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RESUMO

SILVA, Erika Loiola, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2023. Caracterizacao
Quimica e avaliacdo da atividade do odleo essencial de Tetradenia riparia contra
Meloidogyne javanica. Orientador: Eduardo Vinicius Vieira Varejdo. Coorientadora: Jodieh
Oliveira Santana Varejao.

Cada vez mais o ser humano tem se preocupado com a saide, bem estar e sustentabilidade
ambiental, dessa forma a agricultura orginica tem ganhado mais espaco na alimentag¢do dos
brasileiros. A principal diferencga entre a agricultura organica e a convencional € a utilizagdo de
insumos internos como fertilizantes e pesticidas com base em produtos naturais. Para obter uma
boa produtividade é importante utilizar pesticidas contra patégenos, como os fitonematoides,
que sdo animais invertebrados cilindricos microscopicos que parasitam principalmente as raizes
das plantas e tubérculos. Um dos géneros que mais causam prejuizos na agricultura € o
Meloidogyne (nematoide das galhas), pois infecta uma grande variedade de culturas. As plantas
infectadas se tornam frageis e desenvolvem altera¢des nas raizes chamadas de galhas. O
principal controle dos fitonematoides sdo os nematicidas quimicos sintéticos, entretanto, boa
parte deles sdo toxicos para o meio ambiente e as pessoas, por esse motivo metabdlitos
secundérios produzidos por plantas podem ser uma possivel alternativa para o controle dos
fitonematoides. A planta Tetradenia riparia Hochsteter codd. (Lamiaceae), mais conhecida no
Brasil como “falsa mirra” € uma planta ornamental encontrada em muitos jardins, sendo nativa
da Africa do Sul possui propriedades bioldgicas reportadas na literatura, como antileishmania,
antituberculose, antimaldrica, acaricida e larvicida, além do seu uso como planta medicinal. O
presente trabalho teve como objetivo caracterizar a composicdo quimica e avaliar a possivel
atividade do O6leo essencial de Tetradenia riparia contra o fitonematoide da espécie
Meloidogyne javanica. Foram realizadas extracdes do 6leo essencial no inverno e na primavera,
0s mesmos tiveram sua composi¢ao quimica analisada por meio de CG-EM, foram fracionados
utilizando coluna cromatografica de silica gel e utilizados em bioensaios in vitro relacionados
a imobilidade de J2 (juvenil infectante) e eclosdo de ovos. Foram detectados 44 componentes
quimicos no 6leo essencial, do qual 37 foram identificados, dentre eles os majoritdrios foram
fenchona e canfora pertencentes a classe dos monoterpenos oxigenados, f—cariofileno e o-
cadineno dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Além disso, o 6leo essencial extraido no

inverno apresentou diferengas na composi¢ao quimica e rendimento em relacio ao extraido na



primavera. A partir do fracionamento do 6leo essencial ndo foi possivel isolar compostos,
entretanto, foram obtidas fragdes que apresentaram cromatogramas com picos correspondentes
a constituintes majoritdrios que ndo foram identificados pelo CG-EM. E uma delas com elevado
grau de pureza (Fracdo 5 - (41): 86,62% e (44): 13,38%). Além disso, esses compostos
apresentaram em seus espectros de massa um pico de ion molecular m/z 288, sendo relatado na
literatura o isolamento de um composto no 6leo essencial e outro no extrato da planta com o
mesmo valor de razdo m/z 288. Hé indicios que os compostos ndo identificados possam ser os
relatados na literatura ou da sua mesma classe. Dentre as concentracdes testadas do Oleo
essencial de T. riparia extraido na primavera a concentracdo de 30 mg/mL produziu a maior
taxa de imobilidade de J2 com 73,0% e 27,8% de eclosdao de ovos. Apesar dos resultados
obtidos a respeito da atividade do 6leo essencial de Tetradenia riparia terem sido menos
expressivos em comparacdo com outros relatados na literatura para ser indicado e explorado
como possivel nematicida natural, os resultados demonstraram um efeito sobre a imobilidade
de J2 e eclosdo dos ovos, o que contribui para a diminui¢do do parasitismo. Além disso, esse é
o primeiro estudo realizado com o 6leo essencial de T.riparia contra fitonematoides do género
Meloidogyne. Em trabalhos posteriores serd possivel identificar e elucidar as estruturas dos
compostos resultantes da fracdo 5 com a possibilidade de identificar novos compostos
reportados no 6leo essencial, o que contribui para a Quimica de Produtos Naturais. E poderdao
avaliar o potencial do 6leo essencial e dos seus proprios constituintes em suas formas puras,
para o controle de outros fitopatogenos, fitonematoides do género Meloidogyne e de outros

géneros de interesse agricola.

Palavras-chave: Fitonematoides. Tetradenia riparia. Meloidogyne. Oleo essencial



ABSTRACT

SILVA, Erika Loiola, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2023. Chemical
characterization and evaluation of the activity of the essential oil of Tetradenia riparia
against Meloidogyne javanica. Advisor: Eduardo Vinicius Vieira Varejao. Co-advisor: Jodieh
Oliveira Santana Varejao.

Increasingly, human beings are concerned about health, well-being and environmental
sustainability, thus organic agriculture has gained more space in the diet of Brazilians. The main
difference between organic and conventional agriculture is the use of internal inputs such as
fertilizers and pesticides based on natural products. To obtain good productivity, it is important
to use pesticides against pathogens, such as phytonematodes, which are microscopic cylindrical
invertebrate animals that parasitize mainly the roots of plants and tubers. One of the genera that
cause most damage in agriculture is Meloidogyne (root-knot nematode), as it infects a wide
variety of crops. Infected plants become brittle and develop root changes called galls. The main
control of phytonematodes are synthetic chemical nematicides, however, most of them are toxic
to the environment and people, for this reason secondary metabolites produced by plants can
be a possible alternative for the control of phytonematoids. The plant Tetradenia riparia
Hochsteter codd. (Lamiaceae), better known in Brazil as "false myrrh" is an ornamental plant
found in many gardens, being native to South Africa, it has biological properties reported in the
literature, such as antileishmania, antituberculosis, antimalarial, acaricide and larvicide, in
addition to its use as a medicinal plant. The present work aimed to characterize the chemical
composition and evaluate the possible activity of the essential oil of Tetradenia riparia against
the nematode of the species Meloidogyne javanica. Essential oil extractions were carried out in
winter and spring, their chemical composition was analyzed using GC-MS, they were
fractionated using a silica gel chromatographic column and used in in vitro bioassays related to
the immobility of J2 (infectious juvenile) and hatching of eggs. 44 chemical components were
detected in the essential oil, of which 37 were identified, among them the most common were
fenchone and camphor belonging to the class of oxygenated monoterpenes, f—caryophyllene
and o-cadinene of sesquiterpene hydrocarbons. In addition, the essential oil extracted in winter
showed differences in chemical composition and yield compared to that extracted in spring.
From the fractionation of the essential oil it was not possible to isolate compounds, however,

fractions were obtained that showed chromatograms with peaks corresponding to major



constituents that were not identified by GC-MS. And one of them with a high degree of purity
(Fraction 5 - (41): 86.62% and (44): 13.38%). In addition, these compounds presented in their
mass spectra a molecular ion peak m/z 288, with the isolation of a compound in the essential
oil and another in the plant extract with the same ratio value m/z 288 reported in the literature.
There are indications that the unidentified compounds may be those reported in the literature or
of the same class. Among the tested concentrations of 7. riparia essential oil extracted in spring,
the concentration of 30 mg/mL produced the highest J2 immobility rate with 73.0% and 27.8%
of egg hatching. Although the results obtained regarding the activity of the essential oil of
Tetradenia riparia were less expressive compared to others reported in the literature to be
indicated and explored as a possible natural nematicide, the results demonstrated an effect on
the immobility of J2 and egg hatching, which contributes to the reduction of parasitism.
Furthermore, this is the first study carried out with the essential oil of T.riparia against
phytonematodes of the genus Meloidogyne. In later work it will be possible to identify and
elucidate the structures of the compounds resulting from fraction 5 with the possibility of
identifying new compounds reported in the essential oil, which contributes to the Chemistry of
Natural Products. And they will be able to evaluate the potential of the essential oil and its own
constituents in their pure forms, for the control of other phytopathogens, phytonematodes of the

genus Meloidogyne and other genera of agricultural interest.

Keywords: Phytonematodes. Tetradenia riparia. Meloidogyne. Essential oil



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Juvenil infectante (J2) de Meloidogyne e galhas radiculares parasitadas................ 15
Figura 2 — Folhas verdes e flores de Tetradenia riparid................cccoeeeeecuveeeeecveeeeeecneeeeennn 16
Figura 3 — Esquema representativo do método Funil de Baermann............c.ccccccveeecuveenneennne. 20

Figura 4- Cromatograma de fons totais (TIC) do 6leo essencial das folhas de T. riparia extraido na
PIIIMIAVETA. 1 uvvvieeeeitieeeeetteeeesttteeeeesasaeeaessasaeeeeasssseeeaassseeeeassssseesasssseseaasssasesasssseeeessseesenssseessnnsens 24

Figura 5- Cromatograma de fons totais (TIC) do 6leo essencial de T. riparia extraido no
TIIVETTION ¢ttt ettt ettt et e et e ettt e ettt e e bt e e eab b e e e ab b e e eab e e e eab e e e eabeeebbeeabbeesasbeesabbeesabaeesabeeenanee 25

Figura 6 — Estruturas Quimicas de compostos majoritarios identificados pelo fracionamento

do 6leo €SSeNCIAl A€ T. FIPAFIA. .........cocueiiiiiiiiiieiiieee ettt ettt 29
Figura 7 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 41 referente a Fracdo 5................... 31
Figura 8 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 44 referente a Fragdo 5................... 31

Figura 9 — Estruturas quimicas de compostos isolados (A) dleo essencial de T. riparia e (B)
eXtrato de fOlNAS A€ T FIPAFIA..........cceueeeeieiiiiieiiieee ettt ettt 32

Figura 10 — Efeito na imobilidade de juvenis infectantes de segundo estigio (J2) de
Meloidogyne javanica em contato com emulsdes do 6leo essencial de Tetradenia riparia
EXIrAldO NO TNVEITIO. ... eieeiiiiiiiiie ettt ettt e ettt e et e e st e e et e s bt e saeeesbeeesanee 33

Figura 11 — Efeito na imobilidade de juvenis infectantes de segundo estagio (J2) de
Meloidogyne javanica em contato com emulsdes do 6leo essencial de Tetradenia riparia
EXIrATAO NA PIIMAVETA.....veeiiiieiiiieeiieeeitee et e et e e et e e steeesabeeessbeeesteessaeeesseeesnsaeessaeesnseesssseeenns 34

Figura 12 — Curva dose-resposta do 6leo essencial de Tetradenia riparia extraido na
primavera versus proporcao de J2 imobilizados de Meloidogyne javanica.............................. 35

Figura 13 — Eclosdo de juvenis infectantes de segundo estagio (J2) Meloidogyne javanica a
partir de ovos em contato com emulsdo do 6leo essencial de Tetradenia riparia extraido na

primavera na concentragao de 30 mE/mL.......c.cccooiiiiiiiiiniii e 36
Figura 14 — Estrutura quimica dos compostos 1,8- cineol e a-terpineol..........cccccueevvreerneenns 38
Figura 15 — Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 1........cccoccevviiiiiiinninincnnineene. 53
Figura 16- Cromatograma de fons totais (TIC) da Frac@o 2........ccccceeevieeeiiieeniiieeniee e, 53
Figura 17 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 3........ccccceevvieviiieeniieenie e, 53
Figura 18 - Cromatograma de fons totais (TIC) da FracAo 4.........ccccoceverviininninienennicniene. 54
Figura 19 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 5........cccceeevvieviiieiniiieniieeiee e, 54
Figura 20 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fraco 6.........c..ccceveeviininniniencnncneene. 54

Figura 21 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragao 7.........ccccceeveeniiiniiniiinicnieenee 55



Figura 22 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 8..........ccccevieeviiiiiniiiiniieiieeeen, 55

Figura 23 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Frago 9.........ccccooieiiiiniiiiiniiiicne 55
Figura 24 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragao 10........ccccooeeiiiiniiiiiiniiiicne 56
Figura 25 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 11........cccceoieeiiiiiiniiiiniienieenen, 56
Figura 26 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragao 12.......cc.cccoceeiiiiiiiiiiiniiniienee 56
Figura 27 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 13..........ccocoieeiiiiiiniiiiniiinieeeen, 57
Figura 28 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 14..........ccooveeviiiiiniiiniienieeeen, 57
Figura 29 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragao 16..........cccoceeviiiniiiiinniiniiene 57
Figura 30 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 17.......ccccceviveviiiiiniiiinicenieeeen, 58
Figura 31 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragao 18........cccccociiiiiiiiiiiiiniiiiee 58
Figura 32 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragao 19.......ccccooiiiiiiiiiniiniiiiee 58

Figura 33 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragao 20........cccccoceeviiiniiniiniciniennen 59



Bioagro
CCD
CG-EM
J2
MAPA
OETRI
OETRP
Organis
TIC
UFV

LISTA DE ABREVIATURAS

Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria
Cromatografia em Camada Delgada

Cromatografia a gds acoplada a Espectrometria de Massas
Juvenil infectante

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
Oleo essencial de T. riparia extraido no inverno

Oleo essencial de T. riparia extraido na primavera
Associacdo de Promocdo dos Organicos

Contagem total de fons

Universidade Federal de Vigosa



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ...uceeeereereenesnsssessssssssssessssssssssssssssssssssessssessssessessessessessessssassessesss
2. OBJETIVOS ...iiinrnicnsnncssnncsssnssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssnss
2.1, ODjJetivo Geral ......uueiueieseeiiiiiiniiinininnisnisssncsnssssncsssisssnssssssssssssssssssssssssssesssssssssss

2.2. Objetivos Especificos

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Vegetal e extraciao de Oleo Essencial

3.2. Analise e Identificacio Quimica por Cromatografia a Gas - Espectrometria de

Massas (CG -EM) do Oleo Essencial

3.3. Fracionamento do 6leo essencial de Tetradenia riparia por cromatografia em
coluna

3.4. Bioensaios de Nematoides

34.1. Extracao e eclosao de ovos de Meloidogyne javanica de raizes infectadas.....

3.4.2. Bioatividade in vitro do Oleo Essencial de Tetradenia riparia contra

MeloidOZYNE JAVANICA «ccuvveeosaresssaresssaressassssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssasssssssssssassssssssssnasas

3.4.3. Eclosao de ovos de Meloidogyne javanica na presenca de 6leo essencial de

Tetradenia FIPATIA ...eueeeeessaseossasesssssesssssessasessasassssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssnases
3.5. [Estatistica € ANALISE de dAJOS . .uuuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ..uuuerererererenerenensesesesssessssesesessssssssssssssssosssssesesssess

4.1 Rendimento e Identificacio Quimica do Oleo Essencial de Tetradenia riparia

4.2  Fracionamento do 6leo essencial de Tetradenia riparia por cromatografia em
coluna

4.3 Bioensaios de Nematoides

43.1. Bioatividade in vitro do Oleo Essencial de Tetradenia riparia contra

Meloidogyne javanica
5. CONCLUSAO

REFERINCIAS ..oeeeeeeeeeeeevevesesesesssssesesssssesssssssssssssssesssssssssssssesssssssesssssssesssssssesssssessssnsnns

APENDICE A

18

19
19
19

21

21
22
22
22

26
32

32
39
41
53



13

1. INTRODUCAO

As plantas possuem um papel de destaque na alimentacao do ser humano que cada vez mais
tem se preocupado com a saide, bem-estar e sustentabilidade ambiental. Como consequéncia,
observa-se uma maior preferéncia por alimentos organicos em relacdo aos cultivados de forma
convencional (RANA e PAUL, 2017). A agricultura organica tem ganhado espaco no carddpio
dos brasileiros e crescido economicamente. Em 2020, teve um crescimento de
aproximadamente 30% e faturamento de R$ 5,8 bilhdes segundo a Associa¢do de Promocgdo

dos Organicos (Organis) (MAPA, 2021).

A principal diferenca entre a agricultura organica e a convencional é que a ultima utiliza
fertilizantes e pesticidas sintéticos, enquanto a agricultura organica utiliza insumos internos
como fertilizantes e pesticidas com base em produtos naturais (EPULE et al., 2015). Esses
produtos no Brasil sdo regulamentados pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), em destaque a Portaria N° 52, de 15 de marco de 2021, consta as listas
de substincias e praticas para o uso nos sistemas organicos de producdo (BRASIL, 2021).
Apesar do crescente uso de produtos naturais na agricultura, o volume de vendas € ainda muito
pequeno em comparagdo ao de produtos sintéticos. Em 2021, as vendas de produtos quimicos
e bioquimicos chegaram a 719,5 mil toneladas de ingredientes ativos, enquanto para produtos
semioquimicos e microbioldgicos foram de 22,33 e 1,3 mil toneladas, respectivamente

(IBAMA, 2022).

A utilizacdo de pesticidas € de fundamental importancia para obtencdo de uma boa
produtividade em culturas de alimentos, principalmente em grandes culturas. Estes produtos
quimicos, naturais ou sintéticos, sdo utilizados no controle de variadas pragas como as plantas
daninhas, insetos, fungos, fitonematoides, etc. Os fitonematoides, por exemplo, ja causaram
perdas estimadas em US$ 157 bilhdes anuais em varios tipos de culturas agricolas em todo o
mundo (ABAD, et al., 2008). No Brasil, estima-se que haja R$ 65 bilhdes em perdas, podendo
chegar a R$ 870 bilhdes em 10 anos (SYNGENTA, et al., 2022).

Os nematoides sdo animais invertebrados cilindricos, com a forma do corpo varidvel, mas
geralmente em forma de fio, e estdo presentes em oceanos, mares, dgua doce e na pelicula de
dgua existente entre as particulas de solo. Os nematoides parasitas de plantas (fitonematoides)
sd0 microscopicos, medindo de 0,2 a 3,0 mm de comprimento e possuem como alvo

preferencial as raizes e tubérculos. Por esse motivo, € dificil identific4-los nas culturas, sendo
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possivel somente apds a presenga de alguns sintomas nas plantas (SIDDIQUI, 2005; FERRAZ
e BROWN, 2016).

Para a sua sobrevivéncia, os fitonematoides se alimentam dos tecidos vegetais,
principalmente das células presentes nas raizes e em diferentes locais. A partir do seu modo de
alimentacdo, podem ser classificados em ectoparasitas, endoparasitas e semiendoparasitas.
Ainda, alguns géneros podem agir facultativamente das duas formas como o Aphelenchoides,
Helicotylenchus e Hoplolaimus (BILGRAMI e GAUGLER, 2004 ; FERRAZ ¢ BROWN,
2016).

Os ectoparasitas permanecem na parte superior das raizes e introduzem os seus estiletes
bucais na parte interior, porém permanecendo com o corpo para fora, no solo. Alguns exemplos
sdo os géneros Belonolaimus, Criconemoides, Dolichodorus, Hemicycliophora, Longidorus,
Helicotylenchus, Tylenchorhynchus, Trichodorus, Tylenchus e Rotylenchus. J4 os endoparasitas
penetram completamente seus corpos no interior da raiz ou outro 6rgio vegetal, sendo seus
principais representantes os géneros Radopholus, Pratylenchus (nematoides das lesdes das
raizes), Meloidogyne (nematoides das galhas), Globodera e Heterodera (nematoides
formadores de cistos). Os semiendoparasitas penetram parcialmente no tecido da planta, como
os Rotylenchulus e Tylenchulus, em que juvenis e/ou fémeas ficam apenas com a regido do

pescoco nas raizes (FERRAZ e BROWN, 2016; PERRY e MOENS, 2011).

Dentre os géneros apresentados, um dos que mais causam prejuizos na agricultura é o
Meloidogyne (nematoides das galhas). Por ser polifago, pode infectar vérias espécies de plantas
(ELLING, 2013), como exemplos as solandceas (tomate, batata, beringela, pimenta e tabaco),
leguminosas (feijao carioca, feijio-caupi e soja), goiaba, cacau, figo, kiwi, café e hortalicas
(BARBARY, et al., 2015; CHARCHAR, et al., 2008; COLLANGE et al., 2011; FOURIE et
al., 2015; MAGALHAES et al., 2021; SAUCET et al., 2016).

As principais espécies do género Meloidogyne sdo M. arenaria, M. incognita, M. javanica
e M. hapla (JONES et al., 2013). O parasitismo se inicia com a penetragdo do juvenil infectante
(J2) nas raizes e translocagdo até o seu local de alimentagdo, onde ira se reproduzir. Ao sugar

nutrientes e dgua, as plantas infectadas se tornam frageis, o que resulta em murcha, clorose,
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secagem da folha e o desenvolvimento de alteracdes nas raizes chamadas de galhas, conforme

ilustrado na Figura 1 (NGUYEN et al., 2018; PALOMARES-RIUS, et al., 2017).

- JONES, et al., 2013.

A principal forma de controle do Meloidogyne consiste no uso de nematicidas quimicos
sintéticos, que se dividem em fumigantes do solo, com foco nas raizes, e ndo fumigantes
(BAIDOQO, et al., 2017). Sobre a primeira categoria, um dos mais utilizados € o brometo de
metila. Este composto € altamente toxico tanto para o ser humano como para o meio ambiente.
Apesar da sua utilizagdo ter sido proibida em pafses da Unido Europeia, continua sendo
comercializado no Brasil. J4 os produtos ndo fumigantes sdo geralmente carbamatos e
organofosforados (BROMISA, 2020; BHOWMIK et al., 2021; HESS et al., 2021;
OPPERMAN AND CHANG, 1990.; QIAO et al., 2012). Boa parte dos nematicidas quimicos
sdo tdéxicos e, quando utilizados de forma indiscriminada, podem provocar problemas
significativos ao meio ambiente e aos seres humanos. Dessa forma, o desenvolvimento de
estratégias ecoldgicas e produtos sustentdveis sdo importantes para diminuir esses impactos

(NGUYEN et al., 2018).

Metabdlitos secundarios produzidos por plantas podem ser uma possivel alternativa para
o controle dos fitonematoides. Alguns 6leos essenciais ja sdo registrados como produtos
utilizados na agricultura para o controle de patégenos. Por exemplo, o dleo essencial das
sementes de Azadirachta indica (Nim) (ingrediente ativo azadiractina) € utilizado como

inseticida e fungicida (BIOEXOS, 2022; SEER, et al., 2022; LOKANADHAN et al., 2012) e
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o Oleo essencial de Cinnamomum verum (canela verdadeira) é usado como inseticida contra a
mosca—branca (BALLAGRO, 2022). Estudos também relataram o potencial de outros 6leos
essenciais: espécies do género Eucalyptus (inseticida, antimicrobiana, antifingica e herbicida);
Tagetes erecta L. (herbicida) e hortela-pimenta e manjericdo (antifingica) (BATISH et al.,
2008; EDRIS e FARRAG, 2003; LAOSINWATTANA et al.,2018; REYES et al., 2019). Dessa
forma, outras plantas também podem apresentar potenciais compostos a serem utilizados na

agricultura, como a Tetradenia riparia.

A Tetradenia riparia Hochsteter codd. (Lamiaceae), mais conhecida no Brasil como
falsa mirra, pluma-de-névoa, incenso ou lavandula, € uma planta ornamental encontrada em
muitos jardins (MARTINS, et al., 2009). Nativa da Africa do Sul, é um arbusto aromético de 1
a 3 m de altura com folhas verdes pecioladas, ovais a redondas e flores de cor branca a
levemente rosadas, como observadas na Figura 2. A sua floracdo ocorre apenas em regides

subtropicais, temperadas e sem geadas (BLYTHE et al., 2020; CODD, 1983).

Figura 2 — Folhas verdes e flores de Tetradenia riparia. préprio autor

Em seu continente de origem, a 7. riparia é muito utilizada em aplica¢des medicinais
para o tratamento de doengas, incluindo maléria, angina, bouba, doengas helminticas,
gastroenterite, gonorreia, abscessos dentdrios, dores de cabeca e febre. Além disso, suas folhas
também sdo utilizadas na conservagdo de alimentos em silos tradicionais e como repelente de

insetos (VAN PUYVELDE, et al., 1986).

Diversos estudos demonstraram varias atividades biolégicas do Oleo essencial de

Tetradenia riparia, como antileishmania (CARDOSO et al., 2015), antituberculose (BALDIN
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et al., 2018), antimalarica (CAMPBELL et al., 1997), acaricida (GAZIM et al., 2011) e
larvicida (FERNANDEZ et al., 2014), sendo essas propriedades atribuidas principalmente aos
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos (hidrocarbonetos ou oxigenados) que constituem o
6leo essencial (GAZIM et al., 2010). Dessa forma, o dleo essencial de T. riparia pode ser uma
possivel alternativa sustentdvel e ecoldgica para o controle de fitonematoides, em especial do

género Meloidogyne, que infecta varios tipos de culturas.

2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo Geral

Caracterizar a composi¢do quimica e avaliar a possivel atividade do dleo essencial de

Tetradenia riparia contra o fitonematoide da espécie Meloidogyne javanica.

2.2.0bjetivos Especificos

e Realizar a extracdo do 6leo essencial das folhas verdes de Tetradenia riparia utilizando
um aparelho do tipo Clevenger.

e Identificar e analisar os componentes quimicos presentes no 6leo essencial por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa.

e Realizar ensaio bioldgico in vitro com fitonematoides Meloidogyne javanica em contato
com o 6leo essencial de Tetradenia riparia.

e Realizar ensaio bioldgico in vitro de eclosdo de ovos de Meloidogyne javanica em

contato com o Oleo essencial de Tetradenia riparia.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1.Material Vegetal e extraciao de Oleo Essencial

Folhas verdes de Tetradenia riparia foram coletadas entre julho e outubro de 2022 nas
cidades de Ponte Nova (-20.4046774, -42.9001061) e Vicosa (-20.7508415, -42.8725268), no
Estado de Minas Gerais. Uma exsicata da planta foi preparada e encaminhada para registro no

herbario da UFV, permanecendo armazenada sob o numero 55842.

O presente trabalho foi realizado no Laboratério do Grupo de Estudos em Quimica de
Produtos Naturais e Sintese Organica e no Laboratério de Anélise e Sintese de Agroquimicos,
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Para a extracdo do
6leo essencial, as folhas verdes foram adicionadas em um baldo de fundo redondo de 1000 mL.

contendo 500 mL de agua destilada. Em seguida, a amostra foi submetida a hidrodestilacao
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utilizando um aparelho do tipo Clevenger por 5 horas apds inicio do processo de refluxo. O
hidrolato foi coletado em um Erlenmeyer e o 6leo essencial foi retirado do aparelho com o
auxilio de pentano, sendo armazenado em outro Erlenmeyer. A solucdo do 6leo essencial em
pentano foi seca com sulfato de magnésio anidro e filtrada para um baldo de fundo redondo.
Em seguida, o pentano foi removido em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e armazenado

em um frasco limpo e previamente pesado.

Para retirar o 6leo essencial residual, o hidrolato foi submetido a extracdo liquido-
liquido utilizando pentano (propor¢do de 1:2 v/v de hidrolato e pentano). O procedimento foi
realizado 3 vezes. As fases organicas foram combinadas e o extrato organico foi seco com
sulfato de magnésio anidro, filtrado para um baldo de fundo redondo e o solvente orgénico foi
removido em evaporador rotativo sob pressdo reduzida. O 6leo essencial assim obtido foi
combinado a primeira fragcdo extraida. O rendimento foi avaliado em compara¢cdo com a massa

de folhas utilizadas na extragao.

3.2.Anadlise e Identificagﬁo’ Quimica por Cromatografia a Gas - Espectrometria de

Massas (CG -EM) do Oleo Essencial

A identificacdo dos componentes quimicos presentes no 6leo essencial de Tetradenia
riparia foi realizada por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
utilizando equipamento Shimadzu GCMS-QP5050A, nas seguintes condi¢des operacionais:
coluna capilar SPB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25um), com temperatura inicial de 40 °C,
aquecimento gradual até 240 °C com taxa de 2 °C/min. O gis de arraste utilizado foi o hélio,
com fluxo ajustado em 1,8 mL/min, liberacdo de pressdao de 100,2 kPa, modo split (1:10),
temperatura do injetor em 220°C e o volume de injecao de 1,0 uL. Para a deteccao utilizou-se
o método por impacto de elétrons (70 eV), modo scan com tempo de corte de solvente de 5
minutos e os espectros de massas foram obtidos em uma faixa de 35400 (m/z). Os
componentes quimicos foram identificados por comparagdo de seus espectros de massa com
dados da biblioteca do equipamento e através do calculo dos indices de retencdo e comparagao
com valores reportados na literatura. Foram considerados identificados apenas os compostos
cujos espectros de massa apresentaram, pelo menos, 90 % de similaridade com os espectros da

biblioteca do equipamento.

Os indices de retencdo foram calculados utilizando a equacdo a de Van Den Dool e
Kratz (equacdo 1) (ZELLNER et al., 2008), em que se consideram os numeros de atomos

carbonos e os valores de tempos de reten¢cdo de uma série de alcanos de cadeia linear, contendo
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de 9 a 24 4dtomos de carbono, utilizados como uma mistura de padrdes analisada por CG-EM
nas mesmas condi¢des operacionais utilizadas para a andlise do 6leo essencial. Para isso foi

utilizada a equacao:
IR=100N+ 100 [(tRi—tR;)/tR ;1 —tR )] Equacio (1)

Onde t R ; é o tempo de retengdo do composto avaliado; N é o nimero de carbonos do
hidrocarboneto com tempo de retencao anterior ao tempo de retencdo do composto avaliado; t
R ;€ o tempo de reten¢do do hidrocarboneto antecessor ao composto avaliado e t R 241 € o tempo

de retencdo do hidrocarboneto posterior ao composto avaliado.

3.3.Fracionamento do dleo essencial de Tetradenia riparia por cromatografia em

coluna

O dleo essencial (1,76 g) foi submetido a fracionamento por cromatografia em coluna
cromatogrifica de silica gel 60 (70-230 mesh) e eluicio por gradiente utilizando
hexano:diclorometano 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 1:1 (v/v). As fra¢des foram coletadas em tubos
de ensaio e analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando placas de silica
gel 60 G F254 com 0,25 mm de espessura, reveladas com luz ultravioleta (254 ¢ 366 nm) e
solucdo de vanilina. As fragdes que apresentaram a mesma constituicao quimica, conforme
verificado pelas analises em CCD, foram agrupadas para constituir uma mesma frag@o. Ao todo,
foram obtidas 20 fragdes, que foram submetidas a analises por CG-EM, utilizando os mesmos

parametros operacionais empregados para a andlise do dleo essencial.

3.4.Bioensaios de Nematoides

34.1. Extraciao e eclosao de ovos de Meloidogyne javanica de raizes infectadas

As etapas e testes experimentais envolvendo fitonematoides da espécie Meloidogyne
Jjavanica foram realizados no Laboratdrio de Controle Bioldgico de Fitonematoides, localizado
no prédio do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (Bioagro) da Universidade
Federal de Vicosa (UFV). Raizes de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) cultivadas em casa
de vegetacdo localizadas na Universidade Federal de Vicosa (UFV), infectadas com M.
Javanica e com presenca de galhas foram coletadas, cuidadosamente lavadas para remog¢ao do
solo e cortadas em pedacos de 1,0 cm, que foram triturados em liquidificador industrial com
adi¢do de solugdo aquosa de hipoclorito de sédio a 0,5% v/v e trituradas por 20 segundos. O

material obtido com a triturag@o foi passado em peneira de 200 Mesh acoplada sobre outra de
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500 Mesh, onde foi lavado abundantemente com dgua da torneira. Os ovos retidos na peneira

foram recolhidos em um béquer com o auxilio de uma pisseta com dgua de torneira.

Para facilitar a separacdo dos ovos da solucdo (por conter uma grande quantidade de
particulados), foi utilizada uma adaptacdo da metodologia de flotagdo-centrifugacdo. Este
método se baseia nas diferentes densidades entre 4gua, nematoides, solu¢do de sacarose e solo.
Os ovos em solucdo, recolhidos no béquer, foram transferidos para tubos de centrifuga e
centrifugados de 4 a 5 minutos a 1750 rpm. O sobrenadante foi descartado e, em seguida,
adicionou-se solucao de sacarose (453,59 g em 1000 mL de 4gua). A solugdo foi centrifugada
a 1750 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi passado por peneira de 500 Mesh e lavado
abundantemente com dgua da torneira. O material foi entdo coletado em um béquer com o

auxilio de uma pisseta com agua de torneira (MACHADO, et al. 2019).

Os ovos coletados foram eclodidos em funis de Baermann modificados a 28°C, como
representado na Figura 3. Neste método utilizam-se um funil de pléstico contendo dgua, uma
peneira pléstica ou papel de filtro e, na parte superior, os ovos, solo ou substrato. No presente
trabalho foi utilizado papel de filtro. Os ovos foram dispostos na parte superior e na parte
inferior do funil foi conectada uma mangueira de borracha com uma presilha em sua ponta.
Apos 16 a 72 horas, a suspensao de fitonematoides recém eclodidos (J2) foram coletados para

os testes (KALAISELVI et al., 2019; MACHADO, et al. 2019).

Suporte

Peneira plastica + papel de filtro

Solo ou material vegetal

Agua
Funil

Mangueira de borracha

Presilha

Béquer ou copo

Suspensio de nematdides

Figura 3 — Esquema representativo do método Funil de Baermann. Fonte: MACHADO, et al. 2019
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3.4.2. Bioatividade in vitro do Oleo Essencial de Tetradenia riparia contra

Meloidogyne javanica

Para avaliar a bioatividade do 6leo essencial de T. riparia sobre fitonematoides J2 de
Meloidogyne javanica foi realizado um teste in vitro. Este teste foi realizado para o dleo
essencial de 7. riparia extraido no inverno (OETRI) (05/07/2022) e o dleo essencial extraido
na primavera (OETRP) (28/09/2022). Primeiramente foi preparada uma solucao a 60 mg/mL
de 6leo essencial em solucdo aquosa de Tween 20 a 0,4% m/v (5 mL de solugdo). Para isso,
0,3 g do 6leo essencial foi pesado em um cadinho de porcelana com 0,02 g de Tween 20. Com
o0 auxilio de um pistilo, ambos foram misturados até que estivessem totalmente incorporados.
Em seguida, foram adicionados de forma gradativa 5 mL de dgua Milli-Q. O conteudo da

emulsdo foi transferido para um frasco limpo e armazenado em geladeira protegido da luz.

Para o 6leo essencial extraido na primavera foi feito o seguinte procedimento: a partir
da solugdo estoque foram realizadas dilui¢des para a obten¢do de emulsdes de 1 mL com as
concentracdes de 2,0 mg/mL, 10,0 mg/mL, 20,0 mg/mL, 30,0 mg/mL, 40,0 mg/mL, 50,0
mg/mL e 60,0 mg/mL. Em seguida, 100 uL de cada emulsao foi transferido para uma célula de
uma placa de elisa com 100 uL de solucdo contendo de 20 a 27 fitonematoides J2. Dessa forma,
as concentracoes testadas foram 1,0 mg/mL, 5,0 mg/mL, 10,0 mg/mL, 15 mg/ mL, 20,0 mg/
mL, 25,0 mg/mL e 30,0 mg/mL. Solu¢do de Tween 20 a 0,4% m/v foi utilizado como controle
negativo. Em seguida, a placa de elisa foi selada com plastico filme e papel aluminio e deixada
sob agitacdo em uma incubadora shaker (temperatura de 28°C e rota¢do de 117 rpm). O
experimento foi realizado com 5 repeti¢des para cada concentracdo diferente e foi avaliado o
numero de fitonematoides que exibiram os corpos retos e imdveis a cada 24 horas durante um
periodo de 72 horas com o auxilio de um microscopio invertido Olympus IX70. O procedimento
anterior foi realizado com o OETRI, porém as concentragdes testadas foram 15 mg/ mL, 18

mg/mL, 20 mg/mL, 25 mg/mL e 30 mg/mL.

3.4.3. Eclosao de ovos de Meloidogyne javanica na presenca de é6leo essencial de
Tetradenia riparia
Para avaliar a taxa de eclosdo dos ovos, 500 pL. da emulsdo a 30,0 mg/mL de 6leo
essencial de 7. riparia (extraido na primavera) e 500 uL de suspensdo aquosa contendo 2914
ovos de M. javanica foram adicionados em um microtubo tipo eppendorf com capacidade de
1,5 mL. Como controle negativo foi utilizada uma solu¢ao de Tween 20 a 0,4% m/v. Apds

incubacdo a 28°C e agitacao por 7 dias, as amostras foram transferidas para uma placa de petri



22

e avaliado o nimero de J2 eclodidos, méveis ou imdveis, com o auxilio de um microscépio
invertido Olympus 1X70. O experimento foi realizado com 5 repeticdes para cada tratamento

utilizado (BARROS, et al., 2019).

3.5.Estatistica e Analise de dados

Para testar a influéncia do aumento da concentrag¢ao do dleo de 7. riparia na propor¢ao
de fitonematoides imobilizados, tanto com o 6leo extraido com plantas da primavera quanto do
inverno, foi utilizada a propor¢do de fitonematoides imobilizados como varidvel resposta e o
aumento das concentragdes (tratamento) como varidvel explicativa com significincia
estabelecia em p < 0,05. Os dados foram submetidos a testes de normalidade através da funcao
qqplot e também através do teste de Shapiro-Wilk por meio da funcdo shapiro.test. Além disso,
os dados foram submetidos a um teste de homogeneidade de variancia através do teste de
Levene. A significincia dos modelos foi testada por meio do teste ANOVA e os resultados
foram submetidos a teste de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk e de
homogeneidade por meio do teste de Barlett com a funcdo barlett.test. O teste de Tukey foi
realizado para comparagdo das médias entre os tratamentos quando o modelo se mostrava

significativo.

Ja para analisar a ocorréncia da EC50 entre as concentragdes, foi utilizada a fungdo
dose.p do pacote MASS (PENG, et al. 2021; RIPLAY ,et al. 2023). Este teste consiste no ajuste
de um modelo dose-resposta para estimar a inclinacdo da EC50, ou seja, para determinar em
que ponto da curva do modelo € alcancada 50% da resposta. Para o teste de EC50, foi1 utilizado
GLM’s com familia de distribuicao quasibinomial. Todas as anélises foram feitas no software

R versdo 4.2.2 (R Core Team 2022).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento e Identificacio Quimica do Oleo Essencial de Tetradenia riparia

O 6leo essencial apresentou rendimentos de 0,31% para o extraido no inverno e 0,19%
para o extraido na primavera. Pesquisadores brasileiros analisaram a composi¢ao quimica do
OETR (6leo essencial de Tetradenia riparia) cultivadas no sul do Brasil em diferentes estacdes
do ano e obtiveram diferencas no rendimento do 6leo essencial (GAZIM et al., 2010). Naquele

estudo, os maiores rendimentos foram obtidos quando a planta foi coletada durante o inverno
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(0,265% + 0,0) e os menores na primavera (0,168% = 0,02), assim como observado na nossa

pesquisa.

A andlise quimica por CG-EM do 6leo essencial de T. riparia detectou 44 componentes,
dos quais 37 foram identificados. Na Tabela 1 estao representados os componentes quimicos e
seus respectivos indices de retencdo e, na Figura 4, o cromatograma referente a anélise por CG-
EM da amostra de 6leo essencial analisada. Dentre os compostos identificados, a classe
predominante foi dos monoterpenos oxigenados (23,84% de édrea) tendo como compostos
majoritarios fenchona e cénfora; a classe seguinte mais comum foi dos hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (16,36% de area) com pf—cariofileno e J- cadineno como representantes
principais. E importante destacar que os compostos cujos picos que aparecem com tempos de
retencao 43,867, 44,917, 54,942 e 61,425 min. (Tabela 1, compostos 39-41 e 44) apresentam
elevada porcentagem relativa e que os compostos correspondentes a estes picos ndo puderam
ser identificados por comparacao dos seus espectros de massas com os dados da biblioteca do

equipamento utilizado.

Tabela 1 — Composi¢do Quimica do dleo essencial de folhas de Tetradenia riparia

Pico Compostos % Area % Area IR IR
OETRI OETRP Calculado Literatura
Hidrocarbonetos
Monoterpenos
1 o - Pineno 0.51 1.66 934 932?
2 Canfeno 0.40 1.20 948 946°
3 Sabineno 0.54 2.76 976 969*
4 B- Mirceno - 0.75 977 988*
5 B- Mirceno - 0.15 996 988*
6 Limoneno 0.34 1.63 1031 10242
7 B - Ocimeno - 0.56 1043 1032¢
8 v - Terpineno - 0.13 1061 1054*
Monoterpenos
Oxigenados

9 Hidrato de cis- Sabineno - 0.16 1079 1065*
10 Fenchona 4.35 17.20 1096 1083
11 Fenchol - 1.06 1122 11142
12 Canfora 1.01 2.84 1148 11412
13 Endo- Borneol 0.23 1.13 1173 1165*
14 Terpinen-4-ol - 0.46 1184 11742
15 a - Terpineol - 0.99 1151 1186*

Hidrocarbonetos

Sesquiterpénicos
16 o - Copaene 0.27 0.70 1380 1374*
17 B - Elemene 0.13 0.35 1397 1389*
18 a-Gurjuneno 0.65 1.31 1414 1409?
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43
44

- Cariofileno
Trans-a-Bergamoteno
o - Humuleno
Aromandendreno

B - Sesquifelandreno
Aloaromadendreno
(Z,E) -a- Farneseno
Germacreno B

o - Muuroleno

N.1

v - Cadineno

0 - Cadineno

Sesquiterpenos
Oxigenados

6 — epi- Shyobunol
Germacreno D-4-ol
Globulol
Viridiflorol

Ledol

Tau - Cadinol

N.I

o - Cadinol

N.I

N.I

N.I

Outros

Acido Oleico

N.I
N.I

2.78
0.32
0.15
0.16
0.10

2.45
0.18
0.10
0.15
1.03

0.18

0.47
0.13
0.29
0.76
1.19
2.06
11.85
15.94
7.74

1.70
32.13

4.71
0.66
0.25
0.23
0.21
0.42
245
1.88
0.27
0.22
0.26
2.66

0.48
3.66
0.61
0.23
0.39
1.00
0.91
243
11.71
14.84
3.48

1.51

0.75
8.74

1427
1442
1459
1465
1491
1494
1504
1505
1508
1512
1521
1533

1536
1589
1596
1603
1613
1656
1661
1679
1689
1617
2002

2071

2082
2808
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Compostos: listados em ordem de elui¢cdo na coluna SPB-5; N.I.: ndo identificado; % Area OETRI:

porcentagem da drea ocupada pelos compostos dentro do cromatograma do dleo essencial extraido no
inverno; % Area OETRP: porcentagem da area ocupada pelos compostos dentro do cromatograma do
6leo essencial extraido na primavera; IR Calculado: Indice de Retencio calculado utilizando n-alcanos

C9 - C24 em uma coluna SPB-5; IR Literatura: Indice de Retengdo encontrado na literatura com
eluicdo em uma coluna DB-5 (ADAMS, 2007)%, coluna HP-5MS (AHMED e AL-ZUBAIDY, 2020)°,
coluna HP-5 (SONG et al., 2000)¢, coluna CP-SIL-5CB (WEYERSTAHL et al., 2000)¢, coluna DB-5
(FLAMINI et al., 2007).
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Figura 4- Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo essencial das folhas de T. riparia extraido na

primavera. Os niimeros dos compostos referem-se aos relatados na Tabela 1

Além das alteracdes no rendimento do 6leo essencial em diferentes estacdes do ano, a
composi¢ao quimica também sofreu alteracdes. O 6leo essencial extraido no inverno obteve
compostos com concentragcdes menores que o extraido na primavera (cromatograma exibido
acima). Os compostos que foram majoritarios como a fenchona (10), canfora (12), f-cariofileno
(19) e d-cadineno (30) tiveram diminui¢do em seus teores. Alguns compostos ndo estiveram
presentes, tais como f-ocimeno (7), y - terpineno (8), hidrato de cis-sabineno (9), terpinen-4-ol
(14) e a-terpineol (15). Entretanto, os compostos que nao foram identificados pelo CG-EM
tiveram aumento em suas concentragdes. Na figura 5 estd representado o cromatograma do

Oleo essencial extraido no inverno.
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Figura 5- Cromatograma de fons totais (TIC) do 6leo essencial de T. riparia extraido no inverno. Os

ndmeros dos compostos referem-se aos relatados na tabela 1.

Um estudo adicional analisou a composi¢do quimica do 6leo essencial de 7. riparia em
diferentes estacdes do ano e obteve variacdes nas concentragdes de compostos como fenchona,
[-cariofileno e d-cadineno. Observou-se que esses compostos apresentaram teores maiores no
verdao (13,52%, 0,97% e 0,30%, respectivamente) e na primavera (6,01%, 0,83% e 0,22%,
respectivamente) em relacdo ao inverno (2,93%, % < 0,05) (FERNANDEZ et al., 2014).

Diversos estudos relataram composi¢des quimicas diferentes para o 6leo essencial de
Tetradenia riparia. Exemplares da planta cultivadas nos Estados Unidos produziram um 6leo
essencial com compostos majoritdrios como a fenchona (14,8%), J-cadineno (10,6%), 14-
hidroxi-B-cariofileno (7,9%) e tau-cadinol (6,9%). A classe predominante foi dos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, seguida pelos sesquiterpenos oxigenados € monoterpenos

oxigenados (BLYTHE et al., 2020). Em outro estudo, o dleo essencial de 7. riparia cultivada
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no Quénia apresentou monoterpenos oxigenados e hidrocarbonetos como principais
constituintes, em destaque a fenchona (64,82%), limoneno (2,02%) e 1,8-cineol (1,5%)
(OMOLO et al., 2004). Em outro trabalho, anélises de 6leo essencial de T. riparia coletada no
sul do Brasil revelaram como compostos majoritarios o a-cadinol (13.81%), o 14-hidroxi-9-
epi-cariofileno (12,70%) (pertencentes a classe dos sesquiterpenos oxigenados) e a 6,7-
dehidroroileanona (12,51%) (diterpeno oxigenado). Este ultimo foi ainda isolado por

fracionamento cromatografico (BALDIN et al., 2018).

Essas alteracdes na composi¢ao quimica e rendimento do 6leo essencial ocorrem devido
aos mecanismos de defesa realizados pelas plantas medicinais e arométicas. O estudo realizado
por Ageel et al., (2023) demonstrou que a produgdo de 6leos essenciais € dos seus metabolitos
secundérios sdo influenciados por fatores bidticos e principalmente abidticos, como
temperatura, radiacdo UV-B, composi¢do do solo (com alta ou baixa salinidade ou metais

pesados) e estresse por seca.

A alta temperatura do ambiente é um fator que facilita a liberagdo de terpenos em plantas
aromdticas, no qual a combina¢do com a radiagdo UV-B estimula e regula a atividade de
enzimas responsdveis pela producdo de compostos organicos (BUSTAMANTE et al., 2020;
JAMLOKI et al., 2021; MONSON et al., 2012). Por exemplo, 6leos essenciais de 7. riparia
apresentaram variacdes nas concentragdes de compostos para plantas cultivadas em diferentes
niveis de sombreamento, como a verbenona produzida em individuos cultivados a sol pleno e
a fenchona, que foi encontrada em porcentagens relativas de 7,90%, 9,93%, 7,78% e 3,59%
para plantas cultivadas em 0%, 30%, 50% e 80% de sombreamento, respectivamente (ARAUJO
etal.,2018).

Dessa forma, a planta Tetradenia riparia possui variacdes em seu rendimento de 6leo
essencial e composi¢do quimica dependendo da localidade onde foi cultivada, do nivel de
radiacao solar que estd sendo exposta, da temperatura, da época em que foi colhida e outros
fatores abidticos. Por esse motivo, o 6leo essencial extraido na primavera e no inverno tiveram
concentracdes diferentes de metabdlitos secunddrios (principalmente terpenos) e niveis de

rendimento.

4.2 Fracionamento do 6leo essencial de Tetradenia riparia por cromatografia em
coluna

Como as andlises por CG-EM nao possibilitaram a identifica¢do de alguns constituintes

majoritarios do 6leo essencial de 7. riparia, o 6leo foi submetido a fracionamento por
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cromatografia em coluna com o objetivo de isolar esses constituintes. E as fragdes obtidas
foram, incialmente, analisadas por CG-EM. Na Tabela 2 estdo reportadas as fracdes obtidas
bem como os compostos majoritdrios detectados em cada uma delas. As estruturas quimicas
destes compostos estdo representadas na Figura 6. Compostos que foram majoritdrios no 6leo
essencial (fenchona, f-cariofileno e J-cadineno) foram identificados nas fra¢des F1, F4, F8, F9,
F11 e F12. Entretanto, alguns compostos nao foram identificados, sendo necessario
posteriormente outras técnicas para confirmar a identificagdo. Os cromatogramas das fragdes

obtidas (F1-F20) estdo apresentados no apéndice A.

Tabela 2- Fracionamento do 6leo essencial de Tetradenia riparia

Fracoes Compostos Majoritarios Fase Movel Massa (g)

Hexano:
Diclorometano (v/v)

B - Cariofileno
F1 a- Bergamoteno 10:0 0,2013¢

Oxido de Cariofileno

Espatulenol
F2 N.I 10:0 0,0149¢

Oxido de Cariofileno

F3 Espatulenol 10:0 0,024¢

N.I
d - Cadineno 9:1

F4 Espatulenol 8:2 0,0043¢
N.I

F5 N.I 8:2 0,074¢g
N.I
N.I

F6 N.I 8:2 0,0033¢g

Dotriacontano

N.I
F7 N.I 8:2 0,0232¢g

Dotriacontano




0 - Cadineno
F8 N.I 8:2

Dotriacontano

0,0009g

N.I
F9 0 - Cadineno 8:2
Oxido de Manoila

Tetrapentacontano

0,0093g

Humulano-1,6-dien-3-o0l
F10 N.I 8:2
N.I

0,0018g

Fenchona
F11 N.I 8:2

Dotriacontano

0,0345g

Fenchona
F12 0 - Cadineno 8:2

Palustrol

0,0307g

N.I
F13 N.I 7:3

Ferruginol

0,0011g

N.I

F14 N.I 6:4
N.I
N.I

0,2412¢g

F15 N.I* 6:4

0,0523g

0- Cadinol
F16 N.I 6:4
N.I

0,0352¢

o - Cadinol
F17 N.I 6:4
N.I

0,1718¢

28



a - Cadinol 6:4

F18 N.I 1:1 0,5222¢
N.I

F19 o - Cadinol 1:1 0,0076¢g
N.I
N.I

F20 Diisobutil ftalato 1:1 0,0007¢g

Heneicosano

2- Metiloctacosano

29

N.I: Compostos ndo identificados, N.I*: Compostos nao identificados pelo método utilizado no CG-

EM.

B - Cariofileno

Fenchona

o - Cadinol

0o 5~
/;‘.-.\‘ WKHDJ%
6 - Cadineno =

ﬂ@“ X
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Oxido de Manoila
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Palustrol

Tau- Cadinol
Ferruginol

Figura 6 — Estruturas Quimicas de compostos majoritarios identificados pelo fracionamento do 6leo

essencial de T. riparia.
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O fracionamento do 6leo essencial de 7. riparia nao possibilitou o isolamento dos
compostos majoritdrios ndo identificados. Entretanto, as fracdes 5, 6 e 7 apresentaram
cromatogramas com picos correspondentes a esses compostos (Apéndice A), tendo uma a
Fracdo 5, particularmente, apresentado elevado grau de pureza em relagdo a dois compostos

(Fracdo 5 - (41): 86,62% e (44): 13,38%).

Os espectros de massas de ambos 0s compostos mostraram o pico de fon molecular em m/z
288 (Figuras 7 e 8). Em estudo anterior, o fracionamento do dleo essencial de 7. riparia levou
ao isolamento de um diterpeno do tipo abietano, até entdo, que foi identificado como 9f,13f3-
epoxi-7-abieteno. Naquele trabalho, a andlise do composto por espectrometria de massas
também mostrou um pico de fon molecular em m/z 288 (GAZIM et al., 2014). Outro estudo
mais recente (FERNANDEZ et al., 2017) levou ao isolamento de um composto a partir do
extrato das folhas de 7. riparia, que foi identificado como abieta-7,9 (11)-dien-13-f-o0l, que
também apresentou o pico em m/z 288, e corresponde a um isdmero constitucional do composto
isolado por Gazim et al., (2014) a partir do 6leo essencial da mesma planta. Na figura 9 estdao
representadas as estruturas quimicas do 9,13B-epoxi-7-abieteno e abieta-7,9 (11)-dien-13-f3-

ol.

Portanto, os dados espectrais obtidos para os dois compostos presentes nas fracoes 5, 6 e 7
obtidas no presente trabalho permitem sugerir que tais compostos possam corresponder aos
dois diterpenos identificados nos trabalhos de Gazim et al., (2014) e Fernandez et al., (2017)
ou podem ser novos isomeros destes abietanos ja conhecidos. Em se confirmando que um dos
compostos nao identificados nas referidas fragdes corresponda ao abieta-7,9 (11)-dien-13--ol,
este serd o primeiro relato da identificagdo deste composto no 6leo essencial da planta, uma vez
que o mesmo foi isolado apenas a partir de extratos das folhas da planta. A elucidacdo da
estrutura destes dois compostos serd realizada pelo grupo de pesquisa em trabalho subsequente,

apos isolamento e caracterizacao quimica dos mesmos.
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Figura 7 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do composto 41 referente a Fragcdo 5. O nimero 41 é
referente ao relatado na Tabela 1.
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R OH

9B,13p-epoxi-7-abieteno abieta-7.9 (11)-dien-13-B-ol

Figura 9 — Estruturas quimicas de compostos isolados (A) dleo essencial de T. riparia e (B) extrato de

folhas de T. riparia. (A) Fonte: GAZIM, et al., 2013 e (B) Fonte: FERNANDEZ, et al., 2017.

Além disso, com o fracionamento do 6leo essencial de T. riparia foi possivel identificar
e separar compostos que geralmente fazem parte da composi¢do do 6leo essencial, como o
Espatulenol e Oxido de Manoila (BALDIN et al.,, 2018, BLYTHE et al., 2020). Esses
compostos nao foram detectados na analise por CG-EM dos 6leos essenciais devido a presenca
de picos sobrepostos e/ou coeluidos, o que dificultou a sua deteccdo. O software utilizado
quantifica os compostos com base na édrea e altura dos picos utilizando a contagem total de {fons
(TIC) e essa abordagem € suscetivel a presenca de compostos coeluintes e sobrepostos

(JOHNSEN et al., 2017).

4.3 Bioensaios de Nematoides

4.3.1. Bioatividade in vitro do Oleo Essencial de Tetradenia riparia contra
Meloidogyne javanica
ApOs a caracterizag@o quimica do 6leo essencial de 7. riparia, a solu¢do produzida com
Tween 20 foi submetida a ensaio bioldgico para avaliacdo da sua atividade nematicida. As
concentracdes testadas foram avaliadas quanto a capacidade de produzir imobilidade de
fitonematoides J2 em relacdo ao controle Tween 20 a 0,4% durante 72 h, sendo comparada a

porcentagem média de J2 iméveis entre os tratamentos.

Foram testados o 6leo essencial extraido no inverno e na primavera. Para o primeiro
Oleo, os resultados obtidos de imobilidade pelas concentragdes testadas ndo diferiram
significativamente do controle negativo (F (5,23) = 1.2152, p = 0.342), como representado pelo
grafico na Figura 10. Na concentracdo de 30 mg/mL, o dleo essencial produziu a maior média
de J2 imobilizados (33,5%) em comparacdo com os outros tratamentos, o que pode ser

considerado um valor baixo, que indica pouco efeito paralisante.
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Figura 10 — Efeito na imobilidade de juvenis infectantes de segundo estagio (J2) de Meloidogyne
Jjavanica em contato com emulsdes do 6leo essencial de Tetradenia riparia extraido no inverno. Médias

seguidas pela mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para o 6leo essencial extraido na primavera, as porcentagens de imobilidade produzida
pelo 6leo nas concentragdes entre 1,0 mg/mL e 30 mg/mL foram maiores e diferiram
estatisticamente do efeito causado pelo controle negativo, (F (7,39) = 38.38, p < 0,008),
indicando um efeito paralisante (Figura 11). Foi possivel perceber um aumento no nimero de
J2 imobilizados com o aumento da concentracdo do 6leo essencial. A concentracdo de 30
mg/mL produziu a maior taxa de imobilidade com 73,0%, o que corresponde a 23,5% a mais

de inibi¢do que a concentragdo de 25 mg/mL.
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Figura 11 — Efeito na imobilidade de juvenis infectantes de segundo estagio (J2) de Meloidogyne
Jjavanica em contato com emulsdes do dleo essencial de Tetradenia riparia extraido na primavera.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Com base nos resultados obtidos de imobilidade, foi possivel determinar um valor de ECsg
de 20,74 mg/mL e estimar o valor de EC9p em 47,84 mg/mL. Na Figura 12 estd representada a
curva dose-resposta € o ponto exato do valor de ECso determinado. J4 na Tabela 3, estao
representadas as porcentagens de imobilidade de J2 de Meloidogyne javanica em contato com

os dois 6leos essenciais testados.
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propor¢do de J2 imobilizados de Meloidogyne javanica.

Tabela 3- Efeito dos 6leos essenciais de Tetradenia riparia na imobilidade de J2 de

Meloidogyne javanica
Tratamento Concentracao (mg/mL) Imobilidade de J2 (%)

Controle 11,3 +6,9
15,0 19,8 £7,7

18,0 12,0£5,5
OETRI 20,0 17,1 £13,6
25,0 23,3 £20,5
30,0 33,6 £11,0

Controle 6,0 +3,8
1,0 17,9 +3,9

5,0 24,8 +£7,0
10,0 38,1 £11,7
OETRP 15,0 46,8 £ 11,0
20,0 425+7,0

25,0 49,5+438

30,0 73,0 £5,1

Controle: Solu¢do de Tween 20 (0,4%); OETRI: Oleo Essencial de Tetradenia riparia extraido no

Inverno; OETRP: Oleo Essencial de Tetradenia riparia extraido na Primavera.
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De acordo com os resultados de imobilidade de J2, a concentragdo de 30 mg/mL
(OETRP) foi escolhida para ser testada em relac@o ao efeito na eclosio de ovos. A porcentagem
de J2 eclodidos na presenca do dleo essencial na concentracdo testada foi estatisticamente
menor que a porcentagem de J2 eclodidos na presenga apenas da solu¢cdo aquosa de Tween 20
(controle negativo) (F (1,9) = 13.892, p = 0.005812) (Figura 13). A concentracio de 30 mg/mL

inibiu a eclosdo dos ovos em 12% em relacdo ao controle negativo.

507

40 7

307

201

J2 eclodidos (%)

109

c-:nirole 3E|rnlurml
Concentracdo do Gleo essencial de Tetradenia riparia
Figura 13 — Eclos3o de juvenis infectantes de segundo estdgio (J2) Meloidogyne javanica a partir de

ovos em contato com emulsdo do 6leo essencial de Tetradenia riparia extraido na primavera na

concentracdo de 30 mg/mL. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Para efeito de comparacdao de resultados, estudos para avaliagdo da atividade
antinematoide de 6leos essenciais de plantas sdo realizados hd muitos anos. Um exemplo € o
trabalho desenvolvido por Oka et al., (2000), em que foi observado que 6leos essenciais de
Carum carvi, Foeniculum vulgare, Mentha rotundifolia e Mentha spicata produziram altos
indices de imobilidade de J2 (100%) e inibi¢ao de eclosdo de ovos (< 95%) de M. javanica na

concentracdo de 1000 puL/L. Entretanto, alguns 6leos essenciais como o de Laurus nobilis
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tiveram baixa imobilidade de J2 (7,8%) e alta taxa de eclosao de ovos (29,4%) em comparagao

com os outros 0leos essenciais.

Na literatura ja foram reportados outros 6leos essenciais com efeitos em outra espécie
do género Meloidogyne (M. incognita). Em um estudo recente, o 6leo essencial de mostarda
preta (Brassica nigra) apresentou aumento do efeito paralisante em J2 proporcional ao aumento
das concentragdes (1,0 a 100 pg/mL), com 100% de imobilizacdo em até 24h nas concentragdes
de 75 e 100 pg/mL (DUTTA et al., 2021). O dleo essencial de cravo-da-india (Syzygium
aromaticum) produziu diminui¢io na eclosdo dos ovos em uma concentragdo de
aproximadamente 0,1 % v/v com valores de ECso = 0,097 % v/v para ovos eclodidos e ECso =
0,145 % v/v para imobilidade de J2 (MEYER et al., 2008). O 6leo essencial de Dysphania
ambrosioides produziu inibi¢des na eclosido dos ovos que variaram de 27% a 43% em relagdo
ao controle negativo, com eclosdo de J2 entre 30 a 45% para as concentragdes de 300, 600 e

900 ug/mL (BARROS et al., 2019).

No presente trabalho, observamos que o 6leo essencial de T. riparia produziu efeito
importante sobre a mobilidade de J2 (73,0 %) e sobre a inibi¢do da eclosdao de ovos (27,8 %)
de M. javanica em concentra¢des mais elevadas (30 mg/mL) que as observadas na maioria dos
trabalhos aqui citados. Embora estes achados indiquem que o 6leo essencial de 7. riparia nao
apresenta atividade suficientemente elevada para ser utilizado para o controle efetivo de
fitonematdides em agricultura, o trabalho reporta, pela primeira vez, a atividade do 6leo desta
espécie contra nematoides das galhas (Meloidogyne sp). Segundo nossos levantamentos
bibliogréficos, até a presente data, apenas um trabalho avaliou a atividade anti-helmintica de
um metabdlito isolado de extratos de folhas de 7. riparia, o composto 8(14), 15-
sandaracopimaradieno-70, 18-diol. Entretanto, o composto foi avaliado apenas contra o
nematoide de vida livre da espécie Caenorhabditis elegans. No trabalho citado foi comprovado

atividade anti-helmintica com IC50 = 5,4 + 0,9 pg /ml (VAN PUYVELDE et al., 2018).

A maioria dos trabalhos sobre efeitos antinematdide de Sleos essenciais atribui tal
atividade, principalmente, a presenca de terpenos. Ntalli ez al., (2010) avaliaram a atividade
nematicida de 6leos essenciais de 8 plantas diferentes e 13 componentes terpénicos contra M.
incognita de forma individual. Dentre as espécies testadas, os 6leos essenciais potentes foram
de Origanum vulgare e Origanum dictamnus com valores de EC50 de 2,11, 1,55, 2,47 e 1,72
pL/mL, respectivamente, apds 24 e 96 hrs. Os compostos oxigenados tiveram um desempenho

melhor que os hidrocarbonetos quando testados individualmente, enquanto L-carvona,



38

pulegona, trans-anetol, eugenol e carvacrol tiveram 100% de imobilidade de J2 em 24 h, com
concentracdes de 239 a 533 uL/mL. Os compostos p-cimeno, limoneno e f-cariofileno nao
chegaram a imobilizar 50% dos J2 com a maior concentragdo testada. J4 os compostos geraniol,
timol e terpinen-4-ol tiveram uma bioatividade moderada com paralisia de 100% de J2 em 24
h, nas concentracdes de 439, 1000 e 969 uL/mL e valores de EC50= 237, 390 e 392 uL/mL,

respectivamente.

Resultados anteriores demonstraram o efeito dos monoterpeinoides na mobilidade de J2
e eclosdo de ovos. Dentre os 22 monoterpeinoides testados (nas concentragdes de 250 e 500
mg/L), os compostos terpinen-4-ol, a-terpineol, citronelol, citral, carveol, borneol e geraniol
foram os mais eficientes. Além disso, perceberam que compostos com grupos hidroxila ou
carbonila foram mais potentes do que outros monoterpenos oxigenados. Por exemplo, o éter
ciclico 1,8-cineol apresentou baixa atividade quando comparado com o a-terpineol, do qual é
derivado, o que indica que o grupo funcional € muito importante para a atividade nematicida

(Figura 14) (ECHEVERRIGARAY et al., 2010).

OH

1,8- cineal a- terpineol

Figura 14 — Estrutura quimica dos compostos 1,8- cineol e a-terpineol.

Em relacdo aos compostos majoritdrios identificados no 6leo essencial de 7. riparia
(fenchona, canfora e B-cariofileno), estudos reportaram uma baixa atividade antinematoide em
comparacdo com outros compostos quando avaliados de forma individual, pois necessitaram de
concentragcdes maiores para atingirem 50% de J2 imobilizados e inibi¢cdo na eclosdo de ovos de
M. incognita. Entretanto, compostos minoritarios como terpinen-4-ol e a-terpineol tiveram uma
boa a¢do nematicida e o limoneno, em um dos trabalhos, teve porcentagem de eclosdo de ovos
em 28,6% (ABDEL RASOUL, 2013; ECHEVERRIGARAY, et al., 2010; NTALLI, et al.,
2010).

Os dleo essenciais sdo constituidos por substancias quimicas complexas que podem

interagir de forma sinérgica, aditiva e/ou antagodnica, o que contribuem para suas atividades
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bioldgicas que podem ser desempenhadas por seus componentes majoritdrios ou minoritarios
(LAHLOU, 2004; VERDEGUER, et al., 2020). Além disso, a atividade bioldgica de um 6leo
essencial pode estar relacionada com a interag@o sinérgica entre os compostos inativos e ativos
e que alguns embora nio sejam ativos individualmente, a presenca de todos os constituintes

pode ser necessdria para a toxicidade total do 6leo essencial (JIANG, et al., 2009).

Sendo assim, € possivel que o 6leo essencial de Tetradenia riparia possua componentes
que, individualmente, possam apresentar boas atividades nematicidas e outros que nao possuem
efeitos expressivos. Também, a diferenca na acdo entre o 6leo essencial extraido no inverno e
na primavera pode estar relacionada com a diminui¢do e falta de compostos terpénicos
importantes que tiveram acdo nematicida reportada em outros trabalhos (por exemplo terpinen-
4-ol e a-terpineol). Estes resultados poderdo servir de ponto de partida para trabalhos futuros
para a avaliacdo do efeito dos compostos identificados no 6leo essencial de 7. riparia,

isoladamente, sobre a mobilidade de J2 e eclosdo de ovos de nematoides das galhas.

5. CONCLUSAO

Os 6leos essenciais da planta Tetradenia riparia extraidos no inverno € na primavera
apresentaram diferencas em sua composicao quimica. Para o 6leo extraido na primavera, foi
observado um aumento na concentracdo dos compostos terpénicos majoritarios e a presenca de
compostos com atividades nematicidas ja relatadas na literatura. Foram obtidas fracdes do 6leo
essencial por cromatografia em coluna, sendo identificados os compostos majoritarios
fenchona, f- cariofileno e J-cadineno. Alguns compostos majoritarios niao foram identificados
por CG-EM. O fracionamento do 6leo por cromatografia em coluna permitiu uma separacao
eficiente, levando a obtencdo de algumas fracdes com elevado grau de pureza. Sendo
confirmado que algum destes compostos nio foi previamente identificado no 6leo essencial
desta espécie, o trabalho resultard em maior contribui¢do para a caracteriza¢dao dos constituintes
quimicos produzidos pela planta. No caso de alguns destes compostos for inédito, uma
contribuicdo substancialmente maior serd dada a Quimica dos Produtos Naturais. Apesar dos
resultados obtidos a respeito da atividade antinematoide do 6leo essencial de Tetradenia riparia
terem sido menos expressivos em comparacdo com outros relatados na literatura para ser
indicado e explorado como possivel nematicida natural, os resultados demonstraram um efeito
sobre a imobilidade de J2 e eclosdo dos ovos, o que contribui para a diminui¢do do parasitismo.
Além disso, esse é o primeiro estudo realizado com o 6leo essencial de T.riparia contra

fitonematoides do género Meloidogyne. Em trabalhos posteriores os constituintes quimicos de
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algumas das fracdes obtidas poderdo ser isolados por fracionamento subsequente ou
recristalizacao, permitindo elucidar suas estruturas quimicas. E poderdo avaliar o potencial do
6leo essencial e dos seus proprios constituintes em suas formas puras, para o controle de outros

fitopatgenos, fitonematoides do género Meloidogyne e de outros géneros de interesse agricola.
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APENDICE A

Cromatogramas das fracdes obtidas do fracionamento do 6leo essencial de Tetradenia riparia
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Figura 15 — Cromatograma de ions totais (TIC) da Fragdo 1. (A): a- Bergamoteno; (B): Oxido de

Cariofileno. O nimero do composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 16- Cromatograma de {ons totais (TIC) da Fragédo 2. (C): Espatulenol; (N): Nio identificado;

(D): Oxido de Cariofileno
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Figura 17 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragéo 3. (C): Espatulenol; (N): Nio identificado.
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Figura 18 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragdo 4. (C): Espatulenol; (N): Néo identificado.

O nimero do composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 19 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragéo 5. Os nimeros dos compostos referem-se

aos relatados na Tabela 1.
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Figura 20 - Cromatograma de {ons totais (TIC) da Fragdo 6. (N): Nio identificado; (E):

Dotriacontano. O nimero do composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 21 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracdo 7. (N): Nao identificado; (E):

Dotriacontano. Os nimeros dos compostos referem-se aos relatados na Tabela 1.
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Figura 22 - Cromatograma de {ons totais (TIC) da Fracdo 8. (N): Nao identificado; (E):

Dotriacontano. O nimero do composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 23 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragcdo 9. (N): Nao identificado; (F): Oxido de

Manoila; (G): Tetrapentacontano. O nimero do composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 24 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracao 10. (N): Nao identificado; (H): Humulano-

1,6-dien-3-ol.
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Figura 25 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracdo 11. (N): Nao identificado; (E):

Dotriacontano. O nimero do composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 26 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Frac¢ao 12. (I): Palustrol. Os ndimeros dos

compostos referem-se aos relatados na Tabela 1.
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Figura 27 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fracdo 13. (N): Néo Identificado; (J): Ferruginol. O

nimero do composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 28 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragdo 14. (N): Nao Identificado. O nimero do

composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 29 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragdo 16. (K): 8- Cadinol; (N): Nao Identificado.

O numero do composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 30 - Cromatograma de fons totais (TIC) da Fragdo 17. Os nimeros dos compostos referem-se

aos relatados na Tabela 1.
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Figura 31 - Cromatograma de {ons totais (TIC) da Fracdo 18. Os nimeros dos compostos referem-se

aos relatados na Tabela 1.
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Figura 32 - Cromatograma de {ons totais (TIC) da Fracdo 19. (N): Nio identificado. O niimero do

composto refere-se ao relatado na Tabela 1.
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Figura 33 - Cromatograma de {ons totais (TIC) da Fracdo 20. (N): Nao identificado; (L): Diisobutil

ftalato; (M): Heneicosano; (O): 2- Metiloctacosano



