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RESUMO

LUCAS, Aline Machado. Estudo comparativo de extratos volateis de
eucaliptos geneticamente modificados e ndo genetica mente modificados . Porto
Alegre. 2011. Dissertacdo. Programa de POs-Graduacdo em Engenharia e
Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO
GRANDE DO SUL.

O género Eucalyptus possui centenas de espécies. Os multiplos usos em que

essas sdo empregadas fazem desse género um dos mais valiosos e amplamente
utilizados no mundo. O melhoramento genético dessas plantas vem sendo
estudado, principalmente pela indUstria papeleira, com o intuito de se obter arvores
com crescimento mais rapido, maior quantidade de celulose, menor teor de lignina e
resisténcia a doencas e intempéries.

O presente trabalho teve por objetivo estudar os 6leos essenciais que foram
extraidos por arraste a vapor de eucaliptos geneticamente modificados e nao
geneticamente modificados da espécie hibrida E. grandis versus E. urophylla
aplicadas na producdo de papel. Entre as variaveis de interesse neste estudo,
associadas aos compostos volateis, encontram-se a composicdo quimica, 0
rendimento e a acédo antifungica frente a alguns fungos patogénicos de eucaliptos.

O Oleo essencial ndo representa um produto de interesse na industria de
papel e celulose, contudo é necessaria a avaliacdo deste composto visando
determinar a existéncia de equivaléncia entre plantas geneticamente modificadas e
convencionais. A partir do estudo deste metabdlito secundario produzido pelas
plantas, busca-se fornecer subsidios que garantam a biosseguranca ambiental,
humana e animal.

Os resultados mostram que a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais ndo
apresentou variacao significativa entre os eucaliptos geneticamente modificados e
seus controles isogénicos. Todos os Oleos apresentaram acdo antifingica para os
fungos testados. O Unico parametro que sofreu alteracdo foi o rendimento, porém,
mais estudos devem ser feitos para verificar se esta variagdo esta relacionada com

a modificacdo genética sofrida pelas plantas.

Palavras-Chaves: 0leos essenciais, organismos geneticamente modificados,

destilacdo por arraste a vapor, acdo antifungica.
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ABSTRACT

LUCAS, Aline Machado. Comparative study of volatile extracts of
eucalyptus genetically modified and non-genetically modified. Porto Alegre.
2011. Master. Pos-Graduation Program in Materials Engineering and Technology,
PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The Eucalyptus genus has hundreds of species. The multiple uses in which
they are employed, makes this genus one of the most valuables and used around
the world. The genetic improvement of these plants has been studied, mainly by the
papermaking industry, in order to obtain trees with a faster growth, higher quantity of
cellulose, less content of lignin and resistance to diseases and weather.

This work aims to study the essential oils extracted by steam distillation of
genetically modified Eucalyptus and non-genetically modified of the hybrid specie
Eucalyptus grandis versus Eucalyptus urophylla applied to paper production. Among
the variables of interest in this assignment, associated with the volatile compounds,
there is chemical composition, the return and the anti-fungal against some
pathogens fungi in the Eucalyptus.

The essential oil does not represent a product of interest for the papermaking
and cellulose industry, however it is necessary the evaluation of this compound in
order to determine the equivalence, or not, among the genetically modified and
conventional plants. From the study of this secondary metabolic produced by the
plants, it seeks to provide subsidies which can guarantee the environmental, human
and animal biosafety.

The results show that the chemical composition of essential oils showed no
significant differences between the genetically modified eucalyptus trees and their
isogenic controls. All oils showed anti-fungal for the fungi tested. The only parameter
that was altered was the yield, but more studies must be done to ascertain whether

this variation is related to genetic modification suffered by the plants.

Key-words: Eucalyptus, essential oils, genetic improvement, steam distillation
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1. INTRODUCAO

O género Eucalyptus compreende mais de 800 espécies distintas. Os
multiplos usos em que sdo empregadas essas plantas incluem madeira para
construcdo, celulose e dleos essenciais, 0 que fazem deste género um dos mais

valiosos e amplamente utilizados no mundo (Coppen, 2002).

Das espécies do género Eucalyptus, em torno de vinte produzem o6leos
essenciais. As mais conhecidas séo E. citriodora e E. globulus. Cada espécie possui
um componente majoritario e esta caracteristica determina o uso final do dleo. As
espécies ricas em citronelal, por exemplo, sao utilizadas na perfumaria, desde
cosmeticos até como aromatizantes de produtos de limpeza (Castro et al., 2008).
Espécies com maiores quantidades de eucaliptol (1,8-cineol) sdo utilizadas para
preparacdes farmacéuticas no tratamento de problemas respiratérios, devido a sua
acdo estimulante e expectorante. Em uso tdpico, o eucaliptol age como anestésico e
anti-séptico (Lorenzi et al., 2008). A eficacia do 6leo de Eucalyptus contra infec¢des
respiratorias e sua acao anti-séptica ja € comprovada e reconhecida (Silva, 2001).
Estudos mostram ainda a acéo inibitoria de algumas espécies de Eucalyptus contra
o crescimento de fungos dos géneros Aspergillus, Candida e Penicillium (Coppen,

2002) e contra bactérias, como Staphylococcus aureus (Estanislau et al., 2001).

Na industria de papel, o Eucalyptus é utilizado para a extracdo de celulose.
Nos ultimos anos, este ramo industrial tem investido em modificacdes genéticas
para 0 melhoramento da qualidade das plantas. Os principais objetivos dessas
modificacbes para a producdo de papel sdo obter arvores que crescam mais
rapidamente, contenham mais celulose e menos lignina, sejam resistentes ao
ataque de insetos e fungos, tolerantes a seca e as baixas temperaturas (Lerayer,

2009). As espécies mais apropriadas para extracdo de celulose sdo E. dunni, E.
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globulus, E. grandis, E. urophylla e E. grandis x E. urophylla (hibrido entre E.
grandis e E. urophylla) (Silva, 2008).

Todo organismo geneticamente modificado (OGM) necessita ser submetido a
avaliacao de risco, a fim de determinar potenciais efeitos adversos do transgene e
de seus derivados na saude humana e animal, no ambiente e nos vegetais (1RN5 -
CTNBio, artigo 19). A avaliacdo de risco compreende submeter o OGM a
procedimentos ou métodos cientificos visando determinar modificacbes na
capacidade da planta em adicionar substancias ao solo, modificacdes de
biodegradabilidade, diferencas de composi¢cdo quimica e nutricional in natura ou
apos processamento e a existéncia de equivaléncia substancial entre 0 OGM e seu

organismo parental (RN5 - CTNBIo, anexos Il e V).

Neste trabalho, avaliou-se os constituintes dos 6leos essenciais extraidos do
hibrido de E. grandis x E. urophylla utilizados na industria de papel e celulose. O
objetivo € comparar a composicdo quimica de Oleos essenciais extraidos de
eucaliptos geneticamente modificados e de seus isogénicos convencionais, bem

como avaliar a acdo dos 6leos essenciais como agentes antifingicos.

Os compostos volateis foram extraidos pelo processo de destilacdo por
arraste a vapor e a analise da composi¢do quimica foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. A técnica de extracdo é a mais
indicada e utilizada para o tipo de material vegetal, que foram folhas frescas de

Eucalyptus. A técnica analitica é a mais apropriada e completa, se tratando de 6leos

' RN5 — Resolucdo Normativa n5 da CTNbio, de 12 de marco de 2008. Dispde sobre normas para

liberacdo comercial de OGM e seus derivados (www.ctnbio.gov.br).
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essenciais, visto que se trabalha com amostras volateis e com grande quantidade

de compostos.

As avaliacdes do efeito antifungico dos oleos essenciais foram realizadas
utilizando-se os organismos Botrytis cinerea, Ceratocystis fimbriata e Quambalaria
eucalypti, todos patdogenos do Eucalyptus. O efeito fungitoxico foi avaliado
utilizando-se a metodologia da bioautografia, técnica preferencial para ensaios com

compostos volateis.

Este estudo esta vinculado ao projeto “Criacdo do CDA Eucalyptus: Centro
Colaborador em Defesa Agropecuaria para a Biosseguranca Relativa a Plantas GM
de Eucalipto”, financiado pelo CNPg/MAPA/DAS, Edital nimero 64/2008 e foi
desenvolvido através de uma parceria do Laboratério de Operacbes Unitarias
(LOPE), da Faculdade de Engenharia da PUCRS, com o Laboratério de
Biotecnologia Vegetal, da Faculdade de Biociéncias desta mesma universidade,
sendo o mesmo autorizado pela Comisséo Interna de Biosseguranca da Faculdade
de Biociéncias e CTNBI0? Orgdos responsaveis por autorizar atividades com
OGM's.

2 A CTNBIo (Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca) é uma instancia colegiada multidisciplinar, criada através da lei n°
11.105, de 24 de marco de 2005, cuja finalidade é prestar apoio técnico consultivo e assessoramento ao Governo Federal na
formulagdo, atualizagdo e implementacdo da Politica Nacional de Biosseguranga relativa a OGM, bem como no
estabelecimento de normas técnicas de seguranca e pareceres técnicos referentes a protecdo da salde humana, dos
organismos vivos e do meio ambiente, para atividades que envolvam a construcdo, experimentagdo, cultivo, manipulagéo,
transporte, comercializagdo, consumo, armazenamento, liberacéo e descarte de OGM e derivados (www.ctnbio.gov.br.).
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2. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho é determinar e comparar a composicdo quimica,
rendimento e agao antimicrobiana frente aos fungos Botrytis cinerea, Ceratocystis
fimbriata e Quambalaria eucalypti dos 6leos essenciais extraidos pelo processo de
destilacao por arraste a vapor de eucaliptos GM e ndo GM. De posse dos resultados
experimentais de composicdo quimica dos extratos volateis avalia-se a equivaléncia

entre as amostras pela técnica estatistica de analise de componentes principais.

2.1. Objetivos Especificos

= Extrair o 6leo essencial das folhas dos eucaliptos através da técnica de
destilacdo por arraste a vapor para todas as amostras;

= Determinar o rendimento e a curva de extracdo de rendimento versus
tempo;

= Determinar a equivaléncia na composicdo quimica por andlises
cromatograficas, utilizando cromatografia gasosa acoplada a dois
detectores: espectrometro de massa (identificacdo) e ionizagdo de chama
(quantificacao);

= Comparar estatisticamente os dados das analises cromatograficas
(composicao quimica) atraves da técnica de analise de componentes
principais;

= Determinar a acdo antifungica pelo método da bioautografia frente aos
seguintes fungos patogénicos de Eucalyptus: B. cinerea, C. fimbriata e Q.

eucalypti.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Género Eucalyptus

O género Eucalyptus, nativo da Australia, compreende cerca de 800 espécies
e este nimero segue a tendéncia de aumento, como pode ser observado na figura
3.1, que mostra a evolugdo da descoberta de novas espécies desde a primeira, em
1789. A facilidade de crescimento dos eucaliptos em condi¢des climaticas diversas
em seu habitat natural e sua grande variedade genética sdo algumas das razdes
pelo sucesso da disseminacdo dos eucaliptos pelo mundo. Outra razéo é o fato de
ser uma arvore de rapido crescimento, o que possibilita um retorno financeiro em um

tempo relativamente curto (Coppen, 2002).

1800

G600

400

200

000

200

s00

400

200

0 b ||||||||||||I||||“H””“”H”HH

1789 1801 1825 1855 1885 19156 1945 1975 1993

NUmero de espécies publicadas

Figura 3.1 — NUmero de espécies de eucaliptos publicadas por ano (Coppen, 2002).
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Os mudltiplos usos que os eucaliptos sdao empregados — madeira para
construcdo civil, extracdo de celulose e Oleo essencial — fazem desse género um

dos mais valiosos e utilizados mundialmente.

O 6leo essencial de eucalipto é muito empregado para fins medicinais e
perfumaria. Os diversos compostos volateis presentes no seu Oleo essencial
possuem atividades terapéuticas para o tratamento de problemas respiratérios além
de acdo anti-séptica e anestésica (Silva, 2001). Pesquisas mostram que ndo s 0s
componentes volateis possuem estas caracteristicas farmacoldgicas. Compostos
nao volateis, muitos exclusivamente encontrados nos eucaliptos, tém mostrado uma
aplicabilidade potencial no tratamento de AIDS e cancer, entre outros males. Estes
resultados asseguram que nos préximos anos muitas pesquisas com tais compostos

serédo realizadas (Coppen, 2002).

Vérias espécies de eucaliptos possuem uma quantidade consideravel de 6leo
essencial, porém apenas seis delas sao utilizadas para fins comerciais: Eucalyptus
globulus, E. exserta, E. polybractea, E. smithii, E. citriodora e E. dives. Os
componentes majoritarios do 6leo essencial determinam sua aplicacdo. Oleos
essenciais ricos em eucaliptol (1,8-cineol) sdo empregados para fins medicinais,
enquanto que os Oleos ricos em citronelal sdo utilizados para aromatizacdo de
ambientes e produtos (Coppen, 2002). Para fins de extracédo de celulose e utilizacao
da madeira, as espécies mais indicadas sédo: E. alba, E. dunni, E. globulus, E.
grandis, E. saligna, E. urophylla e E. grandis x E. urophylla (hibrido do E. grandis e
E. urophylla) (Silva, 2008).

O Brasil apresenta condig6es ambientais muito favoraveis ao plantio. A idade
ideal para o corte de uma arvore de eucalipto para a producéo de celulose é entre
06 e 07 anos. Para a industria madeireira, a idade de corte ideal é entre 12 e 16
anos. (Silva, 2008).

O setor florestal brasileiro é reconhecido mundialmente. Este sucesso deve-
se as condi¢cbes climaticas e as tecnologias desenvolvidas por empresas e

instituicdes de pesquisa no pais. O segmento econdmico € responsavel por 3,5% do
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PIB do pais, envolvendo US$ 4,8 bilhdes em impostos e US$ 6,1 bilhdes em
exportacdes. As plantacdes de eucalipto ocupam uma area de 3.751.867 hectares.
Este montante faz parte dos 0,6% da superficie terrestre do pais ocupada por

florestas plantadas (Lerayer, 2009).

Uma das grandes vantagens do eucalipto € a facilidade em cruzar diferentes
espécies, processo conhecido como hibridizagdo. Um dos hibridos mais conhecidos
€ o E. grandis x E. urophylla. Esta unido retune as melhores caracteristicas de cada
espécie, como o rapido crescimento e qualidade superior da madeira do E. grandis e

rapida adaptacao e resisténcia a doencas do E. urophylla (Lerayer, 2009).

Com a evolucado da eucaliptocultura no Brasil, a necessidade de arvores mais
adaptadas a diferentes solos e condi¢des climaticas ficou evidente. Além disso, &
necessario agregar caracteristicas de interesse social e econémico, como aumento

da produtividade e resisténcia a pragas e a condicdes de estresse (Lerayer, 2009).

O proximo passo para continuar nessa crescente evolucédo € a geracao de
arvores GM, visto que esta técnica possibilita a criacdo de plantas com crescimento
mais rapido e com caracteristicas ainda mais adequadas ao beneficiamento

industrial e menos impactantes ao meio ambiente.

3.2. Organismos Geneticamente Modificados

Plantas GM sdo organismos vegetais nos quais foram introduzidos um ou
mais genes pela técnica de transformacao genética. Essa técnica permite que genes
sejam isolados bioquimicamente e inseridos em uma célula. A célula que recebeu o
gene exdgeno se multiplicara e dara origem a tecidos que regenerardo uma planta
completa. Todas as células desta planta apresentardo 0s genes exdgenos
introduzidos, apresentando determinadas caracteristicas de interesse agricola e/ou
florestal (Lopes, 2010).

O futuro da transformagéo genética é promissor, mas ainda esta no inicio. A

grande barreira esta na identificacdo e localizacdo de genes de interesse para a
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agricultura. Além disso, devem ser estudados os efeitos que esses genes poderao

causar na planta e como irdo interagir com outros genes (Lopes, 2010).

Com as visiveis mudancas climéticas e o crescimento da demanda mundial
de alimentos, tem sido necesséario a intervencdo genética em plantas, utilizadas
como alimento ou ndo, para que estas possam ser mais produtivas, mesmo em
condicdes ambientais desfavordveis. Apesar da manipulacdo genética ja estar
mostrando a possibilidade de se obter plantas com caracteristicas superiores, sem
causar qualquer dano ao ambiente ou a salde humana e animal, ainda é preciso
romper algumas barreiras culturais para o desenvolvimento desta técnica. A
sociedade em geral desconhece os beneficios da manipulagdo genética e baseia

sua opinido em mitos e paradigmas ultrapassados (Moraes, 2008).

Assim como em qualquer cultivo de OGM, o Eucalyptus passa por estudos
criteriosos para a identificacdo de possiveis riscos a0 meio ambiente e a saude
humana. Neste sentido, as atividades de pesquisa envolvendo OGMs sao reguladas
por normas estabelecidas pela CTNBio. Todo e qualquer OGM que possua como
objetivo a liberagdo comercial necessita ser exaustivamente avaliado quanto a

biosseguranca, reduzindo a probabilidade deste OGM ocasionar efeitos adversos.

3.2.1. Manipulacao genética na industria de papel e  celulose

A industria do papel no Brasil € uma das mais interessadas na pesquisa de
arvores GM, utilizando especificamente espécies de Eucalyptus. O objetivo principal
€ obter &rvores que crescam mais rapido, contenham mais celulose e menos lignina,

sejam resistentes ao ataque de insetos e fungos, a seca e as baixas temperaturas.

A pesquisa envolvendo a manipulacdo genética do Eucalyptus faz parte de
uma segunda geracdo de pesquisa com plantas modificadas, sendo a primeira
geracdo representada por plantas melhoradas para fins agricolas. Além dos

aspectos econdmicos, ha uma preocupacdo com a questao produtiva.
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Os estudos de transformacédo genética em Eucalyptus buscam primeiramente
uma melhora na qualidade da madeira, que deve atender as necessidades
industriais ligadas a producdo de papel e celulose. Para isso, levam-se em
consideracao dois caminhos: a reducao do teor de lignina e o0 aumento de um tipo
especifico deste polimero, mais facilmente extraido no processo de polpacao.
Ambos os processos levam a ganhos energéticos, reducdo no uso de produtos

quimicos e melhora no rendimento em celulose da planta (Moraes, 2008)

3.3. Oleos essenciais (OE)

Oleos essenciais (OE) sdo substancias extraidas de plantas, altamente
volateis e de odor agradavel e intenso na maioria dos 6leos. Podem ser extraidos de
flores, folhas, cascas, rizomas e frutos. S&o formados principalmente por
fenilpropandides, que conferem suas caracteristicas organolépticas e

hidrocarbonetos terpénicos, sendo estes em maioria (Bizzo et al., 2009).

Em &gua, os Oleos volateis apresentam solubilidade limitada, sendo
totalmente sollveis em solventes organicos. Apresentam sabor geralmente acido e
picante. Quando extraidos sdo normalmente incolores ou amarelados e em geral
instaveis na presenca de luz e calor, umidade e metais. Sdo empregados
principalmente em perfumaria como fragrancias e fixadores de fragrancias e em

composic¢des farmacéuticas (Simdes et al., 2007).

A composi¢do quimica dos Oleos pode variar de acordo com a localizagéo.
Por exemplo, o 6leo da casca da canela é rico em aldeido cinamico, enquanto que o
Oleo extraido das folhas e das raizes é rico em eugenol e canfora, respectivamente.
A época da colheita, as condi¢des climaticas e o tipo de solo também podem causar
alteracdes na composicdo quimica do Oleo extraido do mesmo 6Orgdo da planta
(Simdes et al., 2007).

As substancias odoriferas em plantas também possuem funcdes ecoldgicas,
como inibidores de germinacdo, protecdo contra predadores, na atracdo de

polinizadores entre outras. Efeitos alelopaticos tém sido estudados para E. globulus
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e E. camaldulensis, que inibem o crescimento de outras plantas em um raio de 1 a
2 m. Essa caracteristica tem sido atribuida a terpenos volateis, como 1,8-cineol,

canfora, a-tujona e isotujona, entre outros (Simdes et al. 2007).

Os fatores ambientais podem afetar a quantidade e a composicdo dos OE
nas plantas. Dentre estes fatores estdo as condi¢des do solo, a radiacao solar, a
temperatura e o estresse hidrico. A parte da planta utilizada na extracdo do 0leo,
sua idade, o manejo florestal, métodos de amostragem, processos de extracdo e
analise, além da variabilidade genética, também podem afetar as caracteristicas dos
OE (Castro et al., 2008).

3.3.1. Terpenos

A molécula de isopreno [(CsHg)n] € a peca fundamental dos OE, onde o indice
n significa o numero de moléculas de isopreno que formam o esqueleto dos
terpenos (tabela 3.1). A grande maioria dos terpenos constituintes dos OE possui
cadeias com menos de 20 &tomos de carbono (Silva, 2001). A figura 3.2 ilustra

alguns tipos de terpenos tipicamente encontrados em OE.

Quando os terpenos sofrem a substituicdo por grupos funcionais (oxigénio
ligado de diferentes formas aos atomos de carbono), os mesmo passam a ser
compostos terpénicos. Apesar dos OE serem chamados de “6leos”, os compostos

terpénicos que os constituem tém consisténcia similar a dos alcodis (Silva, 2001).

Tabela 3.1 — Nomenclatura de terpenos de acordo com a cadeia carbbnica e unidades de isopreno
(Marriott, 2001).

Atomos de Carbono Unidades de Isopreno Nomenclatura
10 2 Monoterpenos
15 3 Sequiterpenos
20 4 Diterpenos
25 5 Sesterterpenos
30 6 Triterpenos
40 8 Tetraterpenos
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Figura 3.2 — Estrutura de alguns terpenos tipicos: (Al, A2, A3, A4) Monoterpenos; (B1, B2)
Sesquiterpenos; (C1) Diterpeno; (D1) Triterpeno; (E1) Tetraterpeno. (Marriott et al, 2001).

3.3.2. Extragdo de 6leos essenciais
A extracdo dos OE pode ser feita por diversas técnicas, dependendo do local
onde os compostos volateis se encontram na planta. As mais utilizadas sao
descritas a segquir.
3.3.2.1. Destilacdo por arraste a vapor
E a técnica mais utilizada para a extracdo dos OE de plantas aromaticas e da

indUstria aromatica, por ser um método simples e barato quando comparado a

métodos modernos que utilizam fluidos supercriticos. O processo basicamente



23

consiste na geracao de uma corrente de vapor em uma caldeira que percola o vaso
de extracdo onde esta o leito de plantas. Em seguida, a mistura agua e 6leo
essencial na fase vapor é introduzida em um condensador onde o vapor € liquefeito.
A diferenca de solubilidade entre a agua e o 6leo essencial permite a separacéo
destes em duas fases liquida (Cassel e Vargas, 2006). A figura 3.4 mostra um

esquema de uma unidade laboratorial de extracao por arraste a vapor.

Z

Figura 3.4 — Montagem do equipamento de extracdo por arraste a vapor em escala laboratorial. CA:

NN

caldeira (baldo com resisténcia imersa); VE: vaso de extracdo; BT: banho termostatico; CL: clevenger.

3.3.2.2. Enfloracéo

Esta técnica é utilizada para plantas com baixo teor de 6leo e alto valor
comercial. E aplicada na extracdo de OE de pétalas de flores. O processo consiste
em depositar as pétalas sobre camadas de gordura durante um periodo de tempo
determinado. Conforme as pétalas vao ficando esgotadas (sem 0leo) estas sao
substituidas até a total saturacdo da gordura. Quando se atinge a saturacdo da
gordura, esta é tratada com alcool que € destilado a baixa temperatura para se obter

0 Oleo volatil de alto valor comercial (Sim&es et al., 2007).
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3.3.2.3. Extracdo com solventes organicos

Quando utilizados solventes organicos para a extracdo da-se a preferéncia a
solventes apolares (éter, éter de petréleo ou diclorometano) que atraem outros
compostos lipofilicos além do OE. Os produtos assim obtidos possuem baixo valor

comercial (Simoes et al., 2007).

3.3.2.4. Prensagem

Este método € empregado para a extracdo de OE de frutos citricos. Os
pericarpos destes frutos sdo prensados e a camada que contém o 6leo é separada.
Posteriormente, o Oleo é separado da emulsdo formada com a agua por

decantacéo, centrifugacéo ou destilacao fracionada (Simdes et al., 2007).

3.3.2.5. Extracdo com fluido supercritico

A extragdo supercritica pode ser definida como a solubilizacdo de
determinados compostos de uma matriz sélida ou liquida em um solvente nas
condic¢des supercriticas. Para tal extracédo, o solvente € comprimido e liquefeito e em
seguida € aquecido. Apés essas etapas, 0 solvente atinge o estado supercritico, no
qual possui viscosidade analoga a de um gas e uma capacidade de dissolucao
elevada como a de um liquido. Depois de efetuada a extracdo, o fluido retorna ao
estado gasoso resultando na sua total eliminacdo (Simdes et al, 2007). Durante a
extracdo o solvente, no estado supercritico, percola o leito de plantas no vaso de
extracdo e dissolve 0s compostos presentes nesta matéria-prima. As plantas
absorvem o solvente e os compostos extraidos dissolvem-se neste. Os compostos
dissolvidos seguem para a etapa de expansdo, onde se precipitardo quando o

solvente passar do estado supercritico para o estado gasoso (Cassel et al., 2008).
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3.4. Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (CG) é uma das técnicas analiticas mais utilizadas,
fornecendo informacdes qualitativas e quantitativas sobre componentes individuais
em uma amostra (Rood, 2007). Gases ou substancias volateis podem ser separadas
utilizando esta técnica. Esta separacdo baseia-se na diferente distribuicdo das
substancias da amostra entre uma fase estacionaria (sélida oi liquida) e uma fase

movel (gasosa) (Collins et al., 2007).

A amostra é introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria por um
sistema de injecdo. O uso de temperaturas adequadas no ponto de injecdo e na
coluna possibilita a vaporizacdo das substancias presentes na amostra que, de
acordo com suas propriedades e as propriedades da composi¢cdo quimica da fase
estacionaria, assim como a afinidade entre elas, s&do retidas por tempos
determinados e chegam a saida da coluna em tempos diferentes (tempos de
retencdo). Com um detector apropriado na saida da coluna, essas substancias sao

detectadas e quantifcadas (Collins et al., 2007).

Basicamente, um cromatografo gasoso funciona da seguinte maneira (figura
3.5): um gas inerte (gas de arraste) flui continuamente de um cilindro [1] para a
coluna [6] através de um ponto de injecdo [4]. A amostra € injetada utilizando uma
microseringa no ponto de injecdo, devidamente aquecido para que ocorra a
vaporizacdo da amostra que sera “arrastada” pelo gas de arraste através da coluna.
Na analise de OE usualmente se utiliza colunas capilares de 10 a 100 m de
comprimento e diametro interno de 0,1 a 0,75 mm. Apds passar pela coluna, o gas
de arraste carregando a amostra passa por um detector [7] que ira gerar um sinal
elétrico, registrado em formato de picos, que sera enviado a um sistema de dados
[8] (Macnair e Miller, 2009).
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®

Figura 3.5 — Funcionamento basico de um cromatografo gasoso — [1] cilindro de gés de arraste, [2] e
[3] controladores de fluxo de gas, [4] sistema de injecdo de amostra, [5] forno para aquecimento da
coluna, [6] coluna cromatografica, [7] detector, [8] sistema de aquisi¢édo de dados (McNair e Miller,

2009).

Nem todos os compostos podem ser analisados por CG. E necessario que a
substancia seja volatil em temperaturas abaixo de 350-400C e peso molecular de 2

a 1000 Daltons®’. Também é importante que seja termicamente estavel (Rood,
2007).

A CG possui uma série de vantagens e desvantagens. Dentre as vantagens
da técnica estéo:

= A sensibilidade, detectando quantidades na ordem de ppm e até ppb;
= N&o ser destrutiva, possibilitando uma mesma amostra ser utilizada em
outra analise, como no caso do espectrdmetro de massa;

= Requerer pequenas quantidades de amostra (Macnair and Miller, 2009).

® Daltons: unidade de massa atémica
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Desvantagens:

» Limitacdo para analise apenas de amostras volateis e pesos moleculares
abaixo de 1000 Daltons;

= Necessidade de outra analise para proceder a identificagcdo do composto,
visto que a Unica informacdo que a CG fornece é o tempo de retencao
(Macnair e Miller, 2009).

Dependendo da fase estacionaria utilizada e o método de analise, o tempo de
retencdo pode ser diferente para o0 mesmo composto. Por isso a CG sozinha pode
nao fornecer a identificacdo correta para aquele composto. Para isso, utiliza-se um
indice, chamado indice de Retencdo, baseado na andlise de um padréo,
normalmente uma série de alcanos. O indice mais utilizado é o indice de Kovats
(Adams, 2007). Para andlises com programacdo de temperatura, o indice mais

adequado é o indice Aritmético, também chamado de indice Linear (Adams, 2007).

3.4.1. Cromatografia gasosa / Espectrometria de mas sa

Apesar das vantagens da CG, ela ndo € capaz de identificar os componentes
da amostra, conforme dito anteriormente. Para isso, é necessario uma técnica
auxiliar. O espectrometro de massas (EM) é na verdade um detector que pode ser
acoplado ao cromatografo gasoso. Ele requer pouca quantidade de amostra,
microgramas, mas fornece dados qualitativos de compostos desconhecidos -
estrutura, composicao elementar e peso molecular - e suas respectivas quantidades.
Esse sistema € um dos mais utilizados no mundo para diversos tipos de analises na
area ambiental, petroquimica, de 6leos essenciais, ente outras (McNair e Miller,
2009).

O funcionamento do EM baseia-se na ionizacdo e quebra das moléculas. A
forma mais utilizada para que ocorra a ionizacdo € por impacto de elétrons (El, do
inglés electron impact). Quando a molécula no estado vapor entra no EM, ela recebe
uma descarga de elétrons gerados pelo equipamento. Com essa descarga, a
molécula é quebrada em diversos ions que sao separados pela razdo massa/carga

(m/z) por campos elétricos ou magnéticos presentes no equipamento. Estes ions
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passam por um detector, onde serdo enviados ao sistema de aquisi¢do de dados e

comparados com um banco de dados (McNair and Miller, 2009).

3.5. Fungos fitopatogénicos em Eucalyptus

Varios patégenos, principalmente fungos, sédo causadores de doencas em
Eucalyptus, desde o viveiro até o plantio adulto (Santos et al., 2001). Como
exemplo, pode-se citar os fungos Botrytis cinerea, Ceratosystis fimbriata e
Quambalaria eucalypti. As grandes areas de reflorestamento, que caracterizam uma
monocultura de eucalipto, podem ser um fator favordvel a ocorréncia de

fitopatdégenos (Ferreira, 2008).

O fungo B. cinerea € encontrado principalmente no sul e no sudeste do Brasil.
A doenca afeta os tecidos mais jovens da parte aérea das plantas, especialmente
de mudas jovens, causando a morte do 4pice ou até mesmo de toda a muda. Os
sintomas sao enrolamento das folhas, seguido de seca e queda das mesmas e 0
aparecimento de um mofo acinzentado sobre as partes afetadas (Santos et al.,
2001).

O fungo C. fimbriata foi descrito pela primeira vez em 1890 atacando
tubérculos de batata doce. Em eucaliptos este patogeno foi descoberto em 1998
quando foram observados casos no Brasil e Republica do Congo. Os principais
sintomas sao cancros, murcha, apodrecimento de raiz e fruto, obstrucdo e

descoloracao vascular (Ferreira, 2008).

O fungo Q. eucalipty foi descrito pela primeira vez no inicio da década de 90
na Africa do Sul. No Brasil a primeira constatacéo foi nos anos 2000. Este patégeno
causa o0 apodrecimento de estacas, provocando o anelamento de haste de mudas e
minicepas, podendo incidir também em miniestacas na fase inicial de enraizamento.

Nas folhas as lesdes causam o escurecimento das mesmas (Ladeira, 2004).

A aplicacdo de fungicidas com produtos de amplo espectro nas plantas e a

fumigacdo de substratos utilizados em viveiros de mudas sdo as formas mais
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utilizadas para o combate a estes patdégenos. Porém, devido ao alto custo e
prejuizos ao meio ambiente, estes tratamentos devem ser evitados (Santos et al.,
2001). Tratamentos alternativos utilizando produtos naturais e o uso de biocontrole
com outros microrganismos para o combate a patdgenos representam abordagens

promissoras (Ladeira, 2004).

3.6. Atividade antifungica do 6leo essencial de Eucalyptus

O Oleo essencial de Eucalyptus € conhecido popularmente por sua acéo
expectorante, anti-séptica e desinfetante, muito utilizado em formula¢des
farmacéuticas e em produtos de limpeza. Este efeito é associado ao eucaliptol (1,8-
cineol), sendo extraido comercialmente da espécie E. globulus, o qual apresenta

este componente como majoritario (Coppen, 2002).

O uso potecial dos O6leos essenciais de Eucalyptus como agentes
antimicrobianos € uma pratica que ainda precisa ser comprovada. A variabilidade
observada nos resultados da acdo antimicrobiana do 6leo é um reflexo das
diferentes condi¢cbes, procedimentos e organismos testados experimentalmente,
além da variacdo natural na composicdo de O6leos de diferentes espécies de
Eucalyptus. Misturas de Oleos podem ser mais eficazes como agentes
antimicrobianos, embora seja dificil determinar a combinacao correta. A previsdo da
acao antimicrobiana baseada nos constituintes individualmente € complicada devido
ao fato de poder haver sinergismo entre os diversos componentes de seus 0leos

essenciais (Coppen, 2002)..

Estudos indicam a acéao inibitéria do 6leo de E. camaldulensis em fungos que
causam doencas dermatolégicas em humanos, como Trichophyton mentagrophytes.
Em outro estudo, o 6leo essencial de E. globulus apresentou acdo antifiungica em
organismos do género Aspergillus. Diversos hibridos de Eucalyptus ricos em
pinenos, 1,8-cineol e p-cimeno apresentaram acdo inibitoria contra seis fungos,
entre eles Aspergillus niger, Candida albicans e Penicillium notatum (Coppen, 2002).

Experimentos com Staphylococcus aureus mostraram que as espécies E. citriodora,
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E. saligna, E. microcorys, E, grandis e E. cloezina impedem o crescimento dessa

bactéria (Estanislau et al., 2001).

3.7. Métodos de determinacao de atividade antimicro  biana

Os métodos mais utilizados para a determinagéo de atividade antimicrobiana
sdo os métodos de difusdo, bioautograficos e de diluicdo (Yunes et al., 2001). No
método de difusdo, o extrato ou composto a ser testado € colocado em contato com
um meio de cultura inoculado previamente com o microrganismo. A forma de
aplicacdo do extrato, como discos de papel, pocos ou cilindro sobre a superficie, é
gue determina a variante deste método (Yunes et al., 2001). Ap6s um determinado
tempo de incubagdo, sendo o microrganismo sensivel ao produto testado, ocorrera a
formacao de halos de inibicdo onde houve a difusdo do extrato em estudo (Pereira,
2010).

Tratando-se de OE, a difusao irregular dos compostos lipofilicos do 6leo € um
problema relacionado ao método de difusdo. O resultado sdo concentracbes
irregulares do 6leo no meio de cultura, causando a formacdo de regides com
atividade antimicrobiana variavel (Nascimento et al.,, 2007). Além disso, a alta
volatilidade dos Oleos essenciais pode fazer com que sejam perdidos alguns

compostos, dependo da forma de aplicacdo do extrato.

A bioautografia € uma variante do método de difusdo, pois seu principio esta
baseado na difusdo no meio de cultura. O extrato a ser testado é aplicado em uma
placa de cromatografia em camada delgada (CCD) e eluida com uma fase movel
adequada. Os componentes do extrato sdo separados de acordo com sua
polaridade em relacdo ao eluente e a placa cromatografica. Posteriomente, a placa
de CCD é recoberta com um meio de cultura inoculado com o microrganismo a ser
estudado. Apds o processo de incubacao, verificam-se halos de inibicdo sobre o
extrato e/ou componente do extrato identificados na placa de CCD (Pereira, 2010).
Utilizando a CCD como forma de aplicacdo do extrato testado e a colocacédo do
meio de cultura inoculado sobre a placa de CCD, os problemas de difusao irregular

dos compostos lipofilicos do 6leo e da evaporacédo do extrato sGo minimizados.
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No método de diluicdo, uma determinada quantidade da amostra a ser
testada € dissolvida em um meio de cultura. Essa mistura € diluida em diferentes
concentracfes e em cada diluicdo o microrganismo a ser testado é inoculado. A
partir dessas diluicbes determina-se a concentracdo inibitdria minima que inibe o
crescimento do microrganismo. A maior vantagem deste método é o fato de ser

guantitativo (Yunes et al., 2001).

3.8. Andlise estatistica

3.8.1. Anélise de componentes principais

A analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis) € uma técnica estatistica de andlise multivariada na qual um numero de
variaveis correlacionadas sao transformadas em um conjunto de variaveis néo
correlacionadas. O método data de 1901 com estudos de Karl Pearson, entretanto a
metodologia de célculo utilizada hoje foi publicada pela primeira vez por Harold
Hotelling, em 1933 (Jackson, 2003).

O PCA tem por objetivo explicar a estrutura de variancia-covariancia de um
conjunto de variaveis por meio de combinagfes lineares destas varidveis. Os
principais objetivos desta técnica sdo reducao e interpretacdo de dados, além da
verificacdo de diferencas entre os dados. Pode revelar relagbes que ndo sé&o
previstas e, deste modo, permitir interpretacbes que com uma simples analise dos
dados originais ndo se conseguiria. Devido a capacidade de redugdo de variaveis,
esta técnica € muito utilizada para analisar grande conjuntos de dados que indicam

a mesma observacéo ou observacoes diferentes (Johnson e Wichern, 2007).

Segundo Manly (2008), a analise consiste em definir um namero de variaveis
(X1, X2, X3,...,Xp) e encontrar combinacdes lineares destas para produzir indices
(21, z2, Z3,...,Zp) que sejam né&o correlacionados na ordem de sua importancia e
que descreva a variacdo dos dados. A falta de correlacdo significa que os indices

estdo medindo “dimensdes” diferentes dos dados e a ordem ¢é tal que Variancia (Z1)
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= Variancia (Z2) =...= Variancia (Zp). Os indices Z s&o, entdo, os componentes
principais. Espera-se que as variancias da maioria dos indices sejam tado baixas a
ponto de serem despreziveis. Neste caso, a maior parte da variagdo no conjunto
completo de dados pode ser descrita adequadamente pelos poucos componentes

principais Z (Manly, 2008).

O procedimento de célculo baseia-se na algebra matricial, onde uma matriz
simétrica p x p, ndo singular, na qual a matriz de covariancia (S) pode ser reduzida a
uma matriz diagonal (L) através da pré multiplicacdo e pds multiplicacdo por uma
matriz ortonormal (U). Os elementos da diagonal da matriz L sdo chamados de
raizes caracteristicas ou autovalores. As colunas da matriz U sdo chamadas de

vetores caracteristicos ou autovetores (Jackson, 2003).

A soma dos autovalores dos componentes principais ou fatores principais
gerados resulta na variancia total da amostra, enquanto que os autovetores indicam
a direcao dos vetores no grafico. Geometricamente, este procedimento nada mais €
do que uma rotacao dos eixos originais (cada variavel representa um eixo) sobre as
suas meédias. Os elementos do vetor caracteristico indicam a direcdo do cosseno
dos novos eixos (componentes principais) em relacdo aos eixos originais (Jackson,
2003).
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta das folhas

O material vegetal para a realizacao deste estudo foram folhas do hibrido E.
grandis x E. urophylla. Esses foram fornecidos pela empresa Suzano Papel e
Celulose, provenientes da Fazenda Cabreuva, de propriedade da empresa, situada
na Rodovia Raposo Tavares, km 228,8, no municipio de Itapetininga, SP, cultivados
em uma area certificada pela CTNBio (CQB 166/02). As plantas em questao foram
geradas pela transformacédo genética contendo construgfes transgénicas incluindo
0S genes de resisténcia a neomicina, e genes capazes de modificar a velocidade de

crescimento das plantas.

A descricdo detalhada das plantas encontra-se no CQB 166/02 da Suzano
Papel e Celulose e no Processo de N° 01200.003375/2005-51 da CTNBio,
autorizado por aquela comissao para liberacéo planejada no meio ambiente.

Foram avaliados oito tratamentos (eventos) de transformacdo genética
(plantas transgénicas com genes exdgenos). Como tratamento controle, foram
utilizadas trés plantas convencionais apresentando o mesmo background genético
das plantas transgénicas, ou seja, plantas isogénicas exceto pelos genes exdgenos.
Foram coletadas folhas de trés arvores de cada tratamento (evento). Todas as
amostras foram identificadas com numeros gerados aleatoriamente. Nenhuma das
amostras foi identificada quanto a sua orientacdo genética. Isto significa que,
durante os experimentos, ndo se tinha a informagdo de quais plantas eram
transgénicas e quais nao eram. A figura 4.1 abaixo mostra o sistema de
amostragem citado anteriormente. O quadro 4.1 mostra os nameros aleatérios com

que as amostras foram identificadas.
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Figura 4.1 — Sistema de amostragem das plantas.

Quadro 4.1 — Identificacdo das amostras de acordo com 0 evento genético e os nimeros gerados

aleatoriamente. *Amostras coletadas apenas no verao.
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TRATAMENTOS
R A@’gg& I%S(’)S . AMOSTRA1  AMOSTRA 2 AMOSTRA 3 AMOSTRA 4
CONTROLE)

1 909.637 966.187 971.863 -
2 22.888 523.926 653.503 468.811
3 906.097 391.205 827.515 -
4 380.524 437.897 186.676 284.358*
5 763.916 625.183 816.620 -
6 685.242 333.984 153.351 -
7 731.689 379.669 79.437 505.962*
8 586.456 833.679 250.397 -
9 263.885 161.377 264.801 -
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O material coletado, ap0s identificado com o simbolo de risco biologico, foi
transportado por via aérea para o Laboratério de Biotecnologia Vegetal da PUCRS,
autorizado a desenvolver pesquisas com plantas transgénicas (CQB 0136/01). Todo
o material biologico, apd6s ser analisado, foi destruido por incineracdo em local

apropriado para este fim.

Foram realizadas duas coletas, a primeira na primavera de 2009 e a segunda
no verdo de 2010. O Laboratério de Biotecnologia Vegetal da PUCRS foi o
responsavel pela coleta do material em ambas as estacdes. A importancia das
coletas em diferentes estacfes do ano é verificar a diferenca de composicéo e/ou

quantidade percentual dos compostos devido as diferencas climéticas.

Na primeira coleta, denominada coleta 01, foram coletadas dos 08 eventos
transgénicos e do controle, 28 amostras. Deste numero, apenas 25 puderam ser
utiizadas devido a massa insuficiente das demais para a realizacdo dos
experimentos. O quadro 4.2 mostra as amostras coletadas com as suas respectivas

identificacbes.

Quadro 4.2 — Amostras coletas na coleta 01 com suas respectivas identificacdes.

TRATAMENTOS
R A@’gg& S:%s . AMOSTRA1 | AMOSTRA2 | AMOSTRA3 | AMOSTRA4
CONTROLE)

1 909.637 - 971.863 -

2 - - 653.503 468.811

3 906.097 391.205 827.515 -

4 380.524 437.897 186.676 -

5 763.916 625.183 816.620 -

6 685.242 333.984 153.351 -

7 731.689 379.669 79.437 -

8 586.456 833.679 250.397 -

9 263.885 161.377 264.801 -
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Na segunda coleta, denominada coleta 02, foram coletadas 30 amostras dos
dos 08 eventos transgénicos e do controle. Destas, apenas 28 puderam ser
utiizadas devido a massa insuficiente das demais para a realizacdo dos
experimentos. O quadro 4.3 mostra as amostras coletadas com as suas respectivas

identificacdes.

Quadro 4.3 - Amostras coletas na coleta 02 com suas respectivas identificacdes.

TRATAMENTOS
" Aﬁggg‘; 2 e AMOSTRA1 | AMOSTRA2 | AMOSTRA3 | AMOSTRA 4
CONTROLE)
1 909.637 966.187 971.863 :
2 22888 i 653.503 468.811
3 906.097 391.205 827,515 :
4 380.524 437.897 186.676 284.358
5 763.916 625.183 816.620 :
6 685.242 : 153.351 :
7 731.689 379.669 79.437 505.962
8 586.456 833.679 250.397 :
9 263.885 161.377 264.801 :

4.2. Extracao do Oleo

A extragcdo do OE foi feita por arraste a vapor em duplicata, sendo a massa
de folhas frescas de cada extracdo 110 g para a primeira coleta e 400 g para a
segunda. O equipamento utilizado é constituido de um baldo de 5 L com uma
resisténcia imersa, seguido do vaso extrator onde € colocado o material vegetal e
um clevenger, onde o 6leo misturado ao vapor é condensado e separado. O tempo
total do experimento foi de aproximadamente 1h30min. A figura 4.2 mostra o

equipamento experimental.
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Figura 4.2 — Unidade laboratorial de destilac@o por arraste a vapor.
4.3. Célculo do rendimento e densidade do 6leo
O rendimento de 6leo é calculado relacionando a massa de material vegetal

utilizada e a massa da quantidade final de éleo obtida. O calculo é mostrado abaixo

na equacao 01:

. V.
rendimento= —%lee“dlec

mplama

X dc’JIeo xloo (1)

Para transformar o volume de 6leo em massa, utiliza-se a densidade do 6leo.
A densidade é calculada pesando-se um determinado volume de 6leo, conforme

mostrado na equacéo 02:

densidaded) = e )

bleo
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A construgdo das curvas de extracdo se da a partir de dados de volume
coletados em um intervalo de tempo determinado. A transformacéo dos dados em

volume para massa € da mesma maneira mostrada nas equacoes (1) e (2).

4.4. Anélise cromatografica

O OE, depois de ser coletado do clevenger, foi desidratado, utilizando sulfato
de sodio anidro (Na,SO,), e diluido em ciclo-hexano (Merk P.A.) na proporgcéo 1:2
em volume. A andlise do 6leo essencial, ja diluido, de cada extracdo foi realizada
em duplicata, utilizando cromatografia gasosa com dois diferentes detectores.
Primeiro utilizou-se o espectrometro de massas (EM) para a correta identificagao
dos compostos. Em um segundo momento foi utilizado o detector por ionizagcdo em

chama (FID) para a quantificagdo em percentual em area dos compostos.

O FID é um detector muito sensivel a moléculas que contenham carbono e
hidrogénio (Collins, 2007), por isso pode ser utilizado para quantificar amostras ricas
em compostos com carbono e hidrogénio sem a utilizacdo de um padréo interno. Os
OE sdo formados basicamente por terpenos, que sdo moléculas compostas
essencialmente de carbono e hidrogénio. Por isso o FID foi utilizado para quantificar
a area percentual dos compostos neste estudo, sem que fosse necessaria a

utilizagdo de um padréo.

O equipamento utilizado para a analise cromatografica foi um CG marca
Agilent Technologies, modelo 7890A. A coluna utilizada foi uma HP-5MS, 5% fenil-
metilpolisiloxano, 30 m x 250 ym de diametro interno com espessura de filme de
0,25 uym. O géas de arraste utilizado foi Hélio ultra puro com fluxo de 0,8 mL/min,
temperatura do injetor 250 C, volume de injecdo 01 pL, no modo split, razao de split
1:55. O método de andlise inicia a uma temperatura de 60 T, que se mantém
durante 08 min, aumentando a 03 T/min até 180 C, mantendo esta temperatura
por 01 min, aumentando a 20 T/min até 250 T e man tendo essa temperatura por
10 min. O detector utilizado foi o FID a 280 <.
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A analise por CG/EM foi realizada no mesmo cromatdgrafo e condi¢cdes de
analise citada acima, acoplado a um espectrometro de massa marca Agilent,
modelo 5975C. A temperatura da interface entre o cromatégrafo e o EM foi de
230 C, a voltagem de ionizacdo por impacto de elétrons foi 70 eV e a faixa de

massa analisada foi de 40 a 450 u.

Os compostos foram identificados através dos seus indices de retencéo,
determinados a partir de uma série de n-alcanos (C8-C20), com aqueles reportados
na literatura (Adams, 2007). A comparagdo dos espectros de massas também foi

realizada para a confirmacéo da identidade dos compostos.

4.5. Determinacgéo da atividade antifingica

Foram testados trés fungos causadores de doencas em Eucalyptus tanto na
fase de viveiro, quanto de floresta. Os fungos testados foram: Botrytis cinerea,

Ceratocystis fimbriata e Quambalaria eucalypti.

A verificagdo da atividade antifungica dos 6leos dos eucaliptos foi realizada
pelo método de bioautografia indireta, que é uma variante do método de
determinacdo de atividade antimicrobiana por difusdo em é&gar. E feito uma
cromatografia em camada delgada (CCD) dos o6leos a serem testados e a placa
cromatografica € imersa em &gar. ApGds o tempo de incubacdo pode ser visto se 0

extrato testado possui ou ndo atividade antimicrobiana.

A cromatografia em camada delgada foi realizada em placas de silica gel

GF254 onde foram aplicados os OE, empregando como fase modvel tolueno e
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acetato de etila (93:7 em volume). A fase mével, apés a fase de eluicdo, foi

evaporada em capela de exaustao de gases.

Os microorganismos Quambalaria eucalypti, Ceratosystis fimbriata e Botrytis
cinerea foram padronizados pelo tubo 01 da escala de MacFarland* (3,0 X 108
UFC/mL). Para cada 200 ml do meio de cultura Agar Sabourad foram inoculados
5ml da solugcdo padronizada de cada microorganismo (7,5 X 106 UFC/mL). O
controle negativo foi feito com o solvente utilizado como fase movel na CCD e o

positivo com o antifungio comercial Cetoconazol.

ApOs a preparacao do indculo, adicionou-se em placas de Petry uma camada
base do meio de cultura inoculado, onde foram introduzidas as placas
cromatograficas e, posteriormente, acrescentou-se uma segunda camada para
formar uma fina pelicula sobre a placa de CCD. As placas de Petry foram
encubadas em estufa a 24 T e 35% de umidade por 48 horas. A figura 4.3 mostra

um esquema da bioautografia indireta.

* Escala Optica para quantificacdo de microorganismos em uma solu¢ao padronizada.
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Figura 4.3 - Representacao da bioautografia indireta (Adaptado de: Pereira, 2010)

4.6. Andlise estatistica

A analise estatistica comparativa da composicao quimica foi realizada atraves
da técnica de Andlise de Componentes Principais - PCA. O objetivo, conforme
citado anteriormente, € fazer uma comparacdo entre 0os componentes do 6leo
extraido de Eucalyptus geneticamente modificados e de Eucalyptus convencional,
para detectar diferencas na composicdo dos 6leos essenciais extraidos das folhas

por arraste de vapor.

Como nao se tem a informacdo da orientacdo genética do material, que so
sera fornecida no final do projeto, foi realizada uma andlise da composicao quimica
do OE com o objetivo de avaliar se 0os compostos volateis extraidos para as
diferentes amostras sao estatisticamente semelhantes ou diferentes. Quando a
orientacdo genética for conhecida, sera feito a confirmacao dos resultados descritos

acima.

O software utilizado para realizar a analise estatistica foi o STATISTICA 7.1.
Os dados foram inseridos no programa em forma de matriz, sendo as linhas
compostas pelas 08 transformacdes genéticas mais o controle, totalizando 09 linhas,

e as colunas pelos compostos identificados em cada coleta. Os valores foram dados
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em percentual em area, com estes dados o software calcula a matriz de covariancia

e, a partir dessa, calcula as novas variaveis, chamadas de componentes principais.

De acordo com a definicdo do calculo do PCA, o total das novas variaveis
sera, impreterivelmente, o nimero de casos (linhas) utilizados menos um. No estudo
em guestdo tem-se 09 casos, entdo o numero de componentes principais foi 08.
Estas 08 novas variaveis representam a variancia total das variaveis originais e cada
um tem um percentual representativo. O primeiro € 0 que possui percentual mais
alto, ou seja, € 0 mais representativo da variagdo dos dados, a partir dele este
percentual vai diminuido até chegar ao ultimo componente, totalizando 100% da

variancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Coleta 01 — Primavera

A primeira coleta de folhas, denominada de coleta 01, foi realizada durante a
primavera em 07 de novembro de 2009. N&o se teve acesso a uma quantidade
grande de material vegetal, apenas 110 g que foram dividas em duas extracdes para
cada evento transgénico mais o controle, totalizando 55 g de folha para cada

extracdo. Vale salientar que nao se sabe qual dos tratamentos é o controle.

5.1.1. Rendimento

Para a primeira coleta, ndo foram coletados dados de volume durante a
extracao para o calculo do rendimento. Isto se deve a pouca quantidade de material
vegetal disponivel e, conseqientemente, pequeno volume de Oleo essencial obtido.
A média de volume final de 6leo que se obteve em cada extragdo foi de 0,4 mL.
Considerando uma massa média de folhas utilizada nas extracdes de 55 g, tem-se
um rendimento global de 0,7 mL de 6leo por 100 g de folhas. A densidade foi
medida pesando-se um volume de 0,4 mL de 0leo, obtendo-se uma massa de 0,36
g. O resultado, calculado pela equacéo (2) da secao 4.3, foi uma densidade de 0,9
g/mL (medida a a 25C). O rendimento em base massic a, calculado pela equacao
(1) da secéo 4.3 foi de 0,6%.

5.1.2. Anélise cromatografica
Na primeira coleta, 51 compostos foram identificados por EM e pelos indices

de retencdo (Adams, 2007). Na tabela 5.1 estdo representados todos os compostos

identificados nesta coleta de acordo com o valor médio de percentual em area para
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a triplicata de cada tratamento genético mais o controle. Os valores sdo dados pela
média das amostras que compde cada evento transgénico e o controle. O desvio

padrdo dessas amostras pode ser visto no Anexo 1.

Tabela 5.1 — Composigdo quimica do 6leo essencial dos eucaliptos para a primeira coleta. Os valores
sédo dados em percentual em area em funcéo dos componentes identificados no éleo essencial para

cada evento transgénico mais o controle. As andlises foram realizadas por CG e CG/EM.

COLETA 01 EVENTOS TRANSGENICOS E CONTROLE
1 2 3 4 5 6 7 8 9
COMPOSTO? % EM AREA"
a-tujeno 0,09 0,00 0,0 0,212 0,24 005 0,29 0,03 0,05
a-pineno 0,53 03 046 037 067 040 053 051 041
mirceno 0,00 0,00 0,04 o006 0,07 0,212 0,04 0,00 0,00
a-felandreno 0,32 037 025 03 026 009 033 0,3 0,25
isobutirato de isoamila 0,20 0,09 0,14 005 024 0,08 0,17 0,07 0,10
p-cimeno 2156 17,09 19,70 17,71 23,13 16,81 23,57 19,09 17,05
limoneno 28,12 2756 29,78 22,74 37,88 26,95 29,05 36,48 27,73
1,8-cineol 10,55 9,15 823 9,29 10,16 10,48 9,46 12,27 10,49
z-B-ocimeno 0,00 0,00 o,00 o000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08
y-terpineno 2,15 1,62 264 18 2,78 210 2,72 358 281
cis-6xido de linalol (furandéide) 0,24 0,00 0,05 0,04 0,07 0,22 0,20 0,00 0,05
p-cimeneno 0,35 0,00 0,25 008 0213 0,18 03 0,11 0,10
linalol 0,00 0,00 0,05 o000 0,07 0,00 0,04 0,00 0,00
isovalerato de isopentila 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00
borneol 0,00 0,00 0,03 o000 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00
terpinen-4-ol 1,18 1,04 129 110 09 125 124 102 1,19
p-cimen-8-ol 1,05 0,76 o089 047 067 091 091 0,65 0,77
a-terpineol 1,38 1,03 148 128 0,73 1,76 149 108 1,39
trans-carveol 0,31 0,11 0,25 023 0,212 0,20 0,20 0,21 0,212
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,77 0,58 062 053 047 075 062 044 0,68
carvona 0,30 0,00 o,08 o004 009 0,212 0,20 0,212 0,05
piperitona 0,27 0,10 028 024 022 019 029 0,16 0,26
acetato de trans-6xido de linalol 0,00 000 014 004 010 0,03 0,06 0,03 0,06

timot U,o57 U, 14 U,55 U,50 U,Z0 U,50 U,o57 U, 19 U, 42
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carvacrol 0,52 0,44 041 044 025 051 0,34 0,30 0,46
acetato de a-terpenil 6,51 5,85 765 687 538 842 705 6,83 974
a-copaeno 0,00 0,07 0,00 o000 0,02 0,00 0,04 0,00 0,00
E-jasmona+Z-jasmona 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00
a-gurjuneno 0,10 0,10 0,00 0,07 002 0,00 0,06 0,00 0,00
E-cariofileno 2,77 383 239 323 150 2,74 225 236 290
a-guaieno 0,00 0,00 0,00 o000 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00
a-humuleno 0,48 065 044 059 026 044 042 039 044
9-epi-(E)-cariofileno 0,61 0,58 0,79 0,70 0,24 049 090 050 047
B-selineno 0,14 0,16 011 020 005 0,13 0,08 0,03 0,08
cis- B-guaieno 0,00 0,12 0,7 0,00 0,00 0,24 0,06 0,28 0,00
biciclogermacreno 0,62 0,91 03 108 033 025 037 044 0,76
a-muuroleno 0,00 0,00 o,00 o000 0,00 0,00 033 0,00 0,00
cis-calameno 1,38 1,54 109 165 058 132 0,76 091 1,22
a-calacoreno 0,05 0,15 0,0 0,27 0,02 0,29 0,21 0,02 0,00
maaliol 0,50 0,76 060 084 029 055 053 044 0,55
espatulenol 5,97 9,33 6,73 10,35 400 780 6,05 516 7,06
oxido de cariofileno 1,70 2,47 225 230 164 367 203 168 314
globulol 1,08 1,63 oo00 289 025 084 068 1,12 153
viridiflorol 191 283 210 354 088 250 143 1,12 1,36
cubeban-11-ol 0,17 0,33 0,24 058 0,20 0,00 0,63 0,22 0,16
rosifoliol 0,85 1,35 099 139 046 103 089 074 1,01
iso-leptospermona 0,72 1,15 066 104 031 088 053 059 0,74
1-epi-cubenol 1,07 1,24 103 160 066 123 098 085 1,17
epi-a-cadinol 0,81 1,17 09 108 044 127 106 0,71 0,74
a-muurolol 0,50 088 09 091 o044 065 070 053 0,62
a-cadinol 0,26 0,59 050 042 0,20 0,27 036 0,01 0,22

% = identificacdo baseada na comparacéo de espectros de massa (EM) e indices de retenc&o (IR) com

a literatura (Adams, 2007).

® = Os valores correspondem ao percentual em area, obtido com o FID, que cada pico representa da

area total dos picos do cromatograma.

Os compostos que apresentaram percentual em area médio maior que 1%

foram: limoneno, p-cimeno, 1,8-cineol, acetato de a-terpenil, espatulenol, E-
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cariofileno, y-terpineno, 6xido de cariofileno, viridiflorol, a-terpineol, cis-calameno,

terpinen-4-ol, globulou, 1-epi-cubenol, nesta ordem de percentual em area.

5.1.3. Andlise estatistica

Para a primeira coleta, 89,91% da variancia total dos dados foram
representados pelos dois principais componentes da analise de componentes
principais. Observou-se que dois compostos destacaram-se dos demais, p-cimeno e
limoneno. Este comportamento ja era esperado, visto que estes compostos sdo 0S
majoritarios e a covariancia destes com os demais € grande. A amplitude do vetor
indica a variancia destas variaveis (compostos), e a dire¢do do vetor indica de que

forma estas variaveis contribuem na variacédo percentual dos dados originais.

O limoneno mostrou uma variacdo positiva em ambos os fatores, e contribui
mais para explicar a variagdo no fator 01. Ja o p-cimeno possui uma distribuicdo de
sua variacdo positiva no fator 01 e negativa no fator 02, contribuindo mais para
explicar a variacdo dos dados neste ultimo fator. Estes comportamentos séo

apresentados na figura 5.1.

Analisando o desvio padréo para cada variavel, € possivel observar o que foi
descrito acima e que estd representado na figura 5.1. Os compostos com o0s
maiores desvios padrédo sao justamente aqueles que se destacaram na analise dos
componentes principais (em torno de 2% para 0 p-cimeno e 4% para o limoneno,
com uma area media de 19% e 29%, respectivamente). Os outros compostos, que
se concentram ao redor da origem do grafico, possuem um desvio padrdo préximo
de zero (em torno de 0,2%). As excecdes, que possuem desvio padrdo acima da
média, mas abaixo dos valores do p-cimeno e limoneno sdo o 1,8-cineol (1%) e o
espatulenol (2%). Ambos se destacam da origem do grafico, porém com vetores de

magnitude menor que o p-cimeno e limoneno.

A figura 5.2 representa o grafico de PCA para os 08 tratamentos genéticos
mais o controle para a coleta 01. Os vetores no fator 01 ndo passam de 0,15 e no

fator 02 de 0,05. Isto significa que a covariancia entre os eventos, valores que sao
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representados pelos eixos do grafico, € muito pequena, visto que quanto mais
proximo de zero o valor de covariancia, menos as variaveis diferem entre si em
termos de variacdo, além de que os valores estdo abaixo do desvio padrdo médio
dos compostos, que € 0,2%. Os valores de variagdo entre os eventos sdo maiores
para o fator 01 devido este representar 76,20% da variacdo dos dados originais

contra 13,71% de representacao do fator 02.

A figura 5.3 representa o dendograma para a coleta 01. Este tipo de grafico
agrupa os eventos similares e correlaciona com os demais. Quanto maior o bloco,
mais distantes os valores das variaveis estdo, ou seja, apresentam uma maior
variacdo. Os grupos sao formados a partir de duas amostras com menor variagao,
aumentando o numero de componentes no grupo de acordo o aumento da variagcao
entre as amostras. As distancias entre os grupos sao definidas pelo céalculo da
Distancia Euclidiana® e sdo os valores gue aparecem no eixo X. Estes valores
aparecem na mesma unidade das variaveis em questdo, ou seja, percentual em

area.

® Célculo da Distancia Euclidiana: di,j = {Z (Xi’k ~ Xk )2} (Lapponi, 2005)
k=1
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Figura 5.3 — Dendograma para a coleta 01. O eixo y representa 0s tratamentos genéticos mais o

controle e o eixo x representa a distancia euclidiana entre os agrupamentos.

Analisando o grafico acima, observa-se que o valor maximo do eixo x é de
0,09. Considerando que este eixo possui a mesma unidade das variaveis e que
indica variacdo entre os grupos, pode-se afirmar que a maxima variacdo entre 0s
eventos foi de 0,085%, aproximadamente. Este valor esta abaixo do desvio médio
padrdo dos compostos que € de 0,2%. Pode-se concluir, entdo, que a variagdo
existente entre os grupos nao é significativa visto que € menor que o desvio padrao
médio das variaveis. As excecdes desta variagcdo sdo aqueles compostos citados
anteriormente que se destacam no grafico do PCA, devido a maior quantidade
destes nas amostras. Mesmo eles possuindo desvio padrdo maior que o desvio
meédio encontrado para os demais compostos, eles ndo interferem na variancia total
dos dados, pois a maior distancia de variacdo encontra-se abaixo do desvio padrao

meédio e ndo entre o valor médio e o valor dos desvios destes compostos.
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5.1.4. Agédo antifungica

As analises para determinacdo da atividade antifungica dos O6leos dos
eucaliptos para a primeira coleta ndo foram realizadas devido a falta de material
disponivel. A quantidade média de 6leo que se obtinha de cada planta foi suficiente
apenas para as analises cromatograficas, objetivo principal deste trabalho. A acéo

antifangica foi testada somente na segunda coleta.

5.2. Coleta 02 — Verao

De posse dos resultados obtidos na coleta 01, pode-se observar que era
necessaria maior quantidade de material vegetal para que os experimentos fossem
mais precisos e para que outros ensaios pudessem ser realizados, como o da agao
antifungica. A segunda coleta de folhas, denominada coleta 02, foi realizada durante
o verdo em 25 de fevereiro de 2010. Foram coletadas 400 g de folhas para as
extracOes em duplicata de cada evento, ou seja, 200 g para cada extracado. Nao se

sabe qual dos eventos é o controle.

5.2.1. Rendimento

As curvas de rendimento de OE versus tempo foram construidas medindo, a
cada 5 min, o volume de extrato obtido. O processo foi finalizado no momento em
que ndo ocorresse variacdo de volume para trés medidas consecutivas, isto €, apés
um periodo de tempo de 15 min. As curvas de extracdo que comparam O0S
rendimentos de cada evento e do controle estdo representadas na figura 5.4. Os
valores de rendimento para a constru¢ao das curvas sdo uma média das amostras
de cada um dos 08 eventos transgénicos mais o controle. As curvas com 0s
respectivos desvios padrao é mostrado no Anexo 2. O volume médio de 6leo obtido
das extracdes com 200 g foi de 1,5 mL, resultando em um rendimento global de
0,75% em base massica (d = 0,9 g/mL, a 25T).
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Figura 5.4 — Curvas de extragdo para os tratamentos genéticos e o controle da segunda coleta. Os

nameros abaixo do eixo dos minutos significa a triplicata a que cada curva pertence.
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Figura 5.5 — Rendimento final para cada tratamento genético com o respectivo desvio padréo.

Nas curvas de rendimento (figura 5.4) e no grafico de rendimento final (figura
5.5) pode-se observar que a curva do tratamento 08 possui uma diferenca de
rendimento maior com as demais. Ja a curva do tratamento 04 possui uma diferenca

menor em relacdo as demais. Esta variacdo pode ser relativa a modificagdo
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genética sofrida pelas plantas, porém, para que se possa afirmar, sera necessario

um estudo mais aprofundado sobre o assunto. Outro fator que pode ter causado

esta variacdo é o teor de umidade das folhas, visto que uma pequena variacao de

umidade pode causar uma significativa diferenca no rendimento. Até a diferenca de

tempo da coletas das folhas entre uma arvore e outra pode influenciar no teor de

umidade das folhas.

5.2.2. Andlises Cromatograficas

Para a segunda coleta, um total de 50 compostos foi identificado. A tabela 5.2

mostra todos os compostos identificados de acordo com o valor médio de percentual

em area para as amostras de cada transformacdo genética mais o controle. O

desvio padrdo dessas amostras pode ser visto no Anexo 1.

Tabela 5.2 — Composigdo quimica do 6leo essencial dos eucaliptos para a primeira coleta. Os valores

sédo dados em percentual de area em funcao dos componentes identificados no 6leo essencial para

cada tratamento genético mais o controle. As analises foram realizadas por CG e CG/EM.

COLETA 02 EVENTOS TRANSGENICOS E CONTROLE
1 2 3 4 5 6 7 8 9
COMPOSTO? % EM AREA"
a-tujeno 0,29 0,20 0,20 0,20 0,25 0,24 0,20 0,19 0,18
a-pineno 0,77 0,96 0,85 0,85 0,76 0,96 0,81 0,79 0,78
mirceno 0,15 0,03 0,00 0,07 0,12 0,11 0,07 0,05 0,07
a-felandreno 0,42 0,49 0,37 0,40 0,46 0,57 0,38 0,29 0,42
isobutirato de isoamila 0,00 0,22 0,12 0,21 0,06 0,14 0,13 0,17 0,16
p-cimeno 20,38 23,48 20,92 2447 19,22 21,29 2346 20,52 22,61
limoneno 39,83 44,52 43,64 41,86 39,93 44,47 4195 42,14 40,02
1,8-cineol 7,12 5,50 7,70 5,73 8,32 6,93 5,81 7,27 5,88
Z-B-ocimeno 0,03 0,19 0,14 0,16 0,11 0,19 0,17 0,15 0,15
y-terpineno 3,58 5,89 5,30 5,12 3,89 5,62 5,33 5,23 5,63
oxido de cis-linalol (furanéide) 0,08 0,04 0,00 0,02 0,14 0,03 0,03 0,00 0,00
terpinoleno 0,12 0,16 0,07 0,13 0,08 0,18 0,06 0,01 0,13
p-cimeneno 0,13 0,11 0,07 0,09 0,20 0,09 0,22 0,01 0,09
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linalol 0,15 0,21 0,19 0,18 0,18 0,18 0,18 0,16 0,16
borneol 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00
terpinen-4-ol 1,20 1,21 1,11 1,03 1,43 1,13 1,10 1,05 1,04
p-cimen-8-ol 0,42 0,41 0,40 0,47 0,55 0,41 0,48 0,46 0,52
a-terpineol 0,98 0,95 0,99 0,89 1,24 0,96 1,01 0,94 0,92
trans-carveol 0,20 0,11 0,15 0,12 0,22 0,10 0,15 0,09 0,15
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,36 0,29 0,31 0,31 0,44 0,29 0,31 0,31 0,31
carvona 0,09 0,03 0,05 0,07 0,12 0,06 0,06 0,05 0,10
piperitona 0,21 0,19 0,20 0,19 0,24 0,19 0,19 0,19 0,20
acetato de trans-6xido de 0,09 0,04 0,05 0,04 0,04 0,11 0,06 0,05 0,07
timol 0,11 0,17 0,21 0,20 0,21 0,10 0,20 0,22 0,21
carvacrol 0,26 0,20 0,25 0,25 0,28 0,22 0,25 0,28 0,26
acetato de a-terpenil 4,42 4,94 4,99 4,84 4,95 4,50 4,87 5,06 6,14
a-copaeno 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
B-elemeno 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03
Z-jasmona 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
a-gurjuneno 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,03
E-cariofilene 2,09 1,17 1,13 1,17 1,45 1,11 1,27 1,37 1,50
aromandreno 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03
a-guaieno 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03
cis-muurola-3,5-dieno 0,10 0,00 0,06 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
a-humuleno 0,27 0,21 0,13 0,08 0,27 0,20 0,23 0,25 0,27
allo-aromandreno 0,34 0,18 0,30 0,18 0,25 0,18 0,22 0,23 0,24
9-epi-(E)-cariofileno 0,30 0,26 0,13 0,19 0,37 0,27 0,28 0,28 0,32
trans-cadina-1(6),4-dieno 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00
B-selineno 0,04 0,03 0,00 0,03 0,00 0,00 0,03 0,00 0,06
biciclogermacreno 0,65 0,50 0,40 0,43 0,48 0,35 0,47 0,45 0,61
d-cadineno 0,69 0,39 0,40 0,41 0,52 0,39 0,45 0,48 0,51
a-calacoreno 0,04 0,03 0,00 0,03 0,00 0,00 0,02 0,00 0,03
flavesona 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03
espatulenol 5,57 2,57 3,50 3,59 5,15 3,24 3,67 4,37 3,72
oxido de cariofileno 1,25 0,98 1,53 1,07 1,01 1,25 1,16 1,40 1,08
viridiflorol+cubeban-11-ol 0,81 0,41 0,64 0,65 0,92 0,57 0,68 0,52 0,78
1-epi-cubenol 0,72 0,40 0,49 0,51 0,65 0,44 0,52 0,59 0,55
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iso-leptospermona 0,56 0,32 0,47 0,44 0,57 0,42 0,44 0,50 0,44

oa-muurolol

0,20 0,21 0,14 0,21 0,19 0,11 0,15 0,17 0,23

a-cadinol

0,24 0,03 0,17 0,10 0,23 0,11 0,17 0,20 0,15

% = identificacdo baseada na comparacéo de espectros de massa (MS) e indices de retencéo (IR) com
a literatura (Adams, 2007).
® = Os valores correspondem ao percentual em area, obtido com o FID, que cada pico representa da

area total dos picos do cromatograma.

Conforme pode ser observado na tabela 5.2, os compostos que
apresentaram percentual médio maior que 1% para a segunda coleta foram:
limoneno, p-cimeno, 1,8-cineol, y-terpineno, acetato de a-terpenil , espatulenol, E-
cariofileno, éxido de cariofileno e terpinen-4-ol, nesta ordem de percentual em area.
Nota-se que 0os compostos com percentual em area maior que 1%, para todos os
eventos genéticos mais o controle na coleta 02, aparecem nas mesmas condi¢cdes
para a coleta 01. O que muda € a quantidade, ou seja, o percentual em area, que
corresponde a um valor relativo. As excec¢des sdo o cis-calameno e o globulol que
aparecem apenas na coleta 01 com percentual acima de 1%. Estas diferencas
quantitativas sdo esperadas devido a diferenca da esta¢édo do ano em que as folhas

foram coletadas (Simdes et al., 2007).

Observa-se também que alguns compostos estdo presentes apenas na
primeira coleta e outros apenas na segunda coleta. Porém, a quantidade destes
compostos pode ser considerada traco, ou seja, menor que 1% em &area, com
excecdo do cis-calameno e globulol na coleta 01. Na tabela 5.3 e 5.4 estes
compostos podem ser visualizados assim como suas respectivas quantidades nas

coletas.
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Tabela 5.3 — Componentes do 6leo essencial dos eucaliptos que foram identificados apenas na coleta
01.

EVENTO TRANSGENICO MAIS CONTROLE®
1 2 3 4 5 6 7 8 9

COLETA 01

COMPOSTOS % EM AREA

isovalerato de isopentila 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00

cis-B-guaieno 0,00 0,12 0,17 0,00 0,00 024 0,06 0,18 0,00
cis-calameno 1,38 1,54 1,09 165 058 1,32 0,76 091 1,22
maliool 0,50 0,76 0,6 0,84 029 055 053 044 0,55
globulol 1,08 163 000 28 025 084 068 1,18 1,53
cubeban-11-ol 0,17 0,33 0,14 058 0,0 0,00 0,63 0,2 0,16
rosifoliol 08 13 099 139 046 103 089 0,74 1,01
epi-a-cadinol 0,81 1,71 0,95 1,08 044 127 106 0,71 0,14

% = Os valores correspondem ao percentual em area, obtido com o FID, que cada pico representa da

area total dos picos do cromatograma.

Tabela 5.4 — Componentes do 6leo essencial dos eucaliptos que foram identificados apenas na coleta
02.

COLETA 02 EVENTO TRANSGENICO MAIS CONTROLE?
1 2 3 4 5 6 7 8 9
COMPOSTOS % EM AREA
terpinoleno 0,12 0,16 0,0r 0,13 0,08 0,18 0,06 0,01 0,13
B-elemeno 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,03
aromandreno 0,00 0,02 0,00 0,00 o000 0,0 0,00 0,00 0,03
cis-muurola-3,5-dieno 0,0 000 0,06 013 0,00 000 0,00 0,00 0,00
allo-aromandreno 0,34 0,18 0,30 0,18 0,25 018 0,22 0,23 0,24
trans-cadina-1(6),4-diene 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00
flavesona 0,00 0,02 0,00 0,02 o000 0,00 0,00 0,00 0,03

# = Os valores correspondem ao percentual em &rea, obtido com o FID, que cada pico representa da

area total dos picos do cromatograma.

O fato dos compostos terem sido identificados em apenas uma das coletas,

nao significa que ele ndo exista nas duas. A quantidade destes compostos no
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extrato pode ser tdo pequena naquela coleta que eles ndo sao detectaveis devido a
restricbes de sensibilidade do equipamento e/ou método de analise definido para a

realizacdo das analises, previamente descrito no item 4.4.

5.2.3. Andlise estatistica

Para a segunda coleta, 95,16% da variancia dos dados foi representada pelos
dois principais fatores resultantes da analise estatistica. Além dos dois compostos
gue se destacaram na primeira coleta (limoneno e p-cimeno), o 1,8-cineol também
apresentou uma variancia maior em relacdo aos demais compostos. A

representacado do exposto acima pode ser observada na figura 5.6.

Analisando o desvio padréo para cada variavel, € possivel observar o que foi
descrito previamente e que esta representado na figura 5.5. Os compostos com 0s
maiores desvios padrdo sao justamente aqueles que se destacaram na analise dos
componentes principais (em torno de 1% para o p-cimeno, limoneno e 1,8-cineol,
com uma area média de 22%, 42% e 7%, respectivamente). Os outros compostos
que se concentram ao redor da origem do grafico, possuem um desvio padrdo
proximo de zero (em torno de 0,1%). As excecdes que possuem desvio padrdo
acima da média, mas abaixo dos valores do p-cimeno, limoneno e 1,8-cineol sao y-
terpineno (0,8%) e espatulenol (0,9%). Estes também se afastam da origem do
grafico, porém com vetores de magnitude menor que o p-cimeno, limoneno e 1,8-

cineol.’
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Figura 5.6 - Comportamento de variacdo dos compostos para a coleta 02

Os valores de desvio padrdo para a coleta 02 foram menores que os valores
para a coleta 01. Este fato deve-se a maior precisdo dos resultados experimentais,
principalmente em relacdo as extragcdes, pois na coleta 02 foi disponibilizada uma
maior quantidade de material vegetal, consequentemente, maior quantidade de Oleo
obtido.

A figura 5.7 representa o grafico de PCA para os 08 tratamentos genéticos
mais o controle. Nota-se que os vetores ndo de passam de 0,05 nos eixos do
grafico, tanto para o fator 01 quanto para o fator 02. Isto mostra que a covariancia
entre os eventos, € muito pequena, visto que quanto mais proximo de zero o valor

de covariancia, menor a variagdo entre as variaveis.

A figura 5.8 representa o dendograma para a coleta 02. Os valores do eixo X
estdo na mesma unidade dos valores dos dados originais e representam a variacao
existente entre os grupos que o grafico formou. Como pode ser observado, o valor

de maxima variacdo esta em 0,035. Este valor é muito baixo, considerando que o
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desvio padrdo médio encontrado para os compostos identificados nas amostras esta
em torno de 0,1%.
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Figura 5.7 - Comportamento de variacdo entre os eventos para a coleta 02.

A diferenca do dendograma da coleta 01 e o da coleta 02 deve-se ao erro
intrinseco aos experimentos e andlise e também a quantidade de material vegetal
disponivel em cada coleta. Observa-se que na coleta 02 os grupos sdo maiores e 0
valor maximo do eixo que representa a variacado entre os grupos formados é menor
guando comparado a coleta 01. Isto se deve a maior precisdo experimental que a
coleta 02 apresentou em virtude da maior quantidade de material vegetal com que
se trabalhou. Os blocos maiores agrupam mais amostras e isso significa que a
variacdo entre elas é tdo pequena que pode ser considerada a mesma, ou seja,

podem fazer parte de um mesmo grupo.
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Figura 5.8 — Dendograma para a coleta 02. O eixo y representa 0s tratamentos genéticos mais o

controle e o eixo x representa a distancia euclidiana entre os agrupamentos.
5.2.4. Acao antifungica

Os testes de bioautografia para verificar a acao antifungica do 6leo essencial
dos eucaliptos foram realizados com patégenos que causam doencas em
Eucalyptus. Os fungos testados foram Botrytis cinerea, Ceratosystis fimbriata e

Quambalaria eucalypti.

Os resultados obtidos mostraram que os 6leos de todas 0s eventos genéticos
e 0 controle tém acdo antifungica sobre os organismos testados. O quadro 5.1

mostra os resultados da bioautografia.

Analisando o quadro 5.1, é possivel observar que todos 0s eventos genéticos,
incluindo o controle que ndo se sabe qual é, apresentaram acao inibitéria ao
crescimento dos trés fungos testados. Em especial o fungo C. fimbriata, que na
figura 5.9 pode ser visto uma maior inibicdo ao seu crescimento em relacdo aos

demais, representados nas figuras 5.10 e 5.11. O fungo no qual o OE dos eucaliptos
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apresentou uma menor acao inibitéria ao crescimento foi o Q. eucalypti (figura 5.10).
E importante salientar que todas as amostras (08 tratamentos transgénicos mais o
controle) foram testadas e apresentaram acdo antifUngica. Devido ao elevado
namero de figuras, apenas uma amostra de cada fungo foi representada neste

trabalho.

Quadro 5.1 — Acéo antifangica do 6leo essencial dos 08 tratamentos genéticos mais o controle. Oleo

Essencial [OE]; Fragcdo do cromatograma [F]; Apresentou acao inibitéria [+].

Eventos genéticos Quambalaria eucalypti Ceratosystis fimbriata Botrytis cinerea
1 OE+; F+ OE+; F+ OE+: F+
2 OE+; F+ OE+; F+ OE+: F+
3 OE+F+ OE+; F+ OE+; F+
4 OE+; F+ OE+; F+ OE+; F+
5 OE+;F+ OE+; F+ OE+: F+
6 OE+F+ OE+; F+ OE+; F+
7 OE+;F+ OE+; F+ OE+: F+
8 OE+;F+ OE+; F+ OE+: F+
9 OE+;F+ OE+; F+ OE+: F+
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Figura 5.9 — Resultado da bioautografia para um tratamento genético representando a inibigdo de
crescimento ao fungo Ceratosystis fimbriata. As regies onde ndo aparecem pontos pretos sdo as

zonas em que houve inibicdo de crescimento.

Figura 5.10 — Resultado da bioautografia para um tratamento genético representando a inibicdo de
crescimento ao fungo Botrytis cinerea. As regides claras sdo as zonas em que houve inibicdo de

crescimento.

Figura 5.11 — Resultado da bioautografia para um tratamento genético representando a inibicdo de
crescimento ao fungo Quambalaria eucalypti. As regi6es com “manchas” amareladas sdo as zonas

em que houve inibicdo de crescimento.
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6. CONCLUSOES

A comparacéo entre as analises de Eucalyptus GM e ndo GM demonstra que
nao ha diferencas em relacdo a composicdo do OE. As diferencas quantitativas e
qualitativas observadas na composi¢cdo do OE entre as esta¢fes ja eram esperadas.
Os OE tém sua composicao alterada de acordo com as mudancas climaticas e do

ambiente onde a planta esta inserida (Simdes et al., 2007).

Até o0 momento ndo se tem a informacao sobre as construcdes genéticas de
cada evento estudado. Devido a este fato, a afirmacdo do paragrafo acima &
baseada nos resultados obtidos que mostram que todas as amostras testadas
possuem 0 mesmo comportamento, além de também possuirem comportamentos
tipicos de plantas com relagdo ao seu OE como, por exemplo, a variacdo
quantitativa com as diferencas climaticas. Quando a informacdo genética das

plantas for conhecida, afirmac¢des mais precisas poderao ser feitas.

Considerando a semelhanca qualitativa e quantitativa entre os OE extraidos
de plantas de Eucalyptus GM e seus controles isogénicos, ndo se espera que o 6leo
essencial produzido pelas plantas transgénicas avaliadas neste estudo cause
qualquer efeito adverso ao meio ambiente, saude humana e animal, diferente

daquele ja conhecido para o 6leo de plantas convencionais de Eucalyptus.

O Unico parametro estudado que mostrou variagdo entre os eventos e 0
controle foi rendimento. Porém, para afirmar se este faro deve-se a modificacao
genética das plantas é necessario um estudo mais especifico e aprofundado. O
rendimento pode ser afetado por diversos fatores, inclusive pela umidade das

folhas.
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Os OE de todos os tratamentos avaliados da segunda coleta apresentaram
acao inibitéria ao crescimento dos fungos patogénicos de Eucalyptus, em especial o
C. fimbriata. Isto mostra que o 6leo produzido tanto pelas plantas transgénicas
guanto pelos controles ndo transformados geneticamente apresentam os mesmos
efeitos sobre fungos patogénicos. Este resultado indica que a capacidade natural do
OE de Eucalyptus em proteger as plantas contra determinados fungos foi
preservada nas plantas transgénicas. Desta forma, espera-se que as plantas de
Eucalyptus GM apresentem a mesma capacidade de defesa contra patdgenos

encontrada nas plantas convencionais GM.

Desta forma, conclui-se que existe tanto equivaléncia da composi¢cao quimica
quanto equivaléncia da acdo antifungica dos OE produzidos pelas plantas
transgénicas avaliadas, comparadas com plantas convencionais de Eucalyptus,
indicando a elevada biosseguranca para o uso florestal destas plantas

geneticamente transformadas.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como trabalhos futuros, sugere-se que sejam aprofundados os estudos de
acdo antifungica destes O6leos essenciais testando-os frente a outros
microorganismos, assim como a realizacdo de ensaios de determinacdo da

concentragdo inibitéria minima.

A comparacdo de demais fatores que possam sofrer alteragdo com a
modificacdo genética das plantas também devem ser testados, como por exemplo,
as curvas de rendimento e a modelagem matematica destas para uma possivel

aplicacao industrial destes 0leos.

Avaliar outras propriedades dos 0leos essenciais como proprieades fisico-

quimicas, acao antioxidante e outros.



65

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, R.P. Identification of essential oil components by gas

chromatography / mass spectrometry. 4° edicao. lllinois: Allure. 2007. 804p.

FERREIRA, A. Interacdo entre bactérias endofilicas e do rizoplano com
Eucalyptus. Piracicaba. 2008. 77p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia). Escola

Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Sao Paulo, Brasil

ARNAL-SCHNEBELEN, Berengere; PARIS, Michel;, GOETZ, Paul.
Phytothérapie: la sante par les plantes. 1° edicdo. Franca: Selection du Readers
Digest, 2007. 447p.

BIZZO, H.R.; HOWELL, A.M.C.; REZENDE, C.M. Oleos essenciais no Brasil:
aspectos gerais, desenvolvimento e perspectivas. Quimica Nova, v. 32, p. 588-594.
2009.

BOREM, Aluizio. Biotecnologia simplificada. 2° edicdo. Minas Gerais: UFV,
2002. 249p.

CASSEL, E.; VARGAS, R.M.F. Experiments and modeling of the
Cymbopogon winterianus essential oil extraction by steam distillation. J. Mex. Soc.,
v. 55, p. 57-60. 2006

CASSEL, E, VARGAS, R.M.F., BRUN, G.W., Processos de Extracao
Supercritica Aplicados a Produtos Naturais In: Fundamentos de Tecnologia de
Productos Fitoterapauticos. 2° edi¢cdo. Porto Alegre : EDIPUCRS, 2008, p. 213-228.



66

CASSEL, E; VARGAS, R.M.F.; MARTINEZ, N; LORENZO, D.; DELLACASA,
E. Steam distillation modeling for essential oil extraction process. Industrial Crops
and Products, v. 29, p. 171-176, 2009.

CASTRO, N.E.A.; CARVALHO, M.G. ; PIMENTEL, F.A. ; CORREA, R.M. ;
GUIMARAES, L.G.L. Avaliacdo de rendimento e dos constituintes quimicos do 6leo
essencial de folhas de Eucalyptus citriodora Hook. colhidas em diferentes épocas do

ano em municipios de Minas Gerais. Rev. Bras. Pl. Méd., v. 10, n. 1, p. 70-75. 2008.

COLLINS, C.H.; BRAGA, G.L., BONATO, P.S. Fundamentos de
cromatografia. 1° edicdo. Sao Paulo: editora da UNICAMP, 2007. 456p.

COPPEN, J.J.W. Eucalyptus — The genus Eucalyptus. 1° edicdo, Londres:
Taylor & Francis, 2002. 450p.

CTNBio. Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca. Disponivel em:

www.ctnbio.gov.br. Acesso em: janeiro de 2010.

ESTANISLAU, A.A; BARROS, F.A.S; PENA, A.P.; SANTOS,S.C.; FERRI,
P.H.; PAULA, J.R. Composicdo quimica e atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais de cinco espécies de Eucalyptus cultivadas em Goias. Revista Brasileira
de Farmacognosia, V.11, n. 2, p. 95-100, 2001.

JACKSON, J.E., A user’s guide to principal components. 1° edi¢cdo, Nova
Jersey: Wyley, 2003. 569p.

JOHNSON, R.A.; WICHERN, D.W. Applied multivariate statistical analysis. 6°
edicdo, Nova Jersey: Pearson, 2007. 773p.

LADEIRA, M.C.G. Biocontrole de Quambalaria eucalypti por meio de
rizobactérias. Minas Gerais. 2004. 34p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia).

Universidade Federal de Vicosa. Brasil.



67

LAPPONI, J.C. Estatistica usando o Excel. 4° edi¢cdo, Rio de Janeiro:
Elsevier, 2005. 476p.

LERAYER, A. Guia do eucalipto 2009. Disponivel em: www.cib.org.br. Acesso

em: janeiro de 2010.

LOPES, S. Plantas transgénicas. Disponivel em:

www.editorasaraiva.com.br/biosonialopes. Acesso em: janeiro de 2010.

LORENZI, H.; MATOS, F.J.A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exaticas.
2° edicdo. Sao Paulo: Instituto Plantarum, 2008. 544p.

LUCIA, A.; LICASTRO, S.; ZERBA, E.; MASUH, H. Yield, chemical
composition, and bioactivity of essential oil from 12 species of Eucalyptus on Aedes

aegypti larvae. Entomologia Experimentalis et Applicata, n. 129, p. 107-114, 2008.

MANLY, B.J.F. Métodos estatisticos multivariados: uma introducao. 3° edicao.

Traducédo: Sara landa Carmona. Porto Alegre: Bookman, 2008. 229p.

MARRIOT, P.J.; SHELIE, R.; CORNWELL, C. Gas chromatography
technologies for the analysis of essential oils. Journal of Chromatography A, v. 936,
p. 1-22. 2001.

MCNAIR, H. M.; MILLER, J.M. Basic gas chromatography. 2° edicdo. Nova
Jersey: John Wiley & Sons, 2009. 239p.

MORAES, R., A era dos eucaliptos transgénicos. Revista o papel, agosto de

2008, pag. 36-40. Disponivel em: www.abtcp.com.br. Acesso em: janeiro de 2010.

NASCIMENTO, F.C., NASCIMENTO, A.C., RODRIGUES, C.S., ANTONIOLLI,
A.R., SANTOS, P.O., JUNIOR, A.M.B., TRINDADE, R.C. Atividade antimicrobiana
dos 6leos essenciais: uma abordagem multifatorial dos métodos. Revista Brasileira
de Farmacognosia, 17(1), p. 108-113. 2007.



68

NICOLLE, D.; DUNLOP, P.J.; BIGNELL, C.M. A study of the variation with
time of the compositions of the essential leaf oils of 16 Eucalyptus species. Flavour
and Fragrance Journal, vol. 13, p. 324-328, 1998.

OLIVEIRA, F.N.M.; FERRI, P.H.; PAULA, J.R.; SERAPHIN, J.C.; FILHO, E.P.
Seasonal influence on the essential oil compositions of Eucalyptus urophylla S.T.
Blake and Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden from brazilian cerrado. Journal of
Essential Oil Research, vol. 20, p. 555-559, 2008.

PEREIRA, M.A.A. Estudo da atividade antimicrobiana de O6leos essenciais
extraidos por destilagdo por arraste a vapor e por extracdo supercritica. Porto
Alegre. 2010. 60p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Tecnologia de
Materiais). PUCRS. Brasil.

RIECHMANN, J. Cultivos e alimentos transgénicos: um guia critico. Traducao:
Ricardo Rosenbusch. 1° edic&o. Rio de Janeiro: Vozes, 2002. 284p.

ROOD, D. The troubleshooting and maintenance guide for gas
chromatography. 4° edicdo. California: Wiley-VCH, 2007. 326p.

SANTOS, A.F., JUNIOR, A.G.A. Doencas do eucalipto no sul do Brasil:
identificacdo e controle. Parana: EMBRAPA, 2001. 20p. (Série: Circular Técnica 45).

SILVA, A.R. Tudo sobre aromaterapia: como usa-la para melhorar sua saude

fisica, emocional e financeira. 2° edicdo. Sdo Paulo: Roca, 2001. 576p.

SILVA, P.H. M., et all. Potential os eleven Eucalyptus species for the
production of essential oils. Sci. Agric., vol. 63, n. 1, p. 85-89, 2006.

SILVA, E.C. Eucalipto & meio ambiente, outubro de 2008. Disponivel em:

www.aracruz.com.br. Acesso em: agosto de 2009.



69

SIMOES, C.M.O. ; SPITZER, V. Oleos volateis. In: Farmacognosia: da planta
ao medicamento. 6° edi¢édo. Porto Alegre: Editora da UFRGS, 2007. p. 467-485.

YUNES, R.A., CALIXTO, J.B. Plantas Medicinais sob a Otica da Moderna
Quimica Medicinal. 1° edicdo. Chapeco: Argos, 2001. 500p.



ANEXO 1

70

Desvios padrao para as amostras que compde cada evento transgénicos e o

controle da coleta 01.

EVENTOS TRANSGENICOS E CONTROLE

COLETA 01
1 2 3 4 5 6 7 8 9
COMPOSTO DESVIOS PADRAO (% EM AREA)
a-tujeno 0,13 0,00 0,08 0,12 002 009 026 0,06 0,08
a-pineno 0,09 0,09 0418 0,22 010 0,28 008 0,04 020
mirceno 0,00 0,00 0,07 0,06 006 019 006 0,00 0,00
a-felandreno 0,02 0,03 0,22 0414 004 015 006 0,06 0724
isobutirato de isoamila 005 0,13 0,2 o009 o000 0,24 0,415 0,22 0,17
p-cimeno 095 1,26 2,77 218 401 7,34 092 0,76 6,35
limoneno 191 7,32 807 378 473 887 240 7,17 973
1,8-cineol 395 4,00 1,84 1,12 301 208 1,79 214 3,77
z-B-ocimeno 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 014
y-terpineno 004 001 05 019 041 054 034 047 148
‘&'Srgﬁ'(f:ge) de 003 000 008 007 006 010 007 000 0,09
p-cimeneno 0,04 0,00 0,09 0414 004 021 003 019 017
linalol 0,00 0,00 0,09 0,00 006 000 007 0,00 0,00
isovalerato de isopentila 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,05 0,00 0,00
borneol 0,00 0,00 0,06 000 000 000 008 0,00 0,00
terpinen-4-ol 0,04 015 0,26 0412 007 020 008 029 004
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p-cimen-8-ol 0,20 0,08 0,23 046 006 0,26 0,122 0,24 0,20
a-terpineol 0,27 0,2 03 0,6 063 043 0,06 0,34 0,23
trans-carveol 0,0+ 0,5 o0,0r 0,04 003 0,19 0,18 0,22 0,19
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,22 0,5 0,29 0,22 0,06 0,24 0,2 0,26 0,28
carvona 0,8 0,00 0,07 0,06 007 0,11 0,09 0,14 0,09
piperitona 0,04 0,5 0,06 002 0,03 0,27 0,02 0,5 0,07
ﬁ‘ﬁzlt;t‘(’pir‘iiéitég‘s'é’“do 9 500 000 014 006 001 006 010 005 0,10
timol 0,08 0,20 0,16 0,07 006 003 0,07 0,18 0,19
carvacrol 0,24 0,07 0,22 0,24 0,212 030 0,9 0,15 0,19
acetato de a-terpenil 044 065 203 106 099 235 0,71 0,63 443
a-copaeno 0,00 0,0 0,00 o000 0,03 0,00 0,06 0,00 0,00
E-jasmona+Z-jasmona 0,00 0,00 0,00 o000 003 0,00 0,04 0,00 0,00
a-gurjuneno 0,14 0,14 o000 0,11 003 0,00 0,10 0,00 0,00
E-cariofileno 082 0779 066 081 025 1083 040 0,08 142
a-guaieno 0,00 o000 o000 o000 o000 0,0 0,07 0,00 0,00
a-humuleno 0,5 0,20 0,20 0,5 0,04 0,27 0,0 0,04 0,28
9-epi-(E)-cariofileno 0,01 023 056 014 0,06 0,13 0,13 046 0,17
B-selineno 0,19 0,23 0,10 0,18 009 0,15 0,14 0,05 0,13
cis- B-guaieno 0,00 o016 029 o000 o000 042 0,11 0,32 0,00
biciclogermacreno 0,18 0,29 034 024 003 044 035 0,35 0,28
a-muuroleno 0,00 o000 0,00 o000 o000 0,00 052 0,02 0,00
cis-calameno 038 068 045 047 018 0,36 066 0,22 0,55
a-calacoreno 0,07 021 o018 0,18 003 0,39 0,19 0,03 0,00
maaliol 009 0,22 0,22 0,0 o0,08 0,6 0,23 0,22 0,28
espatulenol 065 314 144 157 126 395 083 1,72 358
oxido de cariofileno 124 154 151 201 098 1,74 1,07 087 226
globulol 153 230 000 266 044 146 1,18 1,05 1,50
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viridiflorol 034 137 075 052 064 127 125 113 042
cubeban-11-ol 0,24 047 025 100 0,17 000 1,09 0,21 0,27
rosifoliol 0,07 045 1026 019 030 046 010 0,17 0,56
iso-leptospermona 048 030 0,212 0,72 014 0,21 0,02 0,21 0,33
1-epi-cubenol 020 028 048 028 023 038 025 0,28 0,60
epi-a-cadinol 0,17 030 0,28 048 013 1,14 062 0,29 048
a-muurolol 0,18 005 0,76 048 013 0,07 031 0,09 0,28
a-cadinol 036 024 017 037 006 029 033 0,02 0,36

Desvios padrdo para amostras que compde cada evento transgénicos e o

controle da coleta 02.

EVENTOS TRANSGENICOS E CONTROLE

COLETA 02
1 2 3 4 5 6 7 8 9

COMPOSTO DESVIOS PADRAO (% EM AREA)
a-tujeno 0,01 | 0,02 | 0,01 | 0,01 | 0,05 | 0,00 | 0,03 | 0,02 | 0,01
a-pineno 0,06 | 0,15 | 0,04 | 0,24 | 0,22 | 0,08 | 0,10 | 0,04 | 0,11
mirceno 0,02 | 0,06 | 0,00 | 0,06 | 0,02 | 0,00 | 0,06 | 0,08 | 0,06
a-felandreno 0,05 | 0,05 | 0,07 | 0,12 | 0,24 | 0,23 | 0,18 | 0,05 | 0,13
isobutirato de isoamila 0,00 | 001 (0,18 | 0,01 | 0,20 | 0,22 | 0,11 | 0,00 | 0,01
p-cimeno 3,29 | 305 | 157 | 430 | 0,88 | 0,77 | 3,85 | 0,64 | 3,27
limoneno 1,01 | 457 | 288 | 458 | 2,00 | 2,30 | 2,64 | 2,64 | 2,05
1,8-cineol 158 | 2,36 | 0,66 | 2,26 | 0,36 | 0,67 | 2,20 | 1,06 | 1,94
Z-B-ocimeno 0,05 | 0,02 | 0,04 | 0,02 | 0,02 | 0,04 | 0,06 | 0,05 | 0,04
y-terpineno 0,42 | 0,27 | 0,76 | 0,53 | 0,63 | 0,59 | 0,68 | 0,99 | 0,60
oxido de cis-linalol
(furanoide) 0,07 | 0,08 | 0,00 | 0,03 | 0,02 | 0,06 | 0,06 | 0,00 | 0,00
terpinoleno 0,03 | 0,06 | 0,03 | 0,10 | 0,07 | 0,08 | 0,05 | 0,02 | 0,10
p-cimeneno 0,11 | 0,09 | 0,20 | 0,08 | 0,02 | 0,08 | 0,15 | 0,02 | 0,08
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linalol 0,01 | 0,05 | 0,04 | 0,03 | 0,00 | 0,03 | 0,03 | 0,00 | 0,03
borneol 0,00 | 0,04 | 0,00 | 0,04 | 0,00 | 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00
terpinen-4-ol 0,11 | 0,41 | 0,02 | 0,26 | 0,21 | 0,21 | 0,16 | 0,15 | 0,30
p-cimen-8-ol 0,03 | 0,16 | 0,05 | 0,24 | 0,24 | 0,16 | 0,18 | 0,24 | 0,16
a-terpineol 0,06 | 0,28 | 0,13 | 0,24 | 0,19 | 0,22 | 0,31 | 0,28 | 0,25
trans-carveol 0,03 | 0,11 | 0,00 | 0,20 | 0,02 | 0,09 | 0,03 | 0,22 | 0,09
cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol 0,03 | 0,09 | 0,04 | 0,09 | 0,04 | 0,07 | 0,08 | 0,12 | 0,09
carvona 0,08 | 0,06 | 0,07 | 0,06 | 0,00 | 0,05 | 0,06 | 0,08 | 0,01
piperitona 0,02 | 0,07 | 0,01 | 0,05 | 0,02 | 0,03 | 0,03 | 0,04 | 0,07
acetato de trans-6xido de

linalol (pirandide) 0,08 | 0,07 | 0,08 | 0,07 | 0,06 | 0,11 | 0,05 | 0,07 | 0,06
timol 0,10 | 0,04 | 0,00 | 0,05 | 0,03 | 0,09 | 0,04 | 0,07 | 0,03
carvacrol 0,04 | 0,06 | 0,00 | 0,08 | 0,05 | 0,07 | 0,05 | 0,09 | 0,04
acetato de a-terpenil 0,56 | 066 | 0,04 | 0,30 | 045 | 0,14 | 0,30 | 0,40 | 1,24
a-copaeno 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,04
B-elemeno 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,06
Z-jasmona 0,00 | 0,04 | 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,04
a-gurjuneno 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,05
E-cariofilene 0,61 | 0,19 | 053 | 0,24 | 0,48 | 0,37 | 0,09 | 0,42 | 0,48
aromandreno 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,06
a-guaieno 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,05
cis-muurola-3,5-dieno 0,17 | 0,00 | 0,09 | 0,21 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
a-humuleno 0,25 | 0,04 | 0,19 | 0,15 | 0,03 | 0,06 | 0,01 | 0,06 | 0,08
allo-aromandreno 0,10 | 0,03 | 0,05 | 0,04 | 0,03 | 0,07 | 0,02 | 0,06 | 0,07
9-epi-(E)-cariofileno 0,05 | 0,14 | 0,18 | 0,16 | 0,06 | 0,05 | 0,06 | 0,04 | 0,16
trans-cadina-1(6),4-dieno 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | 0,21 | 0,00 | 0,00 | 0,00
B-selineno 0,08 | 0,05 | 0,00 | 0,04 | O,00 | 0,00 | 0,04 | 0,00 | 0,06
biciclogermacreno 0,27 | 0,15 | 0,10 | 0,16 | 0,31 | 0,33 | 0,11 | 0,16 | 0,38
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&-cadineno 0,21 | 0,09 | 0,19 | 0,09 | 0,05 | 0,12 | 0,02 | 0,11 | 0,17
a-calacoreno 0,07 | 0,05 | 0,00 | 0,05 | 0,00 | 0,00 | 0,03 | 0,00 | 0,05
flavesona 0,00 | 0,04 | 0,00 | 0,04 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,06
espatulenol 0,58 | 0,64 | 0,00 | 09 | 0,89 | 0,52 | 0,29 | 0,70 | 0,19
oxido de cariofileno 0,09 | 0,19 | 0,05 | 0,38 | 0,04 | 0,38 | 0,42 | 0,76 | 0,49
viridiflorol+cubeban-11-ol 0,46 | 0,21 | 0,09 | 0,05 | 0,11 | 0,08 | 0,06 | 0,40 | 0,09
1-epi-cubenol 0,14 | 0,09 | 0,02 | 0,08 | 0,09 | 0,05 | 0,01 | 0,08 | 0,04
iso-leptospermona 0,24 | 0,07 | 0,08 | 0,10 | 0,23 | 0,04 | 0,08 | 0,08 | 0,04
a-muurolol 0,05 | 0,08 | 0,00 | 0,18 | 0,04 | 0,03 | 0,00 | 0,03 | 0,14
a-cadinol 0,05 | 0,06 | 0,01 | 0,09 | 0,05 | 0,09 | 0,01 | 0,04 | 0,03
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ANEXO 2

Curvas de extracdo para os eventos transgénicos e o controle da segunda

coleta. Os pontos sao representados junto com o respectivo desvio padrao.
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