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RESUMO

Schinus terebinthifolia(aroeira) € uma espécie que tem atraido o interesse dos
produtores ruraisdevido os frutosserem utilizados como condimento alimentar,
sendo interesse para a industria alimenticia, e pela potencialidade das
atividades biolégicas do Oleo essencial. Esta demanda do mercado exige
qualidade dos frutos, relacionando as suas caracteristicas fisicas e quimicas.
No presente estudo avaliou-se a qualidade dos frutos de diferentes genétipos
de aroeira em diferentes estadios de maturacdo, com o objetivo de determinar
o melhor estadio para colheita e atender o mercado. Os frutos do genotipo
BAAr 05, foram analisados nos cinco estadios de maturacdo: fruto verde (1);
fruto verde-rosado (2); fruto rosado (3); fruto vermelho “maduro” (4); fruto
vermelho intenso “passado” (5), analisando as caracteristicas fisicas (peso,
tamanho), e quimicas (componentes quimicos do Oleo essencial e seu
rendimento), desenvolvendo uma nova metodologia para a analise com
headspace. Os gendtipos BAAr 05, BAAr 08-C e BAAr 23, foram avaliados no
quinto estadio de maturacdo e identificados de acordo com quimiotipos. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Os resultados adquiridos foram submetidos a quimiometria para
realizar a andlise multivariada dos dados, com o uso da andlise dos
componentes principais (PCA). Os estadios de maturacdo do gendtipo BAAr 05
apresentaram 0 agrupamento entre estadios uniformes e separacédo entre 0s
estadios intermediarios, demostrando a caracteristica de transicdo dos frutos
do estadio 2 e 3. Para determinar o rendimento de 6leo, foi utilizado o aparato
de Clevenger, sendo maior no quarto estadio de maturacéo (3,76%), sugerindo
este comoo melhor ponto de colheita. A analise PCA gerou agrupamento dos
gendtipos BAAr 05, BAAr 08-C e BAAr 23, demostrando que apresentam
quimiotipos diferenciados. Evidenciou-se queo uso do equipamentoheadspace
destaca-se em analises quimiométricas dos componentes principais analisando

também os quimiotipos dos genaotipos.

Palavras-chave: headspaces maturacdo * Schinus terebinthifolias qualidades

quimiometrias quimiotipoe



ABSTRACT

Schinus terebinthifolia (aroeira) is a species that has attracted the interest of
many farmers because the fruits are used as condiment, being of interest to the
food industry, and for the potential benefits of its essential oil. This high
popularity demands fruit quality, in both its physical and chemical
characteristics. In the present study, the quality of the fruits of various
genotypes of aroeira in different stages of maturation was evaluated, with the
aim of determining the best period for the harvest to meet the market demand.
The fruits of the genotype BAAr 05, were analyzed in the five maturation stages:
green fruit (1); green-pink fruit (2); pink fruit (3); "ripe" red fruit (4); intense red
fruit "past-ripe" (5), analyzing the physical characteristics (weight, size), and
chemical characteristics (chemical components of the essential oil and its yield),
and developing a new methodology for headspace analysis. The genotypes
BAAr 05, BAAr 08-C and BAAr 23, were evaluated in the fifth maturation stage
and identified according to chemo-types. The experimental design was
completely randomized, with three replications. The results were submitted to
chemometrics to perform the multivariable analysis of the data, using the
principal components analysis (PCA). The maturation stages of the BAAr 05
genotype showed the grouping between uniform stages and separation
between the intermediate stages, showing the transition characteristic of the
fruits in stages 2 and 3. The Clevenger apparatus was used to determine the oil
yield, which reaches its peak in the fourth stage of maturation(3,76%). This
suggests that the fourth stage is the best harvesting time. The PCA analysis
showed grouping between the repetitions of the genotypes BAAr 05, BAAr 08-C
and BAAr 23, demonstrating that the genotypes have differentiated
chemotypes. It became clear that the headspace technique excels in
chemometric analysis of the main components also analyzing the genotype

chemotypes.

Keywords: headspace + maturation  Schinus terebinthifolia « quality -

chemometrics *« chemotype
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1 INTRODUCAO

Schinus terebinthifolia Raddi (Sinominia: Schinus terebinthifolius) € uma
espécie originaria da América do Sul, concentrada principalmente no Brasil,
Paraguai e Argentina. Pertencente a familia Anacardiaceae, esta planta possui
folhas perenes e frutos de caracteristica drupa, os quais, apresentam coloracéo

verdeno inicio e vermelha nos estadios posteriores (LORENZI, 2002).

O Estado do Espirito Santo tem se destacado no cenario internacional de
producdo e exportacdo de S. terebinthifolia. Desde 2012, o municipio de Séo
Mateus tem liderado a producéo e exportacéo desses frutos em ambito mundial
(INCAPER, 2016).

Os frutos, folhas e casca do caule, possuem propriedades medicinais com
atividade antibacterianas, antifingicas(OLIVEIRA, 2012). Além disso, aespécie
S. terebinthifoliaapresenta grande relevancia no mercado internacional, sendo
utilizada como condimento alimentar na culinaria europeia (CARVALHO et al.,
2003; LENZI; ORTH, 2004a).

Por conta das demandas comerciais, a determinacdo do ponto de colheita dos
frutos € de suma importancia, poisassegura uma boa conservacao e
manutencdo de sua qualidadegarantindo a preservacdo do conjunto de
propriedades que tornam os frutos apreciados pelo consumidor. No entanto,
durante a maturagao dos frutos, ocorrem mudancas relacionadas a cor, sabor e

componentes quimicos (VIEITES, 2010).

Os indices de maturacdo dos estadios do fruto sdo baseados em
caracteristicas fisicas e quimicas, que se modificam no decorrer do tempo
(DAMATTO JUNIOR et al.,, 2010). Dessa forma, a colheita promove a
estagnacédo do desenvolvimento da maioria de seus compostos, definindo suas
caracteristicas nutricionais (GORTNER; DULL; KRAUSS, 1967). Assim, a
determinacdo do ponto de colheita, esta relacionado com o melhor estadio de
maturagdo, e possui 0 intuito de atender as demandas do mercado

farmacéutico e alimenticio, que esta relacionada com a composicédo quimica e
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rendimento do o6leo essencial, produto de grande valor agregado para o

mercado nacional e internacional.

A composicado em monoterpenos e sesquiterpenos, principais constituintes do
Oleo essencial de S. terebinthifolia, assim como a concentracdo deles, podem
variar de acordo com fatores ambientais, disponibilidade hidrica e o tipo de solo
onde a planta € cultivada. O método de cultivo, processo de extracdo e época
de colheita (estddio de maturacdo) também podem influir na composicao e
concentracdo desses constituintes quimicos nos frutos (DUARTE et al., 2006).

Tendo em vista quea qualidade dos frutos, ao serem retirados da planta, varia
de acordo com o gendétipo e com o estadio de amadurecimento, o objetivo da
presente pesquisa foi determinar a qualidade do metaboloma volétil de frutos
de S.terebinthifoliacolhidos em diferentes estadios de amadurecimento.

Assim, ao considerar a hipotese do quarto estadio de maturacdo (fruto
vermelho “maduro”) como o tradicionalmente colhido pelos produtores de
aroeira, ena perspectiva do acumulo de metabdlitos secundarios de acordo
com Gobbo-Neto e Lopes (2007), a presente pesquisa busca contribuir com as
analises fisicas e bioquimicas dos frutos de S. terebinthifolia, de forma a
atender os melhores padrfes para a industria farmacéutica, estabelecendo os

parametros de producéo da qualidade certificada para produtores rurais.

A andlise dos quimiotipos € uma alternativa na selecao de genétipos com maior
potencial industrial, visto que proporciona a diferenciacdo das espécies de um
género e a identificacdo dos compostos de interesse comercial (CEVALLOS-
CEVALLOS et al., 2009). Neste trabalho optou-se pela utilizacdo da analise
multivariada de dados utilizando o PCA (Principal Component Analysis), que

realiza a funcéo de agrupar as principais informacdes das amostras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE
S.terebinthifolia

A espécie Schinus terebinthifolia pertence ao Reino Plantae; Subreino
Tracheobionta; Subdivisdo Spermatophyta; Divisdo Magnoliophyta; Classe
Magnoliopsida;  Subclasse @ Rosidae; Ordem  Sapindales; Familia
Anacardiaceae; (USDA, 2017).

A familia Anacardiaceae é formada por mais de 600 espécies, distribuidas em
mais de 70 géneros e podendo ser encontradas em diversos ambientes: secos
e Umidos; regides tropicais, subtropicais e temperadas. Dentro da familia
Anacardiaceae podem ser citados espécies como: Mangifera indicaL. (manga),
Spondias  tuberosalL. (umbu),Spondias mombinL. (cajd),Anacardium
occidentaleL.(caju) , que séo tradicionalmente comerializados, bem como as
sementes de e Pistacia veral. (pistache), espécies do géneroRhusque séo
utilizadas em bebidas. Além disso, alguns géneros sdo ornamentais e usados
na medicina natural, como € o caso do género Schinus (SOUZA; LORENZI,
2012).

O género Schinus contém cerca de 30 espécies, com distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais. Entre as espécies nativas do Brasil, com ampla
distribuicdo e facil adaptacao a diversos ambientes edafocliméticos, destaca-se
S.terebinthifoliaRaddi (JUDD et al., 2009), conhecida popularmente como
aroeira(LORENZI, 2002), cujo nome significa “arvore da arara” por conta da
preferéncia da avifauna (MOREIRA, 1985). No Brasil essa espécie também é
conhecida como aroeira-mansa, aroeira-vermelha, aroeira-da-praia, aroeira-
pimenteira, aroeirinha, pimenta-rosa.Em outros paises é conhecida como:
“pink-pepper”, “christmas berry”, “brazilian pepper’(Estados Unidos), “poivre
rose” (Franca), “brasilianischer pfeffer” (Alemanha) entre outras sinonimias
populares (LORENZI, 2002).

No Brasila distribuicAoda espécie ocorre principalmente nos estados de
Alagoas, Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas

Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do
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Norte,Sado Paulo e Sergipe (CARVALHO, 2003), havendo também ampla
distribuicdo natural nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul (NOGUEIRA, 1998). A espécie tambémpode ser encontrada em outros
paises como Paraguai, Uruguai e Argentina (SANCHOTENE, 1989). Na
Flérida, Sul dos Estados Unidos,foi introduzida em 1898 como planta
ornamental, e se tornou uma espécie exotica invasora, considerada atualmente
como praga (NEVES et al., 2016).

Na Mata Atlantica ocorre nas florestas estacional decidual, floresta estacional
semidecidual, ombréfila densa e ombrofila mista (CARVALHO, 2003). E uma
espécieadaptada a diversos ambientes edafoclimaticos, sua morfologia
modifica conforme o ambiente, de arbustos a arboéreas. Ademais, apresenta
rapido crescimento, com capacidade de ocupacdo em &reas degradadas
(LORENZI, 2012). Possuindo caracteristicas morfoanatébmicas de plantas de
ambientes secos, S. terebinthifoliaeapresenta camadas multiplas da epiderme,
cuticula espessa, drusas de oxalato de calcio, grande quantidade de
estbmatos, e sistema vascular desenvolvido, com abundancia de
esclerénquima (AZEVEDO et al., 2015; DUARTE; TOLEDO; OLIVEIRA, 2006).

A espécie S. terebinthifoliapossui grande plasticidade ecoldgica, explicando
assim o fato de suas mudancas morfologicas variarem de acordo com as
condi¢cdes agroecoldgicas, ampliando suas possibilidades de -cultivo em
diferentes regides do Brasil, ocupando diversos ambientes e formacdes
vegetais. A planta sobrevive em ambientes com déficit hidrico moderado,com
estacfes secas de aproximadamente seis meses.Dessa forma, € encontrada
em toda faixa litoranea do territdrio brasileiro, em ambientes de dunas, préximo
a rios, varzeas, cOrregos e ambientes pobres em nutrientes, secos e
pedregosos (LENZI; ORTH, 2004b). A espécie é pouco exigente quanto ao tipo
de solo, entretanto, tende a desenvolver-se melhor em solos drenados, com
textura de carater arenoso e argiloso (DEGASPARI, 2004; CESARIO;
GAGLIANONE,2008).
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Figura 01 — Caracteristicas da planta S. terebinthifolia,Fazenda Experimental do

INCAPER - Engenheiro Agronomo Reginaldo Conde, em Jucuruaba, Viana/ES.
(A)PlantaS. terebinthifolia. (B) Flores. (C) Frutos maduros.

E uma planta perenifélia, apresenta umamorfologia estrutural variada (com
altura diversificando entre 2 a 10 metros), considerada como arbusto ao possuir
a altura de 2 a 3 metros (Figura la), e arborescentes acima de 4 metros de
altura (NEVESet al., 2016).

O tronco, revestido com casca grossa, geralmente possui formas curtas,
tortuosas e cilindricas, de onde se desenvolvem o0s ramos plagiotropicos
(galhos) primérios, que emitem 0s ramos secundarios, com 0 crescimento
horizontal em diferentes angulos de inclinacdo. A casca da parte externa do
tronco é escura (com estrias longitudinais), grossa, rugosa, sulcada, escamosa
e aspera, que se desprende em placas disformes; a casca interna €
avermelhada com textura fibrosa e odor com exsudacdo de terebintina,

caracteristico da espécie (NEVES et al., 2016).

As flores, constituidas de pétalas brancas, sao inflorescéncias paniculadas
axilares e terminais,meliferas e pentameras, actinomorfas, diclinas, com cinco
sépalas verdes, cinco pétalas brancas e disco nectarifero amarelo ouro,com
dois periodos de floragdo concentradosde setembro a novembro e de janeiro a
margo (RUAS, 2016). O polen é tricolporado, radiosimétrico, isopolar, com
ornamentacao reticulada, compreendendo aproximadamente 20 um de
didmetro no eixo polar(LORENZI,2002). As flores masculinas possuem dez
estames com anteras dorsifixas amarelas e com gineceu reduzido, sem évulo
funcional no interior do ovario. As flores femininas apresentam gineceu com
estigma trilobado, quase séssil, ovario supero, unilocular. Possuemévulo Unico
e androceu nao funcional, com dez estames reduzidos, com suas anteras
indeiscentes (NEVES et al., 2016, LENZI; ORTH, 2004b).



21

Quanto a reproducdo, a espécie € descrita como dioica, ou seja, possui
separacdo completa das funcbes sexuais, com flores (em meio natural) na
maioria das vezes estaminadas (masculinas) ou pistiladas (femininas), sendo
raramente encontradas com morfologia hermafrodita (TANURDZIC; BANKS,
2004).

As plantas podem apresentar floracéo e frutificacéo a partir dos trés meses de
idade poés-plantio, podendo ser influenciadas pelo aumento da temperatura,
disponibilidade de &gua no solo e comprimento do dia (NEVES et al., 2016).
Em Santa Catarina, nas areas de influéncia marinha, a floragdo acontece em
dois periodos: outubro a novembro, com menor intensidade e duracdo de
aproximadamente 45 dias; e outro de fevereiro a abril, com maior intensidade e
florescimento de todos os individuos (LENZI; ORTH, 2004b). Nas regides de
restinga do Norte Fluminensea espécieapresenta estratégia de florescimento
do tipo cornucoépia(com dois periodos de maior floragdo na estacdo chuvosa -
verdo) e frutificagdo com maior intensidade no periodo seco (abril a julho)
(CESARIO; GAGLIANONE, 2008). No Espirito Santo, no municipio de
Sooretama, a espécie apresenta dois periodos de floracdo e frutificacdo: o
primeiro, denominado “safrinha” (menor producao), que ocorre de outubro a
janeiro, e o segundo, a producao principal, que ocorre no periodo de maio a
junho, com maior intensidade de frutificacao entre a Ultima quinzena de maio e
a primeira de junho (NEVESet al., 2016; RUAS, 2016).

Os frutos da espécie sado pequenos, com cerca de 3 a 5mm de diametro
(Figura 1c), do tipo drupas globosas, indeiscente; sdo lustrosos e levemente
achatados na parte do comprimento (NEVES et al., 2016). Reunidos em
cachos pendentes, possuem a coloracdo verde no inicio e depois tornam-se
vermelhas quando maduros. Com exocarpo composto por camadas lignificadas
de epiderme e hipoderme, apresentam aspecto brilhante, aromético, e com o
sabor adocicado e adstringente em virtude da presenca de tanino(JUDD et al.,
2009).

Contam com apenas uma semente, lisa, com envoltério membranaceo, que por
sua vez apresenta coloracdo amarelo-clara, com uma mancha marrom escura.

O envoltério tem dupla origem, parcialmente paquicalazal, etegumentar



22

(NEVES et al., 2016). A dispersao das sementes dos frutos é zoocérica, tendo

as aves como principais agentes dispersores (LORENZI,2002).

Uma caracteristica peculiar da familia Anacardiaceae, a qual a espécie S.
terebinthifoliapertence, € relacionada ao sistema secretor dos frutos. Nessa
familia, o fruto apresenta diversas cavidades microscopicas no mesocarpo;
essas cavidades sdo associadas ao floema e constituidas por lume e epitélio
secretor multiestratificado, formado por células que variam na morfologia.
(MACHADO; CARMELLO-GUERREIRO, 2001).

2.2 COLHEITA

A colheita dos frutos da espécie S. terebinthifolia apresenta certa dificuldade,
uma vez que os estadios de maturacado ndo apresentam uniformidade (Figura
02). No mesmo ramo pode haver frutos verdes e avermelhados (NEVES et al.,
2016).

Figura 02 - Ramo de S. terebinthifolia com os frutos em diversos estadios
de maturacéo.
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Os frutos sdo os principais produtos dessa espécie. Algumas arvores do
Espirito Santo, na regidao de Sdo Mateus, chegam a produzir aproximadamente
80kg no periodo da colheita (NEVES et al.,, 2016). A colheita dos frutos
geralmente inclui trés atividades em sequéncia (corte dos galhos; coleta dos
frutos maduros e derrica dos frutos). Na colheita tradicional os galhos mais
maduros sao cortados, e ap0s esse processo ocorre a catacdo dos frutos
maduros, ou pela derrica dos galhos, que € realizada deslizando as maos ao
longo dos ramos, retirando as folhas, os frutos verdes, semimaduros e
maduros. Os frutos sdo armazenados em caixas de madeira ou em
sacos(NEVES et al., 2016).

Um outro processo que vem sendo utilizado no Espirito Santoem pés-colheita é
0 que utiliza mesa, proporcionando maior eficiéncia, uma vez que diminui a
qguantidade dos frutos danificados e melhora a otimizacdo e rapidez da selecéo
dos frutos, ampliando o rendimento de frutos colhidos (NEVES et al., 2016;
RUAS, 2016). A mesa ¢ feita de madeira com tela de poliéster e uma malha;
possui as dimensfes de 2 metros de comprimento, 1 metro de largura e 1
metro de altura (Figura 03). O processo de uso da mesa é composto por cinco
etapas, sendo elas: 1) os ramos mais finos sdo cortados; 2) os ramos cortados
sdo depositados na mesa; 3) com o auxilio de um ramo batem-se os galhos
para separar os frutos; 4) na mesa as folhas permanecem sobre a tela de
poliéster e os frutos passam pela malha, ficando depositados no saco
estendido no chéo; 5) os frutos sédo coletados pelo produtor rural e

posteriormente ensacados e pesados (NEVES et al., 2016).
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Figura 03 - Colheita de frutos de S. terebinthifolia com o uso da mesa
separadora.

Fonte:Neves et al. (2016).

-

2.3IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DA AROEIRA

Nos ultimos anos, S. terebinthifolia vem ganhando destaque no mercado
nacional e internacional (PELA, 2014; LENZI; ORTH, 2004). No comércio
alimenticio os frutos séo utilizados como especiaria, principalmente por seu
sabor adocicado e moderadamente apimentado (CARVALHO, 2003; INCAPER,
2016). Por conta disso, na cozinha nacional os frutos sdo conhecidos como
pimenta-rosa; e na culindaria internacional como “pink-pepper” (Estados
Unidos),“poivre rose” (Franca) e “brasilianischer pfeffer” (Alemanha) (CESARIO;
GAGLIANONE, 2008). Ainda, segundo Bertoldi (2006), os frutos séo utilizados
de forma gourmet na culinéria sofisticada, sendo utilizada em diversos pratos, no
tempero de carne, massas, salame e salmdo. Mas também é empregado em

bebidas exdticas e chocolates.

Além disso, por conta do seu potencial medicinal, o 6leo essencial do fruto
também vem ganhando destaque no meio internacional. Entretanto, ainda &
necessario o aprimoramento de suas técnicas de extracdo, de forma a adequar
este processo as exigéncias de pureza do mercado internacional (NICOLINI;
PUGET; MAZZA, 2009).
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A plantaS. terebinthifolia é utlizada na industria farmacéutica, no
desenvolvendo de medicamentos a partir dos componentes extraidos do 6leo
essencial e na industria de cosméticos na producdo de cremes e sabonetes
(AMORIM; SANTOS, 2003). No paisagismo de ambientes urbanos &
considerada como uma planta ornamental (CARVALHO, 2003); mas também
vem sendo utilizada em diversos plantios para a recuperacéo e reflorestamento
de éareas degradadas e em processos de reposicdo de mata ciliar e
estabilizacdo de dunas (SOUZA et al., 2001; BOROS, 2007; SOUZA et al.,
2013, RUAS, 2016).

S.terebinthifoliatambém pode ser utilizada no controle de doencas e pragas de
produtos agricolas. Sua atuacdo antifungica € uma alternativa ecoldgica,
colaborando para a diminuicdo do uso de defensivos agricolas. Esta constatacao
foi verificada nos estudos de Santos e colaboradores (2010), comprovando que
a planta provoca o efeito defensivo contra o fungo Botrytis spp, a partir de testes

in vitro.
2.3.1IMPORTANCIA MEDICINAL DA AROEIRA

O uso de plantas medicinais € uma pratica que vem sendo propagada ao longo
dos tempos. O crescente interesse pelo potencial medicinal de algumas plantas
promoveu o desenvolvimento de varias pesquisas cientificas na area da
etnobotanica ' (LUCENA, et al., 2006; MARTORELLI, et al.,, 2011). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) avalia que cerca de 80% da populacéo
utiliza as plantas medicinais como medicamentos, e que 25 mil espécies de
plantas sejam usadas na medicina alternativa (LUCENA, et al., 2006;
OLIVEIRA-JUNIOR, et al., 2013).

No Brasil, a origem do uso das plantas medicinais surgiu da integracdo das
culturas indigena e africana. Na cultura indigena, esses conhecimentos foram
transmitidos por intermédio dos pajés e aprimorados de geracdo em geracao.

Quanto aos povos africanos, ao serem trazidosao Brasil como escravos, no

1 Etnobotanica € um ramo multidisciplinar que associa estudos botanicos com antropologia,
relacionando as interacbes das sociedades humanas com o conhecimento das plantas,
englobando conhecimentos farmacoldgicos, ecoldgicos e religiosos (MATOS; LORENZI, 2008).
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periodo colonial, portavam plantas oriundas de seu continente, muitas delas
utilizadas em rituais religiosos, mas também com potencial farmacoldgico
(LORENZI; MATOS, 2008; SOARES, 2010).Destas contribuicées formaram-se
0s principais alicerces de toda a tradicdo no uso de plantas medicinais no Brasil
(LORENZI; MATOS, 2008).

Entre as diversas plantas medicinais, a espécie S.terebinthifolia € amplamente
utilizada na medicina popular, e possui um grande destague no mercado de
fitoterapico, pois apresenta principios ativos para producdo de diversos
farmacos (MENDES et al.,, 2015). Seu uso medicinal foi descrito desde a
primeira edicdo da “Pharmacopeia Brasileira”, publicada em 1926(LUCENA et
al., 2006; GONCALVES et al., 2007; CARVALHO et al., 2013).

Em 1999 foi langada no Brasil uma preparacdo farmacéutica em gel contendo
extrato de S. terebinthifolia, sendo utilizada no tratamento da vaginose
bacteriana, demostrando nas pesquisas de Amorim e Santos (2003), que
comprovaram que o gel vaginal, composto da casca do caule, é eficaz no
tratamento.O estudo foi realizado com quarenta e oito mulheres portadoras de
vaginose bacteriana sintomatica, sendo vinte e cinco casos tratados com o uso
do gel de S. terebinthifolia, e vinte e trés com placebo. Os resultados
mostraram a taxa de cura em 84% nas pacientes que foram sujeitas ao gel

vaginal, e de 47,8% no grupo placebo, demostrando a eficacia do produto.

Diversos estudos com S. terebinthifolia tém mostrado o potencial farmacoldgico
dos Oleos essenciais no que se refere as suas atividades bioldgicas. Cerca de
60% dos o6leos essenciais possuem a atividade biologica contra os fungos, e
35% possuem atividade antibacteriana (LIMA et al., 2006).

O oleo essencial de S.terebinthifolia apresenta diversas propriedades
biolégicas, entre elas: a antioxidante (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ;
SANTOS, 2004; BENDAOUD et al.,, 2010; BERNARDES, et al., 2011);
antimicrobiana (GUERRA et al., 2000; SILVA et al.,, 2018); antifungico
(JOHANN et al., 2010);inseticida (KWEKA et al., 2011); cicatrizante (LUCENA
et al., 2006; SCHEIBE et al., 2016; FEDEL-MIYASATO et al., 2014; SANTOS,
2006); antitumoral (MATSUO et al.,, 2011; QUEIRES et al.,2006); anti-
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inflamatorio (RIBAS et al., 2006; SOARES et al., 2010; CARVALHO; COSTA;
CARBELOSSI, 2010; ROSAS et al., 2015); neuroprotetor no tratamento da
doenca de Parkinson (SERENIKI et al.,, 2016) e propriedade alelopética
(NESSELLO; SERAFINI; PAULETTI, 2007).

Os principios ativos deS. terebinthifoliasdo encontrados no extrato e oOleo
essencial das folhas efrutos (PIRES et al., 2004). Os frutos, de modo especial,
possuem atividade antimicrobiana sobre bactérias gram positivas, além de
acdo anti-inflamatéria. Esse 0Oleo essencial € utilizado através de aplicacdes
topicas no tratamento de micoses e candidiases, sendo a atividade antifungica
atribuida a alta concentracdo de monoterpenos (COSTA et al., 2010; LIMA et
al., 2006; PIRES et al., 2004).

Segundo Ribas e colaboradores (2006), S. terebinthifolia possui efeito positivo
no processo de reparo tecidual sobre as lesdes ulceradas da mucosa bucal de
ratos da espécie Rattus norvegicus albinus. Na pesquisa, foram utilizados
cinquenta ratos, divididos em dois grupos, sendo vinte e cinco do grupo
controle e vinte e cinco do grupo experimental. Os ratos foram submetidos a
lesBes ulceradas na lingua, através de aplicacfes diarias de hidroxido de sédio.
No grupo experimental as lesbes foram tratadas com extratos da folha de S.
terebinthifolia, enquanto o grupo controle ndo recebeu nenhum tratamento. Ao
comparar 0s dois grupos, 0s pesquisadores observaram que, no grupo
experimental, atuou na aceleracdo do processo de reparo do tecido epitelial e
otimizou o reparo do tecido conjuntivo, reduzindo ligeiramente a intensidade do

processo inflamatério.

Pesquisas realizadas por Oliveira Junior e colaboradores (2013) demostraram
o efeitofungitoxico do 6leo essencial dos frutos S. terebinthifolia sobre o
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides nas condic¢des in vitro e
no desenvolvimento da antracnose no periodo de poés-colheita em mamades.
Entretanto, neste caso o 6leo ndo é recomendado por causa da fitotoxidez dos

frutos.

Segundo Carvalho e colaboradores (2003), o extrato de aroeira mostrou-se

potencialmente mutagénico em bactérias e apresentou propriedades
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antioxidantes, devido a presenca de flavonoides. A analise fitoquimica revelou
a presenca (nas folhas, cascas e frutos) de taninos, alcaloides, flavonoides,
saponinas, esteroides, esterdis e terpenos. Verificou-se uma maior
concentragdo de 6leos essenciais nos frutos, em torno de 5%; enquanto nas

folhas a quantidade ficou por volta de 1%.

Matorrelli (2011) constatou a acdo antinflamatoria e cicatrizante da planta,
comparando sua eficacia com farmacos de uso clinico, avaliando que a
atividade cicatrizante de S. terebinthifolia é atribuida aos taninos e flavonoides
presentes na casca e entrecasca dos frutos. O estudo fitoquimico demostrou a
presenca de diversos componentes: schinol, &cido masticadienoico, sitosterol,
triacontanol, simiarenol, acido terebintifélico, baurenona, saponinas, taninos,

6leo essencial e resina.

Segundo Cole (2008), o 6leo essencial do fruto de S. terebinthifolia apresenta
atividades larvicidas, inseticidas e repelente contra o Aedes aegypti, agente

transmissor da dengue e outras viroses.

Estudos fitoquimicos de Carvalho e colaboradores (2003) e Santos e outros
(2006) evidenciaram a presenca de diversos compostos quimicos (incluindo
alcoois, cetonas, acidos, monoterpenos, sesquiterpenos e triterpenos)

encontrados no caule, folhas e frutos.

De acordo com Souza e colaboradores (2005) o rendimento dos 6leos
essenciais esta relacionado aos constituintes quimicos; mas € importante
ressaltar que a complexidade do conjunto da composicédo fitoquimica do 6leo
essencial ndo possibilita relacionar a atividade biolégica com uma determinada
substancia. Assim, a acao relacionada a um composto isolado pode néo ser a
mesma, devido as interacdes que podem acontecer entre 0S outros

componentes do 6leo.

Os oOleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das plantas e
atuam em diversas funcbes ecologicas que auxiliam na atracdo de
polinizadores, na protecdo contra predadores e parasitas, entre outras
atividades (SIMOESet al., 2010). A producdo e o armazenamento dos 6leos

essenciais ocorrem em estruturas anatdbmicas como células oleiferas,
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cavidades, canais secretores e pelos glandulares (APPEZZATO; GUERREIRO,
2003). Geralmente, sdo misturas complexas de substancias de natureza volatil
e possuem a composicdo lipofilica determinada por fatores genéticos e
ambientais, que podem causar variagdes significativas nos constituintes. Além
disso, possuem baixa polaridade, sdo odoriferos e de aparéncia oleosa
(SIMOES et al., 2010). S&o encontrados em todo tecido vivo das plantas,
como: do caule, folha, casca, semente, flores e frutos (APPEZZATO;
GUERREIRO, 2003). Dependendo do local de onde s&do extraidos, sua
composicao difere quanto a qualidade e quantidade (GOBBO-NETO, LOPES,
2007).

Quimicamente, o0s constituintes dos 0leos essenciais das plantas estdo
diretamente relacionados com duas classes: terpenoides e fenilpropanoides,
sendo que, os terpenos sdo as substancias mais frequentes. Os principais
compostos sdo derivados de trés vias metabdlicas: a via do mevalonato; da
metil-eritritol; e do acido chiquimico(SIMOES, et al., 2010).

Os terpenoides, também chamados de terpenos, ocorrem em todas as plantas
e representam a segunda maior classe de constituintes ativossendo a primeira
os alcaloides. Sdo extremamente variaveis, mostrando diferentes esqueletos
de carbono e uma grande variedade de derivados oxigenados, incluindo
alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, éteres, peroxidos e fendis (SIMOES et al.,
2010; ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015). De acordo com diversas formas de
ciclizacdo, os terpenoides dao origem aos monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos e triterpenos, com 10, 15, 20, 30 &tomos de carbono,
respectivamente (LARCHER, 2005). Dessa forma, todos os terpenos podem
ser classificados conforme o numero de unidades de isopreno (RAVEN;
EICHHORN; EVERT, 2014).

Os monoterpenos (Cio0) sdo compostos geralmente volateis, que consistem em
duas unidades de isoprenos.De acordo com Bakkali e colaboradores (2008), os
monoterpenos constituem cerca de 90% dos Oleos essenciais. A composi¢cao
desses 0Oleos essenciais € complexa, geralmente com diversos tipos de

substancias terpenicas(LARCHER, 2005). Os monoterpenos mais
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representativos sao: citronelol; linalol; mentol, mentona; a- pineno; B-pineno;
carvona; 1,8-cineol; limoneno (BAKKALI et al., 2008).

Os sesquiterpenos(Cis)possuem uma grande variedade de compostos; isso se
justifica devido a diversas ciclizacdes, em fungdo do aumento do nimero de
carbonos. Quanto a funcéo e o esqueleto, os sesquiterpenos séo similares aos
monoterpenos (BAKKALI et al., 2008).

A biossintese dos terpenoides ocorre através da condensacdo de unidades
pentacarbonadas: o difosfato de isopentenila (IPP) e seu isbmero, difosfato de
dimetilalila (DMAPP). O IPPpode ser sintetizado por duas rotas biossintéticas:
a) a rota do mevalonato (MVA), responsavel pela formacao dos sesquiterpenos
e triterpenos, que ocorre preferencialmente no citosol, tendo o piruvato e
acetilcoenzima A como precursores desse processo; b) na rota do metileritritol
fosfato (MEP), onde sdo formados o0s monoterpenos, diterpenos e
tetraterpenos, ocorrendo nos plastideos e tendo como precursores o piruvato e
gliceraldeido-3-fosfato(DEWICK, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A partir da biossintese, os terpenos sao diferenciados por meio de reacfes
enzimaticas, entre elas as reacfes de isomerizacdo e oxidacdo, que por sua
vez formam os 6leos essenciais (como, por exemplo: terebentinas e resinas)
(DEWICK, 2002).

As substancias dos 6leos essenciais sdo caracterizadas através de técnicas
cromatograficas. Esses métodos realizam procedimentos de separagcdo e
isolamento de forma mais abrangente. Entre as técnicas, a cromatografia
gasosa (CG)possui 0 objetivo de separar os componentes das misturas dos
compostos volateis. Para aplicacfes analiticasé necessario o acoplamento com
0 sistema de espectrometria de massas (CG-EM) (SIMOES et al., 2010;
BASER; BUCHBAUER, 2010).

2.5 TECNICA DO HEADSPACE PARA EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL

A andlise por headspace esta relacionada com a pré-concentracéo da fase de

vapor liberada a partir de amostras sélidas ou liquidas, e tem sido aplicada a
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muitas matrizes e compostos volateis, como o 0leo essencial. Esse método nao
€ destrutivo e exige o minimo de preparacdo da amostra, e nao requer
instrumentos de dificil manipulacdo. Além disso, essa técnica evita 0 uso de
solventes, permitindo isolar os componentes volateis na forma natural
(MENENDEZ et al., 2000).

Para realizar as analises, a amostra € depositada em um frasco
hermeticamente fechado; este é aquecido a uma temperatura constante, dessa
forma, os compostos volateis evaporam da amostra moderadamente, e
permanecem em uma fase a vapor acima dela. Apés um periodo ocorre o
equilibrio no sistema e os compostos volateis sdo analisados através de outras
técnicas, como a cromatografia gasosa. Dessa forma, ao analisar uma aliquota
da fase vapor é possivel constatar os compostos volateis sem a ingeréncia dos
compostos nao volateis (GROBEIRO, 2012).A anélise por meio do headspace
realiza o estudo do espaco livre acima da amostra, sendo possivel determinar a
composicdo do vapor em equilibrio com a matriz de interesse (BASTOS et al.,
2002).

Essa técnica pode ser utilizada de duas formas: estatica ou dinamica. Na
modalidade estéatica, a matriz entra em equilibrio com o vapor no espaco livre
do recipiente fechado, e a concentragdo dos analitos ndo se alteram com o
tempo (NAVARRO et al., 2000). Quanto ao modo dindmico, o equilibrio e a
composicdo do meio gasoso sdo modificados constantemente, através de um
gas inerte que remove 0s compostos volateis da matriz, no periodo da extracdo
(FRANCO; JANZANTTI, 2004).

A técnica dindmica do headspace possui diversas vantagens relacionadas ao
tratamento das amostras, pois apresenta: baixo custo, reduz a degradacao da
amostra, realiza andlises quantitativas e qualitativas, sendo uma técnica rapida
e de precisao (KAFKASet al., 2005). Com o auxilio da quimiometria, os dados
robustos do headspace recebem o tratamento estatisticos por analise
multivariada de dados (COX et al., 2015).
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2.6 ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)APLICADA A
QUIMIOMETRIA

A Andlise dos componentes principais (PCA) é uma ferramenta estatistica que
tem sido usada na quimiometria quando os dados apresentam grande numero
de variaveis, sendo dificil a identificacdo das principais informac¢6es da amostra
(LOPES et al., 2010). Assim, essa analise possui a finalidade de reduzir o
tamanho da matriz do conjunto de dados, onde h&a grande nimero de variaveis
que estdo inter-relacionadas. Em outras palavras, essa técnica visa verificar se
na amostra existe um numero reduzido de componentes principais que

esclareca a variacao total do conjunto de dados (FERREIRA, 2015).

Dessa forma, a PCA inicia-se a partir da organizacdo de dados da matriz “X”
que possui 0 conjunto original das variaveis, onde as linhas sdo as amostras e
as colunas as variaveis. A matriz “X” é fragmentada em N produtos de duas
matrizes menores, denominadas scores (T) e loadings (P), somadas a uma

matriz de residuos (E), formando assim a equacdo (FERREIRA, 2015):

X =T-PT+E
@)

Onde: X — matriz, de dimensdo n x m (n: amostras; m: variaveis);

T — Valores de scores, que representam as coordenadas das
observagcbes no novo sistema de coordenadas (informagbes sobre as

amostras);

P — Valores de pesos (do inglés: loadings) representam a contribuicdo
de cada variavel antiga; sdo determinados pelo cosseno do angulo entre o

eixo do componente principal e o eixo original (informacdes das variaveis);

E — Matriz de residuos ou ruido, que esta relacionada com todos o0s

dados que permanecem sem informacao.

Com a fragmentacdo é possivel promover uma truncagem na sequéncia dos
componentes principais, mantendo apenas um conjunto de numeros

substancialmente menor de varidveis ndo correlacionadas que contém
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informacdes do conjunto original (informacéo total); esse conjunto sdo o0s
Componentes Principais (PC, do inglés Principal Components), que
proporcionam uma melhor visualizacdo dos dados (BRERETON, 2003;
FERREIRA, 2015).

Destarte, essa técnica € aplicada em diversas areas da Quimica, sendo
eficiente no reconhecimento de padrbes e na classificacdo das amostras para
as diferentes técnicas analiticas usadas na aquisicdo de informacdes,
contribuindo na analise exploratéria de dados, utilizando graficos de PCA
(MILDENR-SZKUDLARZ; JELEN, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade dos frutos de gendtipos de S. terebinthifoliaem diferentes
estadios de maturacdo, por meio da determinacdo das caracteristicas fisico-
quimicas, para estabelecer o melhor estaddio de colheita para o mercado e

determinar a variabilidade dos gendétipos de aroeira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Realizar a extragado de 6leo essencial por meio do equipamento headspace;

» Estabelecer o perfil fitoquimico volatil por HS-GC-MS dos frutos de S.

terebinthifolia nos diferentes estadios de maturacdo do genétipo BAAr 05;

* Determinar, o estadio de colheita ideal, obtendo as melhores caracteristicas

quimicas ao avaliar os atributos de qualidade;

* Efetuar analises por HS-GC-MS dos frutos de S. terebinthifolia, dos gendtipos
BAAr 05, BAAr 23 e BAAr 08-C, no estadio de maturacdo: fruto vermelho-

intenso;

* |dentificar, através dos quimiotipos, a variabilidade dos gendtipos de S.

terebinthifolia;

* Realizar analises fisico-quimicas dos frutos de S. terebinthifoliado gendtipo

BAAr 05, nos diferentes estadios de maturacao.
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4 CAPITULO 1.
AVALIACAO DA QUALIDADE DOS FRUTOS DE S. terebinthifoliaEM
CINCO ESTADIOS DE MATURACAO

RESUMO

O headspace € um equipamento de grande potencial nas andlises de
compostos volateis, principalmente ao se tratar de identificacdo dos
componentes do O6leo essencial. Este trabalho procuroudesenvolver uma
metodologia analitica para identificacdo de moléculas volateis dos gendtipos e
dos estadios de maturacdo dos frutos de Schinus terebinthifolia. O método
analitico foi utilizado nos frutos do gen6tipoBAAr 05 em diferentes estadios de
maturacdo. Tendo em vista as pesquisas realizadas para este trabalho,é a
primeira vez em que a técnica de headspace é utilizada para estudar os
componentes do Oleo essencial dos frutos da espécie.Através disso, foi
possivel determinar as diferencasentre as amostras, por meio de ferramentas
estatisticas. Para o refinamento dos dados foi necessério o uso do programa
“Matlab”, afim de realizar a andlise dos componentes principais. Os resultados
das analises apresentaram proximidade com a filogenia dos genoétipos e com a
ficha de maturacdo dos frutos. Os grupos gerados pelas analises foram
coerentes quanto a semelhanca metabdlica entre os genétipos e estadios,
sugerindo a possibilidade do uso do equipamento headspace como boa
ferramenta para a identificacdo de substancias volateis. Nesse sentido, as
andlises através do headspace acoplado ao GC/MS identificaram o0s
componentes quimicos: Germacreno-D; limoneno; p-cimeno; a-felandreno; B-
mirceno e 0-3-careno. O Oleo essencial ndo apresentou diferenciacdo dos
componentes entre os estadios, entretanto, através da maturacdo, ocorre 0
acumulo de metabolitos secundéarios, justificando a alteracdo da area relativa
dos componentes e o acumulo do rendimento do Oleo essencial, por conta
disso, a pesquisa sugere o estadio 04 como o melhor ponto de colheita. As
andlises fisicas, entre os estadios de maturacdo dos frutos foram avaliadas
através do teste de Tukey, demostrando que sdo alteradas no decorrer do

processo de maturacao, sendo influenciadas por fatores biéticos e abioticos.

Palavras-chave:headspace* maturacéo ¢ 0leo essencial * quimiometrias
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4.1 INTRODUCAO

Desde 2012, o Estado do Espirito Santoé considerado o maior produtor em
ambito mundial de Schinus terebinthifolia(INCAPER, 2016). Por conta disso, 0
Banco de Desenvolvimento do Espirito Santo (BANDES) tem auxiliado os
pequenos produtores nos processos de producdo dos frutos da espécie, afim

de promover a exportacdo do produto (RUAS, 2016).

Segundo dados do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural, INCAPER (2016), a maior parte das industrias esta
localizadano Norte do Estado, no municipio de S&o Mateus, onde estdo
situadas as maiores industrias exportadoras: a Agrorosa (Sao Mateus) e Millar
Importagdo e Exportacdo (Boa Esperanga). O Brasil exporta para os Estados
Unidos e Europa cerca de 300 a 350 toneladas do fruto; todavia, grande
guantidade é descartada por ndo manter os requisitos de alta qualidade,
principalmente em relacédo a falta de uniformidade dos estadios de maturacao
(NICOLINI; PUGET; MAZZA, 2009). Por conta disso, o INCAPER tem orientado
0s pequenos produtores sobre boas praticas de manejo para obter maior valor
de mercado, visto que os frutos possuem alto valor comercial na area
alimenticia (condimento alimentar) e farmacéutica (atividade medicinal do éleo
essencial)(JESUS, 2010).

Os frutos de aroeira tém sido utilizados, principalmente pela industria
alimenticia, devido as suas propriedades condimentares. Por conta disso, 0s
frutos sdo conhecidos no Brasil como pimenta-rosa, e internacionalmente
como: pink-pepper(Estados Unidos) ou poivre rose (Franca) (NEVES et al.,
2016).

Pesquisas recentes demostraram o potencial farmacolégico do 6leo essencial
obtido da polpa dos frutos, sendo de grande importancia para o mercado de
cosméticos e na producdo de medicamentos, por conta de sua atividade
biologica (SALEM et al., 2018).

Os produtores da regidao Norte do Estado do Espirito Santo, nos municipios de
Sao Mateus e Linhares, tém-se beneficiado economicamente com o cultivo de S.

terebinthifolia(PELA, 2014), principalmente apds a regulamentac&o ocorrida no
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ano de 2005 pela resolucédo da Diretoria Colegiada: RDC numero 276, de 22 de
setembro, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2018). Tal
cenario aponta para a relevancia do cultivo da espécie como fonte de trabalho e
renda para diversos produtores, especialmente os de pequeno porte (ROSSA,
2015).

Assim, para auxiliar o produtor rural e extrativistas na producéo da aroeira no
Espirito Santo, o Governo do Estado e o Banco de Desenvolvimento do
Espirito Santo (BANDES) realizam linhas de financiamento. Ha& também
iniciativas doINCAPER, interagindo com o produtor por meio da assisténcia
técnica (JESUS, 2010).

Entretanto, para o produto brasileiro estar de acordo com as exigéncias do
mercado internacionalé preciso aprimorar a técnica de extracdo do Oleo
essencial, afim de atingir o padrdo de pureza, para que assim possa alcancar

os padrbesexgigido pelo mercado (NEVES et al., 2016).

Diferentes métodos analiticos sao utilizadas para extrair e determinar a
composicdo do Oleo essencial, entre eles, destacam-se: a técnica de extragédo
por hidrodestilacdo, através do aparato de Clevenger (CLEMENTE, 2006;
COLE, 2008; SANTOS et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2014; ENNIGROU et al., 2017; SALEM et al., 2018); Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria deMassas (CG/EM) (CLEMENTE, 2006; COLE,
2008; OLIVEIRA et al., 2014); ESI (lonizacéo por Electrospray) (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2006).

No entanto, outras técnicas podem ser utilizadas na extracdo de compostos
volateis. Santos (2010) realizou a  extracdo através do
equipamentoheadspacepara identificar os constituintes quimicos de Hedychium
coronarium e Pimenta pseudocaryophyllus. Pesquisas de Souto (2015)
promoveram analises metabolémicas de Peperomia obtusifolia também

utilizando a metodologia relacionada com o headspace.

Em vista disso,a técnica headspacepode ser uma excelente opcgédo para

estudar os componentes do 6leo essencial dos frutos de S.terebinthifolia.
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Essa técnica foi comparada por diversos pesquisadores para verificar os
métodos de extracdo com solventes e analise do headspace,e constataram
vantagens no uso do equipamento para o isolamento de substancias volateis
de frutas (VARMING et al. 2004; KAFKAS et al., 2005).

O headspace determina a fase gasosa contiguamente acima da fase sélida ou
liguida em um meio fechado. Os estudos dessa técnica visam estabelecer a
composi¢cdo do vapor em equilibrio com a matriz de interesse.Ainda mais, ao
associar a analise headspace com a cromatografia gasosa e detec¢do por
Espectrometria de massas (HS-GC-MS), é possivel determinar os compostos
volateis (CAMARASU; MADICHIE, WILIAMS, 2006).

A analise headspace pode ser executada em duas configuracfes: estética e
dindmica. O que distingue essas configuracbes é a relacdo com a
concentracdo dos analitos que ndo mudam com o tempo no estatico. E, no
modo dindmico, a técnica € conhecida como purge and trap (purga e
armadilha), apresentando alteragdo na concentragdo a todo momento. ISso
ocorre, pois,nessa configuragdo acontece uma coleta continua dos compostos
volateis, realizada por um sistema a vacuo. No sistema dinamico, uma
armadilha com material adsorvente promove a coleta e a concentracdo dos
compostos volateis; apds esse processo 0S componentes volateis sao

dissolvidos por um solvente organico(FRANCO; JANZANTTI, 2004).

Dessa forma, a técnica headspace se baseia na extracdo dos compostos
volateis da fase vapor que se encontra no estado de estabilidade com a matriz.
Essa técnica possui a vantagem de ndo gerar a perda de compostos mais
volateis (XIE; YU; GONG, 2018).

O processo de identificacdo e o isolamento de metabolitos séo técnicasde dificil
realizagdo devido a alta volatizagéo e baixa concentracdo desses componentes
nas amostras, viabiliza uma analise precisa, através de uma técnica sensivel

com pouca manipulacdo da amostra (WOLFENDER, 2010).

A busca por métodos analiticos gera a reducédo ou provoca a eliminacao das

etapas depreparagdo das amostras, proporcionando a reducao dos custos das
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analises e apresentando resultados mais rapidos e com a mesma

confiabilidade equiparada aos métodos consolidados

No momento atual as analises através do equipamentoheadspacetém
apresentado grande ascenséo entre as pesquisas envolvendo 6leo essencial,
devido a possibilidade de pouca manipulacdo da amostra, além de ser possivel

realizar diversas analises em uma unica operacao(FACUNDO, 2009).

A técnica headspacegera grande quantidade de informagfes, por conta disso,
através da analise dos componentes principais (PCA) € possivel manejar os
dados brutos dos cromatogramas de forma adequada, proporcionando a
categorizagdo das amostras em grupos(BAMBA; FUKUSAKI, 2006;
FERREIRA, 2015; COX et al., 2015). Assim, a andlise gera a identificacao
guantitativa e qualitativa de todos os metabolitos presentes em um determinado
momento(YULIANA et al., 2011).

Em sintese, a técnica headspace, demonstra diversas vantagens relacionadas
a aquisicdo dos dados, pois apresenta: baixo custo; reduz a degradacao da
amostra; realiza andlises quantitativas e qualitativas; € uma técnica rapida e de
precisdo (KAFKASet al., 2005). Entretanto, devido as diferencas estruturais
existentes entre as diversas plantas ou partes delas, a eficiéncia da extracdo
do Oleo essencial por headspace passa pelo estudo prévio do pré-
processamento das amostras e otimizagdo dos parametros, como posto aqui

para os frutos de S. terebinthifolia.

A International Standard Organization (ISO), determina os 0Oleos essenciais
(6leos volateis) como combinacdes complexas de substancias volateis de
caracteristica lipofilica e na maioria das vezes sdo odoriferos e liquidos.
Apresentam diversas caracteristicas; quanto ao sabor, o Oleo essencial
geralmente é A&cido e picante; quanto a coloracdo, varia de incolor a
ligeiramente amarelado; quanto a estabilidade, os 6leos ndo sado estaveis,

principalmente na presenca de luz, calor e umidade (SIMOES et al., 2010).

A composicao quimica do 0leo essencial pode variar podendo ser constituido
por hidrocarbonetos terpenicos, aldeidos, cetonas, lactonas, cumarinas. Esses

compostos apresentam-se em diversas concentracdes (SIMOES et al., 2010).
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Os oOleos essenciais exercem diversas fungbes ecoldgicas na planta, entre
essas funcbes, realizam a atracdo de polinizadores, protecdo contra
predadores e parasitas (SIMOES et al., 2010). O 6leo essencial faz parte do
metabolismo secundério das plantas, e sdo armazenados em estruturas
anatdbmicas, como em células oleiferas, cavidades, pelos glandulares e canais
secretores (APPEZZATO; GUERREIRO, 2003). A familia da espécie S.
terebinthifolia (Anacardiaceae) possui uma caracteristica peculiar, os frutos
apresentam cavidade secretora com diversas cavidades microscopicas no
mesocarpo (MACHADO; CARMELLO-GUERREIRO, 2001).

A atividade biologica do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolia, vem
sendo explorada h& anos na é&rea de etnobotanica, entrelagando o
conhecimento popular com o conhecimento cientifico. O uso medicinal é
conhecido desde a primeira publicacdo da Farmacopeia Brasileira, no ano de
1926 (LUCENA et al., 2006).

De acordo com Lorenzi e Matos (2008), o 6leo essencial da aroeira apresenta
um grande potencial farmacolégico, apresentando diversas propriedades no
tratamento antimicrobiano, antifingico, antitumoral, anti-inflamatério, além de

também possuir atividade cicatrizante.

Os principios ativos sdo encontrados em diversas partes da planta, no caule,
folhas, frutos (APEZZATO; GUERREIRO, 2003), sendo os frutos, de modo

especial, onde ocorre um alto rendimento em 6leo essencial (COLE, 2008).

Entretanto, a espécie possui grande variabilidade genética e fenotipica entre os
gendtipos (RUAS, 2016), aliada a grande plasticidade ecoldgica, o que explica
as alteragcbes morfoldégicas de acordo com o ambiente, sendo uma planta
adaptada em diferentes regides (LENZI; ORTH, 2004).

A necessidade de analisar a composi¢do quimica e o rendimento do o6leo
essencial dos frutos em diferentes estadios de maturacdo, busca contribuir na
selecdo de espécies com maior potencial farmacéutico. A partir da analise
metabolémica é possivel diferenciar as espécies de acordo com 0s gendétipos e
estadios de maturagdo, visto que a analise proporciona a identificacdo de
compostos do interesse comercial (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009).
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Considerando a caréncia de estudos, os objetivos da pesquisa oraam:Realizar
andlises quimicas por HS-GC-MS para determinar a melhor técnica e
composicdo molecular dos estadios de maturacéo dos frutos do genétipo BAAr
05;ldentificar a composicdo quimica dos Oleos essenciais dos frutos dos
genadtipos de S. terebinthifoliapor HS-GC-MS; Realizar analise quimiométrica,
afim de agrupar os estadios de acordo com a composicdo quimica; Efetuar
andlises fisicas (peso, teor de dgua e medicao dos eixos longitudinal e central)

dos frutos de S. terebinthifoliado gendtipo BAAr 05 nos estadios de maturacgéao.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal

Neste estudo foram utilizados frutos dos genoétipos BAAr 05de Schinus
terebinthifolia. Exsicatas da espécie encontram-se depositadas no herbario
VIES da Universidade Federal do Espirito Santo, com o registro no Index
Herbariorum (catalogo mundial sob a coordenacéo do Jardim Botanico de Nova

York) devidamente catalogado e registrado sob o nimero do tombo: 39056.

Os gendtipos foram produzidos pelo INCAPER, na Fazenda Experimental
Engenheiro Agronomo Reginaldo Conde,em Jucuruaba, no municipio de Viana,
Espirito Santo, Brasil (LAT: -20°.42’30”83; LON 40°.47°68”33). A coleta foi
realizada no periodo da manha, no dia 01 de junho de 2017.

As amostras foram embaladas em sacos de polietileno e depositadas em caixa
de polimero de estireno. Apés a coleta, os frutos foram transportados para
oLaboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento de Metodologias para Analises
de Petrdleo, localizado noDepartamento de Quimica da Universidade Federal
do Espirito Santo. Para a realizacdodo processo de separacdo uniforme dos
estadios de maturacéo, os frutos foram colhidos e selecionados segundo a cor

da casca e auséncia de defeitos.

Os frutos foram selecionados segundo a cor da casca e auséncia de defeitos,
seguindo o padrdo comercial. A evolucdo do amadurecimento foi realizada
através da classificacdo visual de acordocom a escala descrita por Ruas
(2016).

Os frutos do gendtipo BAAr 05 foram separados nosseguintes estadios
fenologicos: Fruto verde (1) — o fruto encontra-se com a superficie 100% verde;
Fruto verde - rosado (2) — ocorre uma pequena variacdo na cor, do verde para
rosado na extremidade distal do fruto, cerca de 10% da superficie apresenta a
tonalidade rosada; Fruto rosado (3) — o fruto apresenta caracteristica rosada;
Fruto vermelho “maduro” (4) — o fruto se encontra com tonalidade 100%

avermelhada; Fruto vermelho intenso “passado” (5) (Figura 04) (RUAS, 2016).
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1 2 3

Figura 04 - Escala de maturacéao dos frutos de S. terebinthifolia. Fruto verde (1); Fruto
verde rosado (2); Fruto rosado (3); Fruto vermelho-maduro (4); Fruto vermelho intenso
“passado” (5).

Fonte: Ruas (2016).

Posteriormente, as amostras foram armazenadas no ultrafreezer (-80°C). O
material foi conservado para permitir que as analises bioquimicas
subsequentes fossem desenvolvidaspaulatinamente.O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Para as
andlises do genotipo BAAr 05, os cinco estadios (1,2,3,4,5) maturacdo foram

analisados.

O delineamento experimental das amostras foi inteiramente casualizado, com

trés repeticoes.

4.2.2Método de preparacdo da amostra

Para determinar o melhor procedimento para a preparacao da amostra visando
sua incubacao no headspace, as amostras dos frutos de S.terebinthifolia foram
manuseadas de trés formas: 0,5g de frutos triturados; 0,5g de frutos triturados
com 1,5g de silica em gel (70- 230 mesh);0,5g de frutos rasurados com
tesoura. As amostras foram inseridas em frascos convenientes e incubadas no
headspace por 1 hora a 60°C, sob agitacdo. Posteriormente, ao verificar a
intensidade dos picos no cromatograma foi selecionado o método 0,5g do fruto
triturado com 1,5g de silica em gel 70-230 mesh, padronizando a preparacao

das amostras de todas as analises posteriores.
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4.2.3 Preparo das amostras

Amostras dos frutos do genotipo BAAr 05 em diferentes estadios de
maturacdo(1,2,3,4,5), foram preparadas para incubacdo no headspace.0,5
gramas de frutos foram pesados na balanca analiticae, ap6s esse processo,
foram triturados com 1,5 gramas de Silica em gel 70-230mesh, colocadosem
frascos de headspace de 22ml da Agilent Technologies, com septos de silicone
e lacres de aluminio, hermeticamente lacrados através do equipamento
Crimper 20mm. Posteriormente, as amostras foram submetidas a analise
através do equipamento headspace. Essas amostras foram analisadas em

triplicatas.
4.2.4 Parametros do headspace

Foi utilizado um amostrador automatico headspace auto-sampler (Figura 05),
modelo AOC-5000 Pluscom a primeira coluna DB5 de 30m e a segunda coluna
Agilent Technologiesde 0,25 uym. As condi¢cdes de operacao foram: temperatura
do injetor:270°C; modo de injecéo: splitless; tempo de amostragem: 1 minuto;
gas de arraste: Hélio; temperatura da coluna: Inicio 40°C com taxa de
aguecimento de 10°C até chegar 270°C(permaneceu em 270°C por 5 minutos);

tempo de corrida total: 30 minutos.

Figura 05 - Amostrador automatico headspaceacoplado ao GC-MS
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4.2.5 Identificacdo dos genotipos e estadios de maturagéo

Com a finalidade de realizar a determinacdo do perfil quimico, utilizou-se a
técnica de injecdo por headspace associada a cromatografia gasosa com
deteccdo por espectrometria de massas, por mostrar-se uma alternativa rapida.
Os diversos cromatogramas obtidos foram transformados em matrizes
contendo informacdes de intensidades variaveis dos picos dos compostos
volateis das diversas amostras. As matrizes foram analisadas pela ferramenta
quimiométrica “Analise dos componentes principais (PCA)’, através do
programa Matlab, para adiscriminacdodos estadios de maturacdo e dos
diferentes gendtipos dos frutos de S.terebinthifolia, agrupando-os de acordo

com as composi¢des de moléculas volateis do 6leo essencial.

Quanto a composicdo dos compostos volateis foi realizada a partir da
plataformaNIST, a qual compara os espectros de massas de cada substancia

com aqueles contidos em sua biblioteca.

4.2.6 Analise quimica dos frutos

5.2.3.1 Andlise do 6leo essencial com oheadspace

Para identificar os compostos volateis, 0,5g dos frutos de S. terebinthifoliaforam
triturados com 1,0g de Silica em gel 70-230mesh. ApGs esse processo, as
amostras foram depositadas em tubos e incubadas no equipamentoheadspace
para obtencdo dos compostos volateis, em pré-injecdo no GC-MS para
emissdodos dados cromatogréaficos. Posteriormente, os dados das amostras
foram adquiridos através do programa GC PostRun. Os dados foram
organizados no Excel, e foram submetidos ao Laboratério de Quimiometria da

Universidade Federal do Espirito Santo
4.2.7.2 Rendimento do 6leo essencial dos frutos

O Oleo essencial dos frutos de S. terebinthifolia, foram divididos em trés
estadios de maturacéo, sendo eles: verde (estadio 01); verde rosado e rosado
(estadio 2 e estadio 3); vermelho (estadio 04). O dleo foi extraido atraves do
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meétodo de hidrodestilacdo — que consiste em volatizar o 6leo essencial com
uma corrente de vapor de agua. Para esse processo foi utilizado o aparato de

Clevenger?, acoplado a um baléo de fundo redondo de 1000 ml.

80g dos frutos de S. terebinthifolia foram triturados em liquidificador até obter a
caracteristica uniforme, e 700 ml de agua deionizada, foram colocados no
baldo e levados para a manta aquecedora. O tempo de extracdo foi de 2 horas

— contadas a partir da ebulicdo da amostra.

Apéds o tempo, o bleo essencial foi extraido através da pipeta e depositado em
pequenos frascos, que foram para o Freezer afim de congelar a 4gua e depois
extrair o 6leo. O Oleo obtido foi pesado na balanca analitica, apds esse
processo foi realizado o calculo (férmula abaixo) para determinar o rendimento

de 6leo essencial em cada estadio de maturacgéo.

% de 0leo essencial = massa de 6leo essencial obtido (g) x 100
Massa dos frutos secos (Q) (2)

4.2.7 Andlise fisica dos frutos

Os frutos de S. terebinthifolia foram analisados mantendo as condi¢cdes de
campo. Para as anadlises fisicas dos parametros biométricos, foram
selecionados aleatoriamente cem frutos de cada estadio de maturacéo
(1,2,3,4,5) dos gendtipos BAAr 05, os frutos foram medidos através o
paquimetro, afim de determinar o comprimento e o didametro dos frutos (mm).
Posteriormente, através da lupa, cem frutos de cada gendtipo e estadio de
maturacdo, foram analisados quanto aos danos externos (pequenas
perfuracdes bidticas) provocados pelo inseto Megastigmus sp. (Hymenoptera:
Chalcidoidea).

A balanca analitica foi utilizada com o propésito de estabelecer o peso de cem
frutos de cada estadio. Para determinar a massa seca, cem frutos foram

pesados e depositados em sacos de papel e alocados na estufa a 40°C. Apds

2 O aparato de Clevenger promove a separacdo do 6leo e da agua. O aparelho gera o
resfriamento do 6leo, evitando a decomposicao (COLE, 2008).
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dois dias, foram retirados e pesados novamente, com 0 objetivo de avaliar o

teor de agua presente nas amostras.

4.2.8 Anédlise estatistica

Os dados obtidos para as analises de biometria e teor de agua foram
analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
(p<0,05) no programa Assistat software versao 7.7 (SILVA; AZEVEDO, 2016).

Os resultados dos compostos volateis foram submetidos a uma anadlise
exploratéria dos dados aplicando a Andlise dos Componentes principais (PCA),
para possibilitar a visualizagdo da correlacdo entre as variaveis e 0s possiveis
agrupamentos entre as amostras, através do programa estatistico
Matlabversao 7.12.0 (MathWorks Inc.Natick, MA).

4.2.9 Construcéo de modelos quimiométricos

Para a aplicacao da analise de componentes principais os dados obtidos foram
organizadosatravés do programa Excel. Com isso, foram construidos os

modelos referentes aos estadios de maturacao do gendtipo BAAr 05.

Foi aplicada a PCA (BRERETON, 2003; FERREIRA, 2015), na matriz de dados
pré-tratados. A matriz inicial composta por 15 amostras e um total de 57400

variaveis.

A construcdo dos modelos foi realizada em quatro etapas principais: 1) Pré-
processamento com alinhamento de base; 2) Pré-processamento com
alinhamento dos picos; 3) Pré-processamento com dados centrados na média;

4) Construcao e avaliagdo dos modelos.
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4.2.9.1 Pré processamento dos dados e alinhamento dos cromatogramas

Os cromatogramas foram submetidos ao alinhamento de base (Figura 06) com
algoritmo air-PLS (do inglés, Adaptative Iteratively Reweighted- penalized least
squares), que corresponde a um algoritmo de ajuste da linha de base, sendo
um meio rapido e flexivel, esse procedimento € executado de forma interativa

para aproximar gradualmente uma linha de base complexa.

Os picos foram alinhados com o método de correlagdo por intervalos Icohift (do
inglés, interval-correlation-shifting) — que descoloca intervalos de cada espectro
para a direita ou para a esquerda com o intuito de obter correlacdo maxima em
relacdo a média espectral naquele intervalo, assim dois picos correspondentes
passam coincidir entre todos os espectros (SAVORANI; TOMASI; ENGELSEN,
2010).

O cromatograma foi configurado com 50 intervalos de espacos iguais pelo
tempo de retengéo e nesses intervalos os picos foram alinhados tendo como
alvo um cromatograma médio. Além disso, os dados foram submetidos a
andlise através do discriminante de Fisher3. Os dados dos modelos construidos

foram centrados na média.

3 A andlise € uma técnica multivariada utilizada afim de diferenciar ou discriminar populacdes e
classificar individuos, transformando dados multivariados em uma nova variavel por meio da
variavel principal (CAMPQOS, 2012).
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Figura 06 - Picos desalinhados, antes do processo (A), e sobrepostos, ap6s o
procedimento (B).

As informagfes mais relevantes dos resultados foram extraidas do conjunto de
dados, diminuindo para uma pequena quantidade de variaveis. Com a reducédo
das variaveis, através do programa Matlab, foi possivel conseguir

agrupamentos entre as amostras de acordo com suas similaridades.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Cromatogramas das amostras

O cromatograma apresentado na figuraO7 é representativo de todas as

amostras pesquisadas, demostrando os picos nos tempos de retencgao.

Chromatogram LC 361 I'\Andlise - NatalyLC 561.qzd
TIC

17.036.134
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—St 2 438
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Monoterpenos Sesquiterpenos

Figura 07 - Cromatograma dos frutos do genétipo BAAr 05 (Estadio 01).

Com a técnica HS-GC-MS foi possivel obter inimeros picos, divididos em dois
grandes grupos, 0s monoterpenos de maior volatilidade e menor massa
molecular (tempos de retencao entre 11 e 15 min) e 0s sequiterpenos de maior

volatilidade e maior massa molecular (tempos de retencao entre 18 e 20 min).

4.3.2 Identificacdo dos compostos volateis

Com base na plataforma NIST, os espectros foram comparados; quanto maior
a semelhanca entre os espectros, ou indice de similaridade, maior a
confiabilidade na identificacdo molecular. A tabela 01 mostra as nove
substancias principais do Oleo essencial de frutos de S. terebinthifolia,
contendo dados relativos a tempo de retencdo (TR), area relativa dos picos

(A%), formula molecular e indice de similaridade (I1S). As moléculas contendo
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dez carbonos sdo 0os monoterpenos e aquelas contendo quinze carbonos, 0s
sesquiterpenos. Dessa forma, foram identificados sete monoterpenos (a-
Pineno; B-mirceno; a-felandreno; p-cimeno; Limoneno; B-felandreno; ©-3-

careno) e dois sesquiterpenos (- Cariofileno e Germacreno-D).

Tabela 01 — Compostos volateis dos frutos do genoétipo BAAr 05 em frutos verdes

(estadio de maturacédo 01).

Pico TR A% Componente Férmula IS
11.618 8,06 a-Pineno CioH1s 96

2 12.440 1,51 B-mirceno CioH16 95
3 12.860 32,47 a-felandreno CioH1s 94
4 13.150 0,84 p-cimeno CioH14 93
5 13.247 46,82 Limoneno CioH1s 95
6 13.308 1,95 B-felandreno CioH16 89
7 15.372 1,15 8-3-careno CioH1s 92
8 19.089 2,21 - Cariofileno CisHis 89
9 19.840 4,45 Germacreno-D CisHa24 93

Somatorio A% = 99,46

4.3.3Comparacao da técnica headspace com outros métodos analiticos na

analise dos frutos de S. terebinthifolia

Os frutos que S. terebinthifoliaapresentam grande quantidade de oleo
essencial, em vista disso, 0 mercado farmacéutico e alimenticio (nacional e
internacional), possuem interesse na extracdo dessas substéncias. Por conta
disso, diversas técnicas sdo utilizadas afim de apresentarem maior eficiéncia

no processo de extracao e identificacdo das substancias volateis.

Assim, através do equipamento headspace, a analise dos frutos de S.
terebinthifoliafoi realizada com o minimo de pré-processamento. Com isso, 0S
frutos foram triturados com silica em gel, e foram injetados no amostrador
automatico headspace, cada amostra teve o tempo de 30 minutos,
apresentando como uma técnica mais rapida do que as descritas na literatura,
quanto a identificacdo dos componentes do 6leo essencial, no genotipo BAAr
05 foram identificadas nove substancias: Germacreno-D, limoneno, p-cimeno,

a-felandreno, a-Pineno, B- Cariofileno, p-felandreno, 3-mirceno, &-3-careno.
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Com relacdo ao tempo, estudos de Nicolini; Puget e Mazza (2009)
buscaramcomparar os métodos de hidrodestilacdo e arraste a vapor,
constatando que a técnica por arraste a vapor é mais eficiente quanto ao tempo
e rendimento do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolia. Nesse sentido,
pesquisas de Dourado (2012), compararam a extracdo do 6leo essencial dos
frutos de S.terebinthifolia por meio dos métodos de destilagcdo por arraste a
vapor e o método de Soxhlet (extracdo com solvente a quente), concluindo que
a andlise por arraste a vapor possui maior rapidez com relacdo ao método de
Soxhlet. As analises de arraste a vapor duram em média 3 horas para fazer a
extracdo (NICOLINI; PUGET; MAZZA, 2009) e andlise de Soxhlet em média 6
horas (DOURADO, 2012).Além disso, para realizar a identificagcdo das
amostras sera necessario cerca de 1h para a técnica de cromatografia gasosa
com espectrbmetro de massa (GC-MS), afim de separar e identificar os
componentes. Dessa forma, com o uso da técnica HS-GC-MS, foi possivel
otimizar o processo de separagdo e identificacdo da amostra, visto que
demorou cerca de meia hora para realizar o processo, pois essa analise exige
uma simplificacdo no pré-tratamento das amostras, apresentando como
beneficios: a reducéo do tempo gasto na etapa inicial; menor perda da amostra
e geracdo de residuos. Além disso, a técnica acoplada ao GC/MS identifica

com maior precisdo 0s componentes majoritarios.

Estudos de Oliveira e colaboradores (2014), verificaram o tempo ideal de
destilacdo e o perfil volatil do 6leo essencial de S. terebinthifolia. 100g dos
frutos foram destilados por meio do aparato de Clevengerdurante 2,5h — 4h-
5,5h e 7h - contando as horas a partir da ebulicdo da agua. Esse material
destilado foi analisado por cromatografia a gas acoplada a espectrofotometro
de massas afim de obter o perfil das substancias volateis do 6leo essencial.
Nesse estudo a destilacdo em aparato de Clevenger por 2,5h demostrou-se
como o periodo ideal para obter o 6leo essencial, visto que o aumento do
tempo de exposicédo a alta temperatura pode modificar as concentracdes dos

compostos majoritarios.

Relacionando com os componentes encontrados por Oliveira e colaboradores

(2014), grande parte dos compostos apresentaram diferenca, onde se verificou
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a presenca de:p-menth-1-en-9-ol; a-tujeno; canfeno; a-fencheno; acetato de
terpinen-4-ol; acetato de bornila; terpinen-4-ol; a-terpineol; d-cadineno;
hedicariol; a-gurjuneno; a-eudesmol; B-eudesmol. Entretanto, apresentam

similaridades entre os componentes: 3-pineno,germacreno-D, cariofileno.

Nas pesquisas de Ennigrou e colaboradores (2016), através do método de
hidrodestilacao pelo aparato de Clevenger o 6leo essencial foi extraido, e apés
esse processo foi analisado através da cromatografia (GC-MS), foi possivel
identificar 95 componentes dos frutos de S. terebinthifolia, independentes do
estadio de maturacdo. Entre as substancias identificadas, os componentes
majoritarios encontradas se assemelharam com a presente pesquisa, sendo 0s
monoterpenos: a-felandreno, a-pineno e limoneno; e o0 sesquiterpeno
germacreno-D. Em contrapartida, de acordo com os estudos de Schimitbergere
colaboradores (2018), usando a mesma metodologia, realizou a deteccédo de
98 substancias do Oleo de S. terebinthifolia entre esses componentes 8-3-

careno e limoneno, sdo considerados majoritarios.

Contudo, segundo Ennigrou e colaboradores (2016) a composi¢cdo do oleo
essencial nos frutos de S. terebinthiolius apresenta variacdo de acordo como o

processamento e método analitico.
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4.3.4 Analisedos componentes quimicos dos frutos

4.3.4.1 Rendimento do 6leo essencial dos frutos

Os oOleos essenciais que foram extraidos dos frutos de S. terebinthifolia
apresentaram a caracteristica de forte aroma e coloragéo clara. A porcentagem
de rendimento do 6leo essencial variou de 2,12% no estadio 1 (fruto verde),

2,57% no estadio intermediario - 2 e 3 (fruto verde rosado e rosado), e 3,76%

no estadio 4 (fruto vermelho) (Figura08).

3,76%

2,57%

2,12%

Rendimento

1- Verde 2/ 3 —Verde rosado e rosado 4 —Vermelho

Estadios de maturacéo

Figura08 - Rendimento do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifoliaem diferentes
estadios de maturacgéo.

Os resultados do rendimento do 6leo essencial nos estadios de maturagéo
estdo préximos com os resultados de Nicolini; Puget e Mazza (2009), onde
verificaram cerca de 2,6% do rendimento no estadio vermelho (estadio 4).
Outros trabalhos como o de Schimitbergere colaboradores (2018), mostraram
que o rendimento do 6leo essencial dos frutos maduros foi maior do que os
frutos verdes, conforme obtido nesta pesquisa. Entretanto, estudos de Cole
(2008) e Bertoldi (2006)evidenciaram em seus experimentos a variacdo de
rendimento de 5,6% a 7,7%. Segundo Carvalho e colaboradores (2016), o
rendimento do Oleo essencial dos frutos resultou em 5,3%, superiores aos

obtidos nessa pesquisa.
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A variacao dos resultados referentes ao rendimento do 6leo essencial em frutos
deS.terebinthifolia esta relacionadacom os fatores abibticos (intensidade
luminosa, temperatura, nutricdo mineral, disponibilidade de agua), e com o0s
fatores abibticos, como as injurias provocadas por insetos e microorganismos
(LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003; GOBBO-NETO, L; LOPES, 2007). Neste
sentido, Barbosa e colaboradores (2007) evidenciaram também a influéncia da

variacdo sazonal na composicao de éleos essenciais dos frutos de aroeira.

Em sintese, o rendimento do 6leo essencial da espécie em discussao possui
tendéncia de aumento no decorrer dos estadios de maturacdo do fruto.
Todavia, destaca-se neste ponto a necessidadeda devida atencédo aos fatores
biéticos e abibticos, no que tange a sua capacidade de resultar em alteracdes
na quantidade de éleo essencial.

4.3.5 Compostos volateis de S.terebinthifolia

Pela andlise por espectrometria de massas foram detectados nove
componentes em todos os estadios de maturacdo do genoétipo BAAr 05. Foi
possivel verificar os compostos com seus respectivos tempos de retencdo
(TR), area relativa (A%), nomenclatura, indice de similaridade (SI) e referéncia
(Tabela 02). Os principais componentes encontrados a partir do equipamento
headspace foram: Germacreno-D, limoneno, p-cimeno, a-felandreno, a-Pineno,
B- Cariofileno, B-felandreno, B-mirceno, ©&-3-careno. Esses resultados se
aproximam dos dados de Cavalcanti e colaboradores (2015), onde o0s
compostos encontrados em maiores concentragcbes nos frutos de S.
terebinthifolia foram: ©&-careno (41,01%), a-felandreno (14,40%), limoneno
(12,36%) e a-pineno (10,36%).

Entretanto, Cole (2008)constatou a predominancia de terpenos nos frutos de
S.terebinthifolia. Dentre eles, os mais abundantes foram 0s monoterpenos
(85,81%), destacando entre seus principais constituintes: &-3-careno
(30,37%),limoneno (17,44%),a-felandreno (12,60%),a-pineno (12,59%),mirceno

(5,82%)e o o-cimeno (3,46%). Em menor proporcdo observou-se também os
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sesquiterpenos (5, 34%), sendo identificados trans-cariofileno, y-muuruleno,

E,E-a-farneseno, &-cadineno e epi-a-cadinol.

Estudos de Gurovic; Marray e Ferrero (2007)para a identificagdo dos
compostos volateis demostraram os principais componentes do 6leo essencial
de S. terebinthifoliaatravés de cromatografia gasosa, acoplada a
espectrometria de massas, sendo detectados: limoneno, a-felandreno e
sabineno. Entretanto, Silva e colaboradores (2017) ao utilizarem a mesma
metodologia, detectaram os seguintes componentes: d-3-careno, a-felandreno,

limoneno, germacreno-D e cariofileno.

Entre as pesquisas que relacionaram os estadios de maturacdo do fruto,
destaca-se os estudos de Barbosa e colaboradores (2007), realizando uma
comparacao entre os componentes dos Oleos essenciais de S. terebinthifolia
dos frutos maduros e imaturos, através do aparato de Clevenger,juntamente
com as analises por espectrometria de massas. Os resultados demostraram
uma variacdo do Oleo essencial.Nos frutos imaturos foram identificados os
sesquiterpenos: a-cadinol, a-cadineno, epi-a-muurolol. Nos frutos maduros, por
sua vez, identificaram a-cadinol, elemol e germacreno-D, como

preponderantes.

Estudos de Ennigorou e outros (2016) avaliaram as alteracfes fitoquimicas
relacionadas a maturacdo dos frutos. Nesse estudo foram avaliados trés
estadios de maturacdo: fruto imaturo, fruto vermelho-intermediario e fruto
completamente maduro. Com a maturac¢do do fruto, os compostos quimicos
aumentaram, com excecdo do a-pineno que diminui de acordo com a
maturagdo. Além disso, 0s compostos:a-felandreno, - felandreno e
limonenotiveram variagdes irregulares entre os estadios de maturacdo. Dessa
forma, esse estudo constatou que o processo de maturacdo dos frutos de S.
terebinthifolia  foi acompanhado por diversas mudancas nos atributos

guantitativos e qualitativos dos componentes quimicos.

Nas pesquisas de Schimitberger e colaboradores (2018), ao avaliarem o0s
compostos volateis dos frutos imaturos e maduros, constataram que ambos 0s

estadios de maturagdo do fruto apresentavam, majoritariamente:
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monoterpenos, representando 80,65% dos compostos identificados nos frutos
verdes e 81,36% para os frutos maduros; o restante dos compostos quimicos
foram identificados como sesquiterpenos. As substancias predominantes nos
frutos maduros foram 6-3-Carene (46,67%) e a-pineno (14,98%).

Entre os compostos identificados na presente pesquisa, destaca-se o limoneno
(Figura09). Esse composto apresentou aumento no decorrer do processo de
maturacdo do fruto, entre o estadio 1 ao estadio 4, diminuindo no estadio 5.
Isso ocorre devido a degradacao do quinto estddio de maturacdo. Quanto aos
outros compostos, obtiveram variacfes irregulares entre os estadios de

maturacado (Figura 10).
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FiguraQ9 - Variacdo de limoneno entre os estadios de maturagéo
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Figura 10 - Principais componentes dos estadios de maturagéo.

A composicéo e a quantidade do 6leo essencial em plantas estdo diretamente
relacionadas a fatores genéticos, porém, os fatores ambientais podem causar
variacfes significativas em seus constituintes, destacando-se o periodo da
colheita (época e horério), método de secagem do material vegetal, umidade,
teor de agua,condi¢cdes do solo,e presenca de patégenos (FERRONATTO et
al., 2007; GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

Além disso, o processamento e métodos analiticos também influenciam na

composicdo do Oleo essencial (ENNIGOROU et al, 2016).



Tabela 02- Componentes do 6leo essencial dos frutos do genétipo BAAr 05 de S. terebinthifolia
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Amostra | Pico | TR | A% | Componente |Férmula| SI Referéncias
EST 1 11.618 | 8,06 a-Pineno CiwHis | 96 g(;?\llrglllflté)eé%z.,e;gléoj-& Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;
EST1 2 12.440 | 1,51 B-mirceno CioHis | 95 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014.
EST 1 3 12.860 | 32,47 | o-felandreno | CioHis | 94 |Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Santana et al., 2012.
EST 1 4 13.150 | 0,84 p-cimeno CioHis | 93 | Ennigrou et al., 2016; Bendaound et al., 2010.
EST 1 5 13.247 | 46,82 Limoneno CioHis | 95 gc;r;\lgllgt())eé?zrllja;gI132.018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;
EST 1 6 13.308 | 1,95 | B-felandreno CioHis | 89 |Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014; Bendaound et al., 2010.
EST 1 7 15.372 | 1,15 5-3-careno CioHis | 92 |Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Barbosa et al., 2007.
EST 1 8 19.089 | 2,21 | PB- Cariofileno | CisHzs | 89 Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Oliveira-Junior et al., 2013.
EST 1 9 19.840 | 4,45 |Germacreno-D| CisHza | 93 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015.
EST 2 1 11.565 | 8,13 a-Pineno CioHis | 96 gc;r;\igli;t())eé?zrllja;gIé.OlB; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;
EST 2 2 12.389 | 1,59 B-mirceno CioHie | 95 |Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014,
EST 2 3 12.810 | 32,05 | a-felandreno CioHis | 94 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Santana et al., 2012.
EST 2 4 13.197 | 47,13 Limoneno CioHis | 95 |Ennigrou et al., 2016; Bendaound et al., 2010.
EST 2 5 13.260 | 1,77 | B-felandreno | CioHis | 89 g;rr\:/rg;l';téeé?zrl”e;gi;?l& Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014,
EST 2 6 13.767 | 1,38 5-3-careno CioHis | 93 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Barbosa et al., 2007.
EST 2 7 15.384 | 1,27 d-3-careno CioHis | 93 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Barbosa et al., 2007.
EST 2 ) 19.061 | 2,58 | B- Cariofileno | CisHzs | 89 Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Oliveira-Junior et al., 2013.
EST 2 9 19.815 | 4,52 |Germacreno-D| CisHza | 93 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015.
EST 3 1 11.616 | 8,49 a-Pineno CioHis | 96 g;r;\lglllgt())eé?zrlqe;gIBZ.OlB; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;
EST 3 2 12.428 | 1,6 B-mirceno CioHis | 95 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014.
EST 3 3 12.848 | 27,7 | a-felandreno CioHis | 95 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Santana et al., 2012.
EST 3 4 13.144 | 2,85 p-cimeno CioHis | 94 |Ennigrou et al., 2016; Bendaound et al., 2010.
EST 3 5 13.237 | 51,12 Limoneno Ciotis | 95 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;

Carvalho et al., 2013.

(Continua)
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(Continuacao)

Referéncias

Amostra | Pico TR A% | Componente |Férmula| SI
EST 3 6 13.297 | 1,84 | B-felandreno CioHis | 91 |Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014; Bendaound et al., 2010.
EST 3 7 14.135 | 1,1 d-3-careno CioHis | 93 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Barbosa et al., 2007.
EST 3 8 19.086 | 1,8 | B- Cariofileno | CisHas | 90 Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Oliveira-Junior et al., 2013.
EST 3 9 19.837 | 3,62 | Germacreno-D| CisHza | 92 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015.
EST 4 1 11.621 | 41 o-Pineno CioHis | 96 gc;f;\ig:;t;egzrae;glg?ls; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;
EST 4 2 12.443 | 1,56 -mirceno CioHis | 95 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014.
EST 4 3 12.877 | 29,93 | a-felandreno CioHis | 90 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Santana et al., 2012.
EST 4 4 13.166 | 1,15 p-cimeno CioHi4a | 94 |Ennigrou et al., 2016; Bendaound et al., 2010.
EST 4 5 13.281 | 59 24 Limoneno CiHis | 93 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;
' Carvalho et al., 2013.
EST 4 6 13.335 | 0,36 | B-felandreno CioHis | 92 |Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014; Bendaound et al., 2010.
EST 4 7 14.148 | 1,95 8-3-careno CioHis | 94 |Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Barbosa et al., 2007.
EST 4 ) 19.093 | 0,68 | B- Cariofileno | CisHas | 91 Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Oliveira-Junior et al., 2013.
EST 4 9 19.842 | 1,14 |Germacreno-D| CisHzs | 91 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015.
Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;
EST5 1 11.618 | 8,21 a-Pineno CioHis | 95 |Carvalho et al., 2013.
EST5 2 12.439 | 1,59 B-mirceno CioHis | 94 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014.
EST5 3 12.860 | 28,55 | a-felandreno CioHis | 95 |Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Santana et al., 2012.
EST5 4 13.156 | 1,98 p-cimeno CioHi4a | 94 |Ennigrou et al., 2016; Bendaound et al., 2010.
EST5 5 13.252 | 52,21 Limoneno CiHis | 95 ggrrl\llr;];rt]t;e;?earlqe;gllsz.OlB; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014;
EST5 6 13.311 | 1,31 | B-felandreno CioHis | 90 |Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014; Bendaound et al., 2010.
ESTS5 7 14.146 | 1,52 d-3-careno CioH1s 94 | Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Barbosa et al., 2007.
EST5 8 19.093 | 1,7 B- Cariofileno | CisHas | 91 Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015; Oliveira-Junior et al., 2013.
EST5 9 19.842 | 3,16 | Germacreno-D| CisHzs | 90 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015.




61

4.3.5.1 Analise dos componentes principais (PCA)

A PCA foi utilizada afim de resumir os dados quimicos da matriz inicial
provenientes da técnica HS-GC-MS. Os resultados da porcentagem de
variancia para os cinco estadios de maturacdo do gendtipo BAAr 05 (Figura
11), explicada pelo modelo de analise dos componentes principais, foram
responsaveis por 90,93% da variacdo. O primeiro componente principal (CP1)
demonstrou ser responsavel por explicar 61,29% da variacdo, no sentido de
promover maior alteragdo no conjunto de dados. O segundo
componenteprincipal (CP2), por sua vez, apresentou-se responsavel por
16,85% da variagcdo; o terceiro (CP3) por 6,78% da variacdo, e o quarto

componente principal (CP4), 6,01% da variagéo.
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Figura 11 - Variancia dos cinco estadios de maturacéo do genotipo BAAr 05.

A andlise através do método de PCA também foi utilizada com o objetivo de
detectar e avaliar os padrbes das amostras, extraindo as informacdes mais
importantes do conjunto de dados e conservando a maior parte da variancia.
Através do treinamento n&o-supervisionado (método que néo exige Suposi¢ao
inicial sobre os dados), foi possivel reconhecer agrupamentos naturais dos

componentes principais (Figura 12).
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Figura 12- Representacao grafica de scores dos estadios de maturacédo do gendtipo
BAAr 05

No agrupamento da PCA, os scoresrepresentam as coordenadas das amostras
no sistema de eixos formados pelos componentes principais (PC), e indicam as
relagbes de similaridade entre as amostras. Cada componente principal é
formado pela combinacdo das varidveis originais e pelos coeficientes,
denominados como pesos (loadings*), que retratam a contribuicdo de cada

variavel para a formacao dos PC.

Assim, foi possivel detectar o agrupamento dos compostos volateis dos
estadios de maturacdo do gendtipo BAAr 05. No estadio de maturacdo 01
(Fruto verde) as triplicatas da aliquota se agruparam, e no estadio 02 (Fruto
verde-rosado) e estadio 03 (Fruto rosado) as amostras se dispersaram. ISso
acontece por conta desses estadios de maturacao serem de transi¢do do verde
ao vermelho, sendo estadios intermediarios. No estadio 4 (Fruto vermelho), as
aliquotas também apresentaram o0 agrupamento; e no estadio 5 (Fruto
vermelho intenso “passado”) as amostras apresentaram dispersao, devido a

caracteristica do estadio estar relacionada com o processo de deterioracao.

4 Loadings, matematicamente, s&do cossenos dos angulos das varidveis originais e
componentes principais; representam o0 quanto cada variavel original contribui para um
determinado componente principal (FERREIRA, 2015).
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4.3.6 Andlises fisicas dos frutos

Os atributos fisicos variaram significativamente entre os estadios de maturacéo
e contribuiram para a caracterizacdo do genoétipo. Ao comparar 0S cinco
estadios de maturacdo, os resultados mostraram que houve diferenca em

relacdo aos diametros do eixo central e longitudinal dos frutos(Tabela 03).

Tabela 03 - Caracterizacao fisica dos frutos do genétipo BAAr-05 de S. terebinthifolia
em diferentes estadios de maturacéo.

Estaddio de Eixo central Eixo longitudinal
maturacao

1 2.01667 at 3.00333 at

2 1.52000 bt 2.52000 b

3 2.10333 a! 3.10333 at

4 2.00333 al 3.00333 at

5 1.98667 al 2.98333 a'

1As médias de trés repeticdes seguidas pela mesma letra
na coluna, néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).

No segundo estadio de maturacdo (verde-rosado) os frutos apresentaram
dimensdes menores que os frutos do primeiro estadio de maturacédo (fruto
verde), com relacdoao diametro do eixo central e longitudinal inferior. A
diferenca de formato pode estar relacionada aos fatores ambientais,
evidenciando o periodo de seca durante o segundo estadio de maturacéo
(FRITSCHE-NETO; BOREM, 2011). Os estudos dos parametros biométricos
dos frutos de S. terebinthifolia demonstraram que tal discrepancia no estadio 02
pode estar associada com as condi¢cdes climaticas, como a variacdo de
temperatura e periodo de seca; tendo em vista que abril de 2017 - periodo da
maturacdo do fruto no estadio 2 - foi caracterizado pela estiagem (sem indices
de chuva) (Figura 13a), diferente do més de maio (Figura 13b), que apresentou
maiores precipitacdes pluviométricas (INCAPER, 2018), indicando assim o

aumento do tamanho do fruto.

Esse fato se comprova através dos estudos de Fritsche-Neto e Borém (2011),
onde afirmam que as plantas se adaptam ao déficit hidrico através de diversas

alteracdes, podendo ser: morfolégicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares.
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Figura 13 - Caracterizacao climética do Espirito Santo no periodo de abril/2017 (A) e
maio/2017 (B).
Fonte: INCAPER (2018).

Na analise de teor de &gua, os resultados evidenciaram que os frutos de S.
terebinthifolia apresentaram médias de 66,74%, 72,44%, 70,16%, 47,39% e
46,40%para os estadios: verde (estadio 1), verde-rosado (estadio 2), rosado
(estadio 3), vermelho (estadio 4) e vermelho intenso (estadio 5),
respectivamente, apontando diferenca estatistica entre si, reduzindo a medida
gue ocorre a maturacao dos frutos (Tabela 04). Observa-se, no entanto, que a
massa seca do frutos do estddio 01 e estddio 4 e 5 ndo diferem

estatisticamente, mas os estadios 2 e 3, sdo estatisticamente menores.

Tabela 04 - Andlise do teor de agua dos frutos do gendtipo BAAr 05 de S.
terebinthifolia
Estadio de Massa Fresca Massaseca Teor de agua

maturacao
1 85.12666 a' 28.31333a!  66.74012 b!
2 81.09666 b! 22.34667 b*  72.44309 a!
3 75.89000 ct 22.63667 b*  70.16943 a'
4 54.39000 d* 28.61333 a®  47.39651 ¢!
5 53.36666 d* 28.60000 a*  46.40811 ¢!

1As médias de trés repeticées seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Segundo Dourado (2012), o teor de agua de frutos verdes de S. terebinthifolia
foi de 70,40% e dos frutos maduros de 34,05%. Pesquisas de Toti e Medeiros
(2006), apresentaram valores de 65,4% e 55,6%, para frutos verdes e
maduros. Sendo que nessa pesquisa, observou-se em média 69,78% (média
dos estadios 1,2,3) para os frutos verdes, e 46,8 para os frutos maduros (média

dos estadios 4 e 5).

A variacdo entre os estadios de maturacdo da presente pesquisa,apresenta-se
como possivel consequéncia do estadio de maturacdo do fruto e
disponibilidade de agua fornecida na plantacéo, bem como da umidade relativa
de ar do ambiente, o estadio 2 apresentou 72,44% de teor de agua, revelando
maior quantidade que os demais estaddios de maturacdo. Isso pode ser
explicado pelo fato da ocorréncia do periodo de seca no intervalo do segundo
estadio de maturacédo, sendo possivel verificar que, como forma de adaptacdo
ao déficit hidrico, ocorreu maior capacidade de absorcdo de agua pela planta.
Além disso, é da natureza dos frutos de S. terebinthifolia perder agua no
decorrer da maturacdo dos frutos, devido aos processos metabdlitos
(FRITSCHE-NETO; BOREM, 2011).

Aléem dos fatores abidticos, os frutos de S.terebinthifolia também foram
submetidos as andlises de agentes biéticos, envolvendo o inseto Megastigmus
transvaalensis (Figura 14a), considerado como praga dos frutos desta espécie,
e que interfere na qualidade pdés-colheita do fruto, por provocar uma pequena
abertura no fruto (Figura 14b), podendo ocorrer a contaminacao por

microorganismos e alterar a qualidade quimica dos frutos.
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Figura 14 -Praga dos frutos de aroeira, Megastigmus transvaalensis (A).
Perfuragéo nos frutos causada pela larva da praga (B).
Fonte: Ventura (2016).

Os frutos de foram analisados nos cinco estadios de maturacdo: verde; verde-
rosado (verdolengo); vermelho e vermelho intenso. Através das analises
estatisticas, por meio da incidéncia de M. transvaalensis, determinando-se a
incidéncia absoluta que inclui o nimero que representa a quantidade de frutos
brocados (Figura 15)e incidéncia cumulativa,relacionada com o somatdrio

crescente dos valores dos dados absolutos (Figura 16).
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Figura 15- Incidéncia absoluta de frutos de aroeira com
perfuracédo provocada por Megastigmus sp.
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Figura 16 - Incidéncia cumulativa de frutos de aroeira com perfuragédo
provocada por Megastigmus sp.

Observando os resultados absolutos e cumulativos, foi possivel constatar que a
infestacdo do insetose inicia no estadio de maturacdo 01 (verde), e se
intensifica noestadio 4 (vermelho), chegando a mais de 20%, apresentando um
aumento significativo conforme o amadurecimento do fruto, reduzindo no
estadio 05, onde a maioria das larvas jA abandonaram os frutos e o que €&
justificado pela baixa qualidade de agua nesta fase de maturacao dos frutos. A
quantidade de fruto brocados nos diferentes estadios de maturacdo chegou a
mais de 50% (Figura 11).
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4.5 CONCLUSAO

A técnica HS-GC-MS demostrou-se promissora, visto que o método apresenta
otimizacao no processo de separacao e identificacdo, pois a essa analise exige
uma simplificacdo no pré-tratamento das amostras, apresentando como
beneficios: a reducédo do tempo gasto na etapa inicial; menor perda da amostra
e geracao de residuos. Com relacdo as outras técnicas, através do HS-GC-MS

ocorre maior precisdo na identificacdo dos componentes.

HS-GC-MS possui o potencial como uma ferramenta para identificagcdo de
estadios de maturacdo dos frutos egendtiposde S.terebinthifolia, confirmando a

particularidade dos estadios quanto a quantidade e composicdo quimica.

De acordo com as andlises dos componentes principais dos perfis
cromatograficos dos frutos de S.terebinthifolia, do genétipo BAAr 05, os
compostos majoritarios identificados pela técnica HS-GC-MS
foram:Germacreno-D, limoneno, p-cimeno,a-felandreno, a-Pineno,B-
Cariofileno,-felandreno,-mirceno,d-3-careno. O 6leo essencial dos frutos, ndo
apresentou diferenciacdo dos componentes entre os estadios de maturagao.
Entretanto, através do ciclo de maturacdo dos frutos, ocorre a acumulagéo dos
metabolitos secundarios, justificando a alteracdo na A% dos componentes e
aumentando o rendimento do 6leo do fruto. Com isso, € possivel sugerir 0
estadio de maturacao 4 (fruto-vermelho) como melhor paraa colheita dos frutos,
quando o rendimento do 6leo essencial e os teores dos componentes sdo

maiores, no caso do limoneno, que chegou a aproximadamente 60%.

Ocorreu grande variacdo no teor do Oleo essencial. Por esse motivo a
importancia de disseminar entre os produtores rurais 0s genétipos de Banco
germoplasma, com intuito de manter um padréo de qualidade do Oleo essencial
dos frutos. Além disso, os fatores bidticos (insetos) e abioticos (sazonalidade,
horario da coleta, solo) interferem na qualidade pds colheita, visto que a
guantidade e qualidade de metabdlitos secundarios sédo alterados conforme
ocorre a interacao desses fatores (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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5 CAPITULO 2.

ANALISEDOS QUIMIOTIPOS DOS DIFERENTES GENOTIPOS DE
S.terebinthifolia

RESUMO

Nesse estudo foram realizadas analises quimiométricas nos genotipos dos
frutos da espécie Schinus terebinthifolia, com o intuito de conhecer a
similaridade quimiotaxiondmica dos genétipos através dos quimiotipos,
possibilitando padrédo comercial de qualidade dos frutos e plantas. A partir dos
componentes extraidos através do equipamento HS-GC-MS, foram realizadas
analises estatisticas nao-supervisionadas pela ferramenta PCA (Analise dos
Componentes Principais). A analise por PCA resultou no agrupamento e na
identificacdo dos trés genotipos com caracteristicas distintas. Diversos
compostos majoritarios foram identificados nas espécies analisadas,
destacando-se: Germacreno-D; limoneno; p-cimeno; a-felandreno; a-Pineno; -
Cariofileno; B-felandreno; p-mirceno; &-3-careno. Dessa maneira, as analises
realizadas através da técnica HS-GC-MS, em conjunto com a analise
estatistica multivariada (quimiometria), auxiliaram no esclarecimento da
classificacdo taxonémica em frutos dos genétipos de S. terebinthifolia,
otimizando o processo de identificacdo, devido a rapidez da analise,sendo

potenciais marcadores dos quimiotipos.

Palavras-chave:headspaces PCA «Quimiotipo *
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6.1 INTRODUCAO

A quimiometria € um ramo da quimica que utiliza programas de computadores
no tratamento de dados, afim de realizar aplicagcbes de métodos estatisticos em
dados quimicos, esta area é destinada a analisar os dados quimicos de
natureza multivariada, usando recursos relacionados a matematica e
estatistica, otimizando a obtencao de informacfes (FERREIRA, 1999). Entre as
vertentes da quimiometria destaca-se o reconhecimento de padrdes, area da
andlise multivariada de dados. O reconhecimento de padrdes promove a
discriminacao e selecdo em amostras de acordo com suas similaridades. Esses
padrées estdo relacionados com a identidade de uma amostra e com suas
caracteristicas quimicas (CORREIA; FERREIRA, 2007).

7

O conjunto de dados é representado por um grafico que auxilia na
interpretacdo dos resultados. Um dos métodos relacionados com a
representacdo grafica € a analise de componentes principais (PCA, do inglés
Principal Componentes Analysis), que se destaca por utilizar o método nao
supervisionado, em que ndo ha suposicao inicial sobre a estrutura de dados,
formando agrupamentos naturais (LAVINE, 2000).

A PCA é utilizado quando os dados apresentam grande quantidade de
variaveis, sendo dificil a identificacdo das principais informacdes da amostra.
Assim, essa andlise possui a finalidade de reduzir o tamanho da matriz do
conjunto de dados, onde ha grande numero de variaveis que estdo inter-
relacionadas (FERREIRA, 2015).

Segundo Martucci e colaboradores (2014),0s perfis metabdlicos em conjunto
com as andlises multivariadas, como a PCA, podem ser usados na analise
rapida e mais abrangente para os fins quimiotaxionbmicos, possibilitando
realizar as analises dos quimiotipos- de acordo com as substancias quimicas

majoritarias, detectadas nos organismos.

No caso da aroeira, 0s componentes principais das amostras podem estar
relacionados com a composicdo quimica do Oleo essencial, que sao
constituintes complexos e podem variar conforme as mudancas do ambiente e
do gendtipo (GOBBO-NETO, LOPES; RUAS, 2016). O conhecimento da
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composicdo volatil estd relacionado com a associacdo de ferramentas
sensoriais que visam selecionar os compostos importantes dos frutos, podendo
assim descrever sua qualidade. Dessa forma, esse processo auxilia na selecao
de gendtipos, bem como no manejo pds-colheita, podendo ser associadas a

experiéncias do mercado.

A analise headspace, acoplada ao GC-MS (Cromatografia gasosa -
Espectometria de massas, do inglés Mass Spectometry),compreende em uma
rapida analise dos componentes presentes na fase gasosa em equilibrio sobre
a amostra. Esse método tem sido aplicado afim de possibilitar uma melhor
representacdo da amostra, caracterizando adequadamente o0s compostos
volateis em diversos frutos(FRANCO; JAZANTTI, 2004).

Dessa forma, visando aprimorar a classificacdo dos genoétiposde aroeira e 0s
estadios de maturacdo dos frutos, a ferramenta PCAfoi utilizada afim de
agrupar os quimiotipos, atravésdos constituintes quimicos do metabolismo das
plantas,por meio da analise HS-GC-MS, que se destaca por ser um método
analitico mais sensivel, rapido e seletivo. A determinacdo dos quimiotipos de
aroeira visa o estudo dos dados quimicos com o intuito de solucionar os
problemas de natureza botanica, analisando organismos parecidos
morfologicamente, mas com a estrutura quimica diferenciada, principalmente
em o6leo essencial (VIANNA, 2009).

Desse modo,utilizar os resultados HS-GC-MS para analisequimiométrica para e
determinar o0s quimiotipos € de grande importancia para o produtor e
melhoristas, bem como para a industria que visa padrdes de qualidade dos
produtos. Assim, 0s objetivos da presente pesquisa foram: realizar analises
quimicas através doHS-GC-MSpara determinar a composi¢cdo molecular dos
frutos dos gendtipos BAAr 05; BAAr 08-C; BAAr 23, no quinto estadio de
maturacgdo; obter o perfil quimico cromatografico do 6leo essencial dos frutos
dos gendtipos selecionados;promover analise quimiométrica multivariada dos
componentes principaisatraves da PCA,afim de agrupar os genotipos de
acordo com a composi¢ao quimica; e realizar andlise exploratoria de dados da
composicdo quimica dos volateis para verificar se ha similaridade entre os

genotipos.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material vegetal

Neste estudo foram utilizados frutos dos genotipos BAAr 05, BAAr 08-C, BAAr
23 de Schinus terebinthifolia. Exsicatas da espécie encontram-se depositadas
no Herbario VIES, da Universidade Federal do Espirito Santo, com o registro
no Index Herbariorum (catdlogo mundial sob a coordenacdo do Jardim
Botanico de Nova York) devidamente catalogado e registrado sob o nimero do
tombo: 39056; 39057; 39058; 39059;39060; 39061; 39062; 39063; 39064;
39065 e 39066.

Os gendtipos foram produzidos pelo INCAPER (Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural), na Fazenda Experimental
Engenheiro Agronomo Reginaldo Conde, localizada em Jucuruaba, no
municipio de Viana, Espirito Santo, Brasil (LAT: -20°.42'30”83; LON
40°.47°68”33). Os frutos foram coletados no periodo da manha, no dia 01 de
junho de 2017. Os frutos do genoétipo BAAr 05, BAAr 08-C e BAAr 23 foram
colhidos no estadio quatro (fruto maduro) e cinco (fruto vermelho intenso).

As amostras foram embaladas em sacos de polietileno e depositadas em caixa
de polimero de estireno. Apds a coleta, os frutos foram transportados para o
LabPetro - localizado noDepartamento de Quimica da Universidade Federal do
Espirito Santo - para realizar o processo de separacdo uniforme do quinto
estadio de maturacao, os frutos foram colhidos e selecionados segundo a cor

da casca e auséncia de defeitos.

Posteriormente, as amostras foram armazenadas no ultrafreezer (-80°C). O
material foi conservado para permitir que as analises bioquimicas
subsequentes fossem desenvolvidaspaulatinamente.O delineamento

experimental das amostras foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes.
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5.2.2 Anélise quimica dos frutos
5.2.2.1 Anélise do Oleo essencial

Para identificar os compostos volateis, 0,5g dos frutos de S. terebinthifoliaforam
triturados com 1,5g de Silica em gel 70-230mesh. ApGs esse processo, as
amostras foram depositadas em tubos e incubadas no equipamentoHS-GC-MS
e para emissaodos dados cromatograficos. Posteriormente, os dados das
amostras foram adquiridos através do programa GS-Postrum. Os dados foram
organizados em tabela do Excel e submetidos ao Laboratdrio de Quimiometria

da Universidade Federal do Espirito Santo.

5.2.2.2 ldentificagdo dos compostos volateis

Por intermédio do programa GC PostRun analysisdo sistema acoplado ao
cromatografo gasoso (GC-2010Plus) - da marca SHIMADZU - e espectrémetro
de massas (QP2010), foram obtidos dados relativos a tempos de retencéo e
area relativa dos sinais cromatograficos, bem como espectros de massas de
cada substancia, os quais foram comparados aqueles existentes na plataforma
daNIST (National Institute of Standard and Tecnology),a qual contém inUmeros
espectros de massas de moléculas conhecidas. Tal comparacdo permite se
calcular o indice de similaridade para possivel identificacdo do composto
estudado.

5.2.4 Métodos de analise multivariada: PCA

Os resultados dos compostos volateis foram submetidos a uma analise
exploratoria dos dados aplicando aPCA, para possibilitar a visualizacdo da
correlacdo entre as variaveis e 0s possiveis agrupamentos entre as amostras,
através do programa estatistico Matlab,versdo 7.12.0 (MathWorks Inc.Natick,
MA).
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5.2.4.1 Construcao de modelos quimiométricos

Para a aplicacdo da analise de componentes principais, os dados obtidos foram
organizadosatravés do programa Excel. Foi aplicada a PCAna matriz de dados
pré-tratados, composta pelas amostras e variaveis.

A construcdo dos modelos foi realizada em quatro etapas principais: 1) Pré-
processamento com alinhamento de base; 2) Pré-processamento com
alinhamento dos picos; 3) Pré-processamento com dados centrados na média;
4) Construcao e avaliagdo dos modelos.

5.2.4.2 Pré-processamento dos dados

Os cromatogramas foram submetidos ao alinhamento de base com algoritmo
air-PLS(do inglés Adaptative Iteratively Reweighted- penalized least squares),
que corresponde a um algoritmo de ajuste da linha de base. Sendo um meio
rapido e flexivel, esse procedimento é executado de forma interativa para
aproximar gradualmente uma linha de base complexa. Os picos foram
alinhados com o método de correlacao por intervalos Icohift(do inglés interval-
correlation-shifting) que desloca intervalos de cada espectro para a direita ou
para a esquerda com o intuito de obter correlagdo maxima em relacdo a média
espectral naquele intervalo; assim, dois picos correspondentes passam
coincidir entre todos os espectros (SAVORANI; TOMASI; ENGELSEN, 2010).0
cromatograma foi configurado com 50 intervalos de espacos iguais pelo tempo
de retencao, e nesses intervalos os picos foram alinhados tendo como alvo um
cromatograma médio. Além disso, os dados foram submetidos a analise
através do discriminante de Fisher. Além disso, os dados foram centrados na

média.

O alinhamento em uma das regibes do espectro, onde nota-se gque 0S picos

antes desalinhados se tornam sobrepostos apos o procedimento (Figura 17).
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Figura 17 - Picos desalinhados, antes do processo (A),e sobrepostos, ap0s o
procedimento (B).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Andlise de variancia dos genotipos BAAr 05, BAAr 08-C e BAAr 23

Os resultados da analise de componentes foram responséveis por 99,75% da
variacdo nos genotipos BAAr 05, BAAr 08-C e BAAr 23. O primeiro
componente principal (CP1) apresentou-se responsavel por explicar 86,61% da
variacdo, enquanto o segundo componente principal (CP2) apresentou-se

responsavel por 10,14% da variacdo (Figura 18).
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Figura 18 - Variancia dos gendtipos BAAr 05, BAAr 08-C e BAAr 23, no quarto e quinto
estadio de maturacdo

5. 3.2 Identificacdo dos componentes principais

Os componentes quimicosdos frutos dos genétipos de S.terebinthifolia foram
identificados com auxilio da plataforma NIST.Nos frutos do genétipo BAAr
O5foram identificados nove componentes (Figura 19)no quarto e quinto estadio
de maturagdo dos frutos: a-Pineno; B-mirceno; a-felandreno; p-cimeno;

limoneno;B-felandreno;6-3-careno; - Cariofileno; germacreno-D (Tabela 05).
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Figura 19 - Componentes do 6leo essencial do genétipo BAAr 05.

Tabela 05 - Gendtipo BAAr 05, no quinto estadio de maturacdo

Pico TR A% | Componente | IS Referéncia
Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al.,
1 11.618 | 8,21 a-Pineno 95 | 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014,
Carvalho et al., 2013.
Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al.,
2 12.439 | 1,59 B-mirceno 94 | 2016; Cole et., 2014.
Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al.,
3 12.860 | 28,55 | a-felandreno 95 | 2016; Santana et al., 2012.
Ennigrou et al., 2016; Bendaound et al.,
4 13.156 | 1,98 p-cimeno 94 | 2010.
. Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al.,
13.252 1 52,21 Limoneno 95 2016; Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014
Ennigrou et al.,, 2016; Cole et., 2014;
6 13.311 | 1,31 B-felandreno | 90 |Bendaound et al., 2010.
Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al.,
7 14.146 | 1,52 0-3-careno 94 | 2016; Barbosa et al., 2007.
Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015;
8 19.093 | 1,7 - Cariofileno | 91 | Oliveira-Junior et al., 2013.
Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al.,
9 19.842 | 3,16 | Germacreno-D | 90 |2016; Cavalcanti et al., 2015.

Nas amostras dos frutos do genoétipo BAAr 08-C — no quinto estadio de

maturacdo — foram identificados 15 componentes, representando 98,48%

(Figura

20):

a-Pineno;

B-mirceno; y-terpineno;d-3-careno; p-cimeno;

limoneno;B-felandreno;y-terpineno, a-Copaeno;B-Cariofileno; B-Copaeno; a-

humuleno;germacreno-D;B-guaieno;a-Copaeno (Tabela 06).
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Figura 20 - Componentes do 6leo essencial do genétipo BAAr 08-C

Tabela 06 — Gendtipo BAAr 08-C, no quinto estadio de maturacéao.

Pico TR A% | Componente |IS Referéncia
Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;
1 | 11.622 | 5,96 a-Pineno 96 | Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014; Carvalho
etal., 2013.
. Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;
2 12.447 | 2,44 B-mirceno 95 Cole et., 2014.
3 | 12.894 | 55,18 y-terpineno | 82 | Ibraim, 2010; Clemente, 2006.
4 | 13033 | 05 5-3-careno 94 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;
Barbosa et al., 2007.
5 | 13.163 | 4,03 p-cimeno 94 | Ennigrou et al.,2016; Clemente, 2006.
. Schimitberger et al., 2018; Ennigrou et al., 2016;
6 13.251 1 9,50 Limoneno 92 Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014.
7 13.313 | 4.33 B-felandreno |96 Ennigrou et al., 2016; Cole et., 2014; Bendaound
et al., 2010.
8 | 13.996 | 2,58 y-terpineno | 94 | Ennigrou,et al.,2016; Cole, 2008; Clemente,2006.
9 18.457 | 0.32 a- Copaeno | 95 Ennlg_rou et al., 2016; Andrade; Poncelet;
Ferreira, 2017.
10 | 19.112 | 8,57 B- Cariofileno |94 | Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015;
Oliveira-Junior et al., 2013
11 | 19.194 | 0,42 B- Copaeno |93 | Ennigrou, et al., 2016
12 | 19.556 | 0,49 a-humuleno |95 | Ennigrou, et al.,2016; Schimitberger et al., 2018.
Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;
13 | 19.849 | 3,51 | germacreno-D |92 Cavalcanti et al., 2015.
14 | 19.864 | 0,21 B-guaieno 89 g\ggéade; Poncelet; Ferreira, 2017; Clemente,
15 | 20.184 | 0,44 a- Copaeno |88 Ennigrou, et al., 2016; Andrade; Poncelet;

Ferreira, 2017

Os frutos do quinto estadio de maturacao do genotipo BAAr 23apresentaram 14

componentes (Figura 21), entre eles: a-Pineno; B-mirceno; a-felandreno; p-
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cimeno; limoneno; B-felandreno;d-3-careno; B-Copaeno; ©-elemeno; f-

Cariofileno; y-muuroleno; a-selineno; p-guaieno; 8-Cadineno (Tabela 07).
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Figura 21- Componentes do 6leo essencial do gendtipo BAAr 23

Tabela 07 - Gendtipo BAAr 23, no quinto estadio de maturacéo.

Pico TR A% | Componente | IS Referéncia

Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;
1 11.630 | 19,93 a-Pineno 95 | Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014; Carvalho
etal., 2013.

Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;
Cole et., 2014.

Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;
3 12.896 | 40,56 | a-felandreno | 84 |Santana et al., 2012.

4 13.161 | 3,06 p-cimeno 94 | Ennigrou et al., 2016; Bendaound et al., 2010.

Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;

Cavalcanti et al., 2015; Cole et., 2014; Carvalho

5 13.268 | 15,03 Limoneno 93 |etal., 2013.

Ennigrou et al., 2016; Cole et, 2014;

13.331 |13,85| B-felandreno | 92 |Bendaound et al., 2010.

7 14.151 | 0.24 5-3-careno 93 Schimitberger et al 2018; Ennigrou et al., 2016;
Barbosa et al., 2007.

18.463 | 0,26 - Copaeno 93 | Ennigrou et al., 2016

9 18.576 | 0,78 o-elemeno 94 | Ennigrou et al.,2016; Schimitberger et al 2018.
Ennigrou et al., 2016; Cavalcanti et al., 2015;
10 | 19.111 | 1,84 | B- Cariofileno | 90 | Oliveira-Junior et al., 2013.

Ennigrou et al, 2017, Andrade; Poncelet;
11 | 19.856 | 1,81 | y-muuroleno | 91 |Ferreira, 2017, Cole et., 2014

12 | 19.978 | 0,19 a-selineno 89 | Ennigrou et al., 2016, Cole et., 2014;

13 | 20.041 | 0,19 B-guaieno 89 | Andrade; Poncelet; Ferreira, 2017
Ennigrou et al., 2017; Schimitberger et al 2018,
14 | 20.188 | 04 0-Cadineno 90 | Cole et., 2014

2 12.444 | 1,92 -mirceno 95

Os genotipos BAAr 05, BAAr 08-C e BAAr 23 possuemdiferengas significativas,

entretanto, os genoétipos BAAr 08-C e BAAr 23 apresentam elementos
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majoritarios similares com o BAAr 05. Enquanto, o genoétipo BAAr 08-C
dispbem de elementos majoritarios similares com BAAr 05 e BAAr 23,
apresentando dois elementos peculiares:y-terpineno e a-humuleno. Entretanto,
BAAr 23 apresenta componentes quimicos similares ao BAAr 05 e BAAr 08-C,
mas possuem substancias peculiares como: y-muuroleno; a-selinene; 6&-

elemene e 6-Cadineno.
5.3.3 Agrupamento dos componentes principais

A analise de agrupamentos indica que os genotipos dos frutos da espécie
S.terebinthifolia s&o distintos entre si. Assim, com base nas analises
relacionadas com o quimiotipo,foi possivel classificar as amostras conforme o
gendtipo, através dos resultados obtidos por PCA, visto que essa andlise

envolve o agrupamento dos componentes quimicos similares (Figura22).

Verificou-se, ainda, que as andlises de agrupamento também estédo
relacionadas a um padrdo dos componentes quimicos em cada gendtipo.
Evidenciando que a PCA auxilia no processo de separagédo de quimiotipos dos
gendtipos.
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Figura22- Representacao grafica do agrupamento de scores de trés genotipos de aroeira.
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A aplicacao das analises quimiométricas vem demostrando grande potencial ao
ser realizada em conjunto com as analises dos quimiotipos (MARTUCCI et al.,
2014; COX et al., 2014). Esses resultados podem ser incluidos emestudos
botanicos com o intuito separar os geno6tipos(TAVARES et al., 2004; VIANNA,
2009). Assim, essa técnica pode ser uma boa alternativa para avaliagao rapida
para a identificacdo dos gendtipos com base nos seus componentes quimicos,
completando as analisesmoleculare com DNA (Acido Desoxirribonucleico), que
apresentam maior demora nos processos de amplificacdo pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), seguida de sequenciamento e eletroforese
(BAREA; PARDINI; GUSHIKEN, 2004). De acordo com Warshauer e
colaboradores (2012), o processo de sequenciamentode DNA é demorado,
caro, pode conter artefatos, e se torna limitado ao quantificar a mistura das
amostras. Os resultados do método HS-GC-MS,associado com as analises
multivariadas de PCA, podem ser aplicados nas andlises de quimiotipos com o
intuito de auxiliar nas classificac6esde qualidade do éleo essencial exigido pelo

mercado.
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5.4 CONCLUSAO

As andlises estatisticas multivariadas pelo método nédo-supervisionado de
andlise dos Componentes Principais (PCA), realizadas a partir do perfil quimico
dos frutos dos gendtipos: BAAr 05, BAAr 08-C e BAAr 23, da espécie
S.terebinthifolia, indicaram que € possivel estabelecer uma separagcao entre os
genaotipos de acordo com 0s componentes quimicos. Assim, 0s resultados da
PCA demostraramadispersdo dos genétipos, indicando que ha tendéncia de
formacao de grupos, sendo possivel realizar a classificacao e identificacdo dos
quimiotipos. Dessaforma, os componentes volateis de S.terebinthifolia através
da técnica HS-GC-MS significa promover otimizacdo do tempo e baixo custo no
processo de extracdo. Além disso, com o uso dessa técnica foi possivel
proporcionar a identificacdo dos genoétipos de acordo com as diferencas e
semelhancas das composi¢des bioquimicas, realizando assim o processo de

quimiotipo.

Os dados obtidos demostraram que além da interferéncia dos fatores bidticos e
abidticos, as variacbes genotipicas também estao relacionadas em promover
as diferencas na composicdo do 6leo essencial dos frutos de S.terebinthifolia,

visto que os gendtipos estavam mantidos sob a mesma condicdo ambiental.
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7 CONCLUSOES GERAIS

A presente pesquisa possibilitou verificar que as caracteristicas de qualidade
dos frutos estdo diretamente relacionadas com o gendtipo e ao estadio de
maturacdo no momento da colheita. A vista disso, a espécie S.terebinthifolia
apresenta grande plasticidade ecoldgica. Por essa razéo, sugere-se o uso dos

clones da espécie, afim de obter o padréo de qualidade do 6leo essencial.

Analisando-se a variagdo no rendimento do O6leo essencial durante a
hidrodestilacdo, através do aparato de Clevenger, observou-se maior
quantidade no estadio 04 (vermelho), com o rendimento de 3,76%, diferente
dos estadios anteriores que apresentaram 2,12% para o estadio 1 (verde), e
2,57% para os estadios intermediarios (fruto verde-rosado). Assim, quanto ao
ponto de colheita, € possivel sugerir ao produtor a coleta no quarto estadio de
maturacdo, devido ao rendimento do Oleo essencial. Com relacdo aos
componentes quimicos majoritarios, ndo houve diferenca entre 0s cinco

estadios de maturacdo do genoétipo BAAr 05.

As analises pelo equipamento HS-GC-MS demostraram alta potencialidade no
estudo de 6leos essenciais, apresentando otimizacgéo e rapidezno processo de
identificacdo dos componentes quimicos do 6leo essencial. Juntamente com as
andlises estatisticas multivariadas pela ferramenta PCA foi possivel tragar o

perfil quimico das amostras, devido ao agrupamento dos genétipos.

Assim, foi possivel realizar a analise dos quimiotipos dos genétipos, visto que
0s componentes quimicos dos frutos dos gendétipos: BAAr 05, BAAr 08-C e
BAAr 23 diferem entre si.Portanto, recomenda-se a técnica HS-GC-MS na

classificacéo e identificacdo quimiotaxémica através dos quimiotipos.
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APENDICE - A Componentes do 6leo essencial dos frutos do genétipo BAAr 05

de S. terebinthifolia

Amostra Pico TR A% Componente Férmula | Similaridade
Baar 05-EST 1- REP 1 1 11.616 7.86 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 1- REP 1 2 12.438 1.48 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 1- REP 1 3 12.856 | 32.07 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 1- REP 1 4 13.144 0.89 p-cimeno C10H14 93
Baar 05-EST 1-REP 1 5 13.243 | 46.45 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST 1- REP 1 6 13.306 2.29 B-felandreno C10H16 89
Baar 05-EST 1-REP 1 7 14.143 1.54 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 1- REP 1 8 19.087 2.77 B- Cariofileno C15H24 88
Baar 05-EST 1-REP 1 9 19.838 5.24 Germacreno-D | C15H24 93
Baar 05-EST 1 - REP 2 1 11.618 8.33 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 1 - REP 2 2 12.441 1.52 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 1 - REP 2 3 12.861 | 32.22 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 1 - REP 2 4 13.147 0.80 p-cimeno C10H14 94
Baar 05-EST 1 - REP 2 5 13.246 | 46.07 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST 1 - REP 2 6 13.306 1.82 B-felandreno C10H16 90
Baar 05-EST 1 - REP 2 7 14.144 1.46 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 1 - REP 2 8 19.089 2.32 B- Cariofileno C15H24 88
Baar 05-EST 1 - REP 2 9 19.840 4.82 Germacreno-D | C15H24 93
Baar 05-EST 1 - REP 3 1 11.618 8.01 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 1 - REP 3 2 12.440 1.54 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 1 - REP 3 3 12.862 | 33.14 a-felandreno C10H16 94
Baar 05-EST 1 - REP 3 4 13.158 0.85 p-cimeno C10H14 94
Baar 05-EST 1 - REP 3 5 13.252 | 47.94 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST 1 - REP 3 6 13.312 1.75 B-felandreno C10H16 88
Baar 05-EST 1 - REP 3 7 17.829 0.45 0-3-careno C10H16 89
Baar 05-EST 1 - REP 3 8 19.090 1.55 B- Cariofileno C15H14 89
Baar 05-EST 1 - REP 3 9 19.841 3.31 Germacreno-D | C15H14 93
Baar 05-EST 2 - REP 1 1 11.502 7.38 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 2 - REP 1 2 12.329 1.56 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 2 - REP 1 3 12.752 | 29.95 a-felandreno C10H16 94
Baar 05-EST 2 - REP 1 4 13.049 | 48.85 Limoneno C10H14 94
Baar 05-EST 2 - REP 1 5 13.142 2.01 B-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 2 - REP 1 6 13.204 1.56 0-3-careno C10H16 88
Baar 05-EST 2 - REP 1 7 14.047 1.83 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 2 - REP 1 8 19.034 2.50 B- Cariofileno C15H24 89
Baar 05-EST 2-REP 1 9 19.789 4.36 Germacreno-D C15H24 93
Baar 05-EST 2 - REP 2 1 11.580 8.46 a-Pineno C10H16 96
(Continua)

(Continuacao)
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Amostra Pico TR A% Componente Férmula | Similaridade
Baar 05-EST 2 - REP 2 2 12.401 1.64 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 2 - REP 2 3 12.822 | 33.21 a-felandreno C10H16 94
Baar 05-EST 2 - REP 2 4 13.209 | 46.05 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST 2 - REP 2 5 13.270 1.64 B-felandreno C10H16 88
Baar 05-EST 2 - REP 2 6 14.110 1.30 0-3-careno C10H16 93
Baar 05-EST 2 - REP 2 7 17.808 0.68 0-3-careno C10H16 91
Baar 05-EST 2 - REP 2 8 19.066 2.48 B- Cariofileno C15H24 88
Baar 05-EST 2 - REP 2 9 19.821 4.54 Germacreno-D C15H24 93
Baar 05-EST 2 - REP 3 1 11.616 8.55 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 2 - REP 3 2 12.437 1.59 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 2 - REP 3 3 12.856 | 33.00 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 2 - REP 3 4 13.240 | 46.50 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST 2 - REP 3 5 13.306 1.66 B-felandreno C10H16 92
Baar 05-EST 2 - REP 3 6 14.143 1.28 0-3-careno C10H16 93
Baar 05-EST 2 - REP 3 7 14.296 1.30 0-3-careno C10H16 93
Baar 05-EST 2 - REP 3 8 19.084 2.76 B- Cariofileno C15H24 89
Baar 05-EST 2 - REP 3 9 19.836 4.66 Germacreno-D C15H24 93
Baar 05-EST 3- REP 1 1 11.616 8.55 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 3-REP 1 2 12.407 1.61 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 3- REP 1 3 12.829 | 27.77 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 3-REP 1 4 13.125 2.71 p-cimeno C10H14 94
Baar 05-EST 3- REP 1 5 13.220 | 51.62 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST 3-REP 1 6 13.279 1.93 B-felandreno C10H16 92
Baar 05-EST 3- REP 1 7 14.116 1.21 0-3-careno C10H16 93
Baar 05-EST 3-REP 1 8 19.076 1.66 B- Cariofileno C15H24 89
Baar 05-EST 3-REP 1 9 19.828 341 Germacreno-D C15H24 90
Baar 05-EST 3 - REP 2 1 11.617 8.09 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 3 - REP 2 2 12.438 1.60 [B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 3 - REP 2 3 12.858 | 27.02 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 3 - REP 2 4 13.155 3.26 p-cimeno C10H14 94
Baar 05-EST 3 - REP 2 5 13.246 | 51.65 Limoneno C10H16 94
Baar 05-EST 3 - REP 2 6 13.306 1.81 B-felandreno C10H16 90
Baar 05-EST 3 - REP 2 7 14.145 1.04 0-3-careno C10H16 93
Baar 05-EST 3 - REP 2 8 19.092 1.88 B- Cariofileno C15H24 91
Baar 05-EST 3- REP 2 9 19.841 3.65 Germacreno-D | C15H24 93
Baar 05-EST 3 - REP 3 1 11.615 8.85 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 3 - REP 3 2 12.438 1.60 [B-mirceno C10H16 94
Baar 05-EST 3 - REP 3 3 12.856 | 28.32 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 3 - REP 3 4 13.152 2.59 p-cimeno C10H14 92
Baar 05-EST 3 - REP 3 5 13.244 | 50.09 Limoneno C10H16 94
Baar 05-EST 3 - REP 3 6 13.306 1.79 B-felandreno C10H16 92
Baar 05-EST 3 - REP 3 7 14.143 1.07 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 3 - REP 3 8 19.091 1.87 B- Cariofileno C15H24 90
Baar 05-EST 3 - REP 3 9 19.841 3.82 Germacreno-D | C15H24 94

(Continuacao)
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Amostra Pico TR A% Componente Férmula | Similaridade
Baar 05-EST 4 - REP 1 1 11.621 4.03 a-Pineno C10H16 95
Baar 05-EST 4 - REP 2 2 12.446 1.68 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 4 - REP 2 3 12.887 | 31.47 a-felandreno C10H16 84
Baar 05-EST 4 - REP 1 4 13.171 1.14 p-cimeno C10H14 94
Baar 05-EST 4 - REP 1 5 13.296 | 57.89 Limoneno C10H16 94
Baar 05-EST 4 - REP 3 6 13.359 0.36 B-felandreno C10H16 92
Baar 05-EST 4 - REP 1 7 14.149 1.85 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 4 - REP 1 8 19.094 0.63 B- Cariofileno C15H24 92
Baar 05-EST 4-REP 1 9 19.842 0.96 Germacreno-D C15H24 90
Baar 05-EST 4 - REP 2 1 11.622 3.92 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 4 - REP 2 2 12.444 1.55 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 4 - REP 2 3 12.877 | 29.69 a-felandreno C10H16 91
Baar 05-EST 4 - REP 2 4 13.167 1.17 p-cimeno C10H14 94
Baar 05-EST 4 - REP 2 5 13.281 | 60.07 Limoneno C10H16 91
Baar 05-EST 4 - REP 3 6 13.325 0.38 B-felandreno C10H16 92
Baar 05-EST 4 - REP 2 7 14.148 1.91 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 4 - REP 2 8 19.093 0.64 B- Cariofileno C15H24 91
Baar 05-EST 4 - REP 2 9 19.842 1.05 Germacreno-D | C15H24 93
Baar 05-EST 4 - REP 3 1 11.619 4.37 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 4 - REP 3 2 12.440 1.45 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 4 - REP 3 3 12.868 | 28.63 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 4 - REP 3 4 13.159 1.14 p-cimeno C10H14 93
Baar 05-EST 4 - REP 3 5 13.266 | 59.77 Limoneno C10H16 96
Baar 05-EST 4 - REP 3 6 13.321 0.34 B-felandreno C10H16 92
Baar 05-EST 4 - REP 3 7 14.147 2.10 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 4 - REP 3 8 19.091 0.79 B- Cariofileno C15H24 91
Baar 05-EST 4 - REP 3 9 19.842 141 Germacreno-D C15H24 90
Baar 05-EST5- REP 1 1 11.619 6.91 a-Pineno C10H16 95
Baar 05-EST 5- REP 1 2 12.441 1.57 B-mirceno C10H16 94
Baar 05-EST5- REP 1 3 12.864 | 27.35 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST5- REP 1 4 13.157 2.25 p-cimeno C10H14 93
Baar 05-EST 5- REP 1 5 13.259 | 56.14 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST5- REP 1 6 13.315 0.37 B-felandreno C10H16 89
Baar 05-EST5-REP 1 7 14.146 1.59 0-3-careno C10H16 93
Baar 05-EST5- REP 1 8 19.093 1.17 B- Cariofileno C15H24 91
Baar 05-EST 5- REP 1 9 19.841 2.21 Germacreno-D C15H24 91
Baar 05-EST 5 - REP 2 1 11.616 9.03 a-Pineno C10H16 96
Baar 05-EST 5 - REP 2 2 12.438 1.59 B-mirceno C10H16 94
Baar 05-EST 5 - REP 2 3 12.857 | 28.66 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 5 - REP 2 4 13.153 1.78 p-cimeno C10H14 93
Baar 05-EST 5 - REP 2 5 13.245 | 49.40 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST 5 - REP 2 6 13.309 1.81 B-felandreno C10H16 90
Baar 05-EST 5 - REP 2 7 14.145 1.47 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 5 - REP 2 8 19.093 2.17 B- Cariofileno C15H24 91

(Continuacao)
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Amostra Pico TR A% Componente Férmula | Similaridade
Baar 05-EST 5- REP 2 9 19.842 4.09 Germacreno-D | C15H24 90
Baar 05-EST 5 - REP 3 1 11.619 8.69 a-Pineno C10H16 95
Baar 05-EST 5 - REP 3 2 12.439 1.63 B-mirceno C10H16 95
Baar 05-EST 5- REP 3 3 12.860 | 28.44 a-felandreno C10H16 95
Baar 05-EST 5 - REP 3 4 13.157 1.91 p-cimeno C10H14 94
Baar 05-EST 5- REP 3 5 13.251 | 51.11 Limoneno C10H16 95
Baar 05-EST 5 - REP 3 6 13.309 1.75 B-felandreno C10H16 93
Baar 05-EST 5- REP 3 7 14.146 1.52 0-3-careno C10H16 94
Baar 05-EST 5 - REP 3 8 19.092 1.77 B- Cariofileno C15H24 91
Baar 05-EST 5- REP 3 9 19.843 3.18 Germacreno-D | C15H24 91
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APENDICE - B Componentes do 6leo essencial dos frutos do genétipo BAAr
08-C de S. terebinthifoliano quinto estadio de maturacéo

Amostra Pico TR A% Componente Férmula IS
Baar 08-C REP 1 1 11.623 6.48 a-Pineno C10H16 96
Baar 08-C REP 1 2 12.449 2.72 B-mirceno C10H16 95
Baar 08-C REP 1 3 12.914 56.42 y-terpineno C10H16 80
Baar 08-C REP 1 4 13.035 0.58 0-3-careno C10H16 94
Baar 08-C REP 1 5 13.166 417 p-cimeno C10H16 93
Baar 08-C REP 1 6 13.259 10.50 Limoneno C10H16 94
Baar 08-C REP 1 7 13.320 4.69 B-felandreno C10H16 92
Baar 08-C REP 1 8 13.686 0.17 y-terpineno C10H16 96
Baar 08-C REP 1 9 18.454 0.25 a- Copaeno C10H16 94
Baar 08-C REP 1 10 19.111 6.31 - Cariofileno C15H24 95
Baar 08-C REP 1 11 19.192 0.28 - Copaeno C15H24 93
Baar 08-C REP 1 12 19.554 0.34 a-humuleno C15H24 95
Baar 08-C REP 1 13 19.848 2.50 Germacreno-D C15H24 93
Baar 08-C REP 1 14 19.962 0.11 B-guaieno C15H24 89
Baar 08-C REP 1 15 20.182 0.22 a- Copaeno C15H24 88
Baar 08-C REP 2 1 11.621 6.01 a-Pineno C10H16 96
Baar 08-C REP 2 2 12.443 2.24 B-mirceno C10H16 95
Baar 08-C REP 2 3 12.878 53.29 y-terpineno C10H16 86
Baar 08-C REP 2 4 13.030 0.42 0-3-careno C10H16 94
Baar 08-C REP 2 5 13.158 4.01 p-cimeno C10H16 94
Baar 08-C REP 2 6 13.244 8.80 Limoneno C10H16 95
Baar 08-C REP 2 7 13.306 4.02 B-felandreno C10H16 93
Baar 08-C REP 2 8 14.148 3.91 y-terpineno C10H16 94
Baar 08-C REP 2 9 18.457 0.39 a- Copaeno C10H16 93
Baar 08-C REP 2 10 19.110 10.50 - Cariofileno C15H24 95
Baar 08-C REP 2 11 19.193 0.54 B- Copaeno C15H24 93
Baar 08-C REP 2 12 19.556 0.62 a-humuleno C15H24 94
Baar 08-C REP 2 13 19.848 4.27 Germacreno-D C15H24 94
Baar 08-C REP 2 14 19.963 0.31 B-guaieno C15H24 89
Baar 08-C REP 2 15 20.183 0.67 a- Copaeno C15H24 88
Baar 08-C REP 3 1 11.624 5.40 a-Pineno C10H16 97
Baar 08-C REP 3 2 12.449 2.38 B-mirceno C10H16 95
Baar 08-C REP 3 3 12.892 55.83 y-terpineno C10H16 82
Baar 08-C REP 3 4 13.034 0.51 0-3-careno C10H16 93
Baar 08-C REP 3 5 13.164 3.92 p-cimeno C10H16 94
Baar 08-C REP 3 6 13.251 9.22 Limoneno C10H16 95
Baar 08-C REP 3 7 13.314 4.28 B-felandreno C10H16 93
Baar 08-C REP 3 8 14.153 3.68 y-terpineno C10H16 94
Baar 08-C REP 3 9 18.461 0.32 a- Copaeno C10H16 93
Baar 08-C REP 3 10 19.115 8.91 - Cariofileno C15H24 95
Baar 08-C REP 3 11 19.196 0.44 - Copaeno C15H24 94
Baar 08-C REP 3 12 19.559 0.51 a-humuleno C15H24 95
Baar 08-C REP 3 13 19.852 3.76 Germacreno-D C15H24 91
Baar 08-C REP 3 14 19.666 0.21 B-guaieno C15H24 89
Baar 08-C REP 3 15 20.187 0.43 a- Copaeno C15H24 88
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APENDICE - C Componentes do 6leo essencial dos frutos do gendtipo BAAr23
de S. terebinthifoliano quinto estadio de maturacao

Amostra Pico TR A% Componente Férmula IS
Baar 23 REP 1 1 11.631 19.81 a-Pineno C10H16 96
Baar 23 REP 1 2 12.446 1.83 B-mirceno C10H16 95
Baar 23 REP 1 3 12.884 39.83 a-felandreno C10H16 87
Baar 23 REP 1 4 13.164 3.11 p-cimeno C10H14 95
Baar 23 REP 1 5 13.258 14.59 Limoneno C10H16 94
Baar 23 REP 1 6 13.323 13.42 B-felandreno C10H16 93
Baar 23 REP 1 7 14.150 0.25 6-3-careno C10H16 93
Baar 23 REP 1 8 18.463 0.34 B- Copaeno C15H24 93
Baar 23 REP 1 9 18.575 0.97 6-elemene C15H24 92
Baar 23 REP 1 10 19.109 2.38 B- Cariofileno C15H24 94
Baar 23 REP 1 11 19.851 2.34 y-muuroleno C15H24 90
Baar 23 REP 1 12 19.977 0.28 a-selinene C15H24 91
Baar 23 REP 1 13 20.043 0.28 B-guaieno C15H24 89
Baar 23 REP 1 14 20.187 0.57 6-Cadineno C15H24 92
Baar 23 REP 2 1 11636 18.98 a-Pineno C10H16 96
Baar 23 REP 2 2 12448 1.95 B-mirceno C10H16 95
Baar 23 REP 2 3 12895 41.08 o-felandreno C10H16 81
Baar 23 REP 2 4 13169 3.10 p-cimeno C10H14 95
Baar 23 REP 2 5 13269 15.31 Limoneno C10H16 93
Baar 23 REP 2 6 13332 14.12 B-felandreno C10H16 92
Baar 23 REP 2 7 14151 0.24 6-3-careno C10H16 93
Baar 23 REP 2 8 18463 0.24 B- Copaeno C15H24 93
Baar 23 REP 2 9 18576 0.71 6-elemene C15H24 95
Baar 23 REP 2 10 19110 1.66 B- Cariofileno C15H24 94
Baar 23 REP 2 11 19852 1.62 y-muuroleno C15H24 90
Baar 23 REP 2 12 19977 0.16 a-selinene C15H24 91
Baar 23 REP 2 13 20041 0.17 B-guaieno C15H24 89
Baar 23 REP 2 14 20188 0.35 6-Cadineno C15H24 89
Baar 23 REP 3 1 11.639 20.10 a-Pineno C10H16 95
Baar 23 REP 3 2 12.449 1.99 B-mirceno C10H16 95
Baar 23 REP 3 3 12.901 40.77 a-felandreno C10H16 84
Baar 23 REP 3 4 13.171 2.98 p-cimeno C10H14 94
Baar 23 REP 3 5 13.272 15.21 Limoneno C10H16 93
Baar 23 REP 3 6 13.336 14.01 B-felandreno C10H16 91
Baar 23 REP 3 7 14.152 0.23 6-3-careno C10H16 94
Baar 23 REP 3 8 18.464 0.21 B- Copaeno C15H24 93
Baar 23 REP 3 9 18.576 0.65 6-elemene C15H24 96
Baar 23 REP 3 10 19.110 1.48 B- Cariofileno C15H24 93
Baar 23 REP 3 11 19.851 1.47 y-muuroleno C15H24 90
Baar 23 REP 3 12 19.979 0.14 a-selinene C15H24 91
Baar 23 REP 3 13 20.038 0.14 B-guaieno C15H24 89
Baar 23 REP 3 14 20.189 0.30 6-Cadineno C15H24 90




