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RESUMO

A goiabeira (Psidium guajava L., Myrtaceae) apresenta, dentre seus usos relevantes,
atividades bioldgicas relacionadas a compostos ativos na planta, com destaque ao
Oleo essencial presente na folha, alvo deste estudo tanto por alteracdes sazonais no
perfil cromatogréafico, quanto por efeito larvicida. Os Oleos essenciais extraidos das
folhas de 21 gendtipos de P. guajava, obtidos sazonalmente nos anos de 2015 e
2016, foram analisados utilizando GC-FID e GC-MS. No total foram identificados 35
compostos. Variagcdes quali e semiquantitativas nos Oleos essenciais foram
observadas ao comparar os diferentes genétipos, bem como os mesmos genétipos
nas estacdes do ano. De forma geral, os gendtipos apresentaram predominancia de
sesquiterpenos, com area relativa acima de 70%. A primavera foi a estacdo que
mais diferiu das demais, com reducao de sesquiterpenos hidrogenados e aumento
de oxigenados. Quando se observa os fatores fenoldgicos, como a floracdo, a
reducdo de compostos como o (E)-Caryophyllene e o-Humulene nos Oleos
essenciais das folhas de todos os genotipos estudados, se apresenta como uma
possivel influéncia dessa época. Por outro lado, recentemente os 6leos essenciais
de P. guajava demonstraram atividade larvicida promissora em larvas de Aedes
aegypti. Os Oleos essenciais das cultivares SEC, C4, C6, PAL e PET foram
avaliados quanto ao efeito larvicida sendo eficientes, com CLsg que variam de 39,48
a 64,25 pg.mL™. SEC apresentou-se como a cultivar mais promissora, pois além de
ter menor valor de CLsg, teve maior rendimento de extracdo, que variou de 0,15 a
0,37% para as cinco cultivares. Assim, a utilizacdo dos 6leos essenciais, além de ser
mais uma alternativa ao controle de um inseto vetor de doencas, pode gerar novas
fontes de recursos aos produtores de goiaba, uma vez que na conducéo da cultura
grande quantidade de matéria vegetal € gerada em decorréncia das sucessivas

podas para a producao.

Palavras-chave: Goiabeiras; metabdlitos secundarios; genotipos; sesquiterpenos;

atividade larvicida.



ABSTRACT

The guava tree (Psidium guajava L., Myrtaceae) presents, among its relevant uses,
biological activities related to active compounds in the plant, with emphasis on the
essential oil present in the leaf, target of this study by both seasonal changes in the
chromatographic profile and larvicidal effect. The essential oils extracted from leaves
of 21 P. guajava genotypes, obtained seasonally in the years 2015 and 2016, were
analyzed using GC-FID and GC-MS. In total, 35 compounds were identified.
Qualitative and semi-quantitative variations in essential oils were observed when
comparing the different genotypes, as well as the same genotypes in the seasons. In
general, genotypes showed a predominance of sesquiterpenes, with a relative area
above 70%. Spring was the season that most differed from the others, with reduction
of hydrogenated sesquiterpenes and increase of oxygenates. When phenological
factors are observed, such as flowering, the reduction of compounds such as (E)-
Caryophyllene and a-Humulene in leaf essential oils of all genotypes studied is a
possible influence of this time. On the other hand, P. guajava essential oils have
recently shown promising larvicidal activity in Aedes aegypti larvae. The essential oils
of the cultivars SEC, C4, C6, PAL and PET were evaluated for the larvicidal effect
being efficient, with LCso ranging from 39.48 to 64.25 pg.mL™. SEC presented the
most promising cultivar, because in addition to having a lower value of LCsy, it had a
higher extraction yield, which varied from 0.15 to 0.37% for the five cultivars. Thus,
the use of essential oils, in addition to being an alternative to the control of an insect
vectors of diseases, can generate new sources of resources to guava producers,
since in the conduction of the crop a large amount of vegetal matter is generated as

a result of successive prunings for production.

Keywords: Guava trees; secondary metabolites; genotypes; sesquiterpenes;

larvicidal activity.
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1. INTRODUCAO GERAL

A goiabeira (Psidium guajava L.) pertence a familia Myrtaceae e se destaca pela
riqueza de espécies em grande parte das formacgfes vegetais do Brasil (MORAIS;
CONCEICAO; NASCIMENTO, 2014). A familia compreende cerca de 132 géneros e
5671 espécies (GOVAERTS et al., 2008) que se distribuem predominantemente nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (THORNHILL et al., 2015). Atualmente o

Brasil € um dos trés maiores produtores mundiais de goiaba (BATISTA et al., 2015).

Além do grande valor nutritivo da fruta, P. guajava pode ser considerada um
eficiente agente terapéutico obtido da natureza. Desde 1986, essa espécie esta
incluida na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico
de Saude (RENISUS), o que confirma a potencialidade da espécie como planta
medicinal devido a sua comprovacdo fitoterapica (AMARAL et al.,, 2006;
MINISTERIO DA SAUDE, 2009). O efeito medicinal da P. guajava vem sendo
atribuido aos compostos biologicamente ativos presentes na planta. A folha possui
Oleo essencial, constituido predominantemente por mono e sesquiterpenos, além de
flavonoides, alcoois sesquiterpenoides, acidos triterpenoides e taninos (IHA et al.,
2008). Destaque é dado ao Oleo essencial, por ser alvo deste estudo, possuir
importancia ambiental, auxiliando na protecdo das plantas (MOORE et al., 2013) e
despertar interesse em estudar 0os seus compostos quimicos, responsaveis pelas
acOes bioldgicas e fitoterapicas (BARDAWEEL et al., 2015; NAPOLI et al., 2015,
TEIXEIRA, 2009).

A variabilidade quimiotipica dos 0Oleos essenciais em genétipos distintos de P.
guajava foi demonstrada recentemente pelo nosso grupo de pesquisa, bem como foi
verificada a alta quantidade de sesquiterpenos nos 6leos extraidos de folhas de
plantas, sob condicdo de cultivo (SOUZA et al., 2017). Entretanto, ainda ndo ha
informacdes sobre a existéncia de variabilidade quali e semiquantitativa do 6leo
essencial em decorréncia da época do ano. Nesse sentido, a avaliacdo dos 6leos
essenciais obtidos das folhas de 21 gendtipos de goiabeiras, nas estacdes do ano,
pode auxiliar na definicdo da melhor época em realizar a coleta, a fim de obter os

0leos em momentos de maior concentragéo do principio ativo.
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Visando estudar os perfis quimicos dos 6leos e de aplica-los de forma eficiente, os
Oleos essenciais das folhas da goiabeira demonstraram atividade larvicida
promissora em larvas do vetor Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) (LIMA et al.,
2011), porém, sem a indicacdo do gendétipo utilizado. Dado que as diferentes
variedades de P. guajava apresentam 0Oleos essenciais com variacdes significativas
na composicdo (SOUZA et al.,, 2017), € importante o estudo do efeito larvicida
considerando a cultivar utilizada para observar variacdes nesses efeitos e verificar a

existéncia de cultivares mais promissoras para esse fim.

Um dos grandes e desafiadores problemas para a saude publica tem sido combater
doencas transmitidas por vetores, incluindo malaria, dengue, chikungunya,
leishmaniose, febre amarela, entre outras doencas. Essas podem ser transmitidas
aos seres humanos por mosquitos dos géneros Anopheles, Culex e Aedes, que
representam uma ameaca por sua capacidade de atingir milhdes de pessoas em
todo o mundo (WHO, 2014).

Sendo assim, é notavel a importancia de se tentar controlar a propagagédo do A.
aegypti. Nos ultimos anos, o uso convencional de produtos quimicos tem dado
espaco a materiais de origem botanica. Muitos fitoquimicos de varias espécies de

plantas sdo avaliados quanto a sua larvicida e repelente agdo contra mosquitos
(PEREIRA et al., 2014).

Nesse trabalho comparou-se o efeito larvicida de 6leos essenciais de cinco
cultivares comercialmente cultivadas, para a identificacdo da melhor constituicdo
guimica com bioatividade em larvas da espécie A. aegypti. Aliado a essa aplicacéo,
sera obtido um perfil cromatogréafico dos 6leos de 21 gendtipos a fim de estudar as
influéncias das variacfes sazonais na composicdo quimica, uma vez que diferentes
guimiotipos, com variacbes quali e semiquantitativas entre diferentes genétipos
foram identificados (SOUZA et al., 2017). Este trabalho integra a caracterizacéo de
cultivares e materiais genéticos superiores de goiabeiras brasileiras, sendo um dos
poucos trabalhos de estudo de 6leos essenciais que consideram gendétipos distintos

em uma espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar quimicamente o 6leo essencial das folhas de 21 gendtipos de Psidium
guajava L., sendo 11 cultivares e 10 gendtipos superiores, obtidos nas quatro

estacdes do ano.

Comparar a atividade larvicida de oOleos de cinco cultivares de goiabeiras

previamente selecionadas na espécie Aedes aegypti.

2.1. Objetivos Especificos

Identificar e quantificar os compostos quimicos dos 6leos essenciais através da
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) e
Cromatografia Gasosa com detector de lonizacdo de Chama (GC-FID), em quatro

estacdes do ano.

Estudar a variabilidade quali e semiquantitativa da composi¢cdo quimica dos 6leos

essenciais.

Analisar alteracfes do perfil cromatografico em relagdo a temperatura e pluviosidade
do experimento, caracteristicas de cada estacédo do ano.

Verificar 0 comportamento dos genoétipos, em analise de agrupamentos, quanto a
alteracbes quali e semiquantitativas nos perfis cromatograficos obtidos

sazonalmente.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Goiabeiras e 6leos essenciais

A goiabeira € um arbusto ou arvore esgalhada, que pode atingir 8 m de altura. Suas
folnas podem alcancar cerca de 20 cm de comprimento e possuem nervuras
salientes na parte inferior (RAVI;, DIVYASHREE, 2014). Suas flores séo
hermafroditas e geralmente brancas (GRESSLER; PIZO; MORELLATO, 2006). Seu
fruto € uma baga que consiste em um pericarpo, uma polpa com pequenas e
numerosas sementes e uma casca fina e verde, que pode se tornar amarela quando
bem madura. Popularmente, os tipos mais comuns de goiaba sdo a vermelha e a
branca (ESCRIG et al., 2001; IHA et al., 2008).

A goiaba pode ser consumida ao natural ou ser utilizada na producéo de geleias,
sucos, doces e vinhos (IHA et al., 2008). Sua polpa possui atividades biologicas e
farmacoldgicas, dentre as quais: antioxidante (MELO et al., 2008) e antimicrobiana
(IHA et al., 2008). Por outro lado, as folhas podem ser utilizadas de maneira mais
comum na forma de extratos, infusGes ou ainda o 6leo essencial extraido. As acdes
de componentes da folha tém revelado agao bactericida, antimicrobiana (HOLETZ et
al., 2002; VUUREN; NKWANYANA; WET, 2015), antifingica (ALVES et al., 2006),
anti-inflamatéria (SIANI et al., 2013), antimutagénica e anticarcinogénica (TEIXEIRA
et al., 2003). Recentemente foi demonstrado que as folhas também podem ser
indicadas para combater coélicas associadas a diarreia e disenteria
(BIRDI; BRIJESH; DASWANI, 2014).

Destaque € dado ao 6leo essencial, por ser alvo deste estudo, possuir importancia
ambiental, auxiliando na protecdo das plantas (MOORE et al., 2013) e despertar
interesse em estudar 0s seus compostos quimicos, responsaveis pelas acdes
biolégicas e fitoterdpicas (BARDAWEEL et al., 2015; NAPOLI et al., 2015,
TEIXEIRA, 2009).

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, constituidos na maioria das vezes por moléculas
de natureza terpénica. Além disso, constituem um tipo de metabolito secundario de

plantas e possuem grande importancia econémica, com inumeras aplicagfes
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principalmente nos setores alimenticios, farmacéuticos e de perfumaria (SALGADO,
2001).

Os principais compostos presentes nos 0leos essenciais de folhas de goiabeira, 0s
mono e sesquiterpenos, possuem origem biossintética a partir de unidades de
isopreno (C5) (BANDEIRA et al, 2011). Os esqueletos dos terpenoides sé&o
formados pela condensagdo de um numero variavel de unidades isoprénicas, como
o isopentenil difosfato (IPP) e seu isdbmero, o dimetilalil difosfato (DMAPP) (Figura 1)
(ARRAIS, 2012).

Piruvato +
Gliceraldeido
Acetil-CoA | Citosol e Plastideo‘ 3-f<$fato
\l/ OPP OFP 2C-metil-D-
Mevalonato —— V S >':/7 <+——  eritritol-4-
IPP DMAPP fosfato

OPP
f —— > Monoterpenos

OPP
Sesquiterpenos
Triterpenos
FPP
\r\ IPP
OPP
Diterpenos
Tetraterpenos
GGPP Plastideo

Figura 1. Via de sintese de terpenos em plantas.
Fonte: CANAL, 2016 (Adaptado de TRAPP; CROTEAU, 2001).
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A partir de uma série de reacdes subsequentes sdo obtidos como produtos finais o
IPP e o DMAPP. Esses podem se condensar dando origem ao geranil difosfato
(GPP), que possui 10 carbonos e é precursor da sintese dos monoterpenos (C10).
Através do GPP, novas condensacfes com essas unidades isoprénicas podem
ocorrer dando origem ao farnesil difosfato (FPP), que possui 15 carbonos e serd um
precursor dos sesquiterpenos (C15) (HARADA, MISAWA, 2009). A adi¢do de outra
molécula de IPP forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), que contém 20 carbonos e
€ precursor dos diterpenos (C20). Finalmente, FPP e GGPP podem dimerizar para
formar triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), respectivamente (Figura 1) (TAIZ,
ZEIGER, 2009).

3.2. Variabilidade da composicdo quimica dos 6leos essenciais

Nos 6leos essenciais das folhas de Psidium guajava e de outras espécies da familia
Myrtaceae, o (E)-Caryophyllene é muito encontrado (MENDES et al.,, 2017;
PADOVAN et al., 2014). Esse composto apresenta atividade farmacoldégica como
anti-inflamatério (GALDINO et al., 2012), anticarcinogénico, antioxidante (DAHHAM
et al., 2015; KUBO et al., 1996) e anestésico local (GHELARDINI et al., 2001). Ainda
possui atividade bioldgica, sendo relatado como inseticida (SILVA et al., 2015),
bactericida, fungicida (PICHETTE et al., 2006; SELESTINO NETA et al.,, 2016) e
atrator de polinizadores (KNUDSEN et al., 2006). A importancia do (E)-
Caryophyllene desperta interesse comercial, porém as variacdes intraespecificas e
sazonais nos teores encontrados dificultam a obtencdo desse composto em
concentracdo constante através dos Oleos essenciais de plantas (ALMEIDA et al.,
2016; SOUZA et al., 2017).

O teor e a composicdo quimica dos Oleos essenciais sdo determinados por
caracteres genéticos, mas diferentes fatores podem acarretar alteracdes
significativas na producdo dos metabdlitos secundarios (MORAIS; CASTANHA,
2012). Dentre os quais, destacam-se: idade e estagio de desenvolvimento da
cultivar, disponibilidade de nutrientes no solo, fatores abioticos, bem como técnicas

de colheita considerando época e horario de coleta (MORAIS, 2009).

Considerando todas essas causas de variagdes nos oleos essenciais de P. guajava,

€ possivel encontrar diferentes perfis cromatograficos para essa espécie. Ha
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estudos que mostram a presenca predominante de sesquiterpenos (KAMRAN et al.,
2012; KHADHRI et al., 2014; SATYAL et al., 2015), como o trabalho de Souza et al.
(2017), em que esse perfil ocorreu nos 22 gendtipos de goiaba estudados em pomar
de cultivo para a producéo, sendo que a cultivar Paluma apresentou mais de 80% de
sesquiterpenos em sua composi¢cdo quimica. Por outro lado, segundo Lima et al.
(2010), o Oleo essencial da mesma cultivar apresentou mais de 80% de
monoterpenos. A presenca majoritaria de monoterpenos em oOleos essenciais de
goiabeiras também foi demonstrada em outros trabalhos (LIMA et al., 2011,
SACCHETTI et al.,, 2005; SANTOS; RAO; SILVEIRA, 1998; SILVA et al.,, 2003;
SOLIMAN et al., 2016).

Assim, para a obtencdo de 0Oleos essenciais de composicdo constante, eles devem
ser extraidos de plantas sob as mesmas condicbes, do mesmo 6rgdo, que
cresceram sob mesmo solo, clima e que tenham sido coletados na mesma época do
ano (BAKKALI et al.,, 2007; CERIMELE; RINGUELET, 2008). Isso pode ser
explicado pelas influéncias ambientais, que podem redirecionar a via metabdlica,

ocasionando a biossintese de diferentes compostos (MORAIS, 2009).

Em estudos de campo de plantas perenes, que passam por ciclos anuais de
producdo de frutos, os efeitos da sazonalidade podem ser confundidos com
alteracbes metabdlicas do processo de desenvolvimento das plantas, como a
floracdo e frutificacdo, devendo assim ser considerados em conjunto (LOPES;
GOBBO-NETO, 2007; STEFANELLO et al., 2010). Dessa forma, nos periodos em
que ocorre elevada atividade metabdlica, como a floracdo e frutificacdo, a
composi¢cdo dos Oleos pode variar significativamente em relacdo as outras fases
(GONCALVES, 2015; YAPI et al., 2014). Essas modificacdes metabdlicas podem
refletir tanto no rendimento das esséncias como na sua composicdo quimica
(LOPES; GOBBO-NETO, 2007). Considerando que os metabdlitos secundarios
atuam como compostos de defesa, dispersando insetos indesejaveis, além de serem
atratores de polinizadores, devem ser produzidos em diferentes concentragbes de
acordo com a necessidade exigida pela planta (KNUDSEN et al.,, 2006; ZITO;
DOTTERL; SAJEVA, 2015).

Os fatores abidticos como temperatura, luminosidade e pluviosidade também podem

gerar variabilidade na composi¢cdo dos Oleos essenciais. Assim, 0s niveis de



23

incidéncia de luz podem ter efeito nos compostos quimicos presentes no 6leo
essencial (MEIRA; MARTINS; MANGANOTTI, 2012). A maior producédo de
metabdlitos secundarios sob altos niveis de radiacdo solar € explicada devido as
reacoes biossintéticas serem dependentes de suprimentos de esqueletos
carbdnicos, realizados por processos fotossintéticos e de compostos energéticos
que participam da regulacao dessas reacoes (TAIZ; ZEIGER, 2009). H4 estudo que
mostra a baixa luminosidade associada a diminuicdo da producdo de monoterpenos
(LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003).

O indice pluviométrico ideal para o desenvolvimento da planta e maior producao de
metabdlitos secundarios varia entre espécies (CARVALHO, 2013). O fator hidrico
afeta significativamente o crescimento e desenvolvimento da planta como um todo.
Tanto o estresse hidrico, gerado pela falta de agua, quanto o excesso influenciam na
fisiologia da planta, como abertura e fechamento de estdbmatos, a fotossintese, o
crescimento e a expanséo foliar podem sofrer alteracdes, podendo gerar mudancas
no metabolismo secundario (MORAIS, 2009).

A influéncia da sazonalidade na composicdo quimica dos Oleos essenciais foi
demonstrada em algumas espécies, como Hyptis marrubioides (BOTREL et al.,
2010), que apresentou no verdo maior rendimento de 6leo e no inverno maior
concentracdo relativa (%) dos componentes majoritarios. Por outro lado, o 6leo
essencial de folhas de Eucalyptus citriodora coletadas no verdo, apresentou
rendimento menor que no outono (ANDRADE; GOMES, 2000). Outros trabalhos
avaliando a influéncia da sazonalidade nas espécies Myrcia salzmannii
(CERQUEIRA et al.,, 2009), Hyptis marrubioides (BOTREL et al., 2010) e
Cinnamodendron dinisii (LOURA, 2015) mostraram variacdes semiquantitativas nas
composicdes dos Oleos. Nos estudos com 6leos essenciais de Mentha suaveolens
(EL-KASHOURY et al., 2012) e Citrus aurantium (ELLOUZE et al., 2012) verificou-se
diferencas quali e semiquantitativas nas composi¢cfes quimicas, de acordo com a
variacdo sazonal. Assim, a época de coleta de amostras € um fator importante, visto
gue a qualidade e quantidade dos constituintes dos 6leos essenciais podem nao ser
constantes durante o ano (LOPES; GOBBO-NETO, 2007). Entretanto, esses
resultados ndo podem ser atribuidos a um fator, mas a uma rede complexa de
fatores e/ou condi¢Bes ambientais (CERQUEIRA et al., 2009).
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3.3. Efeito larvicida dos 6leos essenciais de Myrtaceae

Com o objetivo de encontrar métodos alternativos para controlar vetores de
doencgas, como o0s mosquitos do género Aedes, diferentes estudos tém sido
desenvolvidos nos ultimos anos (WHO, 2014; WILLIAMS et al., 2014). Visando esse
fim, o ideal é a prevencdo a proliferacdo do vetor através do uso de produtos
larvicidas, por ser mais facil controlar a populacdo do mosquito na fase larval. Como
consequéncia, pode-se reduzir a utilizacdo de inseticidas em geral. Produtos de
origem botéanica tém sido utilizados em muitas partes do mundo contra espécies de
pragas de insetos, por serem menos NOCivos para 0s organismos nao alvos e devido
a sua biodegradabilidade (DHARMAGADDA et al., 2005; GOVINDARAJAN et al.,
2011).

A busca de larvicidas naturais eficientes ou de substancias pesticidas com baixa
toxicidade ao ambiente tém aumentado (PEREIRA et al., 2014). Nesse sentido,
plantas que possuem 06leos essenciais se mostram promissoras, uma vez que Sao,
em alguns casos, letais as larvas de mosquito e economicamente viaveis (SILVA et
al., 2007).

Espécies da familia Myrtaceae sé@o reconhecidas pela producdo de metabdlitos
secundarios, como os 6leos essenciais (PADOVAN et al., 2014). Na literatura sédo
relatados trabalhos mostrando a variabilidade quimiotipica dos 6leos essenciais na
familia (MENDES et al., 2017, PADOVAN et al., 2014). Esses estudos séo
importantes para conhecimento das composi¢cdes quimicas dos Oleos e
entendimento dos seus efeitos bioldgicos. Um desses efeitos € a atividade larvicida
em larvas de Aedes aegypti, que foi comprovada em trabalhos que estudaram
espécies da familia Myrtaceae, representadas com seus respectivos valores de CLsg
em pg.mL™, como Psidium guajava (24,7), Myrcia ovata (192,1) (LIMA et al., 2011),
Eugenia piauhiensis (230), Psidium myrsinites (292) (DIAS et al., 2015), Eugenia
melanadenia (220) e Psidium rotundatum (164) (AGUILERA et al., 2003). Sendo

essas relatadas como produtos naturais eficientes.

Alguns trabalhos associam a atividade larvicida a maior quantidade de
sesquiterpenos, sugerindo que compostos com essa classificacdo sao os principais
responsaveis pelo principio ativo (GOIS et al., 2011; MAGALHAES et al., 2010;
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SANTOS et al., 2006). A atividade inseticida com outros insetos também sugere que
0s Oleos essenciais ricos em sesquiterpenos podem ser usados como um potencial
agente de combate a insetos praga (ANDRADE et al., 2004; KHANI; HEYDARIAN,
2014).

No entanto, essa teoria pode ser questionada, visto que estudos com espécies da
familia Myrtaceae como Myrcia sylvatica (ROSA et al., 2016), que apresentou 6leo
essencial com padréo sesquiterpénico, ndo exibiu potencial larvicida. Assim, a
presenca de um padrdo sesquiterpénico ndo € garantia de atividade larvicida, bem
como substancias majoritarias encontradas nos 6leos essenciais nem sempre sao
0S componentes responsaveis pelas propriedades que esses demonstram
(CERIMELE; RINGUELET, 2008). Em alguns casos, a bioatividade da mistura é
mais elevada do que dos compostos purificados (ROSA et al., 2016). Isto pode ser
explicado pelas interagdes entre 0s constituintes presentes nos 6leos e a presenca

de compostos minoritarios, que podem ser biologicamente ativos.
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Alteracdes no perfil cromatogréafico de 6leos essenciais de

Psidium guajava L. em analise sazonal
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Resumo: Os Oleos essenciais das folhas da goiabeira (Psidium guajava L.,
Myrtaceae) apresentam variacdo intraespecifica na composicdo quimica. Para
verificar variabilidade na composicdo em decorréncia da variacdo sazonal, foram
extraidos os Oleos essenciais de 21 genoétipos de Psidium guajava, obtidos
sazonalmente nos anos de 2015 e 2016, e analisados utilizando GC-FID e GC-MS.
No total foram identificados 35 compostos. Variagdes quali e semiquantitativas nos
Oleos essenciais foram observadas ao comparar os diferentes genoétipos, bem como
0S mesmos genotipos nas estacbes do ano. De forma geral, os gendtipos
apresentaram predominancia de sesquiterpenos, com area relativa acima de 70%. A
primavera foi a estacdo que mais diferiu das demais, com reducdo de
sesquiterpenos hidrogenados e aumento dos oxigenados. Para verificar se esse
resultado teria sido causado por uma condicdo sazonal, foram obtidos dados de
pluviosidade e temperaturas diarias do experimento durante as épocas de coleta das
folhas de P. guajava e constatou-se que as variagdes climaticas ndo foram as
principais influenciadoras desse resultado. Quando se observa os fatores
fenolégicos, como a floracéo, a diminuicdo de compostos como o (E)-Caryophyllene

e a-Humulene, nos 6leos essenciais das folhas de todos os genotipos estudados, se
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apresenta como influéncia dessa época. Assim, sugere-se a hipotese que ocorre um
redirecionamento da via metabdlica em que compostos importantes na floracédo

apresentam reducao nas folhas em detrimento das flores.

Palavras-chave: Genotipos; goiabeiras; metabdlitos secundarios; sesquiterpenos;

primavera.

Abstract: The essential oils of guava leaves (Psidium guajava L., Myrtaceae) show
intraspecific variation in chemical composition. The essential oils of 21 genotypes of
Psidium guajava, obtained seasonally in the years 2015 and 2016, were analyzed
using GC-FID and GC-MS to verify variability in composition due to seasonal
variation. In total, 35 compounds were identified. Qualitative and semi-quantitative
variations in essential oils were observed when comparing the different genotypes,
as well as the same genotypes in the seasons. In general, genotypes showed a
predominance of sesquiterpenes, with a relative area above 70%. Spring was the
season that differed from the others, with a decrease of hydrogenated
sesquiterpenes and increase of oxygenates. In order to verify if this result was
caused by a seasonal condition, rainfall data and daily temperatures of the
experiment were collected during P. guajava leaves, and it was verified that climatic
variations were not the main influencers of this result. When phenological factors are
observed, such as flowering, the decrease of compounds such as (E)-Caryophyllene
and a-Humulene, in the essential oils of the leaves of all the genotypes studied, are
presented as an influence of that time. Thus, the hypothesis is suggested that a
redirection of the metabolic pathway occurs in which important compounds in the

flowering present a reduction in the leaves in detriment of the flowers.

Keywords: Genotypes; guava trees; secondary metabolites; sesquiterpenes; spring.
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1. INTRODUCAO

A familia Myrtaceae destaca-se pela grande diversidade de géneros e espécies,
além da caracteristica de producdo de Oleos essenciais, esses presentes nas
glandulas oleiferas das plantas e produtos do metabolismo secundéario (GOODGER
et al., 2016; MORAIS; CONCEIC}AO; NASCIMENTO, 2014; PADOVAN et al., 2014).
Os Oleos essenciais possuem importancia ambiental, auxiliando na protecdo das
plantas, com funcdes de repeléncia de insetos indesejaveis e atracdo de insetos
dispersores de polen e sementes (MOORE et al., 2013). Também apresentam acao
fitoterdpica que €& de interesse comercial, sendo utilizados em industrias
farmacéuticas (ALMEIDA et al., 2016).

Devido a variabilidade da composicdo quimica dos 6leos essenciais dentro das
espécies, a producdo em escala industrial € um desafio (KESZEI et al., 2010). Essas
variacfes, inter e intraespecificas, sdo comumente relatadas na literatura e
atribuidas a diferentes fatores (PADOVAN et al., 2014; SOUZA et al., 2017), entre os
quais 0s genéticos sao determinantes da composi¢cdo quimica destes 6leos nas
espécies (KULHEIM et al., 2015). Adicionalmente, a idade e o estagio de
desenvolvimento da planta, a disponibilidade de nutrientes no solo, os fatores
abibticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, bem como as técnicas de
colheita considerando época e horario de coleta, podem acarretar alteracdes
significativas na producdo dos metabdlitos secundarios (MORAIS, 2009).

Recentemente foi demonstrado que os perfis quimicos dos 0Oleos essenciais de
genaotipos comerciais e melhorados de goiabeiras (Psidium guajava L.) do Brasil, séo
formados majoritariamente por sesquiterpenos e apresentam variacdo nha
composicdo (SOUZA et al., 2017). No referido trabalho verificou-se que o ambiente,
em condicdes de cultivo de P. guajava, apresentou pouca influéncia na composicao
dos oOleos essenciais extraidos de folhas, a excegcdo de um genotipo em 22
avaliados. Todavia, ainda ndo ha informacdes sobre a existéncia de variabilidade
quali e semiquantitativa dos 6leos essenciais em decorréncia da variacdo sazonal na
espécie. Como a cultura da goiabeira € perene e passa por ciclos de producdo de

frutos anuais, os efeitos da sazonalidade devem ser considerados em conjunto com
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as alteracbes metabdlicas relacionadas aos processos de floracdo e frutificacdo
(LOPES; GOBBO-NETO, 2007; STEFANELLO et al., 2010).

Fatores como a temperatura e pluviosidade, caracteristicos de cada estacdo do ano,
podem causar alteragbes na composicdo dos 6leos essenciais, e se conhecidos
podem trazer beneficios a exploracdo comercial desse produto (MEIRA; MARTINS;
MANGANOTTI, 2012). Neste sentido, a avaliacdo sazonal da composi¢cao quimica
dos Oleos essenciais de gendtipos comerciais de goiabeiras foi o objetivo deste
estudo, constituindo um dos poucos trabalhos que consideram genotipos distintos
em uma espécie. Esses resultados podem contribuir na definicAo de época
estratégica de realizacdo de coletas de folhas para extracdo de 6leos essenciais,
bem como auxiliam no direcionamento de seus usos pela composicdo quimica na

inddstria, potencializando os efeitos para o fim indicado.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras vegetais foram coletadas no municipio de Alegre, no estado do Espirito
Santo, situado na latitude sul (20° 45’), longitude oeste (41° 31’) e altitude de 254
metros. Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Preparo de Amostra
Vegetal e laboratério de Genética e Melhoramento Vegetal do Centro de Ciéncias
Agrérias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito Santo (CCAE-UFES,
Alegre, ES) e no laboratério de Quimica Aplicada do Instituto Federal do Espirito
Santo (IFES, Alegre, ES). O pomar experimental utilizado nesse estudo esta
localizado no municipio de Alegre desde julho de 2013, foi mantido sob condi¢ces

naturais, sem irrigacdo, sombreamento e podas.

2.1. Coleta e extracdo dos 0Oleos essenciais das folhas de 21 genétipos de P.

guajava

Material vegetal - Foram coletadas folhas, nas quatro estacdes do ano, de 21

genotipos de P. guajava sendo 11 cultivares: Paluma (PAL), Século XXI (SEC),
Pedro Sato (PS), Petri (PET), Cortibel LG (C1), Cortibel LM (C2), Cortibel Branca LG
(C4), Cortibel RM (C6), Cortibel Branca RM (C8), Cortibel RG (C14) e Cortibel SLG
(C15); e 10 gendtipos superiores: Cortibel 3 (C3), Cortibel 5 (C5), Cortibel 7 (C7),
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Cortibel 9 (C9), Cortibel 10 (C10), Cortibel 11 (C11), Cortibel 12 (C12), Cortibel 13
(C13), Cortibel 16 (C16) e Cortibel 17 (C17). As coletas foram realizadas utilizando a
mesma planta de cada genoétipo as 9h da manhd em dias caracteristicos dos
meados das estacdes: 24/04/15 (outono), 11/08/15 (inverno), 11/11/15 (primavera) e
20/02/16 (verdo). A coleta foi realizada na altura do peito (1,3 m) e ao redor do
didmetro da copa. Cerca de 100 folhas totalmente desenvolvidas foram coletadas
para obtencdo do Oleo e caracterizacdo quimica. O material foi acondicionado em
sacos de papel, identificado e transportado para o laboratorio de Genética e
Melhoramento Vegetal do CCAE-UFES. As folhas foram secas a sombra e em
temperatura ambiente por uma semana. Esse processo tem, entre outros objetivos,
o de reduzir tempo e custo de destilacdo, aumentar a estabilidade do produto, inibir
atividade enzimatica, que pode decompor ou modificar os principios aromaticos
originais e estabilizar cor, odor, sabor e textura (CERIMELE; RINGUELET, 2008).
Posteriormente, as folhas secas foram acondicionadas em sacos plasticos e

armazenadas em freezer a -9 °C até a extracao do 6leo essencial.

Extracdo dos 6leos essenciais - Os 6leos essenciais foram obtidos no laboratério de

Preparo de Amostra Vegetal do CCAE-UFES por hidrodestilacdo, em aparelho
Clevenger, durante quatro horas de extracdo de acordo com a metodologia
recomendada pela Farmacopeia Brasileira para 6leos volateis (BRASIL, 2010). Nas
extracOes foram utilizadas cerca de 100 g de folhas secas em aproximadamente
1000 mL de agua de osmose reversa, em baldo de fundo redondo de 2000 mL. Os
vapores de agua e de Oleo se misturaram e apOs o resfriamento ocorreu a
condensacdo das moléculas, que foram separadas por diferenca de solubilidade e
densidade. A mistura de 6leo e agua foi colocada em eppendorf, centrifugada, o 6leo
foi removido com micropipeta e armazenado em freezer a -20 °C, protegido de

luminosidade.

2.2. Caracterizacdo fisica dos 6leos essenciais e obtencdo de dados climéticos

do experimento

Determinacdo da densidade e indice de refracdo dos 6leos essenciais - Os 6leos

essenciais refratam a luz polarizada, propriedade que € usada para seu controle de
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pureza, pois tem um indice de refracdo caracteristico (CERIMELE; RINGUELET,
2008). Para medir o indice de refracdo (n) dos Oleos, foi utilizado um refratdmetro
(Quimis Q767B) com quatro casas decimais. Essa medida foi realizada no
laboratorio de Quimica Aplicada do IFES a 20 °C.

A densidade dos o6leos foi obtida no laboratorio de Preparo de Amostra Vegetal do
CCAE-UFES a 20 °C, através da pesagem em triplicata de um volume preciso do
Oleo utilizando uma micropipeta. Foi utilizada balanca analitica (Shimadzu AUY220)

com quatro casas decimais.

Dados climaticos - Os dados de variagdes climaticas durante as estacdes do ano

foram obtidos através do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural (INCAPER), constituindo-se de indices de pluviosidade e
temperatura do municipio de Alegre durante os periodos de coleta das folhas.

2.3. Perfil cromatografico de 6leos essenciais

Identificacdo dos constituintes dos o6leos essenciais - As amostras dos o6leos

essenciais extraidos das folhas foram analisadas por Cromatografia Gasosa com
detector de Ilonizacdo de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu
GCMS-QP2010 SE). Para essas analises, as seguintes condi¢cdes foram
empregadas: o gas arraste utilizado foi o He para os dois detectores com fluxo e
velocidade linear de 2,80 mL.min™ e 50,8 cm.seg™ (GC-FID) e 1,98 mL.min™ e 50,9
cm.seg™ (GC-MS), respectivamente; a temperatura do injetor foi de 220 °C na razéo
split de 1:30; coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionaria
Rtx®-5MS (0,25 pm de espessura do filme); a temperatura do forno teve a seguinte
programacao: temperatura inicial de 40 °C, a qual permaneceu por 3 minutos e em
seguida a temperatura foi aumentada gradativamente a 3 °C.min™* até atingir 180 °C,
em que permaneceu por 10 minutos, tendo um tempo total de analise de 59,67 min;
as temperaturas utilizadas nos detectores FID e MS foram de 240 e 200 °C,
respectivamente (SOUZA et al., 2017).
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As amostras utilizadas foram retiradas dos vials em um volume de 1 yL de uma
solucéo de 3% de 6leo essencial dissolvido em hexano com DMA 0,1 mol.L™ (padréo

externo para controle de reprodutibilidade).

As analises por GC-MS foram realizadas em um equipamento por impacto eletrénico
com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura de 1000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmentos.seg™ e fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As
analises por GC-FID foram realizadas por uma chama formada por H, e ar
atmosférico com temperatura de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL.min™ e
400 mL.min para H, e ar, respectivamente. A deteccdo dos fons ocorre quando os
compostos organicos presentes na amostra sdo misturados com o gas de arraste
(He) e é produzida uma corrente proporcional a quantidade desses compostos ha
amostra. Se somente o He e o H; forem misturados, uma pequena corrente é

produzida entre os eletrodos.

A identificacdo dos componentes dos Oleos essenciais foi realizada pela
comparacao dos espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de
dados da espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelos indices de retencéo de
Kovats (IK). Para o calculo dos IK, foi utilizada uma mistura de alcanos saturados C+-
Cs0 (Supelco-USA) e o tempo de retencdo ajustado de cada composto, obtidos
através do GC-FID. Em seguida, os valores calculados para cada composto foram
comparados com os da literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2016; NIST, 2011).

O percentual relativo de cada composto do 6leo essencial foi calculado através da
razdo entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes da
amostra, dados obtidos pelas analises realizadas em GC-FID. Os compostos com
area relativa acima de 1% foram identificados e acima de 10% foram considerados

majoritarios.
2.4. Analise estatistica dos dados
Utilizando as densidades médias dos 6leos essenciais foi realizada anéalise de

variancia (ANOVA) utilizando o teste de Tukey para comparar 0 mesmo genotipo
nas quatro estagdes do ano. O teste de Scott-Knott foi utilizado para comparar as
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densidades dos 21 gendétipos dentro de cada estacdo. Ambos os testes a 5% de
probabilidade utilizando o Programa R, versao 3.3.2 (R, 2016).

Para observar as diferencas entre as estacdes do ano em relagcdo as classes
terpénicas e nos compostos majoritarios, foi realizada anélise de variancia (ANOVA)
utilizando o teste de Tukey, a 5% de probabilidade no Programa R, verséao 3.3.2 (R,
2016).

Os agrupamentos foram gerados pelo método de UPGMA, utilizando dados de
distancia Euclidiana média padronizada. A padroniza¢do foi baseada no desvio
padrdo e os resultados foram apresentados em heatmap. Foi utilizado o Programa
R, versdo 3.3.2 (R, 2016). Posteriormente foi realizado o célculo dos indices de

coincidéncia dos grupos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Propriedades fisicas dos 6leos essenciais

Parametros fisicos dos 6leos como densidade e indice de refracdo, podem ser
usados como indicadores no controle de qualidade, quando comparados a valores
tedricos (CERIMELE; RINGUELET, 2008). Todos os 6leos essenciais apresentaram
densidade menor que a da agua (aproximadamente 1,0 g.cm™®), variando entre
0,8267 a 0,8933 g.cm™. Diferencas significativas foram observadas tanto ao
comparar as densidades dos 6leos dos 21 genétipos em cada estacao do ano,
sendo essa variagdo maior na primavera, quanto ao considerar os genétipos
individuais entre as estacfes. As médias das densidades nas quatro estacfes do
ano foram cerca de 0,86 g.cm™. Os indices de refracdo variaram de 1,4900 a
1,5005, com média de 1,4949 (Tabela 1), e o0s Oleos essenciais extraidos

apresentaram coloragédo amarelo-claro.

As densidades e os indices de refracdo obtidos demonstraram a boa qualidade dos
Oleos essenciais, corroborando com valores encontrados em trabalhos que
realizaram as mesmas analises em Oleos extraidos das folhas de goiabeiras
(KAMRAN et al., 2012; SOUZA, 2015).
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Tabela 1. Densidade e indice de refracdo dos 6leos essenciais de 21 genotipos de
Psidium guajava.

Densidade** a 20 °C (g.cm™) Indice de

Genotipo* Refracao

Outono Inverno Primavera Veréo 20 °C (n)
SEC 0,8767"2 0,8767"2 0,8667"° 0,8833"2 1,5005
PAL 0,8867"? 0,866752 0,85008¢¢ 0,8400°° 1,4965
PS 0,8567° 0,8700"? 0,8500% 0,8533"¢ 1,4980
PET 0,8533"" 0,8333"° 0,8600"° 0,8667"° 1,5000
Cc1 0,8467*° 0,8533"" 0,8633"° 0,8467"° 1,4940
c2 0,8567" 0,8633" 0,8533" 0,8700"° 1,4940
c3 0,8533"° 0,8667/52 0,8267° 0,8767" 1,4930
C4 0,8467°° 0,8667%2 0,8933"2 0,8900"? 1,4900
C5 0,8600"" 0,8600"? 0,8267°¢ 0,84674° 1,4935
C6 0,8567"° 0,8567"° 0,8600"° 0,8333"¢ 1,4940
C7 0,8600° 0,8533"8° 0,8633"° 0,8433°° 1,4980
c8 0,8667"° 0,8667% 0,8667¢ 0,8600"° 1,4930
Cc9 0,8633"" 0,8600"® 0,8767"° 0,8333"¢ 1,4910
C10 0,8433"¢ 0,8433"° 0,8467" 0,8433"° 1,4930
C11 0,8567"° 0,8633" 0,8667*¢ 0,8667"° 1,4975
C12 0,8433"¢ 0,8700"? 0,856748¢ 0,8600"° 1,4910
C13 0,8567° 0,8733"2 0,8667"° 0,8433"¢ 1,4930
Cl4 0,8533"° 0,8500°° 0,8667"5° 0,8800"® 1,4950
C15 0,8500%° 0,8500"" 0,8533" 0,8467"° 1,4945
C16 0,8833" 0,8467%° 0,8567°¢ 0,8533"¢ 1,4945
C17 0,8467°¢ 0,86672 0,8633"B¢ 0,8633"E° 1,4990
Média 0,8579 0,8598 0,8587 0,8571 1,4949

*Genotipos de Psidium guajava: Século XXI (SEC), Paluma (PAL), Pedro Sato (PS), Petri (PET),
Cortibel LG (C1), Cortibel LM (C2), Cortibel 3 (C3), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel 5 (C5), Cortibel
RM (C6), Cortibel 7 (C7), Cortibel Branca RM (C8), Cortibel 9 (C9), Cortibel 10 (C10), Cortibel 11
(C11), Cortibel 12 (C12), Cortibel 13 (C13), Cortibel RG (C14), Cortibel SLG (C15), Cortibel 16 (C16)
e Cortibel 17 (C17). **Letras mailsculas iguais entre colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a p<0,05 e letras minUsculas iguais entre linhas nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott,
a p<0,05.

3.2. Composicao quimica dos Oleos essenciais

A partir das analises cromatograficas, foram identificados 35 compostos nos 6leos
essenciais de 21 gendtipos de P. guajava. Foram considerados 0os compostos com

area relativa, obtida por normalizacéo, acima de 1% (APENDICE A e Figura 1).
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1 — Benzaldehyde; 2 — Limonene; 3 — 1,8-Cineole; 4 — a-Terpineol; 5 — a-Copaene; 6 — (E)-Caryophyllene; 7 — Aromadendrene; 8 — a-Humulene; 9 — (E)-Farnesene; 10 — o~
Acoradiene; 11 — y-Gurjunene; 12 — y-Curcumene; 13 — a-Curcumene; 14 — B-Selinene; 15 — a-Selinene; 16 — B-Bisabolene; 17 — B-Himachalene; 18 — 3-Sesquiphellandrene;
19 — a-Bisabolene; 20 — (E)-Nerolidol; 21 — Caryophyllene oxide; 22 — o-Cedrol; 23 — Ledol; 24 — Humulene epoxide; 25 — Selina-6-en-4-ol; 26 — epi-Cubenol; 27 — y-
Eudesmol; 28 — Aromadendrene epoxide; 29 — t-Cadinol; 30 — a-Muurolol; 31 — Selin-11-en-4a-ol; 32 — B-Bisabolol; 33 — a-Bisabolol; 34 — (Z,E)-a-Bergamotol; 35 — (2Z,6E)-
Farnesol. Monoterpeno hidrogenado: 2; Monoterpeno oxigenado: 3-4; Sesquiterpeno hidrogenado: 5-19; Sesquiterpeno oxigenado: 20-35.

Figura 1. Estruturas quimicas dos 35 compostos identificados nos 6leos essenciais de 21 gendétipos de Psidium guajava.
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Nos 6éleos essenciais de cada gendtipo foram identificados, entre 84,9 e 100% dos
compostos com area relativa acima de 1%, os quais foram classificados em mono e
sesquiterpenos hidrogenados e oxigenados. Também foi identificado o
Benzaldehyde, o Unico de natureza nao terpénica. Verificou-se predominancia de
sesquiterpenos na composicao de 6leos essenciais de todos os genétipos, com area
relativa acima de 70%. Perfis de 6leos essenciais de P. guajava com mesma
natureza terpénica sao relatados na literatura (KAMRAN et al., 2012; KHADHRI et
al., 2014, SATYAL et al., 2015; SOUZA et al., 2017).

Os compostos (E)-Caryophyllene e o Caryophyllene oxide foram os Unicos
compostos identificados em todos os gendtipos e estacdes do ano, com quantidade
variando entre 1,1 e 48,9% para o primeiro e entre 1,8 e 21,4% para o segundo, com
destaque para os gendtipos C10, C13, SEC, PAL e PS, que apresentaram 0S
maiores teores de (E)-Caryophyllene (APENDICE A). O composto (E)-
Caryophyllene, um dos mais representativos, estd presente em muitos Oleos
essenciais de diferentes espécies, incluindo P. guajava (LIMA et al., 2010; LIMA et
al., 2011; MENDES et al., 2017; PADOVAN et al., 2014; SACCHETTI et al., 2005;
SANTOS; RAO; SILVEIRA, 1998; SILVA et al., 2003). Esse composto apresenta
atividade farmacolégica como anti-inflamatorio (GALDINO et al., 2012),
anticarcinogénico, antioxidante (DAHHAM et al., 2015; KUBO et al.,, 1996) e
anestésico local (GHELARDINI et al., 2001). Ainda possui atividade biolégica, sendo
relatado como inseticida (SILVA et al., 2015), bactericida, fungicida (PICHETTE et
al., 2006; SELESTINO NETA et al., 2016) e atrator de polinizadores (KNUDSEN et
al., 2006).

A importancia do (E)-Caryophyllene desperta interesse comercial, porém as
variacbes nos teores encontrados dificultam a obtencdo desse composto em
concentracdo constante nos 0Oleos essenciais de plantas (ALMEIDA et al., 2016;
SOUZA et al., 2017). Os compostos Aromadendrene, B-Selinene, B-Bisabolene e
Humulene epoxide foram detectados em todas as estagdes, entretanto nao em todos

0S genotipos.

Os 16 compostos majoritarios (area relativa>10%), presentes nos 0leos essenciais,

foram identificados na Tabela 2.



Tabela 2. Identificacdo dos compostos majoritarios (>10%) dos 6leos essenciais de folhas de Psidium guajava.

Variacao das

Composto® A (%)° TR IKca® IK a6 m/z (Intensidade Relativa)®
Limonene <1-20,6 12,761 1028 1024 136 (21); 121 (20); 107 (21); 93 (70); 79 (30); 68 (100); 67 (71); 44 (26)
(E)-Caryophyllene  1,1-48,9 30,384 1417 1417 204 (9); 189 (14); 161 (31); 133 (75); 107 (49); 93 (100); 69 (88); 41 (95)
a-Humulene <1-23,0 31,767 1452 1452 204 (6); 147 (22); 121 (26); 93 (100); 91 (17); 80 (34); 67 (13); 41 (22)
a-Curcumene <1-11,9 33,099 1484 1487 202 (25); 145 (29); 132 (100); 119 (98); 105 (56); 91 (27); 55 (22); 41 (36)
B-Selinene <1-10,9 33,197 1486 1489 204 (44); 189 (34); 161 (51); 133 (51); 105 (100); 93 (90); 79 (75); 41 (69)
a-Selinene <1-13,8 33571 1495 1498 204 (58); 189 (98); 161 (53); 133 (86); 107 (96); 93 (100); 81 (72); 41 (67)
B-Bisabolene <1-13,7 34,130 1509 1505 204 (18); 161 (20); 133 (10); 119 (32); 109 (29); 93 (81); 69 (100); 41 (82)
B-Himachalene <1-10,7 34,208 1511 1500 204 (11); 121 (22); 119 (100); 105 (37); 93(48); 91 (30); 69 (23); 41 (37)
(E)-Nerolidol <1-18,9 36,322 1566 1561 161 (16); 136 (21); 107 (38); 93 (61); 81 (28); 71 (38); 69 (100); 41 (74)
Caryg)‘(’igi"e”e 1,8-21,4 36,940 1582 1582 161 (20): 135 (18); 109 (51); 93 (72); 79 (76); 69 (66); 55 (43); 43 (100)
Humulene epoxide ~ <1-11,5 37,987 1608 1608 138 (70); 123 (31); 109 (99); 96 (88); 96 (88); 81 (46); 67 (91); 43 (100)
y-Eudesmol <1-17,1 38,833 1632 1630 204 (53); 189 (29); 161 (100); 149 (29); 119 (49); 93 (66); 81 (96); 41 (67)
Arorzggiirc‘jire”e <1-20,2 39,068 1639 1639 161 (23); 136 (100); 109 (27); 91 (45): 79 (41); 69 (51): 55 (30); 41 (76)
t-Cadinol <1-12,8 39,230 1643 1640 204 (41); 189 (12); 161 (100); 134 (18); 121 (32); 95 (45); 81 (33); 43 (55)
Selin-11-en-4a-ol <1-24,5 39,768 1658 1658 204 (43); 189 (30); 161 (36); 135 (58); 109 (45); 95 (53); 81 (78); 43 (100)
B-Bisabolol <1-28,1 40,325 1673 1674 204 (17); 161 (10); 119 (44); 111 (46); 93 (68); 82 (100); 69 (52); 41 (67)

dCompostos majoritarios listados na ordem de eluicdo utilizando coluna Rtx®-5MS. °A (Areas relativas dos compostos). ‘indice de Kovats calculado através de dados
obtidos por amostra de n-alcanos saturados (C;-Cy). ‘indice de Kovats tabelado (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2016; NIST, 2011). “Dados utilizados das espectrotecas
Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s. TR (Tempo de Retencdo — minutos); m/z (Relagdo massa/carga).
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A maioria dos compostos majoritarios detectados nos 6leos dos 21 gendétipos, como
o Limonene, (E)-Caryophyllene, a-Humulene, a-Curcumene, B-Selinene, a-Selinene,
B-Bisabolene, (E)-Nerolidol, Caryophyllene oxide, Humulene epoxide, Selin-11-en-
4a-ol ep-Bisabolol, também séo relatados em diferentes trabalhos com 6leos
essenciais de P. guajava (KAMRAN et al., 2012; KHADHRI et al., 2014; LIMA et al.,
2010; LIMA et al., 2011; SACCHETTI et al., 2005; SANTOS; RAO; SATYAL et al.,
2015; SILVEIRA, 1998; SILVA et al., 2003; SOLIMAN et al., 2016; SOUZA et al.,
2017). Dentre esses, o composto B-Bisabolol destacou-se como um majoritario
representativo na composicdo dos Oleos essenciais da maioria dos genétipos
Cortibel, a exce¢do de C7, C10, Cl11, C13 e C17. As mesmas variacdes do -
Bisabolol ocorreram em outro trabalho que avaliou os mesmos genétipos nos 6leos

essenciais de P. guajava em ambientes diferentes (SOUZA et al., 2017).

Diferentes perfis cromatograficos entre os O6leos essenciais dos 21 gendtipos
(APENDICE B) foram identificados, com variacdes quali e semiquantitativas entre os
gendtipos, corroborando com o trabalho de Souza et al. (2017). Quanto a
comparacdo dos 6leos dos mesmos gendtipos em funcdo da sazonalidade,
observou-se variacdes quali e semiquantitativas nas composi¢cdes durante as
estacbes do ano, sendo as diferencas qualitativas entre as estacfes menos
relevantes, haja vista que ocorreram em genotipos que apresentaram compostos
com menor area relativa, como o 1,8-Cineole, oa-Humulene, a-Bisabolene,

Aromadendrene epoxide, a-Bisabolol, entre outros.

3.3. Sazonalidade

De forma geral, o perfil quimico dos 6leos variou consideravelmente em decorréncia
da época de coleta das folhas (Figura 2a). Por meio da média das areas relativas
das classes terpénicas em cada estacdo, na primavera e verdo foram observados
maiores teores monoterpenos oxigenados, enquanto os hidrogenados néao
apresentaram variagcdo significativa entre as estacdes. Para a classe dos
sesquiterpenos, 0s mais representativos nos oleos essenciais de P. guajava, houve
uma grande variacdo detectada na primavera, com reducdo dos hidrogenados e

aumento dos oxigenados.



mOutono ®Inverno m™Primavera Veréo
80

70

a
60 0 100 200 300
b p ;
50 a a b epi-Cubenol
a (Z,E)-alpha-Bergamotol
40 beta-Selinene
alpha-Selinene
30 beta-Bisabolene
b alpha-Curcumene
20 Limonene
1 ,B-CineI(EJIed :
10 a gamma-Eudesmo
aa®d b b aad _ Aromadendrene epoxide
0. el @000 el . Selin-11-en-4alpha-ol
MO SH SO

MH Humulene epoxide
tau-Cadinol
Classe Terpénica alpha-Muurolol
(@) alpha-Bisabolol
beta-Himachalene
alpha-Bisabolene
beta-Sesquiphellandrene
?IE;:;h'?-Copaene
— : ——Tmin ——Tma -Farnesene
P (mm) Tméd Tmin max (52 68) Famesol
Aromadendrene
Ledol
alpha-Terpineol
gamma-Curcumene

Média das areas relativas (%)

N
o
o

w b
o« o

n
3
3

w
S
C

Temperatura (°C)

gamma-Gurjunene
alpha-Acoradiene
Benzaldehyde
Selina-6-en-4-ol
alpha-Cedrol
Caryophyllene oxide
(E)-Nerolidol
beta-Bisabolol
alpha-Humulene
(E)-Caryophyllene

-
o
o
N
(&

n
o

Precipitagdo (mm)
g 8
3 &

o

] X‘b
Q
P t,bo & 3

Outono Inverno Primavera Verao

Outono
Inverno
Verao

(b) (c)

©
-
[
>
©
E
=
[a

Figura 2. (a) Média das areas relativas das classes terpénicas [Monoterpeno hidrogenado (MH), Monoterpeno oxigenado (MO), Sesquiterpeno
hidrogenado (SH) e Sesquiterpeno oxigenado (SO)] em relagdo as estacfes do ano. Letras iguais em barras de mesma classe terpénica nao
diferem entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05. (b) Dados de temperatura e precipitacdo acumulada do municipio de Alegre-ES nos meses de
marco de 2015 a marco de 2016. *Més de coleta das folhas. (c) Heatmap e dendrograma considerando as estacdes do ano e 0os 35 compostos
identificados nos Oleos essenciais de Psidium guajava. A escala representa a somatoria das areas relativas (%) dos compostos em cada
estacao.
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Ao analisar as concentragbes de cada um dos 35 compostos em funcdo das
estacdes do ano, comportamentos similares foram observados no outono, inverno e
verdo, que foram agrupados, diferente da primavera (Figura 2c). Isso pode ser
explicado principalmente pela redugdo do (E)-Caryophyllene, o-Humulene e
aumento de Caryophyllene oxide, y-Eudesmol, Aromadendrene epoxide. A fim de
caracterizar as variagcdes sazonais ocorridas nos periodos de coleta, foram obtidos
dados de pluviosidade e temperaturas diarias do experimento durante 12 meses
(Figura 2b). Esses valores foram tabelados de forma a totalizar a precipitacao
mensal acumulada e as temperaturas minima, maxima e média do més foram

apresentadas.

As temperaturas locais variaram de 15,9 a 37,8 °C e as precipitacdes variaram de
2,0 a 199,6 mm, nos meses do trabalho. Por meio dos dados climaticos diarios,
verificou-se que os dados mensais representaram as condi¢cdes nos dias proximos e
nos dias das coletas das folhas. Na estac&o do inverno, com a coleta das folhas em
agosto, foi registrado um dos menores indices de pluviosidade e temperaturas.
Contudo, as diferencas relevantes na composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais
foram detectadas na primavera, porém em novembro (em plena primavera) as
temperaturas foram semelhantes a fevereiro (verdo) e a precipitacdo acumulada se
assemelhou mais a abril (outono). Assim, apesar de semelhancas na precipitacéo e
temperatura na primavera com 0 outono e verdao, as composi¢cées quimicas dos
Oleos essenciais diferiram. Dessa forma, ndo foi possivel relacionar diretamente os
dados climéticos durante o ano com a variagdo da composi¢cao quimica dos 0Oleos

essenciais.

Ao estudar a influencia da sazonalidade na composicdo quimica dos O6leos
essenciais, diferentes trabalhos relatam que devem ser considerados os fatores
fenoldégicos da planta, passando por periodos de floracdo e frutificacédo
(FIGUEIREDO et al.,, 2008; STEFANELLO et al., 2010). Nesses trabalhos, foi
possivel observar que para os 6leos essenciais das folhas de Lavandula pinnata e
Myrcia obtecta, no periodo de floracdo, os teores dos compostos quimicos se
diferenciaram das demais épocas. Durante o desenvolvimento da planta, alteracdes
metabodlicas ocorrem podendo variar significativamente a composicao dos Oleos

essenciais, em relacdo as outras fases (YAPI et al., 2014).
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Os Oleos essenciais, dentre muitas utilidades, tém funcdo de atrair insetos
polinizadores especialmente na floracdo, emitindo compostos volateis para esse fim
(THOLL et al., 2005). Em um trabalho realizado por Chen et al. (2003), esses
compostos foram estudados em vérias partes da planta Arabidopsis thaliana,
incluindo folhas e flores, e foi observado maior quantidade de compostos como o
(E)-Caryophyllene e a-Humulene nas flores do que em outras partes da planta. O
mesmo ocorreu com o composto (E)-Caryophyllene nos 6leos essenciais de Myrcia
myrtifolia, com maior concentracdo nas flores do que em folhas e frutos
(CERQUEIRA et al., 2007).

Durante este trabalho, nas plantas de P. guajava, mantidas em condi¢cfes naturais,
sem podas e irrigacdo, foram observados frutos durante todas as coletas com
namero bem maior no verdo. Assim, o periodo da primavera coincidiu com o periodo
de florescimento das plantas. Nessa estacdo, o perfil quimico dos 6leos essenciais
das folhas de P. guajava de todos os gendétipos apresentou reducdo de (E)-
Caryophyllene e a-Humulene (Figura 3). Esses compostos possuem estruturas
similares, apresentam proximidade de volatilidade e polaridade, sendo os primeiros
sesquiterpenos a chegarem ao detector (GC-MS e GC-FID) e fazem parte da mesma
rota de biossintese (KESZEI et al., 2010) (Figura 4).
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Figura 3. Variacbes dos compostos (a) (E)-Caryophyllene e (b) a-Humulene nos
Oleos essenciais de 21 genotipos de Psidium guajava. Estacdes do ano: Outono (O),
Inverno (1), Primavera (P) e Verdo (V). Gendétipos de Psidium guajava: Século XXI
(SEC), Paluma (PAL), Pedro Sato (PS), Petri (PET), Cortibel LG (C1), Cortibel LM
(C2), Cortibel 3 (C3), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel 5 (C5), Cortibel RM (C6),
Cortibel 7 (C7), Cortibel Branca RM (C8), Cortibel 9 (C9), Cortibel 10 (C10), Cortibel
11 (C11), Cortibel 12 (C12), Cortibel 13 (C13), Cortibel RG (C14), Cortibel SLG
(C15), Cortibel 16 (C16) e Cortibel 17 (C17).
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Ainda ndo se tem estudos com os compostos volateis de diferentes partes da P.
guajava em momento de floracdo. Considerando que essa espécie se comporte de
forma similar ao organismo modelo, a Arabidopsis thaliana, sugere-se a hipotese de
reducdo dos sesquiterpenos hidrogenados nos 6leos essenciais das folhas como
redirecionamento da via metabodlica, de forma que alguns compostos tiveram
reducdo na producao e aumento de outros na primavera (CHEN et al., 2003). Como
0s terpenos volateis sdo muito importantes nas flores para atrair polinizadores, o (E)-
Caryophyllene e a-Humulene devem ser produzidos principalmente nas flores em
detrimento das folhas (HONG et al.,, 2012; KNUDSEN et al.,, 2006). Em Oleos
essenciais das flores de Myrcia salzmannii (CERQUEIRA et al.,, 2009) e Salvia
officinalis (MIRJALILI et al., 2006), foram obtidos a-Humulene e (E)-Caryophyllene,

sendo que em Myrcia salzmannii eles foram majoritarios.

O perfil completo com as variacbes nas composicoes dos 35 compostos
identificados em relagcdo aos 21 gendtipos nas quatro estacbes do ano esta

representado na Figura 4.

Com base nas varia¢cGes do perfil quimico em cada esta¢do do ano, 0os genétipos
foram agrupados. Assim, os genotipos: SEC e PAL; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C8,
C12, C14, C15 e C16; C10 e C13; C7, C11 e C17 mantiveram-se unidos em todas
as estacgOes. Os demais: PS, PET, mantiveram-se unidos apenas no inverno e na
primavera; e C9 manteve-se em mesmo grupo no inverno, primavera e verao. As
variacfes significativas nas composi¢cdes quimicas entre estacfes e genotipos,
foram evidenciadas nos casos onde os agrupamentos dos genotipos, baseados nas
similaridades, ndo se mantiveram. Os genoétipos PAL, SEC, PS e PET também se
mostraram divergentes dos gendtipos Cortibel em analises moleculares (COSER et
al., 2014).
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cada estacao do ano e as escalas representam a area relativa (%) dos compostos.
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Ao comparar os grupos formados em cada estacdo do ano, foram verificados altos
valores de coincidéncia que variam de 80,95 a 90,48%(Tabela 3), demonstrando

similaridade de comportamentos dos 6leos essenciais dos gendtipos entre estacoes.

Tabela 3. indices de coincidéncia (%) dos grupos de genotipos formados pelos
dendrogramas.

Outono Inverno Primavera Verao

Outono 100 90,48 80,95 80,95

Inverno 100 90,48 80,95

Primavera 100 90,48
Verao 100

Considerando os 16 compostos majoritarios (area relativa>10%), presentes nos
Oleos essenciais, as variabilidades nos teores encontrados foram demonstradas de
acordo com a sazonalidade. Os compostos majoritarios encontrados, geralmente,
sd0 0s maiores responsaveis pelos principios ativos que os O6leos essenciais
apresentam e foram organizados de acordo com as semelhancas estatisticas
(Figura 5).

E possivel observar que o (E)-Caryophyllene, a-Humulene, Caryophyllene oxide,
Humulene epoxide, y-Eudesmol, Aromadendrene epoxide e B-Himachalene diferiram
significativamente nas estagdes do ano, considerando as coletas nos anos de 2015
e 2016 para este pomar. Sendo assim, para obter 6leos essenciais ricos em alguns
desses compostos, as folhas preferencialmente devem ser coletadas em diferentes
momentos. Para obtencdo de maiores concentracfes do (E)-Caryophyllene, as
folhas ndo devem ser coletadas na primavera. Para a-Humulene, elas devem ser
coletadas preferencialmente no outono ou inverno. Para o Caryophyllene oxide,
Humulene epoxide, y-Eudesmol e Aromadendrene epoxide as folhas devem ser
preferencialmente coletadas na primavera. Para o B-Himachalene deve-se coletar de

preferéncia no inverno ou verao.
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Figura 6. Média das areas relativas dos compostos majoritarios (>10%) dos 6leos
essenciais das folhas de Psidium guajava, considerando as quatro esta¢cdes do ano.
Letras iguais em graficos do mesmo composto ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a p<0,05.
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A partir desses resultados, fica evidente que as diferencas nas composi¢coes dos
Oleos essenciais ocorrem tanto entre 0s genotipos quanto entre 0S mesmos
genotipos nas estacbes do ano. Assim, buscando gerar o melhoramento das
cultivares, este trabalho apresenta a importancia de conhecer individualmente os

gendtipos, com objetivo de obter uma potencial aplicagéo.

4. CONCLUSAO

Oleos essenciais de folhas de goiabeiras melhoradas do Brasil apresentam
predominancia de sesquiterpenos, com variabilidade quali e semiquantitativa na

composicao quimica entre gendtipos e durante o ano.

Os compostos variam de forma significativa principalmente na primavera. As
variacdes quali e semiquantitativas detectadas nas composi¢des quimicas nao foram
associadas diretamente as variacbes climaticas decorrentes da sazonalidade.
Quando se observa os fatores fenolégicos, como a floracdo, a reducdo de
compostos como o (E)-Caryophyllene e a-Humulene nos o0leos essenciais dos
genodtipos estudados, se apresenta como uma possivel influéncia desse estagio.
Assim, levanta-se a hip6tese que a reducdo na producdo desses compostos nas
folhas pode ser resultado de maior produgéo dos mesmos nas flores, como relatado
em outras espécies, podendo ser decorrentes de demanda de eventos de

polinizacao.

Sendo assim, ocorrem variagcbes nos compostos quimicos e deve-se direcionar o

uso dos 6leos de acordo com as maiores concentra¢des dos principios ativos.
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6. APENDICE

APENDICE A - Composi¢do quimica em percentual de area relativa de 35 compostos identificados nos 6leos essenciais das folhas de 21
gendtipos de Psidium guajava obtidos sazonalmente, considerando teores maiores que 1%.

Composto Estacéo Genotipo
(IKear) doano sgc PAL PS PET C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl0 Cl1 Cl2 C13 Cl4 C15 Cl6 C17
e} - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Benzaldehyde ! - - - - - - - - - 13 - - - 16 - - - - - - -
(960) p 1 Y
Vv - - 12 - 20 12 - 17 20 - - 23 - 16 - 26 19 29 - 20 -
0 - - - - - 46 54 107 - 49 - 40 32 21 - 54 21 - - - -
Limonene | - - - - - 24 39 56 - 53 - 15 45 95 - 115 72 - - - -
(1028) P - - - - - 94 95 113 - 71 - 32 136 32 - 125 86 - - - -
Vv - - 12 - - 95 83 178 - 65 - 67 133 137 - 206 171 - - - -
0 23 34 18 - 14 - 15 34 11 13 14 25 12 - - - - 18 - - -
1.8-Cineole | 55 44 59 13 12 - 17 18 11 20 58 - 19 22 - 29 22 25 - 24 32
(1031) P 61 39 47 53 26 57 49 33 23 32 36 30 41 19 29 36 45 36 21 36 28
Vv - 84 47 76 49 32 36 51 36 20 41 33 39 52 59 43 60 68 14 47 50
0] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
o-Terpineol I 16 2,0 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(1190) p 20 15 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Vv - 14 14 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
0 11 12 13 - - - - - - - - - ; ; ; ; - - - - -
o-Copaene | 18 13 26 - - - : : : : : : : - - - - . . : :
(1375) P ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) . . ) )
18 12 17 - - - - - - - - - - - - - ; - - ; ;
(continua...)

54



Composto Estacao Genotipo
(IKca®) doano gsgc PAL PS PET C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl0 Cl1 Cl2 Cl13 Cl4 Cl15 C16 Ci17
o) 250 250 269 150 10,8 125 123 11,0 11,3 97 199 48 125 441 215 65 440 115 68 80 192
(E)-Caryophyllene [ 231 192 22,1 103 66 84 96 11,3 96 12,1 162 7,8 11,4 489 127 109 39,7 122 12,1 105 142
(1417) P 68 58 40 11 32 63 43 51 77 70 33 31 41 111 32 41 100 84 60 46 52
v 26,6 194 231 102 76 78 93 76 102 94 198 68 77 264 141 62 248 91 80 67 176
o) 24 24 - - - - - - - - - - - - - - - - - - ;
Aromadendrene ' 3.3 2,8 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(1438) = 23 20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
v 43 29 - - - - - - - - - - - - - - - - - - ;
o) 34 35 43 26 132 196 225 - 131 179 187 92 - 60 197 103 56 209 11,4 13,6 184
w-Humulene [ 28 25 29 16 119 170 183 15 12,0 230 12,4 130 - 6,1 12,0 126 48 221 153 145 1272
(1452) P - - - - 53 104 82 - 85 126 26 54 - 1,6 29 65 - 142 89 77 37
v 33 25 33 16 12,7 160 169 - 125 165 208 111 - 34 129 99 31 181 132 11,9 158
o) - - - - - - - - - - - - 2,4 - - - - - - - -
(E)-Farnesene I ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1.8 ) ) 2,0 18 )
(1459) b ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
v - - - - 1,3 - - - - - - 1,6 - - - - - ; 1,7 ; ;
o) - - - - - - - - - - - - 2,1 - - - - - - - -
a_Acorad|ene | - - - - - - - - - - - - - - - 116 - - 118 118 -
(1463) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
(continua...)
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Composto Estacao Genotipo
(IKear) doano sgc PAL PS PET CI C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 CIl0 Cl1 Cl2 CI13 Cl4 Ci15 C16 Ci7
0] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
y-Gurjunene I ) ) 13 ) . ) . ) . . ) . . ) . . ) ) ) 14 )
(1475) P . . . . . . ) . ) ) . ) ) . ) ) . ) ) . .
v - - 10 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
e} - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
y-Curcumene I ) ) ) ) . ) . ) . . ) . . ) . 1.3 ) ) 16 ) )
(1480) P . ) . ) . ) . ) . . . . . . . . . ) ) ) )
Vv - - - - 15 - - - - - - 14 - - - - - - - - -
o) - - - - 76 88 74 100 61 33 - 77 11,9 - - 39 - 44 17 12 -
w-Curcumene | - - - - 40 30 35 73 32 39 - 57 59 - - 46 - 43 47 55 -
(1484) P - - - - 31 31 21 63 39 31 - 36 37 - - 34 22 45 49 46 -
Vv - - - - 31 30 39 45 33 34 - 40 55 - - 43 - 30 170 55 -
0 44 50 89 54 - - - - - - 104 - - - 83 - - - - - 102
p-Selinene | 76 64 151 95 - - - - - - 109 - - - 91 - - - - - 88
(1486) P 53 50 72 54 @ - - - - - - 85 - - - 55 - - - - - 87
Vv 76 56 95 82 - - - - - - 78 - - - 97 - - - - - 78
o) 40 45 84 54 - - - - - - 17 - - - 74 - - - - - 67
| 70 54 138 77 - - - 34 - - 93 - - - - - - - - 75
a-Selinene
(1495) 33 30 43 24 - - - 30 - - 50 - - - 36 - - - - - 55
Vv 65 49 84 63 - - .22 - .71 - - S A - - - - 66
(continua...)
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Composto Estacg&o Gendtipo
(IKcar) doano ggc pAL PS PET C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl0 Cl1 Cl12 Cl13 Cl4 Cl15 C16 C17
o) ; ; ; ; 97 11,1 88 93 84 54 - 79 137 - - 6,2 ; 60 89 96 ;
8-Bisabolene [ ; ; ; ; 50 38 43 67 45 6,0 - 73 69 - - 1,5 ; 51 125 11,7 -
(1509) P - - - - 25 30 23 41 50 40 - 39 28 - - 35 - 51 65 53 -
v ; ; ; ; 70 45 62 56 65 63 - 86 7.7 - - 7.1 ; 46 95 73 ;
o) - - - - - - - - - - - - - - - 1,9 . - - . .
8-Himachalene | ; ; ; ; 1,7 ; ; 25 13 15 ; 1,9 22 ; - 107 - - 58 50 ;
(1511) P - - - - - - 14 23 22 18 - 20 16 - - 1,9 . 20 25 25 .
Vv - - - ; 39 21 25 29 29 28 ; 40 27 ; ; 2,7 ; 1,7 20 23 ;
o) ; ; 1,7 ; 29 48 32 45 34 32 ; ; 7.2 ; ; 31 ; 30 40 56 ;
- | - - 1,6 ; 26 15 ; 2,9 ; 2,5 ; 26 3.2 ; ; 4,1 ; 1,7 67 58 ;
Sesquiphellandrene
(1523) P ; ; ; ; ; ; ; ; ; 1,6 ; ; ; ; ; ; ; 14 27 22 ;
Y, - - 1,6 ; 50 16 25 28 27 29 ; 41 45 ; ; 3,1 ; 21 61 44 ;
o) - - - ; ; ; ; ; ; 2,1 - - - - - 2,4 ; 1,6 - ; ;
wBisabolene I - - - ; 1,9 ; ; 24 16 1,8 - 22 24 - - 3,8 ; 14 43 38 ;
(1533) P . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16 15 .
v - - - ; 32 20 24 26 27 25 - 35 28 - - 2,6 ; 1,9 25 26 ;
o) 47 39 56 - 106 58 75 82 107 78 37 79 88 189 44 65 169 85 63 60 34
(E)-Nerolidol I 35 26 20 ; 58 93 78 60 113 64 24 63 95 176 33 29 153 7.1 30 39 26
(1566) 1,7 16 - ; 48 54 57 49 7.8 60 - 55 7,0 121 1,3 47 72 49 45 53 ;
v 38 34 46 ; 56 73 67 69 100 74 57 57 98 146 32 48 134 82 59 64 37
(continua...)
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Composto Estacao Gendtipo

(IKcar) doano sgc PAL PS PET ClI C2 €3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 CI10 Cll1 Cl2 C13 Cl4 Cl5 Cl6 C17
0 201 182 45 93 52 45 39 46 37 41 119 43 38 115 72 26 107 38 39 25 141
Caryophyllene I 11,9 180 48 94 43 55 54 51 50 30 78 36 59 51 87 18 57 47 21 23 84
((i)é'gg) P 214 206 112 91 82 84 70 80 64 60 99 60 93 97 96 56 94 64 69 61 104
Vv 155 166 62 80 25 39 42 32 40 37 54 19 32 69 81 20 69 35 30 28 81

e} - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

a-Cedrol I ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1.4 ) ) ) ) ) ) ) ) )
(1600) P - - - - 20 19 18 - 16 16 12 24 - - 1,3 20 - 18 15 16 11

Vv - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

0 - - 19 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Ledol | 14 14 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

(1600) = 15 15 16 . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Vv 13 13 14 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
0 - - - - 42 60 46 - 30 59 67 49 - - 47 27 - 49 37 24 15
Humulene epoxide | - - - - 63 80 80 - 56 52 47 55 - - 55 28 - 70 29 34 51
(1608) P - - - - 115 11,3 110 - 81 94 62 76 - - 64 85 - 103 93 89 62
Vv - - - - 30 66 66 - 47 60 40 33 - - 54 34 - 57 34 35 52

0 - - 20 - - - - - - - - - - - - - - - 20 - -

Selina-6-en-4-ol ! ) ) 14 21 ) ) ) 2,1 ) ) ) ) 1.9 ) 14 ) ) ) ) ) )
(1612) - - 22 30 - - - 37 - - 17 25 37 - 16 - - - - - 13

- - 15 19 - - - 16 - - - - 17 - 11 - - - - - -

(continua...)
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Composto Estacao Genotipo
(IKcar*) doano ggc PAL PS PET C1 C2 €3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Clo0 Cl1 Cl2 C13 Cl4 Ci15 C16 C17
o) 31 30 28 65 32 23 25 37 30 32 - 40 33 - - 3,8 - 27 42 35 13
, 26 28 26 59 38 29 27 27 27 18 12 28 34 - 15 15 - 22 18 22 13
epi-Cubenol (1629)
P 43 41 55 71 39 24 26 29 24 25 22 33 33 - 22 29 34 22 33 35 19
v 27 28 31 67 35 24 25 28 28 25 - 24 33 - 1,4 23 - 26 37 38 13
o) 40 34 19 472 - 2,3 - - 22 33 58 25 - 30 77 23 41 29 23 22 55
y-Eudesmol [ 30 39 24 46 34 48 48 - 35 37 88 31 - - 11 15 43 41 1,7 19 106
(1632) P 50 67 71 58 68 75 79 20 61 67 147 63 21 109 171 53 79 82 50 52 156
v 32 37 26 18 21 41 36 - 26 38 70 17 - 56 94 18 56 34 22 23 92
0] 9,1 7,6 3,9 9,8 - - - - - - - - - 6,5 5,3 - 9,3 - - - 3,4
Aromadendrene
_ [ 72 93 53 117 - 2,0 - 16 1,8 - - - 1,8 63 82 - 10,2 16 - - 8,5
epoxide

(1639) P 166 18,7 182 183 38 40 - 39 36 29 - 28 43 202 129 26 188 36 27 24 127
v 81 92 61 95 - 16 - - - 15 - - - 102 75 - 98 - - .70

o) 24 23 25 108 - - - - - - 3,6 - - - - - - - - - -

t-Cadinol [ 15 14 - 59 16 - - 15 1,4 - 72 15 16 - - - - - - - -

(1643) P - - - 37 21 - 39 20 16 - 128 24 22 - - 2,0 - - 19 20 -

v 16 16 17 79 - - - - - - 45 - - - - - . . . . .

o) 26 28 21 32 - - - - - - - - - 3,2 - - 3,0 . . . .

a-Muurolol I 20 20 13 21 17 - - - 1,4 - - - 2,0 - - - 2,9 - - - -
(1648) 21 23 20 23 17 - - - 13 - 13 - 21 42 13 - 40 - .15 12

Y 18 19 15 25 14 - - - - - - - 1,7 26 - - 2.6 . . . .

(continua...)
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Composto Estacao Genotipo
(IKca) doano sgc PAL PS PET ClI C2 €3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 CI10 Cll1 Cl2 C13 Cl4 Cl5 Cl6 C17
o) 85 98 185 245 - - - 3,8 - - 102 - - - 103 - - - - - 9,1
Selin-11-en-4a-ol [ 90 86 133 218 - 20 1,8 49 - - 84 - 2,6 - 144 - - 16 - - 120
(1658) P 84 92 163 176 18 16 17 62 - 13 129 - 33 45 138 - 50 1,6 - - 107
v 67 74 123 167 - - - 3,5 - - 109 - 15 21 84 - 2,1 - - - 7,6
0 29 24 10 33 243 129 173 241 231 192 - 271 219 21 1,7 281 28 17,7 249 227 172
p-Bisabolol I 22 29 16 35 244 178 174 197 219 126 1,8 21,7 21,3 - 23 11,4 2,7 148 129 142 24
(1673) P 44 56 55 53 184 105 124 156 153 12,7 37 179 162 73 41 172 67 109 170 172 3,9
v 24 27 1,9 30 203 154 136 195 191 151 13 168 208 33 20 156 3,2 173 207 216 18
o) - - - - - 25 31 - 22 56 - 26 20 - - 24 - 1,7 23 22 -
a-Bisabolol [ - - - - 21 51 51 16 18 37 - 18 18 - - - - - - - -
(1685) P - - - - 1,5 - 1,6 - 19 16 - 15 1,9 - - - - - 23 14 -
Vv - - - - 18 26 22 16 17 28 - 14 18 - - - - 15 19 19 -
o) - - - - 44 - - 42 58 - - 72 38 - - 70 - 46 46 40 -
(Z,E)-a-Bergamotol [ - - - - 6,5 - - 52 58 - - 37 59 - - 34 - 41 37 39 -
(1688) P - - - - 23 46 39 71 51 32 - 25 56 - - 24 - 48 42 25 -
v - - - - 51 20 18 49 51 18 - 43 54 - - 4,1 - 47 54 59 -
o) - - - - - - - - - - - - - 2,6 - - 1,5 - - 1,2 -
(2Z,6E)-Farnesol | - - - - 1,2 - - - - - - - - 2,7 - - 2,9 - - - -
(1721) L e s
(continua...)
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Estacdo Genotipo
doano sgc PAL PS PET C1 c2 C3 C4 C5 C6 c7 cs8 C9 Ci10 C11 Cl2 C13 C14 Ci15 Cl6 C17
Total o) 100 984 100 100 97,5 97,7 100 97,5 971 969 100 966 97,8 100 982 951 100 96 93 90,7 100
3 [ 97 969 100 974 96 935 943 958 955 958 969 934 961 100 979 92,6 979 965 949 96 968
\dentificado 921 915 898 864 855 955 922 91,7 91,9 943 896 849 909 887 897 887 877 939 938 896 909
\Y 97,2 969 100 91,9 975 968 968 968 964 969 984 964 97,3 969 968 974 965 97,1 976 956 96,7
(continua...)
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Genétipo

composto Edsot Zgnio SEC PAL PS PET C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 CIl0 Cl1 Cl2 <C13 Cl4 Cl5 Cl6 C17
o) - - - - - 47 54 11,0 - 51 - 41 33 21 - 57 21 - - - -
Monoterpeno | - - - - - 26 41 58 - 55 - 16 47 95 - 124 7.4 - - - -
Hidrogenado P - - - - - 98 103 123 - 75 - 38 150 36 - 141 98 - - - -
v - - 1,2 - - 98 86 184 - 6,7 - 70 137 141 - 211 17,7 - - - -
o) 23 35 18 - 1,4 - 15 35 11 1,3 14 26 12 - - - - 1,9 - - -
Monoterpeno [ 73 66 59 13 13 - 1,8 19 12 21 60 - 20 22 - 31 22 26 - 25 33
Oxigenado P 88 59 52 61 30 60 53 36 25 34 40 35 45 21 32 41 51 38 22 40 31
v - 101 61 83 50 33 37 53 37 21 42 34 40 54 61 44 62 70 14 49 52
o) 40,3 422 515 284 454 581 542 357 436 429 567 307 509 501 579 360 496 493 41,7 485 545
Sesquiterpeno [ 470 388 594 299 351 360 379 397 337 530 503 434 333 550 424 572 455 485 704 644 441
Hidrogenado P 192 17,3 17,3 10,3 165 239 199 227 297 319 217 212 134 144 170 218 139 379 353 317 254
v 515 37,7 486 286 464 383 451 290 423 452 564 483 31,7 30,7 459 369 289 41,7 51,3 426 494
o) 57,4 543 467 716 532 372 389 498 553 50,7 41,9 626 446 47,8 42,1 583 483 488 583 515 455
Sesquiterpeno [ 457 546 347 688 636 614 562 526 651 380 437 550 600 31,7 576 27,3 449 489 296 331 526
Oxigenado P 720 768 775 836 805 603 645 614 666 572 743 71,5 671 799 798 600 712 583 625 643 715
v 485 522 429 631 465 474 426 455 519 460 394 389 506 481 480 349 452 483 47,3 504 454
(@] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Benzaldehyde ! ) ) ) ) ) ) ) ) ) 14 ) ) ) 16 ) ) ) ) ) ) )
- - - - - - - - 1,2 - - - - - - - - - - - -
v - - 1,2 - 21 12 - 1,8 21 - - 2,4 - 1,7 - 27 20 30 - 2.1 -

*Indice de Kovats calculado (IKcy)

. EstacBes do ano:

Outono (0O), Inverno (1), Primavera (P) e Verao (V). Genotipos de Psidium guajava: Século XXI (SEC), Paluma (PAL),

Pedro Sato (PS), Petri (PET), Cortibel LG (C1), Cortibel LM (C2), Cortibel 3 (C3), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel 5 (C5), Cortibel RM (C6), Cortibel 7 (C7), Cortibel Branca
RM (C8), Cortibel 9 (C9), Cortibel 10 (C10), Cortibel 11 (C11), Cortibel 12 (C12), Cortibel 13 (C13), Cortibel RG (C14), Cortibel SLG (C15), Cortibel 16 (C16) e Cortibel 17

(C17).
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Cromatogramas (GC-FID) dos 6éleos essenciais de 21 gendétipos de Psidium guajava nas quatro
estacdes do ano. Gendtipos de Psidium guajava: Século XXI (SEC), Paluma (PAL), Pedro Sato (PS),
Petri (PET), Cortibel LG (C1), Cortibel LM (C2), Cortibel 3 (C3), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel 5
(C5), Cortibel RM (C6), Cortibel 7 (C7), Cortibel Branca RM (C8), Cortibel 9 (C9), Cortibel 10 (C10),
Cortibel 11 (C11), Cortibel 12 (C12), Cortibel 13 (C13), Cortibel RG (C14), Cortibel SLG (C15),
Cortibel 16 (C16) e Cortibel 17 (C17).
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Resumo: O mosquito Aedes aegypti L. € um dos principais vetores de diferentes
virus, incluindo dengue e chikungunya e o controle desse vetor tem sido um grande
e desafiador problema de saude publica. Atualmente sdo utilizados principalmente
inseticidas sintéticos no controle populacional desse vetor, que séo eficientes, porém
criam uma série de problemas ambientais. Os produtos naturais constituem um
método alternativo por serem eficazes, facilmente biodegradaveis e de baixo custo.
Nesse contexto, recentemente 0s Oleos essenciais das folhas das goiabeiras
(Psidium guajava L.) demonstraram atividade larvicida promissora em larvas de A.
aegypti. No entanto, a existéncia de quimiotipos distintos de 6leos essenciais nessa
espécie torna necessario o conhecimento se essa variacao influencia na atividade
larvicida. Os Oleos essenciais das cultivares SEC, C4, C6, PAL e PET foram

avaliados quanto ao efeito larvicida em A. aegypti e se mostraram muito eficientes,
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com CLso que variam de 39,48 a 64,25 pg.mL™. SEC apresentou-se como a cultivar
mais promissora, pois além de ter menor valor de CLsp, teve maior rendimento de
extracdo, que variou de 0,15 a 0,37% para as cinco cultivares. O perfil
cromatografico dos 6leos essenciais apresentou majoritariamente sesquiterpenos,
permitindo inferir que esse grupo de compostos contribui para o efeito larvicida,
corroborando com trabalhos que utilizaram esses padrbes e em maioria
apresentaram toxicidade as larvas de A. aegypti. Entretanto, ndo se pode excluir a
presenca, mesmo que minoritaria, dos outros compostos, que podem estar
auxiliando na atividade biol6gica avaliada. Ainda, a utilizacdo dos 6leos essenciais,
além de ser mais uma alternativa ao controle de um inseto vetor de doencas, pode
gerar novas fontes de recursos aos produtores de goiaba, uma vez que na conducao
da cultura grande quantidade de matéria vegetal € gerada em decorréncia das

sucessivas podas para a producao.

Palavras-chave: Psidium guajava; atividade larvicida; sesquiterpenos.

Abstract:

The mosquito Aedes aegypti L. is one of the largest vectors of pathogens, including
dengue and chikungunya viruses and the control of this vectoris a challenge.
Currently, mainly synthetic insecticides are used to control the vector, which are
efficient, but they rise a series of environmental problems. Natural products are an
alternative method because they are effective, easily biodegradable and inexpensive.
In this context, recently the essential oils of guava leaves (Psidium guajava L.) have
shown promising larvicidal activity against A. aegypti larvae. However, the existence
of different chemotypes of essential oils in this species makes it necessary to know if
this variation influences larvicidal activity. The essential oils of the cultivars SEC, C4,
C6, PAL and PET were evaluated for the larvicidal effect in A. aegypti and were very
efficient, with LCsp ranging from 39.48 to 64.25 ug.mL™. SEC presented the most
promising cultivar, because in addition to having a lower value of LCso, it had a higher
extraction yield, which varied from 0.15 to 0.37% for the five cultivars. The
chromatographic profile of the essential oils presented mainly sesquiterpenes,
allowing to infer that this group of compounds contributes to the larvicidal effect,
corroborating with works that used these standards and in the majority presented

toxicity to the larvae of A. aegypti. However, the presence, even if minority, of the
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other compounds, which may be assisting in the evaluated biological activity can not
be excluded. Moreover, the use of essential oils, besides being an alternative to the
control of insect vectors, can generate new income sources for guava producers,
since in the conduction of the crop a large amount of vegetal matter is generated as

a result of successive prunings.

Keywords: Psidium guajava; larvicidal activity; sesquiterpenes.

1. INTRODUCAO

Os virus da dengue, zika e a febre chikungunya, sdo exemplos de patdgenos
transmitidos pela fémea do mosquito do género Aedes (Diptera: Culicidae) e
ocorrem principalmente em regifes urbanas tropicais e subtropicais do mundo
devido a capacidade de adaptacdo do mosquito transmissor a esses ambientes
(RAJ et al., 2015; TAUIL, 2014). O aumento de ocorréncia da dengue e de outras
viroses tem sido preocupacdo para a sociedade e autoridades de saude, uma vez
gue houve aumento de casos ao longo das ultimas décadas ligados a proliferacao
do principal vetor, o Aedes aegypti L. (VIANA; IGNOTTI, 2013).

Uma das principais formas de combater esse vetor € através de produtos quimicos,
como os piretroides principalmente e organofosforados (MACORIS et al.,, 2014).
Apesar de esses compostos serem eficientes, varios estudos tém demonstrado que
a aplicacdo continua de inseticidas organicos sintéticos pode dar origem ao
desenvolvimento de populagfes resistentes de A. aegypti (CADAVID-RESTREPO;
SAHAZA; ORDUZ, 2012; MELO-SANTOS et al., 2010). Além disso, a utilizacdo
desses produtos possui efeito nocivo a saude humana e ao ambiente (ARIAS-
ESTEVEZ et al., 2008). Essas preocupacdes alertam a comunidade cientifica para a
busca de alternativas no controle dos vetores de doengas (BEZERRA-SILVA et al.,
2016).

Uma opcao de controle do A. aegypti é a utilizacdo de compostos naturais que
tenham efeito larvicida ou inseticida. Os produtos naturais geralmente séao preferidos
por serem menos NOCivos aos organismos nao alvos, devido a sua
biodegradabilidade, eficiéncia e baixo custo (GOVINDARAJAN et al., 2011). Assim,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X09003350
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167880907001934
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167880907001934
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novas alternativas tém sido pesquisadas, como a utilizacdo de bactérias (WILLIAMS
et al., 2014) e dleos essenciais com efeito larvicida (DIAS et al., 2015).

Espécies vegetais que apresentam atividade larvicida em vetores, a exemplo das
goiabeiras (Psidium guajava L.), com ampla ocorréncia no pais, sado de facil acesso
e reconhecimento pela populacdo, podendo ser relevantes na elaboragdo de
alternativas de controle. Recentemente os Oleos essenciais das folhas das
goiabeiras demonstraram atividade larvicida em A. aegypti (LIMA et al., 2011).
Outras espécies vegetais com caracteristicas de 06leos essenciais similares,
formados majoritariamente por mono e sesquiterpenos, também tém mostrado
eficiéncia para esse fim, como Psidium myrsinites, Eugenia piauhiensis, Siparuna
camporum, Lippia gracilis (DIAS et al., 2015), Piper aduncum (OLIVEIRA et al.,
2013), Nigella sativa (RAJ et al., 2015), Murraya exoética (KRISHNAMOORTHY et al.,
2015), Feronia limonia (SENTHILKUMAR; JAYARAMAN; VENKATESALU, 2012) e
Mentha spicata (GOVINDARAJAN et al., 2011).

Mas, embora com atividades larvicidas comprovadas, os 6leos essenciais podem
apresentar variacbes nas composicfes quimicas devido a causas genéticas,
ambientais e do estagio de desenvolvimento da planta (KULHEIM et al., 2015;
MORAIS, 2009). Essas variagbes podem interferir em suas bioatividades e
consequentemente nos potenciais usos. Quanto ao fator genético, cultivares de
goiabeiras brasileiras apresentaram quimiotipos distintos relatados (SOUZA et al.,
2017). Quimiotipos representam a diversificacdo da composicdo quimica do 6leo
essencial, resultante da interacdo entre as caracteristicas genéticas da planta e das
condicbes ambientais (JANNUZZI et al., 2011). O estudo de cultivares é importante
pela padronizacdo do gendtipo, pela busca de cultivares mais eficientes para o fim
indicado e também por agregar valor ao material vegetal foliar, pois durante o
manejo da cultura ocorre grande disponibilidade de folhas em func&o das sucessivas

podas para a producao.

Neste estudo, objetivou-se avaliar a ocorréncia de varia¢cdes nas atividades de 6leos
essenciais oriundos de cinco cultivares de goiabeiras, de quimiotipos distintos,
comercialmente cultivadas no Brasil em relacdo ao efeito larvicida em A. aegypti.
Para isso, a concentragdo e constituicdo quimica dos Oleos essenciais de cada

cultivar foram obtidas, visando direcionamento de aplicagdo baseado na maior



74

eficiéncia em larvas desse vetor. Os resultados obtidos agregam conhecimentos
guanto a adocao de alternativas no controle do A. aegypti com a espécie P. guajava,

amplamente disseminada no pais.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras vegetais foram coletadas no municipio de Alegre, no estado do Espirito
Santo, situado na latitude sul (20° 45’), longitude oeste (41° 31’°) e altitude de 254
metros. O pomar experimental utilizado nesse estudo esta localizado no municipio
de Alegre desde julho de 2013, estando sob condi¢cdes naturais, sem irrigacao,
sombreamento e podas. Os experimentos foram conduzidos no laboratério de
Preparo de Amostra Vegetal e laboratorio de Genética e Melhoramento Vegetal do
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal do Espirito
Santo (CCAE-UFES, Alegre, ES) e no laboratério de Ecotoxicologia e Ecofisiologia
da Universidade Federal de Vicosa (UFV, Vicosa, MG).

2.1. Coleta e extracéo dos 6leos essenciais das folhas de cinco cultivares de P.

guajava

Material vegetal - Foram coletadas folhas de cinco cultivares de P. guajava: Paluma
(PAL), Século XXI (SEC), Petri (PET), Cortibel Branca LG (C4) e Cortibel RM (C6). O
experimento foi instalado em DBC, sendo trés blocos. Para cada cultivar utilizada,

foram realizadas coletas utilizando plantas de todos os blocos de forma a tornar
aleatéria qualquer diferenca entre elas. As coletas foram realizadas as 9h da manha
do dia 20/02/16. Foram retiradas folhas na altura do peito (1,3 m) e ao redor do
didmetro da copa. Cerca de 1000 folhas totalmente desenvolvidas foram coletadas
para obtencdo do 6leo para a caracterizacdo dos compostos quimicos e para 0s
ensaios larvicidas. O material foi acondicionado em sacos de papel, identificado e
transportado para o laboratorio de Genética e Melhoramento Vegetal do CCAE-
UFES. As folhas foram secas a sombra e em temperatura ambiente por uma
semana. Esse processo tem, entre outros objetivos, o de reduzir tempo e custo de
destilacdo, aumentar a estabilidade do produto, inibir atividade enzimética, que pode
decompor ou modificar os principios aromaticos originais e estabilizar cor, odor,
sabor e textura (CERIMELE; RINGUELET, 2008). Posteriormente, as folhas secas
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foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer a -9 °C até a

extracao do 6leo essencial.

Extracao dos 6leos essenciais - Os 6leos essenciais foram obtidos no laboratério de

Preparo de Amostra Vegetal do CCAE-UFES por hidrodestilacdo em aparelho
Clevenger, durante quatro horas de extracdo de acordo com a metodologia
recomendada pela Farmacopeia Brasileira para Oleos volateis (BRASIL, 2010). Nas
extracOes foram utilizadas cerca de 100 g de folhas secas em aproximadamente
1000 mL de a4gua de osmose reversa, em baldo de fundo redondo de 2000 mL. Os
vapores de agua e de Oleo se misturaram e apOs o resfriamento ocorreu a
condensacdo das moléculas, que foram separadas por diferenca de solubilidade e
densidade. A mistura de 6leo e agua foi colocada em eppendorf, centrifugada e o
oleo foi removido com micropipeta e armazenado em freezer a -20 °C, protegido de

luminosidade.

2.2. Determinacéao do rendimento da extracdo dos Oleos essenciais

Foram determinados os rendimentos das extragdes dos cinco 6leos essenciais a fim
de observar se além de eficientes, por apresentarem efeito larvicida, sao viaveis de
serem utilizados. Essa viabilidade pode ser demonstrada por um bom rendimento,
por exemplo. Para isso, foi utilizada, em triplicata, a razdo massa seca da planta em
relacdo & massa do 6leo extraido (m.m™). A pesagem foi realizada no laboratério de
Preparo de Amostra Vegetal do CCAE-UFES, utilizando uma balanca analitica

(Shimadzu AUY220) com quatro casas decimais.

2.3. Perfil cromatogréfico de 6leos essenciais

Identificacdo dos constituintes dos o6leos essenciais - As amostras dos o6leos

essenciais extraidos das folhas foram analisadas por Cromatografia Gasosa com
detector de Ionizacdo de Chama (GC-FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) (Shimadzu
GCMS-QP2010 SE). Para essas analises, as seguintes condicbes foram
empregadas: o gas arraste utilizado foi o He para os dois detectores com fluxo e
velocidade linear de 2,80 mL.min™ e 50,8 cm.seg™ (GC-FID) e 1,98 mL.min™ e 50,9
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cm.seg™ (GC-MS), respectivamente; a temperatura do injetor foi de 220 °C na razéo
split de 1:30; coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm); fase estacionaria
Rtx®-5MS (0,25 pym de espessura do filme); a temperatura do forno teve a seguinte
programacao: temperatura inicial de 40 °C, a qual permaneceu por 3 minutos e em
seguida a temperatura foi aumentada gradativamente a 3 °C.min™* até atingir 180 °C,
em que permaneceu por 10 minutos, tendo um tempo total de analise de 59,67 min;
as temperaturas utilizadas nos detectores FID e MS foram de 240 e 200 °C,
respectivamente (SOUZA et al., 2017).

As amostras utilizadas foram retiradas dos vials em um volume de 1 pyL de uma
solucéo de 3% de 6leo essencial dissolvido em hexano com DMA 0,1 mol.L™ (padréo

externo para controle de reprodutibilidade).

As analises por GC-MS foram realizadas em um equipamento por impacto eletrénico
com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura de 1000; intervalo de
varredura de 0,50 fragmentos.seg™ e fragmentos detectados de 29 a 400 (m/z). As
andlises por GC-FID foram realizadas por uma chama formada por H, e ar
atmosférico com temperatura de 300 °C. Foram utilizados fluxos de 40 mL.min™ e
400 mL.min™ para H; e ar, respectivamente. A deteccdo dos fons ocorre quando os
compostos organicos presentes na amostra sdo misturados com o gas de arraste
(He) e é produzida uma corrente proporcional a quantidade desses compostos na
amostra. Se somente o He e o H; forem misturados, uma pequena corrente é

produzida entre os eletrodos.

A identificacdo dos componentes dos Oleos essenciais foi realizada pela
comparacao dos espectros de massas obtidos com os disponiveis no banco de
dados da espectroteca (Wiley 7, NIST 05 e NIST 05s) e pelos indices de retencédo de
Kovats (IK). Para o calculo dos IK, foi utilizada uma mistura de alcanos saturados C+-
Ca0 (Supelco-USA) e o tempo de retencdo ajustado de cada composto, obtidos
através do GC-FID. Em seguida, os valores calculados para cada composto foram
comparados com os da literatura (ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2016; NIST, 2011).

O percentual relativo de cada composto do 6leo essencial foi calculado através da
razao entre a area integral dos picos e a area total de todos os constituintes da

amostra, dados obtidos pelas analises realizadas em GC-FID. Os compostos com
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area relativa acima de 1% foram identificados e acima de 10% foram considerados

majoritarios.

2.4. Acdao larvicida dos 6leos essenciais em larvas de A. aegypti

Para verificar a bioatividade do 6leo essencial frente as larvas de quarto instar (L4)
de A. aegypti (PPCampos strain, Campos dos Goytacazes, RJ), foram realizados
ensaios no laboratoério de Ecotoxicologia e Ecofisiologia da UFV durante os dias 13 e
25 de junho de 2016. As larvas foram obtidas a partir de uma colbnia de sucessivas
geracBes mantida no insetario do Departamento de Biologia Geral da UFV. As larvas
foram eclodidas e mantidas em agua declorada, sendo alimentadas diariamente com
racdo de tartaruga (Reptolife, Alcon Pet, Camburia, SC, Brasil), sob temperatura
controlada (25 + 2 °C) e fotoperiodo de 12 horas até L4, sendo este o tamanho ideal
para a realizacdo dos ensaios de ac¢ao larvicida, seguindo a metodologia descrita por

Consoli e Oliveira (1994) e WHO (2005), com algumas adaptacoes.

Os ensaios biolégicos foram realizados em quintuplicata com 25 larvas por
tratamento. Foram utilizados cinco 6leos essenciais de cultivares de P. guajava
previamente selecionados a partir dos resultados obtidos por Souza et al. (2017). As
cultivares PAL e SEC foram escolhidas para o ensaio larvicida por apresentarem um
alto rendimento do Oleo essencial, além da PAL ser a mais cultivada no Brasil
(PEREIRA; KAVATI, 2011). A variedade PET foi selecionada por ser considerada
por Souza et al. (2017) uma das cultivares, com composi¢cdo quimica dos Oleos
essenciais, menos afetada pelo ambiente. As cultivares C4 e C6 foram
selecionadas, pois a C4, em ensaio prévio, apresentou efeito larvicida e juntamente
com a C6 apresentaram um bom rendimento, além de apresentarem quimiotipos

distintos das demais.

Para os ensaios larvicidas, foram preparadas solu¢cbes dos cinco Gleos essenciais
com DMSO 1% (v.v') nas concentragées: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 75 e 100 pg.mL™
para as cultivares SEC, C4 e C6; além dessas concentracgdes foi utilizado 70 pg.mL™
para as cultivares PAL e PET. As larvas foram separadas com auxilio da pipeta de
Pasteur e posteriormente distribuidas em recipientes de vidro contendo 100 mL das
diluicdes. Foram utilizadas 25 larvas (L4) por tratamento, sob temperatura controlada

(25 £ 2 °C) e fotoperiodos de 12 horas. Além disso, uma solugdo controle foi
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preparada utilizando DMSO 1% como controle negativo e solugdo de Deltametrina
0,06 pg.mL™* (Decis 25 EC, 25 g.L™, concentrado emulsionavel, Bayer S. A., Sdo

Paulo, SP) como controle positivo (CLgp).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), seguindo o
esquema fatorial 3 x 8 (6leos essenciais x concentracdes) para SEC, C4 e C6; 2 x 9
(6leos essenciais x concentragdes) para PAL e PET, totalizando 42 tratamentos com
cinco repeticbes em cada, de modo que foram realizados 210 ensaios. Além desses,
foi utilizado controle positivo, com cinco repeticdes. O ensaio com 0 controle
negativo sempre era realizado antes de iniciar os experimentos, utilizando cinco
repeticbes. Dessa forma, foram totalizados 215 ensaios, utilizando 5375 larvas (25
larvas/ensaio), além das utilizadas no controle negativo. A verificacdo da mortalidade
foi realizada 24 horas ap6s o inicio de cada ensaio. Foram consideradas mortas as
larvas que ndo apresentaram movimento ou ndo responderam aos estimulos com a

pipeta de Pasteur.
2.5. Andlise estatistica dos dados

Para encontrar os valores da concentracdo letal média para matar 50% da
populacdo (CLsp) e concentracéo letal média para matar 90% da populacao (Clgo),
foi utilizada regressado logistica a partir do modelo Probit a 5% de probabilidade

utilizando o Programa R, verséo 3.3.2 (R, 2016).

Para comparar os rendimentos dos 6leos essenciais das cinco cultivares, utilizou-se
o teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do Programa R, versdo 3.3.2 (R,
2016).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Rendimento dos 6leos essenciais
As cultivares SEC, PAL e C4 apresentaram os maiores rendimentos (% m.m™) de

extracbes dos Oleos essenciais (0,35%, 0,37% e 0,33%, respectivamente) e

diferiram significativamente das cultivares C6 e PET (0,18% e 0,15%,
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respectivamente). A maioria dos rendimentos obtidos foi menor que os relatados
para as mesmas cultivares em condi¢ao de cultivo, com adubacéo, irrigacao e podas
para a producéo, descritos por Souza et al. (2017), na qual os rendimentos foram de
0,32, 0,54, 0,34, 0,50 e 0,42% para SEC, PAL, C4, C6 e PET, respectivamente. Por
outro lado, Lima et al. (2010) obtiveram rendimentos menores de SEC e PAL de 0,11

e 0,09%, respectivamente.

Sao encontrados diferentes valores de rendimentos de Oleos essenciais de
goiabeiras sem especificar o gendtipo, com 0,4% (KAMRAN et al., 2012) e 0,11%
(SANTOS; RAO; SILVEIRA, 1998). Deve-se considerar que apesar desses
resultados terem sido expressos na razao da massa seca da planta em relacdo a
massa do Oleo, diferentes metodologias de extracdo foram utilizadas em espécies
sob diferentes condi¢cBes de cultivo, o que justifica as diferencas observadas. Apesar
dessas variagdes, os rendimentos obtidos neste trabalho estdo dentro do esperado,
de acordo com o que outros pesquisadores encontraram. Adicionalmente, os valores
de rendimentos obtidos estdo préximos aos encontrados em espécies exploradas
comercialmente (SANTOS, 2011).

3.2. Atividade larvicida

Os Oleos essenciais obtidos das cinco cultivares de P. guajava apresentaram
atividade larvicida, em concentracdes variando entre 39,48 e 64,25 pg.mL™ para
obtencdo das Clsy e de 57,34 a 86,00 pg.mL™ para CLg. As cultivares diferiram
guanto ao efeito larvicida e foram organizadas em ordem decrescente de atividade

dos 6leos. O modelo probit se ajusta aos dados (p>0,05) (Tabela 1).



Tabela 1. Toxicidade dos 6leos essenciais de cultivares de Psidium guajava em larvas de Aedes aegypti.

Razdo de Razao de
Cultivar  n? Inclinacdo + EP® CLso (IC & 95%)° ClLoo (IC 295%)"  toxicidade toxicidade y?* p'
(CLso) (CLoo)
SEC 1000 0,12 + 0,01 39,48 (30,61-50,85) 57,34 (46,41-71,09) 1,00 1,00 0,04 1,00
C4 1000 0,11 + 0,01 51,11 (39,91-65,46) 71,56 (58,01-88,64) 0,77 0,80 0,04 1,00
C6 1000 0,11 + 0,01 53,47 (41,71-68,54) 73,84 (59,73-91,68) 0,74 0,78 0,02 1,00
PAL 1125 0,12 + 0,01 63,35 (49,51-81,13) 82,44 (66,40-102,76) 0,62 0,70 0,04 1,00
PET 1125 0,11 + 0,01 64,25 (50,12-81,71) 86,00 (68,30-104,94) 0,61 0,67 0,03 1,00

®Numero de larvas utilizadas. bInclinac;élo da reta com erro padrdo. °“Concentracdo Letal média para matar 50% da populacdo (em pg.mL™) com intervalo de
confianga a 95%. dConcentra(;z?lo Letal média para matar 90% da populacéo (em pg.mL™) com intervalo de confianca & 95%. “Qui-quadrado. 'Probabilidade. Século

XXI (SEC), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel RM (C6), Paluma (PAL) e Petri (PET).
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Como ainda ndo h& uma faixa de concentracdo padrdo para determinar a eficiéncia
da atividade larvicida em 6leos essenciais, alguns pesquisadores sugerem alguns
critérios. Segundo Komalamisra et al. (2005), 6leos essenciais com CLso menor que
50 pg.mL? sdo considerados de plantas promissoras, sendo muito eficientes;
valores entre 50 e 100 pg.mL™ sdo moderadamente ativos; entre 100 e 750 pg.mL™
sao eficazes e acima disso sdo considerados inativos para ensaios larvicidas, sob 48
horas de exposi¢cdo ao 6leo. De acordo com Kiran et al. (2006), sdo considerados
6leos com efeito larvicida significativo, aqueles com CLsy menor do que 100 pg.mL™,
sob avaliagdo de 24 horas. Deve-se considerar que esses critérios estdo
relacionados ao tempo de exposi¢cdo aos 6leos e a origem das larvas, os quais
podem alterar os valores de CLso. Ambos os autores utilizaram larvas de A. aegypti

mantidas em laboratério em sucessivas geracoes.

Nos ensaios ndo foram observadas larvas mortas no controle negativo, constituido
por solucédo de DMSO 1%. Para obtencdo da porcentagem de mortalidade das L4
submetidas ao controle positivo, foi utilizado o piretroide Deltametrina na
concentracdo de 0,06 pg.mL™ para matar 90% da populacdo. A taxa de mortalidade

obtida foi de (90,4 * 2,2)%, demonstrando a eficiéncia desse composto.

Os valores de CLsy encontrados para os cinco 6leos essenciais avaliados neste
estudo foram menores que 100 pg.mL™, podendo ser considerados ativos em L4 de
A. aegypti, de acordo com os critérios estabelecidos pelos autores citados (Figura 1).
No APENDICE foram apresentadas as curvas com seus respectivos intervalos de

confianca a 95%.

A atividade larvicida do Oleo essencial pode ocorrer por diferentes mecanismos. A
mortalidade ou deformidades em diferentes estagios de desenvolvimento pode
ocorrer com repeléncia e dissuasédo, sendo a atividade repelente o0 modo de acédo
mais comum do 6leo essencial e seus principais compostos. Devido ao efeito de
contato, o 6leo pode atuar em enzimas digestivas e neuroldgicas e interagir com
tegumento do inseto (ISMAN, 2006). Durante os ensaios foram observados tremores
seguidos por paralisia e permanéncia das larvas no fundo dos recipientes, levando a

morte.
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Figura 1. Curvas de mortalidade das larvas apos 24h de exposicdo aos Oleos
essenciais das cultivares: Século XXI (SEC), Cortibel Branca LG (C4) e Cortibel RM
(C6), Paluma (PAL) e Petri (PET). Os pontos marcados em preto demonstram 0s
valores1 de CLso = Concentracdo Letal média para matar 50% da populacédo (em
Hg.mL™).

A cultivar SEC apresentou destaque, por ter os menores valores de CLsg € ClLgp. AS
cultivares C4 e C6 tiveram um comportamento similar quanto a eficiéncia dos seus

Oleos e 0 mesmo foi observado para as cultivares PAL e PET (Figura 1).

Em ensaio larvicida realizado por Lima et al. (2011) com O6leo essencial de P.
guajava em A. aegypti, foi relatado o valor de ClLso de 24,7 pg.mL™ (LIMA et al.,
2011), porém, sem definir o gendtipo utilizado, o que € um problema para essa
espécie, que possui polinizacdo cruzada e ampla variabilidade genética (COSER et
al., 2014). Aliado a isso, a existéncia de diferentes quimiotipos de 6leos essenciais
de goiabeiras (SOUZA et al., 2017), demonstra a necessidade de avaliar diferencas
nas atividades dos o6leos em funcdo das cultivares, visando identificar as mais
indicadas para esse fim. Alteracbes na composicdo dos o6leos podem ser as
responsaveis por diferencas nos efeitos bioldgicos, o que foi observado através dos
resultados obtidos neste trabalho.
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3.3. Composic¢ao quimica dos éleos essenciais

Variacfes quali e semiquantitativas foram observadas entre os 0leos essenciais das
cultivares, fato que justifica os diferentes valores de CL encontrados e os efeitos

variados nas eficiéncias dos cinco 6leos essenciais avaliados.

Vinte e nove compostos com area relativa>1% foram identificados (Figura 2 e 3 e
Tabela 2), os quais totalizaram mais de 90% das composi¢cdes dos 6leos essenciais
das cinco cultivares. Todos eles apresentaram mais de 70% de sesquiterpenos em
suas constituicbes e teores relativamente baixos de monoterpenos. O Unico
composto encontrado que nao possui natureza terpénica foi o Benzaldehyde em

baixo teor (1,7%) na cultivar C4.

A cultivar SEC, mais eficiente quanto a atividade larvicida, apresentou 100% da
constituicdo do 6leo de sesquiterpenos, dos quais 51,5% foram hidrogenados e
48,5% oxigenados. Essa caracteristica a diferiu dos 6leos das demais cultivares, que
além de sesquiterpenos, apresentaram monoterpenos e Benzaldehyde. Varios
trabalhos associam a presenca de um padrdo sesquiterpénico majoritario a atividade
larvicida em A. aegypti (GOIS et al., 2011; KIRAN et al., 2006; MAGALHAES et al.,
2010; SANTOS et al., 2006), pois os Oleos exibiram toxicidade as larvas com baixos
valores de CLsp, chegando a 16,5 ug.mL™* (KIRAN et al., 2006) utilizando
Chloroxylon swietenia, em experimento com 24h de exposi¢do dos 6leos as larvas.
Nesses trabalhos € possivel observar 6leos essenciais com presenca majoritaria de
(E)-Cayophyllene (SANTOS et al., 2006) e Caryophyllene oxide (GOIS et al., 2011,
MAGALHAES et al., 2010), que também foram identificados nos 6leos essenciais
dos cinco genotipos de P. guajava.

As cultivares C4 e C6, que tiveram atividade larvicida intermediaria, além de grande
guantidade de sesquiterpenos, apresentaram monoterpenos hidrogenados, diferindo
das demais cultivares que ndo apresentaram esses compostos com area
relativa>1%. Govindarajan, Rajeswary e Benelli (2016), ao estudarem os 6leos
essenciais de Pinus kesiya, observaram a presenca majoritaria de monoterpenos
hidrogenados e atividade larvicida em A. aegypti com Clsy de 57,0 pg.mL™. Os
autores atribuiram a atividade biologica principalmente a presenca desses

compostos. Dessa forma, os monoterpenos hidrogenados, aliados a grande
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quantidade de sesquiterpenos, podem estar contribuindo para a maior eficiéncia de
C4 e C6 em relacdo a PAL e PET.

Os perfis cromatograficos dos o6leos de PAL e PET foram constituidos
majoritariamente por sesquiterpenos oxigenados, bem como também apresentaram

monoterpenos oxigenados. Essas cultivares tiveram resultados inferiores em relagéo
a atividade larvicida em A. aegypti.

aMH sMO mSH SO

SEC C4 C6 PAL PET

Cultivar

Area relativa (%)
N w Y gl (2] ~l
o o o o o (@]

=Y
o

o

Figura 2. Area relativa das classes terpénicas em relacdo as cultivares Século XXI
(SEC), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel RM (C6), Paluma (PAL) e Petri (PET).
Monoterpeno hidrogenado (MH), Monoterpeno oxigenado (MO), Sesquiterpeno
hidrogenado (SH) e Sesquiterpeno oxigenado (SO).

Os compostos que tiveram area relativa>10% estdo em destaque na Tabela 2. Em
trabalhos que avaliaram a atividade larvicida, apos 24h, utilizando larvas de A.
aegypti em exposicdo aos padrdes majoritarios em destaque, a maioria mostrou
bioatividade (PERUMALSAMY; KIM; AHN, 2009; RAJKUMAR; JEBANESAN, 2010;
ROCHA et al., 2015; SILVA et al., 2008; SUTTHANONT et al., 2010).
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1 — Benzaldehyde; 2 — Limonene; 3 — 1,8-Cineole; 4 — a-Terpineol; 5 — a-Copaene; 6 — (E)-Caryophyllene; 7 — Aromadendrene; 8 — a-Humulene; 9 — a-Curcumene; 10 — B-
Selinene; 11 — a-Selinene; 12 — B-Bisabolene; 13 — B-Himachalene; 14 — B-Sesquiphellandrene; 15 — a-Bisabolene; 16 — (E)-Nerolidol; 17 — Caryophyllene oxide; 18 — Ledol; 19
— Humulene epoxide; 20 — Selina-6-en-4-ol; 21 — epi-Cubenol; 22 — y-Eudesmol; 23 — Aromadendrene epoxide; 24 — t-Cadinol; 25 — a-Muurolol; 26 — Selin-11-en-4a-ol; 27 — B-
Bisabolol; 28 — a-Bisabolol; 29 — (Z,E)-a-Bergamotol. Monoterpeno hidrogenado: 2; Monoterpeno oxigenado: 3-4; Sesquiterpeno hidrogenado: 5-15; Sesquiterpeno oxigenado:
16-29.

Figura 3. Estruturas quimicas dos 29 compostos identificados em cinco cultivares de Psidium guajava. g5



86

Tabela 2. Identificacdo quimica e area relativa (%) dos compostos presentes nos
Oleos essenciais de cinco cultivares de Psidium guajava.

Cultivar / Are (%)

a b c
n Composto Wea™ 1K™ —gpc 2 C6  PAL  PET
1 Benzaldehyde 960 952 - 1,7 - - -
2 Limonene 1028 1024 - 17,8 6,5 - -
3 1,8-Cineole 1031 1026 - 51 2,0 8,4 7,6
4 o-Terpineol 1190 1186 - - - 1,4 -
5 a-Copaene 1375 1374 1,8 - - 1,2 -
6 (E)-Caryophyllene 1417 1417 26,6 7,6 9,4 19,4 10,2
7 Aromadendrene 1438 1437 43 - - 2,9 -
8 a-Humulene 1452 1452 3,3 - 16,5 2,5 1,6
9 a-Curcumene 1484 1487 - 4,5 34 - -
10 B-Selinene 1486 1489 7,6 - - 5,6 8,2
11 a-Selinene 1495 1498 6,5 2,2 - 4,9 6,3
12 [-Bisabolene 1509 1505 - 5,6 6,3 - -
13 B-Himachalene 1511 1500 - 2,9 2,8 - -
14  B-Sesquiphellandrene 1524 1521 - 2,8 29 - -
15 a-Bisabolene 1533 1536 - 2,6 2,5 - -
16 (E)-Nerolidol 1566 1561 3,8 6,9 7.4 3,4 -
17 Caryophyllene oxide 1582 1582 15,5 3,2 3,7 16,6 8,0
18 Ledol 1600 1602 1,3 - - 1,3 -
19 Humulene epoxide 1608 1608 - - 6,0 - -
20 Selina-6-en-4-ol 1612 1615 - 1,6 - - 1,9
21 epi-Cubenol 1629 1627 2,7 2,8 2,5 2,8 6,7
22 y-Eudesmol 1632 1630 3,2 - 3,8 3,7 1,8
23 Aro”;gg%ire”e 1639 1639 8,1 . 15 92 95
24 t-Cadinol 1643 1640 1,6 - - 1,6 7,9
25 o-Muurolol 1648 1644 1.8 - - 19 2,5
26 Selin-11-en-4a-ol 1658 1658 6,7 3,5 - 7,4 16,7
27 B-Bisabolol 1673 1674 2,4 19,5 15,1 2,7 3,0
28 a-Bisabolol 1685 1685 - 1,6 2,8 - -
29 (Z,E)-o-Bergamotol 1689 1690 - 4,9 1,8 - -
Total identificado 97,2 96,8 96,9 96,9 91,9
Monoterpeno Hidrogenado - 18,4 6,7 - -
Monoterpeno Oxigenado - 53 2,1 10,1 8,3
Sesquiterpeno Hidrogenado 51,5 29,0 45,2 37,7 28,6
Sesquiterpeno Oxigenado 48,5 45,5 46,0 52,2 63,1
Outros - 1,8 - - -

2Compostos listados na ordem de eluicdo utilizando coluna Rtx®-5MS. ®indice de Kovats calculado
através de dados obtidos por amostra de n-alcanos saturados (C;-C,). ‘indice de Kovats tabelado
(ADAMS, 2007; EL-SAYED, 2016; NIST, 2011). Foram identificados compostos com &reas
relativas>1%. Cultivares: Século XXI (SEC), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel RM (C6), Paluma
(PAL) e Petri (PET).
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O monoterpeno hidrogenado Limonene, presente somente nas cultivares C4 e C6,
apresentou grande eficiéncia em L4 de A. aegypti quando avaliado isoladamente,
com Cls de 17,8 ug.mL™* (ROCHA et al., 2015). Essa eficiéncia pode justificar o
melhor resultado em detrimento das cultivares PAL e PET. Para o composto (E)-
Caryophyllene (SH), foi obtido CLso de 88,30 ug.mL™* (PERUMALSAMY:; KIM; AHN,
2009). O a-Humulene (SH), apesar de nao ter sido encontrado, sendo avaliado
separadamente, € um composto majoritario (31,93%) do 6leo essencial de Zingiber
zerumbet. Essa espécie, apresentou Clso de 48,88 pg.mL™ e provavelmente o a-
Humuleneesté contribuindo para a atividade larvicida (SUTTHANONT et al., 2010).
O Caryophyllene oxide (SO), por outro lado, contribui menos para o efeito biolégico
avaliado, com CLsy de 125 pg.mL™ (SILVA et al., 2008). O 6leo essencial de
Artemisia argyi, que possui majoritariamente o composto Selin-11-en-4a-o0l (18,0%)
(SO), ndo apresentou atividade larvicida quando avaliado na concentragdo maxima
de 125 pg.mL* (OZEK et al., 2014). O B-Bisabolol (SO), em maior proporgéo nas
cultivares C4 e C6, apresentou Clsy de 33,2 pg.mL™ em L4 de A. aegypti
(RAJKUMAR; JEBANESAN, 2010).

Em todas as cultivares o sesquiterpeno hidrogenado (E)-Caryophyllene esteve
presente variando entre 7,6 e 26,6%, além dos sesquiterpenos oxigenados
Caryophyllene oxide (3,2 a 16,6%) e p-Bisabolol (2,4 a 19,5%). E possivel inferir que
esses compostos devem contribuir para o efeito larvicida. Mas, nédo se pode excluir a
presenca de todos 0s outros compostos, inclusive os minoritarios, que fazem parte
dos o6leos e também podem estar auxiliando na atividade biologica avaliada. A
bioatividade da mistura, em alguns casos, é mais elevada do que de compostos
purificados (ROSA et al., 2016). Isto pode ser explicado pelas interagdes entre 0s
constituintes presentes nos 6leos e a presenca de compostos minoritarios, que

podem ser biologicamente ativos, atuando de forma sinergética (KIRAN et al., 2006).

4. CONCLUSAO

Existe diferenca no efeito larvicida em A. aegypti utilizando 6leos essenciais de cinco
cultivares de P. guajava, das quais a SEC foi a que mais se destacou com menor

valor de CLsp, seguida de C4, C6, PAL e PET. Além disso, ao analisar o0s
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rendimentos dos 0leos obtidos, SEC encontra-se no grupo das cultivares com
maiores rendimentos, juntamente com PAL e C4. Os valores de rendimentos obtidos

estdo dentro dos encontrados em espécies que séo exploradas comercialmente.

As diferencas nos efeitos estdo relacionadas a composi¢cdo quimica dos Oleos
essenciais que variaram quali e semiquantitativamente, entretanto com composi¢ao
majoritaria de sesquiterpenos. Apesar das diferencas, todos os Oleos essenciais
poderiam ser indicados para o fim proposto, jA que foram considerados eficientes

por serem letais as L4 utilizando baixas concentragdes dos 0leos.
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Curvas de mortalidade das larvas de Aedes aegypti e respectivos intervalos de confianga a 95%.
Cultivares: Século XXI (SEC), Cortibel Branca LG (C4), Cortibel RM (C6), Paluma (PAL) e Petri

(PET).
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4. CONCLUSAO GERAL

Os oOleos essenciais das folhas de 21 genotipos de P. guajava apresentaram
predominéancia de sesquiterpenos e variabilidade quali e semiquantitativa na
composi¢cdo quimica entre genotipos e durante o ano. Sendo que a qualitativa, ao
avaliar o mesmo gendtipo na sazonalidade, foi menos relevante, haja vista que
ocorre em genotipos que apresentaram compostos com menor area relativa. As
mudancas no perfil cromatografico ocorrem de modo que foram formados

agrupamentos diferentes entre os genotipos, considerando a sazonalidade.

A primavera, estacdo que coincidiu com a época de florescimento das cultivares,
diferiu mais significativamente das outras em relacdo a composicdo dos Oleos
essenciais. Essa mudanca no perfil quimico deve estar associada a maior demanda
de alguns compostos nas flores em detrimento das folhas, ocasionando um

redirecionamento da via metabdlica.

Em relacdo aos ensaios larvicidas, os Oleos essenciais das cinco cultivares
selecionadas foram eficientes no combate as larvas de A. aegypti. SEC foi a que
mais se destacou com menor valor de CLsp, além de apresentar um dos melhores
rendimentos de extracdo. Uma das vantagens da utilizacdo de produtos naturais é
de ser uma alternativa menos danosa ao ambiente. Além disso, pode agregar valor
ao produtor de goiabeiras, através das folhas geradas nas podas periddicas que

ocorrem.

Buscando gerar o melhoramento de genétipos superiores e cultivares, este trabalho
apresenta a importancia de conhecé-los individualmente, com objetivo de obter uma

potencial aplicacéo.
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