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RESUMO

Oleos essenciais sdo compostos volateis produzidos pelas plantas que exercem as funcées de
auto-defesa e de atracé@o de polinizadores. Eles podem pertencer as mais diversas classes de
compostos, mas sdo constituidos principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropandides, ésteres e outras substancias de baixo peso molecular e normalmente s&o
usados como misturas. A producao de 6leo essencial pode ser afetada por varios fatores de
influéncia que podem alterar essa producéo, como a adubacéo, insolacdo luminosa e variagbes
genéticas intra-espécie, que foram os fatores estudados no presente trabalho. A familia
Burseraceae compreende 18 géneros e 700 espécies distribuidas principalmente na América
do Sul, Malasia e Africa. Na regido tropical, essa familia ¢ amplamente representada pelo
género Protium com 135 espécies. Neste trabalho foram estudados os 6leos essenciais de
folhas de trés individuos de P.altsonii, trés de P.apiculatum, trés de P. decandrum e quatro
individuos de P. hebetatum, além de outras duas amostras desta Ultima espécie que
apresentaram variacdes morfologicas. Além disso, também foram estudados os Oleos
essenciais dos frutos de dois individuos de cada uma destas espécies. Todas as espécimes
estavam localizadas na Reserva de Fragmentos Florestais do INPA, em uma mesmo ambiente.
Com o objetivo de analisar as variagdes na producdo de biomassa e na composicdo e
guantidade dos 6leos essenciais com relagdo a grau de insolacdo e presenca de adubos
guimicos também foram realizados estudos com outra espécie, a chamada erva-copaiba.
Pertencente a familia Scrophulariaceae, esta espécie, chamada Otacanthus azureus, é uma
planta rara, tropical, que tem sido comercializada para ornamentacdo. Seu cultivo foi realizado
em condi¢cbes controladas e com o acompanhamento de pesquisadores da Faculdade de
Ciéncias Agrarias. Os 0Oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilacdo em aparelho de
clevenger modificado e analisados por cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de
ionizacdo de chama e de espectrometria de massas. Observou-se que o0s rendimentos dos
Oleos essenciais das espécies de Protium estavam de acordo com a literatura, que 6leos da
mesma espécie apresentaram rendimentos semelhantes, mas diferentes estatisticamente entre
as espécies. A composicao destes 6leos ainda esta sendo estudada. Nos estudos com a erva-
copaiba observou-se que ndo houve variacdo no rendimento do 6leo essencial do caule,
enguanto variacdes expressivas foram observadas nas folhas (com um aumento do rendimento
do 6leo com a maior insolac@o) e nas raizes, em que a adubacao com nitrogénio possibilitou a

producdo de maior quantidade de 6leo quando foi utilizado uma insolagéo de 50%.



INTRODUCAO

SUMARIO

REVISAO BIBLIOGRAFICA. ...

METODOS UTILIZADOS...... e

RESULTADOS E DISCUSSAO. ...

CONGCLUSAOD . ..ottt

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coo e



INTRODUCAO

Oleos essenciais da Amazonia tém sido extensamente explorados para a obtencéo de
cosméticos, perfumes, inseticidas e farmacos. Duas das principais espécies Amazonicas de
gue se retiram Oleos essenciais sdo Piper hispidinervum e Aniba rosaeodora. Enquanto a
primeira fornece um 6leo rico em safrol, inseticida ainda pouco aproveitado; a segunda fornece
o linalol, monoterpeno utilizado como fixador pela industria de perfumes, com elevado valor
agregado. A exploracdo de A. rosaeodora no Ultimo século fez com que a espécie corresse
risco de extincdo. Outras espécies que possuem 6leos essenciais ricos em linalol tém sido
pesquisadas como substitutas de A. rosaeodora, entre as quais se destaca Croton cajucara.

Inicialmente, o presente projeto tinha por objetivo o estudo dos 6leos essenciais de
Croton cajucara e Piper hispidinervum. Contudo, nos meses de agosto, setembro e meados de
outubro de 2009, ocorreu um extenso periodo de seca e que fez com que o solo ficasse sem
condicbes de plantio das mudas das espécimes em estudo. Somente no final do més de
outubro houve o plantio das mudas de Croton cajucara e Piper hispidinervum, mas,
ironicamente, Nnos meses seguintes ocorreu uma grande quantidade de chuva na regido,
prejudicando também o crescimento das mudas estudadas, tendo como conseqiiéncia a perda
destas mudas. Estes problemas meteorolégicos ocasionaram um grande atraso neste projeto.

De forma a dar continuidade nos objetivos Ultimos deste projeto, o de estudar 6leos
essenciais de espécies amazodnicas com variacdo nas condi¢des de cultivo, optou-se pelo inicio
dos trabalhos com espécies da familia Burseraceae, para otimizacdo das condi¢cdes de analise
e aprendizado das metodologias. Para isso foram extraidos 6leos essenciais de folhas e frutos
das espécies Protium hebetatum (Formas A e B), P. altsonii, P. decandrum e P. apiculatum.

Os estudos realizados em conjunto com o curso de Ciéncias Agrarias da UFAM foram
realizados com outra espécie de interesse: Otacantus azureus (Scrophulariaceae). Conhecida
como erva-copaiba, seu plantio foi realizado com as mesmas especificacdes agronémicas
iniciais deste projeto: a analise de como o rendimento e a composi¢cdo de Oleos essenciais
pelas plantas varia em relagéo a fatores como o grau de insolagéo, a presenca de nutrientes no

solo e o estagio fenologico.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Plantas tém sido tradicionalmente usadas por populacdes de todos os continentes no
controle de diversas doencas e pragas, além de representar uma fonte importante de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem modelos para sintese de um
grande numero de farmacos.

Os oOleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de matérias primas
para varias industrias, principalmente as de perfumaria, alimentos e farmacéutica. Eles sao
misturas complexas que podem conter 100 ou mais compostos organicos.

Estes Oleos podem pertencer as mais diversas classes de compostos, mas sdo
constituidos principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, ésteres e
outras substancias de baixo peso molecular e normalmente sdo usados como misturas, pois as
propriedades organolépticas estdo associadas a varios componentes.

Estima-se que o Brasil possua 50.000 espécies de plantas superiores, produtoras de
madeiras, celulose, fibras, alimentos, 6leos vegetais e 6leos essenciais entre outros produtos
naturais. A floresta Amazoénica com 4 milhdes km?, teria 30.000 espécies de plantas, cerca de
um terco medicinais e/ou arométicas e talvez 70 % destas usadas como medicamentos pela
populacdo local, além de outros usos. Porém, acredita-se que apenas 8 % das especies
vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos e apenas 1.100
espécies vegetais da flora brasileira foram avaliadas em suas propriedades medicinais.

A Amazbnia é um dos mais complexos ecossistemas da terra em equilibrio, onde
participam fatores como umidade, alta precipitagdo e reciclagem da matéria organica.
Entretanto, por sua fragilidade, o desmatamento vem quebrando este equilibrio de modo
acelerado (Fearnside citado por Di Stasi, 1989), com o risco de desaparecimento de riquissimo
numero de espécies da flora ainda ndo convenientemente estudadas.

A regido Amazobnica é caracterizada por apresentar solos profundos, pobres e acidos,
com fortes limita¢cdes quanto a fertilidade natural, e onde o P é o elemento mais limitante,
seguido do K e N. No Acre, tem-se verificado que a acidez nos solos prejudica o
desenvolvimento da maioria das culturas (Amaral & Souza, 1998), e pode ocasionar deficiéncia
e toxicidade nutricional.

Dentre os fatores de estresse que podem interferir na composi¢cdo quimica da planta, a
nutricdo merece destaque, pois a deficiéncia ou o excesso de nutrientes podem interferir na
producdo de biomassa e na quantidade de principio ativo. Dentre os nutrientes, o nitrogénio (N)

tem maior utilizag@o e tem estreita relacdo com o teor da biomassa, expressa pela eficiéncia do



seu uso na producao, por sua funcdo como componente essencial do protoplasma e das
enzimas vitais da planta (Martins et al., 1998; Taiz e Zeiger, 2004).

Outro fator de grande importancia na variacdo do rendimento e da composicao dos
Oleos essenciais é a temperatura.

As baixas temperaturas tém influéncias significantes nos niveis de metabdlitos
secundarios. E relatada, por ex., uma correlacio positiva entre a intensidade e a duracéo do
frio imposto a mudas de milho (Zea mays) e a abundancia de antocianinas e mRNA para as
enzimas chaves da via fenilpropanoidica, tais como PAL (fenilalanina amdnia-liase) e chalcona
sintase.

A formacdo de Oleos volateis, em geral, parece aumentar em temperaturas mais
elevadas, apesar de dias muito quentes levarem a uma perda excessiva destes metabdlitos.

A familia Burseraceae € uma das principais familias resiniferas do mundo. Seus 6leos-
resina possuem aplicacdes nas industrias de perfumaria, farmacos, tintas e vernizes. As
espécies da familia Burseraceae possuem importantes atividades medicinais, evidenciadas ha
tempos por comunidades de todas as regifes tropicais e subtropicais do mundo, onde estdo
presentes as arvores e arbustos desta familia (PERNET, 1972).

As espécies da familia Burseraceae sao encontradas nas varias regidoes tropicais e
subtropicais do mundo, distribuidas por aproximadamente 700 espécies, divididas em 18
géneros (Weeks, Daly & Sympson (2005).

A espécie Otacanthus azureus, pertencente a familia Scrophulariaceae, é uma planta
rara, tropical, que tem sido vendida para ornamentag¢édo, em pequenos vasos. Suas folhas séo
verde brilhantes, um tanto pegajosa, opostas com espigas terminais de flores azuis brilhantes

que caracterizam este pequeno arbusto.



METODOS UTILIZADOS

COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS. O cultivo da espécie O. azureus foi realizado
no setor sul campus universitario, na Faculdade de Ciéncias Agrérias. JA4 as espécies da
familia Burseraceae foram coletadas nas reservas florestais da ARIE PDBFF, situadas no
Distrito Agropecuario da Zona Franca de Manaus (IBAMA/INPA-PDBFF), localizadas ao longo
da ZF-03, estrada vicinal da BR-174, vinculado as atividades do Projeto Dinamica Bioldgica de
Fragmentos Florestais — PDBFF (INPA-STRI), sendo coletados ramos de 13 arvores nos
fragmentos florestais Dimona e Porto Alegre, localizados respectivamente nas Fazendas
Dimona e Porto Alegre. Vale salientar que as arvores da familia Burseraceae possuem folhas
compostas, isto €, suas folhas apresentam subdivisdes,com isso a espécie Protium hebetatum
apresenta uma variagdo morfologica e apresenta duas formas distintas, ditas formas A e B, e
duas formas foram analisadas. As folhas e frutos das espécies Protium altsonii, P. apiculatum,
P. decandrum e Protium hebetatum (Formas A e B) foram analisadas, assim como Otacanthus
azureus, de que foi utilizada a planta inteira, retirada pelas raizes. Todas as partes a serem
analisadas passaram por uma limpeza para retirar as impurezas, levadas a uma estufa com
circulagdo de ar a 40 °C para retirada da umidade. O material seco foi levado ao moinho de 4
facas para ser triturado, em seguida a amostra foi colocada em um recipiente plastico, levado a

uma geladeira, ate o dia que foi realizada a extracao.

EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL. As extracdes de 6leo essencial das espécies Otacanthus
azureus e as da familia Burseraceae foram realizadas por meio da técnica de “arraste a vapor”,
utilizando aparelho de Clevenger modificado, acoplado a um baldo de vidro de fundo redondo e
uma manta usada como fonte de calor. Os 6leos essenciais da espécie O. azureus foram
extraidos de cinco partes da muda: folhas superiores, medianas, inferiores, caule e raiz. Nas
folhas das espécies de Protium as amostras analisadas foram padronizadas em 100 g. As
hidrodestilagbes ocorreram pelo periodo de 4h, mantendo-se a temperatura em 100 °C.
Posteriormente os 6leos foram secos em Na,SO4 anidro. O rendimento dos 6leos foi calculado
com base no peso do material fresco. Estes procedimentos foram feitos em duplicata, e os
Oleos armazenados em frascos de vidro sob refrigeracdo, para evitar perdas de constituintes

volateis e, entdo, submetidos a andlises.



RESULTADOS E DISCUSSAO

As extracbes de Oleos essenciais das folhas das espécies Protium altsonii, P.

apiculatum, P. decandrum e P. hebetatum (formas A e B), ocorreram no periodo de novembro a

meados de janeiro, quando se realizou as trituracdes das amostras e em seguida as extracbes

dos Oleos essenciais. Estes 6leos foram obtidos através do uso de apenas um baldo de fundo

redondo e o auxilio da manta aquecedora, tendo apenas duas extracdes por dia, totalizando 30

extracbes. Cada extracdo de 6leo tem duracdo de aproximadamente 5 a 6 horas. Os

rendimentos médios das extracBes em duplicata para as folhas de Protium analisadas séo

apresentados na tabela 1, abaixo, em conjunto com os dados de médias para cada espécie.

Tabela 1 — Rendimento dos 6leos essenciais das folhas das espécies de Protium.

Espécie Espécime Média (%) £DP Média (%) £DP
P. altsonii | 0,042 +0,003
P. altsonii I 0,087 +0,012 0,0618 +0,0206
P. altsonii 1l 0,055 +0,005
P. apiculatum | 0,1 +0,02
P. apiculatum 1 0,051 +0,0115 0,0641 £0,0325
P. apiculatum i 0,051 £0,0125
P. decandrum | 0,037 +0,023
P. decandrum I 0,1 +0,048 0,0651 £0,0426
P. decandrum gl 0,055 +0,0125
P. hebetatum | 0,070 +0,01
P. hebetatum I 0,16 +0,02
P. hebetatum 1l 0,16 +0,01 0,1331 +0,0499
P. hebetatum v 0,074 +0,001
P. hebetatum f.a. \ 0,125 +0,005
P. hebetatum f.b. v 0,20 +0,005

Os 6leos apresentaram o rendimento esperado, levando em conta a familia estudada,

pois ja4 existia estudo com a outra espécie da familia Burseraceae. Apés a andlise de

rendimento pode-se observar que os rendimentos das amostras das espécies P. hebetatum

forma A e B, obtiveram valores distintos, de acordo com os dados observados na tabela 1.




Essa diferenciacdo de rendimento, pode ser questionado pelo fato dessa espécie

possuir diferencas morfolégicas, e tal diferenca de rendimento pode ser considerado como um

indicio de que essas espécies sao realmente distintas. Mas para isso, ainda sera preciso

analisar as composi¢oes quimicas das duas espécies.

Posteriormente foram realizadas as extracbes de 6leo essencial dos frutos das mesmas

espécies citadas acima. No total foram realizadas 18 extra¢des. Os rendimentos podem ser

observados na tabel

az2.

Tabela 2 — Rendimento dos 6leos essenciais dos frutos das espécies de Protium.

Espécie Espécime Média (%) £DP Média (%) £DP
P. altsonii ! 0,73 £0,095 18823 +0,1601
P. altsonii I 2,02 +0,05
P. apiculatum ! 1,05 +0,01 0,7738 £0,2837
P. apiculatum I 0,49 +0,05
P. decandrum ! 1,54 +0,025 1,8394 £0,2975
P. decandrum Il 2,12 0,105
P. hebetatum f.a | 0,11 +0,01
P. hebetatum f.b. I 0,081 +0,001 0,0919 £0,0163
P. hebetatum f.b. I 0,081 +0,005

As hidrodestilacdes da espécie Otacanthus azureus foram realizadas segundo as

condigbes agronOmicas citadas anteriormente, e resultaram no total de 60 extragdes,na qual

foram perdidas cinco amostras devido a falta de energia durante as extra¢des. Os rendimentos

dos 6leos de O. azureus podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento médio dos Gleos essenciais de partes da planta da espécie de O. azureus.

Partes da 100% Insolacédo | 50% Insolacdo | 100% Insolacd&o | 50% Insolagédo
Planta Sem Adubo Sem Adubo Com Adubo Com Adubo
(Média(%) +DP) | (Média(%) +tDP) | (Média(%) +tDP) | (Média(%) £DP)
Superior 0,69 +0.26 0,26 £0.16 1,13 £0.16 0,29 +0.03
Mediana 1,29 £0.30 0,33 £0.09 0,96 +0.10 0,29 +0.1
Inferior 0,82 +0.16 0,19 +0.05 0,71 +0.10 0,26 +0.04
Caule 0,027 +0.01 0,04 +0.01 0,026 +0.05 0,04 +0.01
Raiz 0,0077 £0.01 0,02 £0.01 0,016 +0.01 0,03 +0.01




Foi possivel observar que a adicdo de nutrientes no solo das mudas desta espécie, ndo
teve um resultado significativo em relacdo a biomassa. Apds a secagem e trituracdo do
material, observou-se que a quantidade de matéria seca, em gramas, ndo ocorreu alteracao
entre as amostras que continham adubacéo.

Em relacdo a producdo de 6leo essencial das folhas e do caule, também néo foi
observado um resultado significativo com as amostras que continham adubag&o. Mas o
rendimento dos 6leos das raizes, obtiveram um aumento com adi¢cdo de adubo.

Mas em comparagdo com a intensidade luminosa, foi possivel observar uma variagéo
relativamente grande entre as mudas que tiveram quantidade de insolagfes diferentes. A
producédo de 6leo essencial foi maior nas mudas que tiveram tratamento de insolacdo a 100%,
divergindo com as mudas, que tiveram insolacdo a 50%, exceto as raizes que obtiveram maior
rendimento de 6leo essencial com insolacdo a 50%.

O aumento da producdo de o6leo essencial das folhas de O. azureus, devido ao
tratamento de insolacdo a 100%, pode ser comparado com a formacdo de lactonas
sesquiterpénicas nos tricomas do girassol (Helianthus annuus) também é influenciada pela luz,
sendo que uma exposicao intensa leva a um maior nivel biossintético (Spring & Bienert, 1987).

Os rendimentos maximos de 6leos essenciais, decorrente aos fatores de influéncia,

adubacéo e insolagdo, podem ser melhor visualizados nos graficos 1 e 2.
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Gréfico 1: Rendimentos (%) das folhas Otacanthus azureus, em diferentes
condi¢des agrondmicas. (Legenda: 100 SN: 100% Insolagdo e Sem Nitrogénio;
100 CN: 100% Insolacdo e Com Nitrogénio; 50 SN: 50% Insolacdo e Sem
Nitrogénio; 50 CN: 50% Insolacdo e Cem Nitrogénio)
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Gréfico 2: Rendimentos (%) de caule e raiz Otacanthus azureus, em
diferentes condi¢cbes agrondmicas. (Legenda: 100 SN: 100% Insolacéo e
Sem Nitrogénio; 100 CN: 100% Insolagcdo e Com Nitrogénio; 50 SN: 50%
Insolacéo e Sem Nitrogénio; 50 CN: 50% Insolacdo e Cem Nitrogénio)

Até o presente momento nédo foi possivel realizar a identificacdo da composi¢cdo quimica
das duas espécies em estudo, uma vez que os 6leos essenciais ainda estdo sendo analisados
em CG-DIC e CG-EM. Estamos aguardando os resultados para dar prosseguimento para
identificacao.



CONCLUSAO

Verificou-se que os 6leos essenciais das folhas das espécies protium, possuem
rendimentos aproximados e os Oleos dos frutos obtiveram rendimentos distintos, mas séo
resultados que condizem com a literatura.

O teor de nitrogénio nas mudas de Otacanthus azureus, ndo influenciou
significativamente na producdo de 6leo essencial. Mas a quantidade de insolacdo a 100%,
obteve uma grande influéncia no rendimento dos 6leos essenciais das folhas e a insolacdo a

50% obteve maior rendimento de 6leo para as raizes.
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