nesse periodo.

Analise quimica
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A composi¢do quimica dos 6leos essenciais da parte aérea de B. verbascifolia
sofreu variacdo entre as estagdes estudadas (Tabela 2). Algumas substancias (4cido
isobutirico, P-bisaboleno e outras), nao foram detectadas em todas as estacdes,
possivelmente por causa da variagdo sazonal, mediante a influéncia de fatores abidticos,
como exemplo a luz. Em estudo avaliando o nivel de irradidncia na composi¢do quimica
dos 6leos essenciais de Hyptis marrubiodes Epl., a composi¢do do 6leo foi influenciada
nos componentes iso-3-tujanol e 8-cadineno.”

Os compostos nerolidol, dietil éster do dcido benzeno-1,2-dicarboxilico,
espatulenol, (Z.Z)-farnesol e pentacosano, estiveram presentes em todas as estacoes
avaliadas, com percentuais acima de 1%. Entre estes, o composto espatulenol foi
encontrado na camada epicuticular de folhas de diversas espécies, tal como B. linearis,
sendo-lhe atribuida atividade anti-inseticida, além de prote¢do contra dessecacdo pela
dissipacdo do excesso de luz.>* 0 composto nerolidol € citado por sua acdo promotora
de absorcdo, pela reorientacdo ao longo da bicamada lipidica da pele, conferindo-lhe
reforco.”>*°

Foram identificados 48 constituintes quimicos no o6leo essencial de B.
verbascifolia, nas diferentes estacdes do ano, sendo que as concentracdes relativas
variaram de (2,782% a 17,386%) para monoterpenos oxigenados, (22,496% a 45,646%)
para sesquiterpenos oxigenados, (3,437% a 31,430%) para sesquiterpenos
hidrocarbonados e (18,613% a 49,088%) para outros constituintes como alcoois, dcidos,

hidrocarbonetos, hidrocarbonetos de cadeia longa e aldeidos (Tabelas 2 e 3).

Exceto para o inverno, houve predominio de sesquiterpenos. No inverno foi de
alcodis, hidrocarbonetos, ésteres, etc. Para todas as classes ndo houve interagao entre os
fatores estacdo e hordrio de coleta. Com relacdo a estacdo, maior porcentagem de
monoterpenos oxigenados foi observada na primavera e no verdao (15,20 e 17,38%),
conforme Tabela 3. Maior enfolhamento, inicio de formacdo de frutos (Figura 1 A), e
frutos completamente formados ocorreram na primavera (Figura 1 B), quando a
temperatura média estava acima de 23°C, umidade relativa do ar acima de 70%,
precipitacdo média mensal maior que 200 mm e umidade do solo, maior que 10%
(Figuras 2A, 2B, 2C e 2D). A umidade do solo permaneceu elevada da primavera até o
verdo, caindo abaixo de 5% no inverno, quando a precipitacdo foi quase ausente. A
maturacao dos frutos (Figura 1 C) ocorreu entre o final da primavera e o verdo. Entre os
hordrios (6h, 12h e 18h), ndo houve diferenca nas concentracdes relativas de

monoterpenos oxigenados.
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Para os sesquiterpenos hidrocarbonados os maiores teores foram obtidos na
primavera (27,82%) e no verdo (31,43%)(Tabela 3). Com a chegada das primeiras
chuvas no inicio da primavera e consequente aumento de UR e umidade do solo,
surgiram novas brotacdes (Figura 1 F) e as primeiras flores (Figura 1 G). Apds a
precipitacdo ultrapassar 250 mm mensais ocorreu o florescimento pleno até o fim da
estacdo (Figura 1 H). Entre os hordrios ndo foram observadas diferencas (20,84; 16,75 e
14,32%) respectivamente. J4 nos sesquiterpenos oxigenados, o maior percentual foi
encontrado no outono (45,64%), quando ocorria diminui¢do da temperatura, enquanto
para os hordrios ndo houve diferenca entre os teores obtidos (29,31; 32,2 € 29,01%).

O somatério das demais classes (4alcoois, ésteres, hidrocarbonetos e outros) foi
maior no periodo seco do ano (inverno). Nesta estacdo a umidade relativa do ar estava
abaixo de 50% e a umidade do solo abaixo de 5% (Figura 2 B e D), as folhas tinham
aspecto amarelado ou completamente seco (Figura 1 E) provocando a senescéncia das
mesmas. Também foi observado que algumas folhas tinham lesdes castanho-
avermelhadas, possivelmente relacionadas a algum tipo de resposta bioldgica/fisiologica
da planta (Figura 1 D).

Os trés componentes majoritdrios do Oleo essencial das folhas de B.
verbascifolia Rich. ex A. Juss foram o hidrocarboneto de cadeia longa (pentacosano), o
éster (dietil éster do 4cido benzeno-1,2-dicarboxilico) e o sesquiterpeno oxigenado
(espatulenol). Nao houve interacdo entre os fatores estacdo e hordrio de coleta, para
nenhum destes compostos, entretanto maiores teores de espatulenol foram observados
no outono (15,30%), quando a umidade no solo ainda ndo tinha diminuido muito, mas
ocorreu redugdo da precipitacdo, temperatura média e umidade relativa do ar (Figura 2).

A variacdo da composi¢do quimica de 6leos essenciais em fungdo da variagao
sazonal € citada em alguns estudos. Na espécie Hyptis marrubioides Epl., (Lamiaceae),
foi constatado que os sesquiterpenos nao oxigenados (cadaleno, germacreno D, a-
copaeno e a-cariofileno) e oxigenados (cariofilenol e cedrol), apesar de encontrados em
quantidades bem menores no 6leo essencial, tiveram diferengas quantitativas ao longo
das estacdes.”” A concentracdo dos compostos majoritdrios (E)-cariofileno, espatulenol,
biciclogermacreno e 6xido de cariofileno do 6leo essencial de Elyunurus muticus
(Sprengel) O. Kuntze (Poaceae) sofreram variacdo conforme a época de coleta das
plantas. 28

Para o pentacosano e o dietil éster do 4cido benzeno-1,2-dicarboxilico, nao

houve diferencas entre as estagdes coletadas (Tabela 4). Também ndo foram observadas
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variacdes nos teores de nenhum dos trés compostos majoritdrios, nos trés hordrios
coletados (Tabela 5). Em estudos realizados com amostras obtidas de habitat natural, de
plantas de espécie selvagem Eremanthus seidelii (Asteraceae), foi observado que os
metabolitos secunddrios mantiveram em concentracdes constantes, indicando que

S . . ~ 29,6
fatores ambientais nem sempre influenciam a produgdo destes compostos. o

CONCLUSOES

O odleo essencial das folhas de B. verbascifolia Rich. ex A. Juss € constituido
por monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbonados e sesquiterpenos
oxigenados, sendo a maior parte sesquiterpenos oxigenados € a menor monoterpenos
oxigenados. Os componentes majoritdrios do Oleo essencial foram pentacosano
(9,93%), espatulenol (7,46%) e dietil éster do 4cido benzeno-1,2-dicarboxilico (6,92%).

Nao houve influéncia da variacdo sazonal e circadiana sobre o teor de 6leo
essencial. A classe dos terpenos sofreu influéncia da variacdo sazonal, sendo que os
monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos hidrocarbonados obtiveram maiores
percentuais na primavera e verao, enquanto nos sesquiterpenos oxigenados o percentual
foi maior no outono, entretanto a variacao circadiana ndo ocorreu para esta classe. Nos
compostos majoritdrios, somente o constituinte espatulenol sofreu influéncia da

variag¢do sazonal, obtendo maior concentragao relativa no outono.
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Tabela 1. Teor de 6leo essencial (TOE) das folhas de Murici (Byrsonima verbascifolia
Rich. ex A. Juss.), coletadas em diferentes estacdes do ano e horérios do dia,
IF Goiano- Campus Rio Verde, GO, 2012.

Estacdes do ano Primavera Verao Outono Inverno
TOE (%) 0,003 a 0,005 a 0,004 a 0,005 a
Horarios de coleta (h) 6h 12h 18h
TOE (%) 0,005 a 0,003 a 0,004 a

“Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.



58

Tabela 2. Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de Murici (Byrsonima

verbascifolia Rich.

ex A. Juss.),

coletadas entre dezembro/2010 a

novembro/2011. Compostos listados em ordem de elui¢io de uma coluna
DB-5. IF Goiano- Campus Rio Verde, GO, 2012.

Compostos Classificacio IR* PRIMAVERA VERAO OUTONO INVERNO X
Hex-3(Z)-enol ALCoOOL 849 2,243 5,880 0,755 - 2220c
Ester butilico do 4cido butanéico ESTER 948 3,327 0,785 - 0,004 1,029¢c
Octen-3-ol ALCOOL 981 - 0,143 - - 0,036¢
Acido butanoico (butil) Ester ESTER 990 3,307 0,109 1,570 0,402 1,347 ¢
(Z)Oxido de linalol MO 1064 1,040 7,431 0,220 0,008 2,175¢
Linalol MO 1098 4,681 2,132 0,591 2,038 2,361c
3,7-dimetil Octanol ALCOOL 1189 0,196 2,339 5,961 5,758 3,564 b
a-Terpineol MO 1190 0,639 0,652 0,192 0,316 0,450 c¢c
Decanal ALDEIDO 1200 - 0,051 - - 0,013¢c
Acido isobutirico ACIDO 1211 - - - 1,046 0,262¢C
Nerol MO 1225 - 0,492 0,455 0,134 0,270c¢c
Geraniol MO 1270 8,301 5,948 0,959 0,904 4,028 b
Eugenol FP 1359 0,546 0,731 0,366 0,834 0,619¢c
Acido decanoico ACIDO 1363 - 0,069 0,090 0,007 0,041 ¢
Undecanol ALCooL 1364 0,044 - - 0,463 0,127 c
Ciclosativeno SH 1368 0,138 0,287 0,202 0,006 0,158 ¢
B-Bourboneno SH 1381 0,979 0,137 0,021 0,036 0,293 ¢
B-Elemeno SH 1390 2,881 1,566 0,036 0,180 1,166 ¢
a-Himachaleno SH 1442 9,389 8,874 0,850 1,511 5,156 b
a-Humulene SH 1452 1,234 1,266 0,040 0,008 0,637 c
(E)-B-farneseno SH 1459 1,258 2,005 0,138 0,331 0,933¢c
Germacrene D SH 1464 0,853 0,216 0,054 0,073 0,299 ¢
Aromadendreno SH 1471 1,133 1,805 0,796 1,633 1,341¢c
Viridifloreno SH 1478 0,366 0,167 0,210 0,067 0,202 ¢
B-Selineno SH 1478 0,666 0,437 0,149 0,032 0,321 ¢
Biciclogermacreno SH 1489 8,294 10,149 0,847 1,093 5,096 b
B-Bisaboleno SH 1500 - 2,937 - 0,053 0,748c¢
a-Bulneseno SH 1509 - 0,434 0,041 1,514 0,497 c
§-Cadineno SH 1514 - 0,566 0,018 0,002 0,147 c
Nerolidol SO 1530 7,306 6,398 5,000 3,509 5,678 b
a-Elemol SO 1542 0,101 0,361 4,010 6,129 2,650 c
Germacrene B SH 1547 0,638 0,584 0,036 0,009 0,317 ¢
Dietil éster do 4cido Benzeno-1,2 dicarboxilico ESTER 1557 3,401 5,797 10,552 7,925 6,919a
Espatulenol SO 1573 3,863 5,936 15,309 4,755 7,466 a
Oxido de cariofileno SO 1573 3,722 5,650 3,201 2,666 3,810 b
Viridiflorol SO 1579 0,724 - 1,201 1,069 0,748 c
a-Bisabolol SO 1664 0,068 0,108 0,019 0,036 0,058 c
Heptadecano HC 1691 - 0,061 0,161 0,175 0,099 c
Heptadecanol ALCOOL 1698 1,983 0,138 3,057 8,459 3,409b
(Z,Z) Farnesol SO 1711 8,620 2,052 4,333 4,835 4,960b
(Z) Lanceol SO 1752 0,118 0,683 0,150 0,129 0,270c¢c
10-epi-y- eudesmol SO 1770 - 0,809 12,423 4,923 4539b
Octadecano HC 1789 - 0,219 - 0,338 0,139¢
Hexadecanol ALCoOL 1860 0,105 0,232 0,039 0,973 0,337 ¢
Acido hexadecanoico (4cido palmitico) ACIDO 1964 0,692 - - 2,078 0,692¢
Eicosano HCCL 1995 0,222 0,043 0,099 1,169 0,383 ¢c
Tetracosano HCCL 2389 0,140 0,000 - 1,336 0,369 ¢
Pentacosano HCCL 2489 8,410 2,748 9,613 18,954 9,931 a
Total identificado 91,628 89,929 83,763 87,918 88,310
Monoterpenos oxigenados (MO) 15,207 17,386 2,782 4,234 9,902
Sesquiterpenos hidrocarbonados (SH) 27,829 31,431 3,437 6,546 17,311
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 24,522 22,498 45,646 28,050 30,179
QOutros (aldeido, alcodis,etc) 24,071 18,614 31,898 49,088 30,918

IR*: indice de retencdo experimental usando coluna DB-5.
Numero de inje¢des por época: 9. Desvio padrdo: + 0,33.

-: constituinte ndo detectado.
HC: hidrocarboneto; HCCL.:

hidrocarboneto de cadeia longa; FP: fenilpropanoide; MO: monoterpeno oxigenado;
SH: sesquiterpeno hidrocarbonado; SO: sesquiterpeno oxigenado.
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Tabela 3. Concentragdes relativas de monoterpenos oxigenados (MO), sesquiterpenos
hidrocarbonados (SH), sesquiterpenos oxigenados e outros, no 6leo essencial
das folhas de Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss., coletadas em
diferentes estagcdes do ano. IF Goiano- Campus Rio Verde, GO, 2012.

Estacoes do ano Classe dos terpenos
MO SH SO Qutros
Primavera 15,206 a 27,828 a 24,522 b 24,072 b
Verao 17,386 a 31,430 a 22,496 b 18,613 b
Outono 2,782 b 3,437Db 45,646 a 31,897 b
Inverno 4,234 b 6,546 b 28,050 b 49,088 a

“Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4. Concentracdes relativas de Pentacosano, Dietil éster do 4cido Benzeno-1,2-
dicarboxilico e Espatulenol do 6leo essencial das folhas de Byrsonima
verbascifolia Rich. ex A. Juss., coletadas em diferentes estagdes do ano. IF
Goiano- Campus Rio Verde, GO, 2012.

~ Compostos majoritarios
Estacoes do ano P J

Pentacosano Dietil éster do acido Espatulenol
Benzeno-1,2- dicarboxilico
Primavera 8,410 a 3,398 a 3,861 b
Verao 2,747 a 5,795 a 5,936 b
Outono 9,613 a 10,552 a 15,307 a
Inverno 18,953 a 7,924 a 4,754 b

“Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Planta de murici Byrsonima verbascifolia Rich. ex A. Juss. A - Maior enfolhamento e inicio
de formacdo de frutos. B - Frutos formados na primavera. C - Frutos em amadurecimento no
verdo. D - Lesdes castanho-avermelhadas no inverno. E - Folhas amareladas ou
completamente secas no inverno. F - Inicio de brotacio na primavera. G - Inicio de florada na
primavera. H - Florescimento pleno na primavera. Fotos: Henrique Antonio de Oliveira
Lourenco.
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Figura 2. Dados meteoroldgicos e umidade do solo em base imida (médias mensais) no
periodo de dezembro de 2010 a novembro de 2011, no municipio de Rio Verde-GO.
A - Temperatura média (°C). B - Umidade relativa do ar (%). C - Precipitacdo (mm).
D - Umidade do solo (%). Fonte: INMET / Universidade de Rio Verde.
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CONCLUSAO GERAL

O 6leo essencial das folhas e ramos novos de Aristolochia cymbifera Mart &
Zucc, é constituido principalmente pela classe dos terpenos, sendo que houve
predominio dos sesquiterpenos e uma menor fracio de monoterpenos oxigenados.
Ocorreu maior influéncia sazonal e pouca influéncia da variacdo circadiana no teor de
Oleo essencial, sendo que apenas a sazonalidade influenciou o teor dos terpenos. Nos
compostos majoritarios houve interagao entre os fatores, com maior influéncia sazonal e
pouca variagdo circadiana, entretanto, para alguns dos compostos nao houve interagao,
ocorrendo apenas influéncia sazonal sobre 0s mesmos.

O dleo essencial das folhas de B. verbascifolia Rich. ex A. Juss € constituido
principalmente por sesquiterpenos oxigenados € uma menor fracdo de monoterpenos
oxigenados. Nao houve influéncia da varia¢do sazonal e circadiana sobre o teor de dleo
essencial. A classe dos terpenos sofreu influéncia da variacao sazonal, os monoterpenos
oxigenados e sesquiterpenos hidrocarbonados obtiveram maiores percentuais na
primavera e verdao, enquanto nos sesquiterpenos oxigenados o percentual foi maior no
outono, entretanto a varia¢do circadiana ndo ocorreu para esta classe. Nos compostos
majoritarios, somente o constituinte espatulenol sofreu influéncia da variacdo sazonal,

obtendo maior percentual de drea no outono.



