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RESUMO

Dizygostemon riparius Scatinga & Colletta (Plantaginaceae) é a segunda espécie do género relatada
para o Nordeste Brasileiro. Trata-se de um subarbusto aromatico até 50 cm, endémica do municipio
de Sdo Benedito do Rio Preto, regido leste do Estado do Maranhdo, Brasil, conhecida localmente
como “Melosa”. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia sazonal e circadiana
na composicao do 6leo essencial de D. riparius. No estudo circadiano, a coleta da parte aérea da
planta foi realizada nos periodos de 6h, 9h, 12h, 15h e 18h, em novembro/2019 (estacdo seca) e
maio/2020 (estacdo chuvosa), com um rendimento médio em dleo de 0,8 mL, enquanto que na
sazonalidade as coletas foram feitas as 9h, de agosto/2019 a julho/2020, com um rendimento médio
em Oleo de 2,0 mL. Os Gleos das partes aéreas secas da planta foram hidrodestilados e analisados
por cromatografia em fase gasosa, com detetor de ionizacdo de chamas (CG-DIC) e detetor de
espectrometria de massas (CG-EM). A analise dos 6leos identificou 62 constituintes, representando
cerca de 96% da composicao total. O rendimento e a composicao dos dleos ndo mostraram uma
correlacdo significativa (p> 0,05) com os parametros climaticos (umidade relativa do ar,
precipitacdo, radiacdo solar e temperatura), mas 0S Seus componentes majoritarios, o0s
monoterpenos oxigenados acetato de endo-fenchila (30,51-42,09%) e endo-fenchol (31,29-
37,36%), apresentaram influéncia em seus percentuais sazonais devido a precipitacdo e a radiacéo
solar. No ritmo circadiano houve apenas variacdo quantitativa na composicao dos 6leos das estacbes
seca e chuvosa, justificada pelas analises multivariadas (Analise Hierarquica de Agrupamentos -
HCA e Andlise dos Componentes Principais - PCA). Os resultados deste trabalho contribuem para
0 estabelecimento de uma base de dados sazonais e circadianos de plantas aromaticas e frutos do
cerrado maranhense, amplia o conhecimento cientifico e fornece dados importantes para a utilizagéo

econémica de Dizygostemon riparius, com ocorréncia no Leste Maranhense.

Palavras-chave: acetato de endo-fenchila; analise multivariada; endo-fenchol; ritmo circadiano;

sazonalidade.



ABSTRACT

Dizygostemon riparius Scatinga & Colletta (Plantaginaceae) is the second species of the genus
reported for Northeastern Brazil. It is an aromatic sub-shrub up to 50 cm, endemic to the
municipality of Sdo Benedito do Rio Preto, the eastern region of the State of Maranh&o, Brazil,
locally known as “Melosa”. The present work aimed to evaluate the seasonal and circadian
influence on the composition of the essential oil of D. riparius. In the circadian study, the collection
of the aerial part of the plant was carried out in the periods of 6 am, 9 am, 12 pm, 3 pm, and 6 pm,
in November/2019 (dry season) and May/2020 (rainy season), with an average oil yield of 0.8 mL,
while seasonally samples were collected at 9 am, from August/2019 to July/2020, with an average
oil yield of 2.0 mL. The oils from the dry aerial parts of the plant were hydrodistilled and analyzed
by gas chromatography, with a flame ionization detector (GC-DIC) and a mass spectrometry
detector (GC-MS). The analysis of the oils identified 62 constituents, representing about 96% of
the total composition. The oil yield and composition did not show a significant correlation (p> 0.05)
with the climatic parameters (air relative humidity, precipitation, solar radiation, and temperature),
but its major components, the oxygenated monoterpenes endo-fenchyl acetate (30.51-42.09%) and
endo-fenchol (31.29-37.36%) influenced their seasonal percentages due to precipitation and solar
radiation. There was only quantitative variation in the composition of oils in the dry and rainy
seasons in the circadian rhythm, justified by multivariate analyses (Hierarchical Cluster Analysis -
HCA and Principal Component Analysis - PCA). The results of this work contribute to establishing
a seasonal and circadian database of aromatic plants and fruits from the cerrado of Maranhao,
expanding scientific knowledge, and providing essential data for the economic use of Dizygostemon

riparius, which occurs in Eastern Maranhao state.

Keywords: endo-fenchyl acetate; multivariate analysis; endo-fenchol; circadian rhythm;

seasonality.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade brasileira € uma das mais ricas do planeta, englobando de 15% a 25%
de todas as espécies vegetais, com alta taxa de endemismo biologico, dispersa em biomas
unicos. Essa diversidade bioldgica vem sendo amplamente estudada sob varios aspectos, ao
longo de anos de pesquisas. Uma grande variedade de metabolitos micro e macromoleculares
foi obtida, e vérias substancias apresentam atividades bioldgicas e farmacoldgicas relevantes,
com grande potencial para o desenvolvimento de protétipos de farmacos, cosméticos,
agroguimicos e suplementos alimentares (MAIA; ZOGHBI; ANDRADE, 2001; MAIA;
ANDRADE, 2009; BARATA, 2012; JOLY etal., 2011).

O bioma cerrado é a segunda maior formacdo do Brasil e apresenta cerca de 2 milhGes
de Km? de area, totalizando 24% do territdrio nacional. Possui uma rica diversidade de flora
nativa, incluindo espécies com propriedades terapéuticas (HENRIQUES, 2005; FERREIRA et
al., 2020). Na regido, ha ocorréncia de duas estacdes bem definidas, que é caracterizada pela
presenca de invernos secos e verdes chuvosos (WALTER, 2006).

O cerrado brasileiro (Figura 1) é uma grande fonte de plantas medicinais, com diversas
espécies farmacologicamente ativas utilizadas na medicina popular, contribuindo para o
conhecimento significativo de compostos bioativos (MARTINS et al., 2015). Além do mais, 0
Cerrado abriga mais de 11.000 espécies vegetais, das quais 4.400 sdo endémicas, em que possui
espécies de grande importancia medicinal. O uso de plantas medicinais tem relevancia
socioeconémica muito grande na qualidade de vida das comunidades de baixa renda, devido a
sua alta disponibilidade, baixa toxicidade, risco minimo de efeitos colaterais e principalmente
aos baixos custos e/ou sem Onus comparados aos medicamentos alopatico (ROCHA,;
PEIXOTO; SANTOS; SOUSA, 2018).
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Pat
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Figura 1 - Mapa demonstrativo do Bioma Cerrado encontrado no Brasil.
Fonte: brasilescola.uol.com.br, 2020.

As plantas e seus produtos sdo usados pelos humanos como importantes remédios para
salde desde tempos imemoriais. Os produtos naturais sdo fabricados pelas plantas, pois 0s
espécimes produzem seu proprio alimento e também tem a capacidades de lidar com situacdes
adversas. Em ambiente irregular, elas produzem certos produtos quimicos chamados
metabdlitos secundarios, que sdo usados como mecanismo de ataque e defesa (NAZIR;
ZAHOOR; UDDIN, 2021).

Moraes et al., (2016) analisou 23 artigos de levantamento etnoboténico sobre o uso de
plantas medicinais em regides de Cerrado. Sendo citada 137 espécies mais utilizadas nas
referidas regides, as 10 mais frequentes foram: Chenopodium ambrosioides, Cymbopogon
citratus, Mentha pulegium, Baccharis trimera, Coleus barbatus, Phyllanthus niruri,
Rosmarinus officinalis, Foeniculum vulgare, Lippia alba e Myracrodruom urundeuva.
Mostrando potenciais efeitos farmacoldgicos dessas espécies, confirmando muitos casos 0 uso
terapéutico das plantas medicinais no uso popular.

Os Oleos essenciais sdo produtos volateis do metabolismo secundario extraido de
diversas partes de plantas arométicas, que apresentam composi¢do quimica diferentes e
complexas e garantem aos vegetais vantagens adaptativas no meio que estdo inseridos
(OUSSALAH et al., 2007). Esses 6leos sdo compostos principalmente de monoterpenos,

sesquiterpenos e fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suas caracteristicas
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organolépticas. Os Gleos essenciais de diversas espécies vegetais sdo utilizados na perfumaria,
cosmeticos, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos (BIZZO; HOVELL; REZENDE,
2009).

A Dizygostemon riparius Scatinga & Colletta (Plantaginaceae) € uma nova planta
aromatica com registro para a Regido Leste Maranhense, no municipio de S&o Benedito do Rio
Preto, Maranhdo, Brasil, comumente conhecida como “melosa”. Esta espécie ¢ identificada
com caracteristica aromatica e pegajosa, sendo suas folhas utilizados para aromatizacdo de
roupas, higienizacdo de animais domésticos e acdo larvicida contra larvas da espécie Aedes
albpicutus, sendo esta Gltima cientificamente comprovada (BRANDAO, 2018). Em vista disso,
0 estudo quimico dos 6leos essenciais pode auxiliar na identificacdo taxondmica de espécies
Dizygostemon, com também diferenciar quimiotipos para uma determinada espécie.

Dessa forma, o presente trabalho apresenta como objetivo identificar, analisar a
composicdo quimica e fazer um estudo sazonal e circadiano com Dizygostemon riparius do
cerrado maranhense para contribuir com uma base de dados sazonais e circadianos de plantas
aromaticas e frutos do cerrado maranhense, indicando assim potenciais espécies aromaticas do

leste maranhense.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

> Realizar estudos sazonais e circadianos do 6leo essencial de Dizygostemon riparius
(Plantaginaceae), quanto ao melhor entendimento de sua variabilidade quimica, com

vistas ao seu aproveitamento econdmico.

2.2 Objetivos Especificos

> Realizar coleta sistematica da planta nos doze meses do ano, extrair seu 6leo essencial
e analisar rendimento e composicao quimica;

> Realizar coleta sistematica da planta em diferentes horarios do dia (6, 9, 12, 15 e 18h),
nos periodos seco (novembro) e chuvoso (maio), extrair seu 6leo essencial e analisar
rendimento e composi¢ao quimica.

» Submeter a variabilidade quimica (sazonal e circadiana) do 6leo de D. riparius a analise
estatistica multivariada (PCA, analise de componentes principais e HCA, anélise de

agrupamento hierarquico).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Descricdo da Espécie Dizygostemon riparius (Plantaginaceae)

Plantaginaceae sdo angiospermas que apresentam flores coloridas ao logo do ano, de
diferentes matizes e local de ocorréncia. Na familia, € comum a prevaléncia de herbaceas e
arbustos que se desenvolvem em substratos aquaticos, rupicolas e terricolas. Tem distribuicdo
mundial, com aproximadamente 100 géneros e 200 espécies, que no Brasil sdo reconhecidos
25 géneros e aproximadamente 140 espécies. Geograficamente, sua ocorréncia se confirma em
todas as regides do territdrio brasileiro, estando presente nos seus principais biomas, Amazonia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (BRANDAO, 2018; SCATIGNA;
MOTA, 2017).

Dizygostemon Radlk. Ex Wettst pertence as Gratioleae, uma tribo da familia
Plantaginaceae que compreende 25 géneros e mais de 300 espécies. Género é representado,
atualmente, por D. floribundum (Benth) Radlk. Ex Wettst, restrito a regido nordeste do Brasil,
que é caracterizado pelo hébito herbaceo, flores subsésseis ou de pedicelo curto e folhas
pubescentes na face dorsal, pubérulas na face ventral glanduloso-pontuada em ambas as faces
(SCATIGNA et al., 2019; SOUSA; GIULIETTI, 2009).

Dizygostemon foi descrito como uma se¢do monotipica de Beyrichia Cham. e Schitdl.,
sendo representado apenas por B. floribundum Benth. e colocado na tribo Gratioleae (1846).
Dizygostemon difere das outras espécies de Beyrichia por possuir estames dorsais férteis e
capsula loculicida com valvas bifidas, que em contra partida, Beyrichia possuia estames dorsais
atrofiados e cépsula septicida. Com base nessas caracteristicas a secdo Dizygostemon foi
elevada a categoria de género. Giulietti (1971) reconhecem a especie Dizygostemon
angustifolium Giul, caracterizado por possuir folhas mais estreitas e distribuicdo mais restrita.
Mais recentemente, Sousa e Giulietti (2009) adotaram um conceito mais amplo para D.
floribundum incluindo D. angustifolium em sua sinonimia atual (SCATIGNA et al., 2019;
SOUSA,; GIULIETTI, 2009).

Dizygostemon riparius € a segunda especie do género Dizygostemon (Plantaginaceae).
Foi descoberta no municipio de Sdo Benedito do Rio Preto pelo professor e pesquisador Rogeério
Teles (2017), do Instituto Federal do Maranhdo, em S&o Luis, identificada pelos taxonomistas
Andreé Vito Scatigna e Gabriel Dalla Colletta, da Universidade de Campinas. Em levantamentos
de herbérios e bases de dados digitais ndo foram encontrados registros prévios para D. riparius.

Também ndo ha indicios que a espécie tenha sido trazida de outro habitat. Entdo, a espécie é
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considerada nativa e endémica do Estado do Maranhdo, com seu primeiro registro de ocorréncia
no municipio de S&o Benedito do Rio Preto, Maranh&o, Brasil, onde é usada como aromatizante
de roupas, para remover parasitas de animais domésticos e prevencdo de mosquitos.

O oleo essencial de D. riparius foi analisado por CG e CG/EM, que identificou como
componentes majoritarios acetato de endo-fenchila e endo-fenchol, dois monoterpenos
oxigenados, além de dois outros sesquiterpenos de menor teor, (E)-cariofileno e dxido de
cariofileno, num total de 88% do 6leo. Também, o oOleo foi submetido a bioensaio larvicida
realizado contra larvas de Aedes albopictus, e o resultado apontou para um novo bioproduto
com agéo larvicida significativa (BRANDAO, 2018; BRANDAO et al., 2020).

3.2 Oleos Essenciais (OESs): caracteristicas gerais

Os 6leos essenciais (OEs) sdo definidos como produtos volateis de partes de plantas,
obtidos através de destilagdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por
expressdo dos pericarpos de frutos citricos (ISO - International Organization for
Standardization, 1997). Os Oleos essenciais, em sua grande maioria, sdo constituidos de
derivados de fenilpropanoides e terpendides que, dependendo da familia botanica, seus
constituintes volateis podem ocorrer em estruturas secretoras especializadas, tais como pélos
glandulares (Lamiaceae), células parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae,
Poaceae), canais oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae). Os 0Oleos essenciais podem ser estocados em certos 6rgdos da planta, como flores,
folhas, cascas dos caules, madeiras, raizes, rizomas, frutos ou sementes, sendo que sua
composi¢do quimica, caracteristica fisico-quimica e odor dos constituintes volateis, podem
variar nos diferentes 6rgéos da planta (SIMOES; SPITZER, 2004).

Os metabdlitos secundéarios representam uma interface entre as plantas e o ambiente
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007), em que exercem uma funcdo de defesa contra o ataque de
predadores, na atracdo de polinizadores, na prote¢do contra perda de agua, no aumento da
temperatura e como inibidores de germinacéo, assim favorecendo a adaptacao da planta ao meio
ambiente (SIMOES; SPITZER, 2004). Além disso, apresentam diversas atividades bioldgicas,
tais como agentes antibacterianos, antifungicos e antioxidantes, que sdo dependentes de sua
composi¢do quimica especifica (OLMEDO; ASENSIO; GROSSO, 2015).

Sabe-se que Vvarias espécies de plantas contém compostos quimicos volateis que podem
ser extraidos como 0leo essencial, usando diferentes métodos para separar esses 6leos dos

varios materiais vegetais (CASSEL et al., 2009). De fato, os 6leos essenciais sdo misturas
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complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, compostas por
vérios constituintes especialmente hidrocarbonetos e compostos oxigenados (SIMOES;
SPITZER, 2004). Os percentuais dos componentes dos Oleos essenciais, derivados
qguimicamente de diversas classes de compostos, variam entre as espécies e as partes das plantas
(SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

Uma pequena fracdo de Oleo essencial representa a composicdo volatil de um
determinado 6rgdo vegetal, concedendo-lhe propriedades caracteristicas usadas nas industrias
farmacéutica, alimenticia e de fragrancia. Cada componente do 6leo essencial possui odor
proprio, que combinado com outros, sdo responséveis pelo aroma e beneficios caracteristicos
da planta (ANITESCU; DONEANU; RADULESCU, 1997).

Esses 6leos podem ser isolados e, dependendo da parte da planta e a finalidade de uso,
podem ser empregados diferentes métodos de extracdo como enfloracdo, destilacdo a vapor,
hidrodestilagdo, prensagem, extragdo com solventes organicos, fluido supercritico e micro-
ondas (SIMOES; SPITZER, 2004).

De modo geral, os 6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos, formados
principalmente por monoterpenos, sesquiterpenos e seus derivados oxigenados (alcoois,
aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fendis e 6xidos). Sdo sollveis em solventes organicos como
éter e outras substancias apolares, apresentam solubilidade limitada em &gua, mas suficientes
para aromatizar as solu¢des aquosas, denominadas hidrolatos. Os constituintes volateis sdo
instaveis na presenca de luz, ar, calor, umidade e metais. A maioria dos 6leos volateis possuem
indice de refracdo e sdo oticamente ativos (BAJPAI; RAHMAN; SUN, 2008; SIMOES;
SPITZER, 2004).

Desde sua descoberta, os 0leos essenciais tém sido utilizados como aditivos alimentares,
medicamentos e cosméticos. Além disso, exerce a fungdo de agente inseticida, antioxidante,
antialérgicos, anticancer, antibacteriana, antiviral e antifungico, sendo assim, estimulando
maior interesse pela pesquisa dos seus constituintes volateis e compostos isolados (DIMA,;
DIMA, 2015; DONSI; FERRARI, 2016).

3.2.1 Terpenos

Os terpenos ou terpendides constituem uma extensa familia de produtos naturais, cujas
estruturas sdo formadas de duas ou mais unidades de isopreno — 2-metilbutadieno (figura)
(LOBO; LOURENCO, 2007). Séo classificados em monoterpenos (C10), sesquiterpenos
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(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos quando contém
mais de 8 unidades de isoprenos (GARCIA; CARRIL, 2009).

Os terpenos sdo sintetizados em duas vias principais, que ocorrem em organelas
diferentes da célula vegetal (citoplasma e cloroplasto). A rota do acido meval6nico, que ocorre
no citoplasma, proveniente da condensacao de trés moléculas de acetil-CoA, que sucede reacdes
de hidrolise e reducdo enzimatica dando origem ao acido mevalénico. Esta molécula é
transformada no IPP (isopentil difosfato), apos realizar reacoes de piro-fosforilacéo, seguida de
descarboxilacdo e desidratacdo. A outra via € a do metileritritol fosfato (MEP), que ocorre nos
cloropastos. Nesta rota, o 1- deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP), intermediério de cinco
carbonos, é formado a partir de dois grupos da glicdlise, o gliceraldeido-3-fosfato e pivurato,
num processo de condensacdo. O DXP sofre reducéo e transforma em MEP que é convertido
em DMAPP (dimetialil difosfato), isbmero do IPP (figura) (LOBO; LOURENCO, 2007;
GARCIA; CARRIL, 2009; MARTINS, 2012; BORGES; AMORIM, 2020).

As unidades DMAPP e seu isdbmero IPP sdo 0s percussores da biossintese dos terpenos,
combinando-se por meio da reacdo de condensacdo, catalisada pela enzima peniltransferase,
para formar moléculas maiores. A unido dos isdmeros DMAPP e IPP forma a cadeia de dez
atomos de carbono, geranil difosfato (GPP), percussora dos monoterpenos. A condensa¢do do
GPP com outras unidades de IPP forma sucessivamente cadeias de farnesil difosfato (C15),
granilgeranil difosfato (C20), geranilfarnesil (C25), percussoras dos sesquiterpenos, diterpenos
e sesterpenos, respectivamente. Enfim, os FPP (farnesil difosfato) e GGPP (granilgeranil
difosfato), por condensacdo, formam cadeias dos triterpenos e tetraterpenos, respectivamente
(Figura 2) (LOBO; LOURENCO, 2007; MARTINS, 2012; BROCK; DICKSCHAT, 2013;
BORGES; AMORIM, 2020).
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Fonte: Martins (2012).

3.3 Aspectos Bioldgicos dos Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo metabdlitos secundarios importantes para defesa das plantas e
possuem propriedades medicinais como atividades antimicrobianas, antiparasitas, inseticidas,
antivirais, antioxidantes, analgeésicas, anti-inflamatorias, anticancerigenas, anticonvulsionantes,
gastro-protetoras, anticolinesterasicas, larvicidas e como potencializadores de crescimento de
animais (KALEMBA; KUNICKA, 2003; BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008; HYLDAARD
etal., 2012; RAPOSO, 2017).

A atividade biolégica de um determinado Oleo essencial pode ser atribuida aos
principais constituintes, componentes majoritarios, mas também das interagdes entre esses e 0s
constituintes minoritarios dos 6leos. As propriedades bioldgicas dos 6leos sdo atribuidas aos
seus constituintes quimicos, de maneira que podem agir de forma sinérgica de todas as
moléculas ou refletir nos seus constituintes principais (KALEMBA; KUNICKA, 2003; BURT,
2004; BAKKALI et al., 2008; HYLDAARD et al., 2012; RAPOSO, 2017).
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Nas Ultimas décadas, problemas de salde publica tem aumentado, entre estes, a
resisténcia a antimicrobianos causada por algumas populacées de bactérias e fungos. Na busca
por novos produtos antimicrobianos a pesquisa vem crescendo com a investigacdo
farmacoldgica de extratos, constituintes quimicos isolados de 6leos essenciais e 0s estudos da
relacdo estrutura/atividade e mecanismos de acdo dos principios ativos (FERRONATO et al.,
2007; SARTO; JUNIOR, 2014).

Os Oleos essenciais possuem variacdo na atividade biolégica que age em diferentes
microrganismos patogénicos, dependendo da composicao de seus constituintes quimicos como
citral, pineno, cineol, cariofileno, elemeno, furanodieno, limoneno, eugenol, eucaliptol,
carvacrol e outros. Estes constituintes sdo responsaveis por propriedades antissépticas,
antibacterianas, antifungicas e antiparasitarias (FERRONATO et al., 2007; SARTO; JUNIOR,
2014).

3.4 Variabilidade Quimica dos Oleos essenciais

A composicdo quimica dos dleos essenciais de uma planta é determinada por fatores
genéticos, mas outros fatores podem acarretar alteracdes significativas na producdo dos
metabolitos secundarios. A producdo dos constituintes dos 6éleos essenciais € feita por rotas
metabdlicas que ocorrem nos vegetais, onde os metabdlitos secundarios representam uma
interface entre as plantas e 0 ambiente, sendo que na interagéo entre o0 ambiente e a planta pode
haver redirecionamento da rota metabodlica, causada por fatores como sazonalidade, ritmo
circadiano, idade e estagio de desenvolvimento, estresse hidrico, condi¢fes climatica e de solo
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009) ocasionando a biossintese de diferentes
compostos.

Variabilidade na composicdo quimica de 6leos essenciais de plantas da mesma espécie
sdo devidas as diferentes pressdes ambientais, como herbivoria e condi¢bes edafoclimaticas e
podem levar a modifica¢fes genéticas que resulta na formacdo de quimiotipos, sendo que estes
compostos podem fornecer dleos essenciais com diferentes atividades biologicas (FEITOSA-
ALCANTARA et al., 2017; RAPOSA, 2017).

As variagdes dos componentes dos Oleos essenciais de individuos de uma mesma
espécie, engloba dois componentes de dificil dissociagdo: ambiente e genético. Os dois fatores
estdo intrinsicamente relacionados, visto que, além da influéncia direta dos parametros
ambientais na sintese de volateis, o ambiente pode atuar promovendo uma presséo de selecédo

em perda de um ou outro genétipo (RAPOSO, 2017).
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Conforme estudo dos autores Tavares et al., (2005), eles verificaram a relacdo da
variacdo genética intraespecifica com quimiotipos de Lippia Alba localizados em diferentes
regides do Brasil. Entdo, com os dados obtidos foi permitido estabelecer trés quimiotipos de
acordo com a presenca e distribuicdo dos compostos majoritarios: quimiotipo 1: Geraniol;
quimiotipo 2: Carvona; quimiotipo 3: Linalol.

O rendimento e a composi¢do do 6leo essencial, dependendo da planta, podem variar ao
longo do desenvolvimento do o6rgao (folhas, flores, caules ou raizes). Tecidos mais jovens
geralmente apresentam grande atividade biossintética, aumentado a producdo de varios
compostos, dentre estes, os 6leos essenciais. A alteracdo da composicao do 6leo essencial com
a maturacdo do 6rgao esta intimamente relacionada com as vias biossintéticas que conduz a um
maior ciclizacdo e desidratacdo dos componentes do 6leo (FIGUEIREDO; BARROSO;
PEDRO, 2007; MORAIS, 2009).

A época em que uma droga é coletada é um dos fatores de maior importéncia, visto que
a quantidade e, &s vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo € constante durante
0 ano, em decorréncia das mudancas climaticas, diferentes estimulos sdo recebidos pelos
vegetais, que podem acarretar alteracdes fisioldgicas, dentre elas possiveis mudancas no
metabolismo secundario do vegetal. O ritmo circadiano também pode gerar alteragbes na
composic¢do quimica, dependendo da espécie, uma vez que ao longo do dia ocorrem variaces
na incidéncia de luminosidade, alteracdes de temperatura, umidade e pluviosidade (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; FERREIRA et al., 2020; MARQUES, 2016).

Segundo Ribeiro et al. (2018), relata que estudos afirmam que diversos fatores
ambientais, como clima, solo, estagdo do ano, forma de plantio, adubacéao, uso de agrotoxicos,
irrigagéo, tempo e condi¢cbes ambientais, material da colheita fresco ou seco, técnica de
extragdo, padrbes de variacdo geografica podem afetar a composi¢do quimica dos Oleos
essenciais.

A variabilidade quimica nos 6leos essenciais dificulta a avaliacéo e a utilizagcdo segura
e eficaz de plantas aromaticas, visto que a qualidade dos 0Oleos essenciais esta ligada a sua
constituicdo quimica. Deste modo, o reconhecimento e a compreensao dessas variagdes sdo de
fundamental importancia quando se realiza o desenvolvimento de trabalhos de uma espécie

como ferramenta quimiotaxondmica e/ou visando a aplicacao fitoterapéutica (RAPOSO, 2017).

3.5 Analise Multivariada (PCA e HCA) e Aplicacédo no Estudo Quimico de OEs
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A Estatistica multivariada consiste em um conjunto de métodos aplicados em situacoes
em que Vvarias varidveis sdo medidas simultaneamente em cada elemento amostral. Sua
aplicacdo tem finalidade de reduzir dados ou de simplificar a sua estrutura, de classificar e
agrupar, de investigar a dependéncia entre variaveis. O modelo estatistico dos métodos
multivariados considera a correlacdo entre muitas varidveis analisadas simultaneamente,
permitindo adquirir uma quantidade muito maior de informagédo de um conjunto de dados
(SENA et al.,2000; BAKKE et al., 2008).

A extracdo de informacGes dos resultados de um experimento quimico envolve a analise
de grande numero de variaveis. A reducdo de variaveis de critérios objetivos, permitindo a
construcdo de gréficos bidimensionais contendo maior informacdo estatistica, pode ser
conseguida atraves da analise de componentes principais (PCA). Também é possivel construir
agrupamentos entre as amostras de acordo com suas similaridades, utilizando todas as variaveis
disponiveis, e representa-los de maneira bidimensional através de um dendrograma, na anélise
de agrupamentos hierarquicos (HCA) (MOITA NETO; MOITA, 1998).

A analise de componentes principais (PCA) consiste essencialmente em reescrever as
coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais conveniente para a analise de dados.
Em outras palavras as n varidveis originais geram, através de suas combinac@es lineares, n
componentes principais, cuja principal caracteristica, além da ortogonalidade, é que séo obtidos
em ordem decrescente de méxima variancia, ou seja, a componente principal 1 detém mais
informacao estatistica que a componente principal 2, que por sua vez tem mais informacéo que
a componente principal 3 e assim por diante.

Os componentes principais (PCA) apresentam propriedades importantes, ou seja, cada
componente principal € uma combinacdo linear de todas as variaveis originais, que S&o
independentes entre si e estimadas com proposito de reter, em ordem de estimagdo, 0 maximo
de informac&o, em termos da variacdo total contida nos dados (HONGYU; SANDANIELO;
OLIVEIRA JUNIOR, 2016; MOITA NETO; MOITA, 1998).

A analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) tem como objetivo agrupar as
variaveis, conforme a sua proximidade e caracteristicas comuns, buscando mostrar a
homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade entre os grupos. A técnica de HCA
interliga as amostras por suas associagdes, produzindo um dendrograma onde as amostras
semelhantes, variaveis escolhidas; sdo agrupadas entre si. A suposi¢cdo béasica de sua
interpretacdo é a seguinte, quanto menor a distancia entre os pontos, maior a semelhanca entre
as amostras. Os dendrogramas sao especialmente uteis na visualizagdo de semelhangas entre as

amostras ou objetos representados por pontos em espaco com dimensao maior do que trés, onde
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a representacdo de graficos convencionais ndo € possivel (SANTOS; SOUSA, 2018; MOITA
NETO; MOITA, 1998).

As andlises multivariadas PCA e HCA séo ferramentas complementares utilizadas no
estudo da composicdo quimica de Oleos essenciais. Essas técnicas podem auxiliar na
compreensdo da variacdo dos volateis entre as espécies, variacdes intraespecificas e em estudos
quimiotaxondmicos. A analise quimiotaxonémica visa o0 agrupamento de espécies semelhantes
mediante a utilizacdo de marcadores quimicos principais, com objetivo de auxiliar na sua
classificacdo botanica. Além disso, os agrupamentos obtidos podem ser correlacionados com

fatores ambientais, morfoldgicos, genéticos etc. (RAPOSO, 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area da pesquisa, Coleta e Dados Climaticos

As amostras de Dizygostemon riparius (Figura 3) foram coletadas as margens do Rio
Preto, no municipio de S&o Benedito do Rio Preto (Figura 4) (3°19°27,9” S ¢ 43°31°02,6°” O),
no estado do Maranhdo, Brasil. Foram coletadas 50 mudas do material vegetal, no periodo de
agosto e setembro de 2019, para o plantio na UFMA, campus S&o Luis. A planta foi propagada
em vasos plasticos, utilizando terra preta como substrato. O material vegetal foi utilizado para
extracdo de 6leos nos meses de agosto, setembro, outubro, novembro, dezembro, janeiro e
fevereiro de 2019, coletado no municipio de Sdo Benedito do Rio Preto. Em margo, abril, maio,
junho e julho de 2020, coletado no campus da UFMA — Séo luis, época em que as margens do
Rio Preto esta inundada, sem condicdes de coleta no local. Para o estudo circadiano, a herbacea
foi coletada em dois periodos: novembro/19 (periodo seco) e maio/20 (periodo chuvoso) nos
horarios de 6h, 9h, 12h, 15h e 18h.

Figura 3 - Exemplares da espécie de estudo, Dizygostemon riparius
Fonte: o autor (2021).
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4.2 Extracéo do Oleo Essencial (OE)

Os Oleos essenciais foram extraidos da parte herbacea da planta, excluindo a raiz
(secagem em sala climatizada, durante trés dias), submetidas a hidrodestilacdo durante 3h,
usando um sistema de vidro do tipo Clevenger modificado, acoplado a um sistema de
refrigeracdo da 4gua de condensacdo em torno de 5°C. Os 0leos obtidos foram centrifugados e
secos com Na2SO4 anidro.

3 horas

3 dias Parte herbacea

Secagem em sala
climatizada

Dizygostemon riparius

OE da espécie

Dizygostemon riparius

Hidrodestilagéo tipo Clevenger

Figura 5 - Processo de extracdo de 6leos essenciais (OES) para a espécie Dizygostemon riparius, por
hidrodestilacdo usando Clevenger
Fonte: o autor (2021).
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4.3 Determinacdo da Umidade Residual e Célculo do Rendimento

A porcentagem de umidade das amostras foi obtida através de analisador de umidade
IV 2500 — GEHAK por infravermelho, com temperatura de 115°C por 30 minutos.
O rendimento (%) do 6leo essencial extraido da biomassa vegetal foi determinada

através da Equacédo 1:

vol. (mL) do 6leo obtido

massa do material (g) — (massa do mate;‘(t)t(l)l (g9)x umldade)

Equacédo 1: % 6leo BLU = x100 %

Onde:
BLU: Base livre de umidade

4.4 Analise por Cromatografia em fase Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM)

A composicdo quimica foi analisada por Cromatografia em fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) em parceria com o Laboratério de Biologia e
Bioprospeccdo Ambiental da Universidade Federal do Oeste do Para. Injetou-se 1 uL de
solucdo de 6leo essencial em hexano (5:500) (Auto injetor AOC-20i) em sistema Shimadzu QP
2010 ultra equipado com coluna capilar de silica Rtx-5MS (Restek, EUA) de 30 m de
comprimento X 0,25 mm de didmetro interno revestido com 5%-difenil/95%-dimetil-
polisiloxano (0,25 pum de espessura do filme).

A temperatura do forno do CG teve a seguinte programagéo de 60°C a 240°C a 3°C/min
seguido de uma isoterma de 10°C, as temperaturas do injetor (split 1:20), linha de transferéncia
e camara de ionizacao foram de 250, 250 e 200°C, respectivamente. Hélio foi usado como géas
de arraste com fluxo de 1 mL/min.

Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletrbnico a 70 eV com scans
automaticos (varredura) na faixa de massas de 35 a 400 daltons com 0,30 scans/s. Os indices
de retencdo foram calculados de acordo com a equacéo linear Van den Dool e Kratz (VAN;
KRATZ, 1963) que relaciona o tempo de retencdo dos compostos ao tempo de retencdo de uma
série de hidrocarbonetos homologos. Uma série de n-alcanos C8-C40 (Sigma-Aldrich) foi

injetada nas mesmas condic¢des cromatograficas das amostras.
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A identificagdo dos componentes foi baseada no tempo e indice de retencdo linear e
comparacdo e interpretacdo dos seus espectros de massas, com aqueles existentes nas
bibliotecas Adams (2007), Nist (2011) e FFNSC 2 (MONDELLO, 2011).

4.5 Analise Estatistica

A composigdo quimica foi submetida a andlise multivariada (Anélise Hierarquica de
Agrupamento, HCA e Anélise dos Componentes Principais, PCA) no software Minitab®
versdo 18. Os rendimentos e teores dos compostos majoritarios foram analisados por teste de
Tukey no software GraphPad Prism 5.0. Para verificacdo da correlacdo dos dados obtidos com

os parametros climaticos foi realizada correlacdo de Pearson no software Minitab® versédo 18.

4.5.1 Anélise Hierarquica de Agrupamento

A composicdo quimica do OE foi submetida a Andlise Hierarquica de Agrupamento
(HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis) tomando como varidveis 0s compostos com
teores iguais ou superiores a 0.5%. O método empregado foi utilizando uma matriz de distancia
Euclidiana e ligagdo simples. Os dados foram pré-processados através do autoescalamento onde
centram-se os dados na média e divide-se cada um pelo desvio padrdo, de forma que todas as

variaveis tenham 0 mesmo peso.

4.5.2 Anélise dos Componentes Principais

Na Anélise dos Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis), os dados multivariados também foram autoescalonados e agrupados de acordo com

as similaridades encontradas.

4.5.3 Teste de Tukey

Os dados do rendimento, teor dos compostos majoritarios foram analisados por analise
de variancia (ANOVA) de um fator, seguida de teste de Tukey, com 95% de significancia, com

o0 software GraphPad Prism 5.0.
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4.5.4 Correlagéo de Pearson

Os coeficientes de correlagdo de Pearson (R) foram calculados para determinar a

correlacdo entre os parametros analisados (Minitab, versdo 18).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Brandédo (2018) investigou previamente a espécie Dizygostemon riparius e identificou
0S compostos organicos majoritarios, acetato de endo-fenchila (48,65%) e endo-fenchol
(34,89%), com rendimento de 1,54% de Gleo essencial. O presente trabalho foi desenvolvido
no intuito de investigar a variagdo e rendimento dos constituintes do 6leo essencial de D.

riparius em estudos do periodo sazonal e ritmo circadiano.

5.1 Rendimento do Oleo vs Parametros Climaticos

Os dados meteorologicos foram registrados pela estacdo de Barreirinhas (02°44° S e
42°49 0O), cerca de 107 Km de distancia do municipio da coleta. Os parametros climaticos
como umidade relativa do ar, precipitacdo, radiacdo solar e temperatura foram monitorados por
um periodo de um ano (agosto de 2019 a julho de 2020), para avaliar a influéncia da
sazonalidade no rendimento e composi¢éo do 6leo essencial de D. riparius. Os valores médios
da umidade relativa e precipitacdo, entre agosto e julho, variam de 64,04 a 89,69% e de zero a
579,9 mm, respectivamente.

Do mesmo modo, a radiacao solar média e a temperatura média variam de 134,4 a 303,8
Kj/m? e 26,3 a 28,97°C, respectivamente. Com base nos dados de precipitagdo, o periodo
chuvoso ocorreu de janeiro a junho, com média de 127,5 e 579,9 mm, e o periodo seco foi de
julho a dezembro, variando entre zero e 98,5 mm (Figura 6).
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Figura 6 - Relagdo entre os parametros climaticos e o rendimento do éleo de Dizygostemon riparius durante o
estudo sazonal
Fonte: o autor (2021).
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O cerrado brasileiro localiza-se na regido tropical sazonal, em sua grande parte,
apresenta duas estagdes bem definidas: estacdo Umida no verdo e a estacdo seca no inverno
(ALBUQUERQUE; SILVA, 2008), sendo que os periodos dos meses das esta¢cdes chuvosa e
seca podem sofrer alteracdes, devido ao Brasil apresentar elevada vulnerabilidade aos possiveis
efeitos das alteracGes climaticas (SILVA et al., 2016).

Devido a alta disponibilidade energética durante todo o ano e sazonalidade da
distribuicdo da precipitacdo, caracterizado também pela variabilidade espacial e temporal dos
principais limitantes climaticos (radiacdo solar, temperatura, umidade relativa do ar e
precipitagdo) que variam dentro da &rea de dominio do bioma. O cerrado é afetado por periodos
de interrupc¢do da precipitacdo durante a estacdo chuvosa, isto &, irregularidades da distribuicéo
da chuva (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008). Os indices pluviométricos variam de acordo com
os limites que o cerrado faz com outros biomas (SOUSA, 20), sendo assim, 0 periodo seco e 0
periodo chuvoso podem apresentar mudancas em seu inicio e fim (SILVA et al., 2016). A
cidade de Sao Benedito do Rio Preto, local de coleta da D. riparius, localizada em &rea de
cerrado do nordeste do Brasil, apresenta indice pluviométrico mais elevado nos meses de
janeiro a abril (periodo chuvoso) e geralmente ndo apresenta precipitacdo nos meses de julho,
agosto e setembro (periodo seco). Porém, de um ano para outro, estas estacdes podem mudar,
dependendo dos fendmenos atmosféricos que afetam as regides tropicais (COSTA et al., 2020).

A producdo dos Oleos de D. riparius, no estudo anual, variou de 1,37%, menor
quantidade (junho/20) a 3,82%, maior quantidade (janeiro/20), com média de 2,77 £ 0,7% para
0 periodo de estudo sazonal (agosto/19 a julho/20) (ver tabela 1). Os rendimentos médios dos
oOleos nas estacOes seca (2,88 + 0,5%) e chuvosa (2,66 + 0,8%) ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativa entre os dois periodos p> 0,05 (Teste de Tukey). Além disso, no
estudo sazonal, ndo foi observada correlacdo significativa (p> 0,05) entre o teor de dleo
essencial e os parametros climaticos (ver tabela 3), isto é, umidade relativa (R= -0,167),
precipitacdo (R= 0,220), radiacdo solar (R= -0,074) e temperatura (R= 0,120). Assim,
demonstra que as condicdes climaticas e o periodo sazonal ndo se correlacionam com as
variagcdes nos rendimentos dos 6leos de D. riparius, coletada na cidade de Sdo Benedito do Rio

Preto, Maranhao, Brasil.
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Tabela 1 - Rendimento (%) dos 6leos essenciais de D. riparius no estudo anual

Estudo Més/ano Rendimento (%0)
S Ago/19 3,66
S Set/19 3,34
S Out/19 2,93
S Nov/19 3,04
S Dez/19 2,57
S Jan/20 3,82
S Fev/20 2,87
S Mar/20 3,05
S Abr/20 2,66
S Mai/20 2,20
S Jun/20 1,37
S Jul/20 2,03

Legenda: S: Sazonal
Fonte: o autor (2021).

5.2 Composic¢ao do dleo vs Condi¢Ges ambientais

Os constituintes dos 6leos foram identificados por GC/MS, identificando 62
componentes, representando em média 96,1% da composicao total dos 6leos (Tabela 2 e Tabela
3). Com a média dos constituintes no periodo sazonal (S) e circadiano (C), os monoterpenos
oxigenados foram predominantes (S: 69,41-77,72%; C. 72,90-81,42%), seguido de
hidrocarbonetos monoterpénicos (S:6,43-20,72%; C:1,84-14,48%) e hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (S:3,09-8,38%; C:2,06-7,01%).

O acetato de endo-fenchila (S:30,51-42,09%; C:35,96-48,45%) e endo-fenchol
(S:31,29-37,36%; C:31,68-36,58%) foram os componentes majoritarios, seguidos de a-
fencheno (S:3,33-6,45%; C:0,41-6,05%) e (E)-cariofileno (S:2,83-7,64%; C:1,92-6,40%). O
constituinte acetato de endo-fenchila apresentou maior teor médio no periodo chuvoso
(S:37,75%; C:41,95%) e menor teor no periodo seco (S:37,66%; C:39,78%), ja o constituinte
endo-fenchol mostrou maior teor médio no periodo seco (S:33,97%; C:35,38%) e menor e teor
no periodo chuvoso (S:33,69%; C:33,59%) figura 7.
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Figura 7 - Estruturas dos componentes do éleo essencial Dizygostemon riparius com teores acima de 6%
Fonte: o autor (2021).

O conteudo de monoterpenos de hidrocarboneto, com seus constituintes acima de 0,24%
de rendimento (ver tabela 2), apresentou maior teor no periodo seco (61%) e menor no periodo
chuvoso (53,58%), j& os hidrocarbonetos sesquiterpénicos possui maior teor de 6leo essencial
na época chuvosa (31,81%) e menor na época seca (23,37%). A concentragdo dos constituintes
dos tipos monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos oxigenados ndo sofreram variagoes
significativas, com percentuais de (71,05%) e (10,64%) no periodo seco, (71,29%) e (11,29%)
no periodo chuvoso, respectivamente.

No ritmo circadiano foi observado para os constituintes acima de 0,5%, que seus niveis
variavam de acordo com horario de coleta (ver tabela 3). Os hidrocarbonetos monoterpénicos
tiveram seus maiores teores (13,05%) no horéario das 6h (maio), os menores teores (1,58%) no
horéario das 15h (maio). Os monoterpenos oxigenados tiveram seus maiores teores (80,13%) no
horario das 15h (maio), menores teores (71,49%) no horario das 12h (novembro). Os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos tiveram seus maiores teores (6,98%) no horério das 15h

(novembro), menores teores (2,06%) no horario das 12h (maio). Por fim, os sequisterpenos
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oxigenados tiveram suas maiores concentracoes (3,69%) no horério das 15h (maio) e menor
concentracdo (1,85%) no horério das 12h (maio). Esses resultados podem estar relacionados
com a disponibilidade hidrica no local e a idade da planta.

Segundo Gobbo — Neto e Lopes (2007), as concentracbes dos volateis de uma planta
podem variar expressivamente durante diferentes horarios do ciclo dia/noite. De acordo com
Castro (2001) ao avaliar a producdo de biomassa, rendimento e composic¢ao quimica dos 6leos
essenciais de L. alba em diferentes periodos do ano, confirmou que as folhas em estadio inicial
de desenvolvimento produzem mais 6leos em comparacdo com folhas mais velhas. Fatores
fisiologicos criticos, tais como fotossintese, comportamento estomatal, mobilizacdo de
reservas, expansdo foliar e crescimento, podem ser alterados por estresse hidrico e,
consequentemente, levar alteragdes no metabolismo secundario (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Queiroz et al., (2016), estudando o teor e a composicao quimica do 6leo essencial de
Varronica curassavica jagc em diferentes horérios, verificou que o teor do 6leo ndo sofreu
influéncia do horério de coleta, mas o horario de coleta influenciou a composicao quimica do
6leo essencial da espécime.

Neste trabalho, de acordo com as andlises da estatistica multivariada, teste tukey e
correlacdo Pearson, foi verificado que as condigdes climaticas: radiacdo solar, temperatura,
umidade relativa do ar e precipitacdo ndo influenciaram significamente o teor de 6leos
essenciais da D. riparius. Entretanto, as concentracdes relativas dos componentes do 6leo
essencial apresentou variacao nos diferentes horarios de coleta e em diferentes épocas do ciclo
circadiano. Fato que o horéario de coleta ndo atua isolado sobre o metabolismo secundario,
fatores climaticos, idade do vegetal, estresse hidrico, poluicdo do ar também podem afetar o
metabolismo da planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).



Tabela 2 - Composicao do dleo de D. riparius referente ao estudo sazonal, periodo de agosto de 2019 a julho de 2020

Constituintes do 6leo

(%) IR(C) IR(L) Ago-19 Set-19 Out-19  Nov-19 Dez-19 Jan-20 Fev-20 Mar-20 Abr-20 Mai-20 Jun-20  Jul-20
2E-Hexenal 846 8462 0,05 0,07 0,03 0,01 0,01 0,05 0,01 0,04 0,11
3Z-Hexenol 849 850° 0,09 0,09 0,03 0,06 0,03 0,05 0,04 0,07 0,05 0,03 0,06 0,08
2E-Hexenol 858 8542 0,03 0,03 0,01 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,05

n-Hexanol 861 8632 0,03 0,03 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Santolina Trieno 906 906? 1,21 15 0,72 0,85 0,64 0,81 0,53 1,36 0,91 0,68 1,35 1,26
a-Tujeno 925 9242 0,94 1,9 0,86 1,31 0,78 0,78 0,08 11 0,87 0,64 1,83 0,24
a-Pineno 932 9322 0,33 0,47 0,21 0,29 0,19 0,23 0,13 0,37 0,26 0,17 0,4 0,3
a-Fencheno 945 9452 6,01 6,14 3,78 4,63 3,56 4,45 3,6 6,45 4,89 3,33 6,27 6,23
Canfeno 950 9462 0,19 0,16

6-metil-Heptan-2-ol 950 9582 0,09 0,03 0,09 0,09 0,11 0,05 0,06 0,1 0,07 0,05
Benzaldeido 957 9522 0,01 0,02
Sabineno 972 9692 0,06 0,12 0,06 0,09 0,06 0,06 0,07 0,07 0,05 0,12 0,05
B-Pineno 976 9742 0,04 0,05 0,03 0,04 0,03 0,04 0,03 0,04 0,04 0,02 0,04 0,03
Mirceno 989 9882 0,03 0,01 0,02 0,01 0,01 0,03 0,02 0,01 0,03 0,03
Mestileno 993 9942 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
n-Decano 999 10002 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

a- Felandreno 1004 10022 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04 0,01 0,01 0,01 0,02
a- Terpineno 1016 10142 0,35 0,68 0,42 0,37 0,38 0,42 0,52 0,42 0,48 0,35 0,85 0,22
p- Cimeno 1023 1020* 3,15 4,51 3,55 4,15 3,43 2,76 0,94 3,15 3,06 2,27 4,23 0,65
Limoneno 1027 10242 1,6 1,97 1,33 1,58 1,25 1,31 1,64 1,46 11 1,69 1,62

1,8-Cineol 1030 10262 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
(2)-p- Ocimeno 1035 10322 0,47 0,32 0,1 0,3 0,09 0,18 0,15 0,42 0,21 0,31 0,77 0,95
Benzeno acetaldeido 1040 1036? 0,02 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,03 0,04
(E)-B- Ocimeno 1045 10442 0,07 0,1 0,02 0,04 0,07 0,06

y- Terpineno 1057 10542 0,97 2,03 1,72 15 1,6 14 0,23 1,23 1,58 1,14 1,78 0,52



cis- Hidrato de
Serbineno (IPP vs OH)
cis- Linalol 6xido
(furanoide)

Terpinoleno
trans-hidrato de
Sabineno (IPP vs OH)

endo-Fenchol
trans-p-Menta-2,8-dien-
1-ol

Trans-hidrato de pineno

Terpineol
cis-p-Menta-2,8-dien-1-
ol

Borneol
Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol

a-Terpineol
acetato de endo-
fenchila

Nerol

Ascaridol
cis- Piperitona epdxido
(ep6xido vs. IPP)
trans- Piperitona
epoxido (epdxido vs.
IPP)

Geraniol
Timol
Carvacrol
Isoascaridol
Acetato de Timol
- Elemeno
B-Longipinene
E- Cariofileno

1065

1070
1087

1099
1119

1120
1122
1123

1133
1166
1176
1182
1190

1224
1227
1237

1253

1255
1268
1294
1300
1308
1342
1391
1406
1419

10652

10672
10862

10982
11142

11192
11192
11302

11332
11652
11748
11792
11862

12182
12278
12348

12502

12528
12642
12892
12982
1306°
13492
13892
14002
14172

0,01

0,01

0,17
35,87

0,08

0,04

0,02

0,47
0,18
0,22

37,45
0,31
0,02

0,01

0,03
0,01
0,03
0,06
0,02

2,83

0,11

0,02
0,88

0,29
32,67

0,13
0,09
0,02

0,02
0,61
0,29
0,24

34,12
0,19
0,17

0,03

0,07
0,02
0,07
0,09
0,14
0,01

0,01
3,53

0,04

0,13

32,18

0,02

0,02

0,25
0,27

40,69

0,11
0,18

0,03

0,09

0,07

0,02
0,12

0,01
3,48

0,08

0,01
0,71

0,25
34,52

0,08
0,02

0,02
0,62
0,25
0,24

33,11
0,08
0,13

0,02

0,07

0,06
0,10
0,1
0,01
0,01
0,03
591

0,03

0,12

31,88

0,01
0,73
0,25
0,27

41,34

0,11
0,16

0,03

0,09

0,06

0,02
0,11

3,55

0,03

0,54

0,12
31,81

0,06

0,02

0,01
0,47
0,17
0,24

39,76
0,11
0,06

0,01

0,05
0,03
0,05

0,02
5,68

0,06
31,6

0,06

0,11

42,09
0,09

6,21

0,03

0,01
0,65

0,17
35,83

0,09

0,04

0,02

0,46
0,18
0,22

36,67
0,28
0,04

0,01

0,03
0,01
0,03
0,03
0,03

2,88

0,03

0,14
31,29

0,03

0,02
0,52
0,21
0,27

38,74
0,12
0,06

0,02

0,05
0,04
0,04
0,05

0,02
5,43

0,01

0,57

0,14
34,25

0,08

0,01

0,45
0,15
0,21

37,83
0,09
0,03

0,01

0,03

0,03
0,03
0,03

0,01
0,02
7,64

0,14

0,97

0,4
37,36

0,09
0,09
0,02

0,02
0,35
0,19
0,22

30,51
0,18
0,24

0,01

0,03
0,01
0,03
0,04
0,17

3,97

0,02

0,01

0,21
36,69

0,06

0,01

0,2

40,14
0,33
0,01

0,03

0,01

4,07

39



trans- a-Bergamoteno 1435 14322 0,02 0,02 0,02 0,02

a-Humuleno 1551 14522 0,26 0,33 0,3 0,58 0,3 046 049 025 045 071 035 035
E-Nerolidol 1562  1561¢ 0,05 0,06 0,04 004 003 005 005 004 005 004 003 004
Oxido de Cariofileno 1582 15822 141 1,55 2,04 255 2,09 201 272 141 198 222 1,35 1
Epdxido de Humuleno
I 1608 16088 0,07 0,08 0,09 014 0,09 0,1 014 007 0,1 012 007 005
Cariofila-4(12),8(13)-
dien-5-a-ol 1632 1639° 0,2 0,15 0,28 023 028 026 076 019 028 024 009 0,09
Cariofila-4(12),8(13)-
dien-5-p-ol 1635  1639* 0,64 0,46 0,85 0,7 08 084 215 0,6 0,83 074 0,3 0,34
Pogostol 1653 16512 0,17 0,14 0,19 027 0,19 0,2 038 017 0,2 032 021
14-hidroxido-9-epi-(E)-
Cariofileno 1670 1668 0,16 024 021 056 015 019 0,07
Eremofileno 1737 17342 0,1
Abietatrieno 2054  2055% 0,08 0,15 0,13 0,2 0,12 0,1 028 008 012 018 009 0,07
Hidrocarbonetos de Monoterpenos 1521 2072 1280 1585 1203 1319 643 1694 1386 1069 2042 1216
Monoterpenos Oxigenados 7502 69,41 74,24 69,78 7523 7301 7401 7419 7164 7339 7011 77,72
Hidrocarbonetos de Sesquiterpenos 309 389 3,79 653 385 618 672 313 592 838 432 442
Sesquiterpenos Oxigenados 2,70 2,44 3,49 3,93 3,78 3,67 6,76 2,63 3,44 3,97 2,12 1,52
Qutros
0,41 0,44 0,29 046 030 023 039 034 031 034 035 046
Total

96,43 96,90 94,61 96,55 9519 96,28 9431 97,23 9517 96,77 97,32 96,28

Legenda: IR(C): indice de retencéo calculado; IR(L): indice de retencio da literatura de acordo com Adams, 2007; indice de retengdo de acordo com Mondello, 2011.
Fonte: o autor (2021).



Tabela 3 - Composicao do 6leo de D. riparius referente ao estudo circadiano, periodo novembro de 2019 e maio de 2020

Novembro — 2019 Maio-2020

IR(C) IR(L) Constituintes 6h 12h 15h 18h 6h 12h 15h 18h
846 846° 2E-Hexenal 0,01 0,01 0,01 0,01
849 8502 3Z-Hexenol 0,03 0,04 0,04 0,04 0,05
858 8542 2E-Hexenol 0,01
861 8632 n-Hexanol 0,01 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
906 906? Santolina Trieno 0,63 0,74 0,48 0,57 1,31 1,26 0,06 0,93
925 9242 a- Tujeno 0,82 0,98 0,67 0,75 0,88 0,70 0,05 0,72
932 9322 a- Pineno 0,18 0,24 0,16 0,17 0,31 0,30 0,02 0,25
945 9452 o- Fencheno 3,87 4,20 3,10 3,08 6,05 571 0,41 4,79
950 9462 Canfeno 0,11 0,14 0,08 0,10 0,25 0,17 0,01 0,14
950 9582 6-metil-Heptan-2-ol 0,14
972 9692 Sabineno 0,06 0,07 0,06 0,06 0,06 0,07 0,07
976 9742 B- Pineno 0,02 0,03 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03
989 988? Mirceno 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02
993 9942 Mesitileno 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
999 10002 n-Decano 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02
1004 10022 a- Felandreno 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
1016 10142 a- Terpineno 0,29 0,41 0,41 0,39 0,44 0,32 0,09 0,42
1023 10202 o-Cimeno 3,06 4,10 3,25 3,59 2,30 2,32 0,47 2,60
1027 10242 Limoneno 1,08 1,53 1,22 1,18 1,24 1,08 0,22 1,20
1030 10262 1,8-Cineol 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
1035 10322 (2)-B-Ocimeno 0,22 0,29 0,25 0,31 0,24 0,09 0,32
1045 10442 (E)-B-Ocimeno 0,33 0,06 0,07 0,02
1057 10542 v-Terpineno 1,04 1,35 1,33 1,28 1,27 1,17 0,37 1,36

cis- Hidrato de Sabineno

1065 1065% (IPP vs OH) 0,04 0,08 0,06 0,04 0,04 0,05 0,02 0,03



1099
1119

1120
1122
1133
1138
1166
1176
1182
1190
1224
1227
1237

1253

1255
1294
1300
1308
1391
1402
1406
1419
1551
1562
1582
1608

1632

10982
11142

11192
11192
11332
1136°
11652
11742
11792
11862
12182
12272
12342

12502

12522
12892
12982
1306°
1389°
14032
14002
14172
14522
15612
15822
16082

16392

trans- Hidrato de
Sabineno (IPP vs OH)

endo-Fenchol
trans-p-Menta-2,8-dien-1-
ol

trans- Hidrato de Pineno
cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol
trans-p-Menta-2-en-1ol
Borneol

Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol
a-Terpineol<

Acetato de endo-fenchila
Nerol

Ascaridol

cis- Piperitona epdxido
(epoxido vs. IPP)

trans- Piperitona epoxido
(epoxido vs. IPP)

Timol

Carvacrol

Isoascaridol
B-Elemeno

Metil eugenol
B-Longipinene
E-Cariofileno
a-Humuleno
E-Nerolidol

Oxido de Cariofileno

Epoxido de Humuleno 11
Cariofila-4(12),8(13)-
dien-5-a-ol

0,45
35,67

0,07
0,08

0,01
0,02
0,39
0,15
0,17
40,74
0,06
0,08

0,01
0,03
0,04
0,07

4,77
0,39
0,02
1,79
0,08

0,15

0,25
35,33

0,10
0,02

0,03
0,51
0,23
0,23
35,96
0,10
0,08

0,02

0,05
0,04
0,05
0,07

4,67
0,43
0,05
2,11
0,12

0,20

0,21
35,88

0,09
0,08

0,02
0,51
0,19
0,23
36,13
0,09
0,07

0,02

0,05
0,03
0,05
0,06
0,01

0,02
6,40
0,58
0,04
2,27
0,12

0,24

0,17
34,65

0,01

0,20
0,25
37,66
0,09
0,09

0,02

0,06
0,03
0,05
0,07

0,02
6,05
0,53
0,04
2,25
0,12

0,21

0,14 0,16
31,74 36,58
0,10 0,14
0,07 0,07
0,02
0,01
0,29
0,12 0,14
0,15 0,16
39,84 40,24
0,12 0,13
0,11 0,17
0,01 0,03
0,02
0,03 0,05
0,03 0,03
0,07 0,11
0,03 0,02
2,88 1,92
0,23 0,14
0,02
1,44 1,29
0,07 0,05
0,25 0,15

0,12
31,68

0,05

0,29
0,09
0,19
48,45
0,19
0,13

0,02

0,05
0,05
0,09
0,02
0,05

5,43
0,49
0,03
2,42
0,11

0,38

0,14
34,36

0,11
0,07

0,01
0,40
0,15
0,20
39,25
0,14
0,09

0,03

0,04
0,03
0,06
0,01
0,06

3,24
0,27

1,60
0,07

0,22
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Cariofila-4(12),8(13)-

1635 1639? dien-5-p-ol 0,54 0,62 0,73 0,68 0,80 0,56 1,27 0,72
1653 16512 Pogostol 0,21 0,27 0,32 0,28 0,29 0,17 0,49 0,26
14-hidréxido-9-epi-(E)-
1670 1668° Cariofileno 0,11 0,20 0,19 0,20 0,11 0,31 0,18
1737 17342 Eremofileno 0,02 0,68 0,21 0,56 0,95
2054 20552 Abietatrieno 0,07 0,03 0,17 0,16 0,08 0,04
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 11,38 14,15 11,17 11,46 14,48 13,46 1,84 12,86
Monoterpenos Oxigenados 78,09 73,17 73,78 73,40 72,90 78,08 81,42 75,12
Hidrocarbonetos Sequisterpénicos 5,16 5,10 7,01 6,60 3,11 2,06 5,94 3,52
Sesquiterpenos Oxigenados 2,92 3,37 3,92 3,77 3,75 2,54 5,57 4,00
Outros 0,13 0,13 0,27 0,26 0,14 0,07 0,22 0,20
Total 97,68 95,92 96,15 95,49 94,38 96,21 94,99 95,70

Legenda: IR(C): indice de retencdo calculado; IR(L): indice de retencdo da literatura de acordo com Adams, 2007; indice de retencdo de acordo com Mondello, 2011.

Fonte: o autor (2021).
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Os componentes do 6leo essencial da espécime D. riparius com teor acima de 6% foram

identificados de acordo com os cromatogramas de ions (Figura 8) e massas (Figura 9).

Figura 8 - Cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Dizygostemon riparius
Fonte: o autor (2021).

[Tl
: A
£00 750 100.0 1250 1500 1750 2000
-
B -
rad
13
1 J | Ir ‘ |
33 ar
] E >
s |. 1 ,l:]ll K’|.|1| TP IL‘ [ | I T ‘:'
00 750 1000 1250
C =
rad
e
P
233
st .
l| ID 10 - e =
500 1250 1500
=
D ..
74
13
=
20 o - 15
41 s P o I |
|| . N 1y Al i, Alhfe I.|I 23 ] . 1
500 750 1000 1250 150.0 1750 2000

Figura 9 - Espectros de massas dos componentes do 6leo essencial da Dizygostemon riparius acima de 6% de
composigdo. A: do E — cariofileno; B: a-fencheno; C: endo-fenchol e D: acetato de endo-fenchila
Fonte: o autor (2021).

A proposta de fragmentagdo dos compostos ocorre a partir da perda de grupamentos por
meio de ionizagdo por elétrons, com energia do feixe de elétrons em 70 eV. O composto E-
cariofileno apresentou m/z 204, evidenciado pelo espectro de massa (Figura 9A). O ion

molecular m/z 204 se fragmenta e ocorre a perda da metila radicalar, originando o pico em m/z
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189. Novas fragmentac6es na molécula ocorrem (Figura 10), a partir do cétion radical 189
formado, com sequéncia de rearranjos e eliminacdo de moléculas neutras (SILVA et al., 2010).

O pico em m/z 175 é formado a partir da eliminacdo do grupo (-CH.). O fragmento
ainda pode sofrer eliminacéo de outro grupo (-CH4), formando novo fragmento em m/z 161. O
sinal em m/z 133 € originado a partir da elimina¢do de uma molécula neutra de eteno (28 Da).
O fragmento sofre novas fragmentacdes, originando novos picos de fragmentos, sendo o sinal
formado em m/z 79, com perda do grupo (C4Hs) (SILVA et al, 2010). O sinal em m/z 55 é
formado através da perda de uma mdlecula neutra de eteno (C2H2) oriunda do m/z 79, e o
fragmento m/z 55 origina um outro sinal m/z 41, pois a perda de um grupo radical (CHz). E
outra possibilidade forma o pico base, sinal mais intenso em m/z 93, através da perda do grupo
(CsHe). A terceira possibilidade ¢ a eliminacdo do grupo (C2Hs) e formacéo do fragmento em
m/z 105. O pico em m/z 147, formado a partir da perda de um grupo (CH2) do fragmento m/z
161.

- - CH,4

MM =204

m/z 204

N eg ==

m/z 189

P ENes =

m/z 161 m/z 147

+

[ﬁ /

m/z 105 \
m/z 133

m/z 93
| l pico base
—b
m/z 41

m/z 55

miz 79
Figura 10 - Proposta de fragmentagdo por espectro de massa do E-cariofileno
Fonte: o autor (2021).
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O composto a-fencheno apresentou massa de 136 Da, mostrado pelo espectro de massa
(Figura 9B). O ion molecular [M*] 136 fragmenta-se, ocasionado a eliminacdo do radical
metila, originando o fragmento em m/z 121. O fragmento em m/z 121 sofre fragmentacdo,
seguida da eliminag&o do grupo (CsHe), originando o fragmento em m/z 79 (Figura 11).

O pico em m/z 41 é formado pela perda de um grupo (C7H11) do composto ion molecular
(m/z 136). O ion molecular, também, pode sofrer outra forma de fragmentacéo, a partir da
quebra da parte do ciclo, com perdas de hidrogénio (H) e uma molécula neutra de propeno

(C3Hs), originando o pico base, estrutura mais intensa e estavel do espectro em m/z 93.
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l 'C7H18

M/Z = 136 MIZ=19

+
/\
M/Z =41
+ H;C - C*=CH,

- CH,

B

M/Z =93
Pico Base

Figura 11 - Proposta de fragmentacdo por espectro de massa do a-fencheno
Fonte: o autor (2021).
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O composto endo-fenchol apresenta massa de 154 Da, mas o pico do ion molecular é
inexistente, com presenca de pico muito fraco M-2 em m/z 152, devido pela perdas de dois
hidrogénios (H) demonstrado pelo espectro de massa (Figura 9C). O fragmento em m/z 152
sofre rompimento das ligagdes do ciclo, perdendo um grupo (CsHy), originando um fragmento
com sinal em m/z 79 (Figura 12).

O ion molecular [M*] 154 fragmenta-se, ocasionado a eliminagdo de uma molécula de
agua (H20), originando o fragmento em m/z 136. O fragmento em m/z 136 sofre fragmentagéo,
seguida da eliminagdo do radical metila (CHas), originando o fragmento em m/z 121. O ion
molecular sofre outra forma de fragmentacéo e origina o pico base, sinal mais intenso, em m/z

81 e uma molécula neutra (C4HsO).

CH, CHs + CH; H
OH *OH
- - +
¢ jq\ H,0 + H,0
CHj Ctli-(H *CH,
HsC

H;C H,C
endo-fenchol M/Z =154 M/Z = 136
CHs CH, H
H-
= CHZ +
—_—
CH,

/ HsC M/Z=121 CHs

CH,

- CgHy ” QﬁCHZ
—* H;C-C-*CH-OH +
M/Z =171
HsC Pico base M/Z = 81
M/Z =152 Pico Base

Figura 12 - Proposta de fragmentacdo por espectro de massa do endo-fenchol
Fonte: o autor (2021).

O composto de acetato de endo-fenchila apresentou massa de 196 Da, gerando ion
molecular [M*] 196 (Figura 9 D) que sofre diversas fragmentacdes, com sequéncias de

rearranjos e eliminacédo de particulas neutras (Figura 13). O sinal em m/z 154 ¢ fraco, que foi
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gerado pela perda do grupo (C2H20), a partir do ion molecular m/z 196. O fragmento do ion
molecular, ainda sofre novas fragmentacdes, gerando novo fragmento em m/z 136 e uma
molécula neutra (C2H40.), 0 &cido etanoico. Segunda possibilidade de fragmentagdo do pico
em m/z 196, originando o fragmento em m/z 43, com perde do grupo (C1oH170).

O pico em m/z 154 sofre fragmentagéo, com eliminagéo do grupo (C4HsO) produzindo
0 pico base, sinal estavel, em m/z 81. O sinal em m/z 136 sofre fragmentac&o que origina novo
fragmento em m/z 121. Este fragmento perde radical (CH-), originando fragmento em m/z 107.
O fragmento em m/z 107 sofre fragmentacdo, perde radical (CH2) e origina o fragmento em

m/z 93.

C—CHs CHs

R I g
e ) 2 = CHjH;;0 g+ +
—_—
CH; M/Z = 43 CH;
HLC
Acetato de endo-fenchila
CHj
o CH,_
Y L
[e]
CH;
H,C
- GH0 C,H40ﬂ
ib *t HC- C 0

H;C H;C
M/Z =154 M/Z =136

|

Z 2 AX + H,C=C-CH,
=121

M/Z =121
1

.
—_—
M/Z =81 =107 M/Z =93

Pico Base

Figura 13 - Proposta de fragmentagdo por Espectro de Massa do acetato de endo-fenchila
Fonte: o autor (2021).
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As condic¢Bes climéticas, no periodo sazonal, que exerceram maior influéncia nos
conteidos de acetato de endo-fenchila e endo-fenchol foram precipitacdo e radiacdo solar.
Sendo a precipitacdo relacionada diretamente a producdo do constituinte acetato de endo-
fenchila e inversamente a producdo do endo-fenchol, a radiacdo é relacionada diretamente a
producdo do endo-fenchol e inversamente ao acetato de endo-fenchila (Tabela 4).

Segundo Morais (2009) a intensidade da luminosidade é um fator que influencia a
concentracdo e a composicdo dos Oleos essenciais. Esse fator & necessario para o
desenvolvimento dos tricomas glandulares (estruturas vegetais que biossintetizam e armazenam
0 Oleo essencial) de algumas espécies de plantas. Moraes e Souza (2007) estudando a espécie
Tournefortia paniculata (Boraginaceae), propuseram que fatores ambientais influenciam na
biossintese de metabdlitos secundarios e que a rota biossintética desses metabdlitos pode ser
desviada de acordo com a necessidade fisioldgica da planta.

No estudo circadiano, o teor médio dos constituintes principais do acetato de endo-
fenchila (37,62+2,21%) e endo-fenchol (35,38+0,54%) do més de novembro, comparando com
teores do més de maio de acetato de endo-fenchila (41,95+4,36), endo-fenchol (33,59+2,35%)
ndo houve diferenca estatistica ente os constituintes nos dois periodos (Figuras 14 e 15).

Em estudos realizados com o 6leo essencial de Virola surinamensis por Lopes et
al., (1997), eles avaliaram a influéncia da sazonalidade no rendimento e composi¢do quimica
do 6leo da espécime e concluiram que ndo houve variacdo no rendimento do dleo essencial nas
diferentes épocas do ano e nos horarios de coleta analisados, contudo, 0s componentes tiveram
sua proporcdo relativa alterada significativamente.

Tabela 4 - Correlag@es existentes entre os contetidos de acetato de endo-fenchila e endo-fenchol com os
parametros climéticos

Parametros climaticos  endo-Fenchol  Acetato de endo-Fenchila

Precipitacdo -0.434* 0.361*
0.158 0.250

Temperatura -0.049 -0.158
0.881 0.624

Umidade -0.095 0.172
0.769 0.592

Radiacdo 0.393* -0.388*
0.206 0.213

Legenda: Contetdo da Célula - Correlacdo de Pearson Valor-p. *Significancia p < 0,05/
Fonte: o autor (2021).
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Figura 14 - Dados obtidos para o endo-fenchol referente a média das coletas durante as estagdes chuvosa e seca
Fonte: o autor (2021).
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Figura 15 - Dados obtidos para o acetato de endo-fenchila referente a média das coletas
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durante as esta¢fes chuvosa e seca
Fonte: o autor (2021).

Dizygostemon riparius € uma planta ciliar que apresenta 6leo essencial com rendimento

médio anual de 2,77%, demonstrando varia¢do quantitativa de seus constituintes majoritarios

devido a influéncia da precipitagdo. Também pode ter relacdo com a disponibilidade hidrica do

local da coleta, influenciando na producéo de metabolitos secundarios com correlagéo positiva
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ao constituinte acetato de endo-fenchila e com correlacdo negativa ao componente endo-
fenchol.

O fator radiacdo solar interfere diretamente no crescimento e desenvolvimento da
planta, sendo fundamental a producéo da fitomassa do vegetal. Que consequentemente, pode
alterar significativamente na producdo de metabdlitos secundarios e provocar variagao no teor
dos componentes do 6leo essencial. Como visto na Tabela 4 e nas figuras 9 e 10, o acetato de
endo-fenchila diminui a concentracdo em relacdo a radiacdo, enquanto o endo-fenchol aumenta
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009).

5.3 Variabilidade na Composicéo do Oleo

Para avaliar a variabilidade quimica durante o ritmo circadiano, as técnicas de analise
multivariada de PCA (Principal Component Analysis) e HCA (Hierarchical Cluster Analysis)
foram aplicadas as classes de compostos presentes nos 6leos, com teor > 0,5%, relativos aos
hidrocarbonetos monoterpénicos (MH), monoterpenos oxigenados (MO), hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (SH) e sesquiterpenos oxigenados (SO).

A andlise HCA, considerando as distancias euclidianas e ligacdes completas, confirmou
a formacdo de dois grupos distintos, como observado no dendograma da Figura 16, com
similaridade zero% em 15h (maio) e de 33,33% entre as demais amostras. Os grupos foram
caracterizados no grupo |, més de novembro, estacdo seca com maior teor médio dos
componentes: endo-fenchol (35,38%), (E)-cariofileno (5,47%), a-cimeno (3,5%), 6xido de
cariofileno (2,11%), limonemo (1,25%), y-terpineno (1,25%) e a-tujeno (0,81%). O grupo I,
més de maio, estacdo chuvosa com maior teor médio dos componentes: acetato de endo-fenchila
(41,95%), a-fencheno (4,24%), santolina trieno (0,89%) e cariofila-4(12),8(13)-dien-5-p-ol
(0,84%). As amostras do grupo I (15h (novembro) e 18h (maio)), evidenciaram uma grande
similaridade, concordancia entre as amostras e maior dependéncia em relagdo aos seus
percentuais. Também o grupo Il (6h (maio) e 18h (maio)) apresentou similaridade,
concordancia entre as amostras com dependéncia em relagcdo aos seus percentuais. A amostra
15h (maio) apresentou uma dispersdo muito elevada, sendo que o teor dos seus constituintes
neste horario mostrou-se bem distante em relacdo aos percentuais de outras amostras. Esta
dispersdo, pode ter relacdo com alguma forma da genética da planta, a mesma que gera
constituintes diferentes. Os 0leos que séo extraidos da parte herbacea da planta, sendo esta

plantada no mesmo local, pode obter 6leos com diferentes concentragcdes dos componentes. A
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producdo ndo é uniforme e pode ser diferente por algum motivo, como por exemplo, a

infestacdo de fungo no solo.
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Figura 16 - Dendrograma representando a relagéo de similaridade da composigéo dos 6leos de D.
riparius no estudo circadiano durante as esta¢bes chuvosa (maio) e seca (novembro)
Fonte: o autor (2021).

Os componentes principais (PC1 e PC2) representaram uma variacdo de 90,8% na
analise de PCA. O PC1 apresentou 60,6% e o PC2 justificou 30,2% da variabilidade (Figura
17). Esse valor percentual indica quéo correto estd o agrupamento, pois quanto maior o fator
melhor é a resolucdo e menor sera a perda de informac6es de dados durante o agrupamento das
amostras (NETO, 2011). Sendo assim, o periodo seco (novembro) com maior teor médio de
concentracdo de constituintes dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos (5,88%) do que o periodo
chuvoso (maio) com (3,22%). Mas o periodo chuvoso (maio) apresentou maiores médias
porcentuais nas classes hidrocarbonetos monoterpénicos (13,16%), monoterpenos oxigenados
(76,60%), sesquiterpenos oxigenados (3,88%) do que no periodo seco MH (11,42%), MO
(73,59%) e SO (3,57%), respectivamente. Em relagdo a amostra do horario de 15h (maio),
observou-se que a quantidade dos constituintes identificados neste horario foi discrepante, ndo
tendo uma relacdo maéssica de percentual proxima das demais amostras. Por exemplo, a média
dos constituintes do periodo chuvoso, nos demais horarios, possuem valores muitos distantes
da amostra de 15h (maio). Os componentes quimicos apresentaram como media em seus teores
nos seguintes horarios 6, 9, 12 e 18h no periodo chuvoso, respectivamente, acetato de endo-
fenchila (41,95%), a-fencheno (4,24%), santolina trieno (0,89%) e cariofila-4(12),8(13)-dien-
5-B-ol (0,84%). J& 0 horério das 15h obteve os percentuais para acetato de endo-fenchila (48%),
a-fencheno (0,41%), santolina trieno (0,81%) e cariofila-4(12),8(13)-dien-5-B-ol (1,27%). Essa
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diferenca de concentragdo da amostra das 15h (maio) pode ser causado por a planta interagir
com fungos e bactérias, e possuir diferencas entre elas, ndo obtendo produgdo uniforme e
podendo ser diferente por algum motivo, ndo identificado visualmente, como infestacdo de
microrganismos que causem alguma alteracdo na producdo de metabdlitos secundarios, como

as concentracdes dos seus volateis (TAIZ et al., 2017).
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Figura 17 - Biplot (PCA) resultante da analise dos constituintes do dleo de D. riparius no estudo circadiano
durante as esta¢6es chuvosa (maio) e seca (novembro)
Fonte: o autor (2021).

Sabe-se que a composicdo e o rendimento dos Oleos essenciais podem variar,
dependendo do local, hora do dia, sazonalidade, como também a fatores genéticos e
geograficos, invasdo de predadores (herbivoria e patdgenos), assim como solos (fatores
edaficos) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007, COSTA et al.,, 2020). Portanto, esses perfis
quimicos diferentes devem estar associados a fatores ambientais existentes nos locais de coleta.
Na analise de PCA foi dividido em dois grupos. Sendo o grupo | constituido de componentes
com maiores rendimentos no periodo seco, que sdo endo-fenchol, (E)-cariofileno, a-cimeno,
oxido de cariofileno, limonemo, y-terpineno e a-tujeno. O grupo 11 é constituido por acetato de
endo-fenchila, a-fencheno, santolina trieno e cariofila-4(12),8(13)-dien-5--ol que possuem
maiores rendimentos no periodo chuvoso. Nao houve variagdo no rendimento de 6leo essencial
nas diferentes estagcdes do ano e horario de coleta. No entanto, a média relativa dos componentes
do volatil se alterou significamente para alguns compostos. O conhecimento desta variagdo na
composic¢do do 6leo de D. riparius é essencial do ponto de vista ecoldgico e taxondmico, com

vistas a0 manejo e uso econdémico das especies.
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7 CONCLUSAO

Em média o rendimento de OE de D. riparius foi de (2,88 + 0,5 %) no periodo seco e
de (2,66 £ 0,8 %) no periodo chuvoso, ndo apresentando diferenca estatistica significativa. Os
parametros ambientais ndo mostraram correlacdo com rendimento de 6leo, mas a precipitacéo
e a radiacéo solar apresentaram relagédo com o teor do acetato de endo-fenchila e endo-fenchol,
seus componentes principais. O estudo circadiano, apresentou somente variagdo quantitativa
em sua composic¢ao quimica, com maior concentracdo dos hidrocarbonetos monoterpénicos,
monoterpenos oxigenados, hidrocarbonetos sesquiterpénnicos e sesquiterpenos oxigenados de
94,01% no horario de 6h do més de novembro, menores concentracées, 90,09%, no horario das
6h do més de maio.

O teor médio do acetato de endo-fenchila foi maior no periodo chuvoso do que no seco,
o0 teor médio de endo-fenchol foi maior no periodo seco e menor no chuvoso. Sabendo que ha
uma produtividade significativa de OE nos dois periodos (seco e chuvoso), e que seus
componentes majoritarios (acetato de endo-fenchila e endo-fenchol) séo produzidos em maior
e menor quantidade em periodos distintos, indicando que esta planta pode ser utilizada como
fonte renovavel destes compostos. O conhecimento da variacdo quantitativa que ocorre no perfil

quimico de OE do espécime é essencial para sua exploragcdo econdmica.
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ANEXO A — Exemplar de Dizygostemon riparius e principais constituintes do seu 6leo

essencial
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Fonte: o autor (2021).
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