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RESUMO

No presente trabalho foi realizado o estudo da composi¢do quimica do 6leo essencial das
folhas de sete gendtipos de Lippia gracilis Schauer, além de verificar o efeito do estresse
hidrico na composicdo quimica e no teor de 6leo essencial (OE) produzido pela espécie
vegetal. Foram identificados 32 compostos no OE de L. gracilis com predominancia de
monoterpenos. Os principais componentes identificados foram os monoterpenos fendlicos
carvacrol, timol e p-cimeno. Os sete genétipos foram divididos em dois quimiotipos, 0
quimiotipo timol, representado pelo genotipo 106, e o quimiotipo carvacrol, formado pelos
gendtipos 107, 108, 109, 110, 201 e 202. Também foram realizadas reacdes de
biotransformacdo de terpenos volateis por duas espécies fungicas: Botryosphaeria sp. e
Aspergillus niger. Além dos principais componentes do Oleo essencial de L. gracilis,
carvacrol e timol, foram testados como substrato os monoterpenos (+)-pulegona, geraniol, (-)-
citronelol, (+)-limoneno, rac-canfora e o par de enantidmeros da fenchona. Botryosphaeria
sp. catalisou a hidroxilagdo da canfora e da fenchona em diferentes posigdes, o carbono 6-
endo da céanfora e o carbono 6-exo da fenchona foram os principais sitio de hidroxilagéo.
Aspergillus niger promoveu hidroxilacdo dos enantidmeros da fenchona e isomerizacdo do
geraniol, majoritariamente originando a 6-exo-hidroxifenchona e rac-linalol nas reacdes,

respectivamente.

Palavras-chave: Lippia gracilis, 6leos essenciais, biotransformacéo.
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ABSTRACT

This work attempts to make a study of the chemical composition of the essential oil from
leaves of seven Lippia gracilis genotypes. In addition, we investigated the effect of water
stress on the chemical composition of the essential oil (EO) of the species. A total of 32
volatile compounds were identified with predominance of phenolic monoterpenes: carvacrol,
thymol and p-cymene. The seven genotypes were divided into two chemotypes: thymol
chemotype, represented by the 106 genotype, and carvacrol chemotype, formed by the 107,
108, 109, 110, 201 and 202 genotypes. Biotransformation reactions have also been carried
out using Botryosphaeria sp and Aspergillus niger as biocatalyst. In addition to the major
components of the L. gracilis essential oil (carvacrol and thymol), the monoterpenes (+)-
pulegone, geraniol, (-)-citronellol, (+)-limonene, rac-camphor and the two enantiomers of the
fenchone were evaluated as substrates for biotransformation reactions. Botryosphaeria sp.
catalyzed the hydroxylation of the camphor and fenchone at different positions, the carbon 6-
endo of the camphor and the carbon 6-exo of the fenchone was the major site of addition of
the OH group. Aspergilus niger catalyzed the hydroxylation of fenchone enantiomers and the
isomerization of geraniol, resulting in formation of 6-exo-hidroxifenchone and of rac-linalool,

respectively.

Key words: Lippia gracilis, essential oils, biotransformation.



INTRODUCAO 1

1. INTRODUCAO

A flora brasileira possui a maior diversidade genética vegetal do planeta. Estimativas
relativamente recentes sugerem que existam 441.066-429.966 espécies de plantas e fungos,
das quais o subtotal brasileiro (63.456-73.956 espécies) representa 15-17% da diversidade
mundial (LEWINSOHN & PRADO, 2005). Giulietti et al. (2005) e Shepherd (2005) estimam
que o Brasil possua 19-20% da flora mundial. Porém, segundo o Catalogo de Plantas e
Fungos do Brasil (BRASIL, 2010), os numeros totais de espécies de plantas e fungos
registrados no pais, variando entre 9,5 e 9,9% do total mundial, sdo mais baixos do que 0s
anteriormente previstos pela maioria dos autores. A mesma fonte sugere que essa
significativa diferenca se da devido a soma de dois fatores: analises anteriores que
determinaram uma quantidade exagerada de espécies para o Brasil, atualmente sendo
corrigida, e ao numero de algas e fungos que é subestimado.

No nordeste, 0 estado da Bahia possui a maior diversidade (Tabela 1), alavancada por
seu elevado nimero de angiospermas (7.686), ficando atras apenas do estado de Minas Gerais

(10.039) em abundancia de representantes desse grupo no panorama nacional.

Tabela 1. Riqueza de espécies de fungos, algas e plantas terrestres por unidade da Federacéo

Regido Estado Grupo/Registro de espécies
1 2 Plantas terrestres

Fungos™ Algas Bridfitas® Pterid6fitas® Gimn.* > Ang.** ° Total

Norte Acre 61 29 169 182 8 3740 4.189
Amapa 88 123 9 75 1 2198 2579
Amazonas 408 394 440 294 12 7528 9.076

Para 302 271 320 171 4 5626 6.694

Rond6nia 116 36 150 86 4 2544 2,936

Roraima 75 18 188 98 0 2239 2618

Tocantins 5 36 56 20 0 1354 1471

Nordeste Alagoas 290 157 77 65 1 1102 1.692
Bahia 584 680 468 313 2 7686 9.733

Ceara 106 250 158 96 0 1.8838 2.498

Maranhao 52 169 72 40 0 2414 2747

Paraiba 261 203 82 29 0 1.272  1.847
Pernambuco 937 584 321 164 1 2421 4.428

Piaui 139 29 57 21 0 1416 1.662

Rio Grande do Norte 148 380 16 8 0 707 1.259

Sergipe 215 81 50 10 1 770 1127

Centro-  Distrito Federal 77 131 163 107 3 2672 3.153
Oeste Goias 104 175 277 178 5 4818 5557
Mato Grosso 135 105 307 229 5 4585 5.366

Mato Grosso do Sul 82 44 191 104 1 2816 3.238
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Continuacdo da Tabela 1

Regido Estado Grupo/Numero de espécies

Plantas terrestres

1 2

Fungos™ Algas Briofitas® Pterid6fitas® Gimn.* ° Ang.** ° Total

Sudeste  Espirito Santo 45 740 419 331 3 3971 5,509
Minas Gerais 399 79 687 580 4 10.039 11.788

Rio de Janeiro 443  1.809 873 552 5 6.768 10.450

Séo Paulo 1161 1.489 840 561 6 6.921 10.978

Sul Parana 529 995 469 426 6 5262 7.687
Rio Grande do Sul 856  1.095 526 326 7 3.673 6.483

Santa Catarina 482 532 512 402 6 4112 6.046

* Gimnospermas; ** Angiospermas.
MAIA & CARVALHO (2012); “MENEZES & BICUDO (2012); *COSTA (2012); “PRADO & SYLVESTRE
(2012); °SOUZA (2012); °FORZZA et al. (2012)

Sergipe, apesar de ter um consideravel nimero de fungos catalogados (215), possui a
menor diversidade, porém os nimeros para o Estado refletem antes uma caréncia de estudos,
informacdes e coleta do que baixa diversidade. O mesmo acontece com boa parte dos Estados
brasileiros, mais expressivamente com o Dominio da Amazonia e Tocantins, onde 0s nimeros
apresentados na Tabela 1 ndo conjeturam a realidade de riqueza de fungos e plantas, mas o
resultado da documentagdo deficiente acerca do assunto. Embora haja essa deficiéncia de
conhecimento, o registro de espécies ja catalogadas (Tabela 1) coloca o Brasil em primeiro
lugar em diversidade genética de espécies, com ecossistemas riquissimos e em grande parte
exclusivos do territério nacional. Isso deve servir de alerta para as dimensfes da
responsabilidade que a nacdo tem com relacdo a protecdo da biodiversidade em termos
mundiais (BRASIL, 2010).

1.2. Plantas medicinais

Uma planta é considerada medicinal quando possui substancias ativas que provocam
no organismo humano reag0es que podem variar da cura ao abrandamento de determinada
doenca (SILVA JUNIOR et al., 1994). A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) define planta
medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos (BULLETIN OF THE WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1998).
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O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de varias comunidades e grupos étnicos. A utilizacdo de plantas com fins
medicinais, para tratamento, cura e prevencao de doencas, € uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade. No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam
das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (VEIGA
JUNIOR et al., 2005; AKERELE, 1993).

As observacdes populares sobre o0 uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de
forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem (MACIEL et al., 2002). Informacdes
terapéuticas sdo acumuladas durante séculos pelos usuarios de plantas medicinais, porém a
composicdo quimica da espécie vegetal na maioria das vezes ndo é conhecida. Do ponto de
vista cientifico, pesquisas mostraram que muitas dessas espécies possuem substancias
potencialmente agressivas e, por esta razdo, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando
seus riscos toxicoldgicos. (VEIGA JUNIOR et al.,, 2005). Além disso, existem diversos
fatores que influenciam diretamente no contetdo dos componentes quimicos de plantas
medicinais (Figura 1) e, consequentemente, em seu valor terapéutico (LOPES & GOBBO-
NETO, 2007).

Figura 1. Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios em
plantas (LOPES & GOBBO-NETO, 2007).
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INTRODUCAO 4

Quando a planta medicinal é industrializada para se obter um medicamento, tem-se
como resultado o fitoterdpico. O processo possibilita a padronizacdo da quantidade e a forma
de utilizacdo, permitindo uma maior seguranga em seu uso.

Fitoterapicos, segundo a Agéncia Nacional de Legislacdo Sanitaria (ANVISA), sdo
medicamentos obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais. Os
medicamentos fitoterdpicos, assim como todos os medicamentos, sdo caracterizados pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. A eficacia e a seguranca devem ser validadas atraves de
levantamentos etnofarmacoldgicos, de utilizagdo, documentacdes tecnocientificas em
bibliografia e/ou publicacGes indexadas e/ou estudos farmacoldgicos e toxicologicos pré-
clinicos e clinicos (BRASIL, 2004).

No Brasil, em 2011, foi publicado o Formulario Nacional de Fitoterapicos (BRASIL,
2011), que é um tipo de guia para a fabricacdo de medicamentos fitoterapicos. Embora seja
elaborado para a industria farmacéutica, como guia de fabricacdo, seu contetdo é acessivel,
de facil entendimento e mostra informacdes sobre a forma correta de preparo de fitoterapicos
e as indicacdes e restricdes de uso de cada espécie de planta medicinal, podendo assim, ser de

grande utilidade as comunidades que praticam a medicina tradicional.

Tabela 2. Espécies vegetais com maior nimero de derivados registrados como fitoterapicos.

Espécie vegetal Nome popular N° de registros

Ginkgo biloba Ginkgo 33
Aesculus hippocastanum Castanha da india 29
Cynara scolymus Alcachofra 21
Hypericum perforatum Hipérico 20
Glycine max Soja 20
Valeriana officinalis Valeriana 20
Panax ginseng Ginseng 17
Cassia angustifolia, Cassia senna e Senna

: Sene 14
alexandrina
Cimicifuga racemosa Cimicifuga 14
Mikania glomerata Guaco 14
Maytenus ilicifolia Espinheira-Santa 13
Peumus boldus Boldo 13

Fonte: CARVALHO et al., 2008.

Dentre as espécies vegetais nativas registradas como fitoterapicos destaca-se a M.
glomerata (Guaco), indicada como expectorante e broncodilatador, M. ilicifolia (Espinheira-

Santa), recomendada na cura de dispepsias e como coadjuvante no tratamento de Ulceras
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INTRODUCAO 5

géstricas, e P. cupana (Guarand), usada no tratamento de astenia e como estimulante do
sistema nervoso central, com 14, 13 e 12 registros (CARVALHO et al., 2008).

Considerando os medicamentos atualmente disponiveis no mundo, estima-se que
aproximadamente 40% foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de microorganismos e 3% de animais
(CALIXTO, 2001).

1.2.1. Oleos essenciais

Um dos principais produtos das plantas medicinais sdo os éleos essenciais, fragdes
volateis naturais, extraidas de plantas aromaticas que evaporam a temperatura ambiente
(SANTOS et al., 2004; BELL & CHARLWOOD, 1980). Podem ser encontrados em varios
Orgdos vegetais e exercem diversas funcbGes importantes a sobrevivéncia vegetal, como por
exemplo, defesa contra microorganismos, protecdo contra perda excessiva de agua e
irradiagdo UV (SIQUI et al., 2000).

A designacdo “oleo essencial” (OE) é derivada do termo “Quinta essentia”, criado
pelo médico e cientista suico Paracelsus von Hohenheim no século 16 (GUENTHER, 1948).
Estima-se que sejam conhecidos 3000 diferentes 6leos essenciais, dos quais cerca de 300 séo
comercialmente importantes (VAN DE BRAAK & LENTEN, 1999).

A investigacdo dos Oleos essenciais levou ao descobrimento de hidrocarbonetos
isoméricos denominados terpenos, porém os 6leos essenciais sdo misturas muito complexas e
muito variaveis em seus constituintes, sendo encontrados somente 0s terpenos mais volateis,
dentre os quais se destacam aqueles de baixo peso molecular, como os monoterpenos com 10
atomos de carbonos em sua estrutura e 0s sesquiterpenos com 15 &omos de carbono
(SIMOES et al., 1999; DORAN & BROPHY, 1990). Além de mono- e sesquiterpenos,

fenilpropandides sdo comumente encontrados em éleos essenciais (Figura 2).
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Tabela 3. Componentes majoritarios de alguns Oleos essencias extraidos das folhas de
especies vegetais

Componente(s)  Percentual

Nome cientifico Nome comum majoritario(s) (%) Referéncia
Annona pickelii Jussara Biciclogermacreno 454
Sl 503 Costa et
" A iciclogermacreno , al., 2011
Annona salzmannii  Araticum-da-mata (E)-Cariofileno 199
- Espatulenol 23,4 Gois et
Bauhinia acuruana  Pata-de-vaca epi-a-Cadinol 20.7 al., 2011
Hymenaea Jatoba a-Copaeno 111 Aguiar et
Courbaril (frutos) Espatulenol 10,1 al., 2010
Hyptis pectinata Sambacaita Calamusenona 67,8 ile rzf(I)TZEt
. . . . 1,8-Cineol 18,7 Franco et
Hyptis fruticosa Alecrim de tabuleiro w-Pineno 123 al., 2011
. . . Timol 24,1 Mendes et
Lippia gracilis Alecrim da chapada Metil timol 112 al.. 2010
i . Santos et
Pogostemon cablin ~ Patchouli Patchoulol 47,3 al. 2010

Os componentes de 0&leos essenciais geralmente possuem ponto de ebulicdo
relativamente alto (>150 °C), mas evaporam em temperatura ambiente. Devido a essa
peculiaridade sdo caracterizados como compostos volateis. O fenbmeno pode ser explicado
pela alta pressdo de vapor desses compostos. Quanto maior a pressdo de vapor de um
composto, mais rapidamente ele passara para a fase de vapor. Pressdo de vapor € a pressao
exercida por um gas em equilibrio com o seu estado sélido ou liquido. A pressdo de vapor de
um liquido depende da tendéncia das moléculas em deixar o estado liquido e passar para o
gasoso, ou seja, é inversamente proporcional as forcas intermoleculares, ja que estas
interacdes sdo cruciais no processo de evaporacdo. Algumas moléculas possuem energia
suficiente para vencer as atracGes intermoleculares e escapam da superficie liquida para a fase
gasosa. Entre a maioria dos compostos de Oleos essenciais, as forcas intermoleculares
predominantes sdo as interacdes de Van der Waals, considerada uma interacdo intermolecular
fraca ndo € necessaria muita energia para vencé-las e consequentemente a pressdo de vapor
serd elevada e esses compostos evaporardo a temperatura ambiente. E importante ressaltar
que, ndo apenas as interacdes intermoleculares, mas a massa molecular também exerce forte
influéncia sobre a pressdo de vapor. Compostos que tenham massa molecular relativamente
baixa (menor que 250 g.mol™) e as interagdes intermoleculares predominantes sejam fracas,
como 0s componentes de 6leos essenciais, serdo volateis. Mas aqueles que, mesmo possuindo
interacdes moleculares predominantemente fracas, tenham elevado peso molecular, como o0s

ésteres de acidos graxos, apresentaram pressao de vapor baixa e ndo serdo volateis.
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Figura 2. Estrutura quimica de alguns monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides frequentemente encontrados em OEs
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Existem diversos métodos de extracdo de Oleos essenciais, 0s principais sao a arraste a
vapor, extragdo com solvente lipofilico e com fluido supercritico (geralmente CO5).

O meétodo mais empregado por centros de pesquisa e pela industria é a destilacdo por
arraste a vapor (VAN DE BRAAK & LEWNTEN, 1999) que se baseia na passagem de um
fluxo de vapor d’agua através do material vegetal ocasionando a quebra das bolsas
intercelulares e, pelo fato de os componentes do OE apresentarem maior pressao de vapor que
a agua, sao arrastado pelo fluxo de vapor. Essa técnica pode ser usada direta (quando o fluxo
de vapor é passado através do recipiente que contem o material vegetal) ou indiretamente
(quando o material vegetal é colocado em um recipiente com agua em ebulicéo).

O método de extracdo pode influenciar significativamente a composicdo quimica do
OE, devendo ser selecionado de acordo com a finalidade da utilizacdo do 6leo. Por exemplo,
para a utilizacdo como perfumes, é preferivel a extracdo com solventes lipofilicos e algumas
vezes com didxido de carbono supercritico, que sdao metodologias mais brandas (BAKKALI
et al., 2008). Dessa forma, quando se deseja realizar um estudo comparativo, entre espécies,
quimiotipos de mesma espécie ou analisar o efeito de determinado fator sobre a composicao

quimica do OE € necessario que o metodo de extracdo seja padronizado.

1.2.1.1 Aspectos econdmicos

O principal uso de OE esta na industria de alimentos (aromatizantes), de fragrancias
(perfumes e locdes), farmacéutica (principio ativo e/ou coadjuvantes em farmacos) e na
indUstria agricola (controle de pragas) (BAUER & GARBE, 1985; VAN DE BRAAK &
LEIJTEN, 1999).

O desenvolvimento da inddstria de OE no Brasil foi impulsionado, num primeiro
momento, pela escassez de matérias-primas durante e logo apos a Segunda Guerra Mundial. A
China, grande fornecedora do periodo antecedente a guerra, permaneceu em conflito interno
apos 1945, retardando a retomada das exportacGes de Oleo. Neste cenario, floresceram as
exportacGes de 6leo de sassafras, pau-rosa, menta e citricos. Estes ultimos como subprodutos
da industria de suco. Ja na segunda metade dos anos 50 e inicio da década seguinte, diversas
empresas produtoras de especialidades quimicas e industrias de alimentos se instalaram no
Brasil, incrementando a demanda interna por 0leos. O pais passava por um processo de
industrializacdo. E neste periodo que certas empresas produtoras de 6leo tomam a iniciativa

de introduzir espécies aromaticas no pais (BIZZO et al., 2009).
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Comercialmente, os dez principais OEs sdo: laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck),
menta japonesa (Mentha arvensis), eucalipto (tipo cineol; Eucalyptus globulus Labill., E.
polybractea R.T. Baker e Eucalyptus sp.), citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt e C.
nardus (L.) Rendle), horteld-pimenta (Mentha piperita L.), limdo (Citrus limon (L.) N.L.
Burm.), eucalipto (tipo citronela; Eucalyptus citriodora Hook.), cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.), cedro (Juniperus virginiana L. e Juniperus ashei Buchholz) e lima destilada
(Citrus aurantifolia Swingle) (LAWRENCE, 1993). Outros 6leos importantes no mercado
mundial sd@o o 6leo de vetiver [Vetiveria zizanioides (L.) Nash], citronela (Cymbopogon
winterianus Jowitt), capim-limdo [Cymbopogon citratus (DC ex Nees) Stapf] e patchouli
[Pogostemon cablin (Blanco) Benth].

Em 2011, os maiores consumidores de OE no mundo foram os Estados Unidos
(18,7%), Franca (9,6%), Reino Unido (7,2%), Alemanha (7,0%) e Japdo (6,2%), o Brasil
ocupa a 152 posicdo com 1,8% do total do valor das importacdes (Tabela 4). Os principais
mercados fornecedores de OE para o Brasil podem ser visualizados na Tabela 5.

Tabela 4. Principais paises importadores de OE nos ultimos quatro anos.

Ano / Importacoes (US$ milhoes)

Pals 2008 2009 2010 2011
EUA 583,0 456,8 570,8 677,7
Franca 310,6 2234 285,9 347.4
Reino Unido 2235 208,2 236,4 262,1
Alemanha 223.0 181,5 202,2 251,6
Suica 171,4 124,3 135,1 158,8
Japéo 155,9 167,8 156,5 222.8
Singapura 117,8 97,0 118,9 167,2
China 116,7 113,5 120,7 163,3
Espanha 85,5 71,1 101,2 103,2
México 78,0 63,4 72,9 81,3
india 64,2 80,8 97,2 91,0
Holanda 64,0 52,0 86,0 134,4
Irlanda 61,8 44,4 44,9 145,5
Brasil 56,0 52,0 56,0 63,8
Italia 51,2 41,6 61,6 67,7
Canada 499 425 53,9 63,1
Outros paises 470,5 451,7 570,1 618,1
TOTAL 2.883,0 24720 2.970,3 3.619,0

Fonte: COMTRADE, 2012

Foi observado um expressivo aumento no valor das importagdes de OE para o Brasil

em 2011, antes girando entre US$ 51-56 milhdes e atingindo US$ 63,8 milhdes recentemente.

Dissertacdo de Mestrado — Hugo César Ramos de Jesus NPGQ - UFS



INTRODUCAO 10

O fator determinante para esse acréscimo foi a importacdo de 8,1 milhdes de délares em OE
de Mentha arvensis da india em 2011, quando o valor desta transa¢o nuca havia ultrapassado
US$ 3,5 milhdes. Porém esses valores ndo refletem um aumento da demanda interna
(aproximadamente 760 mil kg/ano), mas a uma valorizacdo de 47,2% do OE da espécie,

sendo comercializado em 2011 por 24,3 dolares/kg.

Tabela 5. Principais parceiros na importacdo de OE para o Brasil no periodo de 2008 a 2011

Pais Ano / Importag¢ées (US$ milhdes)
2008 2009 2010 2011
Franca 10,1 10,0 11,3 11,7
Argentina 7,6 4,3 3,0 3,6
EUA 6,3 7,5 91 8,8
Espanha 5,4 4,3 5,6 54
india 5,2 6,5 55 12,4
Paraguai 4,7 3,5 4,4 51
Suica 3,3 2,5 2,2 2,2
China 2,2 1,6 2,7 4,2
Reino Unido 2,0 2,6 1,7 2,2
México 2,0 1,4 0,9 0,6
Alemanha 15 1,2 15 1,2
Italia 1,2 1,7 1,3 1,8
Indonésia 1,2 1,4 1,1 1,1
Uruguai 1,0 0,9 1,5 0,6
Haiti 0,5 0,7 0,5 0,4
Singapura 0,2 0,2 0,2 0,1
Irlanda 0,2 0,2 0,4 0,4
Outros paises 1,6 0,9 3,5 2,4
TOTAL 56,0 51,2 56,0 63,8

Fonte: COMTRADE, 2012

O Brasil se destaca, no panorama internacional, como 4° maior exportador de 6leos
essenciais, respondendo por 7,2% do total das exportacdes em 2011 (Tabela 6). No primeiro
trimestre de 2012 o pais exportou 16,1 milhdes de kg de OEs, faturando o equivalente a US$
76,2 milhdes, sendo ultrapassado apenas pelos Estados Unidos que faturou US$ 117,6
milhGes com a comercializacdo de 8,0 toneladas de OEs. No mesmo periodo do ano passado o
Brasil exportou 11,1 milhdes de kg de OEs (US$ 40,7). O principal destino do OE brasileiro é
os EUA, que gasta o equivalente a US$ 57,8 milhGes por ano na aquisicdo do produto,
seguido da Holanda, Japao, Alemanha, Reino Unido e China com transacdes de US$ 28,8,

15,1, 14,3, 10,4 e 10,2 milhdes/ano, respectivamente.
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Tabela 6. Principais paises exportadores de OE nos altimos quatro anos.

Pais Ano / Exportacbes (US$ milhdes)

2008 2009 2010 2011
EUA 431,9 405,8 431,3 472,6
india 376,1 278,2 334,6 453,1
Franca 292,2 256,4 276,5 295,9
Brasil 1554 126,4 165,2 263,4
Indonésia 147,1 90,6 124,7 161,1
Reino Unido 142,4 121,7 189,3 213,4
Alemanha 126,3 107,0 124.8 168,0
China 119,6 119,9 190,7 227,0
Argentina 108,7 141,0 127,8 195,0
Suica 90,3 55,9 70,4 69,9
Italia 88,8 71,0 104,2 1115
Singapura 83,8 63,5 84,3 1217
Espanha 73,6 62,6 78,5 90,6
México 61,9 51,7 65,0 79,2
Canada 48,3 28,1 39,5 39,5
Austrélia 39,3 33,0 45,4 52,2
Holanda 38,9 36,4 25,2 98,0
Qutros paises 385,3 366,9 472,3 521,3

TOTAL 2.771,0 2.379,7 2.924,5 3.633,4

Fonte: COMTRADE, 2012

Figura 3. Mapa da exportacdo de 6leos essenciais em 2011 (ITC, 2012)
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A posicdo de destaque do Brasil em exportacdo de 6leos essenciais se deve a producao
de OE de laranja [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. Respondendo por 28,7% de todo o Gleo de
laranja comercializado no mundo, o pais € o maior exportador. O crescimento na exportacéo
de OE de laranja foi alavancado pela transacdo de 5,8 milhdes de dolares com a Irlanda, que
em 2011 se tornou o 5° maior consumidor do éleo brasileiro (Tabela 7).

O pais é o Unico fornecedor de OE de pau-rosa (Aniba roseaodora var amazonica
Ducke) no mundo, foi este o primeiro OE extraido em larga escala e exportado pelo Brasil.
Sua exploracdo comecou em 1925, inicialmente no Para e depois no Amazonas. O interesse
comercial no 6leo de pau-rosa estd na abundante presenga de linalol. Com a entrada no
mercado do linalol sintético, do 6leo essencial das folhas de Ho (Cinnamomum camphora),
rico em linalol, e da propria escassez do pau-rosa, a producdo de OE da espécie, que teve seu
pico nos anos 60 (500 toneladas/ano), vem progressivamente diminuindo. Atualmente, o
mercado do 6leo de pau-rosa é limitado a perfumaria fina, cuja demanda é reduzida (B1ZZO
et al., 2009; COPPEN, 1995).

Tabela 7. Exportacdo de 6leo de laranja pelo Brasil

Ano / Exportacdo (US$ milhoes)

Destino 2008 2009 2010 2011
EUA 20,8 16,6 23,4 34,7
Holanda 12,7 8,7 14,7 21,0
Reino Unido 9,1 3,7 7,7 7,7
Alemanha 8,8 7,2 52 7,9
india 2,6 3,0 2,7 51
China 2,4 2,7 2,4 3,9
Singapura 1,9 1,1 1,5 1,6
Suica 1,7 1,3 2,3 3,1
Israel 15 1,0 2,0 3,7
Espanha 1,2 1,0 2,5 2,4
Bélgica 1,0 0,9 0,6 0,8
Japéao 0,9 1,4 0,5 14
Argentina 0,8 1,1 1.4 1,9
Indonésia 0,8 0,8 0,9 1,0
Franca 0,7 1,1 1,2 2,0
Italia 0,7 0,7 0,8 1,3
México 0,5 0,8 11 1,4
Irlanda 0,0 0,0 0,6 5,8
Outros paises 3,3 3,6 47 12,1

TOTAL 70,9 55,9 74,5 111,6

Fonte: COMTRADE, 2012
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O OE de laranja, extraido do pericarpo do fruto, é um subproduto da inddstria do suco.
Derivados de OE de laranja sdo usados em perfumaria, sabonetes e na area farmacéutica em
geral, além de materiais de limpeza, em balas e bebidas. O rendimento maximo de extracéo de
oleos citricos é de 0,4%, ou seja, para cada tonelada de fruta processada sao obtidos 4 kg de
6leo (SILVA-SANTOS, 2002; BIZZO, 2009). Em 2011, o Brasil comercializou o 6leo de
laranja a um valor de 4,62 ddlares/kg, outros OEs apresentam um valor bem mais elevado no

mercado (Tabela 8).

Tabela 8. Preco e quantidade dos principais OEs exportados pelo Brasil no periodo de 2008-
2011.

Oleo Preco/kg (US$) Quantidade exportada (milhdes de kg)
2008 2009 2010 2011 2008 2009 2010 2011

Laranja 2,36 1,97 2,58 4,62 30,08 28,41 28,83 24,15
Liméo 23,62 24,37 29,25 33,13 0,26 0,26 0,26 0,18

FIUS o0 0) 2167 2006 2143 040 0,20 0,42 0,51
citricas
Mentha o320 3041 3480 1709 0,01 0,01 0,02 0,02
piperira

* Exceto limdo e laranja. Espécie de laranja: Citrus sinensis (L.) Osbeck; lim&o: Citrus limon (L.) N.L. Burm.
Fonte: COMTRADE, 2012

1.2.1.2. Biossintese de volateis

Os componentes dos Gleos essenciais podem ser sintetizados por todos os 6rgaos
vegetais, ou seja, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, dentre outros, e sdo
armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas
glandulares (BAKKALI et al., 2008). Nas flores, a biossintese dos volateis geralmente ocorre
em células epidérmicas, facilitando a difusdo dos compostos para a atmosfera (KOLOSOVA
et al., 2001). Tricomas glandulares superficiais é outro 6rgao vegetal onde frequentemente
ocorre a sintese dos volateis, apds a formacdo, os compostos sdo excretados das células e
armazenados em um saco criado pela extensdo da cuticula do vegetal (GANG et al., 2001;
TURNER et al., 2000). Quando a sintese ocorre em estruturas internas, como em células
especializadas ou ductos, os volateis sdo liberados atraves de ruptura dessas estruturas (por
exemplo, através da acdo de um herbivoro). Os volateis livres nas células podem se acumular
em membranas e, em alguns casos, sdo glicosilados e armazenados em vacuolos
(WATANABE et al., 2001; PICHERSKY et al., 2006).
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Os compostos volateis encontrados em 6leos essenciais podem ser divididos em trés
grupos principais: componentes contendo um anel aromético (com exce¢do de terpenos
fenolicos); hidrocarbonetos oxigenados de cadeia curta que ndo sdo derivados de isoprenoides
(aldeidos, cetonas, ésteres, dentre outros); e terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos e, menos
frequente, diterpenos).

Compostos contendo um anel aromético representam o segundo maior grupo de
volateis encontrados em OE, com destaque para os fenilpropanodides. Embora nem todas as
reacOes que levam a sintese de seu esqueleto carbonico basico tenha sido determinada, a
maioria sdo derivados de intermediérios da via que converte chiquimato a fenilalanina e, em
seguida, a uma série de metabolitos primarios (como a lignina) e secundarios ndo volateis
(DUDAREVA et al., 2004). Eugenol (majoritario no OE de cravo-da-india), por exemplo, é
um derivado do alcool coniferilico, um precursor da lignina (GANG et al., 2001; KOEDUKA
et al., 2006). O fenilacetaldeido, presente no 6leo essencial das folhas de tomate (Solanum
lycopersicum; TADMOR et al., 2002), é derivado da fenilalanina, formado pela remocéo
oxidativa de um grupo amino e posterior descarboxilacdo (HAYASHI et al., 2004; HUA &
XU, 2011).

Figura 4. Biossintese do eugenol e do fenilacetaldeido (KOEDUKA et al., 2006; HUA &
XU, 2011; DEWICK, 2009)
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Hidrocarbonetos oxigenados de cadeia curta (ndo derivados de isoprendides) é o grupo
menos abundante de volateis encontrados em OEs e sdo derivados da clivagem oxidativa e
descarboxilacdo de varios acido graxos. Pode-se citar a 2-undecanona, uma metilcetona
presente no Oleo essencial das folhas de Lycopersicon hirsutum (FRIDMAN et al., 2005).

A classe mais abundante de compostos presente em OEs sdo 0s terpenos, com
destaque para 0s monoterpenos que constituem mais de 90% de uma grande variedade de
Oleos essenciais conhecidos (BAKKALI et al., 2008). A biossintese de terpenos pode
acontecer por dois caminhos diferentes: o caminho do mevalonato (MVA) no citoplasma das
células e o caminho do metileritritol (MEP) nos plastideos das células. Os precursores
formados nestes caminhos séo dois isdbmeros, o difosfato de isopentenila (IPP) e difosfato de
dimetilalila (DMAPP) que por condensacdes tipo Claisen e aldolica formam os terpenos
(CROTEAU, 2000).

O difosfato de geranila, com dez 4&tomos de carbono em sua estrutura, € o precursor
dos monoterpenos e forma-se a partir da condensacgdo do tipo cabega-cauda de uma molécula
de IPP com uma molécula de DMAPP (Figura 5; DEWICK, 2009).

Figura 5. Formacdo de GPP a partir da condensacdo de DMPP e IPP (Adaptado de
DEWICK, 2009)
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E1: difosfato de geranila sintase (GPP)

Uma segunda condensacao, entre o GPP e uma molécula de IPP, fornece o precursor
dos sesquiterpenos, o difosfato de farnesila (FPP; Figura 6), como consequéncia, todos os
sesquiterpenos possuirdo quinze atomos de carbono em sua estrutura. Diferentemente da
sintese dos monoterpenos que ocorre nos plastideos das células através da via do MEP, os
sesquiterpenos formam-se no citoplasma das células através da via do MVA (PICHERSKY et
al., 2006).
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Figura 6. Formacdo de FPP a partir da condensacdo de DMPP e IPP (Adaptado de DEWICK,
2009)
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Diterpenos dificilmente sdo encontrados em 0leos essenciais, sua baixa volatilidade é
um dos fatores determinantes. O substrato precursor dos diterpenos é o difosfato de
geranilgeranila (GGPP), formado pela condensacdo do FPP com uma molécula de IPP.
Semelhante a sintese dos monoterpenos, os diterpenos formam-se no plastideo (Figura 7.
Resumo dos processos celulares envolvidos na sintese de volateis. (Adaptado de
PICHERSKY et al., 2006) através da via do MVA. Dentre os diterpenos mais abundantes
pode-se citar o fitol, que forma a cadeia lipofilica das clorofilas (DEWICK, 2009).

A maioria das reacdes de modificacdo dos volateis (oxidagdes, reducdes,
hidroxilacdes, metilacdes, acilacdes e reacbes degradativas) ocorre no citosol, mas algumas
podem ter origem em outros compartimentos subcelulares, incluindo plastideos, mitocondrias,

peroxissomas e no reticulo endoplasmatico (Figura 7; PICHERSKY et al., 2006).
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Figura 7. Resumo dos processos celulares envolvidos na sintese de volateis. (Adaptado de
PICHERSKY et al., 2006)
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1.3. Analises estatisticas: Analise hierarquica de agrupamentos
(HCA) e analise de componentes principais (PCA)

H& uma tendéncia normal em procurar agrupar amostras de mesmas caracteristicas ou
composicdo visando descrever, de maneira mais clara e sintética possivel, a estrutura do
sistema em estudo. Agrupar objetos consiste em reconhecer entre eles um grau de
similaridade suficiente para reuni-los num mesmo conjunto.

A Anélise de Agrupamento é uma técnica multivariada cuja finalidade é agregar
objetos com base nas caracteristicas que eles possuem. O resultado sdo grupos que exibem
maxima homogeneidade de objetos dentro de grupos e, a0 mesmo tempo, maxima
heterogeneidade entre os grupos. A analise de agrupamento consegue uma perspectiva
simplificada das observacfes. Assim, em vez de ver todas as observagdes como Unicas, elas
podem ser vistas como membros de um agrupamento e definidas por suas caracteristicas
gerais. Entre os algoritmos de hierarquizacéo, pode-se citar como exemplo o método Single

Linkage (ligacdo individual). Os dendogramas gerados na analise de agrupamentos estdo
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sujeitos a erro, alguns métodos estatisticos de andlises, por exemplo, a anélise de correlagéo
cofenética (SOKAL & ROHLF, 1962) associadas a andlise de agrupamento, podem ser
empregados para aumentar a confiabilidade das conclusdes frente a interpretacdo dos
dendrogramas. A correlacdo cofenética € uma analise que estabelece uma correlacdo entre a
matriz de similaridade ou dissimilaridade com o dendrograma gerado atraves desta, ou seja,
compara as reais distancias obtidas entre as amostras com as distancias representadas
graficamente sujeitas ao acimulo de erro (KOPP et al., 2007).

A Analise de Componentes Principais (ACP) é um dos métodos estatisticos mais
usados quando se pretendem analisar dados multivariados. Ela permite transformar um
conjunto de varidveis originais, intercorrelacionadas, num novo conjunto de varidveis nao
correlacionadas, as componentes principais. A técnica de componentes principais foi
inicialmente descrita por Karl Pearson apud Manly (2008). O objetivo mais imediato da ACP
é verificar se existe um pequeno nimero das primeiras componentes principais que seja
responsavel por explicar uma proporcdo elevada da variacdo total associada ao conjunto
original. Considerando p varidveis Xj, 0 objetivo é encontrar a partir destas variaveis,
combinagdes Z; (variaveis latentes), onde j igual a i, que ndo sejam correlacionadas e que
descrevam o méaximo de variacdo dos dados. Matematicamente a técnica ACP baseia-se em
encontrar os autovalores e a matriz de autovetores a partir da matriz de covariancias dos dados

originais.

1.4. Biocatalise e biotransformacao

Biotransformacdes sdo processos em que um agente bioldgico é utilizado para a
conversdo de um substrato (composto organico) por um numero limitado de etapas, sendo
uma(s) enzima(s), o principal agente dessas reacdes (SILVERMAN, 2000; DEMIRJIAN et
al., 1999).

O termo biotransformacdo pode ser aplicado para modificacbes especificas ou
interconversdes quimicas realizadas por enzimas presentes nas células ou na forma isolada
(BOMMARIUS & RIEBEL, 2004). J& biocatélise é descrita como a transformacdo de um
substrato definido para um produto alvo também definido com uma ou diversas etapas
enzimaticas envolvidas.

A aplicacdo de catalisadores bioldgicos para prover determinadas conversdes é

conhecido h& muito tempo, sendo o primeiro uso de biotransformacéo descrito por Pasteur em
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1858, quando obteve L-tartarato de amonio a partir de DL-tartarato de amonio utilizando o
fungo Penicillium glaucum (HANSON, 1992). A eficiéncia dos processos biocataliticos era
incerta e muitos pesquisadores ndo consideravam como uma metodologia promissora. Mas
com o desenvolvimento de novas técnicas e 0 avanco da instrumentacéo analitica, as reacfes
auxiliadas por biocatalisadores se tornaram uma importante ferramenta para producdo de
compostos organicos diversificados e enantiomericamente puros.

Um dos objetivos da biotransformacao é substituir uma reacdo quimica convencional,
geralmente de dificil execucao, por uma via bioldgica de baixo custo e de facil execucdo. O
procedimento mais comumente utilizado é feito através de células totais de microrganismos
cultivados em meios apropriados, onde toda a maquinaria enzimatica esta disponivel, o que
pode gerar uma mistura de produtos biotransformados.

Similar a outros catalisadores, 0s biocatalisadores aumentam a velocidade reacional,
mas ndo afetam a termodindmica da reacdo. Entretanto, eles oferecem caracteristicas Unicas
frente aos catalisadores convencionais. A principal vantagem dos biocatalisadores é sua

elevada seletividade (Tabela 9).

Tabela 9. Vantagem e desvantagens dos biocatalisadores sobre os catalisadores quimicos

Vantagens Desvantagens
Geralmente sdo mais eficientes (baixa Suscetivel a inibicdo pelo substrato ou pelo
concentracdo de enzima necessaria) produto

O solvente usualmente é a agua (alto ponto
de ebulicdo e calor de vaporizacdo, além de
ndo solubilizar alguns substratos)

Possui limitacdo de condigbes reacionais
(enzimas tipicamente desnaturados em alta
temperatura e/ou pH)

Podem ser modificados para aumentar a
seletividade, estabilidade e atividade

Mais  seletivos  (quimio-, régio- e
estereosseletivos)

Promovem reacdes sob condicdes brandas

(tipicamente em uma faixa de pH de 5-8 e Enzimas podem causar reacdes alérgicas
temperatura de 20-40 °C)

Sao completamente biodegradaveis Muitas enzimas s@o dependentes de cofatores

(Fonte: FABER, 1997)

1.4.1. Enzimas

Para que ocorra a reacdo de biotransformacdo é necessario que o substrato entre em
contato com as enzimas produzidas pelo microorganismo. Esse encontro pode ocorrer fora das
células, quando as enzimas sdo extracelulares e estdo dispersas no meio de cultura, ou pode

ocorrer no interior das células, quando as enzimas sdo intracelulares, nesse caso o substrato
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dever ser capaz de atravessar a membrana celular do microorganismo (CRUEGER &
CRUEGER, 1993).

Enzimas séo proteinas globulares, de estrutura terciaria ou quaternaria que agem como
catalisadores bioldgicos, aumentando a velocidade das rea¢bes quimicas, sem serem, elas
proprias, alteradas neste processo (CHAMPE & HARVEY, 1989). S&o responsaveis por
catalisar reagGes bioquimicas em células de todos os organismos. Os aumentos de velocidade
de reacdes alcancados por enzimas podem chegar a vinte ordens de magnitude (LAD et al.,
2003). Dos 20 aminoacidos que podem compor as enzimas, 19 deles sdo L-aminoacidos
enantiopuros, proporcionando um microambiene assimeétrico para a conversdo de substratos
com régio- e estereoespecificidade.

Mais de 3.000 enzimas ja foram identificadas, e esse numero tende a aumentar
significativamente gracas as contribui¢cbes por parte da pesquisa genémica e proteémica
(KOELLER & WONG, 2001).

O extraordinario processo catalitico executado por enzimas permaneceu um mistério
por muito tempo. A primeira hipoOtese que tentou explicar o processo de catalise enzimatica
foi formulada por Emil Fischer em 1894 (BENKOVIC & HAMMES-SCHIFFER, 2003),
conhecida como teoria da “chave e fechadura”. Fisher prop0s que as enzimas eram
estruturalmente complementares aos seus substratos, de tal forma que se ajustariam
similarmente a fechadura e sua chave complementar. Essa teoria, apesar de ter influenciado
fortemente o desenvolvimento da bioquimica, ndo foi sustentada, principalmente pelo fato de
gue uma enzima totalmente complementar a seu substrato seria uma enzima muito pouco
eficiente (LEHNINGER, 2002).

Um salto no conhecimento do mecanismo de catélise enzimética foi dado com o
advento da teoria do estado de transicdo (BILLING & MIKKELSEN, 1996) nos anos 1930.
Haldane (BENKOVIC & HAMMES-SCHIFFER, 2003) propds gque o substrato ndo "encaixa"
exatamente na enzima, mas sofre uma distor¢do ap6s a formacdo do complexo enzima-
substrato (ES). Posteriormente Linus Pauling (PAULING, 1948) sugeriu que a enzima se liga
mais fortemente ao estado de transicdo (TS) que ao substrato. Esta hipdtese de Pauling apoia-
se no conceito de estado de transicdo e diz que este € mais estabilizado no sitio ativo da
enzima em relacdo a mesma espécie numa reacdo de referéncia em solucdo aquosa
(ARANTES, 2008).

Em solucdo aquosa, geralmente os substratos sdo solvatados por moléculas de 4gua. A

enzima possui um sitio de ligagdo (sitio ativo) que é estericamente e eletrostaticamente
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complementar, onde o substrato pode ligar-se ap6s a perda das interagcdes de hidrogénio com a
adgua. O sitio ativo é previamente organizado para interagir com o substrato e,
simultaneamente a formacdo das interacGes, ocorre a liberacdo das moléculas de agua que
solvatam o substrato, estas podendo agir como forca motriz na formacéo da ligacdo enzima-
substrato (FREY & HEGEMAN, 2007). Quando os substratos sdo hidrofilicos, pode-se
imaginar que a perda das interacfes de hidrogénio com a agua é desfavoravel, porém, nesses
casos, ha no sitio ativo da enzima um ambiente propicio que favorecera a interacdo enzima-

substrato.

Figura 8. Aspectos da ligacdo de um substrato ao sitio ativo da enzima (Adaptado de FREY
& HEGEMAN, 2007)
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A utilizacdo de ciclos termodindmicos e de corretas reacdes de referéncia € essencial
para racionalizacdo das interacdes e dos mecanismos cataliticos. Sem duvida, cada enzima
utiliza uma combinacdo das forcas e interacdes (catalise covalente, catalise acido-base geral,
interacdo eletrostatica, efeitos entropicos, impedimento estérico e, efeitos quéanticos e
dindmicos, dentre outras), dependendo da reacdo quimica catalisada. Contudo, a espécie que
sofre influéncia determinante do ambiente enzimatico é o estado de transi¢do. Este é
estabilizado principalmente por interacfes eletrostaticas geradas pelo sitio ativo e pela
estrutura enzimatica pré-organizados. Em média, reducdes de cerca de 17 kcal/mol na energia

de ativacdo podem ser obtidas por este mecanismo catalitico (ARANTES, 2008).
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1.4.1.2. Aspectos econdmicos no uso de enzimas

As enzimas encontradas na natureza tém sido usadas desde a antiguidade na producao
de alimentos, tais como queijo, fermento, cerveja, vinho, vinagre, dentre outros, e na
fabricacdo de produtos como couro e linho (GARDOSSI & MOLINARI, 2009).

O mercado de enzimas esta dividido em dois grandes segmentos: enzimas industriais e
enzimas especiais.

O comercio de enzimas industriais faturou em 2004 US$ 2,3 bilhdes e estima-se que o
crescimento anual para os proximos dez anos seja de 5,7%. Séao classificadas como: enzimas
técnicas, destinadas principalmente a industria téxtil e de produtos de limpeza; enzimas para
alimentos e bebidas, em constante crescimento devido a procura de novas aplicacdes na area
de laticinios e panificacdo; e enzimas para racdo animal, cujo crescimento tem sido mais

acelerado devido ao grande interesse dos criadores de aves e suinos em aumentar o valor

nutricional da racio e facilitar sua digestibilidade (SA-PEREIRA et al., 2007).

Tabela 10. Exemplo de aplicagéo de enzimas em diferentes setores industriais

IndUstria Classe da enzima Aplicacdo
Proteases Remocdo de manhas de origem bioldgica
. Remocdo de manchas de residuos de alimentos
Amilases A .
que contém amido
Detergentes  Lipases Remocdo de manchas causadas por gorduras
Celulases Limpeza, clareamento, anti-redeposicao (algodao)
Remocéo de manchas causadas pelos espessantes
Mananases - AR .
utilizados na industria alimenticia
Coagulante de leite, formulas infantis,
Proteases .
Aromatizante
Alimentos Lipases Aroma de queijo
(incluindo Lactase (B-galactosidase) Remocdo de lactose (leite)
laticinios)  Pectina metil esterase Reafirmante de produtos a base de frutas
Pectinase Produtos a base de frutas
Transglutaminase Modificacdo de propriedades visco-elasticas
Amilase Sucos, bebidas de baixa caloria
Bebidas Acetolactqto Maturacao (bebidas)
descarboxilase
Laccase Clareamento de sucos, aromatizante (cervejas)
Celulase Acabamento em jeans, amolecimento de algodao
Amilase Dimensionamento
Téxtis Pectato liase Lavagem
Catalase Alvejante
Laccase Brangueamento
Peroxidase Remocao de corante em excesso

Fonte: GARDOSSI & MOLINARI, 2009.
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Enzimas especiais sdo comercializadas na forma purificada e em menores quantidades,
em relacdo as enzimas industriais, consequentemente apresentando custo muito mais elevado.
O mercado mundial de enzimas especiais faturou em 2004 aproximadamente US$ 1,4 bilh&o,
com taxa de crescimento estimada de 7,9% ao ano. Sdo classificadas como: enzimas
terapéuticas (anticoagulantes, antitumorais, antivirais, antibioticas, anti-inflamatdrias, entre
outras), enzimas utilizadas em diagndstico, enzimas para pesquisa cientifica e enzimas para
quimica fina. Esta Gltima representa uma pequena parcela. O crescimento na comercializacéo
de enzimas especiais vem sendo impulsionado pelas aplicagdes no campo farmacéutico e

também por novas pesquisas em biocatélise (SA-PEREIRA et al., 2007).

1.4.2. Fungos em reacdes de biocatélise

Os fungos tem sido instrumento interessante no estudo dos processos metabdlicos,
pois é de facil manejo, crescimento rapido e utiliza meios de cultivo bem caracterizados
guimicamente (TRABULSI et al., 1996). Estes organismos sdo muito utilizados em estudos
de biotransformac&o de varios compostos inclusive de terpenos (DUETZ et al., 2001).

Ha diferentes estimativas sobre a quantidade de espécies de fungos que habitam nosso
planeta (MUELLER & SCHMIT, 2007). Estima-se que haja cerca de 1,5 milhdes de fungos,
dos quais apenas 80.000-120.000 mil espécies estdo descritas (HAWKSWORTH, 2001;
WEBSTER & WEBER, 2007). Lewinsohn & Prado (2006) relatam que o Brasil possui 1.043
géneros e 13 mil espécies relatadas. Entretanto, os autores alertam que esses numeros se
referem a inferéncias e estimativas que podem ter sido afetadas por uma combinagdo de
problemas, uma vez que na época nao havia qualquer lista de controle de nomes. O Catalogo
de plantas e fungos do Brasil (2010) descreve que possui apenas 3,7% das espécies descritas
mundialmente, com 78 ordens, 924 géneros e 3.608 espécies. A Regido Nordeste do pais € a
que possui registro de maior diversidade de espécies, com 1.749, seguida pela Sudeste com
1.411, Sul com 1.320, Norte com 743 e Centro-Oeste com 296.

Entre as espécies descritas no mundo, somente 16% tém sido cultivadas (DEMAIN,
1999). Os fungos filamentosos derivados de ambiente marinho sdo ainda menos conhecidos.
Estes dados demonstram o grande potencial quimico e biologico a ser explorado com estudos

sobre o sistema enzimatico fangico e sua capacidade em realizar biotransformacdes.
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Uma das transformagdes microbianas mais notaveis foi a producao de 1la-
hidroxiprogesterona a partir da progesterona promovida por Rhizopus stolonifer e Rhizopus
arrhizus (Figura 9; PETERSON et al., 1952). A conversdo régio- e estereoespecifica
promoveu a funcionalizacdo do C-11. O produto da biotransformacdo se tornou um
intermediario chave para a sintese da cortisona. Inicialmente obtida através de 37 etapas com
rendimento global de 0,15%, a cortisona passou a ser sintetizada em apenas seis etapas,
derrubando de imediato o preco do composto de 200 para 6 délares por grama (WACKETT &
HERSHBERGER, 2001). A cortisona foi relatada em 1949, por um grupo de pesquisadores
liderados por Philip Hench, como um esterdide de excepcional atividade antiinflamatoria
(HENCH, 1949) e ainda hoje é largamente vendida como farmaco antiinflamatério.

Figura 9. Biotransformacdo da progesterona por Rhizopus stolonifer e Rhizopus arrhizus

(Adaptado de HOGG, 1992)
O O

HO,,,///
a) Rhizopus stolonifer (50%) 11

b) Rhizopus arrhizus (80-90%)

Progesterona 11a-Hidroxiprogesterona

)

HO,, ',

CH,OH

w\OH

OH

Cortisona 60, 11a-Hidroxiprogesterona
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2. REVISAO DA LITERATURA

O género Lippia Houst, cujo nome deriva de August Lippi, um boténico italiano, é
composto de cerca de 200 espécies representadas por ervas, arbustos e pequenas arvores que
sdo frequentemente aromaticas e distribuidas nas Américas Central e do Sul e em territorios
da Africa Tropical (TERBLANCHE & KORNELIUS, 1996). O maior niimero de espécies se
encontra no Brasil, cerca de 150, com ocorréncia especialmente em campos rupestres e
cerrados (SALIMENA, 2000). O género é de grande importancia econdmica devido aos
diferentes usos de seus Oleos essenciais. Possui muitas representantes classificadas como
espécies medicinais e compreende o segundo maior da familia Verbenaceae.

No Nordeste, diversas especies da familia Verbenaceae (Tabela 11) sdo usadas pela

comunidade local como método tradicional de tratamento de enfermidades.

Tabela 11. Principais espécies da familia Verbenaceae de origem ou cultivadas no Nordeste

do Brasil

Nome cientifico Nome popular Parte usada Indicacdo e forma de uso

Como emenagogo, diurético, expectorante
e anti-reumatico. Uma decocgdo de uma

Chumbinho, - camara, Folhas pequena massa das folhas em meio litro de

Lantana camara L.

cambara ) P - )
4gua. E injerido periodicamente como chéa
até que os sintomas desaparecam.
Lantana radula Sw. Chumbinho-branco Folhas A deco_cgao & usada contra a tosse, gripe e
bronquite.
A infusdo ou o xarope é usado contra
- . Folhas e partes ﬁir;)?eiienséo e com:)esgrilgaedsct)isvo e sedativoe
hlréplgralba (Mill.) Erva cidreira aereas Em banhos é
R usado contra Ulceras externas.
Raizes A infusdo é usada contra resfriado e tosse.

A decocgdo ou maceragdo em 4alcool é

Lippia alnifolia Alecrim-do-mato Folhas usada como antisséptico, no tratamento de

Schauer :
dermatites e caspa.
- ... Alecrim-pimenta, A decocgdo ou maceracdo em 4alcool é
Lippia gracilis - P
Schauer alecrim-de-serrote, Folhas usada como antisséptico, no tratamento de
alecrim-da-chapada dermatites e caspa.

Alecrim-do-mato,
alecrim-de-tabuleiro, Folhas
alecrim-pimenta

Lippia microphylla
Cham.

Usada como antisséptico e contra doengas
respiratdrias.
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Continuacéo da Tabela 11

Nome cientifico Nome popular Parte usada Indicacdo e forma de uso

A decoccdo de uma pequena massa €
diluida em um litro de agua. Indicada no

Folhas tratamento de doencas respiratorias. E
Stachytarp_heta_ vVahl. Gervéo |njer|da periodicamente como ché até que
cayennensis (Rich.) 0s sintomas desaparecam.

Contra vitiligo. Além de injerida como

Planta inteira ché, é usada para banhos.

Stachytarpheta S -
elatior Schrad. ex Gervio Folhas Mesmo uso e indicagdes que os da espécie
S. cayennensis (Rich.).

Schult.

Vitex agnus-castus Liamba, teca Folhas Infu§ao usada contra asmas e doencas

L. renais.

Vitex gardneriana Jaramataia, A infusdo é usada como calmante,
. Folhas Lo .

Schauer tamanqueira digestivo e contra reumatismo.

Vitex triflora Vahl Mama-cahorra Folhas O suco € usado topicamente  contra

verrugas.

Fonte: AGRA, 2008

Lippia gracillis Schauer (Verbenaceae), popularmente conhecida como alecrim-de-
tabuleiro ou alecrim-da-chapada, é um arbusto caducifolio, ramificado, de até 2,5 m de altura,
flores middas amarelo-esbranquecidas, reunidas em espigas de eixo curto, propria da
vegetacdo do semi-arido nordestino de terrenos bem drenados, sendo comum nos Estados da
Bahia, Sergipe e Piaui (LORENZI & MATOS, 2002).

2.1. Oleo essencial de Lippia gracilis

A composicdo quimica do 6leo essencial de Lippia gracilis reportada na literatura
mostra flutuagbes quantitativas dos componentes majoritarios, provavelmente devido a
condicdes genéticas, ndo padronizacao de cultivo e clima.

Trés estudos demonstraram as seguintes variagdes na composi¢do dos componentes
majoritarios do 6leo: carvacrol 47,8%, 11,8% e 54,4%; timol 4,8%, 30,6% e 1,9% e p-cimeno
19,2%, 10,7% e 10,7% (LEMOS et al., 1992; MATOS et al., 1999; PESSOA et al., 2005).

Segundo Silva et al. (2008), o 6leo essencial das folhas de L. gracilis € composto por
80,25% de monoterpenos e 18,14% de sesquiterpenos, sendo 0s principais constituintes
carvacrol (44,43%), o-cimeno (9,42%), y-terpineno (9,16%), B-cariofileno (8,83%) e timol

(3,83%). Os mesmos autores determinaram que o Gleo da planta apresenta potente atividade
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larvicida (ICso = 98 + 1,99 pg.mL™), frente a larvas de Aedes aegypti, e relacionaram o
monoterpeno fendlico carvacrol, majoritario no 6leo, como principal responsavel por sua
atividade. Mendes et al. (2010) relataram atividades antinociceptiva e antiinflamatoria do 6leo

essencial de L. gracilis, estando relacionadas a presenca de timol.

Figura 10. Estrutura quimica dos principais componentes do 6leo essencial de L. gracilis

SRSy e o=t

y-Terpineno  p-Cimeno Timol Carvacrol (E)-Cariofileno

Um estudo realizado por Teles et al. (2010) sobre a atividade moluscicida do éleo da
espécie coletada no municipio de Tomar do Gero-SE revelou seu elevado potencial frente a
caramujos Biomphalaria glabrata, principal hospedeiro do Schistosoma mansoni no Brasil,
com CLsy (concentragdo letal média) de 62,2 pg.mL™ O uso do dleo de L. gracilis foi
considerado como uma alternativa potencial no combate ao trematddeo. Nesse estudo, o dleo
essencial apresentou como principais componentes timol (24,0%), p-cimeno (15,9%), metil-
timol (11,7%), y-terpineno (10,9%) e (E)-cariofileno (7,8%). Os mesmos autores observaram
um bom resultado no ensaio de toxicidade frente a Artemia salina, sendo necessario apenas
23,6 pg.mL™ do 6leo para eliminar 50% das larvas. A Organizacdo Mundial de Sadde

considera toxico compostos que apresentem valores de CLso < 100 ug.mL™ para A. salina.
2.2. Biotransformacéao de terpenos volateis

A biocatélise tém se tornado uma ferramenta valiosa para a modificacdo estrutural de
compostos organicos. Sua eficiéncia em promover reacdes de alta complexidade, dificilmente
alcancadas por métodos convencionais, é seu principal atrativo. As reacGes de
biotransformacdo sdo comumente realizadas empregando-se enzimas isoladas,
microorganismos ou células vegetais.

Um problema comum em reac6es de biotransformac6es envolvendo terpenos volateis
€ a ndo solubilizacdo desses compostos em meio aquoso. Agentes que facilitem a sua
solubilizacdo podem ser usados para contornar esse problema, como dimetil sulfoxido, por

exemplo. Deve-se ter em mente tambeém que terpenos comumente apresentam atividade
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fungicida ou bactericida, dessa forma, um limiar de concentragéo do substrato pode impedir 0
crescimento celular (GOUNARIS, 2010).

Outro problema € a volatilizacdo do substrato durante a reacdo, métodos para a adi¢ao
continua do substrato, em concentracbes nao prejudiciais ao microorganismo, tém sido
desenvolvidos e demonstrado eficiéncia. Dentre eles, o0 método de pervaporacdo (VANE,
2005) e a inclusdo dos compostos diretamente ligados a materiais nos meio de cultura sdo

comumente usados (GOUNARIS, 2010).

A Tabela 12 ilustra exemplos de biotransformacéo de compostos volateis.

Tabela 12. Biotransformacdo de precursores para a producdo de compostos volateis por

plantas e microorganismos.

Organismo Substrato Produto / efeito / rendimento
Plantas
Anethum graveolens Geraniol Nerol foi detectado em 24h de reacdo. Apds esse

Asparagus officinalis
Capsicum annuum

Catharanthus roseus

Dioscorea deltoidea

Eucalyptus perriniana

Euphorbia characias
Glycyrrhiza alba
Nicotiana tabacum

Peganum harmala

Fungos e algas
Aspergillus niger

Beauveria bassiana

Botryodiplodia theobromae

Santonina, 0,2 g.L™*
Acido ferrilico, 2,5 mM

3-Careno e 2-pineno
Geraniol, nerol e carvona,
01g.L"?

Geraniol

Piperitona

Limoneno, 1,2 g.L™
Borneol, 0,5 g.L™
Eugenol, timol e carvacrol,
0,8 mM

Oxido de cariofileno
Geraniol

Aldeidos monoterénicos
Geraniol

Pinenos
mentona

B-lonona

Nerol e geraniol, 0,1% v/v
Acido  caprico, &cido
caprilico

Fenilalanina

Cadina-dien-3-ona

Acido a-linolénico

tempo, ndo foi observada a presenca de nerol ou de
geraniol.

Derivados hidroxilados, 120 mg.L™
Vanilina, 10 mg.L™

Derivados epoxidados e hidroxilados

Hidroxilagdo em posi¢des alilicas e redugdo de
duplas ligag6es de grupos ceto, < 60 mg.L™ cada
Geranial e neral

Derivados hidroxilados

Carvona (240 mg.L™) via carveol

Derivados glicosilados de borneol (240 mg.L™ para
o derivado mais abundante)

Derivados glicosilados de timol, carvacrol e
eugenol acumulados nas células, conversdes de 70-
99%

Cariofila-3-en-5,14-diol-O-gentobiosideo

Geranial, neral
Reduc&o aos alcoois correspondentes
Geranial, neral

Verbenol, verbenona, mirtenol e mirtenal
Mentol e piperitol

Derivados hidroxi e oxo

Linalol, 43 mg.L™, a-terpineol 54 mg.L™
Conversdo a nonan-2-ona e heptan-2-ona com
rendimento superior a 46%

2-Feniletanol

Vérios derivados hidroxilados

Acidos jasménico, 1100 mg.L™ (100 mg.g* de
células secas)
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Continuacdo da Tabela 12.

Organismo

Substrato

Produto / efeito / rendimento

Botryodiplodia theobromae

Botryosphaeria dothidea
Candida sorbophila
Chaetomium globosum
Curvularia lunata

Epicocum nigrum

Fusarium proliferatum
Fusarium verticilloides
Ganoderma applanatum
Glomerela singulate
Gomgronella butlery

Mucor circillenoides

Penicillium citrinum

Penicillium digitatum

Pleurotus flabellatus
Pleurotus sapidus
Pleurotus sapidus

Bacterias
Alcaligenes defragrans

Rhodococcus sp.
Xanthobacter sp. C20
Pseudomonas rhodesiae

Pseudomonas sp.

Rhodococcus erythropolis
Rhodococcus opacus
Serratia marcescens

(+)-Valenceno 0,4 g.L™

(+)-Valenceno 0,4 g.L™
Acido ricinoléico
Valenceno

Squamulosona, 0,16% m/v

Oleo essencial de Citrus
sinensis

Limoneno, 0,5%
Limoneno
Mirceno, 0,1% v/v
B-Selineno
Limoneno, 0,5%

Decanoato de etila,

caprinoato de etila

Limoneno, 0,5%

Limoneno, 0,5%
Geraniol, nerol e citral, 1
mM

Mirceno, 0,1% v/v
Limoneno, 0,5% v/v

Limoneno, 0,5% v/v

Limoneno + isolimoneno,
1 mM de cada

Geraniol
Limoneno, 1 mM
Oxido de a-pineno

Pinenos, 1% v/v

Carveol, 50 mM
Limoneno
Eugenol, 0,4%

Notkatona

Notkatona

y-Decalactona, 40,9 g.L™

Notekatona, 25 mg.L™

Vérios aromadendranos, < 0,06% m/v

Alcoois terpénicos

Carveol, 35 mg.L™
Alcool perilico

Mircenol e outros volateis oxigenados

y-Decalactona, 10,5 g.L™

o-Terpineol, 80 mg.L™

o-Terpineol, 506 mg.L™*
Metilheptanonas, 0,9 mM

Mircenol e outros volateis oxigenados

Carvona

Carveol (30 mg.L™), carvona (55 mg.L™)

Isoterpinoleno, 250 uM

Acido geranico
8,9-Epodxido de limonene, 0,8 g.L™
Isonovalal, 16,4 g.L™*

Cimeno (130 mg.L™), terpineol, borneol, limoneno

e terpinoleno (todos < 40 mg.L™)
Carvona, 160 mM

Carveol, carvona

Vanilina, 3,8 g.L*

Fonte: (GOUNARIS, 2010).
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2.2.1. Biotransformacéao da canfora

A canfora (1,7,7-trimetilbiciclo-[2.2.1]-heptan-2-ona) € um monoterpeno biciclico
cetbnico, de formula molecular C1oH160, com estrutura do tipo norbornano. A canfora pode
ser obtida do canforeiro [Cinnamomum canphora (L.) J. Presl], da familia Lauraceae, nativa
do Taiwan, Japdo e China. Outras fontes naturais séo as plantas Dryobalanops aromatica e
Ocotea usambarensis (ALVES & VICTOR, 2010).

Nakahashi & Miyazawa (2011), usando Salmonella typhimurium OY1002/2A6 do
citocromo humano P450 e NADPH-P450 redutase como biocatalisadores, observaram a
hidroxilagdo da (-)-canfora nas posic¢des 5-exo e 8, produzindo (-)-5-exo-hidroxicanfora e (-)-

8-hidroxicanfora, com rendimento de 7,6 e 0,6%, respectivamente (Figura 11).
Figura 11. Biotransformagéo da (-)-canfora por Salmonella typhimurium OY1002/2A6

HO
0 S. typhimurium 0
-_———>

HO

(-)-Canfora (-)-5-exo-Hidroxicanfora 8-Hidroxicanfora

Sete produtos de biotransformacédo da (+)-canfora foram identificados por Orihara et
al. (1994) ao incubar o substrato com células vegetais de Eucalyptus perriniana. Os
compostos majoritarios foram a (+)-6-O-4-D-glicopiranosideo-6-exo-hidroxicanfora (11,7%;
Figura 12; 1) e seu epimero, a (+)-6-O-p-D-glicopiranosideo-6-endo-hidroxicanfora (3,1%;
2).

Figura 12. Biotransformacdo da (+)-canfora por células vegetais de Eucalyptus perriniana.

O o) O-glc 0

E. perriniana
—_— > +

O-glc
(+)-Canfora 1 2

Mihovilovic (2006) verificou a lactonizacdo da canfora por meio de uma reacdo de
Baeyer-Villiger promovida por enzimas do fungo Penicillium brasilianum. No processo o

substrato foi totalmente consumido.
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Figura 13. Biotransformacéo da canfora pelo fungo Penicillium brasilianum

O P. brasilianum ')

—_ >
0]

Dois trabalhos distintos investigaram o potencial de fungos (MIYAZAWA, 1995) e
cianobactérias (UTSUKIHARA et al., 2004) em biotransformar (+)- e (-)-canfoquinonas.
Reduc0es de alta estereosseletividade foram observadas. (-)-Canfoquinona foi reduzida a (+)-
2R-endo-epi-hidroxicanfora por Aspergillus niger, enquanto (+)-canfoquinona foi convertida
principalmente em (-)-3S-exo-hidroxicanfora por espécies de Glomerella cingulata e Mucor
mucedo (Figura 14). Utsukihara et al. (2004), usando cianobactérias (Synechococcus
elongatus PCC 7942 e Synechosystis sp.), observaram a formagdo de (—)-3S-exo-
hidroxicanfora a partir da (+)-canforquinona. Os autores verificaram que, em condicGes de

baixa iluminacdo, ocorre diminui¢do da seletividade da reducéo.

Figura 14. Principais produtos de biotransformacdo da (-)-canfoquinona por A. niger e da

(+)-canfoquinona por G. cingulata, M. mucedo e cianobactérias.

(0] G. cingulata (70%)
A. mger (80/) M. mucedo (71"/)
HO Cianobactérias (93/)

(+)-2R-end o-epi-hidroxicanfora (-)- canfoqulnona (+)- canfoqulnona (-)-3S-exo-hidroxicanfora

2.2.2. Biotransformacao da fenchona

A fenchona (1,3,3-trimetilbiciclo-[2,2,1]-heptan-2-ona) € um monoterpeno biciclico
como a canfora, diferindo apenas desta pela posicao de dois grupos metilicos. A (+)-fenchona
pode ser obtida do 6leo essencial de Foeniculum vulgare, enquanto o isémero levogiro é
encontrado no oleo de Thuja occidentalis (HARBORNE & BAXTER, 1993). Ha poucos
relatos na literatura do uso de fenchona como substrato em processos biocataliticos.

Miyazawa & Glyoubu (2007) examinaram a biotransformacgédo da (-)-fenchona por

enzimas do citocromo P450 humano. Foi observada a oxidacdo do substrato originando (-)-6-
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exo-hidroxifenchona, 6-endo-hidroxifenchona e 10-hidroxifenchona (Figura 15). Segundo os
autores, as enzimas CYP2A6 e CYP2B6 foram as principais responsaveis pela hidroxilagao.

Figura 15. Biotransformacdo da (-)-fenchona por enzimas do citocromo P450 humano

P-450

— %bOH + %b + ;/Zb
| ] O

g o © OH oH

(-)-Fenchona (-)-6-exo-Hidroxifenchona (-)-6-endo-Hidroxifenchona (-)-10-Hidroxifenchona

Miyazawa & Miyamoto (2005), usando larvas de Spodoptera litura como
biocatalisador, verificaram a conversdo de (+)- e (-)-fenchona em, principalmente, derivados
monohidroxilados. O carbono 6-exo foi o sitio preferencial de adi¢do do grupo OH para a (+)-

fenchona, enquanto a (-)-fenchona sofreu majoritariamente a hidroxilagéo no C10.
2.2.3. Biotransformacao do geraniol

O geraniol (2E-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-0l) é um monoterpeno oxigenado,
encontrado principalmente nas flores de espécies de rosas (Rosa hybrida; BAYRAK, 1994) e
no Oleo essencial das folhas de varias plantas aromaticas, como Ocimum basilicum (SIMON
et al., 1999), Cymbopogon citratus (Singh-Sangwan et al., 1993) e Cymbopogon martinii
(SARMA et al., 1998).

Guardiola et al. (1996), usando suspencdes celulares de duas variagdes de Vinis
vinifera L., verificaram a conversdo de geraniol a nerol. Os autores observaram um
rendimento de 40% quando a reacdo foi efetuada usando as células imobilizadas em
poliuretano, enquanto, ao imobiliza-las em alginato de célcio obteve-se um rendimento de
20% de converséo.

Chatterjee (2004), estudando a degradacdo microbiana do geraniol por cepas de
Rhodococcus sp isoladas do solo, observou a oxidacdo do geraniol a acido gerénico em uma
temperatura 6tima de 30 °C.

A reacdo utilizando Saccharomyces cerevisiae promoveu a reducdo regiosseletiva de
uma das duplas ligacdo do geraniol com 97% de excesso enantiomérico (Figura 16;
GRAMATICA et al., 1982).
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Figura 16. Reducéo do geraniol a R-citronelol por S. cerecisiae

~ OH
Saccharomyces

cerevisiae

Geraniol R-Citronelol (e.e. > 97%)

Uma clivagem oxidava do geraniol dando origem a sulcatona (6-metil-5-hepten-2-ona)
foi conduzida por Penicillium digitatum (DEMYTTENAERE & KIMPE, 2001) e Penicillium
italicum (DEMEYTTENARE & POOTER, 1996), com rendimento de 83% ap0s trés semanas

e 69-76% ap0Os quatro dias de reacdo, respectivamente.

Figura 17. Mecanismo de degradacdo do geraniol por P. italicum. (Adaptado de
DEMEYTTENARE & POOTER, 1996).
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AN

OH OH OH o

OH
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar a composicao quimica do 6leo essencial de Lippia gracilis e realizar reacGes

de biotransformacdo de compostos volateis por espécies fungicas.

3.2. Objetivos especificos

v' Identificar os componentes quimicos do 6leo essencial das folhas secas de sete
gendtipos de Lippia gracilis obtido por hidrodestilacao;

v Propor a rota biossintética de obtencdo dos componentes presentes no Oleo
essencial de L. gracilis;

v’ Realizar analises estatisticas visando agrupar os genétipos através da similaridade
na composicao de seus 6leos essenciais;

v Avaliar o efeito do estresse hidrico sobre o teor e composicdo quimica do éleo
essencial da espécie;

v’ Realizar reacGes de biotransformacdo de volateis por Botryosphaeria sp. e

Aspergillus niger;
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3. METODOLOGIA

3.1. Parte I: Anélise do dleo essencial de Lippia gracilis

3.1.1. Local do estudo de campo

Os gendtipos de Lippia gracilis Shauer (106, 107, 108, 109, 110) tiveram origem de
Tomar do Geru-SE, coletados a uma altitude de 215, 214, 209, 207 e 205 metros,
respectivamente. Enquanto os gendtipos 201 e 202 originaram-se de Rio Real, municipio da
Bahia, coletados a 200 e 197 metros de altitudes.

Os sete genotipos foram encaminhados para o Horto de Plantas Medicinais da Fazenda
Experimental "Campus Rural da UFS" localizada no Municipio de S&o Cristovao-SE. Quando
as mudas apresentaram-se com trés pares de folhas, foram levadas a campo para implantagéo
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG).

Os genotipos foram divididos em dois grupos e cultivados sob condicBes idénticas,
exceto pelo fato de que um dos grupos foi submetido ao estresse hidrico (CE: com estresse)
através da restricdo do fornecimento de agua e o outro grupo foi cultivado sob irrigacdo
continua por gotejamento (SE: sem estresse). Esse experimento foi realizado em
quadruplicada (Figura 19) e teve como objetivo avaliar o efeito do estresse hidrico sobre o

teor e composicdo quimica dos gendtipos de L. gracilis.

Tabela 13. Dados de origem e do BAG dos genotipos de L. gracilis

- . - N Voucher
Cddigo Local de origem Dados geograficos Herbario UES
106  Tomar do Geru—SE 11 19'16,7"S; 37 55' 09,2" W 14733
107 Tomar do Geru—SE 11 19'20,1" S; 37 55'13,5" W 14737
108  Tomar do Geru—SE 1119'224"S; 37 55'12,6" W 14734
109  Tomar do Geru—SE 11 19'20,7"S; 37 55' 16,9" W 14735
110  Tomar do Geru—SE 1119'21,1"S; 37 55' 14,9" W 14732
201  Rio Real - BA 1123'38,7" S; 38 00" 54,1" W 14736
202  Rio Real — BA 11 23'45,3" S; 38 00' 51,3" W 14731
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Figura 18. Mudas de genotipos de Lippia gracilis cultivadas no Campus Rural da UFS

P

3.1.2. Extracdo do O6leo essencial, andlise cromatografica por CG-EM e

identificacdo dos compostos

O oleo essencial foi extraido (em quadruplicata) através da técnica de hidrodestilacdo
usando aparelhagem do tipo Clevenger. Utilizou-se 100 g de folhas secas que foram
adicionadas a um balao de fundo redondo com capacidade para trés litros junto com dois litros
de &gua destilada, o processo de hidrodestilacdo teve duracdo de 160 minutos ap6s o inicio da
condensacdo do vapor no Clevenger e o 6leo essencial obtido foi separado da solucdo aquosa
por decantacdo, seco com sulfato de sédio anidro (Na,SO,), transferido para frascos de vidro
ambar e armazenado em freezer.

A anélise da composigdo quimica do 6leo essencial foi realizada em um cromatdgrafo
a gas acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM; Shimadzu, modelo QP 5050A;
Kyoto, Japao), equipado com um autoinjetor AOC-20i (Shimadzu) e coluna capilar de silica
fundida J&W Scientific (5%-fenil-95%-dimetilpolisiloxano) de 30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um
de espessura de filme, usando He como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL.min™;
temperatura do forno foi programada mantendo-se constante a 50 °C durante 1,5 min, seguido
de um aumento de 4 °C.min™ até atingir 200 °C, depois a 10 °C.min™ até atingir 250 °C
mantendo constante esta temperatura por 5 min.; temperatura do injetor de 250°C e
temperatura do detector de 280 °C; volume de inje¢do foi de 0,5 pL do oleo diluido em
acetato de etila (25 mg.mL™); taxa de particdo do volume injetado de 1:100 e pressdo na
coluna de 64,20 kPa. As condi¢bes do EM foram: detector de captura i6nica operando com
ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV; velocidade de varredura 1.000; intervalo de

varredura de 0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da.
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Os componentes do 6leo essencial foram identificados através da comparacéo de seu
espectro de massas com espectros existentes na literatura (ADAMS, 2007) e com espectros do
banco de dados do equipamento (WILEY8 e NIST05), bem como pela comparacdo dos
indices de retencdo (IR), que foram determinados utilizando uma série homologa de n-alcanos
(Cs-Cyg) injetada nas mesmas condicBes cromatograficas das amostras e calculados de acordo
com a equacao de Van den Dool & Kratz (1963).

Figura 19. Resumo das etapas realizadas até a analise do 6leo essencial.

Genotlpo
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COLETA E SECAGEM DAS FOLHAS

EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL

Vo Vo Vol !

}9 98 g8 s

Analise cromatografica

[

3.1.3. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de clusters utilizando o pacote
estatistico do software STATISTICA® versdo 9.0 (2009). A dissimilaridade entre as amostras
foi medida através do célculo da distancia euclidiana. Os genotipos foram agrupados
utilizando o método de Ward (ROMESBURG, 1984).
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3.2. Parte Il — Reac0es de biotransformacao

Para promover as bioconversdes foram utilizadas duas espécies fungicas: Aspergillus
niger e Botryosphaeria sp. Todas as etapas do processo reacional usando Botryosphaeria sp.
foram realizadas no Laboratério do Prof. Dr. André Luiz Meleiro Porto (Laboratério de

Quimica Organica e Biocatalise/Instituto de Quimica de Sdo Carlos/USP).

3.2.1. Solventes e sais

Foram utilizados solventes (acetato de etila, hexano, éter dietilico, metanol e éter de
petroleo) grau de analise (PA) nos processos de biotransformacéo e grau HPLC na dilui¢do
dos componentes isolados, adquiridos da Synth, Vetec, Merck e Tedia. Cloroférmio
deuterado (CDCI3) usado na obtencdo dos espectros RMN e o padrdo interno tetrametilsilano
(TMS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os sais utilizados foram obtidos de fontes

comerciais (Synth, Merck e Vetec).

3.2.2. Substratos

Nas reacOes de biotransformagdo foram usados como substrato, além dos principais
componentes do OE de L. gracilis, carvacrol e timol, os compostos (+)-pulegona, geraniol, (-
)-citronelol, (+)-limoneno e os monoterpenos biciclicos rac-canfora, (1R,4S)-(+)-fenchona,

(1S,4R)-(-)-fenchona), adquiridos da empresa Sigma-Aldrich.

3.2.3. Cromatografia em coluna

Para o isolamento dos produtos da reacdo empregou-se a técnica de cromatografia em
coluna (CC), utilizando como fase estacionaria silica gel flash 60 (230-400 mesh) da Across.
O progresso reacional foi acompanhado através de cromatografia em camada delgada (CCD),
usando cromatofolhas de silica gel 60 F,s4 da Sorbent Technologies. As cromatofolhas foram
observadas em cadmera com luz UV (254 nm) e reveladas com solucdo de anisaldeido (100
mL de acido acético, 1 mL de acido sulfurico concentrado e 1 mL de p-anisaldeido) ou
solucéo alcodlica de vanilina (125 mL de etanol, 25 mL de &cido sulfurico concentrado e 6 g
de vanilina). Foi usado um sistema hexano:acetato de etila como fase movel na eluigdo dos

componentes. Iniciando com 100% hexano (175 mL) e elevando a polaridade gradualmente:
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9,5:0,5 (75 mL); 9,0:1,0 (75 mL); 8,5:1,5 (75 mL); 8,0:2,0 (150 mL); 7,5:2,5 (200 mL);
7,0:3,0 (200 mL); 6,5:3,5 (100 mL).

3.2.4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H e C foram obtidos em um espectrofotdmetro
Bruker/AC-200, operando na frequéncia de 200 MHz e 50 MHz, respectivamente. Utilizou-se
CDCl3 como solvente e os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) em relacédo ao padrdo interno TMS.

As analises de RMN foram realizadas junto a Central Analitica do Instituto de
Quimica de S&o Carlos (CAQI-USP).

3.2.5. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

Os cromatogramas e espectros de massas foram obtidos em um cromatdgrafo a gas
acoplado a espectrometro de massa (Shimadzu, modelo QP-2010plus; Kyoto, Japdo),
equipado com um autoinjetor Shimadzu 2010 e coluna capilar de silica fundida J&W
Scientific DB-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolisiloxano) de 30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 pum de
filme, usando He (99,995% de pureza) como gas de arraste com fluxo de 1,5 mL.min-1 e
pressdo de 88,2 kPa; volume de injecdo das amostras de 0,5 uL em uma razéo de split de
1:20; a temperatura do injetor e detector foi mantida em 250 °C. Foram desenvolvidos dois
métodos, para analise dos produtos de biotransformacao da canfora e da fenchona, método 1 e
2, respectivamente. No método 1, a temperatura do forno foi programada para 50 °C por 1
min, seguido de aguecimento a taxa de 7 °C.min™* até 232 °C, finalizando com uma isoterma
de 3 min nesta temperatura. No método 2, a temperatura do forno foi programada para 50 °C
por 1 min, seguido de aquecimento a taxa de 5 °C.min™ até atingir 180 °C, mantendo-se
constante por 3 min. Ambos métodos apresentam tempo de programa total de 30 min. As
condicdes do EM foram: detector de captura i6nica operando por impacto eletronico e energia
de impacto de 70 eV, velocidade de varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50

fragmentos.s™ e fragmentos detectados na faixa de 40 a 500 Da.
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3.2.6. Outros equipamentos

A eliminacdo das solventes nos extratos e fracdes foi realizada em rotaevaporadores a
pressdo reduzida em equipamentos das marcas Fisaton e Tecnal T — 210, ambos equipados
com bomba de vacuo TE — 058 e refrigeracdo Tecnal Modelo TE — 2005.

As aliquotas retiradas periodicamente para monitoramento do processo de
biotransformacdo foram centrifugadas a 6000 rpm durante 6 minutos em uma centrifuga
modelo Hermle.

O crescimento dos fungos em meio liquido e as reacOes de biocatalise foram
realizadas em agitadores modelos Tecnal TE-421 e Superohn, usando temperatura constante
de 32 °C e velocidade de rotagdo de 150 rpm.

Balanca analitica modelo AY 220 — Shimadzu, capela de fluxo laminar Veco,

autoclaves verticais modelo Phoenix e medidor de pH modelo 8010 — Qualxtron.

3.2.7. Coleta da alga e isolamento do fungo Botryosphaeria sp.

A alga Bostrychia radicans foi coletada pela Profa. Dra. Hosana M. Debonsi da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP/USP). A identificacdo da
espécie foi realizada pela Dra. Nair S. Yokoya do Instituto de Botanica de Sao Paulo (IB/SP).
A alga foi coletada em setembro de 2007 no Manguezal da Praia Brava em Ubatuba, litoral
Norte do Estado de Sdo Paulo. Foram coletados 2 Kg de algas, as quais foram armazenadas
separadamente em pequenas por¢cdes em embalagens plasticas sob refrigeracdo em sacos
plasticos (- 14 °C).

Figura 20. Foto da alga marinha Bostrychia radicans
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O isolamento dos fungos endofiticos foi realizado pelos alunos do grupo de pesquisa
do Laboratério de Quimica Organica do Ambiente Marinho (FCFRP/USP), sob a orientacédo
da Profa. Dra. Hosana M. Debonsi.

A alga B. radicans foi lavada com agua do mar para remoc¢do de impurezas (areia,
folhas). A desinfecgdo superficial deste material para o isolamento dos microorganismos
endofiticos foi realizada por trés diferentes metodologias:

(@) Incubacdo em etanol 70% por 15 segundos e trés lavagens em agua do mar

esterilizada.

(b) Incubacdo em etanol 70% por 10 segundos, incubacdo em hipoclorito de sédio

(0,01%) por 5 segundos e trés lavagens em agua do mar esterilizada.
(c) Incubacdo em etanol 70% por 5 segundos, incubacdo em hipoclorito de sodio
(0,01%) por 15 segundos e trés lavagens em agua do mar esterilizada.

As amostras esterilizadas foram fragmentadas com uso de pinc¢a e bisturi cirdrgico
estéreis e os fragmentos foram transferidos para placas de Petri com meios de cultivo sélidos
de agar-agar e batata-dextrose-agar (BDA).

O meio agar-agar foi preparado pesando-se 20 g de alga B. radicans, os quais foram
fragmentados em liquidificador com 200 mL de agua do mar esterilizada. Em seguida foram
adicionados cloranfenicol (200 mg), agar (15 g) e agua do mar (1 L). As placas foram
incubadas em estufa a 28 °C e os microorganismos que se desenvolveram nas placas foram
sucessivamente repicados até a obtencdo das linhagens puras. O fungo isolado e nomeado de
Br-09 foi selecionado para ser usado nas reacdes por apresentar potencial de conversdo dos
substratos. Pertencente ao género Botryosphaeria, identificado pela Dra. Lara D. Sette no
Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agrarias (CPQBA/UNICAMP), sua espécie

ainda esta em processo de identificacdo no mesmo centro de pesquisa.

3.2.8. Isolamento do fungo Aspergillus niger

A espécie fangica Aspergillus niger foi isolada de folhas de Hancornia speciosa
Gomes, popularmente conhecida por mangabeira, pelo grupo de pesquisa do prof. Dr. Geraldo
Humberto Silva do Nucleo de Quimica da UFS (Campus Prof® Alberto Carvalho).

No processo de isolamento, a superficie da folha do vegetal foi esterilizada por
imersdo em hipoclorito de sodio (2%) durante 5 minutos e em etanol (70%) por 1 minuto,

posteriormente foi lavada duas vezes em agua estéril por 10 minutos e colocada para secar.
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Pedacos de folhas cortados assepticamente foram depositados em placas de Petri
contendo os meios de BDA, todos contendo antibidtico (sulfato de gentamicina) para impedir
0 crescimento bacteriano.

Ap0s o crescimento de varias linhagens fungicas, foram realizados sucessivos repiques
até a obtencdo da espécie pura. Sua pureza foi determinada pela aparéncia uniforme nas
placas com 0s meios apropriados.

A linhagem pura foi classificada como Aspergillus niger pelo Prof. Dr. Jodo Basilio de

Mesquita do Departamento de Agronomia Agrondmica da UFS.

3.2.9. Cultivo dos microorganismos

e Agua do mar artificial

A 4gua do mar artificial para o cultivo de Botryosphaeria sp. foi prepara a partir da
dissolugdo de varios sais em agua destilada. Composicdo (1L): CaCl,.2H,O (1,36 g),
MgCl,.6H,0 (9,68 g), KCI (0,61 g), NaCl (30,00 g), Na,HSO, (0,14 g), Na,SO. (3,47 ),
NaHCO; (0,17 g), KBr (0,10 g), SrCl,.6H,0 (0,04 g) e H3BOs (0,03 g).

e Composicdo do meio de cultura e cultivo dos fungos
Os fungos Botryosphaeria sp. e Aspergillus niger foram previamente cultivados em
meio solido, preparado através da adicdo de 4 g de extrato de malte, 4 g de agar e 200 mL de
agua destilada (A. niger) ou agua do mar artificial (Botryosphaeria sp.) em um frasco do tipo
shott. O pH da solucéo foi ajustado para 8,0 com solugdo de KOH (2 mol.L™) para o cultivo
de Botryosphaeria sp., enquanto que, para o cultivo de A. niger, o pH n&o foi alterando,
mantendo-se igual ao pH do meio de cultura. Posteriormente, o frasco foi autoclavado durante
20 min a 120 °C. O meio preparado foi adicionado sobre placas de Petri, para cada placa
usou-se 25 mL de meio. Numa capela de fluxo laminar, fez-se o repique da cultura pura do
fungo para as placas de Petri. As placas foram mantidas em estufa a temperatura constante de
32 °C e na presenca de luz.
O meio de cultura liquido usado nos experimentos foi preparado atraves da adicao de
2 g de extrato de malte e 100 mL de agua destila (A. niger) ou agua do mar artificial
(Botryosphaeria sp.) em Erlenmeyer de 250 mL. O pH da solugédo foi ajustado (apenas no
cultivo de Botryosphaeria sp.) para 8,0 com soluc&o de KOH (2 mol.L™) e os frascos foram

fechados (usando rolhas preparadas com algoddo embrulhado em gaze) e autoclavados a 120
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°C por 20 min. O in6culo dos fungos em meio liquido foi realizado a partir em Erlenmeyer de
250 mL contendo 100 mL de meio. Os Erlenmeyers foram levados para um agitador orbital,

onde foram mantidos por 3 dias a 32 °C e 150 rpm.

3.2.10. Reagdes de biotransformagéo

Apos trés dias de crescimento dos fungos em meio liquido (100 mL) contido em
Erlenmeyer de 250 mL, fez-se a adicdo dos substratos usados nas reagOes. Adicionou-se,
separadamente, 50 mg dos compostos diluidos em 400 uL de DMSO, no fundo dos frascos
Erlenmeyer com auxilio de uma pipeta Pasteur. Os Erlenmeyers foram levados ao agitador
rotativo (150 rpm; 32 °C) e periodicamente realizou-se a remocdo de aliquotas para observar o
progresso reacional. Nos intervalos de 24, 48, 72 e 120 h coletou-se 2 mL do meio e, em
tubos falcon, misturou-se com 2 mL de acetato de etila. Os tubos foram agitados em um
aparelho Vortex e centrifugados a 6.000 rpm por 6 min. A fase organica foi coletada e
injetada em um CG-EM.

No quinto dia de reacdo, fez-se a extracdo dos produtos com acetato de etila (3 x 50
mL). A fase organica obtida foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente eliminado em
um rotaevaporador. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna (Iltem 3.2.3),

onde foi feito o isolamento dos produtos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Parte I — Analise do 0leo essencial de Lippia gracilis

O teor de 6leo essencial extraido das folhas secas de genotipos de L. gracilis variou de
3,52 a 6,00% para os gendtipos submetidos ao estresse hidrico e de 2,83 a 5,25% para 0s
genotipos que ndo foram submetidos ao estresse hidrico (Tabela 14). A maior producdo de
Oleo por parte dos gendtipos com deficiéncia hidrica estd de acordo com resultados
encontrados por outros autores (MORAIS, 2009). Gouinguené & Turlings (2002), ao avaliar o
teor de umidade do solo e a umidade do ar na emissdo de volateis por espécies de milho,
verificaram uma maior emissao ao cultivar as plantas em solo seco. Ocimum basilicum, sob
estresse hidrico, apresenta menor rendimento de massa seca total, porém, o rendimento de seu

0leo essencial € duas vezes maior nessa condicdo (SIMON et al., 1992).

Tabela 14. Teor de 6leo essencial extraido das folhas de L. gracilis

Teor (%)
Genotipo 106 107 108 109 110 201 202

CE SE CE SE CE SE CE SE CE SE CE ©SE CE SE
3,52 3,17 421 367 463 413 383 283 383 283 540 525 6,00 3,50

4.1.1. Composi¢do quimica

Foi analisado o 6leo essencial extraido das folhas de sete gendtipos de L. gracilis (106,
107, 108, 109, 110, 201 e 202) e verificado o efeito do estresse hidrico sobre o teor e
composicdo quimica do 6leo essencial dos gendétipos. Para avaliar o efeito do estresse hidrico
0s gendtipos foram divididos em dois grupos iguais (SE: sem estresse; CE: com estresse) e
cultivados em condigOes idénticas, exceto pelo fato de que para um dos grupos (SE) foi
fornecida agua através de irrigacdo continua por gotejamento durante todo o periodo de
cultivo, enquanto o outro (CE), foi cultivado sem o fornecimento de agua.

A analise por CG-EM do OE dos sete gendtipos, em ambos 0s grupos, permitiu
identificar um total de 32 compostos com predominancia de monoterpenos. Mais de 80% do
OE da planta é constituido por carvacrol, timol, p-cimeno, metil timol, y-terpineno e (E)-
cariofileno (Figura 21; Tabela 15 e Tabela 16).
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Figura 21. Estrutura quimica dos principais componentes do OE de L. gracilis

7L L

y-Terpineno (E)-Cariofileno

Carvacrol Timol p-Cimeno Metil timol

O gendtipo 106 apresentou timol (CE: 57,7%; SE: 57,2%) como componente
majoritario, enquanto os gendtipos 107, 108, 109, 110, 201 e 202 possuem carvacrol (CE:
36,7-52,2%; SE: 36,-48,6%) como principal componente do 6leo.
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Tabela 15. Composicdo quimica do OE de gen6tipos de L. gracilis submetidos ao estresse hidrico

Gen6tipo / Area relativa do pico (%; média de quatro repeticdes + desvio padrio)

o .
N Composto IR IR lit. 106 107 108 109 110 201 202
1 @e-Tujeno 924 924 0,440,1 0,8+0,1 0,910,1 0,840,2 0,940,1 1,310,3 1,1+0,1
2 a-Pineno 931 932 0,240,0 0,2+0,0 0,310,0 0,240,0 0,3+0,0 0,440,1 0,3+0,0
3 Canfeno 947 946 nd nd 0,4+0,0 nd nd 0,440,0 0,540,1
4  Sabineno 971 969 0,0+0,0 nd 0,1+0,1 nd nd 0,240,0 nd
5 B-Pineno 975 974 0,1+0,1 nd 0,11+0,1 nd 0,1+0,0 0,240,0 0,1+0,0
6 Mirceno 988 988 2,0+0,2 2,4+0,2 1,940,1 1,840,2 2,5+0,2 2,910,2 2,510,2
7 o-Felandreno 1005 1002 nd 0,2+0,0 nd 0,1+0,1 0,1+0,0 0,240,0 0,1+0,1
8 o-Terpineno 1016 1014 0,8+0,0 2,310,2 1,840,1 1,840,2 1,9+0,2 2,910,3 1,7£0,3
9 p-Cimeno 1023 1020 8,1+0,7 12,0+0,9 13,2+0,7 13,2+1,0 15,511 14,4+19 15,314
10 Limoneno 1029 1024 0,4+0,0 0,3+0,0 0,5+0,0 0,2+0,0 0,4+0,0 0,5+0,0 0,4+0,0
11 1,8-Cineol 1031 1026 5,4+0,6 1,2+0,1 3,140,2 nd 3,1+0,3 2,310,0 0,2+0,4
12 y-Terpineno 1057 1054 3,440,2 14,3111 9,3+0,7 9,840,9 9,840,9 20,1£1,7 8,9+1,3
13 Linalol 1099 1095 0,4+0,0 0,7+0,0 0,540,0 0,610,0 0,5+0,0 0,5+0,0 0,7£0,0
14 Canfora 1146 1141 nd nd 0,9+0,0 0,3+0,0 nd nd nd
15 Borneol 1171 1165 nd nd 0,310,0 nd nd 1,0+0,2 1,4+0,2
16 Terpinen-4-ol 1179 1174 0,7+0,0 0,7+0,0 0,740,0 0,610,0 0,7+0,0 0,6+0,0 0,7+0,0
17 a-Terpineol 1194 1186 0,6+0,1 0,3+0,0 nd nd 0,1+0,1 0,3+0,0 nd
18 Mietil timol 1228 1232 11,1+0,6 4,9+0,3 7,11£0,1 5,810,1 5,6+0,1 0,2+0,0 6,5+0,2
19 Metil Carvacrol 1237 1241 nd nd 0,3+0,0 0,3+0,0 0,3+0,0 nd 0,1+0,1
20 Timol 1289 1289 57,717 5,0£0,1 3,410,1 2,6£0,5 3,010,1 5,5+0,6 3,6+0,4
21 Carvacrol 1298 1298 0,8+0,2 44,3+1,2 45,6+1,0 52,2+1,5 50,3+1,2 36,7+3,2 48,3+2,5
22 Acetato de Carvacroila 1363 1270 nd nd nd 0,5+0,1 nd nd 0,5+0,1
23 (E)-Cariofileno 1418 1417 5,61+2,0 4,4+0,5 2,810,4 4,8+0,4 2,140,2 5,2+1,0 3,2+0,7
24 a-trans Bergamoteno 1432 1432 nd 0,1+0,10 nd 0,3+0,0 0,1£0,1 0,3+0,1 0,1+0,1
25 Aromadendreno 1436 1439 nd 0,1+0,1 0,240,2 0,240,0 Nd 0,1+0,1 0,1+0,1
26 o-Humuleno 1454 1452 0,310,2 0,6+0,1 0,74+0,1 0,310,0 0,1+0,1 0,4+0,1 0,3+0,1
27 Viridifloreno 1489 1496 nd 0,2+0,3 0,4+0,0 0,310,1 ND 0,2+0,2 0,2+0,3
28 Biciclogermacreno 1494 1500 0,1+0,1 1,3+0,2 1,5+0,3 0,5+0,0 0,1+0,1 1,1+0,3 0,6+0,2
29 pB-Bisaboleno 1506 1505 nd 0,1+0,1 nd 0,3%0,0 0,1+0,1 0,1+0,1 nd
30 7-epi-a-Selineno 1517 1520 nd 0,5+0,1 nd nd nd 0,1+0,1 nd
31 Espatulenol 1576 1577 nd 0,6+0,1 1,0£0,2 0,5+0,1 0,3+0,0 0,6+0,1 0,6+0,1
32 Oxido de Cariofileno 1581 1582 1,3+0,3 0,7+0,1 0,740,1 1,0+0,1 0,8+0,1 0,940,2 1,0+0,1
Hidrocarbonetos monoterpénicos 15,5 32,5 28,4 21,7 31,6 43,3 30,8
Monoterpenos oxigenados 76,8 57,1 61,9 62,8 63,6 47,1 61,84
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 6,0 7,1 5,7 6,7 2,5 7,4 4,6
Sesquiterpenos oxigenados 1,3 1,4 1,7 1,5 1,2 1,5 1,7
Total 99,6 98,1 97,7 98,7 98,9 99,3 98,9

nd = ndo detectado; IR = indice de retengdo experimental calculado usando a equacéo de Van den Dool (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963); IR lit. = indice de retencao da
literatura (ADAMS, 2007) calculado usando a equagéo de Van den Dool.
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Tabela 16. Composic¢ao quimica do OE de geno6tipos de L. gracilis sem estresse hidrico

Gen6tipo / Area relativa do pico (%; média de quatro repeticdes + desvio padrao)

o .
N Composto IR IR lit. 106 107 108 109 110 201 202
1 @e-Tujeno 924 924 0,540,0 1,0+0,0 1,0+0,0 0,940,0 1,0+0,1 1,2+0,0 1,2+0,1
2 a-Pineno 931 932 0,310,0 0,2+0,0 0,440,0 0,240,0 0,3+0,0 0,4+0,0 0,310,1
3 Canfeno 947 946 nd nd 0,4+0,1 nd nd 0,3+0,0 0,4+0,3
4 Sabineno 971 969 nd nd 0,03+0,05 nd nd 0,13+0,02 nd
5 pB-Pineno 975 974 0,240,0 nd 0,240,0 nd 0,1+0,1 0,1+0,0 0,1£0,0
6 Mirceno 988 988 2,310,1 2,4+0,0 1,8+0,1 2,0£0,1 2,610,0 2,740,1 2,5£0,1
7 o-Felandreno 1005 1002 nd 0,2+0,0 nd 0,1£0,1 0,1+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0
8 o-Terpineno 1016 1014 0,910,0 2,5£0,0 1,940,1 2,1+0,1 2,240,0 3,0£0,1 2,310,2
9 p-Cimeno 1023 1020 8,0£0,3 11,6+0,6 12,241,1 13,110,7 14,3+0,3 13,4+0,7 12,9+1,3
10 Limoneno 1029 1024 0,4%0,0 0,30,1 0,5%0,0 0,240,0 0,4+0,0 0,5+0,0 0,4+0,1
11 1,8-Cineol 1031 1026 4,9+0,3 0,8+0,0 3,010,2 Nd 2,910,8 1,9+0,2 0,2+0,4
12 y-Terpineno 1057 1054 3,540,1 15,140,1 9,940,5 10,540,3 11,4+40,2 19,540,6 12,1+2,3
13 Linalol 1099 1095 0,440,0 0,5+0,0 0,240,2 0,610,0 0,5+0,0 0,5+0,0 0,6£0,0
14 Canfora 1146 1141 nd nd 0,9+0,2 0,1+0,1 nd nd nd
15 Borneol 1171 1165 nd nd 0,310,0 nd nd 0,8+0,0 1,1+0,7
16 Terpinen-4-ol 1179 1174 0,6+0,0 0,6+0,0 0,740,0 0,740,0 0,8+0,1 0,7£0,0 0,3+0,4
17 a-Terpineol 1194 1186 0,510,1 nd nd nd 0,1+0,1 0,2+0,0 0,4+0,4
18 Mietil timol 1228 1232 10,7£0,3 4,5+0,0 7,0£0,2 5,810,2 5,9+0,6 0,2+0,0 6,1+0,9
19 Metil Carvacrol 1237 1241 nd nd 0,2+0,0 0,3+0,0 0,3+0,1 nd nd
20 Timol 1289 1289 57,1+0,9 4,8+0,3 3,240,1 3,5%0,3 3,840,1 6,920,2 4,4+0,4
21 Carvacrol 1298 1298 0,610,2 43,3+0,3 44,4+0,8 48,6+1,2 46,5+2,0 36,2+0,7 44,6+1,2
22 Acetato de Carvacroila 1363 1270 nd nd nd 0,4+0,1 nd nd 0,3+0,2
23 (E)-Cariofileno 1418 1417 7,310,6 5,3+0,2 3,810,4 4,9+0,1 3,1+0,4 5,7£0,9 4,1+0,8
24 a-trans Bergamoteno 1432 1432 nd 0,1+0,1 nd 0,3+0,0 0,1£0,1 0,3+0,1 0,1+0,1
25 Aromadendreno 1436 1439 nd 0,1+0,1 0,4+0,1 0,3+0,0 nd 0,2+0,0 0,1+0,1
26 a-Humuleno 1454 1452 0,410,0 0,7+0,0 1,0+0,1 0,240,1 0,2+0,0 0,5+0,1 0,4+0,2
27 Viridifloreno 1489 1496 nd 0,7+0,1 0,740,1 0,510,0 nd 0,5+0,1 0,5+0,1
28 Biciclogermacreno 1494 1500 nd 1,6£0,0 2,3+0,3 0,5+0,0 0,3+0,2 1,2+0,2 1,0£0,4
29 pB-Bisaboleno 1506 1505 nd nd nd 0,3+£0,0 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
30 7-epi-a-Selineno 1517 1520 Nd 0,5+0,0 nd nd nd 0,1+0,1 0,1+0,2
31 Espatulenol 1576 1577 nd 0,6+0,1 1,1+0,1 0,6%0,0 0,4+0,0 0,6%0,1 0,6%0,1
32 Oxido de Cariofileno 1581 1582 1,1+0,1 0,6+0,1 0,740,1 1,1+0,1 0,8+0,1 1,0+0,1 0,8+0,1
Hidrocarbonetos monoterpénicos 16,1 33,3 28,3 29,1 32,6 41,5 32,2
Monoterpenos oxigenados 74,8 54,5 59,8 60,1 60,7 47,5 58,0
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 7,7 9,0 8,2 6,9 3,8 8,5 6,4
Sesquiterpenos oxigenados 1,1 1,2 1,8 1,7 1,2 15 1,4
Total 99,7 98,0 98,1 97,8 98,3 99,0 98,0

nd = ndo detectado; IR = indice de retengdo experimental calculado usando a equacéo de Van den Dool (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963); IR lit. = indice de retencao da
literatura (ADAMS, 2007) calculado usando a equacdo de VVan den Dool.
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Diante de um grande nimero de dados, faz-se necessario utilizar um método de analise
que proporcione melhor visualizacdo e classificagdo do sistema amostral. A Andlise de
Agrupamentos engloba uma variedade de técnicas e algoritmos cujo objetivo é encontrar e
separar objetos em grupos similares.

Na analise de agrupamento é necessario utilizar um método de ligagdo entre os
genotipos. Dentre varios existentes na literatura, optou-se por utilizar o método de Ward
(ROMESBURG, 1984) ou método pela variancia minima, sendo altamente eficiente, onde um
grupo sera reunido a outro se essa juncdo proporcionar 0 menor aumento da variancia
intragrupo.

A andlise de agrupamentos aplicada aos dados das Tabelas 15 e 16 gerou dendrogramas
bastante similares (Figura 22) e verificou-se a formacéao de trés grupos ou clusters. O cluster
I, formado pelo gendtipo 106, foi caracterizado pelo alto teor de timol (CE: 57,7%; SE:
57,2%) e metil timol (CE: 11,1%; SE: 10,7%). Nota-se também um baixo teor de carvacrol
(CE: 0,85%; SE: 0,65), quando se tem percentual acima de 35% nos demais genotipos. O
cluster 111, genotipo 201, distingue-se principalmente por sua alta quantidade de y-terpineno
(CE: 20,1%; SE: 19,5%) e menor percentual de carvacrol (CE: 36,7%; SE: 36,2%) e, mais
significativamente, de metil timol (CE: 0,3%, SE: 0,2%) em relacdo ao cluster Il, que é
formado por cinco gen6tipos que apresentam elevado contetdo de carvacrol (107, 108, 109,
110, 202). A expressiva variagdo no teor timol e carvacrol do genotipo 106 frente aos demais,
além da elevada distancia euclidiana observada no dendrograma, caracteriza a presenca de
diferentes quimiotipos. O quimiotipo timol, gendtipo 106, e o quimiotipo carvacrol, genotipos
107, 108, 109, 110, 201 e 202.

Entre os representantes do quimiotipo carvacrol, hé certa dissimilaridade (ou distancia
euclidiana), a ponto de separar o gen6tipo 201 dos demais em diferentes clusters,
principalmente devido a seu alto contetido de y-terpineno como mencionando anteriormente,
porém ndo € considerada aqui como significativa para caracterizar esse genétipo como um
quimiotipo diferente. Defini¢des para distinguir quimiotipos de uma espécie vegetal € motivo
de discordancia entre varios autores, ndo havendo na literatura um conceito preciso.

A confiabilidade dos dendrogramas obtidos em representar graficamente os dados
analisados foi avaliada através do coeficiente de correlacdo cofenética (cc). Esse coeficiente
pode variar de 0 a 1 e é calculado através da correlagdo entre os correspondentes elementos da
matriz de similaridade original e da matriz cofenética (matriz de distancia entre 0s pontos
obtidos a partir do dendrogramas). As duas matrizes, obtidas a partir do software

STATISTICA® 9.0 (2009), e os célculos realizados podem ser visualizados em Anexo IlI.
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Rao & Srinivas (2006) considera valores de coeficiente cofenético superiores a 0,80 como um
alto indicativo de que o dendrograma ndo distorce a estrutura original dos dados. Rohlf &
Fisher (1968) consideram valores maiores que 0,91 como muito bons. O cc para o
dendrograma dos gendtipos submetidos ao estresse hidrico (Figura 22A) foi de 0,996 (Anexo
I11), enquanto que para o dendrograma dos genotipos sem estresse (Figura 22B) foi de 0,998,
considerados, dessa forma, excelentes e os dendogramas obtidos representativos para o
sistema amostral.

Figura 22. Dendrograma representando a relacdo de similaridade da composi¢do quimica do
OE sete gendtipos de L. gracilis. A — com estresse; B — sem estresse.
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A andlise de componentes principais (ACP) permite transformar um conjunto de
variaveis originais, intercorrelacionadas, num novo conjunto de variaveis ndo correlacionadas,
0s componentes principais (CP1 e CP2). As Figuras 23 e 24 ilustram o grafico de escores € a
separagdo dos gendtipos pelo componente principal primario e secundario.

O componente principal priméario (CP1) representa 33,35 e 32,90% das informacdes
totais, nas amostras CE e SE, respectivamente. J& o componente principal secundario (CP2)
representa 22,15 e 24,70% das mesmas. Confirmando a formacdo dos clusters obtidos na
analise de agrupamentos, o CP1 separa claramente o genotipo 106 (maior peso na regido
positiva do CP1) dos demais, tanto nas amostras CE (Figura 23B) como nas amostras SE
(Figura 24B), assegurando a caracterizacao do genotipo 106 como um diferente quimiotipo.

Timol, composto majoritario no gendtipo 106, relaciona-se positivamente ao CP1
(Figuras 23 A e 24A), apresentando coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,91 (CE) e 0,96
(SE).

Dentre os compostos presentes em consideravel contetido, alem do timol, estdo ligados
positivamente, nas amostras CE e SE, ao CP1 1,8-cineol [r = 0,67 (CE); 0,78 (SE)], metil
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timol [r = 0,83 (CE); 0,79 (SE)] e (E)-cariofileno [r = 0,36 (CE); 0,61 (SE)], em oposicdo, a-
terpineno [r =-0,86 (CE); —0,89 (SE)], p-cimeno [r =-0,81 (CE); —0,84 (SE)] e carvacrol [r =
-0,80 (CE); 0,91 (SE)] projetam-se negativamente ao CP1. Nenhum dos compostos que
apresenta percentual maior que 2% na maior parte dos genotipos relacionam-se negativamente
ao componente principal secundario (CP2), porém mirceno [r = 0,72 (CE); 0,48 (SE)] esta

relacionado positivamente ao CP2 em todas as amostras e vy-terpineno projeta-se

negativamente ao CP1, apresentado coeficiente de correlacdo —0,78 (CE) e —0,83 (SE).

Figura 23. Gréafico de escores para as amostras CE. A - Dispersdao dos percentuais dos
constituintes do OE de L. gracilis pelos CP1 e CP2. B - Separacao dos geno6tipos pelos CP1 e
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Figura 24. Grafico de escores para as amostras SE. A - Dispersdo dos percentuais dos
constituintes do OE de L. gracilis pelos CP1 e CP2. B - Separacgdo dos gen6tipos pelos CP1 e
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Aparentemente ndo h& distingdo significativa ao comparar individualmente a
composi¢do quimica do OE dos geno6tipos que foram submetidos ao estresse hidrico (Tabela
15) com aqueles que ndo foram submetidos ao estresse hidrico (Tabela 16). Porém, ao
analisar as classes dos componentes verifica-se que sua producdo € influenciada pelo fator
estudado. Todos os sete genotipos que foram submetidos ao estresse hidrico, embora possuam
a mesma composicdo quimica que o0s gendtipos ndo estressados, quantitativamente
apresentaram maior conteido de monoterpenos e menor de sesquiterpenos (Figura 25). Estes
resultados mostram que a espécie estudada, como resposta adaptativa a condicdo de estresse
hidrico, favorece a producdo de monoterpenos e/ou desfavorece a formacdo de
sesquiterpenos.

N&o héa relatos na literatura do efeito do estresse hidrico sobre o teor e composi¢do
quimica do 6leo essencial de L. gracilis. Dados para outras espécies, como O. basilicum
(SIMON et al., 1992), demonstram reducdo no percentual de sesquiterpenos e aumento no
percentual de monoterpenos em condi¢des de deficiéncia hidrica, porém, o efeito do estresse
hidrico no teor e composi¢do quimica de 6leos essenciais € particular para cada espécies,
havendo respostas diferentes para espécies diferentes. Mentha piperita, por exemplo, produz
uma quantidade maior de Oleo essencial, quando as plantas da espécie sdo submetidas a
irrigacdo (BERNATH, 1992). Ja Lippia alba, produz menos 6leo essencial em condicdes de
abundancia hidrica, como verificado por Nagao et al. (2004) ao avaliar o teor de Gleo

essencial da espécie durante as épocas seca e chuvosa.

Figura 25. Percentual de monoterpenos (A) e sesquiterpenos (B) no OE das folhas de L.

gracilis nos dois experimentos.
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4.1.2. Biossintese dos componentes do dleo essencial

O estudo de rotas metabolicas que ddo origem aos terpenos ndo € recente. Ha varios
relatos na literatura propondo os possiveis caminhos de formacdo dos componentes dessa
classe (KOLLNER, 2004; DUDAREVA, 2004; CROTEAU, 1988). A rota de biossintese dos
mono e sesquiterpenos (Figuras 26 e 27) presentes no 6leo essencial de L. gracilis foi
elaborada com base nos dados disponiveis na literatura e algumas proposi¢ées. A numeragdo
observada abaixo das estruturas dos compostos das Figuras 26 e 27 é relativa a numeracéo dos
compostos das Tabelas 15 e 16.

Os monoterpenos sdo formados pela condensagdo do tipo cabeca-cauda de uma
unidade de difosfato de dimetilalila (DMAPP) com uma unidade de difosfato de isopentenila
(IPP) gerando o difosfato de geranila (GPP; Figura 5). O GPP ao sofrer nova condensacao
com o IPP déa origem ao difosfato de farnesila (FPP), precursor dos sesquiterpenos (Figura 6;
HAMPEL et al., 2005; DEWICK, 2009).

Apds a formacdo do GPP, a biossintese dos monoterpenos (Figura 26) tem inicio com
a ionizacdo e a isomerizacdo do GPP a difosfato de linalila (LPP), posteriormente o grupo
difosfato é liberado formando o cétion nerilico (I-1), uma ciclizacdo entre 0 C1 e o C6 gera 0
cation o-terpinilico (I-2), intermediario comum a todos os monoterpenos ciclicos. Apos estas
primeiras etapas, diferentes enzimas agem para produzir os diversos monoterpenos
encontrados no 6leo essencial da planta. A formacdo do LPP permite a rotacdo entre C2-C3
favorecendo uma conformacdo adequada a ciclizacdo. (HYATT, 2005; CROTEAU, 2005;
HYLEMON, 1999).
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Figura 26. Rota proposta para a biossintese dos monoterpenos presentes no OE das folhas de
L. gracilis.
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O cation nerilico (I-1) é desprotonado no C10 ou hidratado no C3 para gerar 0 mirceno
(6) ou linalol (13), respectivamente. Através do ataque eletrofilico do C1 a dupla ligagdo entre
C6-C7 ocorre uma ciclizagdo e formacdo do intermediario bastante importante a biossintese
dos monoterpenos ciclicos, o cation a-terpinilico (I-2). Este é desprotonado no C8 para dar
origem ao limoneno (10).

Segundo Croteau et al. (1994), o a-terpineol (17) é o precursor do 1,8-cineol (11). Este
primeiro é biossintetizado através da hidroxilacdo no C7 do I-2. Uma posterior protonacéo no
C2 (I-10), seguida do ataque nucleofilico do oxigénio do grupo hidroxila ao carbono catiénico
(C3) da origem ao anel heterociclico do 1,8-cineol.

O cation a-terpinilico pode sofrer um deslocamento 6,7 de hidreto (rota a), ou
rearranjo do tipo Wagner-Meerwein, para gerar o cation terpinen-4-ilico (1-8). A hidroxilacéo
no C6 ou desprotonacdo no C1 ou C5 do intermediario 8 fornece o terpinen-4-ol (16), o-
terpineno (8) e y-terpineno (12), respectivamente. Segundo Poulose & Croteau (1978) o v-
terpineno assume um papel fundamental no processo de aromatizacdo cujo produto é o p-
cimeno (9). Merece destaque o elevado percentual de y-terpineno no genétipo 201 (20,1%),
que pode estar relacionado a alta atividade da enzima responsavel pela producdo do
composto. A baixa atividade catalitica da enzima que converte p-cimeno em carvacrol (21),
no genotipo 201, também pode estar relacionada ao elevado contetdo de y-terpineno. Como
uma menor quantidade de p-cimeno é exigida para a conversdo em carvacrol, ocorre 0
acumulo de y-terpineno, precursor desses dois monoterpenos aromaticos.

Espera-se que o principal componente do éleo essencial do genétipo 106, timol (20),
seja formado a partir da hidroxilacdo do anel benzénico do p-cimeno no C1, enquanto a
hidroxilagdo no C2 forneca o carvacrol (21), composto majoritario nos genotipos 107 a 202.
O composto 20, ao sofrer uma metilacdo da origem ao metil timol (18). Além do mesmo tipo
de reacdo, que fornece o metil carvacrol (19), o composto 21, por meio de uma acetilacdo, é
convertido em acetato de carvacroila (22), presente em baixo conteddo nos genétipos 109
(0,5%) e 202 (0,5%).

O intermediario 8 pode, através de uma adicdo eletrofilica, formar um anel de trés
membros (1-9) que, ao perder um préton no C4 ou C10, leva a formagao, do a-tujeno (1) e
sabineno (4), respectivamente.

Quando o cation a-terpinilico (I-2) sofre um deslocamento de hidreto do C1 para o C7
(rota b), forma-se o cation felandrenilico (I-7) que, ap6s o deslocamento da dupla para

fornecer um intermediario mais estavel (1-7°), perde um proton no C4 e origina o a-felandreno
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(7). O cation a-terpinilico pode também, através de uma adicdo eletrofilica, formar um anel de
quatro (rota c;) e cinco membros (rota cy).

Na rota c;, forma-se a ligacdo entre 0 C2 e o C7, dando origem ao anel de quatro
membros do cation pinilico (I-6), que ao ser desprotonado no C4 ou C10 da origem,
respectivamente, ao a-pineno (2) ou B-pineno (5). Quando o carbocation secundéario e o anel
de cinco membros sdo gerados (rota c,), por meio da ligacdo do C3 ao C7, forma-se o cétion
bornilico (I-3), um posterior deslocamento do grupo alquil do C3 para o C2 gera o cétion
isocanfilico (I-4) que, ao ser desprotonado no C10, fornece o canfeno (3). De acordo com
Bohlmann et al. (1998) o difosfato de bornila (I-5) é formado a partir do cétion bornilico. Este
primeiro é o substrato precursor do borneol (15), cuja oxidagdo, origina a canfora (14)
(CROTEAU, 1985).

O substrato precursor dos sesquiterpenos, difosfato de farnesila (FPP), € produzido
a partir da condensacdo do GPP com o IPP (Figura 6; HAMPEL et al., 2005; DEWICK,
2009)

O FPP pode dar origem a sesquiterpenos lineares e ciclicos. Devido ao maior
comprimento da cadeia e da adicdo de uma nova ligacdo dupla, o nimero de ciclizacGes
possiveis € aumentado em comparacdo com o GPP, sendo que podem ser formadas uma
grande variedade de estruturas mono, bi e triciclicas (DEWICK, 2009).
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Figura 27. Rota proposta para biossintese dos sesquiterpenos presentes no OE das folhas de

L. gracilis.
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A dupla ligacdo entre C2-C3 do FPP pode adotar uma configuracdo E ou Z. A
configuragdo E é observada no E,E-difosfato de farnesila, este é ionizado formando seu
respectivo cation (I-1) que, ao ser isomerizado ao cation nerolidilico (I-2), possibilita a
rotacdo da ligagdo entre C2-C3 e uma nova isomerizacdo para dar origem ao cation Z,E-
farnesilico (1-3) e o estereoisdmero com configuracdo Z, o Z,E-difosfato de farnesila
(KOLLNER, 2009; STEELE, 1998).

Segundo Kollner et al. (2009) a reacdo comeca com a conversao do E,E-FPP no cation

E,E-farnesilico (I-1) através da acdo de uma enzima que utiliza como cofator um ion
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metalico. De acordo com Rynkiewicz et al. (2001), geralmente os fons divalentes Mg** ou
Mn*2 estdo envolvidos no processo.

Os elétrons da dupla ligacdo entre C10-C11 do cation E,E-farnesilico pode ligar-se ao
carbono catiénico em C1 formando um anel ciclico de dez (rota a;) ou onze (rota a,)
membros. Na rota a; forma-se um carbocation em C11 e uma ligacéo entre C10 e C1 dando
origem ao cation germacrilico (1-6; AGGER, 2009). Na rota a,, 0 C11 liga-se ao C1 formando
o cation humulilico (1-9; CANE, 1990).

O cation germacrilico (1-6) formado é desprotonado no C1 e os elétrons da ligacao
atacam o carbono catiénico em C11 para gerar o biciclogermacreno (28; rota a). Este, apos a
protonacdo em C3 e formacdo da ligacdo entre o C6 e o C2, d& origem ao cétion gualilico (I-
8), um intermediario triciclo que é desprotonado em C6 ou em C14 para formar viridifloreno
(27) ou aromadendreno (25) que, ao ser hidroxilado no C3, fornece o espatulenol (31).

Outra provavel rota que o cétion germacrilico segue é a desprotonacdo no C12, para
formar uma dupla ligacdo entre C11-C12, e ciclizagdo, originando o intermediario 7, que
posteriormente € desprotonado no C4 e fornece o 7-epi-a-selineno (30).

A biossintese do a-humuleno (26) se da através da desprotonagdo no C9 (rota a) do
cation humulilico (1-9) para formar uma terceira ligacdo = no composto (DEWICK, 2009). De
acordo com Cai et al. (2002) o cation humulilico pode, através de uma adicao eletrofilica (rota
b), originar um anel ciclobutano do céation cariofililico (1-10), este conduz a formac&o do (E)-
cariofileno (23) por meio da desprotonagdo do C15.

Apbs a cliclizacdo do Z,E-difosfato de farnesila (1-3) forma-se o intermediario 4, que
da origem ao P-bisaboleno (29) e, a partir de uma nova ciclizagdo (I-5) e posterior
desprotonacgdo, ao a-trans-bergamoteno (24).

Levando em consideracdo a pequena quantidade de oxido de cariofileno (32) no 6leo
essencial de L. gracilis, sugere-se que a presenca do composto seja resultado da auto-oxidacéo
do (E)-cariofileno através da sua exposicdo ao oxigénio do ar, como observado por Skold et
al. (2006).
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4.2. Parte Il — Reacg0es de biotransformacéo

Foram testados nas reacdes de biotransformacéo, além dos principais componentes do
OE de L. gracilis, carvacrol e timol, os monoterpenos (+)-pulegona, geraniol, (-)-citronelol,
(+)-limoneno, (+/-)-canfora e o par de enantidmeros da fenchona (Figura 28) frente ao fungo
Botryosphaeria sp., isolado da alga vermelha Bostrychia radicans (Figura 29A) pelo grupo de
pesquisa da Prof? Dr2, Hosana Debonsi (USP/Ribeirdo Preto), e Aspergillus niger, obtido das
folhas da mangabeira (Hancornia speciosa) pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Geraldo

Humberto (UFS/Campus de Itabaiana).

Figura 28. Estrutura quimica dos compostos usados nas reac@es de biotransformacao.

OH N :
OH o OH OH

Carvacrol Timol (R)-(+)-Pulegona Geraniol (8)-(-)-Citronelol
/\ o) ojj
($)-(+)-Limoneno rac-Canfora (IS,4R)-(+)-Fenchona  (I1R,4S)-(-)-Fenchona

4.2.1. Reacgdes usando o fungo marinho Botryosphaeria sp.

A Figura 29B ilustra a espécie fungica Botryosphaeria sp. desenvolvida em placa de
Petri contendo meio solido (25 mL de agua do mar artificial, 0,5 g de extrato de malte e 0,5 g
de agar, pH 8,0). Apds cinco dias de crescimento fez-se o indculo em Erlenmeyer de 250 mL
contendo meio liquido (100 mL de agua do mar artificial e 2 g de extrato de malte) a partir da
transferéncia de 0,5 cm? do meio sélido com a linhagem fiingica crescida. Apés trés dias

verificou-se visualmente a formacdo de uma quantidade de massa miceliar significativa e 50
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mg dos substratos (carvacrol, timol, (+)-pulegona, geraniol, (-)-citronelol, (+)-limoneno, rac-
canfora e os enantibmeros (+)- e (-)-fenchona) diluidos em 400 puL de DMSO foram

adicionados separadamente em Erlenmeyers.

Figura 29. Foto do fungo Botryosphaeria sp em placa de Patri

MA 2/,

Os Erlenmeyers foram mantidos sob agitacdo rotativa (150 rmp; 32 °C) e 0 progresso
reacional monitorado a partir da remocdo periodica de aliquotas e andlise por CG-EM.
Apenas nas reagOes usando os substratos rac-canfora, (-)- e (+)-fenchona verificou-se
alteragcBes no perfil cromatogréfico, evidenciando a ocorréncia da biotransformacdo. Essa
alteracdo aconteceu até o tempo de 120h de reagdo, apds esse periodo ndo foi observada
diminuicdo da area do pico dos substratos e consequente formagdo de produtos. Dessa forma,
120h foi o tempo determinado como ideal para cessar a reacdo e realizar a extracdo dos
produtos.
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Figura 30. Cromatograma de ions totais (TIC) do controle e de aliquotas removidas ap6s 24,
72 e 120 h de biotransformacéo por Botryosphaeria sp. usando os substratos canfora (A), (-)-
fenchona (B) e (+)-fenchona (C).
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Alguns compostos sofrem uma ou diversas reacdes espontaneas, quando submetidos a
determinadas condi¢des, que as vezes sdo erroneamente associadas a conversdes enzimaticas.
Por exemplo, a formagdo de verbenol e/ou verbenona a partir de a-pineno é bem reportada na
literatura como uma reacdo enzimatica (ANTUNES, 2005), mas esse processo também pode
ser obtido na auséncia de um biocatalisador, pela oxidagdo espontanea do a-pineno.

Os substratos usados neste trabalho foram adicionados ao meio de cultura na auséncia
dos fungos (controle; Figura 30) para avaliar sua estabilidade frente as condicdes reacionais

do experimento. Tanto a canfora, quantos os enantibmeros da fenchona, permaneceram

Dissertacdo de Mestrado — Hugo César Ramos de Jesus NPGQ - UFS



RESULTADOS E DISCUSSAO 61

intactos ao logo do periodo monitorado, demonstrando que 0s picos observados no
cromatograma das amostras contendo o biocatalisador sdo originados da conversao
promovida por enzimas fangicas. Aliquotas do meio com os fungos desenvolvidos e na
auséncia do substrato também foram analisadas por CG-EM, nenhum pico com area
consideravel foi observado, provavelmente, devido & pequena massa de metabolitos
secundarios produzida pelos fungos e ao baixo volume (2 mL) das aliquotas removidas.

4.2.1.1. Biotransformagéo da canfora

No cromatograma de ions totais (TIC) da biotransformacdo da canfora (Figura 31),
verificou-se a presenca de seis picos (2-7) especificos com fon molecular (M™) de razdo
massa/carga (m/z) 168, indicando a adicdo de um grupo hidroxila ao substrato (1) que

apresenta M*" com valor de m/z 152.

Figura 31. TIC obtido por CG-EM do extrato da reacdo de biotransformacéo da canfora apos

cinco dias de incubacdo com o fungo Botryosphaeria sp
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Através da técnica de cromatografia em coluna (CC), fez-se o isolamento dos produtos
da reacdo. Os compostos 3 e 5 foram isolados com 81% e 75% de pureza (Figura 32A e B),
respectivamente. Na fracdo C (Figura 32C), os compostos 6 e 7 foram obtidos como uma
mistura, junto com os compostos 3 e 5. Uma quarta fracdo contendo a mistura de produtos foi
obtida (Figura 32D), divergindo da frag&o ilustrada na Figura 32C pela presenca da substancia
4 e elevado contetido da 7. Todas as fragdes obtidas apresentaram-se como um sélido branco

apos evaporacéo do solvente.
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Figura 32. TIC de fracbes (A, B, C e D) apos purificacdo por CC contendo produtos de

biotransformacéo da canfora
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A identificacdo das posicGes onde os grupos hidroxila foram adicionados se deu
através da analise, por RMN e CG-EM, das fra¢fes obtidas e comparacdo de seus respectivos
espectros com aqueles presentes na literatura (MARCO et al., 1997; MIYAZAWA &
MIYAMOTO, 2004). Ha a possibilidade de ligacdo em dez sitios diferentes da canfora
(Figura 33), ja que a hidroxilacdo nos carbonos 3, 5 ou 6 pode ocorrer pela face inferior ou

superior da molécula, fornecendo produtos endo ou exo, respectivamente.

Figura 33. Numeracdo dos carbonos da canfora. Em destaque os possiveis sitios de

hidroxilacéo
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4.2.1.1.1. Analise das fracbes obtidas

e Ressonancia Magnética Nuclear

A anélise detalhada dos espectros de RMN de *H das fracdes na regido de hidrogénios
carbinolicos foi determinante para a identificacdo da posi¢do em que os grupos hidroxila
foram adicionados.

No espectro de RMN de *H da fracdo A (Anexo I, Figura 1) foi observado um sinal de
duplo dubleto em 6y 4,18 (J = 8,0 e 2,0 Hz), que foi atribuido ao hidrogénio 6-exo da 6-endo-

hidroxicanfora (3). Outros sinais caracteristicos podem ser visualizados na Tabela 17.

Tabela 17. Dados de RMN de *H (200 MHz, CDCl3) para a 6-endo-hidroxicanfora

Observado MARCO et al. (1997)
Posicao r?ult (Ppm) J (H2) Sn (ppm) mult.  J (Hz)
3-endo  1,99d 18,0 1,98d 18,5
3-ex0 2,35-2,48 m - 2,43 ddd 18,5;5,0e 3,0
4 2,15t (largo) 4,0 2,14 dd (largo) 5,0e4,5
5-endo 1,34 dd 140e2,0 1,33 dd 135e2,5
5exo  2,50-261m - 2,54 dddd 2o 1045 €
6-exo 4,18 dd 8,0e2,0 4,16 dd (largo) 10,0e2,5
8el10 0,985 (6H) - 0,96 s (6H) -
9 0.83 s (3H) - 0,82 s (3H) -

s = singleto; d = dubleto; dd = duplo dubleto; ddd = duplo duplo dubleto; dddd = duplo duplo duplo
dubleto; t = tripleto; m = multipleto

O sinal em &4 9,86 no espectro da fracdo A certamente ndo é atribuido a nenhum
hidrogénio da molécula. Acredita-se que seja proveniente de um intermediario aldeido
formado quando a amostra majoritariamente formada pela 6-endo-hidroxicanfora é
solubilizada e deixada em repouso em cloroférmio deuterado. De acordo com Grogan et al.
(2002) o composto sofre uma epimerizagdo através de uma reacgdo retro-aldol evidenciada
pelo sinal no RMN de 'H em 9.82 ppm. Na Figura 34 é sugerido o mecanismo de
isomerizacdo de 6-endo a 6-exo-hidroxicanfora e formacéo do aldeido responsével pelo sinal
em o4 9,86.

Dissertacdo de Mestrado — Hugo César Ramos de Jesus NPGQ - UFS



RESULTADOS E DISCUSSAO 64

Figura 34. Provavel epimerizagdo ocorrida quando a 6-endo-hidroxicanfora é deixada em

repouso em CDCl3. Destacado em vermelho hidrogénio atribuido ao sinal em &y 9,86.
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A anélise por CG-EM da amostra apds a diluicdo e repouso em CDCl3 (Figura 35)
comprovou a ocorréncia de uma epimerizacdo. Foi observada alteracdo no perfil
cromatografico, com aumento significativo da area correspondente ao pico 4 e consequente
diminuicdo da area do pico 3. A maior estabilidade do diastereoisdmero exo (4) explica o

deslocamento do equilibrio para formagdo do mesmo.

Figura 35. TIC da fracdo A antes (a) e ap6s diluicéo (b) e repouso em CDCl; (azul)
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A fracdo B, composta majoritariamente pela substancia 5 (75%), apresentou, em seu
espectro de RMN de *H (Anexo I, Figura 2), na regido de hidrogénios carbinélicos, sinal de
duplo dubleto em &y 4,02 ppm que foi atribuido ao hidrogénio 5-endo da 5-exo-
hidroxicanfora (5). As constantes de acoplamento (J) de 6,0 e 4,0 Hz para o dubleto indicam
uma relagdo endo-endo, entre os H-5 e H-6 desta orientacdo, e endo-exo, entre o H-5endo e

H-6exo, respectivamente. Um segundo sinal de baixa intensidade na mesma regido (m, oy
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4,10-4,21) foi relacionado a 6-endo-hidroxicanfora (3), segundo maior componente em
proporcédo na fracdo (15%). A Tabela 18 mostra os demais sinais.

Tabela 18. Dados de RMN de *H (200 MHz, CDCls) para a 5-exo-hidroxicanfora

MIYAZAWA & MIYAMOTO

posicio Observado (2004)

OH m OH m

mult. P (Hz) mult. o (Hz)
3-endo 1,70d 18 1,70d 18,5
3-exo 2,34 dd 18e6 2,33 dd 18,5e5
4 2,16d 6 2,16 dd 5el
5-endo 4,02 dd 6ed 4,02 dd 75e35
6-endo 1,85m - 1,85 dd 14e75
6-ex0 1,81 m - 1,79 ddd 14;35¢e1l
8 0,85 s (3H) - 0,85 s (3H) -
9 1,25 s (3H) - 1,255 (3H) -
10 0,93 s (3H) - 0,93 s (3H) -

O espectro de RMN de 'H da fracdo C revelou a presenca de trés grupos de sinais
caracteristicos de hidrogénios carbinélicos (Anexo I, Figura 3). O mais intenso, em &y 4,18
ppm (dd, J = 10 e 2 Hz), referente ao H-6exo da 6-endo-hidroxicanfora (3), o de intensidade
intermediaria, em oy 4,02 (dd, J = 6 e 4 Hz), relativo ao H-5endo da 5-exo-hidroxicanfora (5)
e o terceiro sinal, um multipleto em &y 4,58-4,66 ppm, foi atribuido ao H-5exo da 5-endo-
hidroxicanfora, o que esta de acordo com os dados obtidos por Miyazawa & Miyamoto
(2004). Segundo os pesquisadores, a 5-endo-hidroxicanfora apresenta um dddd centrado em
on 4,64 (J=9,5,45,4,0e2,0Hz).

Na anélise da fracdo D, além dos sinais ja observados anteriormente para 0s produtos
de hidroxilagdo nas posi¢cdes 6-endo (64 4,18 ppm, dd, J = 10 e 2 Hz), 5-exo (6y 4,02 ppm,
dd, J = 6,5 e 4 Hz) e 5-endo (4,58-4,664 ppm, m), verificou-se a presenca de dois dubletos
em 3,50 ppm (d, J =12 Hz) e 3,74 ppm (d, J = 12 Hz), habitualmente designados como efeito
de telhado, que foram atribuidos aos dois hidrogénios carbinolicos diastereotépicos da 9-
hidroxicanfora (7; Anexo I, Figura 4). Miyazawa & Miyamoto (2004) atribuiram sinais em
3,52 ppm (d, J = 11,0 Hz) e 3,74 ppm (d, J = 11,0 Hz) aos hidrogénios do C-9 da 9-
hidroxicanfora.

O composto representado pelo pico 2 (Figura 31) ndo foi isolado, acredita-se que seja

um produto de hidroxila¢do na posicéo 3-exo, porém ndo ha uma confirmacao concreta.
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A Figura 36 ilustra a estrutura dos compostos obtidos na biotransformacéo da canfora
por fungos Botryosphaeria sp. O produto de hidroxilag&o na posi¢do 6-endo foi o componente
majoritario da racdo (48,5% * 1,0), seqguido pela 5-exo-hidroxicanfora (18,8% + 0,4).
Miyazawa & Miyamoto (2004), usando larvas de Spodaptera litura, observaram a
hidroxilacdo da canfora em trés diferentes posicdes (5-endo, 5-exo e 9), sendo o produto 5-

endo-hidroxicanfora formado preferencialmente.

Figura 36. Reacdo de biotransformacdo da rac-canfora por fungos Botryosphaeria sp.

O
OH
3 (48,5% £ 1,0)
0] T HO 0
OH o
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5 473
/ Canfora \
HO o l o
HO
7 (0,5% £ 0,1) o 5 (18,8% = 0,4)

OH
6 (8,6% = 1,6)

*Pico [area normalizada do pico (%)]; ** O composto néo foi isolado, sua estrutura foi proposta com base em
Seu espectro de massas

Os produtos de hidroxilacdo nas posicdes 3-exo, 6-endo, 6-exo, 5-exo, 5-endo e 9
apresentaram valores para o indice de retencdo experimental de 1280, 1359, 1362, 1383, 1406
e 1430, respectivamente. Ndo ha na literatura indices de retencdo publicados para os

compostos.
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e Espectrometria de massas

Figura 37. Espectros de massas dos produtos de hidroxilagdo da canfora
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E sabido que os elétrons que sdo removidos na etapa inicial do processo de ionizagio
para da origem ao ion molecular (M™) sdo aqueles localizados em orbitais moleculares de
maior energia potencial. Assim, € mais facil remover um elétron de um orbital ndo-ligante (n)
do que tirar um elétron de um orbital =. Da mesma forma, é muito mais facil remover um
elétron de um orbital © em comparagdo com um orbital c (PAVIA, et al., 2008)

Seguindo esse principio, acredita-se que o M™" para os produtos de hidroxilacdo da
canfora, sejam formados a partir da remocéo de um elétron do orbital molecular n do oxigénio
da carbonila e/ou do oxigénio da hidroxila.

Os pares de diastereoisdmeros de estrutura biciclica borneol (hidroxila na posicao
endo) e iso-borneol (hidroxila na posicdo exo), endo- e exo-fenchol, cis e trans-hidrato de

pineno, cis e trans-pinocarveol, cis e trans-mirtanol, 2-etil-endo e 2-etil-exo-fenchol, neoiso-
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verbenol e verbenol, neo-verbenol e iso-verbenol, cis e trans-pineno, pinocanfeol e iso-
pinocanfeol, além de varios outros, apresentam espectros de massas idénticos (como pode ser
observado em Anexo V). Isso acontece porque, na etapa inicial de fragmentacdo desses
compostos, ocorre a quebra do sistema biciclico e, em consequéncia, forma-se a mesma

espécie catibnica (Figura 38).

Figura 38. Proposta de fragmentacdo por EM do par de diastereoisomeros iso-borneol e
borneol.

iso-Borneol m/z 154
\O+H p—
" N"oH
Borneol
Y
- CH,
-
N +
m/z 95 m/z 110

Assim como acontece com 0s pares de diastereoisdbmeros de estrutura biciclicas
citados anteriormente, seria esperado que os pares de diastereoisdmeros formados na reacao
de biotransformacéo da canfora (5endo e 5exo-hidroxicanfora e 6endo e 6exo-hidroxicanfora)
apresentassem espectros de massas muito similares, com no minimo, os principais fragmentos
em comum. Isso ndo foi observado. Sugere-se que a divergéncia entre 0s espectros de massas
dos diastereoisbmeros exo e endo é resultado da formacéo preferencial de diferentes ions
moleculares (M™). As hidroxicanforas possuem, cada uma, dois oxigénios. Os principais
fragmentos de massas podem ser formados a partir do M*" gerado pela ejecdo de um elétron
ndo-ligante do oxigénio da hidroxila ou a partir da ejecdo de um elétron ndo-ligante do
oxigénio da carbonila ou até mesmo de uma mistura de ambos M™. Para que seja formado
espectros de massas significativamente distintos, como observado para o0s pares de
diastereoisémeros das hidroxicanforas, é necessario que o ion molecular predominante para o

composto exo seja diferente daquele predominante para o com orientagao endo.
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O mesmo acontece com o cis e 0 trans-verbenol (Anexo 1V), como pode haver dois
ions moleculares distintos (a partir da ejecdo de um elétron do oxigénio da hidroxila e a partir
da eje¢ao de um elétron n da dupla ligacao), seus espectros de massas ndo sdo idénticos.
Porém sdo similares, porque o ion molecular gerado da remoc¢éo de um elétron da hidroxila é
preferencialmente formado em ambos is6meros. Para o0s diastereoisomeros das
hidroxicanforas, o elétron removido na formacdo de qualquer um dos ions moleculares
preferenciais € de mesma natureza (elétron ndo ligante de um oxigénio), logo, deve ser
exigido uma quantidade similar de energia para remover um ou outro elétron, seja ele da
carbonila ou da hidroxila, e a orientacdo espacial dos grupamentos hidroxila exercerd um
influéncia significativa para o ion molecular que serd formado e, consequentemente, 0s
isbmeros endo e exo terdo espectros de massas bastante distintos.

Figura 39. Semelhanga entre espectros de massas de diastereoisdbmeros biciclicos com base
nos M* formados
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Em todos os espectros de massas dos produtos de hidroxilagdo da canfora
identificados, foi observado o M™ de razdo m/z 168 e o pico gerado pela eliminagdo de um
radical metila (M*" — *CH3; m/z 153). As Figuras 40, 41, 42 e 43 mostram a proposta de
fragmentacdo para a 3-exo, 5-exo, 5-endo e 9-hidroxicanfora, respectivamente.

Na fragmentacdo da 3-exo-hidroxicanfora, apds a quebra do anel biciclico, ocorre
eliminacdo de CO e formacéo do fragmento m/z 140, a posterior eliminacdo de um radical
metila fornece o cation de razdo m/z 125 (rota a) e a clivagem heterolitica do anel de cinco

membros (rota b) leva ao fragmento do pico base de m/z 83.

Figura 40. Proposta de fragmentacédo por EM para a 3-exo-hidroxicanfora.
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A rota de fragmentacdo proposta para a 5-exo-hidroxicanfora tem inicio com uma
clivagem homolitica do anel biciclico. A partir dai sugere-se dois caminhos, conforme Figura
30.

Na rota a, ocorre uma cisao heterolitica, dando origem a um enol que fornece os ions
de m/z 153, através da perda de um radical metila, 83, por meio da liberacdo de CsHy00, €

126, quando elimina CH,=C=0. Este ultimo fragmento (m/z 126) sofre um rearranjo para
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fornecer um carbocétion mais estavel e, em sequéncia, perde CHs radicalar, gerando o ion de
razdo m/z 111.

Na rota b, ha uma clivagem do anel ciclopropil, originando o ion que da origem ao
fragmento de m/z 139, apos a perda de HCO:, e ao fragmento de razdo m/z 126. Este ion, além
de sofrer um rearranjo, através da migracdo de um grupo alquila (MA), seguido de perda de
hidrogénio radicalar para fornecer o m/z 125, pode, ao liberar um radical metila ou um grupo
‘CH=CH-OH, gerar os fragmentos de m/z 111 ou 83, respectivamente.

O pico base (m/z 111), formado por duas rotas distintas, é estabilizado pela
deslocalizacdo eletrdnica proporcionada por dois sistemas m conjugados e por um par de

elétrons nao-ligantes do oxigénio.
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Figura 41. Proposta de fragmentagédo por EM para a 5-exo-hidroxicanfora
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Na fragmentacdo da 5-endo-hidroxicanfora, a perda inicial de 15 Daltons (CH3) por
parte do M* ap6s uma cisdo homolitica leva ao fon de razdo m/z 153. Este cation pode perder
uma molécula de agua de duas maneiras distintas para fornecer o fragmento de m/z 135. Um
dos caminhos leva a formacédo de uma dupla ligacéo dissubstituida, uma subsequente perda de

CH,=C=0 fornece o ion de m/z 93. O outro caminho leva a formag&o do ion com uma dupla
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ligagdo mais estavel, trissubstituida, que fornece o intenso fragmento de m/z 107 apds
eliminacdo de CO. O ion de razdo m/z 153 também pode liberar CH,=C=0 (rota a) para

originar o fragmento de m/z 111 ou eliminar CO para fornecer o cation de m/z 125 (rota b).

Figura 42. Proposta de fragmentagédo por EM para a 5-endo-hidroxicanfora.
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Na fragmentacdo da 9-hidroxicanfora foi proposto que os principais ions sdo derivados
do cétion de m/z 137 formado pela perda inicial de 31 Da através da eliminacdo de um radical
CH,=0H, dando origem ao ion de m/z 137. Este, ap6s uma clivagem hemolitica de ligacao
(rota a) e posterior eliminacdo de CH,=C=0, leva ao ion de m/z 95 (pico base). Outro
caminho (rota b), através de uma cisdo heterolitica, além de também levar a um fragmento de
razdo m/z 95, fornece o fragmento de m/z 108 apds uma migracéo de hidreto (MH) e perda de
‘CH=0.
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Figura 43. Proposta de fragmentagéo por EM para a 9-hidroxicéanfora.
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A Tabela 19 ilustra os fragmentos de massas e sua abundancia relativa para os
produtos de hidroxilacdo da canfora em comparacdo com os dados existentes na literatura
para os compostos. Nao foram encontradas informagdes espectrais de massas para a 6-exo-

hidroxicanfora.

Tabela 19. Dados de EM para os produtos de hidroxilacdo da canfora
9-Hidroxicanfora

Observado Miyazawa & Miyamoto (2004)

m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 7 91 8 168 9 91 10

153 1 79 11 153 1 79 15

137 14 67 19 137 12 67 22

109 17 55 5 109 18 55 16

108 37 43 15 108 37 43 27

95 100 95 100

Dissertacdo de Mestrado — Hugo César Ramos de Jesus NPGQ - UFS



RESULTADOS E DISCUSSAO 75

Continuacdo da Tabela 19.

6-endo-Hidroxicanfora

Observado Marco et al. (1997)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 5 108 100 168 8 108 100
153 86 107 82 153 62 107 96
135 24 93 82 135 16 93 84
111 26 81 15 111 38 81 34
109 33 69 17 109 46 69 37

5-exo-Hidroxicanfora

Observado Miyazawa & Miyamoto (2004)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 34 107 19 168 36 107 23
153 13 93 9 153 15 93 11
150 1 83 34 150 2 83 37
135 3 69 43 135 3 69 48
125 34 55 45 125 38 55 53
111 100 41 37 111 100 41 66
109 15 109 22

5-endo-Hidroxicanfora

Observado Miyazawa & Miyamoto (2004)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 23 108 86 168 21 108 87
153 100 107 76 153 100 107 83
150 4 93 58 150 2 93 62
135 27 83 24 135 15 83 30
125 13 81 24 125 15 81 29
111 61 69 34 111 68 69 47
109 44 57 10 109 42 57 19

3-ex0-Hidroxicanfora

Observado Xu & Lu (2002)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 30 100 10 168 54 100 12
153 3 83 100 153 3 83 100
140 9 69 36 140 12 69 23
125 40 55 70 125 32 55 25
107 11 53 9 107 7 53 4

4.2.1.2. Biotransformacéo da (+)- e (—)-fenchona

Semelhante a canfora, a reacdo com os isdmeros dextrogiro [(+)] e levogiro [(-)] da
fenchona (1; M™™: m/z 152) apresentou picos (2-4) com fragmentos de massas de m/z 168
(M™) que foram atribuidos a produtos de hidroxilagio do substrato. Também foi observado
um pico (5) de maior retencdo na coluna cromatografica, com M™ de baixa intensidade de

razdo m/z 210, atribuido a um produto de acetilagdo enzimatica da fenchona hidroxilada
(Figura 44).
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Figura 44. TIC obtido por CG-EM do extrato da reacdo de biotransformacgéo da (+)- e (-)-

fenchona apos cinco dias de incubagdo com o fungo Botryosphaeria sp
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O isolamento dos produtos da reacdo, por CC, resultou na obtencdo de fracdes
contendo as substancias 3 e 4, como ilustrado na Figura 45. O composto representado pelo
pico 3 foi obtido com 83% de pureza, enquanto o 4 foi isolado com 99% de pureza. Devido a
baixa massa do composto 2 ndo foi possivel isola-los. O composto 5 também néo foi obtido

apos purificacdo por CC, acredita-se que 0 mesmo tenha sofrido decomposicao na silica gel.

Figura 45. TIC de fracGes (A e B), ap6s purificacdo por CC, contendo produtos de

biotransformacéo da (+)-fenchona
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Os compostos 3 e 4 foram identificados por espectroscopia de RMN e espectrometria
de massas, enquanto o produto 2 teve sua estrutura elucidada pela comparacao de seu espectro
de massas com espectro presente na literatura (MIYAZAWA & GYOUBU, 2007).
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A Figura 46 mostra os possiveis sitios de hidroxilacdo da fenchona. Nas posicdes 5 e
6, 0 grupo OH pode ser adicionado pela face superior (produto exo) ou inferior (produto endo)

da molécula.

Figura 46. Numeracdo dos carbonos da fenchona. Em destaque os possiveis sitios de
hidroxilacao.

4.2.1.2.1. Analise das fracdes

Os espectros de RMN e de massas sdo representativos para ambos enantibmeros da

molécula, j& que as técnicas de aquisi¢ao nao diferenciam os mesmos.

e Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de RMN de *H da fracdo A (Anexo Il, Figura 1) apresentou um multipleto
na regido de hidrogénios carbindlicos em &y 3,60-3,65 ppm, que foi atribuido ao H6-endo da
6-exo-hidroxifenchona. Devido ao sistema rigido, livre de rotacdo, sdo observados dois sinais
distintos para hidrogénios ligados ao C-7. O primeiro, multipleto em &y 1,73-1,79 ppm, é
atribuido ao hidrogénio voltado para os carbonos 2 e 3, e 0 segundo, que aparece em campo
mais baixo (m, oy 1,87-1,93 ppm) devido ao efeito anisotropico da carbonila, corresponde ao
hidrogénio posicionado em direcdo aos carbonos 5 e 6, como determinado por Miyazawa &
Miyamoto (2005). A Tabela 19 mostra os dados para os demais hidrogénios.

Tabela 20. Dados de RMN de *H (200 MHz, CDClIs) para a 6-exo-hidroxifenchona

Posico Observado Miyazawa & Miyamoto (2005)
on (ppm) mult.  J (Hz) oy (ppm) mult.  J (Hz)

4 2,18-2,20 m - 2,18-2,20 m -

5-endo 2,34-2,46 m - 2,40 ddd 13,8,6,9e 2,9

5-exo 1,51-1,60 m - 1,55 ddd 13,8;4,5e3,5

6-endo  3,60-3,65m - 3,62 ddd 6,9;35e15

7 1,73-1,79 m - 1,76 dddd 10,9;2,9;15e1,2
1,87-1,93m - 1,90 dd 109e1,7
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Continuacao da Tabela 20.

Posicio Observado Miyazawa & Miyamoto (2005)
on (ppm) mult.  J (Hz) o (ppm) mult.  J (Hz)
8 1,06 s (3H) - 1,06 s (3H) -
9 0,97 s (3H) - 0,96 s (3H) -
10 1,14 s (3H) - 1,14 s (3H) -

A fracdo B, contendo o composto 4 com elevada pureza (99%), apresentou em seu
espetro de RMN de *H (Anexo 11, Figura 2), na regido dos carbinélicos, um dubleto largo
centrado em oy 4,38 ppm atribuido ao H5-endo da 5-exo-hidroxifenchona, que acopla com o
H6-endo com constante de 6,0 Hz. O H6-endo fornece um sinal de duplo duplo dubleto em &y

1,89 ppm (J = 13,5; 6,0 e 2,0 Hz). Outros sinais sao mostrados na Tabela 21.

Tabela 21. Dados de RMN de *H (200 MHz, CDCls) para a 5-exo-hidroxifenchona

Posic Observado Miyazawa & Miyamoto (2005)
0s1¢a0 Sn (ppm) mult.  J (Hz) o (ppm)mult.  J (Hz)

4 2,15 s (largo) - 2,13-2,16 m -

5-endo 4,38 d (largo) 6,0 4,38 ddd 6,3;1,8e 1,7

6-endo 1,89 ddd 14,0;6,0e2,0 1,89ddd 14,3;6,3e 2,3

6-exo 1,46 d (largo) 14,0 1,46 ddd 14,3;18¢e1,4

7 1,74 d (largo) 10,0 1,74 dddd 10,9;2,3;1,7e 1,5

2,08d (largo) 10,0 2,07 dd 10,9e2,0

8 1,06 s (3H) - 1,06 s (3H) -

9 1,03 s (3H) - 1,03 s (3H) -

10 1,15 s (3H) - 1,155 (3H) -

Também foi obtido o espectro de RMN de **C para a fragdo B (Anexo Il, Figura 3). O
carbono carbindlico (C-5) é atribuido a absor¢do em 3. 70,5 ppm (Tabela 22). O sinal em &
222,3 ppm foi relacionado ao carbono do grupo C=0 (C-2). As trés absor¢des mais blindadas,
em & 14,2, 21,2 e 23,6 ppm, correspondem aos trés grupos metila da molécula, C-10, C-9 e

C-8, respectivamente.

Tabela 22. Dados de RMN de *C (50 MHz, CDClIs) para a 5-exo-hidroxifenchona

Carb Observado Miyazawa & Miyamoto (2005)
arbono oc (ppm) mult. oc (ppm) mult.
1 53,5 53,6 s
2 222,3 222,1s
3 45,2 45,35
4 53,1 53,2d
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Continuacdo da Tabela 22.

Carb Observado Miyazawa & Miyamoto (2005)
arbono oc (ppm) mult. oc (ppm) mult.
5 70,5 70,7d
6 43,1 43,2t
7 37,4 37,41
8 23,6 23,6 q
9 21,2 21,3
10 14,2 14,2 q

e Espectrometria de massas

Figura 47. Espectros de massas dos produtos de hidroxilacdo da fenchona.
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O composto 2 foi relacionado a 6-endo-hidroxifenchona. Seu espectro de massas

apresenta elevada correlagdo com aquele apresentado por Miyazawa & Gyoubu (2007) para

este composto (Tabela 23). O ion molecular (m/z 168) e o fragmento de perda do radical

metila (m/z 153) sdo quase imperceptiveis (intensidade relativa menor que 1%). O pico base é

observado em m/z 81, mas merece destaque o fragmento de m/z 88 relativamente intenso

(34%), por ndo ser um ion comum em espectrometria de massas € um importante fragmento

para a caracterizacdo da 6-endo-hidroxifenchona.
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Tabela 23. Dados de EM para os produtos de hidroxilacdo da fenchona
6-endo-Hidroxifenchona

Observado Miyazawa & Gyoubu (2007)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 1 88 34 168 2 88 35
153 1 81 100 153 1 81 100
140 0 69 13 140 1 69 21
124 3 55 9 124 8 55 7
109 3 53 6 109 4 53 6
107 4 43 11 107 5 43 6
97 5 41 19 97 9 41 19

6-exo-Hidroxifenchona

Observado Miyazawa & Miyamoto (2005)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 13 96 31 168 18 96 35
153 1 88 25 153 3 88 34
140 1 81 100 140 3 81 100
124 28 70 59 124 41 70 37
109 12 69 41 109 16 69 30
97 40 55 21 97 55 55 12

5-exo-Hidroxifenchona

Observado Miyazawa & Miyamoto (2005)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 12 97 20 168 11 97 18
150 7 85 100 150 4 85 100
135 1 81 7 135 1 81 7
122 5 55 9 122 4 55 7
121 21 43 9 121 15 43 7
107 4 41 18 107 3 41 20

Na Figura 48 pode ser observado o espectro de massas do composto 5. Embora se
verifique a presenca do fragmento de m/z 168 (M* dos produtos de hidroxilacio da fenchona),
0 ion molecular para a substancia 5 possui razdo m/z 210. O que se sugere ser um produto de
acetilagdo da hidroxifenchona, porém ndo ha, na literatura, informacfes espectrais para
compostos do tipo.

A confirmacdo estrutural foi obtida ap6s acetilacdo quimica de uma das fracGes

contendo a (+)-6-exo-hidroxifenchona (3).

Figura 48. Acetilacdo da (+)-6-exo-hidroxifenchona com anidrido acético/piridina.

HO Ac,Ofpiridina 0]

24h o)
H O % H O
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O produto da acetilagéo ilustrada na Figura 48 apresentou mesmo tempo de retencao
(Figura 49) e espectro de massas idéntico (Figura 50) ao do composto 5 que foi caracterizado

como acetato de 6-exo-hidroxifenchona.

Figura 49. TIC obtido do extrato da reacdo de biotransformacao da (+)-fenchona, da (+)-6-
exo-hidroxifenchona isolada e do produto da acetilacdo quimica da 6-exo-hidroxifenchona.
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Figura 50. Espectro de massas do produto de acetilagdo quimica da (+)-6-exo-

hidroxifenchona
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A perda inicial de 42 Da (M" — 168) é caracteristica de alguns ésteres, atribuida a

eliminagdo de CH,=C=0 (Figura 51).

Figura 51. Formacéo do fragmento de m/z 168

O @)
@)

m/z7 210 (M+) m/z 168
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A Figura 52 ilustra os compostos obtidos na biotransformacdo da (+)- e (-)-fenchona

por Botryosphaeria sp.

Figura 52. Reacdo de biotransformacao da (+)- e (-)-fenchona por Botryosphaeria sp.
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*Pico [média aritmética de trés repeticOes da area normalizada do pico (%) + desvio padrao]

Ndo houve diferenciacdo qualitativa na biotransformacdo dos enantibmeros da
fenchona por parte dos fungos. Ambos sofreram hidroxilagdo nas posi¢oes 6-endo, 6-exo e 5-
exo, além de acetilacdo enzimética da 6-exo-hidroxicanfora. Os indices de retencdo calculados
para estes compostos foram de 1278, 1289, 1300 e 1380, respectivamente.

A face exo do C-6 foi o sitio preferencial de adicdo do grupo OH. Houve diferenca
significativa no percentual dos isdbmeros acetilados. A acetilagdo do dextrorrotatorio foi
favorecida, produzindo 28,3% de acetato de (+)-6-exo-hidroxicanfora. Enquanto apenas 4,8%

do isdmero levorrotatdrio foram formados.
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4.2.2. Reacdes usando o fungo Aspergillus niger

A Figura 53 ilustra os fungos Alpergillus niger desenvolvidos em placa de Petri
contendo meio sélido (25 mL de &gua destilada, 0,5 g de extrato de malte e 0,5 g de &gar).
Apobs cinco dias de crescimento foi feito o indculo em Erlenmeyer de 250 mL contendo meio
liquido (100 mL de &gua destilada e 2 g de extrato de malte). Os Erlenmeyers foram mantidos
sob agitacdo rotativa (150 rpm; 32 °C) por trés dias e, posteriormente, 50 mg dos substratos
(carvacrol, timol, (+)-pulegona, geraniol, (-)-citronelol, (+)-limoneno, rac-canfora e 0s
enantibmeros (+)- e (-)-fenchona) diluidos em 400 uL de DMSO foram adicionados

separadamente aos Erlenmeyers contendo os fungos desenvolvidos.

Figura 53. Foto do fungo Aspergillus niger em placa de Patri

Através do monitoramento reacional por CG-EM, foi verificada capacidade de
conversdo dos substratos geraniol e (-)-fenchona pelo fungo A. niger. O composto (+)-
fenchona também foi metabolizado, porém, em pequena quantidade, sofrendo pouca variagdo
percentual (area relativa do pico no cromatograma) ao logo do periodo monitorado (Figura
54). Dessa forma, o fungo A. niger pode ser considerado enantiosseletivo na biotransformacao
da (-) e (+)-fenchona.

Assim como na reacdo usando o fungo Botryosphaeria sp, o tempo de 120 h foi
determinado como ideal para cessar a reacdo e realizar a extracao dos produtos.
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Figura 54. TIC do controle e de aliquotas removidas apos 24, 72 e 120 h de biotransformacéo
por A. niger usando os substratos geraniol (A), (-)-fenchona (B) e (+)-fenchona (C).
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4.2.2.1. Biotransformacao do geraniol

Na biotransformacdo do geraniol por A. niger foi observada a formagdo de trés

compostos, picos 1, 2 e 3 (Figura 55).

Figura 55. TIC obtido por CG-EM do extrato da reacdo de biotransformacéo do geraniol apds
cinco dias de incubacdo com o fungo A. niger
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O composto representado pelo pico 1 foi caracterizado como linalol e representa o
produto majoritéario da reacdo (39,7% =* 2,7). Sua identificacdo foi feita através da coinjecédo
de um padrdo auténtico Aldrich do linalol. Os compostos 2 e 3 foram caracterizados como a-
terpineol (6,7% % 1,9) e hidrato de linalila (7,1% % 2,1), respectivamente. Foram identificados
através da comparacdo de seus espectros de massas (Figura 56) com respectivos espectros
presentes na literatura (ADAMS, 2007; PARK et al., 2002; MIYAZAWA et al., 2000) e com
base no indice de retencdo experimental calculado através da equacédo de Van den Dool (VAN
DEN DOOL & KRATZ, 1963).

O indice de retencdo calculado experimentalmente para o linalol, a-terpineol e hidrato
de linalila foram 1100, 1195 e 1230 e o indice de retencdo reportado na literatura para esses
compostos é 1095 (ADAMS, 2007), 1186 (ADAMS, 2007), e 1237 (ROCHA et al., 2007),
respectivamente, demonstrando correlacdo e maior seguran¢a na caracterizacdo dos

compostos.
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Figura 56. Espectros de massas dos produtos de biotransformacéo do geraniol por A. niger
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Tabela 24. Dados de EM para os produtos de biotransformacao do geraniol por A. niger

Linalol (1)

Observado Nazemiyeh et al. (2011)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
154 <1 93 65 154 <1 93 67
136 5 80 31 136 5 80 22
121 15 71 100 121 18 71 100
107 6 107 7

a-Terpineol (2)

Observado Park et al. (2002)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
136 25 81 25 136 28 81 30
121 28 59 100 121 33 59 100
93 44 41 22 93 44 41 23

Hidrato de linalila (3)

Observado Miyazawa et al. (2000)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
139 6 81 28 139 8 81 30
136 1 71 100 136 1 71 100
121 12 68 51 121 12 68 43
109 5 59 42 109 5 59 36
93 7 43 89 93 6 43 72

Na conversdo do geraniol a linalol e a-terpineol ha a formacgdo de um centro quiral,

enquanto a conversdo a hidrato de linalila leva a formacdo de dois novos centros de

quiralidade. Nao foi observado seletividade na formacéo de linalol e de a-terpineol, ja que

ambos enantidmeros foram observados com razdo aproximada de 1:1 ao analisar a amostra

em uma coluna quiral (ciclodextrina-B) por CG-DIC (cromatdgrafo a gas com detector de
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ionizacdo de chama). O hidrato de linalila pode ter sido produzido enantibmericamente puro,
a presenca de dois centros quirais (quatro estereoisdmeros possiveis) dificulta a confirmacéo,
pois a possibilidade de coeluicdo entre os enantibmeros é alta. Como pode ser observado na
Figura 57, usando a coluna quiral, houve uma mudanca na ordem de eluicdo em comparacéao
com a DB-5 (usada no CG-EM; Figura 55), sendo que nesta primeira o hidrato de linalila
apresentou a maior interagdo dentre 0s compostos presentes na solugéo, a hidroxila adicional

do hidrato de linalila é a principal responsavel pela alteracéo.

Figura 57. Cromatograma do extrato da reacdo de biotransformagao do geraniol por A. niger

obtido em um CG-DIC usando uma coluna quiral.
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Figura 58. Biotransformacao do geraniol por A. niger
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4.2.2.2. Biotransformacao da (+)- e (-)-fenchona

Dois compostos, representados pelos picos 2 e 3 (Figura 59), foram observados na
biotransformacdo da (+)- e (-)-fenchona por A. niger. Houve diferenciacdo quantitativa dos
enantibmeros por parte do biocatalisador. A area relativa no TIC dos compostos 2 e 3
formados na biotransformacdo do enantibmero dextrorrotatério foi de 1,6 e 14,7%
respectivamente, enquanto que, a reacdo com o enantidmeros levorrotatério produziu 3,6 e
58,0% de 2 e 3.

Figura 59. TIC obtido por CG-EM do extrato da reacdo de biotransformacao da (+)- e (-)-

fenchona apos cinco dias de incubagéo com o fungo A. niger.
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Os compostos 2 e 3 foram relacionados a 6-endo e 6-exo-hidroxifenchona. Seus
espectros de massas (Figura 60) apresentam elevada semelhanca com aqueles observados para
o0s produtos de hidroxilacdo nas posicBes 6-endo e 6-exo da fenchona por Botryosphaeria sp.

(Figura 47).

Figura 60. Espectros de massas dos produtos de hidroxilacdo da fenchona.
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Tabela 25. Dados de EM para os produtos de hidroxilagéo da fenchona.

6-endo-Hidroxifenchona

Observado Miyazawa & Gyoubu (2007)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 1 88 32 168 2 88 35
153 1 81 100 153 1 81 100
140 0 69 20 140 1 69 21
124 2 55 9 124 8 55 7
109 4 53 9 109 4 53 6
107 3 43 18 107 5 43 6
97 1 41 33 97 9 41 19

6-exo-Hidroxifenchona

Observado Miyazawa & Miyamoto (2005)
m/z (%) m/z (%) m/z (%) m/z (%)
168 11 96 29 168 18 96 35
153 1 88 21 153 3 88 34
140 1 81 100 140 3 81 100
124 26 70 67 124 41 70 37
109 12 69 47 109 16 69 30
97 41 55 32 97 55 55 12

Assim como na reacdo usando Botryosphaeria sp., o sitio de hidroxilacédo preferencial
ao usar A. niger como biocatalisador foi a posicdo exo do carbono 6. O indice de retencédo
experimental para estes compostos foi de 1278 (6-endo-hidroxifenchona) e 1289 (6-exo-

hidroxifenchona). N&o ha na literatura indice de retencdo reportado para 0s compostos.

Figura 61. Reacdo de biotransformacao da (+)- e (-)-fenchona por Aspergillus niger.
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5. CONCLUSOES

Constituindo mais de 80% do Oleo essencial obtido das folhas da planta, os
monoterpenos sdo a classe predominante em L. gracilis. A andlise de agrupamentos
apresentou um excelente coeficiente de correlacdo cofenético (> 0,99) e revelou a presenca de
trés clusters dentre os sete gendtipos. O cluster I, formado pelo gendétipo 106, distinguiu-se
dos demais pelo alto teor de timol (57,66%) e metil timol (11,12%). O cluster 11, gendtipo
201, é relativamente similar ao cluster 1l (gendtipos 107, 108, 109, 110 e 202), mas distingue-
se deste por sua alta quantidade de y-terpineno (20,08%) e menor percentual de carvacrol
(36,73%) e, mais significativamente, de metil timol (0,26%).

A elevada dissimilaridade entre o cluster | e os clusters Il e Il caracteriza a presenca
de dois quimiotipos. O quimiotipo timol, gendtipo 106, e o quimiotipo carvacrol, genétipos
107, 108, 109, 110, 201 e 202.

O estudo do efeito do estresse hidrico permitiu verificar que L. gracilis produz uma
guantidade maior de 6leo essencial em condicdes de caréncia hidrica. Além disso, todos 0s
genotipos cultivados sob estresse hidrico apresentaram maior contelldo de monoterpenos e
menor de sesquiterpenos, quando comparados com aqueles cultivados sob irrigacao.

Nas reacdes de biotransformacao realizadas, ndo foi observada modificacao estrutural
nos principais componentes do 6leo essencial de L. gracilis (timol e carvacrol) por espécies de
Botryosphaeria sp. e Aspergillus niger. Porém, Botryosphaeria sp., com suas enzimas
associadas, demonstrou ser um eficiente biocatalisador para efetuar hidroxilagdes em cetonas
biciclicas do tipo norbornano, como canfora e fenchona. Aspergillus niger, além de
hidroxilacdo da (-)-fenchona, realizou isomerizacao do geraniol.

A rac-canfora foi hidroxilada em seis diferentes posigdes por Botryosphaeria sp.,
sendo a reacdo na face endo do carbono 6 o principal produto formado (48,5%). E importante
ressaltar que a adicdo de um grupo OH usando reagentes convencionais na posic¢ao 6-endo da
canfora € uma tarefa de elevada complexidade. N&o ha relatos na literatura de tal sintese na
auséncia de um biocatalisador.

A reacdo usando como substrato (+)- e (-)-fenchona promovida pelo fungo
Botryosphaeria sp. apresentou trés produtos de hidroxilagdo. O carbono 6-exo foi o sitio
principal de adicdo do grupo OH, sendo produzidos 26,8% do composto dextrorrotatorio e
52,9% do levorrotatorio. Foi verificado também um produto de acetilacdo da 6-exo-
hidroxifenchona. A formacao preferencial do (+)-acetato de 6-exo-hidroxifenchona (28,3%)
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frente ao (—)-acetato de 6-exo-hidroxifenchona (4,8%) comprova que a acetilagédo foi
promovida por enzimas fangicas, além disso, a biotransformacéo foi efetuada na auséncia de
reagentes acetilantes.

O par de enantidbmeros da fenchona também foi hidroxilado por A. niger. Assim como
na reagdo com Botryosphaeria sp., o carbono 6-exo foi o sitio principal de hidroxilacdo, sendo
formado 58,0% da (-)-6-exo-hidroxifenchona e 14,7% da (+)-6-exo-hidroxifenchona. A. niger
demonstrou enantiosseletividade frente aos estereoisomeros da fenchona, alteracées no pH do
meio e/ou de outros fatores podem ser realizadas com o objetivo de obter a méaxima
seletividade possivel.

Além da hidroxilacdo da fenchona, o fungo A. niger promoveu isomeriza¢do do
geraniol a rac-linalol (39,7%) e rac-a-terpineol (6,7%) e hidroxilacdo do rac-linalol a ?-
hidrato de linalila (7,1%).
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ANEXO I

ESPECTROS DE RMN DE FRACOES OBTIDAS NA BIOTRANSFORMACAO DA CANFORA

Dissertagdo de Mestrado — Hugo César Ramos de Jesus NPGQ - UFS



ANEXO |

Figura 1. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) da fragéo A
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Figura 2. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) da fragéo B
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Figura 3. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) da fragéo C
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Figura 4. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl3) da fracéo D
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ANEXO 11

ESPECTROS DE RMN DE FRACOES OBTIDAS NA BIOTRANSFORMACAO DA FENCHONA
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Figura 2. Espectro de RMN de 1H (200 MHz, CDCl3) da fracdo B
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Figura 3. Espectro de RMN de 1C (50 MHz, CDCI3) da fragdo B
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ANEXO III

Anadlise de agrupamento: matrizes geradas
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Matrizes obtidas usando o STATISTICA® 9.0 através da analise de agrupamento dos dados de composi¢ao
quimica do o6leo essencial de sete gendtipos de Lippia gracilis.

e Sem estresse (SE) e Com estresse (CE)
Tabela 1. Matriz de similaridade (ms) Tabela 5. Matriz de similaridade (ms)

106 107 108 109 110 201 202 106 107 108 109 110 201 202
106 00 697 710 761 747 668 729 106 00 691 702 729 714 649 698
107 69,7 0,0 6,6 9,7 91 111 8,1 107 69,1 0,0 6,9 7.7 6,8 9,9 4.4
108 71,0 6,6 0,0 7.9 60 16,1 5,0 108 70,2 6,9 0,0 6,1 46 151 45
109 76,1 9,7 7.9 0,0 52 19,9 5,2 109 729 7.7 6,1 0,0 45 16,9 4.8
110 74,7 9,1 6,0 5,2 00 184 43 110 714 6,8 4,6 45 00 149 4,2
201 668 11,1 161 199 184 00 17,7 201 64,9 99 151 169 14,9 00 131
202 729 8,1 5,0 5,2 43 17,7 0,0 202 69,8 4.4 45 4.8 42 131 0,0
Tabela 2. Matriz de correlacdo cofenética (mc) Tabela 6. Matriz de correlacdo cofenética (mc)
derivada do dendogramas da Figura 11A. derivada do dendogramas da Figura 11B.

106 107 108 109 110 201 202 106 107 108 109 110 201 202
106 0 1160 1160 1160 1160 1160 116,0 106 0 1135 1135 1135 1135 1135 1135
107 116,0 0 65 104 104 233 104 107 1135 0 7.4 7.4 74 195 7.4
108 116,0 6,5 0 104 104 233 104 108 1135 7.4 0 5,5 47 195 4,7
109 116,0 10,4 10,4 0 55 233 5,5 109 1135 7.4 5,5 0 55 19,5 5,5
110 116,0 10,4 10,4 5,5 0 233 43 110 1135 7.4 4,7 5,5 0 195 33
201 1160 233 233 233 233 0 233 201 1135 195 195 19,5 195 0 195
202 1160 104 104 55 43 233 0 202 1135 74 4,7 55 33 195 0
Tabela 3. Correlagdo entre ms e mc Tabela 7. Correlacdo entre ms e mc

ms mcC ms mcC

106x107 69,7 116,0 106x107 69,1 113,5
106x108 71,0 116,0 106x108 70,2 113,5
106x109 76,1 116,0 106x109 72,9 113,5
106x110 74,7 116,0 106x110 71,4 113,5
106x201 66,8 116,0 106x201 64,9 113,5
106x202 72,9 116,0 106x202 69,8 113,5
107x108 6,6 6,5 107x108 6,9 7.4
107x109 9,7 10,4 107x109 7.7 7.4
107x110 9,1 10,4 107x110 6,8 7.4
107x201 11,1 23,3 107x201 9,9 19,5
107x202 8,1 10,4 107x202 4.4 7.4
108x109 7.9 10,4 108x109 6,1 5,5
108x110 6,0 10,4 108x110 4,6 4,7
108x201 16,1 23,3 108x201 15,1 19,5
108x202 5,0 10,4 108x202 45 4,7
109x110 5,2 55 109x110 45 55
109x201 19,9 23,3 109x201 16,9 19,5
109x202 5,2 55 106x107 48 55
110x201 18,4 23,3 106x108 14,9 19,5
110x202 43 43 106x109 4,2 33
201x202 17,7 23,3 106x110 13,1 19,5

Calculo do coeficiente de correlacéo cofenética:
Z(ms—m_s)(mc—m_c)
\/Z(ms—m_s)z Z(mc—m_c)2

e SE 2cc=0,99629 CE - cc =0,99783

Coeficiente de correlagdo cofenética (cc) =
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ANEXO IV

Espectros de massas de diastereoisomeros biciclicos

(NIST Mass Spec Data Center - http://webbook.nist.gov; WILEY8)
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ANEXO IV
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ANEXO IV

cis-Verbenol
MASS SPECTRUM

trans-Verbenol
MASS SPECTRUM

1007 1007
i OH B “\\\OH
| - 2)
601 607
40{ 40
201 20
0 0; O O; |||. LA . .H“ L “
0.0 40 80 120 160 0.0 40 80 120 160
m/z m/z
cis-Pinocarveol trans-Pinocarveol
MASS SPECTRUM MASS SPECTRUM
1007 1007
8 O__ 8 O__ “‘\\\\\O H
il OH 7 'E_/
607 60~
40 40*_
20- 201
0.0- | ‘I L ;“”I‘L .L\A 0.0
0.0 40 80 120 160 0.0 40 80 120 160
m/z m/z
Dissertacdo de Mestrado — Hugo César Ramos de Jesus NPGQ - UFS



ANEXO IV

5-endo-2-metanol-Norborneno
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endo-Fenchol
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ANEXO IV

trans-Hidrato de pineno
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ANEXO IV

trans-Pinano
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ANEXO IV

iso-Pinocanfeol
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