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RESUMO

Oleos essenciais (OE) sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, obtidas através de materiais vegetais, tais como folhas,
galhos, flores, frutos, sementes, raizes e madeira. Na natureza esses componentes
desempenham um papel importante na protecdo das plantas; isso porque sao capazes de
atuar como antibacterianos, antivirais, antifingicos e inseticidas. Além de sua
contribuicdo para as plantas, muito desses 6leos apresentam também outras propriedades
como atividades antioxidantes, acBes analgésicas e anti-inflamatorias fazendo-se
relevantes para produtos industriais farmacéuticos, agricolas, nutricionais ou cosméticos.
Devido aos beneficios que os 6leos etéreos podem oferecer aos seres vivos, este projeto
de iniciacdo cientifica dedica—se a estudar, trés amostras de 6leo essencial de folhas de
Ocotea corymbosa presentes nas cidades de Bauru/SP, Sdo Manuel/SP e Botucatu/SP.
Atraveés de um levantamento de referéncias bibliogréaficas, livros, teses, artigos cientificos
nacionais e internacionais, foi possivel executar a elaboracdo da proposta cientifica,
realizando analises por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM) e por célculos de indices de retencdo, pretendendo comparar e identificar as

substancias encontradas com bases de dados confiaveis de identificacao.

Palavras-chave: Cromatografia Gasosa, indice de Retencdo, NIST 62, Ocotea ssp.



ABSTRACT

Essential oils (EO) are complex mixtures of volatile, lipophilic, generally odorous and
liquid substances, obtained from plant materials such as leaves, branches, flowers, fruits,
seeds, roots and wood. In nature these components play an important role in plant
protection; This is because they are capable of acting as antibacterial, antiviral, antifungal
and insecticides. In addition to their contribution to plants, many of these oils also have
other properties such as antioxidant activities, analgesic and anti-inflammatory actions,
making them relevant for pharmaceutical, agricultural, nutritional or cosmetic industrial
products. Due to the benefits that ethereal oils can offer to living beings, this scientific
initiation project is dedicated to studying three samples of essential oil from Ocotea
corymbosa leaves present in the cities of Bauru/SP, Sdo Manuel/SP and Botucatu/SP .
Through a survey of bibliographical references, books, theses, national and international
scientific articles, it was possible to carry out the elaboration of the scientific proposal,
carrying out analyzes by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS)
and by calculations of retention rates, intending to compare and identify the substances

found with reliable identification databases.

Keywords: Gas Chromatography, NIST 62, Ocotea ssp, , Retention Index.
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1. INTRODUCAO DA PESQUISA E JUSTIFICATIVA

Apresentam-se as reflexdes que contextualizam e justificam este projeto

1.1 Oleos Essenciais

A utilizacdo dos 0Oleos essenciais percorre ha milénios; encontram-se vestigios e
documentos do manuseio dessas substancias desde 4500 a.C. pelos egipcios em
cerimonias e rituais em templos e em pirdmides. O termo “6leo essencial” surgiu somente
no século XVI pelo médico Paracelsus von Hohenheim, que nomeou de “quinta essentia”

0 componente de uma droga. (TELACREA, 2008; EDRIS, 2007).

De forma ampla, esses componentes sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, obtidas através de materiais
vegetais, tais como folhas, galhos, flores, frutos, sementes, raizes e madeira. A extracédo
dos Oleos etéreos, como também sdo chamados, é feita de varias formas como por
expressdo, fermentacdo e extracdo com gordura animal. Contudo, 0 método mais aplicado
para a producdo comercial é o de destilacdo a vapor ou arraste a vapor. (SIMOES et al.,
2016; SHARIFI-RAD etal., 2017; IRITI et al., 2006; VAN de BRAAK e LEJTEN, 1999;
BURT, 2004).

Existem cerca de 3000 Gleos essenciais ja conhecidos. Destes, apenas 10 %
possuem alguma importancia comercial, principalmente para as industrias farmacéuticas,
agrondmicas, alimenticias, sanitarias, cosméticas e de perfumaria. Conhecidos por suas
propriedades antissépticas, isto &, bactericidas, virucidas e fungicidas, e medicinais e sua
fragrancia, eles sdo usados no embalsamamento, preservacdo de alimentos e como
remédios antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatdrios, espasmoliticos e
anestésicos locais. Até os dias de hoje, essas caracteristicas ndo mudaram muito, exceto
que agora se sabe mais sobre alguns de seus mecanismos de acdo, particularmente no
nivel antimicrobiano (VAN de BRAAK e LEIJTEN, 1999; BURT, 2004; BAKKALI et
al., 2008).

1.2 Metabolismo secundario das plantas

O metabolismo da planta varia de acordo com sua fisiologia, mas geralmente pode
ser dividido em metabolismo priméario e secundario. O metabolismo primario é
comumente associado a sobrevivéncia da planta, ja que é constituido por compostos como
proteinas lipideos, materiais genéticos e agucares; possuindo funcéo estrutural, plastica e

de armazenamento de energia. Entretanto, as plantas produzem algumas substancias que

10



ndo possuem vinculo com o seu crescimento ou com o seu desenvolvimento, esses, foram
6 nomeados de Metabdlitos secundarios. (VIZZOTTO et al., 2010; KERBAUY, 2004;
TAIZ, ZEIGAR, 2009; DE SOUSA et al., 2017).

Uma vez que o metabolismo primario se associa a sobrevivéncia, 0 secundario
associa-se a defesa; eles protegem as plantas de seus predadores, tais como: insetos, virus,
bactérias, fungos e até mesmo contra outras plantas, além de contribuir com a perpetuacao

da espécie por atrair animais polinizadores e dispersores de semente. (BORGES, 2013).

Muitos metabdlitos secundérios j& foram identificados, dentre eles, um grupo em
particular, compreendendo terpendides, fenilpropandides, policetideos e compostos
contendo nitrogénio e enxofre, foram chamados de 6leos essenciais. Embora esse nome
tenha sido utilizado para descrever esse grupo heterogéneo, a nomenclatura define as
moléculas extraidas das plantas, que sdo chamadas atualmente de “compostos organicos

volateis”. (SIMOES et al., 2016).

Os terpenos formam classes estrutural e funcionalmente diferentes. Eles séo feitos
de combinacgdes de vérias unidades de base de carbono (C5) chamadas de isopreno. A
biossintese dos terpenos consiste na sintese do precursor de isopentenil difosfato (IPP),
adicdo repetitiva de IPPs para formar o precursor de prenildifosfato das varias classes de
terpenos, modificacdo do prenildifosfato alilico por sintetases especificas de terpeno para
formar o esqueleto de terpeno e, finalmente, modificacdo enzimatica secundaria (reacao
redox) do esqueleto para atribuir propriedades funcionais aos diferentes terpenos. Os
principais terpenos sao os monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), mas também
existem hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40).
Um terpeno contendo oxigénio é denominado terpenoide. Os monoterpenos séo formados
a partir do acoplamento de duas unidades de isopreno (C10). Sdo as moléculas mais
representativas que constituem 90% dos Oleos essenciais e permitem uma grande
variedade de estruturas (WAR et al., 2012; WAR et al., 2011; DE MORAIS, 2009;
BAKKALI et al., 2008)

1.3 FuncOes bioldgicas dos 6leos essenciais

Na natureza os 6leos essenciais desempenham um papel importante na protecéo
das plantas. 1sso porgque seus componentes sao capazes de atuar como antibacterianos,
antivirais, antifangicos, inseticidas, e 0 aroma exalado sdo capazes de reduzir o apetite de

seu predador por ela. Além de sua contribui¢do para as plantas, muito desses 6leos
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apresentam também outras propriedades como atividades antioxidantes, ac0es
analgésicas e anti-inflamatorias e atividades antitumorais que podem, se estudadas e
manipuladas, oferecer muitos beneficios a outros seres vivos. (BAKKALI et al., 2008;
MENDES et al., 2010; WANNES, 2010).

Dor € uma experiéncia desagradavel pela qual se pode passar ao longo da vida, na
expectativa de aliviar e amenizar esse sintoma, popularmente é realizado o consumo de
analgesicos. Entretanto o consumo desses medicamentos tem potencial para acarretar
outros efeitos colaterais, como no caso da morfina, gerar distarbios enddcrinos e do
sistema nervoso autbnomo, nausea, sonoléncia e depressdo respiratoria. Buscar
alternativas que tivessem menores efeitos colaterais, porém com analgesia semelhante se
fez necessaria; nesta busca encontraram-se varios 6leos essenciais com propriedades
analgesicas, dentre eles destaca-se o 6leo de Rosmarinus officinalis L (Lamiaceae)
(alecrim) que pode ser utilizado como analgésico leve para aliviar cdlicas renais,
disturbios respiratorios e dismenorreia. (DE OLIVEIRA ARAUJO et al. 2021).

A quimioterapia, um dos mais conhecidos tratamentos do cancer, possui na
maioria de suas composi¢cdes drogas citotoxicas, que podem levar a efeitos colaterais
graves em células normais o que limita a utilizacdo da droga de forma eficaz sobre a
doenca. Devido ao potencial terapéutico dos 6leos essenciais, pesquisadores passaram a
testa-los contra cancer, aproveitando-se do fato de seu mecanismo de acdo ser diferente
daquele do citotoxico cléssico. Posteriormente, relatérios indicaram que principalmente
um grupo de seus componentes, 0S monoterpenos, portam diversos efeitos no
metabolismo do mevalonato o qual é encarregado pela supressdo de tumores terpenos.
(EDRIS, 2007).

Trombose € uma doenca geralmente associada a ativagdo plaquetaria e pela
liberacdo de eicosanoides. Os métodos preventivos como o0s agentes antiplaquetarios se
mostram muito eficazes quanto essa patologia, contudo, muitos desses medicamentos
contém consequéncias prejudiciais ao organismo como erosdes gastricas e
agranulocitose. Por esta razdo, alternativas foram avaliadas e encontraram no Gleo
essencial de lavanda (Lavandula hybrida Reverchon cv.) um grande potencial
antitrombdtico, mostrando efeito antiplaquetario do espectro e foi capaz de inibir
agregacdes plaquetarias induzidas por ADP, acido araquidénico, coldgeno e o agonista
estavel do receptor de tromboxano sem propriedades pro-hemorragicas. (BALLABENIA
et al., 2004; EDRIS, 2007).
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Staphylococcus aureus séo bactéria do grupo dos cocos gram-positivos que fazem
parte da microbiota humana, mas que podem gerar prejuizos e riscos a saide humana
provocando doencas que vdo desde uma infeccdo simples como espinhas, até as mais
graves como pneumonia. Isto ocorre devido a capacidade que este micro-organismo
possui de adquirir genes que codificam a producéo de biofilmes, toxinas e, principalmente
resisténcia a antimicrobianos. Com isso, torna-se muito importante encontrar métodos
alternativos para o combate desse patdgeno. Muitos 6leos essenciais e seus compostos
demonstraram eficacia na inibicao do crescimento microbiano. Este efeito decorre de uma
intervencdo na permeabilidade da membrana citoplasmatica, interferindo em sistemas
enzimaticos e constituintes celulares, proporcionando-o potencial para destruir ou inativar
0 material genético da bactéria assim como gerar lises em sua parede celular; dentre esses
Oleos destaca-se o de tomilho (Thymus vulgaris). (FANIN et al., 2020; SANTOS et al.,
2007).

Repelentes sdo produtos utilizados para evitar picadas de insetos e geralmente
agem formando uma barreira de vapor sobre a pele que impede que o artrépode pouse
sobre ela. O uso de repelentes sintéticos pode causar danos ambientais e riscos para a
salde humana (PITASAWAT et al., 2003). Tal fato incentivou a busca por repelentes
naturais e ecoldgicos, oriundos, por exemplo, dos éleos essenciais, no entanto, devido ao
caréater volatil desses 6leos os repelentes poderiam possuir uma vida curta na sua eficéacia.
Posteriormente, estudando o 6leo de Cymbopogon winterianus spp, concluiram que o
mesmo misturado com 5% de vanilina resulta em um produto com 100% de protecao
contra 0 Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles dirus por 6 horas.
(TAWATSIN et al., 2001; NERIO; OLIVERO-VERBEL e STASHENKO, 2010).

1.4  Extracgao do oleo essencial

Um grande nimero de técnicas convencionais pode ser usado para amostrar a
fracdo volatil: destilagdo a vécuo, destilacdo a vapor ou hidrodestilacdo, extracdo de
solvente off-line combinada com destilacdo, extracdo simultanea de destilacdo, extracdo
com fluido supercritico e micro-ondas assistida por amostragem e hidrodestilagdo
assistida por micro-ondas e amostragem de headspace de alta capacidade de
concentracdo. Deve-se ressaltar novamente que somente o produto obtido por
hidrodestilacdo ou destilagdo a vapor pode ser chamado de éleo essencial. O material
deve ser fresco, porém sugere-se 0 seu congelamento com N liquido, sendo

posteriormente triturado com um almofariz e pistilo de porcelana. Esse processo garantira
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a integridade do dleo na matriz vegetal (TELASCREA et al., 2008, RUBIOLO et al.,
2010).

1.5  Hidrodestilacédo

Um dleo essencial é classicamente obtido usando equipamentos baseados no
processo de destilagdo introduzida por Clevenger (1928a; 1928b). Em teoria, as
recuperacdes de volateis sdo quantitativas para um tempo de destilacdo infinito; artefatos
ou substancias de degradacao térmicas ou oxidativa podem ser produzidos, mas eles sdo
aceitos como resultado de um processo tradicional. Aparelhos e modos de operacao para
obter 6leos essenciais estdo bem estabelecidos e sdo descritos em varias farmacopeias. A
Farmacopeia Brasileira (Vol. 02) indica que se deve proceder utilizando um baldo de 1 L
contendo 500 mL de &gua como liquido de destilacdo. A droga (planta), previamente
triturada, deve ser colocada com 100 mL de &agua. Apos isso, deve-se transferir
imediatamente para o baldo e proceder a hidrodestilagdo a partir de 50 g da droga durante
4 horas. O 06leo essencial obtido deve ser mantido a —18°C e em frasco de vidro ambar
(para evitar fotodegradacdo) e sob ambiente N> até sua andlise (BRASIL, 2010;
TELASCREA et al., 2008).

Existem trés variacGes diferentes do processo de destilacdo com agua/vapor:
destilacdo com agua (hidrodestilacdo), destilacdo com agua e vapor e destilacdo a vapor.
Na hidrodestilacdo, a planta aromaética permanece em contato com a agua fervente,
podendo estar completamente imersa ou flutuando. J& na destilacdo com &gua e vapor, o
material a ser destilado € apoiado sobre uma placa perfurada ou inserida em uma rede e
colocada logo acima do fundo do destilador. Por ultimo, na destilacdo a vapor, a agua ndo
¢ mantida na parte inferior do destilador e o vapor € introduzido através de serpentinas.
No processo de destilacdo de Oleo essencial, € necessario, em alguns casos, realizar
fragmentagOes do material vegetal, com o intuito de facilitar a remogéo do 6leo dos
tricomas glandulares da planta. Este procedimento varia de acordo com a estrutura da
planta. Flores, folhas e outras partes finas e ndo fibrosas ndo necessitam de fragmentacéo.
As sementes devem ser completamente esmagadas. Raizes, caules e todo o material

lenhoso precisam ser cortados em comprimentos curtos (BUSATO et al., 2014).

1.6 Analises do dleo essencial
Uma separac¢édo exaustiva de 6leo essencial por cromatografia gasosa (CG) pode,
preferencialmente, ser obtida combinando duas fases. A analise de uma amostra de 6leo
essencial envolve, geralmente, a separacdo, identificacdo e determinagdo quantitativa de
14



seus componentes. A volatilidade e polaridade dos componentes do 6leo essencial fazem
da cromatografia gasosa capilar a técnica de escolha para sua andlise, pois estacionarias
de polaridade diferente. As fases estacionérias apolares mais utilizadas na analise de
rotina de Oleo essencial sdo, em geral, aquelas baseadas em metilpolissiloxanos,
metilfenilpolissiloxanos e como fase polar mais comum a de polietilenoglicol. A
identificacdo é geralmente realizada por dados cromatograficos (indices de Kovat's,
indices de retencdo lineares, tempo de retencdo relativo, tempo de retengdo), mensuraveis
com um detector universal como o detector FID (detector de ionizacdo de chama) ou por
dados espectrais, principalmente, por técnicas infenadas como espectrometria de massa
(CG-EM), como recomendam a International Organization of the Flavor Industry (IOFI)
e o Journal of Agricultural and Food Chemistry (RUBIOLO et al., 2010). A
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) também é proposta
como um detector para deteccdo de Oleos essenciais (GC-FT-IR) (HERRES, 1987;
BICCHI et al., 2004; MARRIOTT, SHELLIE e CORNWELL, 2001).

A utilizacdo da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
EM), ainda permite a obtencdo de espectros de massas dos picos cromatograficos através
da andlise dos ions totais (TIC) e esses podem ser comparados com uma base de dados,
como a NIST 62 (National Institute of Standards and Technology) que serve como um
parametro de comparacdo e dessa forma permite a identificacdo mais correta dos
componentes (ADAMS, 2012).

Uma aplicacdo direta do uso dos indices de retencédo e dos espectros de massa na
identificacdo de componentes de o&leos essenciais € o trabalho realizado por
TELASCREA e colaboradores (2008) que estudaram os 6leos essenciais de folhas de
quatro Cryptocarya spp endémicas na Mata Atlantica no Estado de Sdo Paulo. Os
principais componentes do 0leo de Cryptocarya moschata foram identificados como
sendo linalol (34,3%), a-terpineno (17,0%), y-terpineno (10,4%), 1,8-cineole (5,8%) e
trans-ocimeno (4,8%), enquanto os de C. botelhensis foram a-pineno (22,7%), B-pineno
(9,2%), trans-verbenol (8,4%), trans-pinocarveol (5,5%) e myrtenal (5,4%). Os principais
compostos do 6leo de C. mandioccana foram B-cariofileno (13,8%), espatulenol (10,2%),
oxido de cariofileno (7,8%), &-cadineno (6,9%) e biciclogermacreno (6,4%), enquanto os
de C. saligna foram germacreno D (15,5%), biciclogermacreno (13,8%), espatulenol
(11,8%) e germacreno B (5,7%).
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A partir de analise realizadas, utilizando-se um espectrometro de massa acoplado
ao cromatografo gasoso com programacdo de temperatura seguindo dados da literatura,
ADAMS (1995), e obtencdo de espectros de massa, pode-se identificar os componentes
acima comparando com as referéncias da biblioteca NIST 62 (MCLAFFERTY e
STAUFFER, 1989) e suas porcentagens relativas foram calculadas a partir das areas de
pico normalizadas. Os indices de retencdo (VAN DEN DOOL, 1963) foram determinados
em relacdo aos tempos de retengdo de uma série de padrdes de n-alcano (C-10 a C-30),
medidos nas mesmas condi¢cdes cromatograficas descritas acima e comparados com 0s
valores publicados (ADAMS, 1995).

A demanda por analises mais rapidas de GC estd aumentando. Embora investigado
desde o inicio dos anos 60, o GC de alta velocidade (eficiéncia) foi usado apenas para
andlise de 0Oleos essenciais de rotina nas ultimas décadas. A maneira mais facil de acelerar
uma separacdo de GC e reduzir o comprimento da coluna, mantendo a sua resolucéo
(separacdo) suficiente (CRAMERS et al., 1999; DAVID et al., 1999).

Os varios aspectos teoricos e praticos envolvidos com a analise por GC réapida
foram revisados por CRAMERS e colaboradores (1999). Duas abordagens foram
propostas para acelerar a analise de um 6leo essencial. A primeira e mais amplamente
utilizada envolve colunas curtas com diametro interno estreito (< 0,1 mm), enquanto a
segunda abordagem leva em conta colunas capilares curtas com diametro interno
convencional (BICCHI et al., 2004). A cromatografia gasosa com colunas de didametro
estreito, foi aplicada pela primeira vez a analise de 6leos essenciais por PROOT e
SANDRA (1986).

O SCC-GC pode ser aplicado com sucesso na analise quantitativa de rotina de
um EO de média complexidade (até cerca de 30 componentes), uma vez que a eficiéncia
das colunas capilares é frequentemente muito maior do que o necessario. Uma separagdo
eficaz pode, portanto, ser obtida mesmo com uma coluna de 5,0 m (em vez de 30 m), cuja
eficiéncia (ou seja, 0 nimero de pratos teoricos) é de quatro a oito vezes menores, mas
gue permite que o tempo de analise seja encurtado pelo mesmo fator, se combinado com
um programa de temperatura adequado. Quando a eficiéncia é insuficiente para uma boa
separagdo, sua falta pode ser compensada pela ado¢do de uma fase estacionaria com uma
seletividade adequada (CRAMERS et al., 1999; BICCHI et al., 2004; MARRIOTT,
SHELLIE e CORNWELL, 2001)
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1.7 Lauraceae

A familia Lauraceae é de longe a maior familia da ordem Laurales com cerca de
50 géneros e mais de 2.000 espécies distribuidas em latitudes tropicais e subtropicais,
especialmente no sudeste da Asia e na América tropical. Varios géneros tém uma
distribuicdo pantropical, como Beilschmiedia, Cassytha, Cryptocarya, Litsea, Ocotea e
Persea. Outros estdo restritos & Asia e Australia, que sdo Alseodaphne, Dehaasia,
Endiandra, Eusideroxylon, Hexapora e Neolitsea. Eusideroxylon é restrito a Bornéu e
Sumatra, enquanto Dehaasia e Hexapora séo restritos a Peninsula da Malasia. Além
disso, Ravensara e Potameia podem ser encontrados em Madagascar (SALLEH et al.,
2016; SIMIE et al., 2004). No Brasil, ocorrem 23 géneros e 434 espécies (BROTTO et
al., 2013).

A familia Lauraceae pode ser reconhecida por sua morfologia floral distinta. A
casca é lisa, coridcea e possui muitas lenticelas. A casca interna é perfumada, amarela,
laranja, avermelhada ou rosada e exala uma seiva de amarelo claro a marrom claro apds
aincisdo. As folhas desta familia sdo simples, sem estipulas, opostas, espirais, espirais ou
alternadas, geralmente com varios pontos de glandula e frequentemente liberam perfume

aromatico quando esmagadas (SALLEH et al., 2016).

2.1  Objetivos Especificos
e Analisar as trés amostras de 6leos essenciais por Cromatografia Gasosa (CG).
e Realizar a identificagdo dos principais componentes por Espectrometria de
Massa e comparar 0s espectros obtidos com dados da literatura (NIST 62).
e Obter os indices de retencdo e comparar os dados da literatura (ADAMS, 2012).
e Tragar uma comparagao entre os perfis dos 6leos essenciais obtidos nas trés

localidades.

1.8 O género Ocotea

O género Ocotea pertence a familia Lauracea e compreende cerca de 400 especies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais da América Central e do Sul, indias
Ocidentais, e Africa; das quais 170 sdo encontradas no Brasil. A morfologia desse género
€ muito variavel, mas pode-se dizer que apresentam folhas alternadas com pernervadas;
inflorescéncias tirsopaniculadas para botridide. As flores sdo trimerosas, bissexuais,
poligamas ou unissexuais; tépalas iguais, raramente persistentes na borda; nove estames

férteis, o terceiro verticilo com glandulas; anteras com quatro l6culos, receptaculo muito
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pequeno e profundamente tubular; nas flores masculinas, ovario rudimentar a ausente,

fruta e clpula extremamente variaveis em tamanho e forma. (DA SILVA et al., 2017)

Uma série de plantas deste género sdo fontes de metabdlitos secundarios,
incluindo neolignanas, alcaloides, flavonoides, sesquiterpenos, lignanas, butanolidas,
benzopiranos, esteroides, alquilfendis, arilpropenos, cumarinas, ésteres e saponinas;
muitos dos quais exibem atividades antiproliferativas, antiflngicas, anti-herpéticas,
antiinflamatdrias e antimicrobianas interessantes. (SALLEH et al., 2017; BROTTO et al.,
2013)

Dado essas atividades bioldgicas muitas dessas planats tém sido utilizadas para o
tratamento de varias doencas. Entre eles, a madeira do caule de Ocotea bullata tem tem
sido usado para tratar dores de cabeca e infec¢bes do trato urindrio masculino; Ocotea
quixos é usado como desinfetante local infusdo de anestésico e antidiarreico; Ocotea
lancifolia é usado como antiparasitario e Ocotea caparrapi é usado para tratar picadas
de insetos, picadas de cobra, bronquite e tumores. (SALLEH et al., 2017; BROTTO et
al., 2013; DA SILVA et al., 2017).

1.9 Ocotea corymbosa (Lauraceae)

A espécie Ocotea corymbosa é popularmente conhecida como “canela de corvo e
canela-fedorenta”. Ela ¢ caracteristica dos biomas Mata Atlantica e Cerrado e devido sua
copa com folhagem delicada e flores brancas é facilmente encontrada nos centros
urbanos. E uma arvore de grande porte podendo atingir seus 30 metros de altura, seu
tronco é reto a levemente tortuoso e sua casca externa é aspera, de coloracdo marrom
escuro; seus principais polinizadores s@o as Abelhas e seus principais agentes dispersores,
as aves; possuem seu periodo de floracdo de setembro a fevereiro e seu Periodo de
frutificacdo de marco a dezembro. (INSTITUTO DE PESQUISAS ECOLOGICAS, 2020,

p.1).

Em uma pesquisa realizada na Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul
(UEMS) utilizando folhas e cascas de O. corymbosa, foi constatado numa triagem
fitoquimica a presenca de alguns compostos nessa espécie, como alcaloides, flavonoides,
sesquiterpenlactonas, acidos organicos e acucares redutores nas folhas e cascas da planta,
triterpenos e/ou esteroides, polissacarideos e taninos apenas nas folhas e catequinas

apenas nas cascas. Apds analisados, os metabolitos secundarios indicaram grande
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potencial citotoxico, efeitos alelopaticos e atividades antioxidantes. (PEZENTI et al.,
2017).

Em um segundo estudo, realizou-se a avaliacdo quimica e bioldgica do o6leo
essencial de Ocotea corymbosa, onde se verificou na sua identificagdo e composigédo
quimica dos compostos volateis predominancia de sequiterpenos e diterpenos. Os
principais constituintes encontrados no 6leo foram o elixeno (9,9%), 6-cadineno (8,9%),
germacreno D (7,04%), cariofileno (4,7%) e a-cadinol (4,3%). (MALLMANN et al.,
2020).

2. OBJETIVOS
A presente Pesquisa Cientifica apresenta como objetivo geral e especificos:

2.2 Objetivo Geral
Identificar os principais componentes por técnicas cromatograficas (espectros de
massas e calculos de indices de retencdo) dos 6leos essenciais obtidos das folhas de

Ocotea corymbosa coletadas nas cidades de Bauru, Sdo Manuel e Botucatu.

3. MATERIAIS E METODOS

Neste tdpico discorre-se sobre 0s materiais e métodos utilizados na presente etapa
da pesquisa que através de um levantamento de referéncias bibliogréaficas, livros, teses,
artigos cientificos nacionais e internacionais, foi possivel executar a elaboracdo da

proposta cientifica.

3.1  Agquisicdo da planta

Logo apos a identificacdo das areas de coleta foram realizadas as coletas das folhas
de Ocotea corymbosa dentre os meses de setembro e outubro nas cidades Bauru/SP,
Botucatu/SP e Sdo Manuel/SP. Foram coletadas cerca de 1,0 a 2,0 kg de material vegetal
fresco (folhas e galhos) em cada cidade, dando-se prioridade as folhas integras e
saudaveis. Esses materiais foram identificados, e acondicionados para o proximo

tratamento.

3.2 Preparo da amostra
A folhas integras e inteiras foram separadas dos galhos. Todos os materiais obtidos
em cada cidade foram tratados separadamente e sendo identificadas para que néo

houvesse mistura entre as regides coletadas. Apos a separacdo dos galhos que foram
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descartados, as folhas foram secas em sombra e na temperatura ambiente. Apds 7 dias de
secagem, as folhas foram acondicionadas em freezer (-18 °C) para aguardar o dia da

moagem e extracao.

3.3  Extracédo do 6leo essencial

Para realizar a extracdo do 6leo essencial todas as folhas foram moidas, entretanto
esse processo foi realizado respeitando a categoria das plantas por cidade de forma que
se obteve trés amostras, sendo uma de folhas secas de Ocotea corymbosa de Bauru, a
segunda de Sdo Manuel e por ultimo Botucatu. O equipamento utilizado foi o Moinho
Tipo Willye (modelo TE-650, marca TECNAL).

Apds a moagem, pesou-se em uma balanca de precisdo (Mod. Bel S2202H) cerca
de 65 gramas de folhas secas de cada cidade. No bal&o de fundo redondo de 2,0 L foram
colocadas as 65 g de folhas secas e agua ultrapura até 70% da capacidade do bal&o, afim

de evitar um refluxo do sistema

As extracOes foram realizadas utilizando o sistema de extracdo com condensador
tipo Clevenger resfriado com agua a aproximadamente 3°C. Utilizou-se uma manta
aquecedora (Fisatom Mod. 202) e um banho ultratermostato (Nova Etica) para manter o
banho a 3°C. Estabeleceu-se o tempo de 2 h para cada extracao.

Todas as trés extracdes de 6leos essenciais foram realizadas no Laboratorio de
Plantas Medicinais, do Departamento de Producdo Vegetal — setor de Horticultura da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP de Botucatu, onde o uso dos
equipamentos e do espaco foram gentilmente acompanhados pela Dra. Jordany Aparecida

de Oliveira Gomes, sob responsabilidade do Prof. Dr. Felipe Pereira Giardini Bonfim.

3.4  Preparo das amostras de oleo essencial

Apbs o fim das 2 horas de cada extracdo, totalizando 3 extra¢des finais (uma para
cada cidade), os 0Oleos essenciais obtidos foram retirados com apoio de pipetas do tipo
Pasteur e transferidas para frascos tipo Ependorfs de teflon®, que foram devidamente
identificados e acondicionados em freezer (-18°C) aguardando o envio para as analises
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas e célculos dos indices
de retencdo. As massas de 0leos essenciais obtidos em cada extragcdo foram anotadas para

avaliacdo do rendimento.
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ETAPAS FUTURAS - METODOLOGIA

3.5  Analises por Cromatografia Gasosa (CG) e por Espectrometria de Massas
(CG-EM)

As analises serdo realizadas utilizando o equipamento modelo SHIMADZU QP-
5000 espectrometro de massa acoplado ao sistema cromatografico a gas equipado com
uma coluna capilar de silica apolar fundida DB-5 (J & W Scientific) om medidas de 30 m
x 0,25 mm e espessura de 0,25 um. A temperatura do forno serd programada de 60 a
240°C, com gradiente de temperatura de 3°C por minuto. As temperaturas do injetor e do
detector serdo de 240 e 270°C, respectivamente, de acordo com a literatura (ADAMS,
2012). O gas carreador sera hélio a uma vazéo de 1,0 mL min™ (volume constante). Os
espectros de massa serdo obtidos a 70 eV no modo de ions totais (TIC). Serdo injetados

manualmente 1,0 uL de cada amostra e em concentragdes conhecidas no modo splitless

(20:1).

As analises serdo gentilmente realizadas no Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC) - Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais em colaboracéo
com a Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques. As analises dos resultados
(cromatogramas e espectros) serdo feitas na UniSagrado de Bauru apds o recebimento

dos dados.

3.6 Identificacdo dos componentes do 6leo essencial

As identificacdes dos componentes do 0leo essencial serdo feitas utilizando como
referéncia os espectros de massas obtidos de cada um dos picos cromatogréaficos e
comparados com dados tedricos da biblioteca de dados NIST 62 obtidos para cada um
dos picos (MCLAFFERTY e STAUFFER, 1989; ADAMS, 2012; ADAMS, 1995).

Os indices de retencdo serdo determinados em relagdo aos tempos de retencao de
uma série de padrdes de n-alcanos (Cio a Cao), medidos nas mesmas condicdes

cromatograficas descritas acima e comparados com os valores publicados.

Aequacdo 1 (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963) serd utilizada para o calculo do
indice de retencéo:

| = [(T's- T’cn) / (T*cnst — T?5)100] + 100.Cn (Equagcio 1)
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Onde:

| = indice de retengéo

T’s = tempo de retencédo ajustado da substancia analisada;

T’cn = tempo de retencéo ajustado do n-alcano que elui antes da substancia;
T’cn+1 = tempo de retencdo ajustado do n-alcano que elui apds a substancia;

T’cn+1 = tempo de retencdo ajustado do n-alcano que elui apés a substancia;

Os dados serdo gentilmente cedidos pelo Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC) - Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais em colaboracéo
com a Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques. As analises dos resultados (calculos de

indices) serdo feitas na Universidade do Sagrado Coracdo de Bauru.

3.7 Analises por Cromatografia Gasosa (CG) e por Espectrometria de Massas
(CG-EM)

As andlises serdo realizadas utilizando o equipamento modelo SHIMADZU QP-
5000 espectrometro de massa acoplado ao sistema cromatografico a gas equipado com
uma coluna capilar de silica apolar fundida DB-5 (J & W Scientific) om medidas de 30 m
x 0,25 mm e espessura de 0,25 um. A temperatura do forno sera programada de 60 a
240°C, com gradiente de temperatura de 3°C por minuto. As temperaturas do injetor e do
detector serdo de 240 e 270°C, respectivamente, de acordo com a literatura (ADAMS,
2012). O gas carreador sera hélio a uma vazdo de 1,0 mL min* (volume constante). Os
espectros de massa serdo obtidos a 70 eV no modo de ions totais (TIC). Serdo injetados
manualmente 1,0 pL de cada amostra e em concentragdes conhecidas no modo splitless

(20:1).

As analises serdo gentilmente realizadas no Instituto Agrondémico de Campinas
(IAC) - Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais em colaboragao
com a Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques. As andlises dos resultados
(cromatogramas e espectros) serdo feitas na UniSagrado de Bauru apds o recebimento

dos dados.

3.8 Identificacdo dos componentes do 6leo essencial
As identificagBes dos componentes do 6leo essencial serdo feitas utilizando como

referéncia os espectros de massas obtidos de cada um dos picos cromatogréaficos e
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comparados com dados teoricos da biblioteca de dados NIST 62 obtidos para cada um
dos picos (MCLAFFERTY e STAUFFER, 1989; ADAMS, 2012; ADAMS, 1995).

Os indices de retencédo serdo determinados em relacdo aos tempos de retencdo de
uma serie de padrdes de n-alcanos (Cio a Cso), medidos nas mesmas condi¢Oes

cromatograficas descritas acima e comparados com os valores publicados.

A equacdo 1 (VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963) sera utilizada para o calculo do
indice de retenc&o:

I = [(T's- T’cn) / (T’cn+1 — T?5)100] + 100.Cn (Equagcdo 1)
Onde:

| = indice de reten¢do

T’s = tempo de retencédo ajustado da substancia analisada;

T’cn = tempo de retencéo ajustado do n-alcano que elui antes da substancia;
T’cn+1 = tempo de retencdo ajustado do n-alcano que elui apés a substancia;

T’cn+1 = tempo de retencdo ajustado do n-alcano que elui apds a substancia;

Os dados serdo gentilmente cedidos pelo Instituto Agronémico de Campinas
(IAC) - Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais em colaboracao
com a Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques. As analises dos resultados (calculos de

indices) serdo feitas na Universidade do Sagrado Coracdo de Bauru.

4, RESULTADOS
A seguir serdo apresentados os resultados desta Pesquisa Cientifica.

4.1. Material Vegetal

As coletas do material vegetal de Ocotea corymbosa foram realizadas no periodo
da manha entre os meses de setembro e outubro nas cidades de Bauru, Botucatu e S&o
Manuel, todas localizadas no estado de S&o Paulo. E valido ressaltar que essa etapa foi
realizada seguindo todos os protocolos de prevencdo contra o Covid-19, como 0 uso
permanente das mascaras, mantendo o distanciamento e higienizando regularmente as

maos com o alcool 70.
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Na Figura 1 pode-se visualizar os mapas das localidades das cidades escolhidas para

a coleta dos materiais vegetais.

Figura 1. Localizag&o das cidades onde foram realizadas as coletadas das plantas.
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Todos os materiais vegetais estudados foram localizados por GPS (Global

Position System). A Figura 2 mostra a localizacdo e as coordenadas 22°19°59.7”S ,

49°03°16.2”W onde foram coletados os materiais vegetais no municipio de Bauru/SP.

Figura 2. Localizacdo da coleta Ocotea corymbosa. (Bauru/SP).
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A Figura 3 mostra o local em que a planta foi coletada e a figura 4 uma amostra

de folha e frutos de Ocotea corymbosa obtidas.

Figura 3. Local de coleta e folha de Ocotea corymbosa. (Bauru/SP).

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 4. Folha e fruto de Ocotea corymbosa coletados em (Bauru/SP).

Fonte: elaborado pelo autor

A Figura 5 mostra a localizacdo das plantas de Ocotea corymbosa com as
coordenadas 22°44°02.9”S 48°34°04.0”W em Sdo Manuel/SP.
Figura 5. Localizacéo da coleta de folhas de Ocotea corymbosa. (S&o Manuel/SP).
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A Figura 6 mostra o local em que a planta foi coletada e a figura 6 uma amostra

de folha de Ocotea corymbosa obtida.

Figura 6. Local de coleta e folha de Ocotea corymbosa. (Sdo Manuel/SP).

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 7. Folha de Ocotea corymbosa coletada (Sdo Manuel/SP).

Fonte: elaborado pelo autor

27



As Figura 8 mostra a localizacdo do material vegetal coletado em Botucatu/SP

juntamente com suas coordenadas 22°52°48.5”S 48°26°57.6”W.

Figura 8. Localizacdo da coleta de folhas de Ocotea corymbosa. (Botucatu/SP).
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A Figura 9 e 10 mostra o local em que o material vegetal foi coletado e uma

amostra de folha de Ocotea corymbosa obtida, respectivamente.

mbosa. (Botucatu/SP).
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Figura 9. Local de coleta e folha de Ocotea cory

Fonte: elaborado pelo autor.



Figura 10. Folha de Ocotea corymbosa coletada (Botucatu/SP).

#

Fonte: elaborado pelo autor

As coletas foram realizadas priorizando folhas inteiras e saudaveis, além disso, 0
material vegetal coletado foi recolhido de diversos pontos da &rvore buscando assim o
méaximo de homogeneidade. Apods recolhidas, as folhas foram armazenadas em sacos
devidamente identificados e colocadas na geladeira para manter sua integridade e

aguardar o proximo processo.

4.2.  Preparo do Material vegetal

Apos a separacdo das folhas, elas foram organizadas em caixas por cidade O
material vegetal foi entdo desidratado a sombra em temperatura ambiente e
constantemente movimentado durante 7 dias para garantir uma secagem homogénea entre
as folhas e de evitar a proliferacdo de fungos como mostra um exemplo na Figura 11 e
12. Posteriormente as folhas foram armazenadas na geladeira em sacos plasticos

devidamente identificados até o dia do préximo processo.
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Figura 11. Exemplo de secagem das folhas de Ocotea corymbosa .

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 12. Exemplo de folhas secas de Ocotea corymbosa .

Fonte: elaborado pelo autor.

Posteriormente as folhas foram transportadas até o Departamento de Horticultura

da FCA Unesp Botucatu/SP onde foram moidas em Sistema de Moinho Tipo Willye (TE-
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650, marca TECNAL), Figura 13. O material obtido foi acondicionado em sacos plasticos

devidamente identificados e armazenados no freezer aguardando a extragéo.

Figura 13. Moinho utilizado na moagem.
™y

Fonte: elaborado pelo autor

7

Na Figura 14 é mostrada uma amostra de folhas secas e moidas de Ocotea
corymbosa
Figura 14. Folhas moidas de Ocotea corymbosa

PR

Fonte: elaborado pelo autor.
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Apds a moagem, todos os materiais recolhidos foram pesados em 65 gramas
aproximadamente em balanca analitica (figura 15) e as massas obtidas foram anotadas
para futuro célculo de rendimento.

Figura 15. Pesagem das folhas secas.

B

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3. Extracdo dos 0leos essenciais.

Para dar inicio as extracdes, os materiais pesados foram transferidos para baldes de
fundo redondo como mostra a figura 15. As extragdes foram realizadas usando o sistema
de extracdo em série mostrado na Figura 16 e descrito na figura 17. O sistema era formado
por um baldo de fundo redondo, Clevenger modificado, manta de aquecimento e pelo
sistema de resfriamento, figura 18. O sistema Clevenger € o aparato mais indicado para
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extracbes de Oleos essenciais, nessa analise foi utilizado o aparelho
clevenger modificado, isso é, possui trap com torneira e condensador reto formando uma

peca Unica.

Figura 16. Amostras secas e moidas transferidas para o baldo de fundo redondo

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 17. Sistema de extracdo em série: Aparelho tipo Clevenger modificado acoplado

a baldo de fundo redondo com manta de aquecimento.

\f =
|
|

!

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 18. Sistema de extracdo: Aparelho tipo Clevenger modificado acoplado a um

baldo de fundo redondo com manta de aquecimento.

Clevenge

Manta de a

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 19. Sistema de resfriamento utilizado a 3°C

MAREORi

€ momscream

e g, @
ourm OW  WGH ggy

| J
ws

~
{ CONTROLADOR DE )
TEMPERATURA

Fonte: elaborado pelo autor

Foram realizadas trés extracbes uma para cada amostra de planta de cada cidade.
As extragdes foram identificadas como | (S&o Manuel/SP), 1l (Bauru/SP) e IlI
(Botucatu/SP). Para o processo ganhar tempo, as trés extracbes foram feitas
simultaneamente em série, todas conectadas ao sistema de refrigeragdo durante o tempo

de 2 horas como mostrado na figura 16.

4.4. Preparo das amostras de 6leo essencial

As amostras dos Oleos essenciais (I, 1l e Ill) obtidas da condensacdo foram
coletadas em sua totalidade no ponto indicado na Figura 20. As amostras de 6leos
essenciais foram acondicionadas em frascos de Ependorf de teflon® devidamente
identificados e acondicionados em freezer (-18°C), aguardando o envio das amostras para
o Instituto Agronémico de Campinas — IAC.
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Figura 20. Local de coleta de 6leo essencial no sistema Clevenger.
VB

Fonte: elaborado pelo autor

45.  ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)
Aqui serdo apresentados os resultados das analises realizadas por Cromatografia
Gasosa.

4.5.1. Andlise amostra | - Sdo0 Manuel

Apos a extracdo da amostra de dleo essencial de folhas colhidas em S&o Manuel/SP
este foi analisado pela técnica de Cromatografia Gasosa (Figura 21). Pode-se observar
picos de monoterpenos (C10) até 10 minutos e sesquiterpenos (C15) entre 20 e 40

minutos.
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Figura 21. Cromatograma obtido da amostra de 6leo essencial de S&o Manuel/SP.
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Peak Results
No. [Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount

min pA"min pA % %

1 5.511 0.1486 3.849 2.33 3.74 n.a.
2 5.669 0.075 1.932 1.20 1.88 n.a.
3 7.635 0.244 5.790 3.89 562 n.a.
4 8.895 0.051 1.285 0.82 1.25 n.a.
5 20.239 0.089 1.551 1.42 1.51 n.a.
6 20.720 0.042 0.676 0.67 0.66 n.a.
7 21.816 0.476 8.198 7.58 7.96 n.a.
8 22194 0.087 1.289 1.38 1.25 n.a.
9 Component 10 22432 0.051 0.627 0.81 0.61 n.a.
10 22.551 0.147 2.381 2.34 2.31 n.a.
1 23.631 0.311 4.790 4.95 4.65 n.a.
12 25.035 0.212 3.565 3.37 3.46 n.a.
13 25.296 0.102 1.495 1.62 1.45 n.a.
14 26.162 0.958 15.590 15.25 15.14 n.a.
15 26.822 1.829 27.324 29.13 26.53 n.a.
16 27.138 0.069 1.073 1.10 1.04 n.a.
17 27466 0.050 0.834 0.79 0.81 n.a.
18 27.823 0.603 9.700 9.60 9.42 n.a.
19 30.580 0.167 1.586 2.66 1.54 n.a.
20 33.089 0.068 1.253 1.08 1.22 n.a.
21 35.454 0.504 8.195 8.02 7.96 n.a.
Total: 6.280 102.982 100.00 100.00

Fonte: Instituto Agronémico de Campinas — IAC.
A andlise indica a presenca de 21 substancias, sendo que os picos 14 (26,16 min.)
e 15 (26,82 min.) sdo os majoritarios com 15,14% e 29,13% do oleo analisado,

respectivamente. As 21 substancias identificadas encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Substancias identificadas no 6leo essencial de folhas de Sao Manuel/SP.

Pico Substancias IR calc IR lit % relativa
1 a-pineno 932 932 2,33
2 B-pineno 977 974 1,20
3 0-3-careno 1011 1008 3,89
4 E -B-ocimeno 1047 1044 0,82
5 0-elemeno 1336 1335 1,42
6 a-cubebeno 1348 1348 0,67
7 0-copaeno 1375 1374 7,58
8 B-bourbonene 1384 1387 1,38
9 -cubebeno 1389 1387 0,81
10 B-elemeno 1392 1389 2,34
11 E -cariofileno 1419 1417 4,95
12 o-humuleno 1454 1452 3,37
13 9-epi-(E)-cariofileno 1461 1464 1,62
14 germacreno D 1482 1480 15,25
15 biciclogermacreno 1498 1500 29,13
16 o-bulneseno 1507 1509 1,10
17 v-cadineno 1515 1513 0,79
18 d-cadineno 1525 1522 9,60
19 espatulenol 1591 1577 2,66
20 Z - asarone 1653 1616 1,08
21 E - asarone 1717 1675 8,02

Fonte: Instituto Agronémico de Campinas — IAC; IRcal = indice de retencdo calculado; IR lit = indice de
retencdo da literatura

Foram identificados pelas analises dos espectros de massas e pelos calculos de
indice de retencdo 21 substancias, sendo que o biciclogermacreno com 29,13% (26,82
min.), germacreno D com 15,25% (26,16 min.), 8-cadineno com 9,60% (27,82 min.), a.-
copaeno com 7,58% (21,81 min.) e E-asarone com 8,02 % (35,45 min.) foram as
substancias com maiores teores identificadas no 6leo essencial obtido de folhas colhidas

em Sdo Manuel/SP.

4.5.2. Analise amostra Il - Bauru

Apos a extragdo da amostra de 6leo essencial de folhas colhidas em Bauru/SP este
foi analisado pela técnica de Cromatografia Gasosa (Figura 22). Pode-se observar
auséncia de picos cromatogréficos na regido de monoterpenos (C10) e a presenca intensa
de sesquiterpenos (C15) entre 20 e 35 minutos.
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Figura 22. Cromatograma obtido da amostra de 6leo essencial de Bauru/SP.
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Peak Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pA % %
1 5.508 0.052 1.385 0.59 1.15 n.a.
2 Component 3 20.155 0.230 3.405 262 2.84 n.a.
3 20.318 4.831 65.037 55.00 54.22 n.a.
4 22.552 0.416 7.040 4.73 5.87 n.a.
5 23.638 0.439 5.507 4.99 4.59 n.a.
6 24.565 0.045 0.805 0.51 0.67 n.a.
7 24.921 0.092 1.444 1.05 1.20 n.a.
8 25.294 0.077 1.470 0.88 1.23 n.a.
9 Component 10 25.798 0.059 1.018 0.67 0.85 n.a.
10 Component 11 25.914 0.181 2.881 2.06 2.40 n.a.
11 26.138 0.129 1.601 1.47 1.33 n.a.
12 Component 13 26.367 0.080 0.866 0.92 0.72 n.a.
13 Component 14 26.523 0.141 2.485 1.60 2.07 n.a.
14 26.748 0.080 1.548 0.91 1.29 n.a.
15 26.785 0.248 4.567 2.83 3.81 n.a.
16 27.144 0.178 2.533 2.03 2.1 n.a.
17 27.798 0.315 5.280 3.59 4.40 n.a.
18 29.130 0.054 0.865 0.62 0.72 n.a.
19 29.355 0.038 0.602 0.43 0.50 n.a.
20 29.464 0.105 0.841 1.19 0.70 n.a.
21 30.776 0.078 1.443 0.89 1.20 n.a.
22 Component 23 32.246 0.068 0.752 0.78 0.63 n.a.
23] 32.796 0.847 6.571 9.64 5.48 n.a.
Total: 8.782 119.947 100.00 100.00

Fonte: Instituto Agronémico de Campinas — IAC.

A andlise indica a presenca de 23 substancias, sendo que o pico 3 (20,318 min.) é o
majoritario com 54,22% do Oleo analisado, respectivamente. As 23 substancias

identificadas encontram-se na Tabela 2
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Tabela 2. Substancias identificadas no 6leo essencial de folhas de Bauru/SP.

Pico Substancia IR calc IR lit %b relativa
1 o-pineno 932 932 0,59
2 o-elemeno 1334 1335 2,62
3 o-elemeno 1338 1335 55,00
4 B-elemeno 1392 1389 4,73
5 E -cariofileno 1419 1417 4,99
6 guaiadiene <6,9-> 1443 1442 0,51
7 cadina-1(6),4-diene<cis-> 1451 1461 1,05
8 9-epi-(E)-cariofileno 1461 1464 0,88
9 y-elemeno 1473 1434 0,67
10 valenceno 1476 1496 2,06
11 germacreno D 1481 1480 1,47
12 -selineno 1487 1489 0,92
13 0-selineno 1491 1492 1,60
14 o-selineno 1496 1498 0,91
15 biciclogermacreno 1498 1500 2,83
16 NI 1508 NC 2,03
17 0-cadineno 1524 1522 3,59
18 germacrene B 1559 1559 0,62
19 elemol 1562 1548 0,43
20 NI 1565 NC 1,19
21 espatulenol 1600 1577 0,89
22 Valerianol 1637 1656 0,78
23 NI 1649 NC 9,64

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas — IAC; IRcal = indice de reten¢do calculado; IR lit = indice de
retencdo da literatura; NI = ndo identificado; NC = ndo calculado.

O pico eluido em 20,318 min. com 55% ¢é majoritario e foi identificado como sendo
0 o-elemeno. Trés substancias ndo foram identificadas (picos 16, 20 e 23), apesar do
sistema ter obtido os espectros de massas e 0s indices de retengéo, esses ndo puderam ser

encontrados nas bases de dados disponiveis para comparacao.

4.5.3. Analise amostra 11l - Botucatu

Apos a extracdo da amostra de 6leo essencial de folhas colhidas em Botucatu/SP
este foi analisado pela técnica de Cromatografia Gasosa (Figura 23). Pode-se observar
picos (1, 2 e 3) de monoterpenos (C10) até 10 minutos e sesquiterpenos (C15) entre 20 e

48 minutos.
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Figura 23. Cromatograma obtido da amostra de 6leo essencial de Botucatu/SP.
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Peak Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min pA*min pA % %
1 5.508 0.075 2.101 0.86 1.56 n.a.
2 6.662 0.056 1.490 0.64 1.1 n.a.
3 7.629 0.113 3.038 1.29 2.26 n.a.
4 22.189 0.035 0.680 0.40 0.51 n.a.
5 23.665 3.905 53.640 44.60 39.85 n.a.
6 Component 7 24.256 0.932 15.452 10.65 11.48 n.a.
7 24.404 0.058 0.843 0.66 0.63 n.a.
8 24.760 0.112 1.287 1.28 0.96 n.a.
9 25.035 0.087 1.497 1.00 1.1 n.a.
10 Component 11 25.137 0.103 1.803 1.18 1.34 n.a.
1 25.283 0.969 16.371 11.07 12.16 n.a.
12 Component 13 26.141 0.144 2.589 1.65 1.92 n.a.
13 26.247 0.088 1.441 1.01 1.07 n.a.
14 26.801 1.061 16.445 12.12 12.22 n.a.
15 27.189 0.078 1.513 0.89 1.12 n.a.
16 27.809 0.053 0.947 0.61 0.70 n.a.
17 30.564 0.122 1.168 1.39 0.87 n.a.
18 33.078 0.171 2.924 1.95 217 n.a.
19 35.442 0.464 7.546 5.30 5.61 n.a.
20 38.705 0.044 0.491 0.50 0.36 n.a.
21 45.414 0.084 1.332 0.96 0.99 n.a.
Total: 8.756 134.595 100.00 100.00

Fonte: Instituto Agrondémico de Campinas — IAC.
A anélise indica a presenca de 21 substancias, sendo que o pico 5 (23,66 min.) é o
majoritario com 44,60% do 6leo analisado. Os picos em 24,25 min. (10,65%), 25,28 min.
(11,07%) e em 26,80 min. (12,12%) apresentaram % relativas interessantes. As 21

substancias identificadas encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Substancias identificadas no 6leo essencial de folhas de Botucatu/SP.

Pico Substancias IR calc IR lit % relativa
1 o-pineno 932 932 0,86
2 B-pineno 977 974 0,64
3 0-3-careno 1011 1008 1,29
4 -bourboneno 1384 1387 0,40
5 o-santaleno 1420 1416 44,60
6 a-E -bergamoteno 1435 1432 10,65
7 aromadendreno 1439 1439 0,66
8 epi-pB-santaleno 1447 1445 1,28
9 o-humuleno 1454 1452 1,00
10 (E)-B-farneseno 1457 1454 1,18
11 [-santaleno 1461 1457 11,07
12 germacreno D 1482 1480 1,65
13 E -B-farneseno 1485 1454 1,01
14 biciclogermacreno 1498 1500 12,12
15 B-bisaboleno 1509 1505 0,89
16 o-cadineno 1525 1522 0,61
17 espatulenol 1591 1577 1,39
18 Z - asarono 1653 1616 1,95
19 E - asarono 1716 1675 5,30
20 NI 1797 NC 0,50
21 kaureno 2037 2042 0,96

Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas — IAC; IR cal = indice de retencdo calculado; IR lit = indice de
retencdo da literatura; NI = ndo identificado; NC = ndo calculado.

A andlise indica que o pico 5 em 23,66 min. (44,60%) foi identificado como sendo
a substéncia a-santaleno. Os picos em 24,25 min. (10,65%), 25,28 min. (11,07%) e em
26,80 min. (12,12%) foram identificados como as substancias aromadendreno, epi-f-

santaleno e biciclogermacreno, respectivamente.

5. DISCUSSAO

A seguir serdo discutidos acerca do material vegetal coletado, sua forma de
preparo, extracdo e preparo das amostras, a obtengdo dos dleos essenciais de Ocotea
corymbosa. e a comparagdo entre os cromatogramas obtidos nas analises dos 6leos

essenciais.

5.1. Material Vegetal
Pertencente a familia Lauracea, o0 Género Ocotea apresenta cerca de 400 espécies
distribuidas entre a América Central, América do Sul, indias Ocidentais e Africa,

destacando-se em climas tropicas e subtropicais; das quais se podem encontrar 170 no
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Brasil. Véarias espécies desse género sdo ricos em metabolitos secundarios, dos quais
exibem atividades antiproliferativas, antifingicas, anti-herpéticas, antiinflamatorias e
antimicrobianas interessantes. Dado essas atividades bioldgicas muitas dessas planats
tém sido utilizadas para o tratamento de varias doencas como infec¢des do trato urinario
masculino, bronquite e tumores. (SALLEH et al., 2017; BROTTO et al., 2013; DA
SILVA etal., 2017).

A canela-fedorenta, como ficou conhecida, possui Taxonomia e Nomenclatura

definidas nas seguintes categorias:

e Divisdo: Angiospermae

e Clado: Magnoliideas

e Ordem: Laurales (em Cronquist (1981), é classificada em Magnoliales)
e Familia: Lauraceae

e Género: Ocotea

e Espécie: Ocotea corymbosa (Meissn.) Mez

A Canela fedorenta é uma arvore semidecidua que atinge até 30 metros de altura,
seus troncos podem ser retos a levemente tortuosos e com fuste podendo alcangar 15 m
de comprimento; sua casca mede até 10 milimetros de espessura, e possui textura aspera
e de coloracdo marrom escura. (CARVALHO, 2008.)

Suas folhas sdo alternas e simples; a lamina foliar mede de 5 cm a 12 cm de
comprimento por 2 cm a 5 cm de largura, ovada, estreitamente a largamente eliptica;
apice curto a longo-acuminado, base cuneada, freqiientemente manchada, face adaxial
glabra, reticulacdo densa e subsaliente, nervuras maiores salientes, face abaxial
esparsamente puberulenta a glabrescente, reticulacdo densa e subsaliente, nervuras
laterais, com 5 a 9 pares, salientes, nervura central saliente e possui o0 peciolo com 8 mm
a 20 mm de comprimento. (CARVALHO, 2008.)

Ao comparar-se folhas de Ocotea corymbosa (Meissn.) Mez coletadas no interior
de S&o Paulo, com dados da literatura, pode-se comprovar morfologicamente que as

plantas coletadas nas 3 cidades estdo de acordo com as informacdes da literatura.
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Figura 24. Fotografias da Ocotea corymbosa tiradas na cidade de Bauru/SP.

B ™

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 25. Imagens de Ocotea corymbosa (Meissn.) Mez retiradas da

literatura.

Fonte: CARVALHO, 2008.

Por se tratar de uma planta abundante em nossa regido, optou-se em coletar
amostras em varias cidades para estudos de comparacdo de perfis relacionadas a

potenciais variacOes circadianas e sazonais.
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5.2.  Preparo do material vegetal

Grande parte dos procedimentos destinados a extracdo de Oleos essenciais
sugerem a secagem do material vegetal afim de evitar possiveis consequéncias que a
umidade presente nas folhas pode proporcionar. (TELASCREA et al., 2008). Optou-se
na secagem a sombra de todos 0s materiais vegetais, como sendo a menos agressiva em
relagdo a volatilidade dos dleos essenciais. Em 7 dias as folhas ja se encontravam
desidratadas e sem problemas com formagdo de fungos; estavam prontas para oS

processos de moagem.

5.3. Obtencédo dos 06leos essenciais de Ocotea corymbosa.

A Ocotea corymbosa é uma planta muito aroméatica bem como seu 6leo essencial.
Esse Oleo € rico em equiterpenos e diterpenos sendo 0s principais constituintes
encontrados o elixeno (9,9%), 6-cadineno (8,9%), germacreno D (7,04%), cariofileno
(4,7%) e a-cadinol (4,3%). (MALLMANN et al., 2020). O processo de extracéo de 6leo
essencial que utilizou o aparato Clevengeré considerado o processo mais eficiente na
obtencdo de 6leos essenciais, pois permite uma extracao limpa de solventes toxicos e livre
de subprocessos que poderiam permitir perda de material ou até sua contaminacao.
(SANTOS et al., 2004; CLEVENGER, 1928a e 1928b

Foram realizadas trés extragdes, simultaneamente, ligadas em série ao sistema de
refrigeracdo. A série foi conectada em | (S0 Manuel/SP), Il (Bauru/SP) e Il
(Botucatu/SP). O ambiente do laboratério ficou tomado pelo aroma do 6leo essencial em
todo tempo das extraces. Apos 2 horas de extracdo, observou-se que havia a presenca da
uma fase oleosa (6leo essencial) em todas as trés extracdes. As quantidades variaram entre

as extracOes das amostras das 3 cidades, como o esperado.

A Tabela 1 apresenta os valores de massas de folhas secas utilizadas em cada
processo e as respectivas massas de 6leos essenciais obtidos. Os rendimentos de 6leos
essenciais obtidos em relagdo as quantidades de plantas mostraram que a extragcdo com
plantas de Botucatu/SP foi a que apresentou maior rendimento (0,31%), seguida por
Bauru/SP (0,29%) e Sdo Manuel (0,25%).
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Tabela 4: Resultado dos rendimentos dos 6leos essenciais.

Localidade Massa do material Massa do 6leo Rendimento (%)
seco (9) essencial (g)
| (Botucatu) 66,00 0,2046 0,31
Il (Bauru) 67,55 0,1959 0,29
111 (S&o Manuel) 67,48 0,1687 0,25

A Figura 26 mostra nitidamente a presenca de 6leo essencial de cada uma das
cidades, entretanto o 6leo essencial de Bauru, diferente das cidades de Botucatu e Sao

Manuel ndo apresentou um aspecto transparente, mas esverdeado.

Figura 26. Oleo essencial obtido da extracéo.

Fonte: elaborado pelo autor.

Os Oleos essenciais de Ocotea corymbosa das trés cidades foram pesados,
armazenados e identificados. As amostras de 6leos foram acondicionadas em freezer (-
18°C) aguardando o envio para as analises por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas e calculos dos indices de retencdo que serdo realizadas no

Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) - Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos
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Genéticos Vegetais sob responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques.
Posteriormente, as analises dos resultados serao feitas no Centro Universitario do Sagrado
Coracdo de Bauru

5.4. COMPARA(;AO ENTRE OS PERFIS CROMATOGRAFICOS

A comparagdo entre os cromatogramas obtidos nas andlises dos 6leos essenciais de
folhas das trés cidades permitiu uma avaliacdo da predominéancia da classe de compostos
terpénicos por regido. De forma geral, os Oleos essenciais sdo constituidos
majoritariamente por terpenos ou seus derivados. Na Figura 27, pode-se observar a
indicacdo da presenca de monoterpenos — trago vermelho (unidades terpénicas com 10
carbonos) e de sesquiterpenos — traco azul (unidades terpénicas com 15 carbonos).
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Figura 27. Comparagéo entre os cromatograma obtido.
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Devido as questdes relacionadas a diversidade genética e de clima, é normal que as
composigdes entre as substancias dos 6leos essenciais variem entre si, como fica bem
claro na imagem. Mantendo-se as condigdes de tratamento das plantas (coleta e secagem)
e de extracdo é possivel fazer um comparativo qualitativo entre as amostras. Verifica-se
que a planta da cidade de Sdo Manuel mostra um 6leo essencial mais rico em compostos
mais volateis, ndo somente em nimero de componentes, mas também em intensidade
relativa (%).

As amostras das cidades de Bauru e Botucatu ndo possuem abundancia em
compostos mais volateis. Ambas as amostras sdo ricas em terpenos contendo 15 carbonos
(sesquiterpenos). O que chama a aten¢do ¢ a analise do 6leo essencial de Bauru, j& que
possui o sesquiterpeno 5-elemeno (CisH24) com 55% de intensidade relativa, ou seja, mais
da metade do éleo é composta por apenas um componente.

No 6leo essencial analisado de Botucatu, verificou-se 0 mesmo, mas agora 0
sesquiterpeno predominante € o a-santaleno (CisH24) com 44,6% de intensidade relativa.
Na amostra de 6leo essencial de Sdo Manuel ocorre uma distribuicdo mais préxima em
termos de intensidade entre as substancias, mesmo assim, o0 composto biciclogermacreno
(C1sH24) ocorre com intensidade relativa majoritaria de 29,13%. As estruturas dessas

substancias se encontram na Figura 28.

Figura 28. Estrutura dos principais sesquiterpenos avaliados nos 6leos essenciais.
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Dentre as substancias, somente 5 sdo encontradas nas 3 amostras simultaneamente,
contendo respectivamente nas cidades S&o Manuel, Bauru e Botucatu uma porcentagem
relativa de: apineno (2,33%; 0,59%; 0,86%), germacrenoD (15,25%; 1,47%; 0,86%),
biciclogermacreno (29,13%; 2,83%; 12,12%), écadineno (9,60%; 3,59%; 0,61%) e
espatulenol (2,66%; 0,89%; 1,39%).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Durante este estudo, pode-se realizar a extracdo e a identificagdo das 3 amostras
de 6leos essenciais através de técnicas cromatogréaficas. Analisando qualitativamente a
presenca de monoterpenos (C10), verifica-se que as os 6leos essenciais de Sdo Manuel
foram os que apresentaram maior % relativa destes compostos, enquanto os 6leos
essenciais de Bauru e Botucatu predominaram os sesquiterpenos (C15). O 6leo essencial
obtido de Botucatu foi o que apresentou qualitativamente a maior quantidade de

sesquiterpenos de todas as amostras.

Da amostra de obtida em Botucatu foram identificados no total a presenga de 21
substancias, sendo destes o0 a-santaleno (44,60%), bicilogermacreno (12,12%) e (-
santaleno (11,07%) os componentes majoritarios. A analise da amostra obtida de Bauru
permitiu a identificacdo de 23 substancias, com destaque em um componente que
representa mais da metade do 6leo extraido, selemeno, compondo 55,00% da amostra
analisada; entretanto trés substancias nao foram identificadas (picos 16, 20 e 23), esses
ndo puderam ser encontrados nas bases de dados disponiveis para comparagdo. Enquanto
as amostras obtidas em Sdo Manuel foram identificadas 21 componentes, sendo duas em

maior abundancia: biciclogermacreno com 29,13% e germacreno D com 15,25%.

A comparagdo das trés amostras de 0leos essenciais analisadas permitiu verificar
que 0s componentes: apineno, germacrenoD, biciclogermacreno, &cadineno e
espatulenol foram os Unicos componentes que apareceram em todos 0s 6leos essenciais
das amostras obtidas de plantas das trés cidades, porém em composic¢des diferentes.

Né&o foram encontrados muitos estudos acerca das principais atividades biolédgicas
dos trés oOleos essenciais mais abundantes, assim como andlises dos principais
componentes do 6leo essencial de Ocotea corymbosa. Entretanto este esta pesquissa
cientifica, conseguiu atender a todos os objetivos propostos. Dessa forma, é sugerido que
esse Oleo essencial continue sendo estudado, pois ha ainda poucas informac@es quanto

o1



aos potenciais terapéuticos, farmacoldgicos e atividades bioldgicas que essa planta pode

apresentar.
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ANEXO |

UNISAGRADO

Easing Sspariarde Ducalbnos

CARTA DE DISPENSA DE APRESENTACAO AO CEP OU CEUA

A

COORDENADORIA DO PROGRAMA DE INICTACAO CIENTIFICA DA UNISAGRADO

Informo que nio € necessaria a submissio do projefo de pesquisa infitulado Estudo e
identificacio dos principais componentes do oleo essencial de Ocotea corymbosa (Meisn) Mez
(Lauraceae) por Cromatografia Gasosa acoplada 3 Espectrometria de Massas e por Indice de Retencio,
ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) ou a Conussio de Etica no Uso de
Animais (CEUA), por se tratar de projeto onde ndo ocorrerdo manipulacdes genéticas, nem de seres
vivos e nem de material biologico vivo, nem envolve testes sensorials, testes com amosiragens, testes

COM animais &/ol com Micro-o0rganismos.

Atenciosamente,

&fméo 7 ebasréa

Prof. Dr. Marcelo Telascrea

Baum, 25 de marco de 2021.
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