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RESUMO

A espécie Eugenia punicifolia (Kunth) € um arbusto aromético da familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como murta e cereja do campo, utilizada popularmente
como planta medicinal. Com o objetivo de extrair e identificar os constituintes
volateis desta espécie foi realizado um estudo circadiano do 6leo essencial das
folhas de Eugenia punicifolia (Kunth) do municipio de Ilha Grande do Piaui. Os 6leos
essenciais, foram extraidos de um mesmo exemplar, em trés horarios diferentes
(08:00, 12:00 e 16:00 horas), utilizando a técnica de hidrodestilacdo em aparelho
doseador tipo Clevenger modificado por O. R. Gottlieb, e analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O rendimento dos
Oleos obtidos teve uma consideravel variacdo, sendo o melhor rendimento obtido na
coleta de 16:00h (0,087%). Os Oleos extraidos apresentaram variacbes em seus
constituintes quimicos volateis, sendo identificados 59 compostos diferentes no
estudo circadiano. Dentre eles, onze compostos apresentaram teores majoritarios,
ou seja, igual ou acima de 3% (a-Pineno, (1S)-6,6-dimetil-2-metileno-
biciclo[3.1.1]heptano, (Z)-3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno, 3,7,7-trimetil-biciclo[4.1.0]hept-2-
eno, 1l-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1-metiletilideno)ciclohexano, cariofileno,
[3aS-(3a.a.,3b.B.,4.8.,7.a.,7aS*octahidro-7-metil-3-metileno-4-(1-metiletil)  -1H-ciclo
penta[1,3]ciclopropa[l,2]benzeno, [1S-(1.a.,2.B3.,4.8.)]-1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-meti
letenil)-ciclohexano, 6xido de cariofileno, 1-metil-2-(1-metiletil)-benzeno e (E)-3,7-
dimetiloct-1,3,6-trieno), destacando o cariofileno com maior percentual nos trés
horérios de coleta. Este estudo € importante pois servira como base para futuros
pesquisadores que pretendam estudar atividades farmacolégicas/biol6gicas como
antifangica, anti-inflamatoria e a toxicidade da espécie.

Palavras-chave: Estudo circadiano. Cariofileno. Oleo essencial.



ABSTRACT

The species Eugenia punicifolia (Kunth) is an aromatic shrub of the family
Myrtaceae, popularly known as murta and field cherry, popularly used as a medicinal
plant. With the objective of extract and identify the volatile constituents of this
species, a circadian study of the essential oil of the leaves of Eugenia punicifolia
(Kunth) of the municipality of Large Island from Piaui was carried out. The essential
oils were extracted from the same exemplary at three different times (08:00, 12:00
and 16:00 hours), using the Hydrodetilation technique in a Clevenger dosing device
modified by OR Gottlieb, and analyzed by Coupled Gas Chromatography Mass
Spectrometry. The yield obtained of the oils had a considerable variation, being the
best yield obtained in the collection of 16:00h (0,087%). The extracted oils presented
variations in their volatile chemical constituents, being identified 59 different
compounds in the circadian study. Among them, eleven compounds presented major
contents, that is, equal to or above 3% (a-pinene, (1S)-6,6-dimethyl-2-methylene-
bicyclo[3.1.1]heptane, (Z)-3,1-methylethyl-2-(1-methylethenyl)-4-cyclohexanecarboxy
late, 1-ethenyl-1-methyl-7-dimethyl-1,3,6-triene, 3,7,7-trimethylbicyclo [4.1.0]hept-2-
ene, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-(1-methylethylidene) cyclohexane,
caryophyllene, [3aS-(3a.alpha.,3.beta.,4.beta.,7.alpha.,7.alpha.-octahydro-7-methyl-
3-methylethyl)-1H-cyclopenta[1,3]cyclopropall,2]benzene, [1S-(1.alpha.,2.beta.,4.be
ta.]-1-ethenyl-2,4-bis(1-methylethyl)cyclohexane, caryophyllene oxide, 1-methyl-2-(1-
methylethyl)benzene and (E)-3,7-dimethyloct-1,3,6-triene),  highlighting  the
caryophyllene with the highest percentage in the three collection times. The study is
important because it will serve as the basis for future researchers who want to study
pharmacological/biological activities as antifungal, anti-inflammatory and toxicity of
the species.

Key words: Circadian study. Caryophyllene. Essential oil.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, existe uma pequena porcentagem (2%) de espécies catalogadas,
que seu uso na medicina é comprovado cientificamente. Com base nisto, devem ser
priorizados o0s estudos com as plantas nativas, pois o Brasil possui a maior
diversidade de espécies vegetais do mundo (MARTINS, 2012). A utilizacdo de
plantas medicinais é uma prética bastante aperfeicoada a acdo humana, uma vez
que seus estudos tem um marco historico para a prevencdo e até mesmo cura de
doencas. Vale ressaltar a capacidade que as plantas tém em produzir uma grande
variedade de metabolitos secundarios.

Tradicionalmente, as plantas tém sido empregadas no controle de varias
doencas e pragas por populagbes de todos os continentes (LUPE, 2007). Assim,
estudos sobre produtos naturais tém aumentado no decorrer dos anos,
possibiltando o isolamento de novos compostos com  potencial
farmacoldgico/biolégico, assim como taninos, terpendides, alcalbides, fendis,
flavonodides, dentre outras classes (GURIB-FAKIM, 2006).

Diversas espécies sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios volateis,
estas, sdo também conhecidas como plantas aromaticas. Esses vegetais constituem
um grupo importante das plantas medicinais, principalmente por apresentarem 6leos
essenciais em suas folhas, flores, cascas de frutas e outras partes, tendo muitos
destes Oleos alguma atividade biologica (NUNES et al., 2006). Os compostos
volateis extraidos podem ser utilizados nas mais diversas &reas tais como, industrias
quimicas de perfumes, farmacologia, inseticidas, alimentos, bebidas, fumos,
estimulantes e antissépticos (MENDES, 2016).

A espécie Eugenia punicifolia (Kunth) DC. é um arbusto aromético da familia
Myrtaceae, conhecida popularmente como murta, pedra-ume-cad e cereja do
campo, utilizada no tratamento de diabetes na medicina popular amazbnica, com
ocorréncia em alguns paises da América do Sul, como Brasil, Venezuela e Paraguai
(SOBRAL, 1987; COSTA et al., 2011, RIBEIRO, 2016).

No Brasil esta espécie pode ser encontrada na maioria dos estados
brasileiros, apresentando uma maior distribuicdo na regido amazoénica (COSTA et
al., 2011), com abundancia em areas de campinaranas, capoeiras e capoeirbes
(ARRUDA e DA COSTA, 1978). De acordo com Souza e Lorenzi (2005), o periodo
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de floragcdo dessa espécie € de Junho a Marco e a época de frutificacdo pode
ocorrer por todo o ano.

Com base nos autores supracitados anteriormente, a extracao e a analise de
Oleos essenciais dessa espécie podem gerar beneficios a humanidade, pois seus
constituintes quimicos podem ser benéficos, tanto para o tratamento de doencas,
quanto na utilizacdo como cosméticos. Para que iSsO ocorra Sao necessarios
inumeros estudos e analises, para identificar quais utilidades serdo mais apropriadas
para os Oleos essenciais extraidos de E. punicifolia e quais as atividades maléficas
que esta espécie pode apresentar.

Dado isso, a presente pesquisa tem a finalidade de fazer o estudo circadiano
do 6leo essencial, dando énfase na analise, obtencao, identificacdo e variacdo da
composicdo volatil das folhas da espécie E. punicifolia coletadas no Municipio de
llha Grande do Piaui.

Os resultados obtidos serédo utilizados na comparacdo com o0s estudos da
literatura e pode proporcionar o desenvolvimento de novos produtos com uma
importante atividade econémica, sendo o Oleo essencial utilizado como fragrancia
em cosméticos, aromatizantes de alimentos, bebidas e produtos de utilidade
doméstica. Desta forma, a producdo e extrativismo desta espécie pode ser uma
alternativa ao pequeno produtor, que pode comercializar este produto in natura ou
desidratado, ou beneficia-lo para a producdo de 6leo essencial, gerando produtos

com maior valor agregado.
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2 EMBASAMENTO TEORICO

2.1 PRODUTOS NATURAIS NO BRASIL

A colonizacdo portuguesa, bem como as disputas por posses de terras no
Brasil € marcada na historia pela comercializagdo de produtos naturais, ou seja, as
especiarias. Isso possibilitou a busca do conhecimento sobre a natureza através dos
povos primitivos e indigenas. Pois 0 conhecimento adquirido por esses povos €&
considerado um ponto de partida essencial para as descobertas de substancias
toxicas e também medicinais ao longo do tempo, uma vez que o aprendizado
adquirido na convivéncia com os diferentes grupos étnicos teve sua contribuicéo
significativa para o desenvolvimento de pesquisas na area de produtos naturais
(VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

De acordo com Pinto et al., (2002):

A vinda da Corte Real para o Brasil, em 1808, e o decreto de D. Jo&o VI que
abriu os portos brasileiros as nagbes amigas pode ser considerado como
um dos primeiros marcos histéricos oficiais na ciéncia brasileira, porque foi a
partir deste decreto que comecaram a chegar ao Pais as primeiras
expedi¢des cientificas, cujo principal objetivo era dar conhecimento aos
europeus da exuberancia de nossa fauna e de nossa flora (PINTO et al.,
2002).

Nessas expedicdes de caracter cientifico vieram, o médico e botanico Carl
Friederich Von Martius e o Zo6logo Johann Baptist Spix, dois dos responséaveis pelo
nascimento do estudo sistematico da flora e fauna brasileira (PINTO et al., 2002).

Segundo Pinto et al. (2002):

Martius teve implicagdo direta com o inicio da fitoquimica brasileira. Esta
afirmacao é feita porque foi por sugestdo de von Martius que o jovem
farmacéutico aleméao, Theodoro Peckolt, em 1847, veio para o Brasil para
estudar a flora. Este farmacéutico pode ser considerado, pelo seu trabalho
fantastico, o pai da fitoquimica brasileira, além de ser o patriarca de uma
familia de cientistas notaveis que se entregaram de corpo e alma ao estudo
guimico de plantas brasileiras (PINTO et al., 2002).

A maior floresta equatorial e tropical umida do planeta é localizada no
territorio brasileiro, sendo considerado um pais de maior posse litoranea, ndo pode
renunciar as suas riquezas em produtos naturais. No Brasil, a area mais antiga de

estudos é a quimica de produtos naturais, e ainda assim nos dias atuais com o
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grande numero de pesquisadores, h4 uma variedade de plantas que até entdo nao
foi estudada e nem mesmo descoberta (PINTO et al., 2002).

O Brasil é um pais rico quanto sua diversidade, pois possui cinco principais
biomas, sendo mencionados como cerrado, floresta amazonica, caatinga, pantanal e
mata atlantica (SOUSA et al., 2008). E como isso, diversos pesquisadores de varias
instituicbes de ensino e pesquisa, ao longo das ultimas décadas, tem realizado
levantamentos fluoristicos, sendo o principal objetivo conhecer a fitodiversidade do
nordeste brasileiro, o qual pode ser favorecido com a elaboracéo de estratégias de

conservacgao e uso sustentavel da regido (GUZZI, 2012).

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

Diversas reacdes quimicas estdo sempre ocorrendo no interior das células, e
0 metabolismo representa o conjunto dessas reacdes, visando a manutencdo de
importantes funcdes vitais, no caso dos vegetais, atua na fotossintese, respiracao,
transporte de solutos entre outras funcées essenciais (FURLAN & MOTTA, 2004;
SILVA, 2014, p. 21). Para Simdes et al., (2010) os compostos quimicos que sao
formados, degradados ou apenas transformados denominam-se de metabdlitos.

As plantas sédo responsaveis pela producdo de metabdlitos, segundo Raven
(2007):

[...] Os compostos produzidos pelas plantas tém sido separados em
metabdlitos ou produtos primarios e secundéarios. Os metabdlitos primarios,
por definigdo, sdo moléculas que s@o encontradas em todas as células
vegetais e sd0 necessarios para a vida da planta. Exemplos de metabolitos
primarios sdo os aguUcares simples, os aminoacidos, as proteinas e os
acidos nucleicos. Os metabdlitos secundarios, ao contrario, séo restritos em
sua distribuigcdo, tanto dentro da planta quanto entre diferentes espécies de
plantas. Considerados em certa ocasido como produtos de dejeto, sabe-se
agora que os metabdlitos secundarios sédo importantes para a sobrevivéncia
e a propagacao das plantas que os produzem (RAVEN, 2007, p.30).

Os metabdlitos secundarios ndo sao distribuidos de maneira uniforme na
espécie vegetal. Sado produzidos em um érgédo ou tecido especifico ou tipo de célula
em determinado estagio de desenvolvimento, sendo que isso pode ocorrer durante o
desenvolvimento de flores, frutos, sementes e plantulas (RAVEN, 2007 p.30). Essas
substancias sdo produzidas em pequenas quantidades (SILVA, 2014, p. 21),

diferentemente dos metabdlitos primarios, ndo sdo encontradas em toda espécie
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vegetal e nem sempre estao incluidas nas fun¢des vitais da planta (RAVEN, 2007, p.
30; SILVA, 2014, p. 21).

De uma forma sucinta, os metabdlitos secundarios provenientes das plantas,
sao produzidos a partir de trés vias de sintese: a via do acido chiquimico, a via do
acetato-malonato e a via do acetato-mevalonato, além de substancias que se
originam a partir de aminoacidos (FURLAN & MOTTA, 2004). A figura 01 mostra a
origem dos metabdlitos secundarios que pode ser resumida a partir do metabolismo
da glicose (SIMOES et al., 2007).

Figura 01 - Representacdo esquemédtica das vias de sintese de metabdlitos

secundarios em plantas.
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Fonte: Adaptado de FURLAN & MOTTA, (2004).
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De acordo com Furlan & Motta (2004):

E a partir do metabolismo secundario que sdo produzidas substancias
como, por exemplo, os compostos fendlicos (taninos, ligninas,
fenilpropanodides — derivados da via do acido chiquimico), os terpendides
(monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos, esterdides — derivados da via
do acetato-mevalonato), os alcaloides (derivados de aminoéacidos),
constituintes de ceras epicuticulares (derivados da via do acetato-malonato),
entre outros exemplos (FURLAN & MOTTA, 2004, p. 45).

Simdes et al., (2007), ressalta que os produtos do metabolismo secundario,
garantem vantagens para a sobrevivéncia de sua espécie e para a perpetuacdo em
seu ecossistema, embora ndo sejam necessariamente essenciais, para 0 organismo
produtor (SIMOES et al., 2007).

A maioria dos metabdlitos secundarios apresenta uma grande importancia
comercial, tanto na area farmacéutica quanto em outras areas, tais como: alimentar,
agrondmica, perfumaria, etc. (SIMOES et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios podem ser subdivididos em metabolitos fixos e
volateis, sendo os Oleos essenciais formados pela mistura de varios metabolitos
volateis produzidos pelas plantas e sao responsaveis pelo aroma das plantas

aromaticas.

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

De forma geral, os Gleos essenciais podem ser chamados de 0leos etéreos ou
esséncias e sao definidos como misturas complexas de sustancias volateis,
lipofilicas, comumente odoriferas e liquidas (SIMOES et al., 2007). Utilizados como
matéria-prima principalmente na producdo de alimentos e bebidas, como
aromatizantes, apresenta uma crescente utilidade na area farmacéutica,
principalmente na producao de cosmeéticos devido as suas propriedades medicinais
comprovadas cientificamente, assim como conhecidas pela medicina popular.
Embora apresentem carater lipofilico, sdo quimicamente diferentes dos Oleos fixos
constituidos principalmente por triacilglicerideos (MONTANARI, 2010).

Os oOleos essenciais sao constituidos principalmente por substancias
terpénicas e por moléculas menores como fenilpropanoides, ésteres e outras

[{H

substancias de peso molecular baixo, estes 6leos sdo usados normalmente “in

natura”, ou seja, através de misturas, devido suas propriedades organolépticas que
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estdo associadas as diferentes substancias que fazem parte de sua composi¢ao
volatil. (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993).

De acordo com Raven (2007), os terpendides (também chamados de
terpenos) ocorrem em todas as plantas e € de longe a maior classe de metabolitos
secundérios, havendo mais de 22.000 compostos terpendides identificados. Eles
podem ser classificados de acordo com o seu numero de unidades de isopreno
(CsHg) como mostra o Quadro 01. Dentre as categorias de terpenos, as que mais se
destacam sdo os monoterpenos, cujas moléculas sdo formadas pela condensacéo
de duas unidades de isopreno e apresentam dez atomos de carbono em suas
estruturas; 0s sesquiterpenos, que consistem em trés unidades de isopreno e
apresentam quinze atomos de carbono em suas estruturas e os diterpenos, que
consistem em quatro unidades de isopreno, apresentando vinte atomos de carbono
em suas estruturas (CROTEAU et al., 2000; RAVEN, 2007).

Quadro 01 - Condensacdao de unidades de isopreno na formacao de terpendides

NUmero de
Unidade

1 5 )\/ Isopreno

10 M Monoterpendides
15 )\/\)\/\)\/ Sesquiterpendides
20 doJoJJo Diterpenoides
25 A S J_J_ Sesterpenoides
30 )\/\/k/\/k/\/k/\/k/\/k/ Triterpendides

40 A | Tetraterpendides
N Polisoprendides

NUmeros de atomos de carbono Nome ou classe

S| 0O Of g M W N

Fonte: Adaptado de SIMOES et al., (2007).
Segundo Simdes et al., (2007) os monoterpenos podem ser divididos em trés

subgrupos: aciclicos (mirceno, linalol, geraniol), monociclicos (alfa-terpineol e
terpinoleno) e biciclicos (alfa-pineno, tujona, canfora, fenchona). Dentre esses
subgrupos ha ainda outras classificagdes: hidrocarbonetos insaturados (limoneno),
alcoois (mentol), aldeidos ou cetonas (mentona, carvona), lactonas (os
monoterpenos lactbnicos sdo chamados de iridéides, ex. nepetalactonas), e

tropolonas (gama-tujaplicina) podendo ser visualizado alguns exemplos na figura 02.
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Figura 02 - Exemplos de compostos monoterpénicos de ocorréncia em Oleos

volateis
| OH
| | N OH
| | | OH
mirceno linalol geraniol o - terpineol
|
terpinoleno a- pineno tujona canfora
_ 0]
N
OH @)
N
fenchona limoneno mentol mentona
O
O
O 4
0 OH
=
=
carvona nepetalactona Y- tujaplicina

Fonte: Adaptado de SIMOES et al., (2007).

2.3.1 Fatores que afetam na composi¢cdo dos Gleos essenciais
A composicdo quimica do 6leo essencial extraido do mesmo 6rgdo de uma

mesma espécie vegetal pode variar significativamente, de acordo com o periodo de
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coleta, do clima e do tipo de solo, onde a planta se desenvolve (SIMOES &
SPITZER, 1999).

Desta maneira, os fatores genéticos e os fatores ambientais, como
sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes,
altitude, poluicdo atmosférica, ritmo circadiano e desenvolvimento, entre outros,
podem causar significativas variagbes na composi¢cdo quimica e determinam as
caracteristicas qualitativas e quantitativas dos 6leos volateis (SIMOES et al., 2004;
GOBBO-NETO & LOPES, 2007). A figura 03 mostra os principais fatores que podem
influenciar na alteracdo quantitativa e qualitativa dos metabdlitos secundarios.
Figura 03 - Principais fatores que influenciam na composicdo e no teor de

metabolitos secundarios dos 6leos volateis

Ritlmo circadiano

e N ¢ \ '--‘

RN
indice pluvio?néfrlco
Sazonalidade Radiacdo UV
' / Composigao
atmosférica

= Herbivoria e
Ataque de patégenos

P T o e
e e

Fonte: Adaptado de GOBBO-NETO & LOPES, (2007).

Segundo De Morais (2009), durante as estacbes do ano, a composicdo
quimica e o teor de 6leo essencial podem sofrer alteracdes. Nesse mesmo contexto,
Chaves (2002) revela que nos estudos de avaliacdo da época de coleta na
composicdo do Oleo essencial de folhas e inflorescéncias de alfavaca-cravo
(Ocimum gratissimum), demonstrou em seus resultados, interferéncias na

composicdo do 6leo essencial presente nas folhas em funcdo das variacbes
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climaticas, destacando o eugenol como componente majoritario no verdo e o b -
selineno e trans - cariofileno no inverno.

Na pesquisa realizada com o objetivo de avaliar a relacdo entre o estagio de
desenvolvimento e o teor de 6leo essencial em plantas de Ocimum basilicum, na
qual consistiu em duas colheitas, sendo uma aos cinco meses e outra aos dez
meses apos o plantio, Silva et al., (2003), relataram que a maior produtividade de
Oleo essencial foi obtida na coleta realizada ap6s aos dez meses do plantio.

Embora os vegetais estejam adaptados ao habitat natural, sdo capazes de
resistir a variagdes de temperatura. De Morais (2009) ressalta que estas variagoes
sdo responsaveis pelas alteracBes na producdo de metabdlitos secundarios. Na
maioria das vezes o0s 06leos essenciais provenientes das plantas apresentam um
aumento em seu teor quando se encontram em ambientes com elevada
temperatura, todavia, pode-se observar perda excessiva em dias muito quentes. De
Morais (2009) ressalta ainda que o horéario de coleta das plantas de acordo com as
observacdes ao longo do dia torna-se um aspecto relevante na producéo de oOleos
essenciais.

Nos estudos realizados por Do Nascimento et al., (2006) com a finalidade de
verificar o efeito do horario de coleta sobre o rendimento do 6leo essencial do capim-
liméo (Andropogon sp.), bem como sobre o teor de citral, componente majoritario do
seu 0Oleo essencial, mostraram que ao coletarem amostras em diferentes horarios (7,
9, 11, 13, 15 e 17 horas), constataram de acordo com seus resultados que houve
diferenca estatistica entre os horarios de coleta, apresentando maior rendimento na
coleta feita as 7 horas (5,06 mL/kg). Ja o teor de citral, apresentou maior percentual
na coleta realizada as 13 horas (91,7%), entretanto, este foi o horario de menor

producao de 6leo essencial.

2.3.2 Meétodos gerais de extracao e analise de 0leos essenciais

Um grande namero de espécies de plantas contém compostos volateis que
podem ser extraidos na forma de 6leo essencial. Existem diferentes métodos que
podem ser utilizados quando se trata da extracdo de 6leos essenciais das diferentes
partes das plantas.

Na antiguidade foi bastante utilizada, a destilagdo por arraste a vapor na
separacdo de Oleos essenciais e também na producdo de perfumes (MACHADO,

2011). De acordo com Lima Neto (2014), as principais técnicas de extracao
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utiizadas para a obtencdo de Oleos essenciais de plantas aromaticas, sdo: a
hidrodestilacdo, destilacdo por arraste a vapor, extracdo por solventes organicos,
extracdo com fluido supercritico, enfloracdo, prensagem a frio, extracdo em fase
sélida (SPE), micro extracdo em fase sélida (SPME), dentre outros.

A hidrodestilacdo e a destilagdo por arraste a vapor S&80 processos
tradicionais empregados para a obtencdo de 6leos essenciais (LIMA NETO, 2014).
No método de hidrodestilacdo como mostra a figura 04, o material a ser destilado
fica em contato direto com a agua no interior de um baléo de fundo redondo, onde é
mantido em uma manta aquecedora e acoplado ao aparelho Clevenger. Com o
aquecimento, a dgua entra em ebulicdo arrastando os compostos volateis, inclusive
o Oleo essencial presente no material, e quando ocorre 0 processo de condensacao,
0 Oleo é separado da agua formando uma mistura heterogénea, com duas fases,
devido a diferenca de polaridade e densidade entre a 4gua e o 6leo (SANTOS,
2015).

Figura 04 - Aparelhagem utilizada no método de hidrodestilacéo

Fonte: Autoria propria, (2017).

A destilacdo por arraste a vapor consiste em um meétodo, no qual o material
fica suspenso em uma placa perfurada, de modo a evitar o contato direto com a

agua em ebulicdo e entra em contato somente com o vapor d’agua. Com a ebulicao
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da agua em seu estado puro, o vapor percorre o material arrastando somente o 6leo
volatil. Nos processos posteriores, condensacao e separacdo, acontece semelhante
ao meétodo de hidrodestilacdo (OLINDA & OLIVEIRA, 2012).

Olinda & Oliveira (2012), em sua pesquisa montaram-se um meétodo de
arraste a vapor, como mostra a Figura 05, na qual a matéria prima triturada fica
colocada em um baldo de trés bocas, e em outro baldo de fundo redondo, fica
adicionada agua destilada o qual foi aguecido em uma manta. Neste método, a
amostra ndo entra em contato direto com a agua que esta em ebulicdo, o vapor
d’agua percorre o material arrastando somente o 6leo, ao passar pelo condensador
0 material cai em um kitassato que esta imerso em um recipiente contendo agua e

gelo.

Figura 05 - Aparelhagem utilizada no método de destilacdo por arraste a vapor

it (¥
[

Fonte: OLINDA & OLIVEIRA, (2012).

As técnicas mais utilizadas para analisar a composi¢cdo quimica dos oleos
essenciais, sdo: cromatografia gasosa (CG), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(LIMA NETO, 2014). A cromatografia gasosa € um método cromatogréfico, que
desempenha a funcdo de separar e quantificar os constituintes quimicos dos 6leos
essenciais (SIMOES et al., 2007).

Para que tenha mais seguranca na identificacdo da composicdo quimica dos
Oleos volateis, recomenda-se analisar também por CG-MS, pois essa técnica se
configura na combinagéo das vantagens da cromatografia gasosa (alta seletividade
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e eficiéncia de separagdo) com as vantagens da espectrometria de massas
(obtencdo de informacdo estrutural, massa molar e aumento adicional da
seletividade) permitindo a separacdo dos componentes e, além disso, a técnica
fornece um espectro de massas para cada pico (SIMOES et al., 2007; CHIARADIA
et al., 2008).

De acordo com Tonhi et al. (2002), em menos de trinta anos a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), uma técnica de separagdo, passou a ser a mais
empregada na avaliacdo qualitativa e quantitativa de 6leos volateis. As razdes que
justifica esse crescimento estdo relacionadas com as vantagens dessa técnica,
sensibilidade, eficiéncia, especificidade, rapidez e a possibilidade de separar
espécies nao volateis e termicamente instaveis, além de permitir a quantificacao de
cada composto analisado em somente uma corrida cromatografica (NAIK, 2001;
ALVES et al., 2002; TONHI et al., 2002).

2.4 CARACTERISTICAS BOTANICAS DA ESPECIE E. punicifolia

2.4.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae estd dividida em duas subfamilias, Myrtoideae e
Psiloxyloideae (WILSON, 2001; AMARAL, 2012). Sendo que a subfamilia
Psiloxyloideae € subdividida em apenas dois géneros africanos, jA Myrtoideae
compreende 15 tribos, dentre elas, a tribo myrteae, que concentra a maioria das
mirtdceas totalizando 49 géneros e cerca 2500 espécies (SOARES-SILVA, 2000;
LUCAS, 2007; LIMA, GOLDENBERG & SOBRAL, 2011).

A familia Myrtaceae apresenta uma estimativa de 132 géneros e mais de
5600 espécies (VIEIRA, 2010; LIMA, GOLDENBERG & SOBRAL, 2011). No Brasil, a
familia myrtaceae possui ocorréncias confirmadas em todos os estados brasileiros,
podendo ser visualizados na Figura 06, e se encontra entre as 10 familias com maior
riqgueza de espécies, sendo composta por 23 géneros e um pouco mais de 1.000
espécies (SOBRAL & PROENGCA, 2015; SOBRAL et al., 2015).
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Figura 06 - Estados brasileiros onde a familia Myrtaceae tém ocorréncias
confirmadas

C] Ocorréncias da familia
Myrtaceae confirmadas

C] Ocorréncias da familia
Myrtaceae ndo confirmadas

FONTE: SOBRAL et al., (2015).

2.4.2 Espécie E. punicifolia

A espécie E. punicifolia € conhecida popularmente como murta, e é
pertencente a familia Myrtaceae, na qual se encontra outras espécies frutiferas e
medicinais como a goiabeira (Psidium guajava L.) e a pitangueira (Eugenia uniflora
L.). A espécie também recebe o nome de insulina vegetal devido a sua importancia
relacionada ao tratamento de diabetes (MARTINS, 1989 apud SENRA, 2012). Na

tabela 01 é apresentada sua classificacéo cientifica.

Tabela 01- Classificacéo cientifica do arbusto E. punicifolia

Classificacao cientifica

Reino: Plantae
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Eugenia
Espécie: Eugenia punicifolia

Fonte: adaptado de MAGINA, (2008).
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O arbusto apresenta ampla distribuicdo por todos os ecossistemas brasileiros,
nos quais podem ser destacadas regifes que possuem clima arido e semiarido, pois
a espécie Eugenia punicifolia (FIGURA 07) prefere os terrenos aridos onde encontra
terra e ambiente que se adaptam perfeitamente a sua natureza especifica (CRUZ,
1982 apud SENRA, 2012).

Figura 07 - Partes da espécie Eugenia punicifolia

(A-folhas, B-botéo floral, C-flores e D-fruto). Fonte: FLORACAMPUSIUFPB, (2018), (A e D); CUNHA
et al,, (2016), (B e C).

2.4.2.1 Atividades biolégicas de Eugenia punicifolia.
Vérias espécies do género Eugenia sdo utilizadas na medicina popular. No

Brasil podem ser destacadas varias espécies medicinais como mostrado na tabela
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02. Porém ndo h& muitas pesquisas sobre as atividades farmacoldgicas da espécie

Eugenia punicifolia.

Tabela 02 - Espécies medicinais do género Eugenia no Brasil e suas utilidades

Espécies Nome Popular  Partes Usos Fontes
. S Grumixama, Cascas, Diurético,
Eugenia brasiliensis Lam. ibaporoit Folhas antireumatico Mors et al., 2000
Eugenia cauliflora O. Berg Jabuticaba Cascas Asma, diarréia, Boscolo, 2003
dor de garganta
Eugenia cf. biflora L. Murta, Pedra- Folhas DIEEIES f’e Amorozo & Gely, 1998
hume mulher
Prisdo de ventre, Bezerra et al, 2002; Mors et
Eugenia dvsenterica DC Cadaiteira Frutos, diarréia, rins, al., 2000; Vieira & Martins,
9 Y ' 9 folhas cicatrizante, 2000; Vila Verde et al.,
bexiga 2003
.. Diabetes, Campelo, 1988; Di Stasi et
Eugenia jambos L. Jambo Folhas adstringente al., 2002
L N . Albuquerque Mello, 1971;
Eugenia jambolana Lam. Jamboldo Folhas Diabetes Volpato et al., 2002
Eugenia punicifolia Murta Folhas, Z?;ggigssrf::%% Ribeiro et al., 1999; Vieira
(H.B.K.) DC. raizes do figado & Martins, 2000
. . Pitangueira Febre, diarréia em
Eugenia sulcata Spring selvagem Folhas criancas Mors et al., 2000
Eugenia supra-axﬂlarls Fruta de ta}tu, tatu- Folhas Diarréia Mors et al., 2000
Spring caa
Ribeiro, 1997; Ribeiro et
al., 1999; Mors et al., 2000;
Diarréia. gota Vieira & Matrtins, 2000;
reumatis?no ! Marodin et al., 2001;
Eugenia uniflora L. Pitanga Folhas febre. ori e’ Amorozo, 2002; Piva, 2002;
» 9ripe, Lorenzi & Matos, 2002;
colesterol

Boscolo, 2003;
Medeiros, 2003;
Coelho de Souza et al.,
2004

Fonte: adaptado de CRUZ & KAPLAN, (2006).

Estudos de Grangeiro et al., (2006), Leite et al., (2010), Sales et al., (2014) e

Basting et al., (2014), confirmaram atividades farmacolégicas da espécie E.

punicifolia.

Na medicina popular esta espécie € utilizada no tratamento de

inflamacdes e no alivio de dores. Conforme Basting et al., (2014) foi verificado estas
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indicacdes através de decoccdo ou infusdo como um agente terapéutico natural.
Nesse estudo essas atividades farmacoldgicas foram comprovadas em ensaios in
vitro, fundamentando o uso popular e demonstrando o potencial terapéutico que esta
espécie apresenta.

Na pesquisa de Grangeiro et al.,, (2006), foi comprovado a atividade
farmacoldgica do extrato aquoso da espécie E. punicifolia sobre a neurotransmissao
nicotinico-colinérgica, ja no estudo de Leite et al., (2014) foi avaliado a capacidade
anti-inflamatoéria em ensaios in vivo utilizando camundongos distréficos com lesdes

musculares.

2.4.2.2 Metabdlitos secundérios da espécie Eugenia punicifolia.

Na literatura sdo encontrados estudos sobre a composicdo dos 6leos
essenciais da espécie E. punicifolia. Nestas pesquisas sdo apresentados
metabdlitos secundarios que constituem os Oleos essenciais extraidos das folhas de
murta, que em sua maioria sdo 0s compostos terpendides (1,8-cineol, a-pineno,
limoneno, a-copaeno, linalool, a-terpineol e B-cariofileno), podendo ser encontrados
outros compostos, porém em pequenas quantidades (MAIA et al., 1997; OLIVEIRA,
DIAS; CAMARA, 2005; RAMOS et al., 2010; RIBEIRO, 2016; FERNANDES, 2017).

Na pesquisa realizada por Ribeiro (2016) sobre a atividade moluscicida de
Oleos essenciais, foram identificados constituintes volateis, como a-pineno (58,65%),
apresentando teor majoritario, 1,8-cineol (13,06%), a-terpineol (5,92%) e limonemo
(5,25%), presentes no 6leo essencial da espécie supracitada, sendo que foram
identificados outros compostos, porém seus teores foram menores que 3%.

Em estudo feito por Fernandes (2017), foram identificados e quantificados no
O0leo essencial das folhas da espécie, 44 compostos (99,24%) derivados de
monoterpenos, sendo os principais compostos identificados como majoritarios foram:
a-pineno (57,84%) com maior teor, 1,8-cineol (9,81%), a-terpineol (6,97%) e
limonemo (4,05%), os outros constituintes apresentaram teores inferiores a 3%.

Observa-se que nas pesquisas realizada por Ribeiro (2016) e Fernandes
(2017), os compostos que apresentam maior propor¢cao foram semelhantes, todavia
houve uma pequena variacdo que pode ter sido por influéncia de alguns fatores que

afetam diretamente no rendimento e na composi¢éo do 6leo essencial.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo circadiano do 6leo essencial da espécie Eugenia

punicifolia (Kunth) DC. do municipio de llha Grande do Piaui.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Coletar as folhas da espécie (E. punicifolia) presente no Municipio de llha
Grande do Piaui;

v Extrair 6leo essencial das folhas da espécie E. punicifolia ao longo do dia,
através da técnica de hidrodestilacao;

v' Analisar o 6leo essencial extraido, por meio da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-MS);

v Identificar as variac6es que ocorre na composicao quimica do 6leo essencial

das folhas de E. punicifolia ao longo do dia.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE PESQUISA

A pesquisa realizada € classificada como experimental e bibliogréfica,
baseando-se nas etapas efetuadas no decorrer de seu desenvolvimento. A pesquisa
experimental caracteriza-se em determinar um objeto de estudo, selecionar variaveis
gue seriam capazes de influencia-lo e definir as formas de controle e de observacao
dos efeitos que a varidvel produz no objeto (GIL, 2008).

A pesquisa bibliografica é desenvolvida baseada em materiais ja disponiveis

(elaborados), constituidos principalmente de livros e artigos cientificos (GIL, 2008).

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Coleta da amostra

As folhas da espécie E. punicifolia foram coletadas no municipio de Ilha
Grande do Piaui, na coordenada Lat. 2°50’42”S Long. 41°48'28”W, no dia 16 de
marco do ano de 2016. Neste estudo, a coleta foi realizada em trés horarios
diferentes ao longo do dia, 08:00, 12:00 e 16:00 horas de um mesmo exemplar.
Apoés a coleta, as amostras foram transportadas e pesadas em uma balanca semi-
analitica do laboratorio de quimica do IFPI, para posteriormente realizar a extracao
do 6leo essencial. Apés o processo de extracdo foi realizada obtencdo e analise dos

constituintes quimicos volateis de acordo com seus horarios de coleta.

4.2.2 Procedimento

4.2.2.1 Obtencéo e identificacdo dos 6leos essenciais

A analise dos constituintes quimicos da espécie E. punicifolia foi realizada a
partir de amostras de 0Oleos essenciais extraidos das folhas do arbusto. A extracao
do oleo essencial foi realizada pela técnica de hidrodestilagdo em aparelho doseador
de 6leo essencial tipo Clevenger modificado por O. R. Gottlieb. Durante o processo,
0S materiais vegetais frescos foram pesados e triturados, posteriormente, colocados
separadamente em um baldo de vidro de 5,0 L, adicionado 2,5 L de agua destilada e
aquecidos em temperatura de refluxo por duas horas. Em seguida a mistura
agua/dleo foi separada com auxilio de uma pipeta, o 6leo essencial obtido foi tratado

com sulfato de sodio anidro (Na,SO,) para eliminar os tragos d’agua, apoés isso foi
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armazenado em geladeira até posterior analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. No Fluxograma 01 estdo apresentadas
esquematicamente a extracao e a identificacdo do 6leo essencial.

Fluxograma 01 - Fluxograma de obtencao e identificacdo do 6leo essencial

\

[ Material vegetal

~

[ Trituracdo das folhas

J

Extracdo em Doseador tipo Clevenger

[ Torta + Decoto ] [ Oleo + Agua ]
Desprezados
[ Oleo + Tracos d’agua ] [ Hidrolato ]
Na,SO, (anidro) Filtragao Desprezado

[ Oleo essencial ]

Andlise por CG/MS

[ Identificacéo ]

Fonte: Autoria propria, (2017).

4.2.2.2 Técnica e instrumentos para as analises

A analise dos constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais obtidos
foi realizada pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-MS) em um instrumento CG/MS SHIMADZU, modelo QP5050
pertencente a central analitica do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica
da Universidade Federal do Ceara (DQOI-UFC), com impacto de elétrons a 70 eV. A
identificagdo foi realizada através da determinagédo dos indices de Kovats e da
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comparacdo com padrdes de espectros de massas dos constituintes quimicos

volateis disponiveis na literatura.

4.3 INTERPRETACAO E ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos com a realizacdo do presente trabalho, como os graficos e
as formulas estruturais dos constituintes volateis identificados das folhas de E.
punicifolia, foram tratados com os softwares Origin 6.0 Professional (elucidacdo dos
graficos) e ChemWindow 6.0 (desenhos das férmulas estruturais).

Nesta pesquisa, serdo considerados como metabdlitos majoritarios, os
compostos quimicos identificados que apresentarem teores igual ou acima de 3%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

As amostras (folhas) da espécie E. punicifolia foram coletadas em trés
horérios diferentes como mostrado na tabela 04, (8, 12 e 16 horas), todas as coletas
foram realizadas de um mesmo exemplar a fim de diminuir possiveis alteracées na
composicdo dos Oleos extraidos, visto que varios fatores podem influenciar
significativamente nos teores de metabdlitos secundarios dos 6leos essenciais
como, idade, localizacdo da espécie vegetal, disponibilidade hidrica, altitude e
temperatura (SILVA et al., 2003, SIMOES et al., 2004; GOBBO-NETO & LOPES,
2007).

Na extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacdo, foi possivel identificar um
odor intenso proveniente dos compostos volateis presentes no 6leo a ser extraido.
Durante o processo de extracao no qual foi mantido em funcionamento por 2 horas,
notou-se apdés 1 hora de procedimento a presenca dos primeiros tracos do Oleo
essencial, posteriormente foi realizada a remoc¢édo do 6leo e armazenado em uma
temperatura de 4°C, para evitar perda, uma vez que se trata de metabdlitos volateis,
para posteriormente ser analisado.

Os Oleos essenciais obtidos nos trés horérios distintos de coletas
apresentaram significativas variacdes no rendimento (TABELA 03). Observa-se uma
pequena diminuicdo no rendimento em relacdo a coleta de 08:00 e 12:00 horas, e
um elevado aumento de aproximadamente 100% em relacéo as coletas de 12:00 e
16:00 horas, sendo este o horario de maior producao dos metabolitos volateis.
Tabela 03 - Rendimento do 6leo essencial da espécie E. punicifolia

Horéario de coleta Massa de folhas Massa de 6leo Rendimento do
6leo
8 horas 730 g 0,3713 g 0,051%
12 horas 7309 0,3249 ¢ 0,044%
16 horas 732 g 0,6403 g 0,087%

Fonte: Autoria Propria, (2017).

5.2 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS

A identificacdo dos constituintes quimicos presentes no o6leo foi realizada a

partir de analises dos fragmentos apresentados no espectro de massas e
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comparados com a base de dados contida no aparelho de CG-MS e com dados da
literatura.

A partir das analises dos espectros de massas da técnica supracitada, foi
possivel observar variagbes na composicdo dos 6leos essenciais da espécie E.
punicifolia nos diferentes horarios de coleta citados anteriormente. Em cada horario
foi observada a presenca de 90 picos, mesmo com a quantidade semelhante de
picos (metabdlitos secundarios), houve variagdo nos teores e metabalitos volateis do
O0leo essencial nos trés horarios de coleta da amostra. Apdés as analises dos
cromatogramas de cada amostra, foram identificados 51 componentes no primeiro
horario do dia (8h), 44 componentes no segundo horario do dia (12h) e 42
componentes no terceiro e ultimo horéario de coleta do dia (16h), sendo identificados
no total, 59 compostos diferentes nos trés 6leos essenciais extraidos para o estudo
circadiano. As Tabelas 04, 05, 06 e 07 apresentam os constituintes quimicos volateis
e seus teores em cada horério de coleta.

Tabela 04 - Variacao circadiana dos constituintes quimicos volateis de E. punicifolia

COMPOSTOS 8h(%) 12h(%) 16h(%)
1. tolueno 0,36% 0,60% 0,36%
2. etanoato de 2-metilpropanoila 0,28% 0,45% 0,28%
3. hexanal - - 0,26%
4. (E)-2-hex-2-enal 1,80% 1,70% 1,86%
5. (2)-hex-3-en-1-ol 1,37% 1,18% 0,67%
6. (E)-hex-2-en-1-ol 0,49% 0,20% -
7. hexanol 0,52% 0,30% -

8. 2-metil-5-(1-metiletil)- biciclo[3.1.0]hex-2-eno 1,32% 1,28% 0,41%

9. a-pineno 449% 5,70% 2,14%

10.(1S)-6,6-dimetil-2-metileno-
biciclo[3.1.1]heptano

532% 6,98% 3,00%

11.B-mirceno 2,03% 158% 0,34%

12.a-felandreno 1,50% - -
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Tabela 05 - Variagdo circadiana dos constituintes quimicos volateis de E. punicifolia
(continuacéo)

13.3-careno 0,26% - -
14.(+)-4-careno 0,23% - -
15.1-metil-2-(1-metiletil)-benzeno 2,76% 3,86% 1,50%
16. (R)-1-metil-5-(1-metiletenil)-ciclohexeno 2,58% 2,26% 0,71%
17.(E)- 3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno 3,74% 2,33% 0,47%
18.(2)- 3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno 4.82% 2,84% 0,66%
19.1-metil-4-(1-metiletil)-ciclohex-1,4-dieno 0,76% - -

20.2,7,7-trimetil-3-oxatriciclo[4.1.1.0(2,4)]octano 0,13% 0,27% -

21.1-metil-4-(1-metiletilideno)- ciclohexeno - 1,72% 0,36%
22.3,7,7-trimetil-biciclo[4.1.0]hept-2-eno 4,50% - =
23.(E,Z2)-2,6-dimetil-oct-2,4,6-trieno 0,49% 0,20% -
24 .trans-Hex-2-enal, dietil acetal - - 0,19%

25. (R)-4-methyl-1-(1-metiletil)-3-ciclohexen-1-ol 1,21% 1,24% 0,51%

26. 1-(4-metilfenil)-etanona 0,32% 0,51% 0,13%
27.0a.a.,4-trimetil-benzenometanol 1,48% 1,89% 0,73%
28.(S)- a.a.,4-trimetil-3-ciclohexeno-1-metanol 0,55% 0,66% 0,21%
29. (E,E)-2,6-dimetil-oct-3,5,7-trien-2-ol 0,70%  0,39% -

30. 1-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1-

o : 514% 1,68% 6,42%
metiletilideno)-ciclohexano

31.a-cubebeno - - 0,18%
32.ilangeno 0,32% 0,33% 0,43%
33.copaeno 1,73% 1,81% 1,94%

34.4-metileno-2,8,8-trimetil-2-vinil-
- 0,30% - 0,74%
biciclo[5.2.0]nonano
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Tabela 06 - Variacao circadiana dos constituintes quimicos volateis de E. punicifolia
(continuacéo)

35.[1S-(1.a.,2.8.,4.8.)]-1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-
metiletenil)-ciclohexano

269% 2,37% 5,04%

36.[1laR-(1la.a.,4.a.,4a.p.,7b.a.)]-
1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahidro-1,1,4,7-tetrametil- 0,17% 0,23% 2,87%
1H-cicloprop[e]azuleno

37.cariofileno 580% 7,80% 6,62%
38.[3aS-(3a.a.,3b.B.,4.8.,7.a.,7aS*octahidro-7-
metil-3-metileno-4-(1-metiletil)- 1H- 441% 0,66% 5,48%
ciclopenta[1,3]ciclopropall,2]benzeno
39.[1S-(1.a.,4.0.,7.0.)]-1,2,3,4,5,6,7,8-0octahidro-

1,4-dimetil-7-(1-metiletenil)-azuleno 0.78% ) _
40. a-cariofileno 2,74% 2,68% 2,68%
41.[1laR-(1la.a.,4a.B.,7.a.,7a.p.,7b.a.)]-decahidro-

1,1,7-trimetil-4-metileno-1H- 0,27% 0,30% 2,06%

cicloprop[e]azuleno
42.(1.0.,4a.0.,8a.0.)-1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-

7-metil-4-metileno-1-(1-metiletil)- naftaleno
43.[s-(E,E)]-1-metil-5-metileno-8-(1-metiletil)- 1,6-

ciclodecadieno
44.[4aR-(4a.a.,7.0.,8a.p.)]-decahidro-4a-metil-1-

metileno-7-(1-metiletenil)-naftaleno

0,87% 0,58% 0,61%

- 1,96% -

1,65% 2,14% 1,41%

45.3-humuleno - 2,52% -

46.a-muuroleno 0,81% 0,86% 1,09%
47.[1s-(1.a.,7.a.,8a.p.)]-1,2,3,5,6,7,8,8a-

octahidro-1,4-dimetil-7-(1-metiletenil)- azuleno

0,70% 0,60% 1,60%

48.(-)-a-panasinseno 0,57% 0,58% 0,32%
49.(1S-cis)-1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4,7-dimetil-1-

o 2,40% 2,24% 2,77%
(1-metiletil)-naftaleno

50.isoledeno 0,33% - 1,51%
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Tabela 07 - Variacao circadiana dos constituintes quimicos volateis de E. punicifolia
(continuacéo e concluséo)

51.6xido de cariofileno 0,20% 4,75% 3,78%

52.(E,E)-1,5-dimetil-8-(1-metiletilideno)-ciclodec-

1,5-dieno

53.[1laR(1a.a.,4..4a.8.,7.a.,7a.3.,7b.a.)]-

decahidro-1,1,4,7-tetrametil-4aH- - - 0,96%
cicloprop[e]azulen-4a-ol
54.[1aR-(1la.a.,4a.a.,7.B.,7a.p3.,7b.a.)]-decahidro-
1,1,7-trimetil-4-metileno-1H-cicloprop[e]azulen- 3,40% 1,82% 2,50%

242% 1,70% 2,70%

7-ol
55.(-)-globulol 2,28% - -
56. epiglobulol 1,40% 1,40% -

57.[2R-(2.a.,4a.p.,8.8.)]-2,3,4,4a,5,6,7,8-
octahidro-.a.,.a.,4a,8-tetrametil-2- 0,35% 0,28% -
naftalenometanol

58.[1R-(1.a.,4a.3.,8a.a.)]-decahidro-1,4a-dimetil-

o 0,13% - -
7-(1-metiletilideno)-1-naftalenol

59.ledol - - 0,77%

Fonte: Autoria Propria, (2017).

Nas Tabelas 04, 05, 06 e 07, é possivel observar a presenca de metabdlitos
volateis de diversas funcdes organicas, por exemplo, alcoois, aldeidos, acidos
carboxilicos e cetonas. Estes metabdlitos sdo em sua maioria substancias
terpénicas como o0s monoterpendides (a-pineno, B-mirceno e copaeno) e

sesquiterpendides (cariofileno, B-humuleno e a-muuroleno).

5.2.1 Componentes do Oleo essencial extraido 8 horas

A analise do cromatograma do primeiro horario de coleta do dia (08:00h),
revelou a presenca de 90 picos, dos quais foram identificados 51 componentes
volateis, correspondendo a 56,7% do total de sinais obtido neste horario. No 6leo
essencial deste horario (FIGURA 08), os compostos que apresentaram maiores

percentuais foram o a-pineno com 4,49% (FIGURA 11), (1S)-6,6-dimetil-2-metileno-
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biciclo[3.1.1]heptano com 5,32% (FIGURA 12), (Z)-3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno com
4,82% (FIGURA 13), 3,7,7-trimetil-biciclo[4.1.0]hept-2-eno com 4,50% (FIGURA 14),
1-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1-metiletilideno)-ciclohexano com 5,14% (FIGURA
15), cariofileno com 5,80% (FIGURA 16), [3aS-(3a.a.,3b.3.,4.3.,7.a.,7aS* octahidro-
7-metil-3-metileno-4-(1-metiletil)  -1H-ciclopenta[l,3]ciclopropa[l,2]benzeno  com
4,41% (FIGURA 17) e (E)-3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno com 3,74% (FIGURA 21),
somando 38,22% do total de 6leo extraido neste horario.

Figura 08 - Cromatograma do 0leo essencial das folhas de E. punicifolia na coleta
de 8h
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

Os outros metabdlitos identificados neste mesmo horario, seus teores foram
abaixo de 3%, como B-mirceno 2,03% e copaeno com 1,73%. Ha sinais também de
substancias oxigenadas, todavia a maioria apresentaram menores concentragoes,
por exemplo, 1l-hexanol com 0,52%, 1-(4-metilfenil)-etanona com 0,32%, acido
aceético, éster 2-metilpropilico com 0,28% e [1R-(1.a.,4a.B.,8a.a.)]-decahidro-1,4a-

dimetil-7-(1-metiletilideno)-1-naftalenol com 0,13%.

5.2.2 Componentes do 6leo essencial extraido 12 horas

Na coleta realizada as 12h, foi possivel a identificacdo de 44 compostos
volateis, representando aproximadamente 48,9% do total de 90 picos obtidos neste
horéario. Na analise do cromatograma (FIGURA 09) deste segundo horario do dia, 0s

metabalitos volateis majoritarios identificados foram o a-pineno com 5,70% (FIGURA
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11), (1S)-6,6-dimetil-2-metileno-biciclo[3.1.1]heptano com 6,98% (FIGURA 12),
cariofileno com 7,80% (FIGURA 16), 6xido de cariofileno com 4,75% (FIGURA 19) e
1-metil-2-(1-metiletil)-benzeno com 3,86% (FIGURA 20), correspondendo 29,09% de
todo Oleo extraido neste horario.

Figura 09 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de E. punicifolia na coleta
de 12h
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

Os outros metabolitos identificados neste mesmo horério tiveram
porcentagem abaixo de 3%, como o (Z)- 3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno com 2,84%, [3-
mirceno com 1,58% e ilangeno com 0,33%. Foram identificadas também substancias
oxigenadas, todavia a maioria apresentaram menores concentragdes, por exemplo,
1-hexanol com 0,30%, 1-(4-metilfenil)-etanona com 0,51%, (E)-2-hexen-1-ol com

0,20% e acido acético, éster 2-metilpropilico com 0,45%.

5.2.3 Componentes do 6leo essencial extraido 16 horas

A analise do cromatograma (FIGURA 10) do Oleo essencial extraido no
horario de 16:00 horas, levou a identificagdo de 42 componentes volateis,
correspondendo aproximadamente 46,7% do total de sinais obtido neste horario. Os
metabolitos majoritarios identificados neste 6leo essencial foram o (1S)-6,6-dimetil-2-
metileno-biciclo[3.1.1]heptano com 3,00% (FIGURA 12), 1-etenil-1-metil-2-(1-
metiletenil)-4-(1-metiletilideno)-ciclohexano com 6,42% (FIGURA 15), cariofileno com
6,62% (FIGURA 16), [3aS-(3a.a.,3b.B3.,4.B.,7.a.,7aS*octahidro-7-metil-3-metileno-4-
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(1-metiletil) - 1H ciclopenta[l,3]ciclopropa[l,2]benzeno com 5,48% (FIGURA 17),
[1S-(1.a.,2.8.,4.3.)]-1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil)-ciclohexano com  5,04%
(FIGURA 18) e 6xido de cariofileno com 3,78% (FIGURA 19), somando 30,34% do
total de dleo extraido neste horario.

Figura 10 - Cromatograma do 6leo essencial das folhas de E. punicifolia na coleta
de 16h
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

Os outros metabdlitos identificados neste mesmo horario, seus teores foram
abaixo de 3%, como o a-pineno com 2,14%, copaeno com 1,94%, ilangeno com
0,43% e a-cubebeno com 0,18%. H& sinais também de substancias oxigenadas,
todavia a maioria apresentaram menores concentragdes, por exemplo, hexanal com
0,26%, trans-Hex-2-enal, dietil acetal com 0,19%, 1-(4-metilfenil)-etanona com
0,13%, acido acético, éster 2-metilpropilico com 0,28% e (S)-a.,.a.,4-trimetil-3-

ciclohexeno-1-metanol com 0,21%.

5.2.4 Compostos volateis majoritarios extraidos nos horarios de 8h, 12h e 16h
As figuras 11-21 apresentam 0s espectros de massas dos constituintes
quimicos volateis identificados no presente trabalho, com suas respectivas

estruturas.



43

Figura 11 - Espectro de massas do a-pineno
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Fonte: Autoria Propria, (2017).
Figura 12 - Espectro de massas do (1S)-6,6-dimetil-2-metileno-biciclo[3.1.1]heptano
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Fonte: Autoria Propria, (2017).
Figura 13 - Espectro de massas do (2)- 3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno
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Fonte: Autoria Propria, (2017).
Figura 14 - Espectro de massas do 3,7,7-trimetil-biciclo[4.1.0]hept-2-eno
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Fonte: Autoria Propria, (2017).
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Figura 15 - Espectro de massas do 1l-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1-
metiletilideno)-ciclohexano
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

Figura 16 - Espectro de massas do cariofileno
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

Figura 17 - Espectro de massas do [3aS-(3a.a.,3b..,4.8.,7.a.,7aS*octahidro-7-metil-
3-metileno-4-(1-metiletil)- 1H-ciclopenta[l1,3]ciclopropa[l,2]benzeno
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Fonte: Autoria Propria, (2017).
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Figura 18 - Espectro de massas do [1S-(1.a.,2.B.,4.8.)]-1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-
metiletenil)-ciclohexano
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

Figura 19 - Espectro de massas do 6xido de cariofileno
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

Figura 20 - Espectro de massas do 1-metil-2-(1-metiletil)-benzeno
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Figura 21 - Espectro de massas do (E)-3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno
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Fonte: Autoria Prépria, (2017).

5.2.5 Comparacdo dos 6leos essenciais e seus constituintes obtidos a partir
das folhas da espécie E. punicifolia

Com base nas analises dos 0leos essenciais extraidos para o estudo do ciclo
circadiano, ficou evidente que h& variacdo dos metabdlitos volateis e seus teores.
Alguns metabdlitos secundarios foram identificados em apenas um determinado
horério de coleta, como é apresentado na Tabela 05.

Dentre os componentes volateis que foram identificados apenas em um dos
horarios de coleta, observa-se que estes sédo produzidos em pequenas quantidades,
sendo em sua grande maioria encontrado em concentragdes menores que 3%, com
excecdo do composto 3,7,7-trimetil-biciclo[4.1.0]hept-2-eno (FIGURA 14) que foi um
dos constituintes majoritarios com teor de 4,50% de seu respectivo horario (8h).

Tabela 08 - Metabdlitos volateis identificados em Unico horario de coleta

Horario Compostos quimicos %
a-felandreno 1,50%
3-careno 0,26%
(+)-4-careno 0,23%
1-metil-4-(1-metiletil) ciclohex-1,4-dieno 0,76%

g 3,7,7-trimetil-biciclo[4.1.0]hept-2-eno 4,50%
2 [1S-(1.0.,4.0.,7.a.)]-1,2,3,4,5,6,7,8-0ctahidro-1,4-dimetil-7-(1-
© . . 0,78%
metiletenil)-azuleno
(-)-globulol 2,28%
[1R-(1.a.,4a.B.,8a.a.)]-decahidro-1,4a-dimetil-7-(1-
I 0,13%
metiletilideno)-1-naftalenol
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) [s-(E,E)]-1-metil-5-metileno-8-(1-metiletil)- 1,6-ciclodecadieno  1,96%

o

<

N B-humuleno 2,52%
hexanal 0,26%
trans-Hex-2-enal, dietil acetal 0,19%

@ a-cubebeno 0,18%

o

= [laR(1la.a.,4.8.4a.B.,7.0.,7a.B.,7b.a.)]-decahidro-1,1,4,7-

9 . . 0,96%
tetrametil-4aH-cicloprop[e]azulen-4a-ol
ledol 0,77%

Fonte: Autoria Propria, (2017).
Em conformidade com as analises dos dados, notou-se a presenca de dois

metabolitos volateis majoritarios em comum nas trés coletas, o (1S)-6,6-dimetil-2-
metileno-biciclo[3.1.1]heptano e cariofileno. Sendo que os metabdlitos secundarios
(2)-3,7-dimetiloct-1,3,6-trieno e 3,7,7-trimetil-biciclo[4.1.0]hept-2-eno, demostraram
maiores quantidades na coleta de 8h em relagéo aos outros horérios.

No horério de 12h em comparagdo com o0s outros horarios, foi encontrado em
maiores concentracbes 0s compostos, a-pineno, (1S)-6,6-dimetil-2-metileno-
biciclo[3.1.1]heptano, cariofileno e 6xido de cariofileno.

JA o 1l-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1-metiletilideno)-ciclohexano, [1S-
(1.a.,2.8.,4.8.)]-1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metiletenil)-ciclohexano e [3aS-(3a.a.,3b.§3.,
4.8.,7.0a.,7aS*octahidro-7-metil-3-metileno-4-(1-metiletil)-1H-ciclopenta[1,3]ciclopropa
[1,2]benzeno, mostraram maiores teores no ultimo horario de coleta do dia (16h).

Essas variacbes podem ser comparadas aos estudos de Blank et al., (2005),
Do Nascimento et al., (2006) e Pereira (2017) que apresentaram diferencas na
composi¢cdo quimica dos oleos em diferentes horarios de coleta. Com enfoque na
pesquisa realizada por Pereira (2017), na qual avaliou a composi¢cdo quimica do
Oleo essencial da espécie Croton blanchetianus, pequena parte de 79 compostos
identificados foram encontrados somente no ultimo horéario de coleta do estudo (16
H), alguns metabdlitos presentes exclusivamente neste horario foram, 3-pineno, a-
terpineno, a-canfolenal, felandranal e fitol, a maioria com teores inferiores a 1%.

No gréfico 01 e 02 é explanada a variacdo percentual dos metabdlitos

majoritarios conforme seus respectivos horarios de coleta.
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Gréafico 01 - Variacdo dos metabolitos volateis majoritarios identificados nos trés
horarios de coleta.

8% A —8— a-pineno

7%
1 B o (1S)-6,6-dimetil-2-metileno-
6% biciclo[3.1.1]heptano
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

Gréfico 02 - Variacao dos metabalitos volateis majoritarios identificados nos trés
horérios de coleta (continuacao).
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Fonte: Autoria Propria, (2017).

5.2.6 Comparacdo dos compostos identificados nos 6leos essenciais obtidos
das folhas da espécie E. punicifolia com a literatura
Na literatura s&o encontrados trabalhos sobre estudos do oOleo essencial de
Eugenia punicifolia nos quais constata a identificagdo de compostos como a-pineno,
mirceno, a-felandreno e 3-careno (MAIA et al., 1997; RIBEIRO, 2016; FERNANDES,
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2017), corroborando a presenca desses constituintes volateis com os resultados
obtidos nesta pesquisa.

Na pesquisa de Maia et al., (1997), com a finalidade de comparar duas
amostras de Oleos essenciais extraidos das folhas da espécie Eugenia punicifolia
coletadas em duas localidades do Amazonas, obteve como componentes
majoritarios o B-cariofileno (32,9% amostra A e 23,6% amostra B) com maior
rendimento, y-elemeno (7,9% amostra A e 5,3% amostra B), a-humulemo (5,4%
amostra A e 4,6% amostra B) e &-cadineno (4,5 amostra A e 6,0 amostra B). Alguns
componentes identificados apresentaram rendimentos com variagdes significativas,
por exemplo, o B-pineno que apresentou na amostra A 0,1% e na B apresentou
5,3%. Mediante a isto pode se comprovar que o local de coleta influencia tanto na
composicao, quanto no rendimento do 6leo essencial.

Neste estudo circadiano realizado na cidade de Illha Grande do Piaui a qual
possui clima tropical, a espécie apresentou nas amostras coletadas nos trés
diferentes horarios, variacdes em sua composicdo e nos teores dos metabdlitos
secundarios. Porém em seus componentes majoritarios se encontra a-pineno com
teor de 5,70% corroborando com estudos de Ribeiro (2016) e Fernandes (2017), os
quais também apresentaram o metabdlito a-pineno como um dos compostos
majoritarios, como descrito na pagina 30 deste trabalho.

Sobre estudo circadiano do 6leo essencial da espécie analisada, ndo ha
registro na literatura. Nas pesquisas realizadas aqui comentadas, foi possivel
perceber componentes volateis semelhantes entre elas. O a-pineno mostrou
presenca na maioria das pesquisas, porém ha substancias que diferiram
extremamente das obtidas neste estudo, como 1,8-cineol, a-terpineol, limonemo
(RIBEIRO, 2016 e FERNANDES, 2017) e linalool (OLIVEIRA; DIAS; CAMARA,
2005).

Essas variacdes identificadas podem ser explicadas por Doan, Ervin e Felton
(2004), Gobbo-Neto & Lopes (2007) e De Morais (2009). Pois em seus trabalhos
afirmam que ha diversos fatores que podem influenciar diretamente na composigcédo
qualitativa e quantitativa dos O6leos essenciais, fatores esses ja relatados
anteriormente como, época de coleta, horario de coleta, disponibilidade hidrica,

localizacéo, idade da espécie, métodos de analise entre outros.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os 6leos essenciais das folhas da espécie E. punicifolia obtidos durante o
estudo circadiano, tiveram rendimentos com consideravel variacdo, sendo o melhor
rendimento obtido na coleta de 16:00h (0,087%). Os 6leos extraidos apresentaram
variacbes em seus constituintes quimicos volateis, sendo identificados 51
componentes na coleta de 08:00h, 44 componentes na coleta de 12:00h e 42
componentes na coleta de 16:00h, sendo identificados no total, 59 compostos
diferentes nas trés amostras de 6Oleos essenciais extraidos das folhas da espécie
estudada.

O estudo indicou a presenca de dois metabodlitos secundarios que
apresentaram teores majoritarios em comum nos trés horarios, sendo o (1S)-6,6-
dimetil-2-metileno-biciclo[3.1.1]heptano e cariofileno. Este ultimo apresentou uma
maior concentragdo percentual na coleta de 12h, em relagdo aos outros
componentes majoritarios, representando a maior propor¢cdo de todos os horéarios
com 7,80%.

Mediante as observacbes e andlises dos constituintes de cada amostra,
concluiu-se que o horéario de coleta influenciou significativamente na composicao e
nos rendimentos do Oleo essencial da espécie estudada, sendo que outros fatores
também podem ser considerados como a temperatura, radiacéo e ventos fortes.

Este estudo € importante, pois servira como base para futuros pesquisadores
que pretendam estudar atividades farmacoldgicas/biolégicas como antifungica, anti-

inflamatoria e a toxicidade da espécie.
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