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RESUMO

As restingas brasileiras possuem uma cobertura floristica heterogénea e
diversificada. Essa biodiversidade indica um amplo espa¢o de pesquisa na area de
produtos naturais, sendo um rico potencial para compostos biologicamente ativos
que possam ser utilizados na industria. Muitas plantas s&o utilizadas pelas
comunidades litoraneas como medicamento, entre elas a Varronia curassavica Jacq,
comumente conhecida como erva-baleeira. As atividades terapéuticas das pomadas
com O6leo essencial de V. curassavica sao atribuidas ao principio ativo a-humuleno.
Esse trabalho teve como objetivos: estudar a flora aromatica da restinga; e
aprofundar conhecimentos sobre o agrupamento quimico entre populagdes de V.
curassavica; e avaliar o teor e a composicao quimica do 6leo essencial da espécie
em ambiente natural e em condi¢ao de cultivo. Foram determinados os teores e os
constituintes quimicos de 6leos essenciais extraidos de folhas de 14 espécies
vegetais da restinga da Praia Vermelha, Penha (SC). Apds, 16 populagbes de V.
curassavica situadas ao longo de 70 km do litoral de Santa Catarina foram
analisadas. Durante dois anos, avaliou-se a influéncia da sazonalidade no teor do
Oleo essencial de folhas frescas e secas. Ao termino do primeiro ano, foi estudada a
composi¢cao quimica do 6leo essencial das folhas frescas de V. curassavica das 16
populagdes, realizado o agrupamento quimico das populagdes e a analise de
componentes principais (ACP) para identificar as correlagbes lineares existentes
entre os compostos analisados com as condigbes edafoclimaticas. Foi feita a
propagacao vegetativa e testado no campo dois gendtipos mais produtivos em
termos de teor de 6leo essencial e dois gendétipos que mais produziram o principio
ativo a-humuleno. Os resultados indicaram que as espécies apresentam
variabilidade quimica quanto a biossintese de Oleos essenciais e, entre elas,
destaca-se a V. curassavica com teor de oleo essencial de folhas frescas de 1,58%.
Esse teor depende das condi¢des climaticas, pois foi observado que no verao, o teor
variou de 0,37 a 0,98% nas folhas frescas e de 0,61 a 2,23% nas folhas secas,
enquanto no inverno, a variagao foi de 0,28 a 1,00% para folhas frescas e de 0,34 a
1,33% nas secas. A secagem das amostras promoveu um aumento no teor de éleo
essencial em 81,25% das populagdes no verdao e 31,25% das populagées no
inverno. Foram identificados 41 compostos quimicos no verdao e 40 no inverno,
sendo os mais comuns, encontrados em todas populagdes e em ambas as estagdes
pesquisadas, a-tujeno, a-pineno, sabineno, a-humuleno, (E)-cariofileno, espatulenol,
mirceno, allo-aromadendreno, B-sesquifelandreno e a-zingibereno. O teor de a-
humuleno variou entre 0,34 a 3,16% no verao e de 0,67 a 6,82% no inverno. A ACP
agrupou as 16 populacdes em trés grupos no verao e oito grupos no inverno. Em
relagdo ao cultivo, as folhas do acesso P2 quando secas apresentam o maior teor
de oOleo essencial dentre as amostras avaliadas, 0 mesmo possui o maior teor do
principio ativo a-humuleno, tanto nas amostras de folhas frescas quanto nas secas,
atingindo o padrao de qualidade ideal para a industria farmacéutica.

Palavra-chave: Fitoquimica. a-humuleno. Cultivo — 6leos essenciais. Planta
aromatica. Composicao quimica.



ABSTRACT

The Brazilian sandbanks have a heterogeneous and diversified floristic cover. This
biodiversity indicate a large area of research on the natural products market, and it is
also a high potential for biologically active compounds that can be used in the
industry. Many plants are used by the coastal communities as medicine, mainly the
Varronia curassavica Jacq., ordinary known as erva-baleeira. The therapeutic
activities of the balm made with V. curassavica essencial oil are attributed to the
active ingredient a-humulene. This work had as objectives: study the sandbank
aromatic flora; deepen the knowledge about the chemical grouping between V.
curassavica populations; evaluate the yield and the chemical composition of the
species essential oil on the environment and when cultivated. It was evaluated the
yield and the chemical constituents of essential oils extracted from leaves, of 14
sandbank plant species of the Praia Vermelha, Penha (SC). Afterwards, another 16
populations of V. curassavica located along 70 km of the coast of Santa Catarina
were analyzed. During two years, was evaluated also the influence of seasonality on
the essential oil yield of fresh and dry leaves. At the end of the first year, the
chemical composition of the essential oil of the fresh leaves of V. curassavica from
the 16 populations was studied and the chemical grouping of the populations and the
principal component analysis (PCA) were carried out to identify the linear correlations
between the compounds analyzed with edaphoclimatic conditions. The vegetative
propagation was made and tested in the field with two more productive genotypes in
terms of essential oil yield and other two genotypes that produced the active
ingredient a-humulene. The results indicated that the species presented chemical
variability in the biosynthesis of essential oils, among which is V. curassavica, with an
essential oil yield of 1.58% in fresh leaves. This yield depends on the climatic
conditions, since it was observed that in summer, the yield ranged from 0.37 to
0.98% in fresh leaves and from 0.61 to 2.23% in dry leaves, while in winter, the
variation was from 0.28 to 1.00% for fresh leaves and from 0.34 to 1.33% in the dry
season. The drying of the samples promoted an increase in the essential oil yield in
81.25% of the populations in the summer and 31.25% of the populations in winter. It
was identified 41 chemical compounds in the summer and 40 in winter Common
chemical components found in all populations in both stations were a-thujene,
sabinene, a-humulene, (E)-cariophylene, spathulenol, myrcene, allo-aromadendrene,
B-sesquifelandene and a-zingiberene. The a-humulene yield ranged from 0.34 to
3.16% in summer and from 0.67 to 6.82% in winter. The ACP grouped the 16
populations into 3 groups in the summer and 8 groups in the winter. Regarding the
cultivation, the leaves of the PI2 access when dried have the highest yield of
essential oil among the samples evaluated; it has the highest yield of the active
ingredient a-humulene, both in fresh leaf samples and in the dry ones, reaching the
standard Ideal for the pharmaceutical industry.

Keyword: Phytochemical. a-humulene. Cultivation — essencial oils. Aromatic plant.
Chemical composition.
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1 INTRODUGAO

Os biomas brasileiros, pela sua biodiversidade de plantas e ambientes,
oferecem um potencial particularmente rico para compostos biologicamente ativos
(BOLZANI et al., 2012). Entre eles destaca-se a Floresta Atlantica, pois apresenta
cerca de 19.000 espécies, das quais 7.600 sdo endémicas (FORZZA, 2012). Essa
biodiversidade tem sido explorada através de processos sustentaveis, incentivados
pelas politicas de preservagcdo ambiental, favorecem com que se utilize fontes
renovaveis para a producao de 6leo essencial. O pais tem alto potencial aumentar a
producéo de 6leos essenciais, mas que carece de pesquisas para oferecer produtos
com qualidade para disputar o mercado internacional (BIZZO et al., 2009).

A costa do Brasil é formada por planicies de sedimentos terciarios e
quaternarios, depositados predominantemente em ambiente marinho, continental ou
transicional (VILLWOCK, 1994) que sao comumente denominadas como planicies
costeiras ou planicies litoraneas. As de origem quaternaria, devido ao avango e
recuo das aguas do mar, assumiram a forma de corddes litoraneos arenosos
(ARAUJO; LACERDA, 1987) cobertos por vegetagdes tipicas e diversas, incluindo
matas fechadas com individuos que atingem até 20 m de altura denominadas de
“‘restinga” (SUGUIO; TESSLER, 1984; SUGUIO; MARTIN, 1990).

As restingas brasileiras possuem diversas formagdes vegetais: formacdes
herbaceas, arbustivas abertas ou fechadas, até florestas, consideradas de baixa
riqueza, e assim, pouco explorada. Muitas plantas encontradas em restingas ja sao
tradicionalmente utilizadas pelas comunidades, entre elas a Varronia curassavica
Jacq, tradicionalmente usada para tratamento de contusdes e dores musculares
(MAGALHAES, 2010).

A flora das restingas € em geral caracterizada como um conjunto de baixa
riqueza, principalmente quando comparada com outros tipos de vegetagao do Brasil.
Para muitos autores, esse fato esta relacionado com as condigdes adversas
encontradas nesses ambientes, tais como, fatores edaficos e climaticos. A baixa
incidéncia de endemismo nas restingas € também justificada, por alguns autores,
pelo fato de que no Brasil as formagdes das planicies costeiras sédo relativamente
recentes do ponto de vista geologico, com pouco tempo para ocorréncia de

segregacao de novas espécies, além da grande influéncia das formagdes vizinhas
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com as quais mantinham conectividade no passado (RIZZINI, 1997; ARAUJO;
HENRIQUES, 1984).

As plantas da restinga por estarem sujeitas ao efeito nocivo do vento, da
salinidade, da insolacdo, da amplitude térmica e da perda de agua (ARAUJO,
LACERDA, 1987), apresentam adaptagdes, tais como tamanho reduzido das folhas,
pelos principalmente na face dorsal e a presenga de uma espessa cuticula na face
ventral.

A restinga apresenta uma cobertura floristica heterogénea e diversificada,
onde de acordo com a literatura, ocorrem predominantemente espécies das familias
Myrtaceae, Annonaceae, Burseraceae e Lauraceae (SIQUEIRA, 1994; OLIVEIRA-
FILHO; FONTES, 2000). Também ¢é comum a presengca de espécies de
Anacardiaceae, Euphorbiaceae, Lauraceae, Rubiaceae e outras familias produtoras
de oOleos essenciais.

Na composicado dos 6leos essenciais, os terpenos e os fenilpropandides sao
0s componentes quimicos mais comumente encontrados. Além desses compostos,
outros componentes de ocorréncia comum nos O6leos essenciais sao alcoois,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, o6xidos, peroxidos, furanos, acidos
organicos, lactonas e cumarinas, além de compostos sulfurados. Esses constituintes
estdo presentes em diferentes concentragdes, alguns como componente majoritario,
outros ocorrem em teores menores e também ha os que ocorrem em baixissimas
quantidades (SIMOES; SPITZER, 2003). A volatilidade de alguns terpenos faz com
que os mesmos sejam facilmente perceptiveis no odor que emana das plantas. Em
geral, os sesquiterpenos sdo menos volateis que os monoterpenos, mas podem
influenciar sensivelmente o odor dos 6leos em que ocorrem (LOAYSA et al., 1995).

Na industria, os 6leos essenciais séo utilizados principalmente para conferir
aroma a produtos alimenticios e de perfumaria, em produtos domissanitarios € na
conservagao de produtos alimenticios (SILVA-SANTOS et al.,, 2002). As
perspectivas comerciais de utilizagdo desses Oleos sao excelentes diante das
restricbes ao uso de aromatizantes artificiais (SILVA et al., 2003). Além disso, os
Oleos essenciais podem ter um papel ecologico, especialmente como inibidores da
germinagao, na protecdo contra perda de agua e aumento da temperatura, na
atracdo de polinizadores, na defesa contra herbivoros e como reguladores de
decomposic&o da matéria organica no solo (DEANS; WATERMAN, 1993).
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Considerando a riqueza quimica das florestas brasileiras e a demanda
crescente de produtos fitoterapicos e aromaticos, estudos na area sdo fundamentais,
mesmo para espeécies ja estudadas. Donato e Morretes (2007), comparando
amostras de Eugenia brasiliensis Lam. (Myrtaceae) proveniente de areas de restinga
e de floresta, observaram maior produgdo de 6leos essenciais nas amostras de
restingas e demais substancias associadas aos seus efeitos terapéuticos.

As restingas catarinenses tém sido estudadas ha varias décadas e, gerado
bastante informacdo a respeito da floristica e da fitosociologia (REITZ, 1961;
DANILEVICZ et al., 1990; SOUZA et al., 2008; FALKENBERG, 1999), porém ha
pouco conhecimento sobre os aspectos de riqueza e diversidade da flora aromatica
e a composicao dos 6leos essenciais. Considerando que ao longo dos 460 km do
litoral de Santa Catarina, a restinga pode ocorrer numa faixa que varia de poucos
metros até 7 km para o interior do continente (REITZ, 1961), a biodiversidade
encontrada pode indicar um amplo espago de pesquisa na area de produtos
naturais.

Dentre as plantas presentes nas restingas catarinenses, destaca-se espécie
aromatica Varronia curassavica, pois foi dessa planta que se obteve o primeiro
fitoterapico brasileiro (CALIXTO, 2005). Essa espécie faz parte do género Varronia
que pertence a familia Boraginaceae, o qual consiste de 250 espécies, distribuidas
ao longo das regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, um total de 52
espécies foram catalogadas e a maior parte delas com ocorréncia nos dominios
fitogeograficos das regides da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (DE
MELO; DE STAPF, 2014).

V. curassavica é um arbusto perene, que atinge 2,0 m de altura, geralmente
encontrado em areas de restingas de quase todo litoral brasileiro, porém & mais
frequente nos segmentos litoraneos dos estados de Santa Catarina e Sao Paulo.
Comumente conhecida como erva-baleeira, baleeira, camarinha e maria-milagrosa,
€ coletada de populagdes nativas ou cultivadas, para o uso na medicina tradicional,
como pomadas cicatrizantes e antiinflamatorios. Estudos indicam que o dleo
essencial obtido das folhas de V. curassavica possui atividade antimicrobiana
(HERNANDEZ et al., 2003); antibacteriana (MECCIA et al., 2009), antifungica
(RODRIGUES et al., 2012), antialérgica (PASSOS et al., 2007) e antiedematogénica
(BAYEUX et al., 2002).
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As atividades terapéuticas das pomadas com Oleo essencial de V.
curassavica sao atribuidas aos principios ativos a-humuleno e (-)-trans-cariofileno
(FERNANDES et al., 2007). No entanto, o teor e a composi¢ao quimica dos 6leos
essenciais sofrem a influéncia de fatores genéticos, fisiologicos, edafoclimaticos e de
manejo (FIGUEIREDO et al., 2008; GONG et al., 2014).

O presente trabalho teve como objetivo estudar a flora aromatica da restinga
e aprofundar conhecimentos sobre a similaridade quimica entre populagbes de
Varronia curassavica Jacq, bem como, avaliar o teor e a composi¢cao quimica do
Oleo essencial da espécie quando cultivada. Esse trabalho esta dividido em quatro
capitulos.

O capitulo | trata sobre uma introdugao geral acerca de 6leos essenciais da
flora aromatica de restingas.

O capitulo Il mostra apresenta a bioprospeccao da flora aromatica da
restinga da praia Vermelha, Penha (SC). O trabalho descreve os teores dos 6leos
essenciais e os constituintes quimicos de 6leos essenciais extraidos de folhas de 14
especies vegetais.

Entre as espécies prospectadas, houve interesse no aprofundamento dos
estudos com a Varronia curassavica, devido a sua importancia econémica e social,
bem como, pelo elevado teor de 6leo essencial encontrado e também, pelo fato de
que dessa espécie que se obteve o primeiro fitoterapico brasileiro. O 6leo essencial
extraido das suas folhas possui atividade antimicrobiana, antibacteriana, antifungica,
antialérgica e antiedematogénica. Entre os compostos quimicos presentes, destaca-
se o principio ativo a-humuleno. Consequentemente, o recorte da pesquisa foi
ampliado. Passou-se a estudar 16 populacdes de V. curassavica em restingas
situadas ao longo de aproximadamente 70 km do litoral de Santa Catarina. Durante
dois anos avaliou-se a influéncia da sazonalidade no teor do 6leo essencial de folhas
frescas e secas de V. curassavica dessas populagdes, conforme descricdo no
capitulo Ill. Esse capitulo aborda ainda, a analise da composicdo quimica do dleo
essencial das folhas frescas de V. curassavica das 16 populagdes coletadas no
verdo e analise de componentes principais (ACP) para identificar as correlagées
lineares existentes entre os compostos analisados com as condigdes
edafoclimaticas.

Finalizando, com os resultados de teor 6leo e de composicdo quimica de

folhas frescas das populagdes estudadas, selecionou-se quatro gendétipos que foram
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propagados para cultivo e avaliagdo do potencial podutivo de d6leo essencial,
conforme consta no capitulo IV. Dessa selecéo, dois gendtipos eram mais produtivos
em termos de teor de 6leo essencial e dois gendtipos foram os que mais produziram

o principio ativo a-humuleno.
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2 TEOR E COMPOSICAO QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIES
HERBACEAS, ARBUSTIVAS E ARBOREAS DA RESTINGA DA PRAIA
VERMELHA, PENHA (SC), BRASIL

RESUMO

O trabalho teve como objetivo realizar bioprospecg¢ao no ecossistema de restinga da
Praia Vermelha, Penha (SC), Brasil, e relata o teor e a composicao dos o6leos
essenciais de 14 espécies vegetais. Os 6Oleos essenciais das folhas frescas foram
obtidos por hidrodestilacdo e analisados por meio de CG-EM. O teor de o6leo
essencial varia de 0,01% (Mikania involucrata) a 1,56% (Varronia curassavica).
Campomanesia reitziana, Cortaderia selloana e Sophora tomentosa nao
apresentaram o6leo essencial. Os principais constituintes sdo ar-curcumeno (15,1%)
e cis-crisantenol (14,2%) em Ambrosia elatior; benzoato de benzila (43,5%) e
salicilato de benzila (23,7%) em Aniba firmula; éxido de cariofileno (35,7%) e
espatulenol (10,6%) em Austroeupatorium inulaefolium; espatulenol (19,8%) e 6xido
de cariofileno (14,0%) em Baccharis spicata, 6xido de cariofileno (16,3%) em
Eugenia astringens; curzereno (30,0%), limoneno (13,0%) e germacrona (11,9%) em
Eugenia uniflora; 6xido de cariofileno (17,1%) e ledol (11,3%) em Lantana camara;
oxido de cariofileno (27,7%) e limoneno (12,7%) em Mikania involucrata; 1,8-cineol
(19,8%) em Psidium cattleianum; limoneno (10,2%) em Sophora terebinthifolius e
alo-aromadendrene (15,2%) em Varronia curassavica.

Palavras-chave: Bioprospeccéo. Espécies nativas. Fitoquimicos. Plantas aromaticas.
Restinga.
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YIELD AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS OF
HERBACEOUS, ARBUSTIVE AND TREE SPECIES OF THE RED BEACH, PENHA
(SC), BRAZIL

ABSTRACT

The objective of this study was to perform bioprospecting in the restinga ecosystem
of Praia Vermelha, Penha (SC), Brazil and reports the yield and composition of the
essential oils of 14 plant species. Essential oils from fresh leaves were obtained by
hydrodistillation and analyzed by means of GC-MS. The essential oils content ranges
from 0.01% (Mikania involucrata) to 1.56% (Varronia curassavica). Campomanesia
reitziana, Cortaderia selloana and Sophora tomentosa did not present essential oil.
The major constituents are ar-curcumene (15.1%) and cis-chrysanthenol (14.2%) in
Ambrosia elatior; benzyl benzoate (43.5%) and benzyl salicylate (23.7%) in Aniba
firmula; caryophyllene oxide (35.7%) and spathulenol (10.6%) in Austroeupatorium
inulaefolium;  spathulenol (19.8%) and caryophyllene oxide (14.0%) in
Bacccharaccharis spicata;caryophyllene oxide (16.3%) in Eugenia astringens;
curzerene (30.0%), limonene (13.0%), and germacrone (11.9%) in Eugenia uniflora;
caryophyllene oxide (17.1%) and ledol (11.3%) in Lantana camara; caryophyllene
oxide (27.7%) and limonene (12.7%) in Mikania involucrata; 1,8-cineole (19.8%) in
Psidium cattleianum; limonene (10.2%) in Sophora terebinthifolius, and allo-
aromadendrene (15.2%) in Varronia curassavica.

Keyword: Bioprospecting. Native species. Phytochemicals. Aromatic plants.
Restinga.
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2.1 INTRODUGCAO

Restinga é um tpo de habitat constituinte da Floresta Atlantica originado de
depdsitos marinhos quaternarios. Esse habitat compreende ecossistemas definidos
por dunas e planicies costeiras arenosas caracterizadas de vegetagao herbaceas,
arbustivas e arboreas, crescendo em locais abertos e/ou inacessiveis, como, lagoas,
lagos e pantanos. Tais comunidades vegetais incluem um mosaico de plantas com
variacdes fisiondOmicas e xeromoérficas em respostas as inumeras restricées impostas
pela pobreza de nutrientes nos solos arenosos dessas formagdes, seca, elevada
salinidade, radiagdes solares, ventos constantes e altas temperaturas do ar e solo
(REINERT et al., 1997). Dessa maneira, a restinga é unica, por si s6, porque
compreende um conjunto de espécies com alta plasticidade ecoldgica, pois, apesar
da sua origem na floresta, elas colonizam, sobrevivem e crescem em situacdes
indspitas (ZAMITH e SCARANO, 2006).

A manutenc¢ao do equilibrio ecoldgico das espécies na restinga, por meio da
plasticidade vegetal, ocorre principalmente devido a propagagdo de plantas
especificas sobre ela, onde as herbaceas, arbustivas e arbéreas aromaticas sao
muito comuns. Entre as familias dessas plantas destacam-se as Asteraceae,
Fabaceae, Myrtaceae e Poaceae dentre as mais representativas neste habitat
(MARTINS et al., 2008; MELO JUNIOR e BOEGER, 2015).

Espécies pertencentes a essas familias, Ambrosia elatior (MAKSIMOVIC’,
2008), Austroeupatorium inulaefolium (SOSA et al., 2012), Baccharis spicata
(RETTA et al.,, 2009), Campomanesia reitziana (VIEIRA et al., 2009), Eugenia
astringens (MAGINA et al., 2009), Eugenia uniflora (VICTORIA et al., 2012), Mikania
involucrata (LIMBERGER et al., 1998), Psidium cattleianum (SCUR et al., 2016) e
Sophora tomentosa (TANAKA et al.,, 1997) sédo relatadas por serem ricas em
flavondides, terpendides e outros compostos aromaticos. Na medicina tradicional,
tém sido apontados varios usos populares as comunidades ribeirinhas, no
tratamento de asmas, inflamagdes, reumatismos e diabetes (HERNANDEZ et al.,
2011). Adicionalmente, também indicam um potencial valor ecoldgico, uma vez que,
proporcionam abrigo, alimentagéo e protecéo a fauna florestal (GOMES et al., 2008).
Outras familias de herbaceas, arbustivas e arbdreas aromaticas com menores
representacbes nos ecossistemas de restingas, sdo as Anacardiaceae,

Boraginaceae, Lauraceae e Verbenaceae. Dentre elas, as espécies Aniba firmula
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(MARQUES e AZEVEDO, 2011), Lantana camara (SOUSA et al., 2012; ZOUBIRI et
al., 2012), Schinus terebinthifolius (BENDAOUD et al., 2010) e Varronia curassavica
(NIZIO et al., 2015) s&o ressaltadas na literatura, por meio das propriedades
quimicas presentes em seus Oleos essenciais, como aromatizantes, bactericidas,
inseticidas, antioxidantes, anticancerigenas e fungicidas. Apesar das diferentes
empregabilidades com as espécies citadas, até o momento, as prospecgdes das
espécies vegetais das restingas com potencial de obtengdo de Odleos essenciais
focam, principalmente, na familia Myrtaceae no Brasil (RAMOS et al., 2010;
ALBUQUERQUE et al., 2012; AMARAL et al., 2013; PEREIRA et al., 2010).

Baseado no estudo de novas fontes de 6leos essenciais, na riqueza quimica
da vegetacdo da restinga brasileira, no fornecimento de subsidios para o
extrativismo das espécies pelas comunidades litoraneas e demanda crescente de
produtos fitoterapicos e aromaticos, os 6leos essenciais de espécies herbaceas,
arbustivas e arboreas foram selecionados para essa pesquisa. Assim como parte de
um estudo sistematico da composicdo quimica da flora aromatica da Floresta
Atlantica, o trabalho teve como objetivo realizar bioprospeccéo no ecossistema de
restinga da Praia Vermelha, Penha (SC). O presente trabalho descreve os (i) teores
dos dleos essenciais e os (ii) constituintes quimicos das folhas de 14 espécies

vegetais.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Material vegetal

Folhas de 14 espécies foram coletadas, em fevereiro de 2014, Penha, Santa
Catarina, Brasil (entre 26°47°57.9"S; 48°35'39.3W e 26°48’39.7"S; 48°35'52.4W). As
espéecies foram identificadas no Departamento de Botanica do Museu Botéanico
Municipal, Curitiba, Parana, Brasil. A vegetacao da area de amostragem é formada
por ecossistema de restinga que abrange as comunidades herbaceas, arbustivas e
arboreas. O clima da regido é do tipo subtropical, com verdo quente e chuvoso e
inverno subseco. No periodo de coleta a temperatura média mensal foi de 26,1 °C, a
precipitacdo média mensal foi de 113,0 mm e com 85% de umidade relativa de

meédia mensal.



27

De cada espécie foram coletas trés amostras foliares da porgéo terminal de
um ramo no periodo vegetativo de pelo menos dez plantas, de modo a proporcionar

as folhas para a extracédo do 6leo essencial.

2.2.2 Extracao e analise quimica do d6leo essencial

Amostras de folhas frescas (100 g), em triplicata, foram preparadas
realizando cortes das folhas em segmentos de aproximadamente 2 cm de
comprimento e submetidas a hidrodestilagdo num aparelho do tipo de Clevenger
durante 4 horas e 30 minutos. Apds a extracdo do dleo essencial, o hidrolato foi
separado usando sulfato de sédio anidro e o teor de 6leo essencial foi calculado com
base na amostra seca (Tabela 2.1). As amostras foram mantidas a temperatura de —
20 °C em freezer até a realizagcdo da analise quimica.

A analise da composi¢cdo quimica foi realizada em cromatografo em fase
gasosa (Agilent 6890) acoplado a um detector seletivo de massa (Agilent 5973N). O
CG foi equipado com uma coluna capilar fundida HP-5MS (espessura de filme de 30
m x 0,25 mm x 0,25 pm) revestida com fase estacionaria de fenil-95%
dimetilpolissiloxano a 5%. Utilizou-se hélio como gas carreador, a uma taxa de fluxo
de 1,0 mL/min. A programacao da temperatura foi ajustada para 60 a 240 °C a razéo
de 3 °C/min, aquecida a 240 °C e mantida a esta temperatura durante 10 minutos. A
temperatura do injetor foi mantida a 250 °C. As amostras de 6leo essencial foram
diluidas a 1% em diclorometano e injetou-se 1,0 uL da solugdo com uma razao de
separacao de 1:20. O detector de massa foi operado em modo de ionizagdo por
elétrons (70 eV) a uma velocidade de 3,15 scan/min e um intervalo de varrimento de
40 a 450 Da. A linha de transferéncia foi mantida a 260 °C, a fonte de ions a 230 °C
e 0 analisado (quadruplicata) a 150 °C.

Para a quantificacdo, os Oleos essenciais foram injetados em um
cromatégrafo em fase gasosa (Agilent 7890) equipado com FID operado a 280 °C.
Utilizou-se hidrogénio como gas de suporte, a uma taxa de fluxo de 1,5 mL/min,
utilizando a mesma coluna e as condi¢cdes descritas acima.

A quantificacdo de cada constituinte foi estimada por integragao eletrénica
do FID com a area de pico correspondente, que foi determinada com base na média

de trés injegdes. A identificagéo foi realizada comparando os indices de Kovats (Kls)
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obtidos de uma correlagdo da série homodloga de alcanos (Cg-Cys) €, combinando

seus espectros de massa com os de bibliotecas e comparando Kis da literatura.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nestas espécies os teores dos 6leos essenciais das folhas frescas variaram
de 0,01 a 1,56% (Tabela 2.1). As espécies Sophora tomentosa, Campomanesia
reitziana e Cortaderia selloana nao apresentaram oleo essencial em suas folhas.
Para essas espécies, ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a presenca
de 6leo essencial. Assim, apesar do potencial aromatico dessas espécies, o aroma
pode ser atribuido a presenga de varias substancias soluveis em agua, incluindo 5'-
nucleoétidos, aminoacidos livres e carboidratos solliveis a uma série de C8 -
compostos oxigenados alifaticos (EISENREICH et al., 1997). Tanaka et al. (1997)
observou que na S. tometosa ha presenca de outros metabolitos secundarios, como,
os flavonoides.

A espécie Varronia curassavica Jacq. apresentou o maior teor de 6leo com
teor de 1,56% (Tabela 2.1). Os teores de oleo essencial encontrados para outros
autores para essas espécie entédo entre 0,45 e 0,69% para a Schinus terebinthifolius
Raddi (BARBOSA et al, 2007) e entre 0,21 a 1,12% para amostras frescas de
Varronia curassavica Jacq (MECCIA et al.,, 2009; RODRIGUES et al.,, 2012).
Magalhdes (2010) ressalta que, apesar de a V. curassavica ser muito aromatica, o
teor de 6leo essencial € baixo.

Os resultados da analise quimica mostram que no total, 60 constituintes
quimicos foram caracterizados no 6leo essencial das onze espécies (Tabela 2.2).
Desses constituintes, 7,5-18,7% eram monoterpenos hidrocarbonetos, 0,3-27,2%
monoterpenos oxigenados, 2,5-32,1% sesquiterpenos hidrocarbonetos, 3,9-69,8%
sesquiterpenos oxigenados, 1,4% fenilprondides e 1,8-68,9% ésteres.A partir dos
resultados encontrados, observou-se que o limoneno foi o unico constituinte comum
em todas as espécies analisadas, cujas concentragdes variam de 4,9 a 13,0%
(TABELA 2.2). A presenca desse composto também foi comum para um grupo de
dez espécies de Baccharis coletados na Floresta Atlantica, no sul do Brasil
(TROMBIN-SOUZA et al., 2017). Tais similaridades podem estar associadas ao
papel deste constituinte como precursor da biossintese de monoterpenos
(TROMBIN-SOUZA et al., 2017).
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TABELA 2.1 - DESCRIGAO DAS ESI?ECIES COLETADAS E TEOR DE OLEO DE ESPECIES
HERBACEAS, ARBUSTIVAS E ARBOREAS DA RESTINGA DA PRAIA VERMELHA, PENHA (SC),
BRASIL.

. Teor de
Familia Espécies Habl.to 6leo
de crescimento L
essencial
Anacardiaceae Schinus terebinthifolius Raddi Arvore 1,04 b**
Asteraceae Baccharis spicata (Lam.) Baill. Arbusto 0,48 ¢
Asteraceae /;\‘u:.tg(;aé{patorlum inulaefolium (Kunth) R.M.King Herbacea 014 e
Asteraceae Mikania involucrata Hook. & Arn. Herbacea 0,01 f
Asteraceae Ambrosia elatior L. Herbacea 0,14 e
Boraginaceae  Varronia curassavica Jacq. Arbusto 1,56 a
Fabaceae Sophora tomentosa L. Arvore -
Lauraceae Aniba firmula (Nees & Mart.) Mez Arvore 0,33d
Myrtaceae Campomanesia reitziana D.Legrand Arvore
Myrtaceae Eugenia astringens Cambess. Arbusto 0,29d
Myrtaceae Eugenia uniflora L. Arbusto 0,11e
Myrtaceae Psidium cattleianum Sabine Arvore 0,56 ¢
Poaceae Cortaderia selloana Herbacea
(Schult. & Schult. f.) Asch. & Graebn.
Verbenaceae Lantana camara Linn. Herbacea 0,08 ef
C.V.(%)=8,6

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: *Teor expresso em % do oleo essencial extraido de folhas frescas por hidrodestilagéo;

** As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade; *** ndo apresentaram 6leo essencial em suas folhas.

Em relagdo a familia Anacardiaceae, Schinus terebinthifolius apresentou
somente limoneno (10,2%) como constituinte majoritario (Tabela 2.2). Para S.
terebinthifolius investigada em Sfax, sudeste da Tunisia, o marcador quimico
encontrado nas bagas foi y-cadineno (18,0%) (BENDAOUD et al.,, 2010). Neste
caso, a divergéncia dos marcadores quimicos possivelmente esta relacionada ao
orgao de armazenamento do 6leo essencial, ja que, as extragbes foram realizadas
de folhas. Por outro lado, a distancia geografica e a variabilidade genética de
diferentes populacdes sao consideradas contribuintes para essas diferencas. Ainda
que, a divergéncia genética em S. terebinthifolius no Bioma Floresta Atlantica,
Caatinga e ecdétono seja considerada baixa (61%) quando comparado a outras
espécies perenes e heterégamas (ALVARES-CARVALHO et al., 2015).
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Entre as espécies da familia Asteraceae os compostos majoritarios foram
espatulenol (19,8%), oxido de cariofileno (14,0%), a-cadinol (12,0%) e epi-a-muurolol
(10,4%) em Baccharis spicata; 6xido de cariofileno (35,7%) e espatulenol (10,6%)
em Austroeupatorium inulaefolium; 6xido de cariofileno (27,7%) e limoneno (12,7%)
em Mikania involucrata; ar-curcumeno (15,1%) e cis-crisantenol (14,2%) em
Ambrosia elatior (Tabela 2.2). Os terpenos, mono e sesquiterpenos predominam em
sua maior parte nas plantas com sementes (KNUDSEN et al., 2006), contudo, para
as asteraceas a classe monoterpénica tem sido demonstrada como mais abundante.
Todavia, os resultados reportam o predominio de sesquiterpenos, na familia. Isto é
um indicativo das condi¢cdes estressantes das plantas, quando submetida ao
ecossistema de restinga, uma vez que, elevadas temperaturas e intensidade
solares, bem como os ventos fortes, contribuem para a volatilizacdo das moléculas
menores como as monoterpénicas.

Na familia Boraginaceae, a espécie Varronia curassavica apresentou o
predominio do sesquiterpeno hidrocarboneto, allo-aromadendreno (15,2%) (Tabela
2.2). Esse resultado € 52% maior que a concentracdo de allo-aromadendreno
(10,0%) obtida com o cultivo de V. curassavica em ambiente controlado de estufa
(CARVALHO et al., 2004). Apesar do habitat natural da espécie ser predominante
em locais abertos e ensolarados tem se notado a plasticidade da mesma ao ajustar-
se as condi¢des de sombreamento (FEIJO et al., 2014; PAULILO et al., 2010). Em
V. curassavica, o armazenamento de Oleos essenciais se ddo em tricomas
globulares glandulares, presentes na superficie foliar (VENTRELLA e MARINHO,
2008), cuja frequéncia e desenvolvimento podem ser influenciados pela
luminosidade (FEIJO et al., 2014). Neste sentido, o aumento dos tricomas
glandulares globulares é acentuado em resposta a elevada irradiancia (FEIJO et al.,
2014). A irradiancia, além de influenciar na produgdo de o6leo essencial, por
intermédio das alteragdes nas quantidades de tricomas, também, pode atuar na area
foliar e no desenvolvimento das raizes de V. curassavica (FEIJO et al.,, 2014;
PAULILO et al.,, 2010). Isto induz que as plantas, em ambientes com elevada
intensidade de luz, tenham menores areas foliares minimizando, desse modo, a
perda de agua por meio da transpiracédo. Enquanto que, os maiores comprimentos
de raizes possibilitam na absor¢cdo de agua e nutrientes; e na capacidade de
suportar altas taxas de transpiracdo e fotossintese. Em adicdo, os metabolitos

secundarios produzidos pela V. curassavica em solos pobres de nutrientes, como os
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de restinga, tém sido alterados de maneira benéfica quando manejada em
substratos enriquecidos (PAULILO et al., 2010). Conjuntamente, a luminosidade e o
substrato contribuem para producdo de substancias lipofilicas (PAULILO et al.,
2010), o que provavelmente esta relacionada com a protegédo contra radiagao e alta
evapotranspiracao.

Para Aniba firmula (Lauraceae) os constituintes maijoritarios foram benzoato
de benzila (43,5%) e salicilato de benzila (23,7%) (Tabela 2.2). Valores elevados
benzoato de benzila foram encontrados por Silva et al. (2009), com teores 69,7 e
73% para a Licaria canella, enquanto que para a Aniba canelilla os teores foram de
0,21 a 0,19%. Nas lauraceas brasileiras, a natureza quimica do 6leo essencial e
seus constituintes majoritarios apresentam-se divididos em trés grupos de
quimiotipos: “grupo do benzoato” (A. firmula, A. fragrans, A. gardneri, A. burchelli, A.
parviflora, A. permolis e A. guianensis); “grupo do linalol” (A. duckei e A.
rosaeodora); e “grupo do alilbenzeno” (A. canellita, A. hostmanniana e A.
pseudocoto) (MORAIS et al., 1972). Como outras espécies da familia, A. firmula
mantém constante a produgdo de Oleos essenciais e seus constituintes, visto que,
ndo estdo sujeitos as variagbes (ALCANTARA et al., 2010), demonstrando uma
menor sensibilidade da espécie as influéncias edafo-climaticas.

Os constituintes majoritarios encontrados na familia Myrtaceae foram: éxido
de cariofileno (16,3%) em Eugenia astringens; limoneno (13,0%), curzereno (30,0%)
e germacrona (11,9%) em Eugenia uniflora; e 1,8-cineol (19,8%) em Psidium
cattleianum  (Tabela 2.2). [Essee constituintes quimicos  pertencem
predominantemente as classes quimicas de monoterpenos hidrocarbonetos e
oxigenados e sesquiterpenos oxigenados. Contrapondo os resultados ja obtidos
para mirtaceas no qual se verifica o predominio sesquiterpenos (ALBUQUERQUE et
al., 2012), no ecossistema de restinga é constatado o aumento de monoterpenos
hidrocarbonetos e oxigenados (DEFAVERI et al., 2011). Apesar de ser comprovado
que monoterpenos volatilizam facilmente em condicbes de alta temperatura e
intensidade solar (ARRUDA; VICTORIO, 2011), justifica-se a abundancia desses
compostos na familia, especialmente nos individuos provenientes de restinga,
devido a sua anatomia foliar ser espessa e recoberta por cera (DONATO;
MORRETES, 2007). Assim, as folhas evidenciam funcionalidades como mecanismos
de protecdo contra perda de agua e refletora de luz incidente. Sabe-se que em

mirtdceas uma das caracteristicas marcantes € o armazenamento de 6leos no
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parénquima palicadico e em cavidades secretoras presentes nas nervuras foliares.
Tais cavidades sdao apontadas em maiores numeros nas espécies submetidas as
condigbes estressantes de restinga, como intensa luminosidade, alta temperatura,
salinidade e seca (DONATO; MORRETES, 2007; ARRUDA. Neste contexto, os
fatores ambientais tém propiciado o aumento de teores dos 6leos esséncias de
mirtaceas presentes no ecossistema de restinga (DONATO; MORRETES, 2007), o
que contradiz os resultados apresentados nesse estudo.

Oxido de cariofileno (17,1%) e ledol (11,3%) foram os constituintes mais
abundantes em Lantana camara (Tabela 2.2). O predominio de sesquiterpenos
oxigenados neste estudo revela a sua importancia para a espécie, assim como, 0s
monoterpenos (NGASSOUM et al., 1999). Nessas classes, a presenca dos
constituintes quimicos, quantitativos e qualitativos, tem apresentado alteragdes em
sua composicdo nos diferentes o6rgaos de L. camara (DA SILVA et al., 1999;
MEDEIROS et al., 2012). Em folhas, particularmente, os Oleos essenciais
majoritarios sao sesquiterpenos, o que corrobora com os resultados encontrados por
MEDEIROS et al. (2012). Ainda, a composi¢ao dos constituintes quimicos, também,
deve-se as inumeras variedades apresentadas pela espécie como, L. camara var.
aculeata; L. camara var. ava; L. camara var. hybrida; L. camara var. mista; e L.
camara var. nivea (DA SILVA et al.,, 1999). Ao confrontar os resultados com a
literatura foi identificado que a amostra representa um novo quimiotipo de L. camara

do grupo ledol.

2.4 CONCLUSOES

O estudo relata o rendimento e a composi¢cao quimica de 6leos essenciais
de 14 espécies distribuidas no litoral de Santa Catarina, Brasil. O teor de EO varia
de 0,01% (M. involucrata) a 1,56% (V. curassavica). Os principais constituintes sao
ar-curcumeno (15,1%) e cis-crisantenol (14,2%) em A. elatior; benzoato de benzila
(43,5%) e salicilato de benzila (23,7%) em A. firmula; 6xido de cariofileno (35,7%) e
espatulenol (10,6%) em A. inulaefolium; espatulenol (19,8%) e 6xido de cariofileno
(14,0%) em B. spicata, oxido de cariofileno (16,3%) em E. astringens; curzereno
(30,0%), limoneno (13,0%) e germacrona (11,9%) em E. uniflora; éxido de cariofileno

(17,1%) e ledol (11,3%) em L. camara; o6xido de cariofileno (27,7%) e limoneno
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(12,7%) em M. involucrata; 1,8-cineol (19,8%) em P. cattleianum; limoneno (10,2%)

em S.terebinthifolius e alo-aromadendrene (15,2%) em V. curassavica.
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3 TEOR, COMPOSICAO QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS E AGRUPAMENTO
QUIMICO DE POPULAGOES DE Varronia curassavica Jacq. DE RESTINGAS
DE SANTA CATARINA, BRASIL

RESUMO

Este estudo determinou a variagdo fitoquimica de 16 populagdes de Varronia
curassavica Jacq. de restingas de Santa Catarina, Brasil, no verao e no inverno, com
base na composicao dos 6leos essenciais dos compostos comuns nas populacoes e
estacbes As amostragens foram realizadas em um uUnico dia em cada estagdo. As
extragdes foram realizadas durante 3 horas por meio de hidrodestilagdo em aparelho
graduado tipo Clevenger utilizando-se folhas frescas e folhas secas, com 3
repeticoes. Em relacdo ao teor de dleo essencial, observou-se que no verao, o teor
variou de 0,37 a 0,98% nas folhas frescas e de 0,61 a 2,23% nas folhas secas,
enquanto no inverno, a variagao foi de 0,28 a 1,00% para folhas frescas e de 0,34 a
1,33% nas secas. A populagao PE3 apresentou os maiores teores médios de 6leo
essencial nas duas estacdes, tanto em amostras de folhas frescas quanto nas
secas. A populagao PI1, em amostras secas coletadas no verao, e a populagao PES3,
em amostras secas coletadas no inverno, apresentaram teores de 6leo superiores
em relagcao as demais localidades. A secagem das amostras promoveu um aumento
no teor de 6leo essencial em 81,25% das populagbes no verdo e 31,25% das
populagdes no inverno, enquanto as amostras das demais populagdes, nao
apresentaram diferengas significativas. Foram identificados nos dleos essenciais 41
compostos quimicos no verédo e 40 no inverno. Os componentes quimicos comuns
encontrados no 6leo essencial de todas as populagdes e em ambas as estacdes
pesquisadas foram a-tujeno, a-pineno, sabineno, a-humuleno, (E)-cariofileno,
espatulenol, mirceno, allo-aromadendreno, (B-sesquifelandreno e a-zingibereno. O
teor do principio ativo a-humuleno variou entre 0,34 a 3,16% no verédo e de 0,67 a
6,82% no inverno. A anadlise de agrupamento utilizando o método do vizinho mais
préximo com base na distancia euclidiana agrupou as 16 populagbées em 3 grupos
no verao e 8 grupos no inverno. Com os componentes comuns em ambas as
estagdes foi realizado analise de componentes principais (ACP) para identificar as
correlagdes lineares existentes entre os compostos analisados com as condicdes
edafoclimaticas. As distribuicbes geograficas das populacdes e os fatores abidticos
influenciaram na variacdo quantitativa e qualitativa do 6leo essencial em V.
curassavica.

Palavra-chave: Planta aromatica. Composigao quimica. Fitoquimica. Restinga.
a-humuleno.
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YIELD, CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS AND CHEMICAL
GROUPING OF Varronia curassavica Jacq. POPULATIONS OF SANDBANK OF
SANTA CATARINA, BRAZIL

ABSTRACT

This study determined the phytochemical variation of 16 Varronia curassavica Jacq.
sandbanks populations of Santa Catarina, Brazil, in summer and winter, based on
the essential oils composition of the compounds common in the populations and
seasons. V. curassavica populations provided essential oil yield in summer, the yield
ranged between 0.37 to 0.98% in fresh leaves and from 0.61 to 2.23% in dry leaves,
while in winter, the variation was 0.28 to 1.00% for fresh leaves and 0.34 to 1.33% for
the dry season. The PE3 population had the highest average levels of essential oil in
both seasons, both in fresh and dry leaf samples. The PI1 population, in dry samples
collected in the summer, and the PE3 population, in dry samples collected in the
winter, presented higher oil yields in relation to the other regions. The drying of the
samples promoted an increase in the essential oil yield in 81.25% of the populations
in the summer and 31.25% of the populations in the winter, while the samples of the
other populations did not present significant differences. 41 chemical compounds
were identified in the summer and 40 in the winter. The compounds were grouped
into 4 chemical classes in each studied station. Common chemical components
found in the essential oil of all populations in both stations were a-thujene, sabinene,
a-humulene, (E)-cariophylene, spathulenol, myrcene, allo-aromadendrene, [-
sesquifelandene and a-zingiberene. Cluster analysis using the method of nearest
neighbor based on Euclidean distance grouped the 16 populations into 3 groups in
summer and 8 groups in winter. With the common components at both seasons,
main component analysis (PCA) was performed to identify the linear correlations
between the compounds analyzed with the edaphoclimatic conditions. The
geographical distribution of populations and abiotic factors influenced the qualitative
and quantitative variation of essential oil in V. curassavica.

Keyword: Aromatic plant. Chemical composition. Phytochemical. Restinga.
a- humulene.
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3.1 INTRODUGAO

O primeiro fitoterapico brasileiro foi obtido da espécie aromatica Varronia
curassavica (CALIXTO, 2005), conhecida popularmente como erva-baleeira,
baleeira, camarinha e maria-milagrosa. Essa planta, coletada de populagdes nativas
ou cultivadas, é utilizada para o uso na medicina tradicional, como pomadas
cicatrizantes e antiinflamatoérios. A espécie V. curassavica € um arbusto perene,
muito ramoso, que cresce de 1,5 a 2,5 m de altura, com folhas aromaticas que,
quando maceradas, exalam um cheiro forte proveniente do seu o6leo essencial
(MAGALHAES, 2010). As atividades terapéuticas das pomadas elaboradas com 6leo
essencial de V. curassavica séo atribuidas aos principios ativos a-humuleno e (-)-
trans-cariofileno (FERNANDES et al., 2007).

A composicao dos Oleos essenciais, assim como o teor, sofrem a influéncia
de fatores genéticos, fisiolégicos, edafoclimaticos e de manejo (FIGUEIREDO et al.,
2008; GONG et al., 2014). Os compostos mais comuns presentes no 6leo essencial
extraidos por hidrodestilacdo de folhas frescas de V. curassavica sao monoterpenos
e sesquiterpenos: a-pineno (9,5-29,69%), B-pineno (13,1%) (-)-trans-cariofileno
(12,4-25,4%), biciclogermacreno (11,3-13,8%) e allo-aromadendreno (9,99%) (DE
CARVALHO et al, 2004; RODRIGUES et al., 2012; SANTOS et al., 2006).

Em relagdo ao principio ativo a-humuleno, Michielin (2009) ressalta que os
teores desse composto sdao fortemente dependentes da fonte da erva baleeira
utilizada, da maturidade da planta, da regido de colheita e com o processo de
extracdo aplicado, afetando sua biodisponibilidade e, consequentemente, a agao dos
preparados industriais. Montanari Junior (2011), pesquisando a variabilidade
genética em uma populagdo de Varronia curassavica Jacq., observou que a
producgao de 6leo essencial e de a-humuleno esta correlacionada com a producgao de
biomassa, indicando que a pratica da selecéo indireta facilitaria o processo. Dessa
forma, os teores encontrados para o a-humuleno variam para cada estudo (1,6-
4,8%) (DE CARVALHO et al, 2004; RODRIGUES et al., 2012; SANTOS et al., 2006;
VAZ et al., 2006), valores que nem sempre atingem o teor minimo de 2% (p/p) de a-
humuleno para que o 6leo tenha um padrdo minimo de qualidade para a industria
farmacéutica (MAGALHAES, 2010).

O objetivo desta pesquisa foi determinar o teor e a composi¢gao quimica do

o6leo essencial das folhas frescas e secas de V. curassavica em diferentes
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populagdes coletadas no inverno e verao em restingas do Estado de Santa Catarina
(BR) e estudar a possibilidade de agrupamento quimico das populagdes e a inter-

relagdo da espécie com as condi¢des edafoclimaticas.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal

O material vegetal foi coletado em areas de restinga do litoral norte e centro-
norte do Estado de Santa Catarina. Foram pesquisadas 16 populagdes de V.
curassavica ao longo de aproximadamente 77 km do litoral entre as latitudes
26°22'22.2"S e 26°51'52.4"S.

As populagdes foram identificadas com codigos conforme o municipio onde
estdo localizadas. No litoral norte foram estudadas populagées dos municipios de
Sao Francisco do Sul (populagdes SF1 e SF2), Balneario Barra do Sul (BS1, BS2,
BS3 e BS4) e Barra Velha (BV1, BV2 e BV3), enquanto que no litoral centro-norte
estudaram-se populacdes de Balneario Pigarras (P11 e PI2), Penha (PE1, PE2 e
PE3) e Navegantes (NA1 e NA2) (Tabela 3.1). A populagdo SF1 do extremo norte e
NA2 do extremo sul estdo equidistantes em linha reta 55 km, aproximadamente.

Cada populacéo foi composta por, no minimo, 20 amostras, sendo que todas
as amostras individuais foram selecionadas dentro de uma distancia de 30 cm por
unidade de trabalho e coletadas em unico dia.

As condigdes climaticas no inverno (setembro/2013 e 2014) e veréo
(fevereiro/2014 e 2015) estdo demonstradas na (Tabela 3.1). Para a caracterizagao
quimica do solo foram coletadas amostras nas camadas de 0-20 cm de
profundidade (Tabela 3.1).



"OUJBAUI Op elpaw oedeydivald ,, OBJOA Op elpow oedeydioald ¢, ‘OUJOAUI Op ElpoW EBmEaEm._.ﬁ ‘OBJOA Op elpow EEE@&E@._.:

'saseq ap oedeinjeg | 'saseq ap oedeinjes ap wabejusoiad (010 eu oedeinjes %) olujwn|y  'edlueblo euglel\ , "010jso- , “0oluQlusbolply [erous)od

¢ 'Sey|o} wod sowel sop oediod ep elpaw einyly , ‘sejued sep elpaw einjly . ‘oedeindod ep ealy , ‘sajueboreN ‘gvN :sejueboneN ‘LN ‘eyusd ‘€3d ‘eyuad
‘Z3d ‘eyuad ‘13d ‘sedledid oueaujeg ‘gid ‘seledid oueaueqg ‘L|d ‘BUIBA eleg ‘SAg ‘eUI9A Blleg ‘ZAg ‘BUIOA Blieg ‘L Ag ‘NS Op elieg oueaujeg ‘vSqg
INS Op elleg ougsujeg ‘¢Sg -INS Op elleg ouegsujeg ‘ZSg -INS Op elleg olegsujeg ‘L Sg -INS Op 09sIduBl{ 0BS ‘Z4S :|NS Op 09sidueld 0BS ‘L 4S | 'VANIDI
'(£102) Jone O :3LNO4

€66 0'coc 8Ll LvZ 6€l GL€S 0.9 €0 2zl ¢S /20 V80 9C M.0'G1.8€,8 -S.'2G.1G,92 ¢VN
€66 0'coc 8Ll Lve 8¥L S¥'LS 000 rAl0] el ¥6 v20 890 8l M.060.8€,8V -S.6'82.1 5,92 LVN
€66 0'coc 8Ll LvZ 9¥'9 ¢S'L6 000 Z'l z'elL 08 620 80} Ol ML 6V.GE,8Y -S.E}1.8V,92 €3d
€66 0'coc 8Ll LvZ 6LC L6188 000 L0 0'6 8. 1€0 €T 6 M.6'617.5€,87 S.8°1G6.97,9¢ ¢3id
€66 0'coc 8Ll L'vZ 66'GL 6£68 000 AL L2 €9 0€0 80 8 M8 ¥1.8€,8 -S.£'8Y.51,92 13d
€66 0coc 8Ll L'vz 89't 9969 000 [ 0'S G'¢ 920 €zl 8 M.9'6%.07,8 -S.6"70.71,92 Zld
€66 0coc 8Ll L'vez 89'C +¥E6L 000 ¥'0 G'gy L', 620 GOV 9l M.9'LG.0¥,8Y -S.9°8€.E1,9C lid
€66 020c 29l SZc ov'c 96'cL 000 [ 0L 29 220 S0 9 M.G 62.07,8Y -S.922.9€,92 €Ng
€66 0c0c 29l St e62¢C 219 8LV 9'0 0'gl Z's €20 S0 Ll M.Z GZ.07,8Y -S.L01.9€,92 ¢N\d
€66 020 29l SZc 09V zlve Lvog L0 6'G LY 6L'0 LSO 6 M.8°01.0%,8Y -S.6"92.5€,9¢ LNg
L°.01 €96 28l 8ve ¥9'0 Z¥ie 0S'cl G0 G'L 6v 6L0 vv'0o Vv M.G 9€.8€,8Y -S.9°87.1€,9C sS4
L°.01 €96 28l 8¥Z 0LCc 0,69 000 o'l €'6 LG 8L'0 IS0 Ll M.Z'9G.LE,8Y -S.Z L2.0€,92 €S9
L°.01 €96 28l 8've 89'¢ Z6'9L 000 [ 0'Gl 09 020 L¥'0 65 M.9'G7.9€,8Y -S.¥"0€.82,92 ¢sd
L°.01 €96 28l 8vec SE'L  ¥8TC9 000 A 89l G'¢ 20 v6'0 SI M.691.GE,8Y -S.£02..2,9C Lsd
L°201 £'96¢e L2V L'v¢  v0'S  L¥'6L 000 0l 80l 29 8L0 v.0 62 M.6°91.G€,8Y S.'87.€2,92 Z¢ds
1201 €96 L'/l LvZ 0L vL'¥S 000 4] €9 86 LL'0 ¥0 €l M.0"G2.VE,8Y :S.C'22.22,92 1dS
(ww) — (ww)  (3,)  (9) WS A GV (%) (qwp/bw) () (w) () seolyelboab sepeusapioo) 129077

aldd  Add 1L AL ,ON od Hd J¥H dH ¥

ISYYE ‘YNIYYLVYO VLINVYS 3Ad SYONILSTY 3a eomessesnd ejpjod 3 SYAVANLSI
S300VINdOd SYA VY.LSONY VA OHNVIAVL 3 SYOILYINITO04VA3 SIQIIANOD ‘S3AVAITVO01 IHE0S SAQIVINEOLNI — L€ v13avl

9%



46

3.2.2 Extracdo do dleo essencial

Os oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilagdo com aparelho
graduado Clevenger, durante 3 horas, utilizando-se 100 g de folhas frescas para 1
litro de agua em trés repetigcbes. De maneira analoga, o segundo momento consistiu
do uso de 50 g de folhas secas e repetidas as demais condi¢gdes da primeira etapa.
Apos a extracao, o 6leo foi centrifugado a 5000 rpm durante 2 minutos e seu volume
determinado com micropipetas de precisdo (0-100 uL). As amostras do 6leo
essencial foram estocadas em freezer (-20 °C) até o momento da analise quimica.
Para calcular o teor de 6leo em base seca, amostras de 20 g de folhas foram secas

em secador a 65 °C, durante 18 h.

3.2.3 Analise quimica

A identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Os
Oleos essenciais foram diluidos em hexano na proporc¢ao de 1% e 1,0 uL da solucao
foi injetada, com divisdo de fluxo de 1:20 em um cromatoégrafo em fase gasosa
Agilent 6890 acoplado a detector seletivo de massas Agilent 5973N. O injetor foi
mantido a 250 °C. A separacdo dos constituintes foi obtida em coluna capilar HP-
SMS (5%-fenil-95%- dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) e utilizando
hélio como gas carreador (1,0 mL min™"). A temperatura do forno foi programada de
60 a 240 °C a uma taxa de 3 °C min™". O detector de massas foi operado no modo
ionizacdo eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras min™' e faixa de massas
de 40 a 450 u. A linha de transferéncia foi mantida a 260 °C, a fonte de ions a 230
°C e o analisador (quadrupolo) a 150 °C.

Para a quantificacdo, as amostras diluidas foram injetadas em cromatégrafo
Agilent 7890A equipado com detector de ionizagao por chama (DIC), operado a 280
°C. Foram empregadas a mesma coluna e condi¢gdes analiticas descritas acima,
exceto pelo gas carreador usado, que foi o hidrogénio, a uma vazao de 1,5 mL min™.
A composicao percentual foi obtida pela integracao eletrénica do sinal do DIC pela
divisdo da area de cada componente pela area total (%). A identificacdo dos

constituintes quimicos foi obtida por comparacédo de seus espectros de massas com
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aqueles das espectrotecas e também dos seus indices de retengédo linear,
calculados a partir da injecao de uma série homoéloga de hidrocarbonetos (C7-C26).
Com a ressalva de que as analises quimicas, para identificagdo e
quantificacdo dos compostos quimicos presentes, foram realizadas nos oleos
extraidos das amostras de folhas frescas das coletas realizadas no inverno de 2013
e no verao de 2014. Justificado pelo plano de trabalho, devido a necessidade de
cumprimento de prazos, foi necessario avaliar os resultados de pesquisas do
primeiro ano para decidir pelos acessos de V. curassavica a serem testados em
condicbdes de cultivo. A opcado de analisar somente Oleos essenciais extraidos de
folhas frescas, deve-se ao fato de que, na época as analises eram realizadas em
parceria no Laboratorio de Cromatografias Gasosa da Embrapa Agroindustria de
Alimentos (Rio de Janeiro), portanto, a quantia de analises quimicas dependia das

demandas e do orgcamento daquela instituicao.

3.2.4 Analise estatistica

A estatistica do teor de oleo essencial foi executada através do
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 16 x 2 x 2
(16 populagdes x 2 estagdes x 2 tipos de amostras), com trés repeticées. Os dados
foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo Teste de
Tukey (p<0,01) utilizando-se o programa ASSISTAT 7.7°.

Para realizar a estatistica do teor do principio ativo o-humuleno, o
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 16 x 2 (16 populagdes x 2 estagdes), com trés repeticdes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste Scott-Knott
(p<0,05) utilizando-se o programa ASSISTAT 7.7°.

Os compostos quimicos comuns para todas as localidades, em ambas as
estacdes foram usados para determinar agrupamento das populagdes no verao e no
inverno. Empregou-se o agrupamento hierarquico no software STATISTICA 10.0°. A
analise foi realizada pelo método da distadncia euclidiana e para a classificagao
adotou-se o método de ligagdes simples (vizinho mais proximo). Para identificar as
correlagdes lineares existentes entre os compostos analisados nas estacbes de

inverno e veréo, foi utilizada a analise de componentes principais (ACP). ACP foi
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realizada no software STATISTICA 10.0° e CANOCO 4.1°. Essa andlise foi
realizada para determinar o grau de variagdo fitoquimica, empregando os 10
compostos comuns em todas as localidades e condicbes edafoclimaticas. O
comportamento identificado foi correlacionado entre as componentes principais e os
fatores edafoclimaticos (precipitagdo média (Pp), temperatura média (T), potencial
hidrogeniénico (pH), aluminio (Al), fésforo (P), percentagem de saturagédo por bases

(V), soma de bases (S) e matéria organica (MO) (conforte Tabela 3.1).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de oleos das folhas frescas variaram de 0,37% a 0,98% no verao
e 0,28% a 1,00% no inverno. Observou-se que, no verao os teores de oOleos das
folhas frescas sdo maiores nas populagdes SF1, SF2, BS1, BS3, BS4, BV1, BV2,
BV3, PI1, PI2, PE1, PE3, NA1 e NA2, variando entre 0,48% e 0,98% enquanto no
inverno os maiores teores entre amostras frescas foram das populagdées SF1, SF2,
BS2, BS3, BV1, BV2, PI2, PE2, PE3, NA1 e NA2, variando entre 0,50% e 1,00%
(Tabela 3.2). Comparando os resultados com outros autores, a amplitude do teor de
Oleo varia entre 0,21% a 1,12% para amostras frescas (MECCIA et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2012).

A oscilagao dos teores de 6leos das folhas secas foi de 0,61% a 2,23% no
verao e 0,34% a 1,33% no inverno. No verdo, entre as amostras de folhas secas, as
populacdes BS4, PI1 e PE3 apresentaram os maiores teores, variando entre 1,79%
e 2,23% e no inverno SF1, SF2, BS1, BS2, P12, PE2, PE3, NA1 e NA2 variando de
0,91% a 1,33% (Tabela 3.2). FEIJO et al. (2014) verificaram variacdes entre 0,6% a
1,36% para folhas secas. PE3 foi a unica populacdo que apresentou altos teores de
Oleo essencial nas amostras fresca e secas e em ambas as estagdes (Tabela 3.2).

Os resultados indicam que ha um acréscimo no teor de 6leo essencial no
verdo, quando comparada com o teor de 6leo extraido no inverno, nas amostras
frescas em 25,0% das populacdes, sao elas: BS1, BS3, PI1 e PE1. Aumento
também ocorreu nas folhas secas das areas de coleta SF2, BS2, BS4, BV1, BV2,
PI1, P12, PE1, PE2, PE3, NA1 e NA2, correspondendo a 81,25% das populacdes
(Tabela 3.2). Este incremento pode ser atribuido a incidéncia de maiores
temperaturas no periodo. O teor de dleo essencial tende a se elevar com 0 aumento

da temperatura, devido ao acréscimo no numero de glandulas de éleo por unidade
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de area foliar (TELCI et al., 2004). FEIJO et al. (2014) estudando o efeito da luz na
produgao de oOleo essencial cita que o aumento no teor ocorre sob o maior indice de
irradiancia, sendo este associado a maior frequéncia de tricomas glandulares em V.

curassavica.

TABELA 3.2 - TEOR DE OLEO ESSENCIAL (%) DE AMOSTRAS DE FOLHAS FRESCAS E SECAS
DAS POPULAGCOES DE Varronia curassavica DE RESTINGAS DE SANTA CATARINA, BRASIL,
COLETADAS NOS INVERNOS DE 2013 E 2014 E NOS VEROES DE 2014 E 2015.

- Inverno Verao

Populagao Frescas Secas Frescas Secas
SF 1 0,90* A ab** 1,00 A ab 0,80 A abc 1,12Ae
SF2 0,67 B abcd 1,01 B ab 0,77 B abc 1,41 A bcde
BS 1 0,41 C bcd 0,94 B ab 0,60 BC abc 1,47 A becde
BS 2 0,50 C abcd 0,96 B ab 0,43C bc 1,42 A bcde
BS 3 0,58 B abcd 0,34Bc 0,98A a 1,32 A cde
BS 4 0,41B bcd 0,58 B bc 0,58 B abc 1,79 A abc
BV 1 0,72B abcd 0,59 B bc 0,48 B abc 1,54 A bede
BV 2 0,74 B abcd 0,80 B bc 0,61 B abc 1,55 A bede
BV 3 0,40 A bcd 0,59 A bc 0,50 A abc 0,61Af
Pl 1 0,33C cd 0,74 B bc 0,87 B abc 2,23 Aa
Pl 2 0,84 B abc 0,92B ab 0,90B ab 1,64 A bcd
PE 1 0,28C d 0,77 B bc 0,63 BC abc 1,25 A de
PE 2 0,61 B abcd 0,71 B bc 0,37B c 1,55 A bede
PE 3 1,00 BC a 1,33Ba 0,85 C abc 1,91 Aab
NA 1 0,79 B abcd 0,91Bab 0,98B a 1,51 A bcde
NA 2 0,82 AB abc 0,72 B bc 0,66 B abc 1,13 Ae

CV. (%) =176

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: * Valores médios de dois anos expressos em %; ** As médias seguidas pela mesma letra
maiuscula na linha e minuscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey,
ao nivel de 1% de probabilidade.

Constatou-se reducédo no teor de Oleo essecial apenas em 2 populacdes
(PE3 e NA2) ao ser comparado a extracao de folhas frescas entre o inverno e o
verao. (Tabela 3.2). Com base nesse aspecto, o aumento do teor esta associado em
parte a anatomia celular de armazenamento e estruturas secretoras, assim como, a
menor perda por volatilizagao.

Ao comparar os resultados das extracdées de amostras de folhas frescas e
de folhas secas realizadas no verao verificou-se um incremento do teor de déleo
essencial em 13 populacdes (SF2, BS1, BS2, BS4, BV1, BV2, PI1, PI2, PE1, PE2,
PE3, NA1 e NA2). Essa mesma comparagao quando realizada no inverno, resultou

que nas amostras secas houve um incremento no teor de 6leo essencial em 4
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populagdes (BS1, BS2, PI1 e PE1) conforme a Tabela 3.2. Os resultados discutidos
acima podem estar relacionados com a Vvariabilidade genética, condicbes
edafoclimaticas e fatores de pds-colheita, tais como perda por volatilizagdo devido a
exposic¢ao solar, a alta temperatura e variagdes na umidade relativa do ar.

Foram identificados 41 compostos quimicos no verao (2013) e 40 no inverno
(2014) (Tabela 3.3). Os compostos foram agrupados em 4 classes quimicas em
cada estacdo estudada. No verdo, as classes correspondem a monoterpenos
hidrocarbonetos (16,6-54,5%), monoterpenos oxigenados (0,4-1,8%),
sesquiterpenos hidrocarbonetos (35,7-68,0%) e sesquiterpenos oxigenados (1,3-
44,0%). No inverno, observam-se os monoterpenos hidrocarbonetos (11,3-49,8%),
monoterpenos oxigenados (0,4-1,0%), sesquiterpenos hidrocarbonetos (40,1-79,3%)
e sesquiterpenos oxigenados (1,4-10,4%). Verificou-se uma redugdo em
monoterpenos hidrocarbonetos (2,6-8,6%), monoterpenos oxigenados (44,4%),
sesquiterpenos oxigenados (76,4%) no inverno. Este resultado € corroborado por
estudos anteriores mostrando que monoterpenos hidrocarbonetos, monoterpenos
oxigenados (KHALID; EL-GOHARY, 2014) e sesquiterpenos oxigenados (GAZIN et

al., 2010) tendem a diminuir no inverno.
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Os compostos majoritarios, com concentragéo igual ou superior a 10%, a-
pineno, a-zingibereno, a-tujeno, (E)-cariofileno, allo-aromadendreno, -
sesquifelandreno, (E)-nerolidol e a-muurolol variaram do seguinte modo nas
estagdes do ano e nas populagdes:

a) a-pineno (10,7-45,6%) no verao, nas populagcbes SF1, SF2, BS2, BS3,

BS4, BV1, BV2, BV3, PI1, P12, PE1, PE2, PE3, NA1, NA2, e no inverno
(10,0-42,5%) nas populagdes SF1, SF2, BS1, BS2, BS3, BS4, BV2, BV3,
PI1, P12, PE1, PE2, PE3, NA1 e NA2.

b) a-zingibereno (10,1-35,6%) no verédo, nas populagdes SF1, SF2, BV1,
BV2, BV3, PI1, NA2, e no inverno (13,6-44,0%) nas popula¢des SF1,
BS1, BS3, BS4, BV1, PI1, PE1 e NA2.

c) a-tujeno (12,4-35,3) no verao, nas populacdées SF1, BS1, BS4, BV1, BV2,
P11, e no inverno (10,4-20,8%) nas popula¢des SF2, BV2 e PI1.

d) (E)-cariofileno (10,7-25,4%) no inverno, nas populagées BS1, BS2, BS4,
BV3, PI1, P12, PE2, PE3 e NA2.

e) allo-aromadendreno (10,8-22,7%) no verdo, nas populagbes SF2, BS1,
BS2, BS3, BS4, BV1, BV2, PI2, PE1, PE2, NA1, e no inverno (10,2-
25,0%) nas populagbdes SF2, BS1, BS2, BV2, BV3, P12, PE2 e PES.

f) B-sesquifelandreno (10,8-15,8%) no verdo, nas populagdes SF1, BV2,
BV3, PI1, NA2, e no inverno (11,1-23,0%) nas populacbes SF1, SF2,
BS3, BV1, PI1, PE1, PE2, NA2.

g) (E)-nerolidol (20,9%) no veréo, nas populacao PE1.

h) a-muurolol (18,2%) no veréo, nas populacao PE1.

BS1 foi a populagdo que apresentou o maior teor de a-humuleno (6,8%).
Com excecdo das populagdes BV1 e PE1, as populagdes apresentaram maior teor

de a-humuleno no inverno (Tabela 3.4).
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TABELA 3.4 — TEOR DE o-HUMULENO (%) DE AMOSTRAS DE FOLHAS FRESCAS DAS
POPULAGOES NATIVAS DE Varronia curassavica COLETADAS NAS RESTINGAS DE SANTA
CATARINA, BRASIL.

Populagdo Verao' Inverno
SF1 0,96 Bh” 2,57 Ah
SF2 1,17 Bf 1,90 Aj
BS1 1,17 Bf 6,82 Aa
BS2 1,77 Bd 3,95 Ae
BS3 1,73 Be 1,84 Aj
BS4 1,99 Bc 4,03 Ae
BV1 1,04 Ag 0,67 Bn
BV2 0,34 Bj 2,13 Ai
BV3 0,56 Bi 4,34 Ad
PI1 0,92 Bh 5,24 Ac
PI2 2,05 Bb 4,39 Ad
PE1 1,80 Ad 1,00 Bm
PE2 1,07 Bg 2,75 Ag
PE3 3,16 Ba 6,26Ab
NA1 1,03 Bg 1,70 Al
NA2 2,04 Bb 3,20 Af

C.V.(%)=0,6

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: ' Valores de teor de a-humuleno expressos em %; 2 As médias seguidas pela mesma
letra mindscula na coluna e mailsculas na linha nao diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Os compostos a-tujeno, a-pineno, sabineno, a-humuleno, (E)-cariofileno,
espatulenol, mirceno, allo-aromadendreno, B-sesquifelandreno e a-zingibereno
foram identificados em todas as populagdes e em ambas as estagdes (Tabela 3.3).
Verifica-se que a maioria dos compostos quimicos encontrados no 6leo essencial de
V. curassavica é proveniente da rota biossintética dos terpenos.

Para classificar pela similaridade quimica as populacdes de V. curassavica
estudadas foram realizadas analises de agrupamentos hierarquicos usando os
compostos quimicos comuns em todas as localidades e estagbes de verdo e
inverno.

As diferengas quimicas dos 6leos essenciais das amostras analisadas de
diferentes populagdes (SF1, SF2, BS1, BS2, BS3, BS4, BV1, BV2, BV3, PI1, PI2,
PE1, PE2, PE3, NA1 e NA2) em duas estagdes (verao e inverno) foram observadas
nos resultados das Analises Hierarquica de Cluster (AHC) e nas Andlises de
Componentes Principais (ACP) (Figuras 3.1, 3.2, 3.3 e 3.4, respectivamente). As
analises mostraram uma separacao dos Oleos esséncias extraidos de diferentes
populagcées em diferentes Grupos Quimicos (GQ). Os GQ se diferenciam entre si

pelo teor dos compostos comuns.
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Na estacdo de verdo foram encontrados 3 GQ, utilizando a distancia

euclidiana 20, como medida de dissimilaridade (Figura 3.1).

FIGURA 3.1 — ANALISE HIERARQUICA DE CLUSTER (AHC) DOS COMPOSTOS QUIMICOS
COMUNS IDENTIFICADOS NOS OLEOS ESSENCIAIS OBTIDOS DE 16 POPULACOES NATIVAS
DE Varronia curassavica COLETADAS NAS RESTINGAS DE SANTA CATARINA, BRASIL,
DURANTE O VERAO, MOSTRANDO A DIVISAO EM TRES GRUPOS QUIMICOS (GQ |, Il e IlI).
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FONTE: O autor (2017).
LEGENDA — SF1: Sao Francisco do Sul; SF2: Sdo Francisco do Sul; BS1: Balneario Barra do Sul;
BS2: Balneario Barra do Sul; BS3: Balneario Barra do Sul; BS4: Balneario Barra do Sul; BV1: Barra
Velha; BV2: Barra Velha; BV3: Barra Velha; Pl1: Balneario Picarras; PI2: Balneario Picarras; PE1:
Penha; PE2: Penha; PE3: Penha; NA1: Navegantes; e NA2: Navegantes.

O GQ | é formado pelas populagées SF1, PI1, NA2, BV2 e BV3 , que séo
caracterizadas pela concentragcdo de allo-aromadendreno (1,0-11,0%), (E)-
cariofileno (1,5-7,6%), espatulenol (0,5-2,6%), mirceno (0,5-1,0%), sabineno (0,5-
1,5%), a-humuleno (0,3-2,0%), a-pineno (10,7-20,6%), a-tujeno (3,1-17,4%), a-
zingibereno (22,3-35,7%) e B-sesquifelandreno (10,7-15,8%) (Figura 3.1).

O GQ II é composto pelas populagdes SF2, PE2, PE3, BS2, PI2, NA1, BS4,
BV1, BS3 e PE1, cujos compostos quimicos sdo: allo-aromadendreno (0,7-21,1%),
(E)-cariofileno (3,5-9,1%), espatulenol (0,4-5,2%), mirceno (0,4-1,5%), sabineno (0,6-
2,5%), a-humuleno (0,9-3,2%), a-pineno (12,2-45,6%), a-tujeno (1,7-13,7%), a-
zingibereno (2,0-28,2%) e B-sesquifelandreno (0,8-12,3%) (Figura 3.1).
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O GQ Il compreende somente a populacdo BS1 cuja distingdo é a
concentracdo de allo-aromadendreno (22,7%), (E)-cariofileno (4,8%), espatulenol
(2,7%), mirceno (0,9%), sabineno (5,1%), a-humuleno (1,2%) a-pineno (4,1%), a-
tujeno (35,3%), a-zingibereno (3,8%) e B-sesquifelandreno (1,1%) (Figura 3.1).

Na estacdo de inverno foram encontrados 8 GQ, utilizando a distancia
euclidiana 12, como medida de dissimilaridade (Figura 3.2).

O GQ I, composto pelas populagées SF1, BS3, BV1, PE1 e NA2, e cujos
compostos quimicos comuns na estacdo sdo: allo-aromadendreno (0,5-2,6%), (E)-
cariofileno (2,9-10,4%), espatulenol (0,9-1,3%), mirceno (0,5-0,6%), sabineno (0,4-
0,8%), a-humuleno (0,7-3,2%), a-pineno (7,7-20,2%), a-tujeno (1,3-5,0%), a-
zingibereno (20,0-44,4%) e B-sesquifelandreno (12,3-23,0%).

O GQ II compreende as populacbes BS4 e NA1 caracterizadas pelas
concentragbes de allo-aromadendreno (4,6-7,2%), (E)-cariofileno (7,6-13,2%),
espatulenol (0,6-0,9%), mirceno (0,6%), sabineno (1,2-1,3%), a-humuleno (1,7-
4,0%), a-pineno (19,1-25,0%), a-tujeno (5,9-6,0%), a-zingibereno (9,5-13,6%) e -
sesquifelandreno (7,1-7,8%).

O GQ Il abrange as populagbes BS2, BV3, PI2 e PE2 constituidas pelas
concentragbes de allo-aromadendreno (10,2-18,1%), (E)-cariofileno (15,3-25,4%),
espatulenol (0,5-1,6%), mirceno (0,4-0,8%), sabineno (0,7-1,2%), a-humuleno (2,8-
4,4%), a-pineno (19,9-29,6%), a-tujeno (2,2-8,2%), a-zingibereno (2,9-8,5%) e [-
sesquifelandreno (2,4-11,0%).

Os demais grupos na estagdo de inverno compreendem somente uma
populacdo: PE3 (GQ IV); PI1 (GQ V); BS1 (GQ VI); BV2 (GQ VII); e SF2 (GQ VIII).
As concentragdes quimicas do oleo que caracterizam estas populagdes séo: allo-
aromadendreno (15,4; 1,8; 25,0; 19,4; e 22,5%), (E)-cariofileno (18,3; 20,9; 21,6; 8,3;
e 8,4%), espatulenol (0,9; 0,5; 1,2; 1,0; e 1,0%), mirceno (0,6; 0,4; 0,5; 0,5; e 0,5%),
sabineno (0,6; 1,6; 1,7; 2,5; e 1,5%), a-humuleno (6,3; 5,2; 6,8; 2,1; e 1,9%), a-
pineno (42,5; 10,0; 12,8; 24,9; e 34,6%), a-tujeno (0,7; 10,4, 9,1; 20,8; e 10,6%), o-
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zingibereno (0,8; 24,1; 16,2; 5,5; e 3,2%) e B-sesquifelandreno (1,2; 13,0; 1,1; 3,8; e

12,3%), respectivamente para cada populagéao.

FIGURA 3.2 — ANALISE HIERARQUICA DE CLUSTER (AHC) DOS COMPOSTOS QUIMICOS
COMUNS IDENTIFICADOS NOS OLEOS ESSENCIAIS OBTIDOS DE 16 POPULAGOES NATIVAS
DE Varronia curassavica COLETADAS NAS RESTINGAS DE SANTA CATARINA, BRASIL, DURANTE
O INVERNO, MOSTRANDO A DIVISAO EM TRES GRUPOS QUIMICOS (GQ |, I e 1Il).
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FONTE: O autor (2017).

LEGENDA — SF1: Sdo Francisco do Sul; SF2: S&o Francisco do Sul; BS1: Balneario Barra do Sul;

BS2: Balneario Barra do Sul; BS3: Balneario Barra do Sul; BS4: Balneario Barra do Sul; BV1: Barra

Velha; BV2: Barra Velha; BV3: Barra Velha; Pl1: Balneario Picarras; PI2: Balneario Picarras; PE1:
Penha; PE2: Penha; PE3: Penha; NA1: Navegantes; e NA2: Navegantes.

Dados da literatura tém indicado B-cariofileno (25,4%), biciclogermacreno
(11,3%), d-cadineno (9,0%) e a-pineno (9,5%) (RODRIGUES et al., 2012); tricicleno
(23,9%), biciclogermacreno (11,7%), germacreno D (9,9%) e B-cariofileno (8,2%)
(MECCIA et al., 2009); a-pineno (20,5%), B-pineno (13,1%), (E)-cariofileno (12,4%) e
biciclogermacreno (13,8%) (SANTOS et al., 2006); e a-pineno (29,69%) e (-)-trans-
cariofileno (25,7%) (DE CARVALHO et al., 2004) como compostos majoritarios do
oleo de V. curassavica.

A ACP gerou oito componentes principais (CP) no verdo, destas, duas
explicam 64% da variancia acumulada dos dados de composi¢cdo quimica dos 6leos
essenciais de folhas frescas. Do mesmo modo, no inverno, ACP também gerou oito
componentes principais, sendo que duas destas explicam 64,7% da variancia

acumulada (Figura 3.3 e Figura 3.4). Estes percentuais estdo abaixo do valor (95%)
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encontrado por SCHINDLER (2015) ao pesquisar Oleo essencial de Piper

gaudichaudianum de uma populagao nativa.

FIGURA 3.3 — ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP) DOS COMPOSTOS QUIMICOS
COMUNS IDENTIFICADOS NOS OLEOS ESSENCIAIS OBTIDOS DE 16 POPULAGOES NATIVAS
DE Varronia curassavica COLETADAS NAS RESTINGAS DE SANTA CATARINA, BRASIL,
DURANTE O VERAO.
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FONTE: O autor (2017).

LEGENDA — Objetos: SF1: S&do Francisco do Sul; SF2: Sdo Francisco do Sul; BS1: Balneério Barra
do Sul; BS2: Balneario Barra do Sul; BS3: Balneario Barra do Sul; BS4: Balneario Barra do Sul; BV1:
Barra Velha; BV2: Barra Velha; BV3: Barra Velha; Pl1: Balneario Picarras; PI2: Balneario Picarras;
PE1: Penha; PE2: Penha; PE3: Penha; NA1: Navegantes; e NA2: Navegantes. Descritores: pH:
Potencial hidrogenidnico; P: Fésforo; MO: Matéria organica; Al: Aluminio; V: Percentagem de
saturagao de bases; S: Saturagéo de bases; TV: Temperatura média do veréo; PpV: Precipitagdo
média do verao.

Na estacao do verao, associado a CP1 e explicando 40,9% da variagao dos
dados, os compostos B-sesquifelandreno, a-zingibereno e a-tujeno estdo associados
ao GQ |, e sao inversamente ao compostos (E)-cariofileno, a-humuleno e allo-
aromadendreno associados ao GQ Il. De acordo com a ACP, a presenca de tais
compostos em GQ Il esta relacionado com as variaveis edafoclimaticas TV, S, Mo,

pH, V e PpV. O GQ | e 0 GQ Il estao relacionados com as variaveis P e Al (Figura
3.3).
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FIGURA 3.4 — ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP) DOS COMPOSTOS QUIMICOS
COMUNS IDENTIFICADOS NOS OLEOS ESSENCIAIS OBTIDOS DE 16 POPULACOES NATIVAS
DE Varronia curassavica COLETADAS NAS RESTINGAS DE SANTA CATARINA, BRASIL,
DURANTE O INVERNO.
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FONTE: O autor (2017).

LEGENDA — Objetos: SF1: Sao Francisco do Sul; SF2: Sdo Francisco do Sul; BS1: Balneario Barra
do Sul; BS2: Balneario Barra do Sul; BS3: Balneario Barra do Sul; BS4: Balneario Barra do Sul; BV1:
Barra Velha; BV2: Barra Velha; BV3: Barra Velha; PI1: Balneario Pigarras; P12: Balneario Pigarras;
PE1: Penha; PE2: Penha; PE3: Penha; NA1: Navegantes; e NA2: Navegantes. Descritores: pH:
Potencial hidrogenidnico; P: Fosforo; MO: Matéria orgénica; Al: Aluminio; V: Percentagem de
saturagao de bases; S: Saturagao de bases; Tl: Temperatura média do inverno; Ppl: Precipitacao
média do inverno.

A CP2 explica 23,1% da variacdo dos compostos, a-pineno, mirceno e
espatulenol associada aos solos com menor concentragao de P (Figura 3.3).

A Tl e a concentragao de P na época de inverno sao correlacionadas com a
CP1 que explica 40,9% da variagao, sendo que a temperatura influencia no aumento
de allo-aromadendreno e o P no aumento de B-sesquifelandreno e a-zingibereno.
Populagdes de areas com maior pH, MO, S e V correlacionam positivamente com
(E)-cariofileno, a-humuleno e a-pineno, e negativamente a a-tujeno e sabineno,
explicando 23,8% da variacao da CP2 (Figura 3.4).

Hernandez et al. (2014) comparando a variagao temporal da composigéao

quimica e atividade antimicrobiana de oOleo essencial de V. curassavica em duas
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estacbes do ano (seca e chuvosa) em San Rafael-Coxcatlan, Puebla, no México,
verificou a presenca de 17 compostos (95,43%) cujos majoritarios foram germacreno
(24,41%), 1,7,7-trimetiltriciclo (2,60%), heptano (18,83%) e a-pineno (10,52%) na
estagcdo chuvosa. Para os mesmos autores a estacdo seca apresentou 12
compostos (81,98%) com o predominio de 1,7,7-trimetiltriciclo (2,60%), heptano
(20,30%), germacreno (16,29%) e isocariofileno (12,40%).

As distribuicdes geograficas das populagdes influenciaram nos compostos
quimicos do 6leo essencial na espécie. Diferencas de constituintes quimicos podem
ser justificadas devido a regulagdo da expressao génica de enzimas envolvidas na
rota biossintética dos terpenos. Adicionalmente, as condigcdes edafoclimaticas
contribuiram para a caracterizacdo quimica do Oleo essencial. Em ambas as
estacbes foram mantidas correlagbes entre precipitagdo (PpV e Ppl) e allo-
aromadendreno; pH e a-pineno; V e (E)-cariofileno e a-humuleno; MO e (E)-
cariofileno e a-humuleno; S e (E)-cariofileno e a-humuleno; temperatura (TV e Tl) e
allo-aromadendreno. Entre as duas estagbes houve variagdo entre as seguintes
correlagdes: P e a-tugeno, sabineno, a-zingibereno, B-sesquifelandreno; Al e [-
sesquifelandreno, a-zingibereno, sabineno, a-tugeno; pH e mirceno, espatulenal, (E)-
cariofileno, a-humuleno; V e allo-aromadendreno, a-pineno; precipitagao (PpV e
Ppl) e (E)-cariofileno, a-humuleno, espatulenol, mirceno, MO e allo-aromadendreno,
a-pineno; S e allo-aromadendreno, a-pineno; e temperatura (TV e TI) e (E)-
cariofileno, a-humuleno, espatulenol, mirceno. Desta forma, os fatores abidticos
influenciam na variagdo quantitativa e qualitativa do oleo essencial em V.

curassavica.

3.4 CONCLUSOES

Nas condi¢cbes em que foi realizado o presente trabalho, é possivel concluir
que:

PE3 foi a unica populagao que apresentou teor de 6leo essencial superior as
demais nas amostras de folhas frescas e nas secas e em ambas as estagdes.

A secagem no verdo promove aumento no teor de 6leo essencial na maioria

das populagdes.
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Nas populacdes BS4, PI2, PE3 e NA2 o teor do principio ativo a-humuleno
atingiu o padrao de qualidade ideal para a industria farmacéutica nas duas estacoes.
Enquanto nas populagcées SF1, BS1, BS2, BV2, BV3, P1 e PE2 esse padrao foi
atingido somente no inverno.

Os constituintes a-pineno, a-zingibereno, a-tujeno, allo-aromadendreno, -
sesquifelandreno sdo compostos maijoritarios nas estagcbes verao e inverno para V.
curassavica, enquanto (E)-nerolidol e a-muurolol sdo apenas no verao.

Os constituintes a-tujeno, a-pineno, sabineno, a-humuleno, (E)-cariofileno,
espatulenol, mirceno, allo-aromadendreno, (B-sesquifelandreno e a-zingibereno sao
constituintes quimicos comuns no 6leo essencial de todas as populagbes e em
ambas as estagdes.

A populagdes sdo agrupadas em 3 grupos no verao e 8 grupos no inverno,
sendo que as populagdes em cada grupo demonstram a menor variagdo quimica

entre si.
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4 PRODUGAO DO OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE ACESSOS DE
Varronia curassavica Jacq. EM CONDICOES DE CULTIVO

RESUMO

A composicdo do 6leo essencial de Varronia curassavica apresenta variagao
quantitativa e qualitativa, levando a escolha de acesso mais produtivo. O trabalho
teve como objetivo analisar o 6leo essencial de folhas frescas e secas de quatro
acessos Varronia curassavica, provenientes de diferentes populacdes de restingas
de Santa Catarina, sul do Brasil, cultivados em condi¢gdes semelhantes, a fim de
verificar se as diferengas na composicdo do 6leo devem-se a fatores ambientais ou
a variagao genética e se o modo de secagem das amostras influencia o rendimento
e a composicao do oleo. Os acessos foram denominados SF1, SF2, BS2 e PI2,
conforme siglas utilizadas para identificar populacbes de origem estudadas
anteriormente. Os 6leos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo e analisados
por cromatografia com fase gasosa e cromatografia com fase gasosa acoplada ao
espectrdmetro de massas. Os resultados indicam que o acesso PI2 foi o mais
produtivo quanto ao teor de éleo em folhas secas (2,2%) e também no teor de a-
humuleno, tanto nas amostras de folhas frescas (2,3%) quanto nas secas (3,1%). A
secagem das amostras promoveu um aumento no teor de 6leo essencial em todos
acessos: SF1 (100,0%), SF2 (130,0%), BS2 (204,3%), P12 (630%). Nos acessos, 0s
maiores teores de compostos majoritarios nas amostras de folhas frescas foram: a-
tujeno SF1 (12,3%), a-pineno PI2 (31,8%), allo-aromadendreno SF2 (29,0%), a-
zingibereno SF1 (15,1%) e &-elemeno SF1 (10,1%). Enquanto que, nas amostras de
folhas secas foram: a-pineno SF2 (32,9%), allo-aromadendreno SF2 (27,4%), a-
zingibereno BS2 (13,3%).

Palavras-chave: Planta aromatica. Composicao quimica. Fitoquimica. Cultivo — dleos
essenciais. Restinga.
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PRODUCTION OF ESSENTIAL OIL OF LEAVES OF ACCESSES OF
Varronia curassavica Jacq. IN GROWING CONDITIONS

ABSTRACT

The essential oil composition of Varronia curassavica presents quantitative and
qualitative variation, leading to the choise of a more productive access. The objective
of this work was to analyze the essential oil from fresh and dry leaves of four
Varronia curassavica accessions from different populations of sandbank of Santa
Catarina, southern Brazil, growed under similar conditions, in order to verify if the
differences in oil composition are due to environmental factors or genetic variation
and whether the drying mode of the samples influences the yield and composition of
the oil. The accesses were named SF1, SF2, BS2 and PI2, as acronyms used to
identify previously studied populations of origin. The essential oils were extracted by
hydrodistillation and analyzed by gas chromatography and gas chromatography
coupled to the mass spectrometer. The results indicate that PI2 access was the most
productive for dry leaf oil yield (2.2%) and also for a-humulene, both in fresh leaves
(2.3%) and dry leaves (3.1%). The drying of the samples promoted an increase in the
essential oil yield in all accesses: SF1 (100.0%), SF2 (130.0%), BS2 (204.3%), PI2
(630%). In the accessions, the highest levels of major compounds in fresh leaf
samples were: a-tujene SF1 (12.3%), a-pinene PI2 (31.8%), allo-aromadendrene
SF2 (29.0%), a-zingiberene (15.1%) and &-elemene SF1 (10.1%). The dry leaf
samples were: a-pinene SF2 (32.9%), allo-aromadendrene SF2 (27.4%), a-
zingiberene BS2 (13.3%).

Key words: Aromatic plant. Chemical composition. Phytochemical. Cultivation —
essencial oils. Restinga.
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4.1 INTRODUGCAO

A Varronia curassavica Jacq., popularmente conhecida como erva baleeira,
€ uma espécie encontrada na Mata Atlantica, geralmente em terrenos arenosos e
ensolarados, como restingas. Nos ultimos anos, diversos autores tém intensificado
os estudos dessa planta pois, o primeiro anti-inflamatoério brasileiro foi desenvolvido
a partir dos pricipio ativos presentes no ses 6leo essencial (CALIXTO, 2005), os
quais possuem propriedades anti-inflamatérias e anti-alérgicas, sendo o o0 a-
humuleno o principal composto quimico (PASSOS et al., 2007).

O conteudo de a-humuleno esta relacionado a fatores como a origem da
erva- baleeira utilizada, com a maturidade da planta, com a regido de colheita e com
o processo de extragdao aplicado, o que pode afetar substancialmente sua
biodisponibilidade e consequentemente a acdo dos preparados industriais
(MICHIELIN, 2009). Nizio et al. (2015) em estudo de 6leo essencial com 59 plantas
estudadas, o a-humuleno foi detectado em 95% das amostras com teores entre
0,54% a 10,32%. E preciso estabelecer condigdes e épocas para cultivo e/ou coleta
que conduzam a uma matéria-prima vegetal com concentragcdes desejaveis de
principios ativos. (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Segundo Magalhdes (2010), os
teores minimos de 2% (v/v) de a-humuleno s&o fundamentais para que o 6leo tenha
um padrao de qualidade ideal para a industria farmacéutica. Assim, muitos autores
tém estudado condi¢des de cultivos ideais para uma maior produgao de oleo e de a-
humuleno.

O estudo de Lapa (2006) mostrou que a alta intensidade de luz solar
aumenta a produgao de metabdlitos em V. curassavica, mas ndo a biomassa de
folhnas. O mesmo foi observado por Feijo et al. (2014), que ressalta ainda que a
irradidancia mais alta promoveu uma maior producdo de Oleo essencial, e esta
associada com maior frequéncia a tricomas globulares glandulares. Verificaram
ainda que a composicao do 6leo essencial foi afetada pela irradianca, mas o teor de
a-humuleno permaneceu inalterado.

O aumento do teor de 6leo essencial nem sempre provoca um aumento na
porcentagem de a-humuleno. Em relagcdo a supressao da irrigagéo, Bolina (2015)
observou que a restricdo de agua foi eficiente no aumento da produtividade do dleo
essencial de V. curassavica, sem provocar perdas no acumulo de fitomassa, porém,

as proporgoes relativas de a-humuleno (4,4%) nao diferiram estatisticamente em
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funcdo dos tratamentos. Brandao (2014) realizando variagdes do espagamento e da
presenca e da auséncia da cobertura morta, observou que houve um incremento do
teor e da produgao do oleo essencial, assim como da biomassa das plantas, porém
nao influenciaram nas concentragdes do a-humuleno e B-cariofileno entre os
tratamentos.

Em relagdo a variabilidade genética, o estudo de Vaz et al. (2006)
pesquisando a biomassa e composi¢cdo quimica de genotipos melhorados, mostrou
que ocorrem variagbes na producdo de biomassa, assim como diferencas
qualitativas e quantitativas, na composi¢cao quimica das plantas, em funcdo dos
locais de cultivo, com producgao de a-humuleno de 2,38 a 4,42%.

A fertilidade do solo pode afetar a composi¢ao quimica do éleo, Lapa (2006)
verificou que em solos de maior fertilidade ocorre um aumento da produgao de
metabdlitos e da biomassa de folhas. Porém, ha poucos estudos sobre a
necessidade de adubagao quimica e calagem de plantas aromaticas e medicinais,
como € o caso da Varronea curassavica. Em estudo feito por Arrigoni-Blank et al.
(1999) indicou que para o solo estudado, os nutrientes que apresentaram maiores
respostas quanto ao crescimento e nutricdo da espécie foram o N, K e B, bem como
a calagem. Considerando as diferentes condicdes de fertiidade dos solos
brasileiros, pesquisas nessa area sdo fundamentais para o desenvolvimento de
plantas com maior produgao de 6leo e de a-humuleno. Assim, estudos envolvendo o
cultivo de espécie que apresentam elevado teor de 6leo e do componente quimico
de interesse sao fundamentais. Neste caso, sugere-se que os acessos de Varronia
curassavica selecionados para o cultivo tenham uma produgédo maior de oleo e de a-
humuleno.

O trabalho teve como objetivo analisar o 6leo essencial de folhas frescas e
secas de quatro acessos de Varronia curassavica, provenientes de quatro diferentes
populagdes de restingas de Santa Catarina, sul do Brasil, cultivados em condi¢des
semelhantes, a fim de verificar se as diferengas na composi¢cao do 6leo devem-se a
fatores ambientais ou a variagado genética e se o modo de secagem das amostras

influencia o rendimento e a composig¢ao do dleo.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal

Ramos de Varronea curassavica coletados nas populagdées SF1, SF2, BS2 e
P12 no dia 19/09/2015 (descritas na Tabela 3.1 da pagina 47) foram transportados
para confeccao de estacas no Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Parana - UFPR, Curitiba (Parana - BR) e, posterior cultivo em casa de vegetagao
durante 60 dias. Na sequéncia, bandejas com mudas foram levadas ao Instituto
Federal Catarinense (IFC), Araquari, Santa Catarina (BR) (26°23'37,6” S; 48°44°24,4
W; altitude média de 12 m) para implantagdo do experimento. O solo, classificado
como Espodossolo, em analise prévia possuia: pH SMP= 6,3; Al"*= 0,0 cmolc dm™;
H*+Al"*= 3,0 cmol, dm™; Ca*= 7,0 cmol. dm™; Mg*?= 0,7 cmol, dm™; P= 404,4 mg
dm™; K*= 68,0 cmol. dm™; M.O.= 3,4%; saturagdo por bases= 72,36% e teor de
argila de 70 g.kg™.

As condicdes climaticas durante o periodo do experimento no campo, foram
fornecidas pela Estagcdo Metereoldgica do Instituto Federal Catarinense - Campus
Araquari (Tabela 4.1)

TABELA 4.1 — DADOS CLIMATOLOGICOS DAS ESTAGOES DO ANO PARA ARAQUARI, SANTA
CATARINA, BRASIL, 2015-2017.

= . Temperatura (°C) Precipitagao UR
Estacao Periodo Min. Max. Méd. total (mm) (%)
Primavera 23/9/15 a 21/12/15 16,0 30,0 21,8 126,7 84,0
Verao 22/12/15 a 19/03/16 14,8 35,1 25,0 186,7 86,5
Outono 20/03/16 a 20/06/16 16,7 29,6 19,4 103,3 83,6
Inverno 21/06/16 a 22/09/16 175 32,3 17,7 136,7 83,2
Primavera 23/09/16 a 21/12/16 16,1 33,1 22,5 163,3 84,6
Veréo 22/12/16 a 19/03/16 16,7 35,1 23,3 216,7 86,0

FONTE: O autor (2017).
NOTA: As condig¢des climaticas durante o periodo de manutencao do experimento no campo foram
fornecidas pela Estacao Metereoldgica do IFC — campus Araquari.

Estacas caulinares foram confeccionadas com 12 cm de comprimento, e um
par de folhas opostas na porg¢ao apical, com as laminas cortadas pela metade, a
base da estaca cortada em bisel e o apice cortado transversalmente acima da ultima
gema lateral. A desinfestagdo das estacas foi realizada por imersdo total das
mesmas em solugéo de hipoclorito de sddio a 0,5% (v/v) durante 15 min, seguida de

lavagem em agua corrente por 5 min. A base das estacas foram imersas por 15
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segundos em solucgéo hidroetandlica 50% (v/v) contendo adico indolbutilico (IBA) na
concentragdo de 2.000 mg L' (MENDES et al., 2014). Em seguida, elas foram
plantadas em tubetes de 53 cm® contendo vermiculita de granulometria média
previamente umedecida, e mantidas em casa de vegetacdo, com temperatura e
umidade controladas (24 + 2 °C; 90% de umidade relativa), durante 60 dias.

O experimento foi instalado com delineamento em blocos ao acaso, com 8
tratamentos, 4 repeticdes e 10 plantas em cada parcela. O espagamento adotado foi
de 0,5 m entre plantas e 1,0 m entre parcelas. Cada tratamento foi constituido por
um dos quatro acessos.

As mudas transplantadas receberam irrigacéo diaria durante dois meses. A
cultura foi mantida limpa manualmente nas linhas, e rogada nas entrelinhas.
Recebeu adubagéao nitrogenada: 100 kg/ha; 20% no transplante e 10% a cada més.

A colheita foi realizada no dia 19/02/2017 e o material vegetal foi levado para

extracdo e analise no Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal da UFPR.
4.2.2 Extracao do 6leo essencial

Os oOleos essenciais foram extraidos por hidrodestilagdo com aparelho
graduado Clevenger, durante 3 horas, utilizando-se 100 g de folhas frescas para 1
litro de agua em trés repetigcdes. De maneira analoga, o segundo momento consistiu
do uso de 50 g de folhas secas e repetidas as demais condi¢gdes da primeira etapa.
Apés a extracao, o 6leo foi centrifugado a 5000 rpm durante 2 minutos e seu volume
determinado com micropipetas de precisdo (0-100 uL). As amostras do 6leo
essencial foram estocadas em freezer (-20 °C) até o momento da analise quimica.
Para calcular o teor de 6leo em base seca, amostras de 20 g de folhas foram secas

em secador a 65 °C, durante 18 h.
4.2.3 Analise quimica

A identificagdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). Os
Oleos essenciais foram diluidos em hexano na proporg¢ao de 1% e 1,0 uL da solugao
foi injetada, com divisdo de fluxo de 1:20 em um cromatdgrafo Agilent 6890 acoplado
a detector seletivo de massas Agilent 5973N. O injetor foi mantido a 250 °C. A
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separacao dos constituintes foi obtida em coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-
dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) e utilizando hélio como gas
carreador (1,0 mL min™). A temperatura do forno foi programada de 60 a 240 °C a
uma taxa de 3 °C min". O detector de massas foi operado no modo ionizagéo
eletrénica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras min™ e faixa de massas de 40 a
450 u. A linha de transferéncia foi mantida a 260 °C, a fonte de ions a 230 °C e o
analisador (quadrupolo) a 150 °C.

Para a quantificagcdo, as amostras diluidas foram injetadas em cromatografo
Agilent 7890A equipado com detector de ionizagdo por chama (DIC), operado a 280
°C. Foram empregadas a mesma coluna e condi¢gdes analiticas descritas acima,
exceto pelo gas carreador usado, que foi o hidrogénio, a uma vazao de 1,5 mL min™.
A composicao percentual foi obtida pela integracao eletrénica do sinal do DIC pela
divisdo da area de cada componente pela area total (%). A identificagdo dos
constituintes quimicos foi obtida por comparacdo de seus espectros de massas com
aqueles das espectrotecas e também dos seus indices de retencdo linear,

calculados a partir da injecdo de uma série homologa de hidrocarbonetos (C7-C26).

4.2.4 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4 x 2 (4 acessos x 2 tipos de amostras), com quatro repeticdes. Os
dados do teor de oOleo essencial foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o programa
ASSISTAT 7.7°.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento de O6leo essencial ndo diferiu estatisticamente entre os
tratamentos para amostras de folhas frescas, observando-se uma oscilacdo entre
0,30 e 0,78% (Tabela 4.2). Outros autores, com folhas frescas, obtiveram
rendimentos de oleo essencial entre 0,10% a 0,20% (VAZ et al., 2006) e de 0,23%
(DE CARVALHO et al., 2004).
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O acesso PI2 apresentou rendimento superior (2,19%) para amostras secas,
enquanto os demais acessos nao diferiram estatisticamente entre si para amostras
secas. O teor de oOleo essencial nas amostras secas variou de 1,43 a 2,19%,
resultado superior ao obtido por BOLINA (2015) que foi 0,18% (Tabela 4.2).

Ao comparar os teores de 6leo de amostras de folhas frescas com os teores
de oleos de amostras de folhas secas, verificou-se um acréscimo em todos os
acessos; SF1 (100,0%), SF2 (130,0%), BS2 (204,3%), P12 (630%).

TABELA 4.2 - TEOR DE OLEO ESSENCIAL (%) DE AMOSTRAS DE FOLHAS FRESCAS E SECAS
DOS ACESSOS DE Varronia curassavica DE RESTINGAS DE SANTA CATARINA, BRASIL.

Teor de 6leo essecial (%)

Acesso Frescas Secas
SF1 0,78 Ba' 1,56 Ab
SF2 0,70 Ba 1,61 Ab
BS2 0,47 Ba 1,43 Ab
PI2 0,30 Ba 2,19 Aa

CV. (%) =228

FONTE: O autor (2017).
LEGENDA: ' Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna e maitisculas na linha néo
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Foram identificados 34 compostos quimicos nas amostras de folhas frescas
e de secas. Os compostos foram agrupados em quatro classes quimicas em cada
tipo de amostra de folhas. Nas amostras frescas, as classes correspondem a
monoterpenos hidrocarbonetos (23,4-43,0%), monoterpenos oxigenados (0,4-0,8%),
sesquiterpenos hidrocarbonetos (47,8-67,3%) e sesquiterpenos oxigenados (3,0-
6,6%). Nas amostras secas, observam-se os monoterpenos hidrocarbonetos (15,5-
41,8%), monoterpenos oxigenados (0,1-0,6%), sesquiterpenos hidrocarbonetos
(51,3-71,4%) e sesquiterpenos oxigenados (4,9-8,1%). Verificou-se uma redugéo em
monoterpenos hidrocarbonetos (33,9-2,8%), monoterpenos oxigenados (70,0-28,8%)
e uma elevagdo em sesquiterpenos hidrocarbonetos (7,5-6,4%) e sesquiterpenos
oxigenados (64,1-25,4%) nas amostras secas (Tabela 4.3).

Tanto nas amostras de folhas frescas quanto nas amostras de folhas secas,
o teor do principio ativo a-humuleno diferiu estatisticamente entre os quatro acessos.
O acesso PI2 apresentou teor do superior aos demais acessos para amostras
frescas (2,63%) e secas (3,48%) (Tabela 4.4).
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O teor de a-humuleno variou de 0,88 a 2,63% nas amostras frescas (Tabela
4.4). Esse resultado esta entre a oscilagao de 0,54% a 10,32% observada por NIZIO
et al. (2015) e inferior aos resultados de QUEIROZ et al., (2016) que obtiveram
teores variados (4,4 + 0,2, 48 £ 0,3, 3,3 £ 0,7, 4,7 £ 0,9, e 4,3 + 0,1%) quando
avaliaram coletas em diferentes horarios e também inferior aos de BOLINA (2015)
que observou teor de 4,4% ao testar a supressao hidrica.

Nas amostras de folhas secas foi teor de a-humuleno variou entre 0,97 a
3,48% (Tabela 4.4). Estudos determinaram diferentes teores de o-humuleno
extraidos de folhas secas: 1,14 a 1,58% (FEIJO et al., 2014), 1,6% (SANTOS et al.,
2006), 2,38 a 4,42% (VAZ et al., 2006), 3,69 e 4,53% (BRANDAO, 2014), 4,64% (DE
CARVALHO et al, 2004) e 4,8% (RODRIGUES et al., 2012)

Comparando o teor de a-humuleno entre amostras frescas e secas, ocorreu
um incremento nas amostras dos quatro acessos, SF1 (29,93%), SF2 (10,23%), BS2
(36,27%), P12 (32,32%) (Tabela 4.4).

TABELA 4.4 - TEOR DE a-HUMULENO (%) DE AMOSTRAS DE FOLHAS FRESCAS E SECAS DOS
ACESSOS DE Varronia curassavica DE RESTINGAS DE SANTA CATARINA, BRASIL.

Amostras
Acessos
Frescas Secas
SF1* 1,57 Bb” 2,04 Ab
SF2 0,88 Bd 0,97 Ad
BS2 1,02 Bc 1,39 Ac
P12 2,63 Ba 3,48 Aa

CV.(%)=9,9

FONTE: O autor (2017)

NOTA: * As médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiusculas na linha nao
diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. * Acessos:
SF1, Sao Francisco do Sul; SF2, Sado Francisco do Sul; BS2, Balneario Barra do Sul ; PI2, Balneario
Pigarras.

Os compostos a-tujeno, a-pineno, sabineno, B-elemeno, (E)-cariofileno, a-
humuleno, allo-aromadendreno, y-muuroleno, germacreno D, germacreno A, B-
sesquifelandreno, espatulenol, ar-tumerol, ledol, epi-a-cadinol, a-muurolol foram
identificados em todos os acessos e em ambos tipos de amostras. Os compostos
mirceno e B-felandreno e foram identificados em todos os acessos, mas somente
nas amostras frescas. Por sua vez, compostos ar-curcumeno, y-cadineno foram

identificados em todos os acessos, mas somente nas amostras secas (Tabela 5.3).
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Nas amostras de folhas frescas, os compostos maijoritarios (concentracao
igual ou superior a 10%) foram: a-tujeno SF1 (12,3%), a-pineno SF2 (27,4%), BS2
(31,7%) e PI2 (31,8%), allo-aromadendreno SF1 (10,2%), SF2 (29,0%), BS2 (15,3%)
e P12 (19,3%), a-zingibereno SF1 (15,1%) e BS2 (12,0%) e 0-elemeno SF1
(10,15%). Enquanto que, nas amostras de folhas secas foram: a-pineno SF2
(32,9%), BS2 (23,1%) e PI2 (27,76%), allo-aromadendreno SF1 (12,1%), SF2
(27,4%), BS2 (17,8%) e PI2 (21,3%), a-zingibereno SF1 (12,1%), e BS2 (13,3%)
(Tabela 4.3).

Realizando comparacdo entre resultados da analise do dleo essencial de
folhas frescas dos quatro acessos, discutidos acima, com os resultados de analise
de folhas frescas, coletadas no verdo de 2014, de plantas pertencentes as
populagdes fornecedora dos respectivos acessos, observou-se que as condi¢des de
cultivo proporcionaram a elevagdo no teor de Oleo essencial dos acessos
SF1(92,0%), BS2 (16,7%), P12 (151,1%) e a reducéo para o acesso SF2 (34,5%); a
elevagao no teor de a-humuleno dos acessos SF1 (76,0%), P12 (12,7%) e a redugao
para o acesso BS2 (36,7%) e SF2 (58,1%); redugdo do composto majoritario a-
tujeno no acesso SF1 (1,0%); a elevagdo do composto majoritario de a-pineno nos
acessos BS2 (29,4%), P12 (18,3%) e a redugdo nos acessos SF2 (27,8%); a
elevacao do composto majoritario allo-aromadendreno nos acessos SF2 (107,1%),
P12 (78,7%), e redugcédo no acesso BS2 (1,29%) e o composto majoritario a-

zingibereno reduziu no acesso SF1(38,9%).

4.4 CONCLUSAO

Nas condi¢cbes em que foi realizado o presente trabalho, é possivel concluir
que:

As folhas do acesso PI2 quando secas apresentam o maior teor de d6leo
essencial dentre as amostras avaliadas, 0 mesmo possui 0 maior teor do principio
ativo a-humuleno, tanto nas amostras de folhas frescas quanto nas secas, atingindo
0 padrao de qualidade ideal para a industria farmacéutica.

A secagem promove aumento no teor de Oleo essencial em todos os
acessos.

Em amostras de folhas secas, a-tujeno, a-zingibereno e &-elemeno sao

compostos majoritarios para SF1; allo-aromadendreno € composto majoritario no
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acesso SF2; a-pineno é composto majoritario em PI2. Enquanto nas amostras de
folhas secas, a-pineno, allo-aromadendreno sdo compostos majoritarios em SF2 e a-

zingibereno é marcador quimico em BS2.
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5 CONCLUSOES FINAIS

O estudo relata o rendimento e a composi¢cao quimica de 6leos essenciais
de 14 espécies distribuidas no litoral de Santa Catarina, Brasil. O teor de déleo
essencial varia de 0,01% (Mikania involucrata) a 1,56% (Varronia curassavica). Os
principais constituintes sao ar-curcumeno (15,1%) e cis-crisantenol (14,2%) em
Ambrosia elatior; benzoato de benzila (43,5%) e salicilato de benzila (23,7%) em
Aniba firmula; O6xido de cariofileno (35,7%) e espatulenol (10,6%) em
Austroeupatorium inulaefolium; espatulenol (19,8%) e 6xido de cariofileno (14,0%)
em Baccharis spicata, o0xido de cariofileno (16,3%) em Eugenia astringens;
curzereno (30,0%), limoneno (13,0%) e germacrona (11,9%) em Eugenia uniflora;
oxido de cariofileno (17,1%) e ledol (11,3%) em Lantana camara; 6xido de cariofileno
(27,7%) e limoneno (12,7%) em Mikania involucrata; 1,8-cineol (19,8%) em Psidium
cattleianum; limoneno (10,2%) em Sophora terebinthifolius e alo-aromadendrene
(15,2%) em Varronia curassavica.

A populagdo de Varronia curassavica PE3 foi a unica populagdo que
apresentou alto teor de 6leo essencial nas amostras de folhas frescas e nas secas e
no verao e inverno.

Nas populagdes BS4, P12, PE3 e NA2 o teor do principio ativo a-humuleno
atingiu o padrao de qualidade ideal para a industria farmacéutica nas duas estagdes.
Enquanto nas populacbes SF1, BS1, BS2, BV2, BV3, P1 e PE2 esse padrao foi
atingido somente no inverno.

Em condigdes de cultivo, as folhas do acesso PI2 quando secas apresentam
o0 maior teor de 6leo essencial dentre as amostras avaliadas, 0 mesmo possui 0
maior teor do principio ativo a-humuleno, tanto nas amostras de folhas frescas
quanto nas secas, atingindo o padrdao de qualidade ideal para a industria

farmacéutica.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Pretende-se dar continuidade aos estudos com Varronia curassavica. Neste
sentido, faz-se necessario prosseguir com o experimento que avalia os acessos
escolhidos em funcdo dos dados do primeiro ano de pesquisa. Além disso, implantar
um experimento para testar a producado do 6leo essencial em condigdao de cultivo
com acessos escolhidos ao final dos dois anos de pesquisa com das populagdes de
restinga.

Também ha intencdo de continuar a prospeccao de plantas aromaticas de

restinga.
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