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Andlise comparativa de Oleos essenciais e extratos de cinco variedades de Aniba
rosaeodora Ducke (Lauraceae)

RESUMO

A compreensdo das diferencas taxonémicas de espécies é de suma importancia para
diversas areas da ciéncia. Apesar de muito eficiente, a avaliacdo morfoldgica de espécies muitas
vezes ndo é eficaz para a diferenciagdo das espécies do género Aniba. Por estarem
filogeneticamente préximas, certas espécies de plantas apresentam diferencas morfoldgicas
infimas e de dificil percepcédo, causando conflito na nomenclatura dos espécimes. Uma destas
complexas familias é a Lauraceae, que se divide em 50 géneros. Dentre estes géneros, Aniba
se destaca por possuir 44 espécies subdivididas em dois grupos: affinis e guianensis, sendo este
altimo ainda separado em quatro subgrupos. O subgrupo panurensis merece destaque por sua
importancia econémica e por englobar espéciescom maior dificuldade na identificacdo botanica
para este género. Este estudo se propds a realizar uma diferenciacdo quimica entre cinco
variedades de Aniba rosaeodora Ducke (“pau-rosa”), tendo em vista a grande dificuldade
taxonémica, o risco de extingdo e o continuo uso desta espécie pela industria de perfumes. Para
tal, foram selecionadas cinco variedades de pau-rosa de um plantio comercial no municipio de
Maués-AM. Foram obtidos perfis das analises de extratos etandlicos e hidroalcodlicos de
folhas, galhos e cascas e fragGes alcaloidicas de folhas e galhos por espectrometria de massas
(EM-IES) e da composicdo dos 6leos essenciais de folhas e galhos por cromatografia em fase
gasosa (CG-EM e CG-DIC). As correlacbes entre os dados dos extratos obtidos por meio das
andlises estatisticas (PCA e HCA) permitiram a classificacdo das amostras em trés grupos. A
variedade imbatba representa o grupo um, a louro o grupo dois e tucuribd, abacate e preciosa
0 grupo trés. As andlises dos 6leos essenciais também permitiram a classificacdo das amostras
em trés grupos, as variedades imbauba, tucuriba, abacate e preciosa representaram o primeiro
grupo e a variedade louro foi dividida em dois grupos. Este estudo permitiu inferir que todas as
variedades, exceto a louro, possuem composi¢do quimica semelhante e abre caminho para o

desenvolvimento de metodologias de identificacdo e certificagdo de pau-rosa.

Palavras-chave: cromatografia a gas, espectrometria de massas, quimiometria, diferenciacdo

quimica.
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Comparative analysis of essential oils and extracts of five varieties of Aniba rosaeodora

Ducke (Lauraceae)
ABSTRACT

Understanding the taxonomic differences of species is of paramount importance for
many areas of science. Although very effective, the morphological evaluation of species is often
not effective for the differentiation of species of the Aniba genus. Certain plant species have
(because of the closest phylogenetic) small morphological differences causing conflict in the
botanic identification of specimens. One of these complex families is the Lauraceae which is
divided into 50 genres. Among these genres, Aniba stands out for having 44 species divided
into two groups: affinis and guianensis, the latter being further separated into four subgroups.
The panurensis subgroup is remarkable for its economic importance and include species with
greater difficulty in botanical identification for this genre. This study aimed to carry out a
chemical differentiation among the five varieties of Aniba rosaeodora Ducke (“rosewood”),
aiming the great difficulty taxonomic, the risk of extinction and the continued use of this specie
by the perfume industry. Five varieties of rosewood were selected from a commercial plantation
in the Maués-AM city. The profile of the ethanolic and hydroalcoholic extracts of leaves, twigs
and barks and the alkaloid fractions of leaves and twigs were obtained by mass spectrometry
(ESI-MS) and the composition of essential oils from leaves and twigs by gas chromatography
(GC-MS and GC-FID). The correlations among the data of the extracts obtained by the
statistical analyzes (PCA and HCA) allowed the classification of samples into three groups.
The imbauba variety represents the group one, the louro represents the group two and tucuriba,
abacate and preciosa represent the group three. The analyzes of essential oils also allowed
grouping the samples into three groups, imbauba, tucuriba, abacate and preciosa varieties were
the group one and the louro variety was divided into two groups. This study allows us to infer
that all the varieties, except the louro are chemically similar and paves the way for the

development of identification and certification methods of rosewood.

Keywords: gas chromatography, mass spectrometry, chemometrics, chemical differentiation.
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1 INTRODUCAO

A familia Lauraceae encontra-se dividida em aproximadamente 50 géneros e possui de
2500 a 3000 espécies que sdo majoritariamente arvores de grande e pequeno porte (SOUZA,
2008). Geograficamente, apresentam ampla distribuicdo em regifes tropicais e subtropicais do
planeta (WERFF & RICHTER, 1996). E considerada uma das familias botanicas de maior
destaque, pois além de integrar a composicao floristica de grande parte das florestas brasileiras,
também tem intensa representatividade quanto ao nimero de espécies, especialmente na Mata
Atlantica e florestas da regido sul do pais. Nas Ameéricas, ocorrem aproximadamente 29 géneros
e 900 espécies com grande ocorréncia em terras baixas da Amazonia e América Central
(ROHWER, 1993). As espécies pertencentes a esta familia além de se destacarem por aspectos
geograficos, também sdo conhecidas por suas importancias econémicas (MARQUES, 2001),
pois algumas delas tém sido utilizadas pelas industrias de cosméticos e perfumes, nacionais e
internacionais para a fabricacdo de diversos produtos. Além de serem ainda utilizadas pelas
industrias de alimentos, movelaria e farmacéutica (MARQUES, 2001).

Dentre os géneros integrantes da familia Lauraceae, destaca-se o Aniba por comportar
espécies com grande variedade metabdlica e aplicagbes principalmente na industria de
perfumes (ex. Aniba rosaeodora e Aniba canelilla H. B. K.). Segundo Gottlieb & Kubitzki
(1981a), alcal6ides benziltetrahidroisoquinolinicos, tais como a (R)-reticulina, tém sido
encontrados presentes em todas as espécies deste género, sendo considerados como marcadores.
Este género compreende 44 espécies que foram classificadas quimiotaxonomicamente por
fitoquimica classica e taxonomicamente por intermédio de diversas caracteristicas

morfolégicas, principalmente pela estrutura dos estames. Como resultado, houve a criagdo do
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grupo affinis, agregando 15 espécies, e guianensis, com 26 espécies. A andalise quimica destas
espécies constatou que o grupo affinis se caracteriza pela producdo de neolignanas, enquanto o
grupo guianensis produz pironas (GOTTLIEB & KUBITZKI, 198la; KUBITIZKI &
RENNER, 1982). O agrupamento guianensis classificado por Kubitzki & Renner (1982), foi
em seguida subdividido em 4 subgrupos, sendo eles riparia (4 espécies), hypoglauca (4
espécies), panurensis (14 espécies) e canelilla (2 espécies). A atencédo é voltada ao subgrupo
panurensis, que agrega espécies com os maiores problemas de identificagdo taxondmicas deste
género. Em alguns casos, como na espécie Aniba panurensis (Mess) Mez, ha recorrente
sobreposicdo da morfologia floral, impossibilitando a anélise taxonémica (GOTTLIEB &
KUBITZKI, 1981a; GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981b).

Quimicamente, encontram-se descritos para as espécies do subgrupo panurensis
diferentes classes de metabdlitos secundarios encontrados nas folhas e galhos, como pironas
(MORS et al.,, 1957; GOTTLIEB & MORS, 1959; REZENDE et al., 1971) alcaloides
piridinicos (MORS et al., 1957), alcaloides indolizidinicos (KLAUSMEYER et al., 2004),
alcaloides isoquinolinicos (BRAVO et al., 1996), flavonoides (MORS et al., 1960; COMBES
etal., 1970; ALELUIA et al., 1978), entre outros. Estudos da composicao dos 6leos essenciais
de folhas e galhos também s&o conhecidos e demonstram a existéncia de linalol, benzoato de
benzila, salicilato de benzila, benzoato de feniletila, eugenol, metileugenol, estirilpironas,
monoterpenos, e sesquiterpenos, como principais constituintes (DIAZ et al., 1977; MORAIS et
al., 1972; REZENDE et al., 1971).

Muitos estudos quimicos e botanicos abordando isoladamente espécies do género Aniba
podem ser encontrados nas plataformas cientificas de busca online, assim como, revistas,
jornais e livros cientificos. Todavia poucos estudos de quimiometria e correlagéo de perfis entre

as espécies deste género podem ser encontrados. A espécie Aniba rosaeodora Duck se destaca
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por ser de grande importancia industrial, e a falta de conhecimento quimiométrico que compare
as variedades botanicas desta espécie pode reduzir a qualidade e consequentemente o valor
comercial de seus 6leos essenciais. Além disso, alguns cuidados devem ser observados, tais
como, sazonalidade, &rea de coleta, estudos quimiométricos de amostras fixas e volateis de
diferentes partes destas plantas. Esta falta de coeséo impede que conclusdes sobre as diferencgas
dos perfis quimicos das variedades de pau-rosa sejam correlacionadas, inviabilizando a
diferenciacdo e agrupamento por meio de ferramentas estatisticas.

Considerando a necessidade de dados quimicos que contribuam para um melhor
entendimento das variedades botanicas pertencentes a espécie Aniba rosaeodora Ducke, bem
como a urgéncia em estudar espécies vegetais em perigo de extingdo e a importancia na
qualidade dos dleos essenciais utilizados pela industria. Este trabalho tem por objetivo realizar
estudos quimiométricos de cinco variedades botanicas de pau-rosa encontradas no municipio
de Maués-AM. O estudo foi dividido em duas coletas. A primeira teve como intuito comparar
estatisticamente os perfis quimicos (fingerprint) de extratos etanolicos e hidroalcodlicos de
folhas, galhos e cascas e fracdes alcaloidicas de folhas e galhos por espectrometria de massas
(EM), assim como, os perfis gerados pela cromatografia gasosa (CG) dos 6leos essenciais de
folhas e galhos de cinco espécimes, cada um pertencente a uma variedade de pau-rosa. Na
segunda coleta foi realizado um aumento no numero de espécimes de cada variedade e foi feito
um direcionamento para os métodos de extracdo e técnicas de analise mais eficientes para sua

diferenciacdo quimiométrica por PCA e HCA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar diferenciacdo quimica de cinco variedades de Aniba rosaeodora Ducke, por
meio da andlise comparativa dos perfis cromatografico e espectrométrico de espécimes

empregados comercialmente na extracdo de 6leos essenciais.

2.2 Objetivos especificos

v" Selecionar espécimes e materiais botanicos em plantio comercial (Magaldi, Maués-
AM);

v Determinar o melhor método de extracdo para a obtencdo de 6leos essenciais e extratos
de folhas, galhos e cascas;

v' Obter perfis quimicos de Oleos essenciais e extratos por meio de técnicas
cromatograficas (CG-DIC e CG-EM) e espectrométricas (IES-EM), respectivamente;

v’ Utilizar técnicas estatisticas (HCA e PCA) para investigar as diferencas quimicas entre

as amostras.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Familia Lauraceae Jussieu

A familia Lauraceae é constituida majoritariamente por arvores de grande e pequeno
porte, com excecdo apenas da herbéacea parasita Cassytha. Esta vasta familia encontra-se
dividida em 50 géneros e possui de 2500 a 3000 espécies, as quais tém distribuicdo pantropical
sendo representadas no sul e norte das Américas, leste da Asia, Australia, Madagascar e sul da
Africa, podendo estar presentes excepcionalmente em zonas temperadas como o Chile e sul do
Canada (GOTTLIEB, 1972; ROHWER, 1993; WERFF & RICHTER, 1996; CHANDERBALL
et al., 2001; SOUZA, 2008). Apesar desta familia ser encontrada frequentemente em florestas
tropicais, algumas espécies também podem habitar areas com grandes altitudes, contudo sua
maior diversidade ocorre em terras baixas da Amazénia e América Central (ver Figura 1)

(KUBITZKI & RENNER, 1982; ROHWER, 1993).

4 ettt

Figura 1 — Distribuicdo Geogréafica da Familia Lauraceae
FONTE: Missouri Botanical Garden
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No Brasil sdo encontrados 25 géneros e 400 espécies distribuidas por todo o territério,
sendo na floresta Amazénica uma familia muito comum (SOUZA, 2008). Historicamente, €
reconhecida como uma das familias de Angiospermas mais dificeis de trabalhar do ponto de
vista taxonémico (VAN DER WERFF, 1991), principalmente pela similaridade morfoldgica
existente entre os tdxons (CASTIGLIONI apud COUTINHO, 2006).

Muitas das espécies desta familia possuem raizes, folhas, madeira e frutas arométicas
(SIMIE et al., 2004). Espécies produtoras de Gleos essenciais como o pau-rosa (Aniba
rosaeodora), casca preciosa (Aniba canelilla) e sassafras (Ocotea odorifera) sdo amplamente
utilizadas na manufatura de produtos em industrias de cosméticos e perfumes, nacionais e
internacionais. Contudo apds séculos de exploracdo desordenada, espécies como as citadas
anteriormente est&o em exting&o ou proximas dela (ALCANTARA, 2010; FIDELIS, 2012).

Além do elevado valor agregado aos Oleos essenciais, outras espécies da familia
Lauraceae também se destacam por serem amplamente utilizadas para as mais diversas
finalidades. Dentre as varias aplicacdes, podemos citar o louro (Laurus nobilis) e a canela
(Cinnamomun zeylanicum Nees) utilizados como temperos; a madeira de itatba (Mezilaurus
itauba (Meissn.) Taub.) na marcenaria e construcdo de embarcacdes; frutos comestiveis como
0 abacate (Persea americana Miller); gordura de sementes para producdo de manteigas (Litsea
sebifera Pers.f.); e preparo de farmacos como a canfora (Cinnamomun camphora Sieb.)
(GOTTLIEB, 1972; MARQUES, 2001; SIMIE et al., 2004).

As espécies desta familia possuem grande relevancia quando adentramos na esfera
quimica de seus metabolitos por serem produtoras de uma vasta gama de metabolitos
secundarios com atividades biologicas comprovadas (SOUZA et al. 2005; YAMAGUCHI et
al. 2012; DIAZ et al., 1980). Esta familia tem sido reconhecida como fonte de alcaloides

isoquinolinicos, indolicos e piridinicos, assim como aporfinicos, presentes na maioria das
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espécies. Também relata-se a presenca de lignanas, neolignanas, flavonoides, compostos nitro
derivados, benzoil ésteres, pironas, benzofenonas, 4acidos graxos, monoterpenos e
sesquiterpenos (GOTTLIEB et al., 1959; GOTTLIEB, 1972; HAYASHI & KOMAE, 1978;
ANDRADE et al., 1980; TREVISAN et al., 1984; BARBOSA-FILHO et al., 1987; ROSSI et

al., 1997; SIMIE et al., 2004; LIN et al., 2008).

3.1.1 O género Aniba Aublet

As espécies pertencentes ao género Aniba estdo principalmente distribuidas em areas de
terras baixas com centro de diversidade na Amazoénia Central e Guiana. No entanto, elas
estendem-se aos Andes, montanhas ao norte da Venezuela, pequenas Antilhas, e leste e sul do
Brasil (GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981b).

O género Aniba compreende 44 espécies entre arbustos e arvores. Sua classificacdo
taxonémica foi realizada por intermédio de caracterizacbes morfoldgicas, onde se levou em
consideracdo principalmente a estrutura dos estames. Como resultado, houve a criacdo dos
grupos affinis, agregando 15 espécies, e guianensis, com 26 espécies. Além de aspectos
morfoldgicos, estes dois grupos também podem ser diferenciados por sua capacidade de
produzir metabdlitos secundarios, pois o grupo affinis € caracterizado pela producdo de
neolignanas (Figura 2), enquanto o grupo guianensis produz pironas (Figura 3) (GOTTLIEB
& KUBITZKI, 1981a; KUBITIZKI & RENNER, 1982). Portanto, observa-se o importante

papel da quimiotaxonomia na classificacdo deste género.
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Figura 2 — Algumas estruturas de neolignanas encontradas em espécies do género Aniba
FONTE: Adaptado de GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981a
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ar - o7 o Ar\“ 07 o HO™ ~o = “Ar

Figura 3 — Algumas estruturas de pironas encontradas em espécies do
género Aniba
FONTE: Adaptado de GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981a

Segundo Gottlieb & Kubitzki (1981a), a rota biosintética do chiquimato que leva a

formagdo dos compostos benziltetrahidroisoquinolinicos e benzil benzoatos sdo ubiquos no

género Aniba. O &cido cinamico 3,4-dioxigenado (Figura 4), entretanto, constitui um ponto de

bifurcacdo nas reacdes derivadas do acido chiquimico, podendo levar, tanto a producéo de

neolignanas pela via propenil e alilfendis, quanto pironas, benzofenonas e flavonoides pela

condensagdo com unidades de acetato (Figura 4).
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Figura 4 — Rota metabdlica das classes de compostos encontrados em espécies de Aniba
FONTE: Adaptado de GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981a

O agrupamento guianensis, classificado por Kubitzki & Renner (1982), foi em seguida
subdividido em 04 subgrupos, sendo eles: riparia, hypoglauca, panurensis e canelilla (Quadro
1). Entretanto, a problemética é encontrada quando se comeca a analisar as espécies do

subgrupo panurensis.
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Grupo affinis

A. affinis (Meisn.) Mez
A. citrifolia (Nees) Mez
A. burchellii Kosterm.
A. lancifolia Kubitzki & W. Rodrigues
A. terminalis Ducke
A. taubertiana Mez
A. excelsa Kosterm.
A. ferruginea Kubitzki
A. williamsii O.C. Schmidt
A. bracteata (Nees) Mez
A. hostmanniana (Nees) Mez
A. desertorum (Nees) Mez
A. robusta (Klotzsch & H. Karst.) Mez
A. intermedia (Meisn.) Mez
A. jenmanii Mez
A. vulcanicola van der Werff

Grupo guianensis
A. guianensis Aubl.

A. megaphylla Mez
A. pedicellata Kosterm.
A. ramageana Mez

Subgrupo riparia
A. venezuelana Mez
A. riparia (Nees) Mez
A. kappleri Mez
A. puchury-minor (Mart.) Mez

Subgrupo hypoglauca
A. hypoglauca Sandwith
A. vaupesiana Kubitzki
A. perutilis Hemsl.
A. santalodora Ducke

Subgrupo panurensis
A. panurensis (Meisn.) Mez
A. rosaeodora Ducke
A. percoriacea C.K. Allen
A. muca (Ruiz & Pav.) Mez
A. cinnamomiflora C.K. Allen
A. parviflora (Meisn.) Mez
A. novo-granatensis Kubitzki
A. cylindriflora Kosterm.
A. permollis (Nees) Mez
A. heringeri Vattimo-Gil
A. firmula (Nees & Mart.) Mez
A. coto (Rusby) Kosterm.
A. pilosa van der Werff
A. heterotepala van der Werff

Subgrupo canelilla
A. canelilla (Kunth) Mez
A. ferrea Kubitzki

Quadro 1 — Subdivisdes das espécies pertencentes ao género Aniba
FONTE: Segundo GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981a

3.1.2 Subgrupo panurensis e suas caracteristicas quimicas

O subgrupo panurensis é constituido por 14 espécies (Quadro 1). A delimitacdo destas
espécies ndo esta clara, principalmente entre Aniba panurensis (Meisn.) Mez, Aniba firmula

(Nees & Mart.) Mez, Aniba parviflora (Meisn.) Mez, Aniba rosaeodora Ducke, Aniba
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cylindriflora Kosterm, Aniba heringeri Vattimo-Gil e Aniba coto (Rusby) Kosterm.
Morfologicamente, essas espécies podem ser diferenciadas por caracteristicas das flores, bem
como ocasionalmente pelos frutos. Entretanto, a recorrente sobreposi¢cdo da morfologia floral
em alguns casos impossibilita a analise taxonémica (GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981a). Desta
maneira, inimeros individuos ficam sem identificacdo, sdo identificados de forma equivocada
ou até mesmo classificados como novas espécies. Estas dificuldades taxonémicas muitas vezes
tendem a gerar uma enorme desconfian¢a quanto a veracidade da identificacdo boténica de
individuos utilizados em trabalhos cientificos publicados até hoje.

Aniba panurensis € corriqueiramente confundida com outras espécies, tais como Aniba
firmula e Aniba cylindriflora, pois além da grande sobreposicdo de caracteres é muito dificil
separar material estéril e diferenciar os frutos (KOSTERMANS, 1938). Aniba panurensis ja
foi empregada com sinénimo de Aniba firmula e apesar de j& terem sido morfologicamente
divididas como espécies diferentes (KUBITZKI & RENNER, 1982), uma ainda continua sendo
empregada como sindnimo da outra (www.tropicos.org, acessado em fevereiro de 2014).

A dificuldade taxon6mica abrange as demais espécies do complexo. Aniba rosaeodora
apresenta variacdo morfoldgica interligada com a distribuicdo geografica, estando descritas
Aniba rosaeodora var. amazonica e Aniba duckei Kosterm, consideradas sindbnimos de Aniba
rosaeodora (www.tropicos.org, acessado em fevereiro de 2014; KUBITZKI & RENNER,

1982).
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3.1.2.1 Pironas

As espécies pertencentes a este subgrupo sdo comumente caracterizadas por serem
produtoras de pironas. Como pode ser observado na Figura 5, as moléculas conhecidas como
2-pironas (ou a-pironas) sao constituidas basicamente por um anel pirano, possuindo no
carbono vizinho ao oxigénio heterodtomo uma dupla ligagdo com um atomo de oxigénio,
podendo estar associado com os substituintes aril ou estiril e também a presenca ou auséncia de

um grupo metoxil (GOTTLIEB, 1972).

@n=0
(b)n=1

(c)n=0
dn=1

Figura 5 — Esqueletos de pironas encontradas em espécies
do subgrupo panurensis
FONTE: Adaptado de GOTTLIEB, 1972

De acordo com Gottlieb (1972), os principais esqueletos encontrados nestas espécies de
Aniba estdo exemplificados na Figura 5, sendo exclusivas para este género as estruturas (a),
(c) e (d). Diversos trabalhos sobre o isolamento fitoquimico desta variedade de metabdlito

secundario ja foram relatadas na literatura e os nomes de algumas moléculas bem como a

referéncia aos autores encontram-se descritas no Quadro 2.
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Moléculas Autores

4-metodxi-6-pireronil-a-pirona MORS et al., 1957
4-metoxi-6-(B-estiril)-a-pirona GOTTLIEB & MORS, 1959
4-metoxi-6-piperonil-a-pirona MORS et al., 1957; GOTTLIEB & MORS, 1959
4-met6xi-6-fenil-o-pirona GOTTLIEB et al.,1959
6-estiril-a-pirona
6-(4'-hidréxi-3'-metdxiestiril)-a-pirona GOTTLIEB et al.,1964

6-(3',4'-metilenodidxiestiril)-a-pirona
6-(4'-hidrdxiestiril)-a-pirona
6-(3',4'-dihidrdxiestiril)-o-pirona REZENDE et al., 1971
cis-6-estiril-a-pirona
6-(4'-hidroxi-trans-estiril)-o-pirona

L L . REZENDE et al., 1971
6-(3',4'-dihidroxi-trans-estiril)-a-pirona

Quadro 2 — Pironas encontradas em espécies do subgrupo panurensis

3.1.2.2 Alcaloides

Os alcaloides constituem um grande grupo com mais de 15.000 metabdlitos secundarios
nitrogenados, encontrados em aproximadamente 20% das espécies de plantas vasculares. Sao
sintetizados a partir de um ou poucos aminoacidos comuns (sobretudo a lisina, tirosina e
triptofano) (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Dewick (2002) mostra que a classificacdo desses compostos pode ocorrer de acordo
com a sua origem biossintética, ou seja, de acordo com a estrutura que contém nitrogénio em
pirrolidino, piperidino, quinolino, indol, etc., embora a complexidade estrutural de alguns
rapidamente expanda o nimero de subdivisdes.

Dentre os alcaloides que ja foram encontrados e descritos nestas espécies estdo 0s
benziltetrahidroisoquinolinicos como a (R)-reticulina (GOTTLIEB & KUBITZKI, 1981b),

piranozidicos como a 4-metoxi-6-(3'-piril)-a-pirona, conhecida como anibina (MORS et al.,
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1957), além de alcaloides indélicos como a 6,8-dideca-(12)-enil-5,7-dimetil-2,3-dihidro-1H-

indolizidinico (KLAUSMEYER et al., 2004).

3.1.2.3 Flavonoides

Os flavonoides compreendem uma classe de metabolitos secundéarios de baixo peso
molecular, largamente distribuidos nas folhas, sementes, cascas e flores de plantas. Nas plantas,
essas substancias tém a funcdo de protecdo contra radiacdo ultravioleta, contra a acdo de
patdgenos e herbivoria (HEIM et al., 2002). Dentre as moléculas que ja foram isoladas para as
espécies pertencentes ao subgrupo panurensis, podemos citar a rubranina (COMBES et al.,
1970; MONTERO & WINTERNITZ, 1972), (-)-rubranina (ALELUIA et al., 1978) e

pinocembrina (GOTTLIEB & MORS, 1959).

3.1.2.4 Benzofenonas

Outra classe de metabdlitos identificados no subgrupo panurensis sdo as benzofenonas,
sendo exemplos delas a 2,6,4-trihidroxi-4-metdxi-benzofenona (GOTTLIEB & MORS, 1959)

e a 2,6-dihidroxi-4-metdxi-benzofenona (JOBST & HESSE, 1879).
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3.2 Andlise instrumental

3.2.1 Cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo em chama (CG-

DIC)

A cromatografia em fase gasosa € uma técnica que permite a separacdo de substancias
volatilizaveis para sua posterior identificacdo por meio das informacdes de tempos de retencdo
de cada substancia eluida ou de outras caracteristicas. As substancias separadas sao observadas
com detectores em espectrometria de massas (EM) e espectroscopia de infravermelho (V). Esta
separacdo baseia-se na distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase estacionéria
solida ou liquida e uma fase mdvel gasosa. O principio deste equipamento baseia-se na elui¢cdo
de uma amostra vaporizada que é inserida rapidamente na corrente de gas, sendo arrastada por
meio da coluna. Na cromatografia gas-solido, a fase estacionaria é um sélido com uma grande
area superficial que ao interagir com a amostra separa as substancias por adsor¢do. Apds as
substancias separadas chegarem ao detector, um sinal é envido para o sistema de registro e
tratamento dos dados (AQUINO NETO et al., 2003; COLLINS et al., 2006).

O principio da deteccdo pelo detector de ionizagdo com chama (DIC) é o de que a
mistura do efluente da coluna, juntamente com o hidrogénio é queimado ao ar, produzindo uma
chama de 2.100 °C, com energia suficiente para ionizar as moléculas do soluto que tenham
potenciais de ionizacdo baixos, formando um plasma. As espécies inicas sao coletadas por
eletrodos e geram uma corrente (iénica) elétrica da ordem de 104 A. A corrente é ampliada e
enviada para o sistema de registro que tem o papel de converter a corrente em linha de base do

detector. O detector DIC é considerado quase universal na cromatografia em fase gasosa de
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compostos organicos e vasta aplicabilidade devido a sua elevada sensibilidade, alta estabilidade

e resposta rapida (AQUINO NETO et al., 2003; COLLINS et al., 2006).

3.2.2 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

EM)

O CG-EM ¢é constituido por um cromatdgrafo, usualmente com coluna capilar, uma
interface para ligacdo dos dois sistemas, uma camara de ionizagdo onde os ions sdo formados,
uma camara mantida sob vacuo onde ocorre a separacao destes e um sistema para a deteccéo
dos ions, acoplado a um sistema de registro com um programa para a interpretacdo dos dados
obtidos (COLLINS et al., 2006).

A maioria dos sistemas CG-EM “de bancada”, sdo constituidas por um analisador de
massa quadrupolar que tipicamente tem um limite de m/z entre 0 a 1.000. Este analisador é
composto de quatro barras sélidas paralelas na direcdo do feixe de ions. As barras devem ter
secdo transversal hiperbolica, embora seja possivel utilizar barras cilindricas. Uma voltagem de
corrente continua (CC) e uma radiofrequéncia (RF) sdo aplicadas as barras. Dependendo da
razio entre a amplitude da RF e a voltagem CC, os ions oscilam nesse campo eletrostatico. lons
de m/z pequena demais ou grande demais passam por uma oscilagdo estavel de amplitude
constante e pelos eixos do quadrupolo com uma trajetdria do tipo “saca-rolhas” e sdo
direcionados ao analisador para chegar ao detector. O detector de um tipico espectrometro de
massas € composto de um contador que produz uma corrente proporcional ao numero de ions
que o atingem. Espectrdmetros de massa de quadrupolo sdo instrumentos de baixa resolucao

(R~3.000), incapazes de produzir uma composigdo elementar exata da amostra. O analisador
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quadrupolar de massa com armadilha de ions opera de modo semelhante ao quadrupolo linear
e € com frequéncia encontrado em instrumentos CG-EM, pois enquanto no quadrupolo linear,
ions com diferentes valores de m/z podem atravessar o quadrupolo, um de cada vez, na
armadilha de ions, os ions de todos os valores m/z estdo na armadilha ao mesmo tempo.
Analisadores de massa com armadilha de ions sdo mais sensiveis que instrumentos de

quadrupolo lineares, mas tem capacidade de resolugdo semelhantes (PAVIA et al., 2010).

3.2.3 Espectrometria de massas (EM) com fonte de ionizacao electrospray (IES)

De maneira geral, os espectrometros de massa possuem cinco componentes estruturais.
O primeiro componente é a unidade de entrada da amostra, que conduz a amostra do ambiente
laboratorial (1 atm) para um ambiente de pressdo mais baixa dentro do equipamento. As
pressbes dentro do espectrdmetro de massa vao de alguns poucos milimetros de mercirio em
uma fonte de ionizacdo quimica até alguns micrometros de mercurio nas regides do analisador
de massa e do detector do instrumento. A unidade de entrada da amostra conduz a fonte de ions,
onde as moléculas sdo convertidas em ions em forma de gas e sdo acelerados por um campo
eletromagnético. Em seguida, o analisador de massa separa os ions da amostra tendo como base
sua razdo massa/carga (m/z). Os ions sdo, entdo, contados pelo detector e o sinal é registrado é
processado pelo sistema de dados, em geral um computador. O produto do sistema de dados é
0 espectro de massa — um grafico do nimero de ions detectados como uma funcdo de sua m/z
(PAVIA et al., 2010)

Na técnica de impacto de elétrons (IE) um espetrometro de massas bombardeia

moléculas na fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e registra o resultado como
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um espectro de ions separados na base da m/z. Grande parte dos ions formados possui carga
unitaria. O espectro de massa de uma amostra € visualizado por meio de um grafico de
abundancia produzido por computador (intensidade dos picos verticais) versus 0s ions

(SILVESTEIN & WEBSTER, 2000).

3.3 Analise estatistica para correlacao de perfis

A estatistica multivariada aplicada a quimica é usualmente empregada no tratamento de
dados analiticos, permitindo a obtencdo de mais informacgdes de técnicas instrumentais quando
comparada com os procedimentos univariados que sdo comumente empregados (SHARAF et
al., 1986; BEEBE et al.,1997). Esta area da quimiometria é responsavel pelo desenvolvimento
de ferramentas computacionais que viabilizem a exploragéo dos resultados obtidos por meio de
analises quimicas, com o intuito de verificar a existéncia de similaridades entre as amostras
que, por sua vez, correspondem as semelhancas na composi¢do quimica (CORREIA &
FERREIRA, 2007).

Dentre estas técnicas estatisticas, pode-se destacar a andlise por agrupamento
hierarquico (HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis) e a analise de componentes
principais (PCA, do inglés Partial Components Analysis). Por meio delas € possivel realizar a
analise grafica de todo o conjunto de dados, ainda que a quantidade de amostras e variaveis seja
elevada. O objetivo principal da aplicacéo destes algoritmos é aumentar o entendimento acerca
de um conjunto de dados, constatando a presenca ou auséncia de agrupamentos naturais entre

amostras. Tanto as técnicas de HCA quanto PCA sdo classificadas como exploratorias ou ndo
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supervisionadas, tendo em vista que nenhuma informacdo com relacdo a identidade das
amostras € levada em consideracdo (SHARAF et al., 1986).

A visualizagdo dos resultados experimentais na forma de gréficos facilita a interpretacéo
dos dados, tendo em vista que o ser humano € portador de um potente sistema visual de
reconhecimento de padrdes. Por esta razdo, a identificacdo de grupos de amostras com
caracteristicas semelhantes é quase imediata quando se utiliza HCA e PCA. Além disso,
também ¢é possivel constatar quais dos pardmetros analisados sdo os principais responsaveis
pela formacéo dos grupos de amostras (CORREIA & FERREIRA, 2007).

Tradicionalmente etapas podem ser executadas para conduzir as analises estatisticas.
Algumas delas sdo: definir o problema, organizar os dados, verificar a validade dos dados,
transformacoes/pré-processamento dos dados, analise exploratéria, criagdo do modelo,
examinar os resultados, validar o modelo, entre outras (BEEBE et al., 1998; BRERETON,
2009).

A etapa de definicdo do problema é onde as perguntas iniciais sdo feitas e o problema
em questdo € sedimentado. A leitura e pesquisa de estudos similares ja realizados na literatura
contribui para a escolha correta das técnicas experimentais a serem utilizadas, bem como
métodos de analise e o tipo de dados que devem ser coletados.

A organizacdo dos dados é uma etapa fundamental no reconhecimento e anélise dos
dados pelo software. Nesta etapa surgem questionamentos sobre as unidades de medida dos
valores, se os dados pertencem a um Gnico instrumento, entre outras.

De modo geral, tem-se que cada amostra corresponde a uma linha na matriz de dados e

seus elementos s&o os valores das variaveis medidas (ver Equagéo 1).

X; = [Xi1 Xiz Xiz - Xi] 1)
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Cada coluna x/ corresponde a uma varidvel independente, ou seja, uma medida j
realizada para todas as amostras (ver Equagéo 2).
le

. X2j
X/ = (X3 @)

lxuj

Para a realizacdo das analises estatisticas no software, o operador deve selecionar o
conjunto de métodos de analise. Inicia-se selecionando os algoritmos desejados, podendo ser
PCA, HCA, KNN, PCR, PLS etc. Em seguida, edita-se os parametros do algoritmo escolhido
(pré-processamento e rotacao, no caso de PCA), aplica-se transformacdes aos valores tabelados
caso necessario, como primeira e segunda derivada, correcdo da linha de base, logaritmo de
base 10, normalizacdo, alisamento (smooth) etc. Em cromatografia, a normalizacdo é
empregada para correcao de efeitos da variacdo dos volumes de injecdo das amostras (HOWE
etal., 1981).

Por meio da analise estatistica de PCA € possivel observar as substancias (loadings)
responsaveis pelos agrupamentos de cada amostra (scores) analisada. Os graficos séo
delimitados por trés eixos, onde cada um esta descrito como um fator, sendo os eixos x = fator
1,y = fator 2 e z = fator 3. A tendéncia com que cada substancia tem de se deslocar no sentido
de um fator esta diretamente ligada com a abundéncia desta substancia em relacdo as demais.
Ja o deslocamento das amostras no sentido dos fatores esta interligado com a influéncia que
cada uma das substancias tem sobre elas. Desta maneira quanto mais as substancias se
encontram préximas umas das outras nos graficos de loadings, mais semelhantes sdo suas

influéncias sobre as amostras nos graficos de scores.
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De maneira complementar os HCA avalia a distancia entre todas as amostras e apresenta
essas informagGes na forma de um grafico em duas dimensdes, conhecido como dendrograma

(BEEBE et al., 1998).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta do material vegetal

Os materiais vegetais de folhas, galhos e cascas dos espécimes de pau-rosa foram
gentilmente cedidos pela empresa de extracdo de 6leos essenciais Magaldi, a qual encontra-se
situada em Maués, municipio do interior do estado do Amazonas (Brasil).

As coletas foram realizadas em duas etapas. A primeira foi realizada em julho de 2014,
na qual foram coletados folhas, galhos e cascas de cinco espécimes de pau-rosa, cada um

pertencente a uma variedade como mostra o0 Quadro 3.

Nome popular Cadigos de Identificacéo Localizagdo (GPS)

. , S03°24.323°

Pau-rosa imbauba P1 W057°42.140°
S03°24.307°

Pau-rosa louro P2 W057°42.116°
o, S03°24.295°

Pau-rosa tucuriba P3 W057°42.179°
S03°24.343°

Pau-rosa abacate P4 W057°42.190°
Pau-rosa preciosa PS5 Wosoais e

p WO057°42.278°

Quadro 3 — Informagdes geograficas da primeira coleta

Todo material desta coleta foi limpo e uma parte do material de folhas foi armazenado
em freezer convencional para se manter fresco. Os galhos, cascas e a outra parte das folhas

foram secos a temperatura ambiente até massa constante e, em seguida, triturados em moinho
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de seis facas contendo peneira, armazenados em sacos de papel que foram envoltos por um saco
plastico e acondicionados em freezer convencional.

A segunda coleta foi realizada em novembro de 2014, na qual foram obtidos folhas e
galhos de cinco espécimes de cada variedade (incluindo os cinco espécimes obtidos na primeira

coleta) totalizando vinte e cinco arvores (ver Quadro 4).

Nome popular Cédigos de Identificagdo Localizacéo (GPS)

P11 S03°24.323' W057°42.140'
P1L-1I S03°24.315' WO057°42.128'
Pau-rosa imbatba P1-11l S03°24.371' W057°42.104'
P1-1V S03°24.353' WO057°42.093'
P1L-V S03°24.328' W057°42.136'
P2 -1 S03°24.307' W057°42.116'
P2 -1l S03°24.285' W057°42.279'
Pau-rosa louro P2 - 1l S03°24.295' W057°42.055'
P2 -1V S03°24.295 W057°42.064"
P2 -V S03°24.285' W057°42.280'
P31 S03°24.295'° W057°42.179'
P3 -1l S03°24.297' WO057°42.183'
Pau-rosa tucuriba P3 - 111 S03°24.284' \WO057°42.167'
P3-1V S03°24.301' WO057°42.190'
P3-V S03°24.287'" WO057°42.192'
P4 —1 S03°24.343'°  W057°42.190'
P4 -1l S03°24.340' W057°42.185'
Pau-rosa abacate P4 - 11l S03°24.351' W057°42.184"
P4 -1V S03°24.350' W057°42.184'
P4-V S03°24.361' WO057°42.175'
P5-1 S03°24.237 W057°42.278'
P5 -1l S03°24.227° WO057°42.274'
Pau-rosa preciosa P5 - 111 S03°24.228' \W057°42.263'
P5-1V S03°24.229' WO057°42.260'
P5-V S03°24.258' W057°42.293

Quadro 4 — Informacdes geogréaficas da segunda coleta
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Os materiais vegetais de folhas e galhos obtidos na segunda coleta foram destinados
apenas para a obtencdo de amostras secas, seguindo o mesmo procedimento de limpeza,
secagem, trituracdo e armazenagem descritos para as amostras da primeira coleta.

A primeira parte desta pesquisa foi o estudo comparativo dos perfis cromatogréficos e
composigdes dos 6leos essenciais de folhas e galhos, portanto procedimentos de extraces
diferentes foram aplicados para cada grupo de materiais conforme a coleta e a especificidade
da analise. A Figura 6 representa um fluxograma envolvendo as etapas pelas quais as amostras

da primeira e segunda coletas foram submetidas para a obtencao dos 6leos essenciais.

Coletas

Primeira Segunda

Folhas e
galhos

Folhas e
galhos

Limpeza,
secagem e secagem e
trituracdo trituracéo

| | |
Extracdo de

6leos essenciais
(4 h)

Limpeza e L perze,

trituracdo

Extracdo de
6leos essenciais
(4 h)

Extracdo de
6leos essenciais
(2h)

Analise Cromatografica

Tratamento Estatistico

Figura 6 — Fluxograma das etapas realizadas no preparo de
amostra de 6leos essenciais até as andlises cromatograficas e
tratamento estatistico
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A segunda parte desta pesquisa foi 0 estudo comparativo dos perfis espectrométricos dos
extratos de folhas galhos e cascas. A Figura 7 representa um fluxograma envolvendo todas as

etapas metodoldgicas pelas quais os materiais vegetais de folhas, galhos e cascas obtidos na

primeira e segunda coleta foram submetidos.

Folhas e

galhos Cascas Folhas
Limpeza, Limpeza, Limpeza,
secagem e secagem e secagem e
trituracdo trituracdo trituracdo

Extragéo por Extracdo de Extragéo por Extragéo por

sonicacao alcaloides sonicagdo sonicacao
(60 min) (overnight) 60 min (60 min)
I_I_I I

Etanol Etanol:Agua Etanol Etanol:Agua Etanol
absoluto (7:3) absoluto (7:3) absoluto

—

Retirada dos compostos apolares (particdo em hexano)

=

Analise Espectrométrica

Tratamento Estatistico

Figura 7 — Fluxograma das etapas realizadas no preparo de amostra de extratos etanélicos,
hidroalcodlicos e alcaloidicos até a anélise espectrométrica e tratamento estatistico
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4.2 Métodos de extracéo

Foram utilizados quatro métodos de extracdo: sonicacao (ultrassom) com etanol e
etanol:agua 7:3, extracdo especifica para alcaloides (SOARES et al., 2015) para obtencédo de
amostras fixas e extracao de 0leo essencial por hidrodestilacdo com aparelho Clevenger para
obtencdo de amostras volateis. Estes quatro métodos foram aplicados aos materiais de folhas e
galhos da primeira coleta, contudo as cascas desta coleta foram submetidas apenas aos dois
métodos de sonicacdo. Para os materiais de folhas e galhos obtidos na segunda coleta foram
aplicados o método de extracdo por sonicacdo em etanol e 0 método de extracdo de Oleo

essencial.

4.2.1 Extracéo de 6leos essenciais

Em um baldo com fundo redondo de 1 L foram adicionados aproximadamente 30 mg de
material vegetal triturado, pedras de porcelana e 500 mL de agua destilada. Em seguida, o baldo
foi colocado em uma manta de aquecimento adequada para o volume do mesmo. O Clevenger
foi encaixado no baldo e, com auxilio de garras e um suporte universal, o sistema foi nivelado
e fixado. O suficiente de agua destilada foi adicionado, com auxilio de um pissete, pela entrada
lateral do Clevenger e, simultaneamente, a torneira foi ajustada de modo que o liquido
adicionado pudesse preencher o canal de conexdo entre entrada e saida do Clevenger. Em
seguida, o sistema foi arrefecido com o auxilio de um sistema de refrigeracdo, no qual foi
conectado ao condensador do Clevenger. A poténcia da manta foi ajustada até a temperatura do

ponto de ebulicdo da &gua (100 °C) e o tempo de duracdo da extragdo foi contado a partir da
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queda da primeira gota de liquido ebulido. Para os materiais da primeira coleta, a extracao durou
4 h, contudo, para os materiais da segunda coleta, o tempo de duragédo foi reduzido para 2 h.
Apenas as extracdes dos 6leos essenciais da segunda coleta foram realizadas em duplicata. Ao
término do procedimento, o 6leo foi separado do hidrolato, seco com Na>SO4 (anidro), pesado

e armazenado em freezer convencional até 0 momento da analise.

4.2.2 Extracéo por sonicacao

Para realizacdo deste método, a propor¢do de 1:10 () foi empregada como padrdo nas
extracdes etandlicas e hidroalcodlicas. As extracdes concernentes a primeira coleta foram
realizadas em frasco &mbar com capacidade para 100 mL, sendo adicionados aproximadamente
5 g do material vegetal e, em seguida, 50 mL de etanol. O frasco foi tampado com papel
aluminio e permaneceu em aparelho de ultrassom (sonicador) por 60 min com intervalos a cada
20 min para filtragem e adi¢éo de 50 mL de etanol. Apds os trés intervalos foi obtido um extrato
com 150 mL, o qual foi concentrado em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, deixado em
capela para secagem do solvente residual e tendo sua massa final aferida para o célculo de
rendimento. A extracdo utilizando a mistura dos solventes etanol e &gua, na propor¢ao 7:3 (),
em substituicdo ao etanol absoluto, seguiu 0 mesmo procedimento descrito anteriormente,
contudo, apds sua permanéncia na capela, o extrato foi deixado em dessecador até a eliminagao
da &gua presente e teve sua massa aferida. Em seguida, foi realizada a etapa de desengraxe das
amostras. Aproximadamente 1 mg de cada extrato foi dissolvido em 5 mL de uma mistura da
metanol e agua na proporcao 8:2 () e foi submetido a particdo com 5 mL de hexano por trés

vezes em tubos de ensaio de 25 mL. A agitacdo foi realizada com auxilio de um vortex e apés
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cada particao a fase hexanica foi retirada com auxilio de pipetas de Pasteur. Ao término foram
obtidos extratos em metanol: agua e em hexano com 15 mL cada. Todos os extratos foram secos
em evaporador rotario, posteriormente em dessecador e por fim as massas das fracdes foram
aferidas.

As extracOes etandlicas das folhas da segunda coleta foram realizadas seguindo as etapas
de sonicacao, filtragdo, concentracdo, desengraxe e secagem descritos anteriormente, contudo,
0s extratos foram produzidos em escala reduzida para tubos de ensaio de 25 mL. Desta maneira,
a massa utilizada foi de 500 mg e o volume de solvente foi de 5 mL, mantendo a proporcao de

1:10 (mn). Como produto dessa etapa foi obtido um extrato etandélico com volume de 15 mL.

4.2.3 Extracéo das fragOes alcaloidicas

A extracdo do material vegetal triturado de folhas e galhos foi realizado utilizando a
metodologia adaptada de Soares et al (2015). Foram pesados aproximadamente 5 g de material
vegetal de folhas e galhos, os quais foram submetidos a maceracéo (overnight) com 30 mL de
NH4OH 10 % e 50 mL de CH2Cl>. A fase organica foi transferida para um funil de separacdo e
extraida duas vezes com solucdo de &cido acético 10 %, correspondendo a duas particbes com
15 mL. Em seguida o pH da fase aquosa acida obtida foi ajustado com NH4OH (concentrado)
até pH 10 e extraida com 50 mL de CH.Cl,. Apos a eliminagdo do solvente por meio de um

evaporador rotatdrio as fracdes alcaloidicas tiveram suas massas aferidas.
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4.3. Analises Instrumentais

4.3.1 Espectrometria de Massas. A técnica EM-IES

As andlises foram realizadas no Laboratério de Espectrometria de Massas situado na
Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas. Os espectros foram obtidos em
espectrometro de massas (Thermo, modelo LCQ-Fleet), com fonte de ionizag&o electrospray
(IES) e detector do tipo lon-Trap (IT). O preparo de amostra foi realizado solubilizando a
amostra em metanol (grau CLAE) e diluidos a uma concentracao de 10 ppm. As amostras foram
injetadas em espectrémetro de massas com uma taxa de fluxo de 20 L min. As avaliagGes do
perfil quimico dos extratos etandlicos e hidroalcoolicos foram executadas no modo negativo de
ionizacdo ([M-H] ) e os espectros foram obtidos na faixa de m/z 100 a 1000, com voltagem da
fonte de 4,9 kV, temperatura do capilar de 280 ‘C e voltagem do capilar de 26 V. Para a
avaliacdo do perfil quimico das fracGes alcaloidicas, foram realizados 0s mesmos
procedimentos descritos acima, entretanto, as analises foram executadas no modo positivo de
ionizacdo ([M+H]"). Para as fragmentacdes dos ions, as condi¢6es utilizadas foram as mesmas

descritas acima, apenas com variacdo de energia de colises para cada ion.
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4.3.2 Analises Cromatogréaficas

4.3.2.1 Cromatografia gasosa (CG) com detector de ionizagdo com chama (DIC)

Os oleos essenciais de folhas frescas, folhas secas e galhos secos, tanto da primeira
coleta quanto da segunda coleta, foram pesados em torno de 4 mg e ¢.s.p. 1 mL com acetato de
etila (grau CLAE). As analises foram realizadas por meio do cromatdgrafo a gas (CG), marca
Shimadzu ®, modelo GC-2010, coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), com detector de
ionizacdo em chama (DIC), no qual o gés hélio foi empregado como gas de arraste em fluxo de
1 mL min. A injecdo foi em modo Split (1:20), temperatura do injetor & 250 ‘C, e o forno
programado a temperatura de 60 "C até 180 ‘C, com incremento de 3 ‘C min™ e, em seguida, de
180 °C até 250 °C, com incremento de 20 °C min™ (43,5 min de andlise por amostra). Os
padrdes externos utilizados para a obtencdo dos indices de retencdo foram uma mistura de

hidrocarbonetos lineares, injetados nas mesmas condi¢fes operacionais do equipamento.

4.3.2.2 Cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massas (EM-

ESI)

Foram submetidas a esta analise trés amostras de perfis diferenciais, onde foi pesado
aproximadamente 1 mg de cada 6leo essencial e g.s.p. 1 mL com acetato de etila (grau CLAE).
As analises foram realizadas por meio de cromatdgrafo a gas (CG) acoplado a um espectrémetro
de massas (EM), marca Shimadzu ®, modelo GCMS-QP 2010 plus, coluna Rtx-5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm), no qual o gas hélio foi empregado como gas de arraste em fluxo de 2 mL
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mint. A injecdo foi em modo Split (1:10), temperatura do injetor a 200 ‘C, e o forno programado
a temperatura de 60 “C até 180 'C, com incremento de 3 'C min e, em seguida, de 180 °C até
250 °C, com incremento de 8 °C min™. Os padrdes externos utilizados para a obtengdo dos
indices de retencdo foram uma mistura de hidrocarbonetos lineares, injetados nas mesmas
condigdes operacionais do equipamento. Os calculos dos indices aritméticos foram realizados

com auxilio do Adams (2001).

4.4 Analises estatisticas

Os cromatogramas gerados pelas andlises por cromatografia em fase gasosa foram
transpostos para tabelas, onde foram listados todos os tempos de retencdo dos compostos de
cada amostra, bem como a presenca, auséncia destes e principalmente as areas e porcentagens
de area de cada composto. O limite de 0,1000 % foi utilizado como valor de corte, assim
compostos com porcentagens de area inferiores foram excluidos e valores superiores ou iguais
ao limite foram considerados.

Os espectros de massa obtidos dos extratos e fraces alcaloidicas foram convertidos em
tabelas, onde foram consideradas as abundancias relativas iguais ou superiores a 100. A tabelas
consistiam das informac@es da m/z dos ions versus as abundancias relativas correspondente. As
tabelas geradas foram utilizadas para os calculos estatisticos.

As correlagdes estatisticas foram realizadas utilizando o software Pirouette® verséo 4.5,
disponibilizado gentilmente pela professora Dra. Claudia Céandida Silva da Universidade do
Estado do Amazonas (UEA). Foram empregadas as técnicas exploratdrias multivariadas de

HCA e PCA. Foram testados os pré-processamentos das amostras do tipo normalizacao,
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variagdo de peso, alisamento da curva e corregdo da linha de base. Contudo os parametros
relevantes para a geracao dos modelos para a anélise de HCA e PCA foram na normalizacdo e
alisamento. Para o pré-processamento das variaveis foram realizados o autoescalonamento, a
distancia métrica euclidiana e metodo de ligacdo simples. A orienta¢do do dendograma foi em
relacdo as amostras. Os parametros para PCA foram realizados com fator maximo de 10 e

também foram testados todos os pré-processamentos descritos para HCA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Visao geral de trabalho

A aquisicdo de material e consequentemente a coleta dos dados foi dividida em duas
etapas, representadas por duas coletas. Os estudos foram realizados para componentes volateis
existentes nos 6leos essenciais e também para componentes fixos presentes nos extratos
etandlicos, hidroalcoodlicos e fracbes alcaloidicas.

A primeira coleta foi realizada de maneira a observar quantas variedades de pau-rosa
(possivelmente variedades botanicas de Aniba rosaeodora Ducke) existiam na area de plantio
da empresa, adquirir amostras de folhas, galhos e cascas de um espécime de cada variedade,
realizar extracOes e avaliar as diferencas estatisticamente. As diferencas eram esperadas em
decorréncia dos tipos de mudas que sdo adquiridos pela empresa. Grande parte das mudas sao
compradas, enquanto as demais sdo produzidas pela empresa. Devido as caracteristicas
botanicas serem muito similares entre as mudas, as plantacdes ao se desenvolverem acabam
apresentando pequenas diferencas morfoldgicas, como tamanho das folhas, entre outras.

Os materiais de folhas frescas (Ff), folhas secas (Fs) e galhos secos (G) da primeira
coleta foram submetidos a extracdo de 6leos essenciais, sendo posteriormente analisados por
CG-DIC e CG-EM. Os materiais de folhas, galhos e cascas secos obtidos nesta coleta foram
também submetidos a extracdes por sonica¢ao em etanol e uma mistura de etanol/agua 7:3, que
foram posteriormente, submetidos a particdbes com hexano, permitindo a retirada das
substancias mais apolares e facilitando a visualizacdo dos perfis cromatograficos. Utilizando

ainda os materiais de folhas e galhos secos, foram realizadas extracGes de alcaloides. As
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andlises de extratos e fracdes alcaloidicas foram realizadas por EM-IES. Todos os dados das
andlises espectrométricas foram tratados estatisticamente, resultando em uma avaliagdo
preliminar dos espécimes, direcionando os estudos da segunda coleta.

A segunda coleta objetivou a validagdo dos métodos de anélise por meio do aumento de
espécimes de cada variedade e extracdes de 6leos essenciais em duplicatas e extratos etandlicos
em triplicata. Foram adquiridos folhas e galhos de vinte e cinco espécimes, constituidas pelos
cinco espécimes estudados na primeira coleta e mais quatro espécimes de cada variedade. As
amostras recoletadas serviram como controle, pois ja haviam sido estudadas. Os resultados
obtidos dos Oleos essenciais e extratos das folhas foram tabelados e os dados dos
cromatogramas foram submetidos & mesma andlise multivariada aplicada para os dados da

primeira coleta.

5.2 A primeira coleta: analise preliminar

A primeira coleta foi realizada com o intuito de constatar se ocorreria agrupamento entre
as cinco variedades com base nas diferencas e similaridades encontradas nos perfis
cromatograficos de 6leos essenciais e nos perfis espectrométricos em extratos e fracdes
alcaloidicas. Estas informacdes serviram como parametro para a realizacdo dos procedimentos

e analises estatisticas da segunda coleta das amostras.

5.2.1 Oleos essenciais

A presenga de linalol nos dleos essenciais de pau-rosa, os caracteriza e valora. A anélise

dos 6leos essenciais foi 0 ponto de partida do projeto.
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5.2.1.1 Andlise de rendimentos

Os rendimentos obtidos nas extracdes dos 6leos das amostras de folhas frescas, folhas
secas e galhos secos dos espécimes de pau-rosa imbauba (P1), pau-rosa louro (P2), pau-rosa

tucuriba (P3), pau-rosa abacate (P4) e pau-rosa preciosa (P5) constam na Tabela 1.

amostra folhas frescas folhas secas galhos secos
P1 2,02 2,57 0,35
P2 0,70 1,24 0,13
P3 1,67 0,99 0,48
P4 1,39 2,17 0,29
P5 1,31 2,09 0,56

Tabela 1 — Rendimento (em %) dos Gleos essenciais de folhas frescas, secas e galhos da primeira coleta

A amostra P1 apresentou os maiores rendimentos para folhas frescas e secas,
respectivamente 2,02% e 2,57%. Ao passo que a amostra P5 apresentou o maior rendimento
para galhos, equivalente a 0,56%. Quando avaliados em termos de menor rendimento, a amostra
P2 apresentou para folhas frescas 0,7%; a amostra P3 para folhas secas 0,99% e, por fim, a

amostra P2 para galhos 0,13%.

Os rendimentos obtidos para as amostras de folhas secas se mostraram superiores aos
encontrados para folhas frescas, com excecdo da amostra P3 que apresentou uma diminuicdo
quando comparada com o seu rendimento para folhas frescas. Esta diminuig&o no rendimento
em P3 pode ter relacdo com a manipulacdo e secagem do 6leo essencial, podendo ter ocorrido
perdas decorrentes da coleta do Oleo essencial apds extracdo em clevenger e até mesmo

impregnacédo do dleo no sulfato de sodio.
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A comparagéo entre os rendimentos das extrag0es de materiais vegetais frescos e secos
permitiu observar que (como esperado) quando secos estes materiais possibilitaram os maiores
rendimentos de Oleos essenciais. Portanto, antes de realizar extragcdes de 0Oleos essenciais
sugere-se que 0s materiais vegetais sejam previamente secos até peso constante, para um melhor

aproveitamento da matéria-prima.

5.2.1.2 Anédlise dos perfis cromatogréaficos de folhas frescas

Os perfis cromatograficos obtidos por CG-DIC das cinco variedades de pau-rosa podem
ser visualizados na Figura 8, onde cada cromatograma possui um codigo (canto superior
direito), referente as variedades de pau-rosa descritas na tabela de rendimentos do item 5.2.1.1.

Ao todo, 60 substancias foram encontradas nos 6leos de folhas frescas. O conjunto de
substancias (picos) eluidas em todos os cromatogramas foi organizado de acordo com 0s seus
tempos de retengdo, permitindo a deteccdo de cada substancia nos diferentes cromatogramas.
Segundo a sequéncia de eluicio, foram denominadas de SO1 a S60 (ver APENDICE A), sendo
o linalol (t.r 12,02, i.a. 1095) a S09 e o benzoato de benzila a S55 (t.r 38,67, i.a 17,59).

A substancia majoritaria em todas as amostras foi o0 monoterpeno linalol, metabdlito
este que foi encontrado em altas concentracGes, 0 que era esperado, considerando a ocorréncia
natural de linalol na espécie Aniba rosaeodora Ducke.

A excecdo foi a variedade louro (P2) que, além de possuir linalol como substancia
majoritaria, apresentou, também, quantidades elevadas de benzoato de benzila. Estas duas
substancias sdo consideradas ndo apenas majoritarias como também diferenciais na anélise

comparativa destas amostras.
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Figura 8 — Cromatogramas de CG-DIC das amostras de 6leos essenciais de folhas frescas das cinco variedades
de pau-rosa da primeira coleta, sendo P1) imbaudba, P2) louro, P3) tucuriba, P4) abacate e P5) preciosa.

*Regido de localizagdo do pico do linalol, com menor concentracdo em P2, 39,1%.

**Regido de localizacdo do pico de benzoato de benzila, com maior concentracdo em P2, 36,2%.
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Os percentuais de linalol nas folhas frescas variaram de 85,6% até 39,1%, onde a
variedade imbauba (P1) apresentou 85,6%, seguida por tucuribd (P3) 83,8%, abacate (P4)
80,7%, preciosa (P5) 78,3% e louro (P2) 39,1%. Ja os percentuais de benzoato de benzila
tiveram variacdo de 36,2% até 0,3%, onde a variedade louro (P2) apresentou 36,2%, seguido
por tucuriba (P3)1,2%, preciosa (P5) 0,9%, abacate (P4) 0,8% e imbauba (P1) 0,3%.

O tratamento das anélises cromatograficas no software do equipamento foi realizado de
maneira a integrar um namero maior de substancias minoritéarias existentes nas amostras. Desta
maneira, 0s percentuais esperados para as substancias majoritarias sofreram uma pequena
reducdo, decorrente do aumento do nimero de substancias minoritérias. A analise por PCA dos

perfis cromatograficos de cada variedade pode ser observada na Figura 9.

Loadings Scores

Factor? Factor?

Grupo 3

Factor1 Factar

[y
[=]
[1=]

Eactor3 o Factor3
.1';?" .

et
Fegp

530

< Grupo 1

Figura 9 — PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de 6leos essenciais de folhas frescas, da
primeira coleta

Baseado nas influéncias das substancias majoritarias (linalol e benzoato de benzila), os
resultados de PCA em trés dimensdes (3D) dividiram as amostras das cinco variedades em trés

grupos: o primeiro grupo foi composto pelas variedades de pau-rosa preciosa (P5) e abacate
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(P4); o segundo grupo por pau-rosa tucuriba (P3) e imbadba (P1); o terceiro grupo apenas pela
variedade de pau-rosa louro (P2).

O grupo 1 (delimitado pelo circulo azul) possui influéncia significativa tanto de linalol
(S09) quanto das demais substancias minoritarias das amostras, localizadas entre os fatores 2 e
3. O grupo 2 (delimitado por um circulo vermelho) possui influéncia direta de linalol e, desta
forma, os componentes deste grupo se encontram localizados na mesma regido do gréfico de
scores. O grupo 3, delimitado pela cor preta, possui alta influéncia do benzoato de benzila

(S55).

5.2.1.3 Anélise dos perfis cromatogréaficos de folhas secas

Os perfis cromatogréaficos obtidos por CG-DIC das cinco variedades de pau-rosa podem
ser visualizados na Figura 10, onde cada cromatograma possui um cédigo (canto superior
direito) referente as variedades de pau-rosa, conforme a legenda.

Ao todo, 55 substancias foram encontradas nos 6leos essenciais (ver APENDICE B).
A substancia majoritaria em todas as amostras foi 0 monoterpeno linalol, metabélito este que
foi encontrado em altas concentracOes tanto em folhas secas como frescas. A excecdo foi
observada na variedade louro que, além de possuir linalol como substancia majoritaria,
apresentou, também, quantidades equiparaveis de benzoato de benzila. Fato este que foi
observado também nos 0leos essenciais de folhas frescas.

Os percentuais de linalol variaram de 84,4% até 40,3%, onde a variedade imbadba (P1)
apresentou 84,4%, seguida por tucuriba (P3) 82,2%, preciosa (P5) 80,2%, abacate (P4) 79,4%

e louro (P2) com 40,3 %.
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Figura 10 — Cromatogramas de CG-DIC das amostras de 6leos essenciais de folhas secas das cinco variedades de
pau-rosa da primeira coleta, sendo P1) imbalba, P2) louro, P3) tucuriba, P4) abacate e P5) preciosa
*Regido de localizagdo do pico do linalol, com menor concentracdo em P2, 40,3%.
**Regido de localizagdo do pico de benzoato de benzila, com maior concentragdo em P2, 38,2%.
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Os percentuais de benzoato de benzila tiveram variacdo de 38,2% até 0,3%, onde a
variedade louro (P2) apresentou 38,2%, seguido por tucuriba (P3) 1,2%, abacate (P4) 0,7%,
preciosa (P5) 0,6% e imbauba (P1) 0,3%.

A analise por PCA dos perfis cromatograficos de cada variedade pode ser observada na
Figura 11, onde vemos os agrupamentos das substancias (loadings), amostras (scores) e as

tendéncias delas em relacéo aos fatores.

Loadings Scores
Grupo 2
Factnr&}
=09 Factor
Factor?
Factor3
Cene Grupo 3
63 4 Factor3
<gog Grupo 1

Figura 11 — PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de 6leos essenciais de folhas secas, da
primeira coleta

A PCA de loadings e scores decorrentes da comparacao das substancias presentes nos
perfis cromatogréficos das cinco variedades resultou em agrupamentos iguais aos descritos
anteriormente para as folhas frescas, onde foi possivel observar a formacdo de trés grupos
definidos.

Por meio do tratamento estatistico foi possivel visualizar as variedades de pau-rosa
abacate (P4) e preciosa (P5) como pertencentes ao grupo 1, imbauba (P1) e tucuriba (P3) ao

grupo 2 e louro (P2) grupo 3. Nestas amostras as substancias mais significativas foram a S09 e
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S51, sdo elas linalol e benzoato de benzila, respectivamente. Estas duas substancias ja haviam

sido consideradas como diferenciais nas analises dos perfis cromatograficos de folhas frescas.

5.2.1.4 Analise dos perfis cromatograficos de galhos secos

Os perfis cromatogréaficos obtidos por CG-DIC das cinco variedades de pau-rosa podem
ser visualizados na Figura 12. Cada cromatograma possui um cédigo (canto superior direito),
responsavel pela identificacdo das variedades de pau-rosa, conforme a legenda da figura.

Os perfis cromatograficos das amostras de galhos apresentaram diferencas visiveis
guando comparados com os perfis de folhas frescas e secas. Sessenta e oito substancias foram
observadas nestes 6leos essenciais (ver APENDICE C). Estes perfis apresentaram como
substancia majoritaria apenas o linalol (S11).

Os percentuais de linalol variaram de 81,8% até 53,4%. A variedade imbauba (P1)
apresentou 81,8%, seguida por tucuriba (P3) 78,1%, preciosa (P5) 67,5%, abacate (P4) 63,7%
e louro (P2) 53,4%. Observou-se também a auséncia da substancia benzoato de benzila como
umas das substancias majoritarias na composicdo do dleo essencial dos galhos da variedade
louro.

Considerando o resultado dos percentuais de linalol encontrados nas amostras de folhas
frescas, folhas secas e galhos secos foi possivel constatar que a concentracdo desta substancia
segue um padréo existente para 0s materiais vegetais utilizados. A sequéncia de percentuais de
linalol observada é imbauba > tucuriba > abacate > preciosa > louro, apresentando para folhas

secas apenas uma inversdo entre abacate e preciosa.
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A andlise estatistica por PCA dos galhos secos (Figura 13) mostra correlagfes
semelhantes aos resultados obtidos para folhas frescas e folhas secas. Os mesmos nimeros de
agrupamentos foram observados e as amostras foram inseridas em cada grupo de maneira
similar ao encontrado anteriormente. As substancias S11 e S47, apesar de apresentarem
nameros diferentes das substancias representativas das analises anteriores, sdo exatamente as

mesmas substancias linalol e benzoato de benzila, respectivamente.

Loading Scores
Factor? actor?
Grupo 3
Factor Factor]
< SEdctor3 Factar
8 ZE Grupo 2
Grupo 1

Figura 13 — PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de 6leos essenciais de galhos secos, da
primeira coleta

Os mesmos componentes diferenciais puderam ser encontrados em todas as analises
estatisticas de folhas frescas, folhas e galhos secos. Os compostos linalol e benzoato de benzila

sd0 0s mais representativos quando avaliadas as composi¢des dos éleos essenciais.

Foi possivel considerar a extragdo de 6leos essenciais de folhas frescas, folhas e galhos
secos como método eficiente na caracterizacdo das cinco variedades de pau-rosa em grupos
bem definidos. Os trés materiais vegetais utilizados nessa analise se mostraram promissores
para a validacdo na segunda coleta. Portanto, outros critérios tiveram que ser considerados para

a selecdo do material vegetal que seria utilizado posteriormente, como logistica no transporte
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dos materiais via barco recreio e a dificuldade de manter frescos os materiais coletados. Deste
modo, os materiais de folhas secas foram selecionados para dar continuidade as analises na

segunda coleta.

5.2.2 Extratos etandlicos e hidroalcodlicos

Os rendimentos foram calculados ap6s a obtencdo dos extratos etanolicos e
hidroalcodlicos. Foram obtidos os perfis (full scan) de todas as amostras por espectrometria de

massa e cada ion encontrado foi listado e submetido a analises estatistica comparativa por PCA.

5.2.2.1 Analise de rendimentos

Os valores de rendimento dos extratos etanolicos e hidroalcodlicos das variedades
imbadba (P1), louro (P2), tucuriba (P3), abacate (P4) e preciosa (P5), encontram-se descritos

na Tabela 2, bem como os valores médios e desvios padrdes entre amostras.

solucéo extratora Matriz P1 P2 P3 P4 P5 P (vator médio) c
Folhas 932 6,74 784 892 8,69 8,30 1,03
Sl Galhos 3,93 2,34 46 4,36 2,94 3,63 0,96
Cascas 6,79 6,95 657 528 6,34 6,39 0,66

Folhas 17,1 1404 20,62 1907 20,25 18,22 2,7
etanol/agua7:3 my oo 441 665 592 68 4,64 5,68 111
Cascas 6,82 1052 836 925 8,31 8,65 1,36

Tabela 2 - Rendimento (valor médio, em %) das amostras dos extratos de folhas e galhos, ambos secos, da primeira
coleta
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Os rendimentos dos extratos etanolicos das folhas tiveram valor médio de 8,30%
enquanto que as extracdes hidroalcodlicas da mesma matriz vegetal apresentaram 18,22%,
representando mais que o dobro do valor encontrado em etanol.

As extragdes etandlicas de galhos e cascas apresentaram rendimentos médios de 3,63%
e 6,39%, enquanto que as extra¢fes hidroalcodlicas das mesmas matrizes vegetais tiveram
valores médios de 5,68% e 8,65%, respetivamente.

As extracdes hidroalcodlicas apresentaram os maiores rendimentos quando comparadas
com os valores dos extratos etandlicos, principalmente nas folhas. A existéncia de um
quantitativo maior de substancias com elevada polaridade foi determinante na eficiéncia do
método de extracdo com a solugdo hidroalcodlica.

A avaliacdo individual dos rendimentos de cada variedade de pau-rosa apresentou para
0s extratos etandlicos, valores maximos de 9,32% para folhas de pau-rosa imbadba (P1), 4,60%
para galhos de pau rosa tucuriba (P3) e 6,95% para cascas de pau-rosa louro (P2). Ja 0s menores
rendimentos foram 6,74% para folhas e 2,34% para galhos, ambos de pau-rosa louro (P2) e
5,28% para cascas de pau-rosa abacate (P4).

Os extratos hidroalcodlicos apresentaram rendimentos maximos de 20,62% em folhas
de pau-rosa tucuriba (P3), 6,80% em galhos de pau-rosa abacate (P4) e 10,52% em cascas de
pau-rosa louro (P2). Os menores rendimentos foram de 14,04% em folhas de pau-rosa louro

(P2), 4,41% em galhos e 6,82%, ambos, em cascas de pau-rosa imbauba (P1).
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5.2.2.2 Analise comparativa dos perfis espectrométricos dos extratos etanolicos

das folhas

As impressdes digitais (ou “fingerprints”) das folhas, por EM-IES no modo negativo
([IM+H]"), encontram-se expressas na Figura 14. Nela, podemos observar os cinco espéecimes
de pau-rosa, onde (A) representa a variedade imbaiba, (B) louro, (C) tucuriba, (D) abacate e
(E) preciosa. Uma vez analisados com mais cautela eles evidenciam diferencas claras,
permitindo a classificacdo dos cinco espécimes em trés grupos nas analises por PCA da Figura
15. Similarmente ao adotado nos cromatogramas, onde os picos foram ordenados por tempo de
retencdo e denominados como substancias S01 a SO0X, nas analises por espectrometria de
massas 0s ions foram organizados em ordem crescente e denominados ion 01 a ion 56 (ver

APENDICE D).
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Figura 14 — Perfis espectrométricos das folhas extraidas com etanol das cinco variedades de pau-rosa da 12 coleta:
A) imbauba, B) louro, C) tucuriba, D) abacate e E) preciosa
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O primeiro grupo, marcado com um circulo azul (Figura 15), foi constituido pelas
amostras P3 (C), P4 (D) e P5 (E) em decorréncia da similaridade relacionada aos ions
majoritarios, sdo eles os de m/z 259, 295, 479, 515, 518, 738, 754 e 739, com alteracdo apenas
nas intensidades de ionizagdo. Como pode ser observado no PCA de loadings e scores, estas
amostras sofreram influéncia direta dos ions de m/z 479 (ion 19) e 738 (ion 47), sendo

observados na extremidade do fator 1.

Loadings Scores

Grupo 3 Factor2

Factor2

Factorl
2 ) Factor3
Factor3 lon 19 &

/\\/ion 21
Grupo 2

Figura 15 — PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de folha extraidas com etanol absoluto,
da primeira coleta

PGFA

Grupo 1

O segundo grupo, marcado com um circulo vermelho (Figura 15), teve como integrante
unico a amostra P1 (A). Nesta amostra foi possivel identificar como ions majoritarios os de m/z
259, 479, 485, 495, 515, 518, 738, 739 e 744. Esta mesma amostra apresentou diversos ions em
comum quando comparado com as demais amostras, contudo o ion de m/z 485 (ion 21) foi
determinante na classificagdo desta amostra no primeiro grupo.

A amostra P2 (B), marcada com um circulo preto (Figura 15), possui o perfil

espectromeétrico mais diferente dentre as demais amostras (Figura 14B). O perfil é composto
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por quatro ions majoritérios. S&o eles os ions de m/z 286, 259, 546 e 573, sendo este Ultimo o
mais intenso. Como observado no PCA (Figura 15) o ion com m/z 573 (ion 41) foi o mais
representativo na classificacdo desta amostra no grupo trés. Além disso este ion diferencial ndo
foi encontrado em nenhuma das outras quatro amostras.

A Tabela 3 sumariza os ions com m/z mais significativos, em cada amostra.

grupo amostra [M+H]" (m/z)
| P1 255; 259; 294; 325; 479; 485; 495; 515; 518; 530; 738; 739; 744; 754; 774
1 P2 259; 286; 294; 322; 438; 529; 546; 350; 529; 546; 573
P3 259; 295; 479; 515; 518; 738; 754; 739
1l P4 259; 295; 479; 515; 518; 738; 754; 739
P5 259; 295; 479; 515; 518; 738; 754; 739

Tabela 3 — ions principais nos extratos etanélicos das folhas analisados por espectrometria de massas (EM-IES)

5.2.2.3 Analise comparativa dos perfis espectrométricos dos extratos

hidroalcodlicos das folhas

Os espectros resultantes deste método de extracdo podem ser encontrados na Figura 16.
Os perfis espectrométricos das amostras P1 (A), P3 (C), P4 (D) e P5 (E), mostraram-se bem
semelhantes, considerando os ions majoritarios presentes. A lista de ions e intensidades
relativas podem ser encontrados no APENDICE E. Foi possivel destacar jons majoritarios com
m/z 179, 191, 259, 363, 371, 479, 514, 593, 609 e 738. Algumas varia¢des nas intensidades dos
ions foram visualizadas, contudo as similaridades entre as quatro amostras permitiram sua
classificagcdo como sendo apenas um grupo. Como observado no PCA (Figura 17) o ion com

m/z 479 (ion 14) foi o ion determinante no agrupamento das quatro amostras do grupo 1.
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Figura 16 — Perfis espectrométricos das folhas extraidas com etanol e 4gua (7:3) das cinco variedades de pau-rosa da
12 coleta: A) imbauba, B) louro, C) tucuribd, D) abacate e E) preciosa

70



Analisando o espectro de massa da amostra P2 (B) é possivel considerar como
majoritarios os ions com m/z 179, 191, 363, 371 e 485. Quando observada a PCA de loadings
nota-se uma contribuicdo de varios ions de maneira heterogénea. A amostra P2 (B) possui um
perfil diferente dos demais espécimes devido principalmente as grandes variagcbes nas

intensidades destes ions, sendo, portanto, classificada no grupo dois.

Loadings Scores
Factor2 <>|»0n 2 Factor2
Grupo 2
Factorl
Factor3
< jon 14|

Figura 17 — PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de folha extraidas com mistura de agua
e etanol, da primeira coleta

Apesar deste método ndo ter sido eficiente conforme o esperado para 0s agrupamentos,

foi possivel observar a formacéo de dois grupos bem definidos.

5.2.2.4 Analise comparativa dos perfis espectrométricos dos extratos etanolicos

dos galhos

Os perfis espectromeétricos das cinco amostras de galhos extraidos por este método

podem ser observados nos espectros da Figura 18.
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Figura 18 — Perfis espectrométricos dos galhos extraidos com etanol das cinco variedades de pau-rosa da 12 coleta:
A) imbalba, B) louro, C) tucuriba, D) abacate e E) preciosa
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A tabela com o numero de ions e as respectivas m/z podem ser encontrados no
APENDICE F. Os perfis das amostras P1 (A), P3 (C), P4 (D) e P5 (E) apresentaram,
majoritariamente, os ions com m/z 259, 479, 481, 515, 518 e 738 em intensidades variadas.
Nota-se a auséncia do ion com m/z 463 na amostra P1, quando comparado com os demais perfis.
A andlise por PCA de loadings e scores agrupa essas quatro variedades como sendo o primeiro
grupo (Figura 19). Foi possivel observar também uma maior contribuigdo dos ions com m/z
479 (ion 9), 515 (ion 17) e 738 (ion 32).

A amostra P2 (ver Figura 15B) apresentou um perfil com ions em intensidades muito
baixas. Apesar de possuir similaridade, como os ions de m/z 151, 255, 295, 325, 363 e 463
observados nas outras amostras, ele apresenta os ions diferenciais de m/z 121, 485, 531, 572,
615 e 666. Esta amostra continua apresentando perfil espectrométrico diferente das demais
amostras, sendo, portanto, classificado de maneira similar ao observado na analise das folhas
(ver itens 5.5.1 e 5.5.2). A anélise por PCA (Figura 19) mostra uma maior contribui¢do do ion

com m/z 121 (ion 1) na direcdo oposta as amostras do primeiro grupo.

> Loadings Scores
fon 1
Factor2 actor2

Grupo 2

Factorl Factorl
Factor3

jon 9

Figura 19 - PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de galho extraidas com etanol absoluto,
da primeira coleta
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5.2.2.5 Analise comparativa dos perfis espectrométricos dos extratos

hidroalcodlicos dos galhos

Os perfis espectrométricos das cinco variedades estdo apresentados na Figura 21. Os
ions, majoritarios foram os de m/z 259, 363, 479, 480, 515 e 738. Esta composi¢édo se assemelha
aos perfis observados para os extratos etandlicos dos galhos. Os graficos de PCA (Figura 20)
nos mostram que o ion mais representativo foi o de m/z 479 (ion 14), ocasionando o
agrupamento dessas quatro variedades no primeiro grupo. A lista de ions e m/z encontram-se
no APENDICE G.

Loading Scores
< iFagtor2 Factor2

Grupo

<>iorl 1

Factor3 o Factorl Factor3 Factorl

A
S
~ion 14

Figura 20 — PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de galho extraidas com mistura de
agua e etanol, da primeira coleta

O segundo grupo foi composto pela amostra P2 (Figura 21B), a qual apresentou um
perfil com baixa intensidade de ions, da mesma forma observada para os extratos etanélicos
dos galhos. Destaca-se como ion majoritario apenas o ion de m/z 363. Além deste, foram
encontrados os ions de m/z 259, 479 e 515, os quais também estdo presentes em todas as
amostras aqui discutidas. Foi observada a auséncia dos ions de m/z 386 e 438 e a presenca

exclusiva do ion de m/z 411.
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Figura 21 — Perfis espectrométricos dos galhos extraidos com etanol e 4gua (7:3) das cinco variedades de pau-rosa
da 12 coleta: A) imbauba, B) louro, C) tucuriba, D) abacate e E) preciosa
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Apesar desta analise comparativa levar a formacéo de apenas dois grupos distintivos,
tendo em vista que esta metodologia de extracdo para galhos ndo permitiu uma classificacéo
eficiente entre as amostras P1, P3, P4 e P5, ela mantém o mesmo perfil observado nos espectros

das folhas, corroborando com a integridade da espécie.

5.2.2.6 Analise comparativa dos perfis espectrométricos dos extratos etanolicos

das cascas

Através da analise comparativa dos espectros de massa contidos na Figura 22, foi possivel
observar similaridade entre as amostras P1 (A), P3 (B), P4 (C) e P5 (D). Estes quatro espécimes
que compdem 0 primeiro grupo, apresentaram, como picos principais, os ions de m/z 259,
363,463, 479, 485, 514, 722, 738, 744, contudo ocorreram variacbes de intensidade
consideraveis nos ions de m/z 259, 463 e 722. Como observado nas analises por PCA (Figura
23), estas caracteristicas ndo foram suficientes para viabilizar a diferenciacao entre essas quatro
amostras e, logo, ndo puderam ser classificadas em grupos diferenciados como aqueles
propostos com éxito para as analises realizadas nas folhas (ver itens 5.5.1 e 5.5.2). O PCA de
loadings mostra que o ion de m/z 479 (ion 15) foi o mais influente no agrupamento das
variedades no primeiro grupo. A lista de jons e m/z encontram-se no APENDICE H.

A analise por espectrometria de massas da amostra P2 (B) gerou um perfil com poucos
ions e apresentou majoritariamente o ion de m/z 485 (ion 17). Este ion também foi encontrado
com intensidades semelhantes nos demais espectros analisados nesta discusséo. O PCA mostra
gue a amostra P2 pertencente ao grupo 2 é influenciada tanto pelo ion 17 quanto pelos demais

fons minoritarios.
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Figura 22 — Perfis espectrométricos das cascas extraidas com etanol das cinco variedades de pau-rosa da 12 coleta:
A) imbauba, B) louro, C) tucuriba, D) abacate e E) preciosa
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Figura 23 —PCA, em trés dimens0es, de loadings e scores das amostras de casca extraidas com etanol absoluto,
da primeira coleta

5.2.2.7 Analise comparativa dos perfis espectrométricos dos extratos

hidroalcodlicos das cascas

Os dados dos perfis espectrométricos apresentados na Figura 24, apds serem tratados
estatisticamente (Figura 25), permitiram a classificacdo das cinco amostras em dois grupos
distintos. O primeiro grupo foi constituido pelas amostras P1 (A), P3 (C), P4 (D) e P5 (E), as
quais foram marcadas pela presenca de ions majoritarios de m/z 479, 485, 486 e 514. Os ions
de m/z 722, 738 e 744, pouco intensos nestas quatro amostras, apresentaram variacdes de
intensidades, onde o ion de m/z 722 foi ausente em P1 e P5. Esta auséncia ndo representou
variacdo significativa devido a intensidade deste ion ser baixa nas demais amostras deste grupo.

O segundo grupo foi constituido pela amostra P2 (B), a qual apresentou como ion
majoritario o de m/z 485 (ion 1), sugerindo que a molécula geradora deste ion é comum e

majoritaria nas arvores dessas espécies. A lista de ions e m/z encontram-se no APENDICE 1.

78



485,58
479,51
514,94
363,06
738,62
179,22 255,48 283,52 325,40
, 463,52 568.66 593.00 658,73
| = H I l \ J 23.27 ol L 4,606 .69 699,57 \‘\755'93 793,10 847,46 882,34 965,03
vttt gl A bbbl hatostomisslpnsig Al bbbyt sttt b 2200 S2 000 082,38 TS
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz
485,58
479,51
514,94
363,06
738,62
179,22 2s5.48 29392 32840 593,00 3
X 568.66 :
219,32 463,52 = 699,57 ‘ 755,93
s titdoedensralal] il \H\h \‘. li \ \ J I 423,27 o Wi, 52662 " ] L 793,10 847,46 882,34 965,03
bttt st ol oo nspiteioomnimptot gt ol b o ottt bt s L s s 1 et ey
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z
485,58
479.49
259,30 363,04 738,77
463,48
17e.a7 283,48 18,71 658,75 722,82 | (4492
255,48 % 325,43 s18, g B2
243,33 438,91
* 592,98 642,92
RO T I T e Tt o W e e
B TN T O e ani L0 O Y Y T o | T T TR N T T e 1 1 e 19 gg3.48 .97 976,49
e e B e L e e
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz
485,59
479.49
363,04 744,82
259,28 ’
463,51 514,88 738,76
283,55 ) 722,75
179,22 25547 325,42 |
“ 243.30 ‘ ‘ \ \ 411,01 439,03 \ “515'83 593.04 658,61 _ o og J \753,56 847,23
ol Hu‘l‘\‘w\\‘\m il \‘J n‘m\‘u thclhy \‘J T TRV RSN MO o 1 1 ‘\1 bbbty bttty 228,82 96490
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz
485,58
E 479,50
179,19
514,99 592,97 658,71
738,79
250,36 28353 311,42 463,52
215,24 T 363,05 744,87
2 438,95 575,06 664,99 744,
E ‘ ‘ | | ‘ ‘ H 379,07 . Pl 642,75 Il ‘ || 756,64 701,01 847.16 26,78 958.97
0 Tt bl st bl Wl s diesbob e bl gl bl gl i Jusfll ity o I 926.78 i, 281,72
t k ¥ t ! 1 } f ' ] { ; ¢ k T T J
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
m/z

Figura 24 — Perfis espectrométricos das cascas extraidas com etanol:adgua (7:3) das cinco variedades de pau-rosa
da 12 coleta: A) imbauba, B) louro, C) tucuriba, D) abacate e E) preciosa
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Figura 25 — PCA, em trés dimensfes, de loadings e scores das amostras de casca extraidas com a mistura de
agua e etanol, da primeira coleta

5.2.2.8 Principais informac0es obtidas nas extracOes etandlicas e hidroalcodlicas

Todas as extracOes etandlicas e hidroalcodlicas se mostraram capazes de realizar
agrupamentos entre as amostras das cinco variedades de pau-rosa. As andlises estatisticas do
extrato etanolico de folhas secas geraram trés grupos, enquanto que as demais analises geraram
apenas dois grupos. O Unico método que possibilitou a formacao de trés grupos foi o de extratos
etanolicos de folhas secas, sendo, portanto, escolhido para a validacdo dos agrupamentos a

serem realizados na segunda coleta.

5.2.3 Anélise comparativa dos perfis espectrométricos das fracdes alcaloidicas de

folhas e galhos

Foi aplicada uma metodologia de extracdo seletiva de alcaloides segundo Soares et al.

(2015), por ser eficiente e de rapida execucdo. A técnica de espectrometria de massas no modo
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positivo [M+H]", foi aplicada para todas as fracoes alcaloidicas de folhas e galhos e a partir dos
dados de perfil espectrométrico de cada espécime, foi possivel realizar diferenciacoes.

Dentre os ions observados nos espectros de cada amostra de folhas (ver Figura 26) e
galhos (ver Figura 27), foram encontrados varios ions de m/z par em comum em diferentes
intensidades. Dentre os ions observados, destacam-se os de m/z 328 e 330, por apresentarem
maiores intensidades em relagdo aos demais. Estes dois ions encontram-se presentes em todas
as amostras e desta forma, ndo podem ser usados como parametros na diferenciacdo das
mesmas. O ion de m/z 328 possui similaridade com o ion quasi molecular de um alcaloide
aporfinico de nome boldina e o ion de m/z 330 € compativel com o alcaloide reticulina (Figura
26). Outro ion de interesse é o de m/z 314, compativel com a norboldina, presente nas amostras
P3 (C) e P4 (D) de folhas (ver Figura 26) e P2 (B), P3 (C), P4 (D) e P5 (E) de galhos (ver
Figura 27). Estes trés alcaloides j& foram descritos em Aniba rosaeodora Ducke por Custddio
em sua tese de Doutorado, intitulada “Aproveitamento dos subprodutos da extracdo do 6leo do
pau-rosa para obtencao de bioprodutos”, sendo finalizada no ano de 2013, no mesmo grupo de
pesquisa onde este trabalho de Dissertacdo foi desenvolvido.

O perfil dos compostos majoritarios na amostra P2 (B) de folhas se difere
consideravelmente quando comparado com as demais amostras. Esta variedade, além de possuir
os ions de m/z 328 e 330, também apresenta o ion intenso de m/z 426, diferindo dos demais
perfis. Entretanto as extracdes alcaloidicas das amostras P4 e P5 de folhas, bem como as
amostras P1 e P5 de galhos devem ser aperfeigoadas para obtencdo de uma robustez adequada
para analise comparativa.

A lista de fons e m/z encontrados nas folhas encontram-se no APENDICE J e galhos

APENDICE K.
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Figura 27 — Perfis espectrométricos de fracGes alcaloidicas dos galhos pertencentes as cinco variedades de pau-

rosa da 12 coleta: B) louro, C) tucuriba, D) abacate e E) preciosa
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5.3 A segunda coleta. Validacao

Nesta etapa, as amostras escolhidas por meio do estudo preliminar realizado na primeira
coleta foram recoletadas e o numero de espécimes de cada variedade foi aumentado. Sendo
assim, foram coletadas folhas de cinco espécimes de cada variedade de pau-rosa. Os 0Oleos
essenciais de folhas secas foram obtidos em duplicata e 0s extratos etanolicos foram obtidos

em triplicata.

5.3.1 Analise de rendimentos dos 6leos essenciais

Os rendimentos e os desvios padrdes referentes aos 6leos essenciais das folhas de cada
espécime na segunda coleta constam na Tabela 4. Os valores médios dos rendimentos de cada
grupo de amostras, seus desvios padrdes (DV) e coeficiente de variacdo de Pearson (CV)
também sdo apresentados. O maior rendimento foi observado para o terceiro espécime de pau-
rosa imbauba (P1-111) com valor de 2,4%. Dentre 0 menor rendimento podemos observar o de
0,8% do primeiro espécime de pau-rosa louro (P2-1).

Foi possivel observar de maneira mais abrangente que o grupo de espécimes da
variedade de pau-rosa imbalba apresentou o maior valor de rendimento (2,1%), enquanto que
0 grupo de espécimes de pau-rosa louro apresentou o menor valor de rendimento (1,1%). Esses
resultados nos mostram uma concordancia com os valores de rendimentos maximos e minimos

citados anteriormente para as amostras P1-111 e P2-1.
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folhas secas

nomes amostra VM, % DP, % VM + DP (CV)
P1-1 2,2 +00
P1-1I 23 +0,0
Imbatiba P1-111 2,4 +0,1 ?1%2 %
P1-1V 15 +0,0
P1-V 19 +0,1
P2-1 08 +00
P2-11 0,9 +0,1
Louro P2-11I 16 00 %3113 3/3
P2-1V 1,2 +01
P2-V 0,9 01
P3-1 13 +01
P3-11 19 0,0
Tucuriba P3-111 1,7 +0,2 %122 E’)/cs
P3-1V 12 +00
P3-V 14 +01
P4-| 15 01
P4-11 2,0 0,0
Abacate P4-11I 17 0,14 %171Ji 9/5
P4-1V 16 02
P4-V 18 +0,0
P5-1 11 02
P5-11 17 +01
Preciosa P5-11I 16 0,1 %ii’;,ﬁ 8/5
P5-1V 18 +00
P5-V 1,4 = U

VM — valor médio; DP — desvio padréo; CV — coeficiente de variagéo

Tabela 4 — Rendimento (valor médio da duplicata, em %) das amostras dos 6leos essenciais de folhas secas, da
segunda coleta
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5.3.2 Analise estatistica dos perfis cromatograficos dos 6leos essenciais das folhas

Ao todo, 89 substancias foram encontradas (APENDICE L). A substancia majoritéria
em todas as amostras foi 0 monoterpeno linalol, também encontrado em altos percentuais nas
amostras, assim como, na primeira coleta.

Os percentuais médios de linalol variaram de 82,6% até 45,0%, onde a variedade
imbadba (P1) apresentou 82,6%, seguida por tucuriba (P3) 80,7%, abacate (P4) 80,1%, preciosa
(P5) 79,6% e louro (P2) 45,0%.

As andlises por PCA de loadings e scores (Figura 28) possibilitaram a formacéo de trés
grupos. O primeiro grupo, marcado com um circulo azul, foi constituido por todas as amostras
pertencentes as variedades de pau-rosa imbauba (P1), pau-rosa tucuriba (P3), pau-rosa abacate
(P4) e pau-rosa preciosa (P5). Este agrupamento foi extremamente preciso, pois as amostras e
suas respectivas duplicatas ficaram extremamente sobrepostas. Uma das substancias mais
representativas deste grupo foi o linalol (S20). Sendo assim, a diferenciacdo destas quatro
variedades de pau-rosa, ndao pdde ser realizada através da analise estatistica dos perfis
cromatograficos de 6leos essenciais. Os 20 espécimes coletados, sendo cinco de cada variedade,
possuem composicdo quimica dos 6leos essenciais semelhante o que impossibilita afirmar que
séo variedades diferentes.

Industrialmente, as variedades imbautba (P1), tucuriba (P3), abacate (P4) e preciosa (P5)
sdo consideradas promissoras para a extracdo de 6leos essenciais e aplicacdo na industria de
perfumes quando se deseja obter o composto linalol em altos teores.

O segundo grupo, marcado com um circulo vermelho, € constituido apenas pelo

primeiro espécime do grupo de pau-rosa louro (P2-1) e sua duplicata. Esta amostra se separou
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das demais de seu grupo, sendo mais um indicativo de que o grupo de amostras desta variedade

ndo € homogéneo e, portanto, devem possuir outras espécies de Aniba ou de outro género. O

composto mais representativo para este grupo € o benzoato de benzila (ion 88).
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Figura 28 — PCA, em trés dimensfes, de loadings e scores das amostras de 6leos essenciais de folhas secas, da

segunda coleta

O terceiro grupo, marcado com o circulo preto, é bem heterogéneo. Como podemos

observar pelas dispersdes das amostras no PCA de scores e também pelos resultados de PCA

(Figura 29), onde as amostras do terceiro grupo se encontram isoladas das demais. Todos 0s

componentes dos 6leos desse grupo influenciam diretamente essas amostras. De forma geral as

amostras da variedade louro (P2) estudadas nessa pesquisa ndo sao aconselhadas para a extragéo

do 6leo.
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5.3.3 Avaliacdo de coesdo dos resultados obtidos na comparacdo dos perfis
cromatograficos dos 6leos essenciais com exclusdo da substancia majoritaria

linalol

Esta avaliacéo foi realizada com o intuito de permitir a visualizacdo dos agrupamentos

das analises estatisticas por PCA, sem a influéncia da substancia linalol. A exclusdo permite
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observar se 0s componentes minoritarios influenciam nos resultados de PCA, da mesma
maneira que o linalol (quando este esta incluido na anélise).

A exclusdo do linalol foi realizada em todas as tabelas de percentual de cada espécime
coletado e em seguida, os percentuais foram calculados novamente, permitindo a obtencédo da
quantia de 100% na soma dos percentuais das substancias de cada amostra.

O resultado de PCA de loadings e scores, podem ser observados na Figura 30.
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Figura 30 — PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de dleos essenciais de folhas secas,
com exclusdo da substancia linalol, da segunda coleta

Foi possivel constatar que as amostras foram agrupadas de maneira similar ao observada
nas analises de PCA que possuiam linalol. Os agrupamentos se dividiram em trés e as amostras
também permaneceram nos mesmos grupos.

Assim, todos os espécimes da variedade imbadba (P1), tucuriba (P3), abacate (P4) e
preciosa (P5) constituiram o primeiro grupo. O espécime P2-1, constituiu o segundo grupo e 0s

especimes P2-11, P2-111, P2-1V e P2-V, todos pertencentes a variedade louro (P2), constituiram
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0 terceiro grupo. Estes resultados confirmam o obtido nas correlagbes entre os perfis

cromatogréficos.

5.3.4 Analise de rendimento dos extratos etandlicos das folhas secas

Os rendimentos e desvios padrdes referentes aos extratos etandlicos de cada espécime
constam na Tabela 5, bem como os valores médios dos rendimentos de cada grupo de
variedade, desvios padrdes (DV) e coeficiente de variacdo de Pearson (CV). Os resultados
encontrados para as extragdes possuem como maior rendimento o valor 15,4% da segunda
amostra da variedade de pau-rosa preciosa (P5-11) e o menor rendimento o valor de 5,8% para
quarta amostra de pau-rosa preciosa (P5-1V).

Analisando os valores de rendimento de cada grupo de variedades, foi possivel observar
um maior rendimento do quarto grupo de amostras referentes a variedade de pau-rosa abacate
(P4) no valor de 12,3%. O grupo de amostras que produziram o menor rendimento foi o de pau-

rosa louro (P2) com o valor de 7,1%.
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folhas secas

nomes amostra VM, % DP, % VM = DP (CV)
P1-1 6,2 +07
P1-11 11,7 +1,1
Imbauba P1-111 13,0 +0,6 1(2(?;02)0
P1-1V 139 £1,0
P1-V 12,0 +0,9
P2-1 6,6 +0.2
P2-11 6,9 0,4
Louro P2-11I 6,8 +03 Zié; %/0%
P2-1V 9,0 04
P2-V 6,2 +07
P3-1 10,6 +0,6
P3-II 83 +04
Tucuriba P3-111 11,4 +0,2 1(25?5030)3
P3-1V 98 £0.7
P3-V 16,9 £03
P4-1 12,4 +0,7
P4-11 11,4 +0,4
Abacate P4-111 13,5 0,6 1(2151-;0/10)4
P4-1V 10,4 +1,2
P4-V 13,7 +1,0
P5-| 13,6 +1.4
P5-11 15,4 +1,.2
Preciosa P5-111 14,2 +0,6 1(?3123i 030)8
P5-1V 58 £0.1
P5-V 12,0 +18

VM — valor médio; DP — desvio padréo; CV — coeficiente de variagéo

Tabela 5 — Rendimento (valor médio da triplicata, em %) das amostras dos extratos etanolicos de folhas secas,
da segunda coleta
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5.3.5 Anélise comparativa dos perfis espectromeétricos dos extratos etanolicos das

folhas secas

A analise estatistica foi baseada nas variedades de pau-rosa mais divergentes dentre as cinco
variedades coletadas. Os extratos etandlicos em triplicata de folhas das variedades imbadba
(P1) e louro (P2) foram analisados por espectrometria de massas no modo negativo [M-H]™. O
nimero de analises por espectrometria de massas a serem estudados totalizou trinta. Foram
considerados oito ions majoritarios em cada analise. Séo eles os de m/z 259, 283, 479, 480, 485,
486, 495 e 609, também nomeados de ions 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, respectivamente, para as analises
de HCA e PCA. A lista de ions e m/z encontram-se no APENDICE M.

Os resultados por PCA de loadings e scores (Figura 31) mostraram a formacéo de dois
grandes grupos. Conforme o esperado, o primeiro grupo foi constituido pelos espécimes da
variedade de pau-rosa imbauba (marcados com um circulo azul) e o segundo grupo foi
constituido pelos espécimes da variedade de pau-rosa louro (marcado com um circulo

vermelho).

Loadings Scores
Factor2 g
Grupo 1
<;.\
% “p1FA-NVC
Factor3 Factorl Factor3 Factorl
<\/I'on 5

Figura 31 — PCA, em trés dimensdes, de loadings e scores das amostras de folhas secas extraidas com etanol

absoluto, da segunda coleta
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A PCA de loadings permitiu observar os ions que mais colaboraram nos agrupamentos
destas trinta amostras. Como ions diferenciais foi possivel encontrar os de m/z de 479 (ion 3),
485 (ion 5) e 486 (ion 6). Estes trés ions foram encontrados anteriormente nas analises
preliminares deste mesmo material e método, descritos nos resultados da primeira coleta,
contudo a relagdo das influéncias que cada ion diferencial teve nos agrupamentos foi diferente.
Algumas diferencas foram observadas quanto aos tipos de ions encontrados nos perfis da
segunda coleta quando comparados com a primeira. Foi observada a auséncia dos picos de m/z
573 e 738, ambos marcadores do primeiro e terceiro grupo, respectivamente. Essa variacao
poderia ser decorrente da sazonalidade das coletas dos materiais vegetais ou também uma
variagdo no comportamento da amostra durante a particdo hexanica dos extratos etanolicos de
folhas.

As analises por HCA confirmaram os agrupamentos observados nas analises de PCA,
como podemos observar na Figura 32.

Os resultados encontrados também sugerem que podem haver mais variedades quando
analisados os grupos individualmente devido o posicionamento espacial existente entre os

grupos.
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Figura 32 — HCA das amostras, em triplicata, de folhas secas de pau-rosa imbauba (P1)
e pau-rosa louro (P2) extraidas com etanol absoluto, da segunda coleta
A técnica de espectrometria de massas do método de extracdo por sonicacdo das folhas
foi eficiente na diferenciacdo por agrupamentos entres os espécimes das variedades de pau-rosa
imbaulba (P1) e os da variedade pau-rosa louro (P2). Contudo néo foi sensivel o suficiente para
realizar diferenciacdo entre as variedades de pau-rosa tucuriba (P3), abacate (P4) e preciosa

(PS).
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6 CONCLUSAO

Os perfis cromatogréaficos obtidos nas analises dos dleos essenciais das folhas das cinco
variedades de pau-rosa estudadas, possibilitaram, apds tratamento estatisticos, a classificagdo
dos espécimes coletados em trés grupos definidos. O primeiro grupo abrangeu as variedades de
pau-rosa imbauba (P1), tucuriba (P3), abacate (P4) e preciosa (P5). O segundo grupo incluiu o
primeiro espécime coletado da variedade louro (P2-1) e por fim, o terceiro grupo abrangeu os
demais espécimes da variedade louro (P2-11, P2-111, P2-1V e P2-V).

Apesar dos resultados das extracdes alcodlicas e hidroalcodlicas das cascas e galhos
terem harmonizado com os resultados de extracdo obtidos para as folhas, eles foram
insuficientes para a classificacdo de grupos quanto ao perfil quimico, sugerindo que uma etapa
de extracdo deve ser estudada e inserida no procedimento para obtencdo significativa do teor
de metabdlitos, sobremaneira 0s minoritarios.

O método de obtencdo de alcaloides (Soares, 2015) permitiu a visualizacdo de
substancias ja identificadas em outros estudos como a anibina (Mors, Gotlieb e Djerassi, 1957),
que é um alcaloide caracteristico da espécie Aniba rosaeodora Ducke. Contudo, a aplicagdo de
outras metodologias de obtencdo destas fragdes alcaloidicas devem ser realizadas e analisadas
para uma melhor compreensdo deste grupo de metabolitos.

Todos os resultados mostraram similaridade nos perfis quimicos por meio de técnicas
instrumentais e metodos de extracdo diferentes, corroborando com a ideia de que 0s espécimes
pertencam a mesma espécie, entretanto houve questionamento para as amostras da variedade
louro (P2), que apresentaram perfis diferenciados das demais amostras, sugerindo que

pertencam a uma outra especie.
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Os oleos essenciais das folhas das variedades imbauba (P1), tucuriba (P3), abacate (P4)
e preciosa (P5) apresentaram composi¢do quimica semelhantes, com altos teores de linalol e
desta maneira, podem ser utilizadas para extracdo de 6leos essenciais em nivel industrial sem
comprometer a qualidade do produto final.

Este estudo abre caminho para o desenvolvimento de metodologias de identificagéo e
certificacdo de pau-rosa (A. rosaeodora Ducke), espécie da flora Amazonica comercializada e

ameacada de extincdo, para a qual ainda residem ddvidas quanto a identificacdo botanica.
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APENDICE A. Tabela com o nimero de substincias e tempos de retencdo encontrados nos

perfis cromatograficos dos 6leos essenciais de folhas frescas da primeira coleta.

Oleos essenciais de folhas frescas

substancias tsent]sr?;é%e 1.D LA substancias tig,:gr?gé%e 1.D LA
S01 3,16 n.i - S31 31,87 n.i -
S 02 4,34 n.i - S32 31,98 cg;(ilgfci)lgfo 1582
S03 6,28 a-pineno 932 S33 32,55 n.i -
S04 6,90 benzaldeido 952 S 34 32,99 n.i -
S 05 7,52 B-pineno 974 S35 33,14 n.i -
S 06 9,20 B-felandreno 1025 S36 34,06 n.i -
S 07 10,80 n.i - S 37 34,36 n.i -
S08 11,41 n.i - S38 34,68 n.i -
S 09 12,04 linalol 1095 S 39 34,83 n.i -
S10 12,21 n.i - S 40 34,96 n.i -
S11 14,68 n.i - S41 35,13 n.i -
S12 14,88 n.i - S42 35,14 n.i -
S13 15,37 n.i - S 43 35,25 n.i -
S14 15,51 n.i - S44 35,30 n.i -
S15 15,63 o-terpineol 1186 S 45 35,42 n.i -
S16 15,86 n.i - S 46 35,78 n.i -
S17 16,90 n.i - S 47 36,55 n.i -
S18 19,10 n.i - S48 36,65 n.i -
S19 22,04 n.i - S 49 36,84 n.i -
S20 22,84 n.i - S50 36,98 n.i -
S21 23,40 n.i - S51 37,13 n.i -
S22 23,66 n.i - S52 37,28 n.i -
S23 24,32 (-)-B-elemeno 1389 S 53 37,94 n.i -
S24 25,46 B-cariofileno 1417 S54 38,12 n.i -
s 25 2776 n.i i S 55 3868  Penzoato g4

de benzila

S 26 28,19 B-selineno 1489 S 56 41,15 n.i -
S 27 28,56 a-selineno 1498 S57 41 47 n.i -
S 28 30,81 n.i - S58 41,86 n.i -
S 29 31,19 n.i - S 59 42,11 n.i -
S 30 31,78 n.i - S 60 42,83 n.i )
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APENDICE B. Tabela com o niimero de substancias e tempos de retencdo encontrados nos

perfis cromatograficos dos 6leos essenciais de folhas secas da primeira coleta.

Oleos essenciais de folhas secas

substancias tsent]sr?;é%e I.D ILA | substéncias t?g:g:éé%e 1.D WY
S01 3,16 n.i - S29 31,86 n.i -
S 02 4,35 n.i - S 30 31,98 cg;‘iff?lgﬁo 1582
S03 6,27 o-pineno 932 S31 32,54 n.i -
S04 6,90 benzaldeido 952 S32 32,98 n.i -
S 05 7,51 B-pineno 974 S33 33,13 n.i -
S 06 9,20 B-felandreno 1025 S34 34,05 n.i -
S 07 10,79 n.i - S 35 34,52 n.i -
S 08 11,40 n.i - S36 34,67 n.i -
S 09 12,02 linalol 1095 S 37 34,78 n.i -
S 10 12,20 n.i - S 38 34,81 n.i -
S1i1 14,88 n.i - S 39 34,95 n.i -
S12 15,37 n.i - S 40 35,13 n.i -
S13 15,49 n.i - S41 35,24 n.i -
S14 15,61 a-terpineol 1186 S42 35,30 n.i -
S 15 15,86 n.i - S 43 35,42 n.i -
S 16 19,09 n.i - S 44 36,53 n.i -
S 17 22,81 n.i - S 45 36,64 n.i -
S18 23,39 n.i - S 46 36,82 n.i -
S19 23,65 n.i - S 47 36,98 n.i -
S 20 24,02 n.i - S48 37,12 n.i -
S21 24,32 (-)-B-elemeno 1389 S49 37,93 n.i -
S22 25,46 B-cariofileno 1417 S50 37,93 n.i -
523 27,47 n.i - S51 3geg  Penzoato 4

de benzila

S24 28,19 B-selineno 1489 S 52 41,47 n.i -
S25 28,55 o-selineno 1498 S53 41,86 n.i -
S 26 30,80 n.i - S54 42,11 n.i -
S 27 31,18 n.i - S 55 42,83 n.i -
S 28 31,77 n.i -
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APENDICE C. Tabela com o nimero de substincias e tempos de retencdo encontrados nos

perfis cromatograficos dos 6leos essenciais de galhos secos da primeira coleta.

Oleos essenciais de galhos secos

substancias ti;ntgr?éa%e 1.D ILA | substéncias tigsr?zé%e LD LA

S01 3,16 n.i S35 32,55 n.i -
S02 4,45 n.i S 36 32,79 n.i -
S03 6,27 a-pineno 932 S 37 32,98 n.i -
S04 6,90 benzaldeido 952 S 38 33,13 n.i -
S 05 7,51 B-pineno 974 S 39 33,33 n.i -
S 06 7,68 n.i S 40 33,70 n.i -
S 07 7,88 n.i S41 33,84 n.i -
S 08 9,20 B-felandreno 1025 S42 33,99 n.i -
S 09 10,79 n.i S 43 34,06 n.i -
S10 11,40 n.i S 44 34,18 n.i -
S11 12,02 linalol 1095 S 45 34,36 n.i -
S12 12,06 n.i S 46 34,53 n.i -
S13 14,20 n.i S 47 34,68 n.i -
S14 14,88 n.i S48 34,81 n.i -
S15 15,06 terpinen-4-ol 1174 S49 34,97 n.i -
S16 15,37 n.i S50 35,14 n.i -
S 17 15,62 a-terpineol 1186 S5l 35,25 n.i -
S18 15,86 n.i S52 35,32 n.i -
S19 18,33 n.i S53 35,54 n.i -
S20 19,20 n.i S 54 35,63 n.i -
S21 22,78 n.i S55 35,73 n.i -
S22 24,31 (-)-B-elemeno 1389 S 56 35,83 n.i -
S23 25,46 B-cariofileno 1417 S57 36,12 n.i -
S24 21,74 n.i S 58 36,37 n.i -
S 25 28,18 B-selineno 1489 S 59 36,54 n.i -
S 26 28,55 a-selineno 1498 S 60 36,66 n.i -
S 27 29,65 n.i S61 36,86 n.i -
S28 30,39 n.i S 62 37,00 n.i -
S29 30,64 n.i S 63 37,15 n.i -
S30 30,80 n.i S 64 37,94 n.i -
S31 31,19 n.i S 65 38,27 n.i -
S32 31,76 n.i S 66 38,52 n.i -
S33 31,88 n.i S 67 42,79 n.i -
S34 31,98 oxido de cariofileno 1582
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APENDICE D. Tabela com a o nimero de jons e suas respectivas m/z encontrados nos perfis

espectrométricos dos extratos etandlicos de folhas secas da primeira coleta.

Extratos etandlicos de folhas secas

m/z m/z
fon1 121,2 fon 29 518,8
fon2 179,2 fon 30 519,8
fon 3 215,3 fon 31 529,9
fon 4 255,5 fon 32 530,9
fon 5 259,2 fon 33 531,0
fon6 273,3 fon 34 532,9
fon7 283,5 fon 35 554,6
ion8 286,3 fon 36 546,0
fon9 2874 fon 37 547,0
fon 10 2949 fon 38 559,8
fon11 297,1 fon 39 560,9
fon 12 3114 fon 40 572,5
fon 13 322,0 fon 41 573,0
fon 14 324,1 fon 42 574,0
fon 15 3254 fon 43 575,0
fon 16 339,4 fon 44 593,0
fon 17 438,9 fon 45 658,7
fon 18 466,0 fon 46 737,9
fon 19 479,5 fon 47 738,7
fon 20 480,5 fon 48 739,8
fon 21 485,5 fon 49 740,9
fon 22 486,6 fon 50 7449
fon 23 495,3 fon 51 745,9
fon 24 496,4 fon 52 754,6
fon 25 515,0 fon 53 755,5
fon 26 516,1 fon 54 774,4
fon 27 517,0 fon 55 775,6
fon 28 518,2 fon 56 793,0
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APENDICE E. Tabela com a o nimero de ions e suas respectivas m/z encontrados nos perfis

espectrométricos dos extratos hidroacodlicos de folhas secas da primeira coleta.

Extratos hidroalcoodlicos de folhas secas

m/z
fon1 179,2
fon2 191,3
fon 3 215,3
lon 4 255,5
fon 5 259,2
fon 6 269,1
fon7 2949
fon8 3114
fon9 3254
fon 10 339,4
fon 11 363,0
fon 12 371,0
fon 13 438,9
fon 14 479,5
fon 15 480,5
fon 16 485,5
fon 17 4953
fon 18 514,9
fon 19 516,1
fon 20 517,0
fon 21 518,8
fon 22 530,9
fon 23 593,0
fon 24 609,1
fon 25 738,7
fon 26 739,8
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APENDICE F. Tabela com a o nimero de ions e suas respectivas m/z encontrados nos perfis

espectrométricos dos extratos etandlicos de galhos secos da primeira coleta.

Extratos etanolicos de galhos secos

m/z m/z
fon1 121,2 fon 23 530,9
fon2 255,5 fon 24 532,1
fon3 259,2 fon 25 532,9
lon 4 273,3 fon 26 554,6
fon 5 294,9 fon 27 593,0
lon 6 311,4 fon 28 658,7
fon 7 325,4 fon 29 722,7
fon8 463,4 fon 30 723,8
fon9 479,5 fon31 7379
fon 10 480,5 fon 32 738,7
fon 11 481,5 fon 33 739,8
fon 12 485,5 fon 34 740,9
fon 13 495,3 fon 35 752,6
fon 14 496,4 fon 36 753,0
fon 15 498,9 fon 37 753,7
fon 16 514,3 fon 38 754,6
fon 17 515,0 fon 39 755,5
fon 18 516,1 fon 40 774,4
fon 19 517,0 fon 41 774,7
fon 20 518,2 fon 42 775,6
fon 21 518,8 fon 43 776,7
fon 22 519,8 fon 44 958,8
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APENDICE G. Tabela com a o nimero de ions e suas respectivas m/z encontrados nos perfis

espectrométricos dos extratos hidroalcodlicos de galhos secos da primeira coleta.

Extratos hidroalcodlicos de galhos secos

m/z m/z
fon1 113,1 fon 20 515,0
fon2 121,2 fon 21 516,1
fon3 179,1 fon 22 517,0
lon 4 255,5 fon 23 518,2
fon 5 259,2 fon 24 518,8
lon 6 273,3 fon 25 530,9
fon7 2949 fon 26 532,1
fon8 311,4 fon 27 593,0
fon9 325,4 fon 28 658,7
fon 10 339,4 fon 29 722,7
fon 11 363,0 fon 30 737,9
fon 12 438,8 fon 31 738,7
fon 13 4634 fon 32 739,8
fon 14 479,5 fon 33 740,9
fon 15 480,5 fon 34 752,6
fon 16 481,5 fon 35 754,0
fon 17 4855 fon 36 754,6
fon 18 495,3 fon 37 755,5
fon 19 498,9 fon 38 774,4
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APENDICE H. Tabela com a o nimero de ions e suas respectivas m/z encontrados nos perfis

espectrométricos dos extratos etandlicos de cascas secas da primeira coleta.

Extratos etandlicos de cascas secas

m/z m/z

fon1 179,2 fon 25 517,0
fon2 215,3 fon 26 518,2
fon 3 243,3 fon 27 518,8
lon 4 255,5 fon 28 519,8
fon5 259,2 fon 29 552,7
lon6 283,5 fon 30 554,6
fon7 2949 fon 31 568,6
fon8 297,1 fon 32 593,0
fon9 325,4 fon 33 658,3
fon 10 3394 fon 34 658,7
fon 11 363,0 fon 35 706,9
fon 12 438,9 fon 36 722,1
fon 13 463,5 fon 37 722,7
fon 14 464,5 fon 38 723,8
fon 15 479,5 fon 39 728,7
fon 16 480,5 fon 40 736,7
fon 17 485,5 fon 41 737,9
fon 18 486,6 fon 42 738,2
fon 19 495,3 fon 43 738,7
fon 20 499,0 fon 44 739,8
fon 21 502,8 fon 45 7449
fon 22 514,8 fon 46 745,9
fon 23 515,0 fon 47 774,4
fon 24 516,1
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APENDICE 1. Tabela com a 0 nimero de ions e suas respectivas m/z encontrados nos perfis

espectrométricos dos extratos hidroalcodlicos de cascas secas da primeira coleta.

Extratos hidroalco6licos de cascas secas

m/z
fon1 113,1
fon2 283,5
fon 3 179,1
fon 4 259,2
fon 5 283,5
fon6 363,0
fon7 463,4
ion8 479,5
fon 9 480,5
fon 10 485,5
fon11 486,5
fon 12 515,0
fon 13 7227
fon 14 738,7
fon 15 7449
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APENDICE J. Tabela com a 0 nimero de jons e suas respectivas m/z encontrados nos perfis

espectrométricos das fracdes alcaloidicas de folhas secas da primeira coleta.

Fragdes alcaloidicas de folhas secas

m/z m/z

fon1 152,7 fon 25 285,3
fon2 154,7 fon 26 286,2
fon 3 160,8 fon 27 300,3
lon 4 161,0 fon 28 304,3
fon 5 166,6 fon 29 314,1
fon 6 168,6 fon 30 328,1
fon7 172,6 fon 31 329,2
fon8 180,6 fon 32 330,2
fon9 186,6 fon 33 331,2
fon 10 192,2 fon 34 342,1
fon 11 193,1 fon 35 344,2
fon 12 194,7 fon 36 346,2
fon 13 201,0 fon 37 357,1
fon 14 204,1 fon 38 358,2
fon 15 206,1 fon 39 391,0
fon 16 210,5 fon 40 413,2
fon 17 216,8 fon 41 414,3
fon 18 226,1 fon 42 457,4
fon 19 232,5 fon 43 478,3
fon 20 234,6 fon 44 480,1
fon 21 248,6 fon 45 481,0
fon 22 255,8 fon 46 532,4
fon 23 257,5 fon 47 533,4
fon 24 262,8
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APENDICE K. Tabela com a o nimero de ions e suas respectivas m/z encontrados nos perfis

espectrométricos das fracdes alcaloidicas de galhos secos da primeira coleta.

Fracoes alcaloidicas de galhos secos

m/z m/z

fon1 152,7 fon31 286,2
fon2 154,7 fon 32 300,3
fon 3 162,8 fon 33 301,2
lon 4 166,6 fon 34 304,3
fon5 168,7 fon 35 3141
fon 6 169,7 fon 36 3151
fon 7 172,6 fon 37 328,1
fon8 178,4 fon 38 329,2
fon9 180,6 fon 39 330,2
fon 10 185,3 fon 40 331,2
fon 11 186,6 fon 41 3323
fon 12 192,2 fon 42 334,2
fon 13 193,1 fon 43 3421
fon 14 194,7 fon 44 346,2
fon 15 201,0 fon 45 386,4
fon 16 204,1 fon 46 391,0
fon 17 210,5 fon 47 4132
fon 18 211,5 fon 48 414,3
fon 19 2247 fon 49 428,6
fon 20 226,0 fon 50 457,4
fon 21 2325 fon 51 479,0
fon 22 238,1 fon 52 480,1
fon 23 2422 fon 53 481,0
fon 24 248,6 fon 54 515,9
fon 25 255,8 fon 55 516,7
fon 26 256,9 fon 56 517,7
fon 27 257,6 fon 57 530,7
fon 28 262,8 fon 58 532,4
fon 29 284,3 fon 59 533,4
fon 30 285,3
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APENDICE L. Tabela com o niimero de substancias e tempos de retencdo encontrados nos perfis cromatograficos dos leos essenciais
de folhas secas da segunda coleta.

Oleos essenciais de folhas secas

Subst. TR 1.D A | Subst. TR I.D A | Subst. TR 1.D LA | Subst. TR I.D LA
S0l 316 ni - S23 1347 ni - S45 2896 ni - S67 34,02 ni -
S02 608 a-tujeno 924 | Ss24 1461 n.i - S46 2931 ni - Se8 34,07 ni -
S03 6,28 a-pineno 932 S25 14,90 n.i - S47 29,57 n.i - S 69 34,13 n.i -
S04 6,71 camfeno 946 S 26 15,08 terpinen-4-ol 1174 S48 29,67 n.i - S70 34,37 n.i -
S 05 6,92 benzaldeido 952 S27 15,39 n.i S 49 30,66 n.i - S71 34,53 n.i -
S06 740 ni - S28 1563  oerpineol 1186 | S50 30,82 ni - S72 3468 ni -
so7 753 B-pineno 974 | sS29 1587 n.i - S51 31,00 ni - S73 3480 ni -
s08 789 ni - S30 2254 n.i - S52 31,20 ni - S74 3497 ni -
S09 8,38 o-felandreno 1025 S31 23,41 n.i - S53 31,42 n.i - S75 35,15 n.i -
S10 879 pcimeno 1020 | S32 2366 n.i - S54 31,79 ni - S76 3525 ni -
S11 9,05 n.i - S33 24,03 n.i - S155 31,88 espatulenol 1577 S77 35,32 n.i -
s12 921 n.i - saa  oaga OFelEmEO 0 | sss 5200 cgl)'(iic?f(i)lgr?o 1582 | S78 3584 ni -
s13 930 n.i - S35 osag  Poanofileno 0 ss7 s ni ; S79 3655 ni -
S14 9,32 1,8-cineol 1026 S 36 26,28 n.i - S58 32,47 n.i - S 80 36,65 n.i -
S15 949 ni - S37 26,88 n.i - S50 3256 ni - S8l 3685 ni -
S16 987 ni - S38 27,09 n.i - S60 32,68 ni - S8 37,00 ni -
S17 1030  y-terpineno 1054 | S39 27,77 n.i - Sel 32,74 ni ; s83 37,13 ni -
s18 10,81 ni - sS40 27,80 n.i - se2 32,99 ni - S84 37,95 ni -
s19 1141 ni - s41 27,89 n.i - S63 3314 ni - s85 3830 ni -
S20 12,07 linalol 1005 | sS4z  o2p0  Peelineno 148 oo a3g ni - S86 3853 ni -
s21 1207 n.i - | s43 2857  aselineno 1498 | S65 33,79 n.i - | s8&7 3867 begzgiffade 1759
s22 122 ni - sa4 2875 n.i - S66 3388 ni - S8s 4148 ni -
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APENDICE M. Tabela com nimero de ions e suas respectivas m/z dos extratos etandlicos de

folhas secas da segunda coleta.

Extratos etanolicos de folhas secas

m/z
fon1 259,4
fon2 283,6
fon3 479,5
fon 4 480, 5
fon5 485,6
fon 6 486,6
fon7 4953
fon8 609,4
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