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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia para a coleta de compostos organicos
volateis (COV) tendo sua aplicacédo sido direcionada para estudos de ecologia quimica, sendo
para tanto, realizados varios testes de 6timizacdo do metodo, fazendo uso de Gleos essencias
de composicdo quimica conhecida como modelo. A identificacdo desses compostos foi feita
em GC - MS. A metodologia consiste na utilizacdo de cartuchos de poliestireno, empacotados
com adsorvente Carboxen 569, acoplado a uma bomba de vacuo portéatil usada para aspirar
aos volateis em estudo por meio de fluxo de ar para o interior do cartucho. As variaveis
otimizadas neste estudo foram: tipo de adsorvente, tempo de coleta, massa de adsorvente,
tempo de conservacdo da amostra, concentragcdo da amostra, reuso e seletividade do cartucho.
Os semioquimicos, que sdo as moléculas alvo desse estudo, apresentam baixa massa
molecular e sdo produzidos pelo metabolismo secundéario das plantas, sendo seu estudo de
suma importancia para a compreencédo das interagfes entre as plantas e 0s outros seres Vivos.
Foram também realizados testes in situ das espécies de dendé africano Elaeis guineensi Jacq.,
e dendé americano Elaeis oleifera (Kunth) Cortés, e do hibrido interespecifico, resultante do
cruzamento entre as duas espécies citadas, com o intuito de relacionar a atracdo de
polinizadores com a liberacdo de substancias especificas que podem estar em maior ou menor
grau, dependendo da espécie. Além dessa aplicacdo também foi realizado o estudo de
dinamica circadiana da espécie Ocimum basilicum com o objetivo de validar o funcionamento
do sistema. O resultado desse estudo demonstrou o0 comportamento de emissdo de volateis
durante o periodo de 8:00 as 18:00 h com intervalo de coleta de amostras a cada duas horas.
Os resultados gerais obtidos foram significativos, sendo identificado um total de 55
substancias, 0 que corresponde a 75,34% das substancias estudadas nos 6leos essencias. O
método de andlise in situ desenvolvido mostrou ampla aplicabilidade permitindo analisar o
perfil de liberacdo desses semioquimicos nas espécies estudadas. Portanto, o trabalho
realizado abre caminho para as mais diversas aplicacbes em estudos de ecologia quimica,
principalmente no que se refere a estudos com plantas vivas, ou seja, tem-se uma abordagem

mais fiel a realidade dos mecanismos metabolicos envolvidos nas relagdes planta — ambiente.

Palavras-chave: Semioquimicos, Ecologia Quimica, COV, Carboxen, GC - MS.



ABSTRACT

This work developed a new methodology for collection of volatile organic compounds
(VOCs) having its application been directed at chemical ecology studies, and to do so, made
several optimization tests of the method, making use of essential oils chemical composition
known as model. The identification of these compounds was made in GC - MS. The
methodology consists of the use of polystyrene cartridges, packed with adsorbent Carboxen
569 coupled to a portable vacuum pump used to suck the volatiles under study by means of
air flow into the cartridge. The optimized variables in this study were: type of adsorbent
collection time, mass of adsorbent, the sample retention time, sample concentration, and reuse
cartridge selectivity. Semiochemicals, which are the target molecules of this study, have low
molecular weight and are produced by the secondary metabolism of plants, and its study of
paramount importance for the comprehension of the interactions between plants and other
living things. Were also carried out tests in situ species of African palm Elaeis guineensi
Jacg., And American Elaeis oleifera palm (Kunth) Cortés, and interspecific hybrid resulting
from a cross between the two species mentioned, in order to relate the attraction of pollinators
with the release of specific substances which may be greater or lesser degree, depending on
the species. In addition to this application it was also performed the circadian dynamics study
of Ocimum basilicum species in order to validate the operation of the system. The result of
this study demonstrated the volatile emission behavior during the period from 8:00 to 18:00
with sample collection break every two hours. The overall results obtained were significant,
with a total of 55 identified substances, which corresponds to 75.34% of the studied
substances essential oils. The analysis method developed in situ showed broad applicability
possible to analyze the release profile of these semiochemicals in the studied species.
Therefore, the work paves the way for various applications in chemical ecology studies
mainly with regard to studies with live plants, so, there is a more faithful approach the reality

of the metabolic mechanisms involved in plant - environment relationships.

Keywords: Semiochemicals, Chemical Ecology, VOC, Carboxen, GC - MS.
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1. INTRODUCAO

A busca por novas tecnologias e concepc¢des inovadoras, que sejam menos
agressivas ao meio ambiente e a salde humana, tem crescido nos ultimos anos. 1sso por que a
sociedade estd cada vez mais envolvida com o desenvolvido sustentavel de atividades
produtivas. Nesse contexto, tem-se desenvolvido um grande interesse nos estudos de
estratégias ecoldgicas e sustentaveis para o aperfeicoamento de praticas agricolas (ZARBIN et
al., 2013).

Dentre essas praticas agricolas encontra-se a polinizacdo. Um processo natural e
de suma importancia para perpetuacdo da espécie, que pode ser otimizado através de
estratégias ecoldgicas que induzem o aumento da populagdo de insetos polinizadores por meio
de substancias, denominadas de semioguimicos, responsaveis por atrair esses insetos.

A importancia da polinizacdo pode ser observada em plantacdes do dendé, planta
do género Elaeis, que possui duas espécies de interesse agrondmico e econémico: Elaeis
guineensi Jacg., denominado dendé ou palma africada e Elaeis oleifera (Kunth) Cortés,
denominada caiaué ou palma americana (GOMES, 2011). O dendezeiro ou palma de dleo
africana é a principal fonte mundial de Oleo vegetal, tem importante papel na economia
nacional e € também uma das melhores op¢fes para producdo de bioenergia nas condigdes
agroecolégicas da Amazonia (KRUG et al., 2013). Com o intuito de melhorar as qualidades
econdmicas do dendé, foi criado um hibrido interespecifico resultante do cruzamento entre
caiaué e o dendezeiro. Entretanto, esse hibrido, apesar de resistente a doencas, apresenta baixa
taxa de fecundacdo, o que diminui a producdo do 6leo (MOURA et al., 2013). A fecundacéo é
uma conseqiiéncia da polinizacdo, portanto, a substancia responsavel por atrair insetos
polinizadores deve, supostamente, ser produzida em baixas concentragcdes por esse hibrido
interespecifico.

Para a planta, esses semioquimicos sdo compostos organicos volateis produzidos
naturalmente pelo metabolismo secundario da mesma e tem papéis importantes nas interagdes
ecoldgicas entre as plantas e os outros seres vivos, podendo atuar muitas vezes como
mecanismo de defesa (ZARBIN et al., 2013).

Para melhor entender a ecologia e a biossintese desses compostos € necessario
realizar a coleta dessas substancias por headspace e a analise em cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa, entretanto, este trabalho faz uso de uma nova
metodologia que consiste na captura desses volateis por adsorcéo, sendo para tanto, utilizado

cartuchos de poliestireno preenchidos com adsorventes obtidos comercialmente e a dessor¢ao



13

feita por meio de solvente hexano. Essa nova metodologia foi submetida a varios testes com o
intuido de assegurar a confiabilidade no método.

O mecanismo da adsor¢do consiste na tendéncia das moléculas da fase fluida
interagir com a interface de um sélido denominado adsorvente. Essas interacdes
intermoleculares espontaneas estdo diretamente relacionadas com a natureza do material
precursor utilizado para a producdo do adsorvente e suas caracteristicas fisico-quimicas, assim
como as caracteristicas fisico-quimicas da fase fluida. (OLIVEIRA, 2014).

Neste contexto o presente trabalho objetivou desenvolver e otimizar um novo
sistema de coleta in situ de compostos organicos voléateis e verificar a aplicacdo desse método
em plantac6es do dendé, fazendo uma comparacdo entre as espécies e a sua possivel relacéo
com a atracdo de polinizadores através de substancias especificas que podem estar em maior

ou menor grau, dependendo da espécie e com isso apresentar baixos indices de fecundacdo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Compostos Organicos Volateis de plantas

Os compostos organicos volateis apresentam vérias fungdes eco-fisiologicas na
natureza, sendo que, para as plantas, esses compostos estdo relacionados com o mecanismo de
defesa e com o sistema de comunicacdo entre a palnta e 0 meio ambiente (ZARBIN et al,
2013). As substancias quimicas utilizadas na intermediacdo de relagdes de seres vivos, em
geral, sdo denominadas semioquimicos, o que significa “sinais quimicos”, podendo ser estes
aleloguimicos ou feromdnios, dependendo da acdo que provoquem. Os aleloquimicos séo de
acdo interespecifica e os feromonios sdo substancias quimicas de acdo intraespecifica. E
através da deteccdo e emissdo destes compostos que 0s insetos encontram parceiros para o
acasalamento, alimento ou presa, escolhem local de ovoposicdo, se defendem contra
predadores e organizam suas comunidades, no caso dos insetos sociais (ZARBIN;
RODRIGUES; LIMA, 2009). A classificacdo dos semioquimicos esté ilustrada na Figura 1.

Figura 1: Classificacdo dos semioquimicos

Semioquimicos

- h g N
Aleloquimicos Feromonios

g — B B N ( . g N
UCairoménio UAloménio Usinoménio U Sexual ’U Trilha ’U Agregacdo U Alarme ’

Fonte: Adaptado de ZARBIN; RODRIGUES; LIMA (2009)

Os feroménios fazem parte de um universo bastante amplo de comunicagédo
guimica entre os insetos, sendo classificado de acordo com 0s comportamentos que estes
compostos produzem no receptor da mensagem. Os comportamentos mais comuns mediados
por feromonios sdo: a atragdo de individuos do sexo oposto para acasalamento, denominados
de feromonios sexuais; a agregacgdo de individuos de ambos 0s sexos para um local especifico
para alimentacdo e/ou de acasalamento, através de feromonios de agregacdo; a demarcagdo de
espaco ou formacéo de trilhas, comportamento comum em formigas, através de feroménios
classificados como de marcacdo ou trilha. Além destes, insetos sociais utilizam uma variedade

de feromonios para organizar as atividades na col6nia. Como o0s aleloquimicos sdo compostos
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que estabelecem comunicagdo quimica entre individuos de espécies diferentes, a sua
classificacdo estd de acordo com quem se beneficia dessa interacdo podendo ser: cairomonios,
quando o beneficiado € o individuo receptor; aloménios, quando o que se beneficia 0 emissor
e de sinomonios quando os dois sdo beneficiados (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).

2.1.1 Terpenos

Os terpenos pertencem a classe de substancias que sdo mais comumente
encontradas em volateis de plantas. Abrangendo uma grande variedade de substancias de
origem vegetal, os terpenos sdo diferentes tanto em estrutura quanto em forma. Sendo esse
termo empregado para designar todas as substancias formadas por unidades de isopreno. A
unidade isoprénica, por sua vez, origina-se a partir do acido mevalénico (SIMOES et al.,
2007).

Eles sdo classificados de acordo com o numero de unidades de isopreno
condensadas presentes no seu esqueleto de carbono. Quando estes compostos contém

elementos adicionais, usualmente oxigénios, sdo denominados terpendides (TOSCAN, 2010).

Tabela 1 — Classificacdo dos terpenos segundo o nimero de unidades isoprénicas

N° de unidades isoprénicas N° de &tomos de carbono Nome ou classe

1 5 Isopreno

2 10 Monoterpeno
3 15 Sesquiterpeno
4 20 Diterpeno

5 25 Sesterpeno

6 30 Triterpeno

8 40 Tetraterpeno
N n Polisopreno

Fonte: Adaptada de SIMOES et al. (2007)

Os compostos terpénicos mais frequentes nos 6leos volateis sdo 0s monoterpenos
(Figura 2, p. 16), cerca de 90%, e os sesquiterpenos (SIMOES et al., 2007).



Figura 2 - Exemplos de compostos organicos volateis de plantas.
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2.2 Métodos para analise de compostos organicos volateis

O crescente interesse cientifico das areas de bioquimica, fisiologia, ecologia e
quimica pelos compostos orgéanicos volateis tém levado ao desenvolvimento de uma
variedade de sistemas para a coleta e analise desses compostos. Na ultima década, em
especial, a analise de volateis foi melhorada pela criacdo de instrumentos de bancada
relativamente baratos, mas aplicdveis a técnica de cromatografia a g&s acoplada a
espectrometria de massas (THOLL et al., 2006).

Os metodos de andlise aplicados aos compostos organicos volateis de plantas tém
como objetivo identificar o perfil quimico de misturas complexas de substancias volateis
emitidas por espécies em resposta a determinados estimulos ambientais. No entanto, a escolha
do sistema mais adequado empregado em experimento de coleta e analise de volateis em
plantas geralmente depende do material vegetal a ser investigado, se serd a planta inteira ou
partes da planta. Também precisa ser decidido se os volateis devem ser analisados a partir de
plantas cultivadas sob condi¢fes de laboratorio ou em seu habitat natural. Outros requisitos
que devem ser levados em consideracdo na escolha de um método para coleta e andlise de
compostos volateis é a simplicidade, a portabilidade, sensibilidade, capacidade qualitativa
e/ou quantitativa e o tempo de aplicacéo da técnica (THOLL et al.,2006).

Para abordagens ecoldgicas ou fisioldgicas relevantes em popula¢@es naturais, a
coleta de compostos organicos volateis em campo exige muitas vezes equipamentos simples,
portatil e robusto. Em comparacdo, os sistemas de captura em laboratério podem incluir a
coleta de amostras assistidas por computador e dispositivos adicionais que podem reduzir a
contaminagdo e ainda controlar a temperatura, a intensidade da luz e a umidade relativa,
fatores que podem interferir significativamente na analise desses compostos e que se
controlados permitem a analise das amostras em resposta a uma Unica variavel (THOLL et al.,
2006).

2.2.1 Técnicas utilizadas para coleta de compostos organicos volateis

O papel dos compostos organicos volateis nos mecanismos envolvendo interagdes
planta — inseto tem despertado um crescente interesse e levado ao desenvolvimento de uma
variedade de técnicas para a coleta e analise desses compostos (HARBORNE, 1998;
MILLAR e SIMS, 1998). A escolha do sistema mais adequado para a coleta de compostos
volateis em plantas depende basicamente do problema bioldgico e do material vegetal a ser
estudado (THOLL et al., 2006). Praticas de coleta e analise de volateis tém sido
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desenvolvidas e utilizadas, técnicas como extragdo por solvente tem sido amplamente
empregadas para coletar volateis de plantas e para elucidacdo de sua atratividade potencial
para varias espécies de mosquitos, com um anico solvente (OTIENOBURU et al., 2012) ou
uma série de solventes (VARGO e FOSTER, 1982; JEPSON e HEALY,1988) utilizados para
extrair compostos florais de diferentes espécies de plantas.

A extracdo por solvente é vantajosa na medida em que é possivel obter o perfil
total de compostos organicos volateis da planta através da variacdo do tipo de solvente
utilizado. No entanto, este método apresenta uma grande limitagdo por ndo fornecer uma
imagem realista do perfil quimico volatil emitido originalmente, pois esse tipo de extracdo
ndo € inteiramente seletivo, extraindo por vezes outros componentes além dos volateis,
portanto, essa limitacdo pode prejudicar a correta identificacdo de moléculas chave nas
relacBes ecoldgicas, prejudicando assim a correta interpretacdo dos fenémenos envolvidos nas
interacbes planta — inseto. Além disso, este método é susceptivel de contaminagdo por
impurezas presentes no solvente.

Outro método que tem sido empregado na coleta de volatil é o headspace estéatico
(OTIENOBURU et al., 2012). Em seu estudo, Otienoburu et al., (2012) adicionou flores de
Asclepiasyriaca em frasco de vidro e coletou os volateis por meio da técnica de headspace
seguida de microextracdo em fase sélida (HS — SPME). Tholl et al., (2006), em trabalho de
revisao, descreve uma variedade de fibras de SPME capazes de adsorver compostos organicos
volateis com ampla faixa de polaridade e com diferentes massas moleculares. O trabalho de
revisao demonstra também que a quantidade de compostos adsorvidos depende da espessura
do revestimento da fibra e da constante de distribuicdo em fase gasosa do analito. Este método
¢ vantajoso na amostragem de compostos organicos volateis de plantas que possuem baixos
fatores de emissdes, muitas vezes associados a baixas concentracfes, outra vantagem dessa
técnica é a eliminacdo do emprego de solventes que podem introduzir impurezas aos
resultados. A principal desvantagem dessa técnica é que ndo se tem uma alta reprodutibilidade
entre as injecBes da amostra, a quantificacdo ndo é possivel em alguns casos, principalmente
guando se trata de uma amostra com vasta gama de compostos com diferentes constantes de
distribuicdo. Outra desvantagem desse método ocorre em situagdes que levem ao acumulo de
umidade e calor no frasco de headspace que podem interferir na fisiologia da planta (THOLL
et al., 2006).

Healy e Jepson (1988) aplicaram a técnica headspace dinamico, para coleta de
volateis em inflorescéncias recém-cortadas de Achillea millefolium, o sistema de amostragem

consistia de um frasco de vidro acoplado a cartuchos empacotados com carvao ativado, sendo
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as substancias volateis adsorvidas em tais cartuchos por filtragem do ar que foi capturado
sobre as inflorescéncias através de matriz adsorvente (Carvéo ativado). Método semelhante
foi utilizado por Jhumur et al., (2007, 2008) e Nyasembe et al., 2014, para coletar os volateis
a partir de flores intactas de plantas sobre adsorvente tais como: Tenax-TA, Carbotrap e sobre
a Super-Q Traps respectivamente. No entanto, ambos os estudos realizados por Healy e
Jepson (1988) e Jhumur et al., (2007, 2008) utilizaram diferentes configuracdes, sendo que o
primeiro autor utilizou um sistema de adsor¢do em circuito fechado, enquanto que Nyasembe
et al., (2014) utilizou um sistema de succéo por deslocamento de ar. No primeiro sistema, 0s
voléateis foram recolhidos através da circulagdo de ar continuo no headspace dentro de uma
camara fechada, enquanto no segundo sistema o ar foi puxado sobre a amostra da planta
através de um cartucho adsorvente ligado a uma bomba de vacuo.

No geral, a técnica de headspace dindmico possui varias vantagens incluindo o
fornecimento de quantidade suficiente de volateis para deteccdo e elucidacdo da estrutura,
sem aumento de temperatura, umidade e reduzida acumulacdo de produtos de degradagéo
quimica (THOLL et al., 2006). No entanto, este método de coleta é limitado por adsor¢édo
incompleta dos compostos organicos volateis devido a diferencas entre os materiais
adsorventes, pois os mesmos possuem afinidades especificas a diferentes classes de
compostos organicos volateis. Por exemplo, carvao ativado € menos eficiente na retencéo de
aldeidos aromaéticos, enquanto Tenax-TA e Super-Q tém baixa afinidade para substancias de
reduzida massa molecular e compostos polares. Isso muitas vezes requer a combinacdo de
duas ou mais matrizes adsorventes para aumentar a faixa de adsorcdo de compostos organicos
volateis a serem adsorvidos. Por exemplo, os trabalhos de Jhumur et al., (2007, 2008),
demonstraram caracteristicas interessantes quanto a utilizacdo de adsorventes tais como
Tenax-TA que possui elevada afinidade para compostos lipofilicos e compostos organicos de
média polaridade e Carbotrap que conta com ampla faixa de adsorcdo de compostos

organicos, porém possui forte tendéncia de decomposicao de terpenos.

2.3 Adsorventes

Como relatado, a adsorcdo em solidos adsorventes tem despertado enorme
interesse na area ambiental, por permitir a remocao de forma eficiente de poluentes organicos
e inorganicos, dissolvido em concentracdes baixas, em fluxos gasosos e liquidos, sendo que a
capacidade de remocdo do poluente esta vinculada, basicamente, com a area superficial
disponivel no solido adsorvente (OLIVEIRA, 2014).
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Existe uma variedade de materiais adsorventes disponiveis no mercado que
podem ser usados na anélise de compostos organicos volateis, para tanto, é necessario que o
adsorvente tenha, além de baixo custo e de uma elevada capacidade de adsor¢édo, uma série de
outras caracteristicas favoraveis, tais como seletividade, resisténcia mecanica, estabilidade
térmica, inércia quimica e reprodutibilidade. Os materiais adsorventes mais utilizados
apresentam alto custo e sua aplicacdo é justificada pelo alto rendimento (OLIVEIRA, 2014).

Os materiais adsorventes podem ser classificados grosseiramente em trés
categorias: materiais inorganicos, adsorventes com base de carbono, e polimeros
organicos. Essa classificacdo leva em consideracdo o tipo de material de partida utilizado e o
processo de fabricacdo adotado para a producédo do adsorvente (DETTMER; ENGEWALD,
2002).

Os adsorventes com base de carbono podem ainda ser subdivididos em carbono
ativado, peneiras moleculares de carbono e carbono grafitado. Neste trabalho foi utilizado o
adsorvente Carboxen 569, que é um tipo de peneira molecular de carbono, onde a adsorcéo é
baseada principalmente por interacdes ndo especificas como inducdo e dispersdo
(DETTMER; ENGEWALD, 2002).

2.4 A cultura do dendezeiro
2.4.1 Classificacao Boténica

Sendo de distribuicdo tropical, o género Elaeis pertence a classe Liliopsida
(Monocotiledonea), ordem Arecales (Palmales), familia Arecaceae (Palmaceae), subfamiia
Arecoideae, tribo Cocoseae (Cocoinaea), subtribo Elaeidinae (CHIA, 2008). O género
apresenta duas espécies que sdo de interesse agrondmico e econbémico: Elaeis guineensis
Jacq., denominado dendé ou palma africada e Elaeis oleifera (Kunth) Cortés, denominada
caiaué ou palma americana. Existem ainda outras duas espécies: Elaeis madagascariensis
Becc. e Elaeis odora Traill, mas sobre as quais pairam controvérsias quanto a classificacdo
(GOMES, 2011).

2.4.2 Dendezeiro

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacg.) € origindrio do continente africano, sua
area de distribuicdo natural compreende toda costa Ocidental da Africa, desde Senegal até
Angola. Pode ser encontrado também no interior do continente, em diregdo ao Congo, e no
leste da Africa, incluindo a ilha de Madagascar (SANTOS, 2010). Quando introduzida na
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Martinica, a palma africana foi classificada pelo botanico Jacquin como pertencente ao género
Elaeis, palavra que deriva do grego Elaion, que significa 6leo, ao passo que o nome
especifico guineensis mostra que Jacquin atribuia sua origem & costa da Guiné na Africa
(SILVA, 2006).

E uma planta monoica com flores masculinas e femininas na mesma planta, mas
separadas em inflorescéncias masculinas e femininas que sdo produzidas em sequéncias
unissexuais mais ou menos longas denominadas ciclos (GOMES, 2011). Como as
inflorescéncias sdo emitidas em ciclos sucessivos, e 0 periodo de maturidade sexual de uma
inflorescéncia ndo se sobrepde ao de outra, a reproducdo ocorre por fecundagdo cruzada
(CHIA, 2008).

Para o dendezeiro ha trés tipos de formas basicas do fruto: o Dura, o Pisifera e o
hibrido entre eles, o Tenera, que é o mais utilizado comercialmente, pois apresenta maior
produtividade de 6leo. Essa classificacdo leva em consideracdo a espessura do endocarpo do
fruto. O Tenera tem casca de 0,5 a 4 mm de espessura, tamanho médio, com cerca de 50% de
0leo e sua améndoa bem desenvolvida. O fruto Tenera é menor que o Dura, porém tem maior
rendimento e maior concentracdo de 6leo na polpa (RAMOS; VEIGA; JUNIOR, 2006).

2.4.3 Caiaué

O caiaué, Elaeis oleifera (Kunth) Cortés, é uma palmeira nativa da América
Central e do norte da América do Sul, frequentemente encontrada em éareas ribeirinhas e
geralmente ligada a presenca do homem (MOURA et al, 2013). Pertencendo a0 mesmo
género do dendé nativo da Africa, o caiaué apresenta baixa taxa de crescimento anual de seu
tronco em funcdo principalmente do reduzido comprimento dos entre nés, o que Ihe confere
menor porte, aspecto que pode diminuir os custos de exploracdo, ou seja, retirada dos cachos
(MOURA, 2008), também apresenta resisténcia a pragas e doencas, porém possui baixa
produtividade de o6leo se comparado com o dendé africano, tornando o seu plantio

economicamente invidvel (GOMES, 2011).

2.4.4 Hibrido Interespecifico

O hibrido interespecifico, obtido pelo Programa de melhoramento executado pela
Embrapa Amazonia Ocidental onde foi realizado o cruzamento entre as espécies E. oleifera e
E. guineensis, tem caracteristicas superiores ao dendezeiro, que incluem: resisténcia a pragas

e doengas, principalmente ao distirbio denominado amarelecimento fatal (doencga de etiologia
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ainda desconhecida); elevada taxa de &cidos graxos insaturados, sendo mais fluido nas
condigdes ambientais e apresentando-se mais apropriado ao consumo alimentar; e menor
crescimento vertical do estipe, 0 que aumenta o periodo de exploracdo econémica (MOURA
et al, 2013). Entretanto existe um fator limititante para a expansdo do hibrido interespecifico
em plantagdes comerciais que é a baixa produtividade de 6leo se comparado com o que é
obtido com a palma africada.

2.5 Importancias Econdmicas do Dendezeiro

O dendezeiro ou palma de oleo africana (Elaeis guineensis Jacg.) € a principal
fonte mundial de Oleo vegetal. Sendo a mais eficiente opcdo para a crescente demanda
mundial de 6leo vegetal, estimada, para 2050, em 240 milhdes de toneladas, ja que, além do
potencial produtivo da espécie, o custo de producdo do 6leo de dendé é inferior ao das outras
principais oleaginosas (KRUG et al, 2013).

O periodo de exploracdo comercial do dendezeiro é de aproximadamente 25 anos,
tendo o inicio de exploragdo comercial trés anos ap6s o plantio e atingindo a sua capacidade
maxima entre seis e sete anos. O inicio do declinio da produc¢éo ocorre por volta dos 17 ou 18
anos de idade. No Para, onde se concentra mais de 80% do plantio no pais, plantios
adequadamente manejados produzem em média de 4 a 6 toneladas de 6leo/ha/ano (CHIA et
al, 2009).

Sao extraidos do fruto do dendezeiro dois tipos de 6leo: o da polpa ou bleo de
palma e o da améndoa ou 6leo de palmiste. Esses dois produtos tém larga e reconhecida
utilizacdo na industria de alimentacdo, entrando na producao de margarinas, cremes vegetais,
maionese, 6leo de cozinha, biscoitos, sorvetes, detergentes, vela de estearina e muitos outros
produtos (MULLER et al, 2001). A torta de palmiste, resultante da extracdo do Oleo da
améndoa, pode ser empregada na fabricacdo de racGes para animais e na producdo de adubo
organico (MULLER; JUNIOR; FILHO, 2006).

Além de ser a oleaginosa de maior produtividade, o dendezeiro é também uma das
melhores opcBes para producdo de bioenergia nas condi¢Bes agroecoldgicas da Amazonia,
pois o plantio é explorado por décadas sem necessidade de preparo do solo, favorecendo a
estabilidade de sua estrutura, proporcionando cobertura permanente e evitando o impacto
direto das intensas chuvas que provocam erosdao e lixiviacdo; além disso, a cultura nao
necessita de periodo de estiagem para colheita ou secagem, como ocorre com 0S (raos.

Possui, ainda, grande capacidade de fixagdo de carbono, alta eficiéncia na conversdo
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energética e gera também subprodutos com uso energetico, como fibras, cachos vazios e
cascas das améndoas (LOPES et al., 2008).

Socialmente a cultura do dendezeiro tem como vantagem contribuir para a
geracdo de renda e emprego no campo, sendo uma excelente opcao para a fixacdo do homem
no campo (LOPES et al., 2008).

2.6 Polinizagao e Odor Floral

Como o género Elaeis é caracterizado por apresentar plantas monoicas, que
produzem tanto flores masculinas como femininas, mas que apresentam periodos de
maturacdo sexual separados, sendo necessaria a polinizacdo cruzada para a formacao de
frutos/sementes. Os insetos polinizadores e as flores do dendezeiro apresentam relagédo
mutualistica, mediada principalmente pelo cheiro e valor nutricional do pélen e inflorescéncia
(KRUG et al., 2013).

O dendezeiro teve a sua producdo em outras regiées do mundo limitada em
funcdo do déficit de polinizacdo, devido a ndo existéncia do polinizador Elaeidobius
kamerunicus Faust (Figura 3A, pag 24), adaptado a espécie, nas regides onde a planta estava
sendo introduzida. Em 1981 foram feitas introducdes de E. kamerunicus na Malasia,
provenientes de Camardes e, entre 1984 e 1986, introducdes dessa espécie foram realizadas na
Coldmbia, Brasil, Equador, Costa Rica e Honduras, todas com resultados altamente
favoraveis, com aumento de producdo (MOURA et al., 2008).

Antes da introducdo de E. kamerunicus na América Latina, 0s insetos
polinizadores mais importantes associados ao dendezeiro pertenciam a familia Nitidulidae
(Mystrops costaricensis Gillogly) e Curculionidae (Elaeidobius subvittatus Faust). E possivel
que E. subvittatus (Figura 3B, pag 24) tenha sido introduzido no Brasil no século XVI, por
ocasido do trafego maritimo entre a Africa e o Brasil. Essa espécie distingue-se como
polinizador mais eficiente que M. costaricensis, por apresentar maior capacidade de
transportar pélen e ser mais ativo nos periodos de intensa luminosidade, embora sua atividade
de polinizagdo diminua em periodos de chuva (MOURA et al., 2008).

Entretanto, com o langamento do hibrido interespecifico entre a espécie africana e
a americana, ressurgiu o problema com a polinizacdo em plantios comerciais, uma vez que
esse hibrido interespecifico produz pélen em pouca quantidade e de baixa viabilidade, e suas
inflorescéncias s&o menos atrativas para E. kamerunicus, tornando obrigatoria a realizacdo da
polinizacédo assistida, o que eleva o custo de producéo e adiciona uma atividade relativamente

complexa ao manejo (KRUG et al., 2013).



24

Figura 3: A - Vista dorsal do E. kamerunicus; B - Vista dorsal do E. subvittatus

Fonte: Adaptado de LABARCA; NARVAEZ (2009)

Os odores de flores séo provavelmente efetivos a baixas concentragdes, uma
prova disso é a sensibilidade dos insetos a pequenas concentra¢fes de substancias quimicas
volateis. Sdo varias as substancias aromaticas presentes nas flores, entre as quais citam-se
alcoois alifaticos, acetonas e ésteres. Em alguns casos, um constituinte quimico majoritario
pode ser responsavel pelo odor da flor, mas comumente ¢ uma mistura de componentes a
responsavel pelo odor. Nesse caso, na producdo do perfume da flor um componente pode
reforcar a acdo de outros componentes quimicos, estimulando um determinado
comportamento no receptor (HARBONE, 1982).

No caso do dendezeiro, a inflorescéncia masculina exala a substancia conhecida
como estragol (Figura 4). O odor forte das inflorescéncias lembra cheiro de anis que por sua

vez exerce atracdo sobre espécimes de Elaeidobius (MOURA, 2008).

Figura 4 — Estrutura quimica do estragol

Fonte: o Autor

A estrutura da planta também pode influenciar na atracdo que as plantas exercem
sobre os insetos. A largura e o comprimento das folhas, bem como a quantidade de
ramificacdes, influenciam o microclima formado na planta, o qual por sua vez, influencia a
vida dos insetos herbivoros (HORAS, 2009). Outros fatores também podem influenciar na
polinizagdo, como: vento, quantidade de pdlen, numero de inflorescéncia masculino e
feminino e a interacdo entre as duas no periodo de antese, temperatura ambiental, periodo do

dia, quantidade de substancias liberadas pelas inflorescéncias e uso de inseticidas. Portanto é
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de suma importancia haver metodologias capazes de identificar perfis de compostos organicos
volateis em espécies de interesse, para tanto, metodologias adequadas e robustas devem ser

desenvolvidas para a correta interpretacdo das relacdes planta — ambiente.

3. METODOLOGIA
3.1 Otimizacédo do método

A otimizacdo de um método é um procedimento que avalia se 0 mesmo foi
seletivo, preciso, exato e robusto. Sendo assim foram realizados no LMQPN (Laboratério de
Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais), varios testes com a finalidade de validar a
metodologia utilizada na coleta dos volateis, vide Esquema 1. Para esses testes fez-se uso do
6leo essencial de Ocimum basilicum, popularmente conhecido como manjericdo, de
composi¢do quimica definida, por anélises prévias realizadas por injecao direta em GC-MS
(Dados apresentados na secdo de Anexos), que foram comparadas aos resultados obtidos via

captura dos volateis do mesmo 0leo realizada via adsorvente Carboxen 569 (20/45 mesh).

Esquema 1: Estratégia geral empregada na otimizacao de captura de volateis realizada com o
adsorvente Caboxen 569.

X
Teste massa de adsorvente
(100 e 500 mg) e tempo de
succéao (2, 5 e 10 minutos)

Teste de eluicéo

Oleo essencial de

manjericéo Teste da quantidade de 6leo
(Ocimum basilicum) essencial
Modelo experimental (10, 100 e 1000 pL)
Teste do reuso do cartucho
Etapas de
otimizacéo do T q
cartucho este do armazenamento
Carboxen 569 (0, 24, 48, 72, 96 e 168 h)
( h ( ) ( Citronela )
(Cymbopogon
A partir das condigbes 3 diferentes 6leos nardus), Hortela
otimizadas para essenciais de o
manjericéo realizou-se 0s composic&o quimica (Mentha piperita L.)
teste de seletividade definida Alecrim pimenta
(Lippia sidoides
. J \_ y \_ Cham.) )

Fonte: o autor
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3.1.1 Teste massa da adsorvente e tempo

Para esse teste utilizou-se cartuchos de poliestireno, preenchidos com 100 ou 500
mg de adsorvente solido Carboxen 569, acoplados a uma bomba de vacuo portétil, sendo feita
a succdo dos volateis do 6leo essencial do Ocimum basilicum durante 2, 5 e 10 minutos. O
cartucho acoplado a bomba de vacuo foi posicionado proximo a um béquer de 10 mL
contendo 1 mL do 6leo essencial, a bomba foi acionada e os volateis conduzidos para o
interior do cartucho. Apos a succdo dos volateis, foi feita a eluicdo dos compostos utilizando 1
mL de solvente hexano e a solucdo obtida foi entdo analisada em GC — MS. Os resultados
foram tratados e a melhor relacdo entre massa de adsorvente e tempo de succ¢do foi definida
em funcdo da concentracdo das substancias e pelo nimero de substancias detectadas, esses
foram os parametros de decisdo adotados nos experimentos.

3.1.2 Teste de eluicéo

O sistema de coleta de volateis utilizado foi 0 mesmo ja citado anteriormente,
sendo que, na etapa de eluigdo do cartucho, foram feitas 10 elui¢fes consecutivas cada qual
com 1 mL de solvente hexano e coletando cada solugdo separadamente em aliquotas de 1 mL
e em seguida cada uma delas foi analisa em GC - MS. O experimento foi realizado em

triplicata.

3.1.3 Teste da quantidade de 6leo essencial

Utilizaram-se trés volumes diferentes de dleo essencial, que foram depositados em
um bequer de 10 mL, sendo os volumes correspondentes a: 10, 100 e 1000 pL. A succéo dos
volateis foi feita pelo mesmo método ja citado anteriormente. Foram feitas 10 eluicdes
consecutivas, cada qual com 1 mL de solvente hexano, coletando a solugdo para analise em
GC - MS. O volume que apresentou o melhor resultado foi definido como parametro para as

préximas analises.

3.1.4 Teste do reuso

Para avaliar a reutilizacdo do cartucho foram feitas coletas, eluicdes e anlises
consecutivas em um mesmo cartucho, sendo obtidas cinco amostras. O experimento foi

realizado em triplicata.
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3.1.5 Teste do armazenamento (Conservagao da amostra)

Foi realizada a coleta dos compostos volateis de acordo com a metodologia citada
no item 3.1.1, sendo que a etapa de lavagem dos cartuchos e a andlise das solucbes foram
realizadas em diferentes dias para testar a capacidade do adsorvente em manter 0S compostos
volateis. Os cartuchos foram armazenados em tubos de vidros com tampa metélica e septo de
silicone, mantidos em uma caixa de isopor lacrada e sob temperatura de 20 °C. As anélises
foram realizadas ap6s: 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 168 h.

3.1.6 Teste da seletividade

Para esse teste foram utilizados, além do 6leo essencial do manjericdo (Ocimum
basilicum), mais trés 6leos essenciais de composicdo quimica conhecida. Sao eles: citronela
(Cymbopogon nardus), horteld (Mentha piperita L.) e alecrim pimenta (Lippia sidoides
Cham.). A metodologia adotada foi a mesma e os resultados obtidos foram comparados com
os da literatura. Objetivou-se detectar a maior gama possivel de estruturas quimicas.

3.3 Coletas de volateis

3.3.1 Areas de coleta

O trabalho foi realizado em duas localidades distintas. A primeira foi no campo
experimental do Rio Urubu — CERU, pertencente a Embrapa Amazonia Ocidental, localizada
na cidade de Rio Preto da Eva/AM no Distrito Agropecuério da Superintendéncia da Zona
Franca de Manaus (SUFRAMA). Foram selecionadas 58 amostras de plantas in vivo e in situ
do género Elaeis, sendo: 8 da espécie Elaeis guineensis (4 masculinas e 4 femininas); 34 da
espécie Elaeis oleifera (21 masculinas e 13 femininas); 12 do Hibrido interespecifico (6
masculinas e 6 femininas) e 4 controles. A coleta foi realizada em dezembro de 2014. A
segunda parte do trabalho foi realizada no Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos
Naturais, pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical, localizada na cidade de
Fortaleza/CE. No laboratorio foram realizados experimentos com 6leos essenciais e no horto
da instituicdo foi realizado um experimento com uma planta in vivo e in situ da espécie

Ocimum basilicum. A coleta foi realizada entre os meses de janeiro a maio de 2015.
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3.3.2 EMBRAPA AMAZONIA OCIDENTAL - Campo Experimental do Rio Urubu -
CERU

Para a coleta dos volateis foram utilizados dois tipos de adsorventes, Carboxen e
Porapak, obtidas comercialmente. Eles foram analisados quanto a sua massa, sendo utilizadas
nos experimentos massas de 100, 500 e 1000 mg de cada adsorvente.

O sistema utilizado consiste em cartuchos de poliestireno, empacotados com
diferentes massas de adsorvente, acoplados a uma bomba de vacuo portatil ECO Vacuum
Sealer usada para impulsionar um fluxo de ar levando para o interior do cartucho os volateis
das inflorescéncias das plantas. O tempo de coleta utilizado foi de 2 e 5 minutos. Os cartuchos
com os volateis adsorvidos foram entdo eluidos com 1 mL do solvente hexano e a solucdo
analisada em GC - MS.

3.3.3 EMBRAPA AGROINDUSTRIA TROPICAL - LMQPN

No laboratério foram realizados experimentos com 06leos essenciais utilizando o
mesmo sistema de coleta de volateis citado anteriormente, entretanto, o tempo étimo de
aspiracdo dos compostos foi definido experimentalmente. O experimento no horto da
instituicdo (Figura 5) foi executado ao longo de um dia, tendo inicio as 8 horas da manhé e
terminando as 18 horas, sendo feita a coleta dos compostos volateis a cada duas horas com

posterior analise em GC - MS.

Figura 5 — Coleta de Volateis da planta in vivo da espécie Ocimum basilicum

Fonte: o Autor
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3.3.3.1 Métodos de quantificacéo

As substancias identificadas no experimento realizado no horto da Embrapa/CE
foram quantificadas por meio de padronizagdo interna.

Para a avaliacdo do intervalo de linearidade do equipamento foram feitas curvas
de calibracdo utilizando a padronizacao externa. Foram confeccionadas sete solu¢fes-padrédo
de 3-octanol nas concentracdes de 0,5; 2; 5; 10; 25; 40 e 50 pug mL™. Essas solucdes foram
obtidas atraves de diluicGes de uma solucgdo estoque de 3-octanol na concentracdo de 800 pg
mL™. Esses padrdes foram analisados em GC - MS sob as mesmas condi¢des das amostras ja
citadas anteriormente. Com as areas obtidas em cada cromatograma foi construido um grafico
em funcdo da concentracdo. Dessa forma podem-se avaliar as figuras de mérito do método
tais como linearidade, limite de deteccéo, quantificacdo e reprodutibilidade.

A padronizacao interna foi realizada atraves da adicdo de um volume conhecido
do padrdo escolhido, no caso o 3-octanol, em cada uma das amostras eluidas a serem

analisadas, tendo como concentracéo final do padrdo 24 pg mL™.

3.4 Analises das amostras

As analises foram realizadas usando um cromatografo a gas Modelo 7890B GC
System (Agilent Technologies Spain, S.L., Madrid, Espanha) acoplado ao espectrémetro de
massa Modelo 5977A MSD (Agilent Technologies Spain, S.L., Madrid, Espanha) (Figura 6).
Os compostos foram separados utilizando uma coluna capilar DB 5MS (Agilent J&W GC
Columns, Santa Clara, CA, EUA) de 30 m x 250 um x 0,25 um. As amostras foram injetadas
no modo splitlesss e o gas de arraste foi o Hélio com uma vazdo de 1 mL min™. A
temperatura do injetor foi de 240 °C e a temperatura de transicdo GC - MS de 280 °C. O
programa de temperatura utilizado foi isoterma durante 4 min a 40 °C, aumentando para 80°C
a uma taxa de 2,5 °C min™*, em seguida, aumentando para 110 °C a uma taxa de 5 °C mim™,
com posterior aumento para 220 °C a uma taxa de 10 °C min™ e por fim aumentando para 250
°C a uma taxa de 10 °C min™, sendo mantida nessa temperatura até o fim da corrida que
totaliza um tempo de 45 min. Os espectros de massa foram obtidos utilizando um sistema de
analisador quadrupolar com ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV. Os compostos foram
identificados por comparagao de seus espectros de massa com os contidos na biblioteca NIST
2.0, 2012 (Nacional Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Md, EUA). Os

resultados foram fornecidos em percentual relativo de area.
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Figura 6 — Cromatdgrafo a gas acoplado a espectrémetro de massa modelo Agilent Technologies.
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Fonte: o Autor

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Otimizagdo do método
4.1.1 Teste da relagdo massa de adsorvente e tempo

Para realizacdo deste e dos demais testes, um volume de 1000 pL do oleo
essencial foi depositado em um béquer de 10 mL e exposto de tal forma que o0s gases
provenientes da volatilizacdo do 6leo essencial foram succionados para o interior do cartucho
adsorvente, o sistema de coleta de volateis foi avaliado de acordo com a eficiéncia de retencéo
dessas substancias que estavam em equilibrio nas formas liquido — vapor. A partir da coleta
do material volatil procederam-se as analises por GC - MS. Foram identificadas 17
substancias volateis do 6leo essencial do Ocimum basilicum, os resultados tiveram alta
similaridade quanto ao nimero de compostos detectados em comparagdo a analise do 6leo
essencial bruto. As abundancias relativas desses compostos, para cada condicdo estudada,
estdo apresentadas na Tabela 2. Foram considerados como picos cromatograficos os sinais
que apresentavam area igual ou superior a 0,1% de intensidade relativa de area. Para efeito de
identificacdo foram consideradas validas as propostas estruturais com indices de kdvats
similares a literatura e percentual de similaridade acima de 90 %, quando comparado a
espectroteca NIST. Tais parametros foram adotados para todas as amostras estudadas. Neste
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experimento foram testadas massas de adsorventes com 100 e 500 mg e tempos de succdo de
amostra com 2, 5 e 10 minutos.

Observando-se os dados da Tabela 2 e do Gréafico 1, tem-se que as condigdes que
alcancaram os melhores resultados foram aquelas que continham um empacotamento de 100 e
500 mg de Carboxen com um tempo de aspiracdo de 5 minutos. Nestas condi¢des obteve-se 0
maior nimero de compostos adsorvidos com a melhor relacdo de area absoluta. Porém,
decidiu-se trabalhar com a massa de 500 mg como um padrdo, pois como iriamos aplicar o
método na regido Amazonica que possui uma alta umidade relativa do ar, optamos por
trabalhar com uma maior massa, pois desse modo evitariamos problemas relativos a saturagdo

do cartucho por efeito da umidade.

Tabela 2 — Percentual relativo de area de compostos volateis do 6leo essencial do Ocimum basilicum
extraidos com 100 e 500 mg de adsorvente Carboxen e tempos de succao de 2, 5 e 10 min.

. Oleo CAR 100 mg CAR 500 mg
Substancias Kur IKeat  pruto Zmin 5min_ 10min_2min_5min_ 10 min
a-pineno 933 936 0,17 3,28 2,51 451 4,04 3,86 4,72
sabineno 975 975 0,26 1,81 1,23 1,73 1,37 2,11 1,70
f-pineno 979 967 0,54 7,61 5,80 10,32 8,70 7,90 10,75
eucaliptol 1035 1031 5,64 33,64 23,29 31,48 32,27 28,01 31,97
oxido de cis linalol 1072 1056 0,26 0,30 - 0,35 - 0,37 -
linalol 1096 1098 73,81 50,95 62,34 48,02 50,53 53,93 47,43
a-terpineol 1188 1182 0,66 0,15 0,29 0,22 0,18 0,22 0,19
geraniol 1252 1236 7,85 0,14 0,79 0,56 0,15 0,44 0,31

acetato de bornila 1288 1281 0,31 019 025 023 033 024 031
acetato de geranila 1381 1385 1,36 0,10 0,23 0,21 0,12 0,19 0,15
p-elemeno 1390 1393 0,67 024 039 028 023 029 0,26
p-cariofileno 1424 1425 0,40 0,18 027 024 024 024 0,23
a-trans-bergamoteno 1434 1428 3,68 1,06 1,99 1,57 1,42 1,60 1,52

a-guaieno 1439 1433 0,15 0,07 0,16 0,10 0,14 0,11 0,14
germacreno D 1485 1485 0,41 0,03 - 0,04 - 0,05 -
a-bulneseno 1509 1513 0,29 0,06 0,09 0,12 - 0,12 -

d-cadineno 1523 1522 1,21 0,17 0,37 0,03 0,29 0,33 0,33

Fonte: o Autor
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Gréfico 1 — Area absoluta dos compostos volateis do 6leo essencial do Ocimum basilicum adsorvidos
em 100 e 500 mg de Carboxen e com tempos de sucg¢do de 2, 5 e 10 min.
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Fonte: o Autor

4.1.2 Teste da eluicéo

Por questbes ambientais e de salde ocupacional, optou-se trabalhar com o
solvente de eluicdo hexano, tendo em vista que neste tipo de estudo sdo comuns o0 emprego de
solventes organicos clorados, o hexano tornou-se o eluente que além de ser mais adequado
que os clorados, também possuem seletividade compativel com as moléculas alvo. Estudos
realizados por Jhumur et al., (2007, 2008) e Nyasembe et al., 2014, demonstram aplicacdes
que atestam o emprego deste solvente. Os resultados obtidos sdo representados no Gréfico 2,
cada coleta representa a passagem de 1 mL de hexano pelo cartucho, sendo recolhido em
fracdes separadas que foram analisadas individualmente com o objetivo de avaliar o grau de
desorcdo de cada molécula em funcéo de fracdo obtida correspondente a 1 mL. Portanto, esse
experimento definiu que a aliquota correspondente a primeira coleta (1 mL inicial) deveria ser
suficiente para as analises por GC - MS, pois de acordo com o Gréfico 2, se somarmos as seis
primeiras coletas teriamos 99,14 % da area total do cromatograma, porém teriamos também
uma reducdo de resposta relativa de area que representaria um decréscimo de seis vezes, pois
teriamos um volume final de 6 mL ao invés de 1 mL. Inferiu-se desse modo que os melhores
resultados seriam obtidos em relacdo a primeira eluicdo, que representa 64,17 % em média
das intensidades relativas de area do cromatograma. Ficou estabeleciso também que apds a

eluicdo, o cartucho seria lavado com mais 6 mL do solvente, condicdo essa que validaria a
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reutilizacdo do mesmo em coletas subseqiientes. Vale também ressaltar, que em todos os

experimentos foram realizados com suas respectivas amostras do branco e testemunha e em
triplicata.

Gréfico 2 - Porcentagens relativas ao somatorio das areas dos compostos volateis do 6leo essencial de
Ocimum basilicum obtidos em cada eluicéo.
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Fonte: o Autor

4.1.3 Teste da quantidade de 6leo essencial

O conhecimento relacionado ao grau de saturagdo do adsorvente e a capacidade
minima de captura de volateis configura-se como uma informacéo de grande importancia para
o entendimento dos resultados de campo. As limitaces da técnica no que concernem as faixas
de concentracdes Gtimas de trabalho apresentam-se como um dos fatores de restricdo no que
tange a aplicacdo do método em populacdes de amostras que podem ter 0s mais diversos
padrdes de emissdo de volateis. A Tabela 3 e o Grafico 3 mostram a comparacdo feita entre

as trés diferentes concentragdes de 6leo essencial do Ocimum basilicum.
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Tabela 3 — Comparacdo entre as areas absolutas dos compostos volateis do 6leo essencial do Ocimum
basilicum nos volumes de 1000, 100 e 10 pL.

Substancias IKLT IKcaL 1000 pL 100 pL 10 pL
a-pineno 933 936 1758595 5438971 2702382
sabineno 975 975 919645 2732878 1537868
S-pineno 979 967 4368223 11292055 5606512
eucaliptol 1035 1031 23115748 40225521 20960189

oxido de linalol (cis) 1072 1056 334070 154893 107330
linalol 1096 1098 40169194 36914821 19829583

a-terpineol 1188 1182 92909 63426 44194

geraniol 1252 1236 36431 23012 -
acetato de bornila 1288 1281 167029 126192 58480
acetato de geranila 1381 1385 38416 32197 18438
p-elemeno 1390 1393 163398 81326 39593
p-cariofileno 1424 1425 149792 88871 41157
a-trans-bergamoteno 1434 1428 800780 648292 262284
a-guaieno 1439 1433 71263 47453 32807

germacreno D 1485 1485 40423 9599 -

a-bulneseno 1509 1513 67256 30986 28367

o-cadineno 1523 1522 140045 98843 42062

Total 72433217 98009336 51311246

Fonte: o Autor

Os resultados demonstraram que, para as substancias de maneira geral, existe um
mecanismo de interacdo competitivo entre os analitos pela fase estacionaria (Carboxen 569),
de modo que de acordo com o Gréfico 3, pode-se notar que as substancias a-pineno, sabineno,
p-pineno e eucaliptol, tem um comportamento similar de adsorcdo, em se tratando das trés
concentracdes estudadas. Estas moléculas possuem massas moleculares semelhantes, sendo 0s
mesmos menores em volume molar em comparagdo com as demais substancias em estudo,
sabe-se que a medida que os valores dos indices de Kovats aumentam, um aumento das
respectivas massas moleculares é esperado, haja vista que a coluna cromatogréafica utilizada
neste trabalho possui mecanismos de separacdo baseados em diferencas de temperatura de
ebulicdo, ou seja, quanto maior for a temperatura de ebulicdo maior serd a massa molar e
conseqiientemente maior sera o indice de Kovats. De forma geral, pode-se concluir que o
adsorvente Carboxen 569, que é um tipo de peneira molecular de carbono, onde a adsorcdo é
baseada principalmente por interagbes ndo especificas como inducdo e dispersdo
(DETTMER; ENGEWALD, 2002), retém preferencialmente moléculas de menor massa
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molecular, porém sua aplicabilidade para estudos com monoterpenos se mostrou muito eficaz
e abrangente. A maior parte das substancias foi detectada sem maiores problemas, com
excecdo do geraniol e germacreno D que ndo foram detectadas na faixa de concentragédo de 10
uL. Tais moléculas aparentemente ndo apresentam uma boa afinidade com a fase estacionaria.

Para a metodologia utilizada, deve-se levar em consideragéo que a maior parte
das moléculas estudadas esta em niveis de concentracdo muito baixos, variando muitas vezes
na ordem de 0,1 a 2,0 % em percentual relativo de area, com excecdo do linalol e do
eucaliptol que possuem percentuais relativos de 78,81 e 5,65 % respectivamente. O método
destaca-se também pela capacidade de exercer uma pre-concentracdo da amostra que melhora
os limites de deteccdo da técnica, aumentando assim as chances de descoberta de moléculas
de interesse. Os testes realizados com as trés faixas de concentracdo de 6leo essencial do
Ocimum basilicum demonstraram a versatilidade de aplicacdo tanto em estudos de baixa,

meédia quanto em altas concentragdes.

Grafico 3 — Andlise percentual das areas obtidas na 1° coleta nos compostos volateis do 6leo essencial
do Ocimum basilicum para os volumes de 1000, 100 e 10 uL.
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Fonte: o Autor

4.1.4 Teste da seletividade

O teste de seletividade foi realizado comparando os resultados obtidos pela

andlise do oleo essencial bruto (Material de referéncia - Dados apresentados nos Anexos de L
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a 0), em relacdo ao mesmo 6leo que foi depositado em um béquer de 10 mL tendo sido os
vapores do 6leo coletados por succao.

Foi possivel identificar 80,95 % das substancias detectadas no dleo essencial do
manjericdo; 66,67 % do Oleo essencial de citronela; 76,47 % do 6leo essencial de alecrim
pimenta e 72,22 % do 6leo essencial de horteld. Logo o adsorvente Carboxen 569 mostrou-se
adequado, pois apresenta uma ampla faixa de adsor¢do de compostos organicos, sendo,
portanto, eficiente na utilizacdo da metodologia desenvolvida.

Deve-se levar em consideracdo que a constituicdo quimica geral dos oOleos
continha vérias substancias em baixissimas concentracdes, e de acordo com os dados contidos
nas Tabelas de 4 a 7, pode-se notar que em muitos casos existe um fator de concentracdo
guando se comparam os dados relacionados as moléculas de menor massa molecular (com
menores indices de Kovats), a aquelas de maior massa molecular.

A comparagdo entre os dados obtidos da analise dos 6leos de referéncia, com as
amostras obtidas pela succdo dos volateis que foram capturados pelo sistema de adsorcao
Carboxen 569 sdo demonstrados a seguir. Os resultados obtidos para o 6leo essencial do
Ocimum basilicum sdo apresentados na Tabela 4 e Gréafico 4; para o 6leo essencial de
Citronela na Tabela 5 e Gréfico 5; para o 6leo essencial da Alecrim pimenta (Lippia sidoides
Cham.) na Tabela 6 e Grafico 6 e para o 6leo essencial de Horteld na Tabela 7 e Gréfico 7.
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Tabela 4 — Percentual relativo de &rea dos compostos volateis do 6leo essencial do Ocimum basilicum
identificados.

Substancias IK T IKcaL Oleo bruto Volateis do 6leo
a-pineno 939 936 0,17 3,65 +0,57
Sabineno 975 975 0,26 1,67 £0,15
p-pineno 979 967 0,55 9,26 +1,32
Eucaliptol 1035 1031 5,65 35,08 £ 5,53

oxido de linalol (cis) 1072 1056 0,27 0,20 + 0,04
oxido de linalol (trans) 1086 - 0,29 NI*
Linalol 1096 1098 73,81 47,15 + 6,09

a-terpineol 1188 1182 0,67 0,15+ 0,05

Geraniol 1252 1236 7,86 0,27 + 0,16
acetato de bornila 1288 1281 0,31 0,18 + 0,06
acetato de geranila 1381 1385 1,36 0,08 + 0,03

p-elemeno 1390 1393 0,68 0,24 £0,09
p-cariofileno 1424 1425 0,41 0,19 £0,07
a-trans-bergamoteno 1434 1428 3,68 1,41 +£0,53
a-guaieno 1439 1433 0,16 0,08 £0,03
germacreno D 1485 1485 0,41 0,07 £ 0,03
a-bulneseno 1509 1513 0,30 0,08 + 0,03
o-cadineno 1523 1522 1,21 0,25+0,11

1, 10-di-epi-cubenol 1619 - 0,30 NI*

Epi-a-cadinol 1640 - 1,47 NI*

NI* — Néo ldentificado
Fonte: o Autor

Grafico 4 — Comparagdo do percentual relativo de area dos compostos volateis do 6leo essencial do
Ocimum basilicum extraidos por adsor¢do com o 6leo essencial bruto.
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Tabela 5 — Percentual relativo de area dos compostos volateis do 6leo essencial de Cymbopogon

nardus identificados

Substancias IK T IKcaL Oleo bruto Volateis do 6leo
6-metil-2heptanona 985 - 0,22 NI*
Limoneno 1029 1029 4,45 63,97 + 4,59
Linalol 1096 1098 0,53 1,95+1,87
Citronelal 1153 1158 26,08 28,09 + 2,59
Cis-isocitral 1164 - 0,68 NI*
Citronelol 1225 1235 13,70 0,88 + 0,07
Geraniol 1252 1236 29,93 1,20 £ 0,20
Acetato citronelil 1352 1343 1,05 0,28 £ 0,06
Eugenol 1359 - 0,42 NI*
Geranil acetato 1381 - 1,15 NI*
p-bourboneno 1388 1385 0,28 0,30 £ 0,02
p-elemeno 1390 1393 4,65 2,48 £0,22
germacreno D 1484 1506 0,56 0,17 £ 0,06
gama-cadineno 1513 1522 0,80 0,17 £0,03
delta-cadineno 1523 1531 2,21 0,47 £ 0,05
Elemol 1549 1552 8,04 0,05+0,05
Germacreno d-4-ol 1575 - 1,82 NI*
a-cadinol 1654 - 1,44 NI*

NI* — Néo ldentificado.
Fonte: o Autor

Grafico 5 — Comparacdo do percentual relativo de &rea dos compostos volateis do 6leo essencial de
Cymbopogon nardus extraidos por adsor¢do com o 6leo essencial bruto.
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Tabela 6 — Percentual relativo de &rea dos compostos volateis do 6leo essencial de Lippia sidoides
Cham. identificados

Substancias IK it IKcaL Oleo bruto Volateis do 6leo
a-tujeno 930 931 0,21 6,85 £+ 0,50
a-pineno 939 936 0,20 8,88 £ 0,36

S-mirceno 990 990 1,16 8,39 £ 1,60

a-terpineno 1017 1016 0,49 5,44 + 0,30
0-cimeno 1026 1025 6,16 48,97 + 1,33
Limoneno 1029 1029 0,21 3,55 +0,53

gama-terpineno 1059 1061 1,09 8,42 + 0,63
Sabineno hidrato 1070 1072 0,11 0,09 +0,16
Ipsdienol 1145 - 0,23 NI*
Umbelulona 1171 - 0,27 NI*

terpinen-4-ol 1177 1161 0,38 0,06 £ 0,01

Metil eter timol 1235 1241 0,50 0,38 £0,09
Timol 1290 1289 85,45 8,12+1,35
Carvacrol 1299 - 0,31 NI*
p-cariofileno 1424 1425 1,81 0,79+0,19
Aromadendreno 1441 1434 0,19 0,05+£0,01
Oxido de cariofileno 1583 - 0,58 NI*

NI* — Néo ldentificado
Fonte: o Autor

Gréfico 6 — Comparacdo do percentual relativo de area dos compostos volateis do 6leo essencial da
Lippia sidoides Cham. extraidos por adsor¢do com o dleo essencial bruto.
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Tabela 7 — Percentual relativo de area dos compostos volateis do 6leo essencial de Mentha piperita L.
identificados.

Substancias IK T IKcaL Oleo bruto Volateis do dleo
Sabineno 975 966 0,21 3,45+ 0,30
a-pineno 979 967 0,60 16,32 + 1,85

p-mirceno 990 990 0,16 1,28 £ 0,40
Limoneno 1029 1029 1,64 20,24 +1,81

Neo-isopulegol - - 0,50 NI*
Isopulegol 1149 1147 11,21 0,17 £ 0,03
Mentona 1152 1156 0,12 21,77 + 1,58
Isomentona 1162 1165 2,84 5,52 £ 0,46

Neo-mentol 1165 - 1,42 NI*
Mentol 1171 1155 72,34 27,29+ 1,77

Acido butanoico 772 - 0,17 NI*

Pulegona 1237 - 0,23 NI*
Piperitona 1249 1233 1,64 0,42 +0,08
Acetato de isopuleguila 1275 1267 0,17 0,08 £ 0,02
Acetato de mentila 1295 1292 4,84 3,25+0,45
p-bourboneno 1388 1385 0,22 0,09 £ 0,02
p-cariofileno 1424 1425 0,35 0,14 + 0,04

Oxido de cariofileno 1583 - 0,42 NI*

NI* — Néo ldentificado
Fonte: o Autor

Grafico 7 — Comparacdo do percentual relativo de &rea dos compostos volateis do 6leo essencial de
Mentha piperita L. extraidos por adsor¢do com o 6leo essencial bruto.
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4.1.5 Teste do armazenamento

Levando-se em conta que os estudos em ecologia quimica serdo conduzidos em
campos experimentais da Embrapa em todo o pais decidiu-se realizar testes de
armazenamento ou conservacdo da amostra apos a coleta da mesma, pois se estima que 0
tempo de entrega dessas amostras possa ocorrer em até 7 dias.

O Gréfico 8 apresenta os resultados obtidos e mostra que, existem perdas durante
os 7 dias de armazenado, porém a proporc¢do entre as diferentes moléculas ndo é alterada e os
limites de deteccdo sd@o contemplados, sendo que nenhuma molécula deixou de ser
identificada. Portanto, o cartucho preenchido com adsorvente Carboxen 569 sofre perdas de
compostos ao longo do tempo, sendo que essas perdas aceitaveis considerando-se 0s

propositos do estudo.

Gréfico 8 — Area absoluta dos compostos volateis do 6leo essencial do Ocimum basilicum analizados
apos diferentes dias de extracéo.
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Fonte: o Autor

4.1.6 Teste do reuso

Observou-se que os cartuchos podem ser reutilizados apds a extracdo de
compostos volateis se devidamente lavados. Pois os resultados obtidos mostram que 0s
cartuchos mantém sua eficiéncia quase que constante em analises consecutivas, apresentando

valores significativos e repetitivos para a metodologia aplicada, conferindo precisdo ao
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método. Apesar de ocorrer varia¢des nas extracdes, esses erros nao sao significativos para a

analise. A Tabela 8 e o Grafico 9 sumarizam esses resultados.

Tabela 8 — Compostos volateis do 6leo essencial do Ocimum basilicum extraidos repetidas vezes com
0 mesmo cartucho.

Substdncias 12 Coleta 22 Coleta 32 Coleta 42 Coleta 52 Coleta
a-pineno 4,30+0,13 3,41 +£0,07 3,24+0,13 4,01+0,03 3,82+0,16
Sabineno 1,79+0,16 1,72 £0,02 1,49 £ 0,03 1,56 £ 0,29 1,77 £0,04
8-pineno 10,60+0,53 9,22 +0,07 7,96+0,36 10,48+0,46 10,30%0,15
Eucaliptol 38,41+0,87 38,14+0,33 28,69+0,91 3758+1,23 40,44+0,92

Oxido de linalol (cis) 0,16 +0,02 0,20+0,01 0,24+0,09 0,13+0,02 0,15+0,01
Linalol 42,40+1,22 45,04+0,37 54,01+0,39 4247+1,31 39,94+0,63
a-terpineol 0,12+0,01 0,120 0,22+0,02 0,18+0,01 0,14 +0,01
Geraniol 0,19 +0,02 0,17 +0,01 0,46+0,09 0,59+0,08 0,49+0,06
Acetato de bornila 0,14 +0,01 0,140 0,24+0,01 0,150 0,140
Acetato de geranila 0,06 + 0,01 0,060 0,11+0,01 0,12+0,01 0,09 +0,01
8-elemeno 0,19+0,02 0,18+0,01 0,34+0,02 0,24+0,01 0,180
B-cariofileno 0,15+0,01 0,15+0 0,27 £ 0,01 0,18+0,01 0,140
a-trans-bergamoteno 1,11 £ 0,08 1,10 £ 0,06 2,01+£0,21 1,60+0,12 1,10+ 0,01
a-guaieno 0,07 £0,01 0,070 0,12 +0,02 0,090 0,070
Germacreno D 0,06 +0,01 0,05+0,01 0,10 +0,02 0,090 0,06 + 0,01

a-bulneseno 0,06 +0,01 0,06+0,01 0,12 +0,02 0,110 0,080

é-cadineno 0,19+0,03 0,18+0,02 0,38+0,07 0,40+0,02 1,10+1,44

Fonte: o Autor
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Gréafico 9 — Percentual relativo de &rea para os compostos volateis do 6leo essencial do Ocimum
basilicum extraidos em um mesmo cartucho repetidas vezes.
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Fonte: o Autor

4.2 AplicacBes do método

4.2.1 Anélise de compostos organicos volateis do Dendezeiro in vivo

A anélise das inflorescéncias das espécies de Elaeis guineensi, Elaeis oleifera e

do Hibrido mostraram que além do estragol, substancia responsdvel pela atracdo de

polinizadores especificos do dendezeiro, uma substancia de pirazina metoxilada também foi

identificada. Essa substancia, conhecida como 2-metoOxi pirazina (Figura 7, pag 44), também

esta relacionada com a polinizacdo (CUTRI, 2013), podendo ser a responsavel pela atracéo de

insetos polinizadores das espécies do dendé, assim como o estragol.



44

Figura 7 - Estrutura da 2-metoxi pirazina

Fonte: o Autor

Utilizando o adsorvente Carboxen 569, observa-se que as inflorescéncias do
Tenara, Caiaué e do Hibrido apresentaram o estragol, entretanto, essa substancia s6 pode ser
observada em amostras cuja analise foi realizada com 500 mg de adsorvente e com tempo de
coleta de 2 minutos, sendo mais freqiiente em inflorescéncias masculinas da espécie Elaeis
oleifera. Todavia a amostra que apresentou 0 maior teor de estragol foi da especie Elaeis
guineensis.

Com o mesmo adsorvente a substancia 2-metOxi pirazina mostrou-se mais
freqliente, sendo observada em um nimero maior de amostras se comparada com o estragol.
A substancia foi predominante em amostras da espécie Elaeis oleifera e em inflorescéncias
masculinas, embora amostras de inflorescéncias femininas e do hibrido também tenham
apresentado a substancia. Com relacdo a massa de adsorvente, a 2-metoOxi pirazina pode ser
coletada em cartuchos empacotados com 100 e 500 mg de Carboxen e com tempo de 2 e 5
minutos de extracéo.

Testou-se também o adsorvente Porapak, observa-se que das substancias de
interesse apenas o estragol pode ser coletado e ainda assim em poucas amostras. Contudo essa
substancia pode ser extraida de inflorescéncias masculinas e femininas da especie Elaeis
guineensis e do Hibrido, sendo predominante na primeira. Para o tempo de coleta, a analise se
mostrou eficiente para o tempo de 2 minutos. A utilizacdo do adsorvente Porapack foi
descartada, pois este adsorvente ndo apresentou resultados promissores no estudo em questao.

Os resultados obtidos nos experimentos e sob as condicdes de analise
estabelecidas na metodologia estdo sumarizados nas Tabelas 9 e 10.



Tabela 9 - Coleta de volateis em palma de 6leo utilizando o adsorvente Carboxen 569.
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- - Dados da Tempo . 2-metoxi
Inflorescéncia Espécie planta (min) Massa Estragol/Area p;r@zma
Area
Masculina Elaeis guineensis ~ A25 L59 P9 2 500 mg 0 0
Masculina Elaeis guineensis ~ A25 L59 P4 2 500 mg 5913653 0
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 2 lgr 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 2 100 mg 0 0
Masculina Elaeis oleifera A311L31P6 5 100 mg 0 70783
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 2 500 mg 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 2 500 mg 86254 31929
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 5 500 mg 0 41335
Masculina Elaeis oleifera A311L31P6 5 500 mg 0 43814
Masculina Elaeis oleifera A31 L31P9 2 500 mg 39174 0
Masculina Elaeis oleifera A31 L31P6 2 100 mg 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31 L31P6 2 100 mg 0 24475
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 2 500 mg 0 23713
Masculina Elaeis oleifera A31 L31P6 2 500 mg 0 17041
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 2 500 mg 112074 14765
Masculina Hibrido A53 L5 P12 2 500 mg 0 0
Masculina Hibrido A53 L5 P13 2 500 mg 0 0
Masculina Hibrido A53 L33 P25 2 500 mg 61086 8046
Feminina Elaeis guineensis ~ A25 L15 P25 2 500 mg 0 0
Feminina Elaeis guineensis  A25 L15 P25 2 500 mg 0 0
Feminina Elaeis oleifera A31 L32 P22 2 500 mg 0 0
Feminina Elaeis oleifera A31 L32 P23 2 500 mg 0 5071
Feminina Elaeis oleifera A31L32 P25 5 500 mg 0 0
Feminina Elaeis oleifera A31 L32 P26 5 500 mg 0 26976
Feminina Elaeis oleifera A31 L32 P27 2 lgr 0 0
Feminina Elaeis oleifera A31 L32 P28 2 100 mg 0 18184
Feminina Elaeis oleifera A31L32 P29 5 100 mg 0 24813
Feminina Elaeis oleifera A31 L31P8 2 500 mg 803877 30214
Feminina Hibrido A53 L6 P4 2 500 mg 0 0
Feminina Hibrido A53 L14 P2 2 500 mg 0 0
Feminina Hibrido A53 L27 P20 2 500 mg 0 0
Controle - Area 53 2 100 mg 0 0
Controle - Area 31 2 500 mg 9160 0

Fonte: o Autor



Tabela 10- Coleta de volateis em palma de 6leo utilizando o adsorvente Porapak
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- - Dados da Tempo " 2-metoxi
Inflorescéncia Espécie planta (min) Massa Estragol/Area p;r@zma
Area
Masculina Elaeis guineensis ~ A25 L59 P9 2 - 541733 0
Masculina Elaeis guineensis ~ A25 L59 P4 2 - 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31 L31P6 2 - 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 2 - 0 0
Masculina Elaeis oleifera A311L31P6 5 - 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 5 - 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31L31P9 2 - 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31L31P6 2 - 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31 L31P6 2 - 0 0
Masculina Elaeis oleifera A31 L31P6 2 - 0 0
Masculina Hibrido AB3 L5 P12 2 - 0 0
Masculina Hibrido A53 L5 P13 2 - 0 0
Masculina Hibrido A53 L33 P25 2 - 562225 0
Feminina Elaeis guineensis ~ A25 L15 P25 2 - 2494222 0
Feminina Elaeis guineensis ~ A25 L15 P25 2 - 1090536 0
Feminina Elaeis oleifera A31 L32 P31 2 - 0 0
Feminina Elaeis oleifera A31L32P32 2 - 0 0
Feminina Elaeis oleifera A31 L32 P33 5 - 0 0
Feminina Elaeis oleifera A31L32P34 5 - 0 0
Feminina Elaeis oleifera A31 L31P8 2 - 0 0
Feminina Hibrido A53 L6 P5 2 - 7848 0
Feminina Hibrido A53 L14 P2 2 - 0 0
Feminina Hibrido Ab53 L27 P20 2 - 0 0
Controle - Area 31 2 - 0 0
Controle - Area 53 2 - 0 0

Fonte: o Autor

4.2.2 Analise de compostos organicos volateis da espécie Ocimum basilicum in vivo

As coletas de amostras foram feitas no periodo de 8:00 as 18:00 h no horto da

Embrapa Agroindustria tropical. Foi possivel identificar apenas duas substancias, linalol e

eucaliptol, sendo elas, como ja foi visto anteriormente, constituintes majoritarios nas plantas

da espécie Ocimum basilicum.

O Gréfico 10 representa a curva de calibracdo obtida por padronizacao externa da

solucgéo padréo de 3-octanol que, por regresséo linear, apresentou o coeficiente de correlagédo

R?=0,9947 e equacdo da reta igual a y = 336265 x — 756266. A concentracdo de 0,1 pg mL™

foi considerada como limite de detecgdo e a de 0,2 ug mL™ foi estabelecida como o limite de

quantificacdo. A padronizacdo externa foi realizada para que se tivesse o conhecimento do
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intervalo de linearidade do método, sendo assim, a incerteza relativa a quantificagdo por

padronizacdo interna foi resolvida.

Gréfico 10 — Curva de calibracao externa do padrdo 3-octanol.
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Fonte: o Autor

Observou-se que ocorreu um decréscimo na concentracdo dessas substancias ao

longo do dia conforme mostra o Grafico 11. Para a construcdo desse gréfico foi considerada a

concentracéo obtida por equivaléncia proporcionada pela padronizacao inte

rna.

Gréfico 11 — Concentragdo de linalol e eucaliptol em diferentes horéarios de coleta de COVs da espécie

Ocimum basilicum.
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Fonte: o Autor
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As concentragdes de linalol e eucaliptol podem ser observadas na Tabela 11.

Tabela 11 — Concentracdo em pg h™ de linalol e eucaliptol obtidas por padréo interno.

. ug h
Horario (h) - -
Eucaliptol Linalol

8 1,65 2,62
10 1,12 1,42
12 0,94 1,27
14 0,84 0,80
16 0,73 0,55
18 0,42 0,33

Fonte: o Autor

Os resultados demonstrados para dinamica circadiana do Ocimum basilicum estéo
de acordo com a literatura. Em artigo de revisao, publicado por Gobbo e Lopes, 2007, os
autores descrevem a respeito de pesquisas que apontam que a intensidade de luz ¢ um fator
que também influencia a concentracdo e a composicao de diferentes classes de moléculas,
como terpendides. Foi corroborado, que o manjericdo (Ocimum basilicum) e o tomilho
(Thymus vulgaris), tinham o completo desenvolvimento de tricomas glandulares, local onde
0s Gleos essenciais sdo armazenados, sob condi¢es de dependéncia da intensidade de luz. Em
nosso estudo houve um decréscimo de emissdo de volateis ao logo do dia o que pode estar
ligado a variagGes de intensidade solar. Seria esse fator apenas um indicativo, mais estudos
deverdo ser conduzidos para que se tenha total controle das variaveis, somente assim
poderemos inferir com seguranca os fatores que influenciam a producdo desses metabolitos

secundarios.
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5. CONCLUSAO

Com este trabalho, foi possivel otimizacdo de uma metodologia para a coleta de
compostos organicos volateis liberados pelas plantas que sdo de fundamental importancia para
a compreensdo do complexo sistema de interagdes entra as plantas e outros seres vivos. Para
a metodologia fez-se uso dos adsorventes Carboxen 569 e Porapak, ja conhecidos
experimentalmente pela sua capacidade de capturar substancias organicas de baixo peso
molecular.

Utilizando apenas o adsorvente Carboxen 569 nos experimentos para a validacao
do método, verificou-se que a metodologia aplicada é eficiente, pois apresentou resultados
satisfatorios para os testes de seletividade, onde foi identificado um total de 55 substancias, o
que corresponde a 75,34% das substancias estudadas nos 6leos essencias. Além de possuir
precisdo de até 96 horas apds a coleta, como observado no teste de armazenamento,
apresentar repetitividade nas analises e ser sensivel a concentragcfes relativamente baixas do
analito.

Para as analises feitas em campo, observa-se que os cartuchos contendo
adsorvente Carboxen 569 foi mais eficiente na captura de substancias, estragol e 2-metoxi
pirazina , responsaveis por atrair polinizadores do dendezeiro, Caiaué e do Hibrido,
fornecendo, dessa forma, mais informagOes sobre a liberacdo dessas substancias pelas
espécies Elaeis guineensi, Elaeis oleifera e do Hibrido podem ser adquiridas, permitindo uma
comparacdo entre as espécies. J& para o experimento realizado no horto da Embrapa
Agroindustria Tropical, com a planta da espécie Ocimum basilicum, foi possivel comprovar
que a concentracdo dos constituintes majoritarios dessa espécie decresce ao longo do dia e
assim criar um perfil de liberacdo para a planta, reafirmando a eficiéncia da metodologia para
a analise de semioquimicos de plantas in vivo e in situ.

Vérios fatores podem interferir na captura de compostos volateis, sendo assim,
este trabalho deixa a oportunidade para estudos mais aprofundados sobre a otimizacdo do
método e a sua aplicacdo do mesmo na andlise de semioquimicos de plantas e a sua relacdo

ecologica.
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ANEXOS

ANEXO A - Cromatograma do 6leo essencial de Cymbopogon nardus.
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ANEXO B — Espectros de massas dos compostos majoritarios do 6leo essencial de
Cymbopogon nardus.
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ANEXO C - Cromatograma do 0leo essencial de Lippia sidoides Cham.
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ANEXO D - Espectros de massas dos compostos majoritarios do 6leo essencial de Lippia

sidoides Cham.
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ANEXO E - Cromatograma do 6leo essencial de Mentha piperita L.
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ANEXO F - Espectros de massas dos compostos majoritarios do 6leo essencial de Mentha

piperita L.
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ANEXO G - Cromatograma do 6leo essencial do Ocimum basilicum.

x10 6 |+ TIC Scan CARS00mg_MariaBonita _0.d

7

6

5_

4]

3_

2]

14

S NS W S SR N A
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Counts vs. Acquisition Time (min)

o

%10 %

w
L

x10 =

0.5

[ S TR L - ¥

F4 T T T

ANEXO H - Espectros de massas dos compostos majoritarios do 6leo essencial do Ocimum

basilicum
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ANEXO I - Cromatograma dos Compostos Volateis extraidos da espécie E. oleifera.
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ANEXO J - - Espectros de massas das substancias 2-metdxi pirazina e Estragol.
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ANEXO L - Percentuais relativos de area do 6leo essencial de citronela.
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ANEXO M - Percentuais relativos de area do 6leo essencial de alecrim pimenta.

Oleo essencial alecrim pimenta.
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ANEXO N - Percentuais relativos de area do 6leo essencial de hortela.
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ANEXO O — Percentuais relativos de area do 6leo essencial de majericéo.
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