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SOUZA, Tércio Silva. Perfil cromatografico do 6leo essencial e diversidade
quimiotipica de Psidium guajava L. 2015. 97p. Tese (Doutorado em Producao
Vegetal/Biotecnologia e Ecofisiologia do Desenvolvimento de Plantas) Universidade

Federal do Espirito Santo, ES.

RESUMO

Oleos essenciais de folhas de 22 gendtipos de Psidium guajava provenientes de plantios
experimentais em diferentes ambientes localizados no Espirito Santo — Brasil foram
extraidos por hidrodestilacdo e caracterizados por analise de CG-DIC-EM. O rendimento
médio de extracdo foi de 0,4% (m/m). No total, 33 compostos foram identificados
representando 87,5-99,0% da composicao total, com predominancia de sesquiterpenos em
todas as amostras. Dezesseis compostos volateis foram identificados como majoritarios, dos
quais os mais significativos foram: (E)-trans-Caryophyllene, alpha-Humulene, trans-
Nerolidol, beta-Bisabolene, Hinesol e beta-Bisabolol. Nos gendétipos comerciais (PAL, P.S,
SEC, ROX e PET) predominaram os compostos (E)-trans-Caryophyllene, alpha-Selinene,
Caryophyllene oxide, Hinesol, 14-hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene e nos genétipos Cortibel
(C1-C17) Limonene, (E)-trans-Caryophyllene, alpha-Humulene, beta-Bisabolene, trans-
Nerolidol, beta-Bisabolol, alpha-Bisabolol. Variagbes no perfil cromatografico do oOleo
essencial entre os ambientes, foram mais expressivos nos genétipos C7, C13 e C17 e
menos nos gendtipos C1, C5, C16 e PET. Os gendtipos C10, C13 e SEC mostraram altos
niveis de (E)-trans-Cariofileno, C3 e C6 de alfa-Humuleno, C2, C8, C12, C15 e C16 de beta-
Bisabolol, compostos que tiveram pouca influéncia ambiental e apresentaram atividade
biol6gica comprovada, tornando viavel a utilizagdo destes gendtipos como potencial fonte
deste compostos e em programas de melhoramento, nos processos de selecdo e de
cruzamento. Além disso, o (E)-trans-Cariofileno aparece como um marcador quimico
potencial para a identificacdo da espécie, esta presente de forma majoritaria nos 22
gendtipos estudados. Por andlise de fatores foram definidos trés quimiotipos a partir da
composicao quimica do 6leo essencial: quimiotipo 1 (Comercial - PAL, SEC, PS, PET, C7,
C11 e C17M) caracterizados por altos niveis de beta-Selineno, alfa- Selineno, Hinesol, 14-
hidroxi-epi-(E)-Cariofileno, sendo o beta-Selineno e alfa-Selineno seus marcadores
guimicos; Quimiotipo 2 (C10 e C13) apresentaram niveis elevados de Elemol, trans-
Nerolidol, trans-B-Eudesmol e (2Z, 6Z)-Farnesol, indicados como os seus marcadores
guimicos; Quimiotipo 3 (Cortibel - C1, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C9, C12, C14, C15, C16,



C17L) caracteriza-se por niveis elevados de alfa-Cedreno, cis-alfa-Bergamotene, alfa-
Humuleno, Humuleno epoxido, epi-alfa-Cadinol, beta-Bisabolol, alfa-Bisabolol, com beta-

Bisabolol e alfa-Bisabolol indicados como 0s seus marcadores quimicos.

Palavras-chave: variabilidade quimiotipica, melhoramento vegetal, compostos bioativos,
marcadores quimicos, quimiotipos, andlise de fatores.



SOUZA, Tércio Silva. Chromatographic profile of essential oil and chemotypes
diversity on Psidium guajava L. 2015. 97 p. Thesis (Doctorate in Vegetal
Production / Biotechnology and Ecophysiology of Plants Development) Federal

University of Espirito Santo, ES.

ABSTRACT

Essential oils from leaves of 22 genotypes P.guajava collected in an experimental plantations
of different environments, located in Espirito Santo - Brazil, were extracted by
hydrodistillation and characterized through analysis of FID-GC-MS. The average extraction
yield was 0.4% (w/w). In total 33 compounds were identified representing 87.5 to 99.0% the
total composition, with a predominance of sesquiterpenes in all samples. Sixteen volatile
compounds have been identified as major, of which the most significant are: (E)-trans-
Caryophyllene, alpha-Humulene, trans-Nerolidol, beta-Bisabolene, beta-Bisabolol and
Hinesol. In the commercial genotypes (PAL, PS, SEC, ROX and PET) the predominant
compounds were: (E)-trans-Caryophyllene, alpha-Selinene, Caryophyllene oxide, Hinesol,
14-hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene, in the Cortibel genotypes (C1-C17) predominate
Limonene, (E)-trans-Caryophyllene, alpha-Humulene, beta-Bisabolene, trans-Nerolidol, beta
and alpha-Bisabolol. Were observed variations in the chromatographic profile of essential olil
between environments, being more expressive in genotypes C7, C13 and C17 and less on
genotypes C1, C5, C16 and PET. The different environmental conditions exerted influence in
the variability of the chromatographic profile of the essential oil, being more expressive in the
genotypes C7, C13 and C17 and less expressive in C1, C5, C16 and PET. The genotypes
C10, C13 and SEC showed high levels of (E)-trans-Caryophyllene, C3 and C6 of alpha-
Humulene, C2, C8, C12, C15 and C16 of beta-Bisabolol, compounds that showed little
influence of environmental conditions and have biological activity proven, which makes it
feasible to use these genotypes in breeding programs, in the selection and crossing
processes. Furthermore, the (E)-trans-Caryophyllene appears as a potential chemical marker
for identification of the species. From the chemical composition of P.guajava oil by
multivariate analysis of factors, were defined three chemotypes: Chemotype 1 (Commercial -
PAL, SEC, PS, PET, C7, C11 and C17M) characterized by high levels of beta-Selinene,
alpha-Selinene, Hinesol, 14-Hydroxy-epi-(E)-Caryophyllene, with beta-Selinene and alpha-
Selinene their chemical markers; Chemotype 2 (C10 and C13) showed elevated levels of

Elemol, trans-Nerolidol, trans-beta-Eudesmol and (2Z, 6Z)-Farnesol, indicated as their



chemical markers; Chemotype 3 (Cortibel - C1, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C9, C12, C14, C15,
C16, C17LI) characterized by elevated levels of alpha-Cedrene, cis-alpha-Bergamotene,
alpha-Humulene, Humulene epoxide, epi-alpha-Cadinol, beta-Bisabolol, alpha-Bisabolol,
with beta and alpha-Bisabolol indicated as their chemical markers.

Keywords: chemotypes variability, plant improvement, bioactive compounds, chemical

markers, chemotypes, factor analysis.
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1. INTRODUCAO

Psidium guajava L. pertencente a familia Myrtaceae apresenta mais de 160
cultivares no mundo, € apreciada pelo sabor, aroma e valor nutritivo caracteristicos
de seus frutos e por suas potencialidades como fontes de fitoquimicos (ROTH, 2010;
COSER ET AL., 2012; RODRIGUEZ et al., 2010; GOVAERTS, 2010; GUTIERREZ
ET AL., 2008; KAMATH et al., 2008; GEIDAM et al., 2007). Parte das propriedades
bioldgicas atribuidas a espécie estao relacionadas ao 6leo essencial (MAILOA et al.,
2014; BISWAS et al, 2013; NIMISHAA et al, 2013; SAPKOTA et al.,, 2012;
MOHAMED et al., 2012; METWALLY et al., 2011; SACCHETTI et al., 2010;
METWALLI et al., 2010; JOSEPH et al., 2010; DEGUCHI e MIYAZAKI, 2010; JU-
WEN WU et al., 2009; DAS et al., 2009), o qual possui matriz complexa e diversa
com predominancia de mono e sesquiterpenos (KHADHRI et al., 2014,
SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES, 2011).

A literatura apresenta relatos de diferentes perfis cromatograficos para o 6leo
essencial de P. guajava, o que pressupde a existéncia de variabilidade quimiotipica
para a espécie (KHADHRI et al., 2014; SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-
NOVALES, 2011; JOSEPH et al., 2010; LIMA et al., 2009; CHEN et al., 2007; COLE
e SETZER, 2007; SILVA et al., 2003). Esta variabilidade esta relacionada a fatores
genéticos que contribuem de forma determinante para a ocorréncia de polimorfismo
guimico na espécie e também por fatores fisiolégicos e ambientais que afetam de
forma qualitativa e quantitativa a composicdo do Oleo essencial de acordo com
fatores climaticos, composicao do solo, 6rgdo da planta, idade, sazonalidade e ciclo
circadiano (ALVES et al., 2013; BOTREL et al., 2010; BAKKALI et al., 2008).

O conhecimento da variabilidade quimiotipica do éleo essencial de P. guajava pode
direcionar o seu uso e orientar programas de domesticacdo, melhoramento genético
(STESEVIC et al., 2014; RADULOVIC e DEKIC, 2013), pois permite a identificagéo e
selecdo de genotipos para diferentes finalidades e as condigcbes ambientais mais
favoraveis para producdo agrondmica de frutos e a exploracdo do 6leo essencial,

afim de associa-los a sua potencial aplicacdo, seja na medicina popular, indastria
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quimica, farmacoldgicos, estudos quimiotaxondmicos e agregar valor a cultura

tornando-a mais sustentavel.

Andlises quimicas do O6leo essencial permitem conhecer quantitativamente e
qualitativamente os compostos presentes, mesmo quando estes se encontram em
quantidades muito pequenas (ppm). Os 6leos essenciais podem conter dezenas de
compostos e a identificacdo destes pode ajudar a delimitar diferencas existentes
entre 0s gendtipos, definir agrupamentos de gendtipos semelhantes (quimiotipos) e
substancias com potencial para marcadores quimicos (YAPIA et al, 2014,
STESEVIC et al., 2014; RADULOVIC e DEKIC, 2013).

No estudo da diversidade quimiotipica dos Oleos essenciais podem ser utilizadas
varias analises multivariadas para avaliar a divergéncia entre gendtipos e selecionar
os descritores mais importantes para sua discriminagdo (OLIVEIRA et al., 2014,
VALENTE et al., 2011; TORRES, 2008). Para a escolha do tipo de analise a ser
aplicada, deve-se levar em consideracdo o fato de que plantas superiores
apresentam duas vias metabdlicas capazes de sintetizar precursores dos 6leos
essenciais (BISWAS et al, 2009; DEWICK, 2009; PHILLIPS, 2008), e estas vias
estdo inter-relacionadas, podendo gerar compostos com alta correlacdo entre si
(multicolineares) (VALENTE et al., 2011).

A andlise de fatores pode ser aplicada neste contexto (OLIVEIRA et al., 2014) e
consiste em identificar um numero menor de novas variaveis alternativas nao
correlacionadas e que, de algum modo, sumarizem as informacdes principais das
variaveis originais encontrando os fatores ou variaveis latentes através das relacdes
de covariancia (OLIVEIRA et al., 2014; BAKKE et al., 2008; BELFIORE et al., 2006).
Os novos grupos de variaveis representam um Uunico constructo ou fator ou
“supercaracteristica”, que é responsavel pelas correlagbes observadas (DAMASIO,
2012; BOMFIM et al., 2011; MINGOTI, 2005; HAIR JUNIOR et al., 2005; NOVAES,
2004) eliminando problemas de multicolinearidade e tornando os resultados mais

confiaveis.
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Considerando a existéncia de variabilidade quimiotipica, faz-se necessario conhecer
o perfil quimico de cada gendtipo ou grupo de gendtipos com quimiotipos
semelhantes e as ambientais mais favoraveis para associa-los a sua potencial
aplicacdo. O uso de material vegetal na indastria quimica para fins de quimica fina,
aplicacbes farmacologicas e agrondmicos, requer caracterizagédo e identificagdo de
quimiotipos (SANDASI et al.,, 2013; PAULA et al.,, 2011; POTZERNHEIM et al.,
2006).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar a composicdo quimica e o perfil cromatografico dos Oleos essenciais
extraidos das folhas de 22 gendtipos de P. guajava cultivados em dois ambientes
(Mimoso do Sul/ES e Linhares/ES);

Caracterizar a diversidade quimiotipica e identificar diferentes marcadores quimicos
para cada quimiotipo do 6leo essencial extraido de folhas de 22 genétipos de P.
guajava cultivados em dois ambientes (Mimoso do Sul/ES e Linhares/ES).

2.2. Objetivos especificos

Coletar e extrair 60leo essencial das folhas de 22 diferentes genétipos de Psidium

guajava L. cultivados em dois ambientes (Mimoso do Sul/ES e Linhares/ES);

Analisar os 6leos essenciais de P.guajava por Cromatografia Gasosa com detector
de lonizacdo por Chama (CG-FID) e por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-MS);

Identificar a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais de P.guajava e caracterizar

seus perfis cromatograficos;

Analisar os diferentes perfis cromatograficos por estatistica multivariada via Analise
Fatorial (AF);

Identificar os diferentes agrupamentos (Quimiotipos) e o0s compostos que mais

contribuem para formacéo dos grupos;

Caracterizar os diferentes marcadores quimicos para cada quimiotipo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. P.guajava e o perfil quimico do seu 6leo essencial

Myrtaceae € uma familia de plantas dicotileddneas de regifes quentes amplamente
distribuidas pelo mundo, aproximadamente 5600 espécies agrupadas em 132
géneros (GOVAERTS et al., 2012; ROTH, 2010). Constituindo uma das 10 familias
com maior riqueza de espécies do Brasil, com 23 géneros e 976 espécies (SOBRAL
et al., 2012; FORZZA et al., 2010).

Dentre as espécies pertencentes a Myrtaceae tem-se a “goiabeira” (Psidium guajava
L.), a espécie mais conhecida do género Psidium, devido a importancia econémica
do cultivo de seus frutos. Existe mais de 160 cultivares de “goiabeiras” espalhadas
pelo mundo. Os paises que se destacam na sua producdo e atendem os mercados
internacionais tanto com frutas in natura como em produtos processados s&o: india,
Paquistdo, Brasil, México, Tailandia, Peru, Filipinas (NIMISHAA ET AL., 2013;
AGRIANUAL, 2013; PEREIRA e NACHTIGAL, 2009).

As principais variedades comerciais cultivadas no Brasil sdo: Paluma, Pedro Sato,
Rica, Sassaoka, Ogawa Branca, Kumagai, White Selection of Florida, Banaras e
Iwao. Destaca-se a cultivar Paluma que representa cerca de 70% das “goiabeiras”
cultivadas no Brasil (PEREIRA e KAVATI, 2011). Existem ainda outros genétipos
com grande potencial para producdo e comercializacdo (COSER et al.,, 2012;
PEREIRA; KAVATI, 2011).

A P. guajava € apreciada n&do apenas pelo seu sabor, aroma e valor nutritivo
caracteristicos de seu fruto, bem como por suas potencialidades como fontes de
fitoquimicos com diversas atividades bioldgicas (ROTH, 2012; GOVAERTS et al.,
2008; GUTIERREZ et al., 2008; KAMATH et al., 2008; GEIDAM, 2007).
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Na medicina popular suas folhas e brotos sao utilizados na forma in natura e no
preparo de decocgdes, chas e banhos (ROTH, 2012; GUTIERREZ et al., 2008). A
espécie esta entre as principais plantas medicinais de interesse ao Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006), devido & presenca de uma gama de compostos
bioativos com diversas propriedades biolégicas como: anti-inflamatéria (OJEWOLE,
2006), anticonvulsivante, analgésica, antidiarreica, antidiabéticas, hipoglicémica e
anti-hiperlipidémicas (GUTIERREZ et al., 2008), inseticida (RAJENDRAN e
SRIRANJINI, 2008), antimicrobiana (BISWAS et al., 2013; MOHAMED et al., 2012;
GUTIERREZ et al., 2008; RAJENDRAN e SRIRANJINI, 2008; OJEWOLE, 2006),
anti-tosse (GUTIERREZ et al., 2008), antifiingica (ROZWALKA, 2008), anticestodal
(TANGPU e YADAYV, 2006) e antioxidante (HUI-YIN CHEN e GOW-CHIN YEN,
2007).

Parte de suas propriedades bioldgicas esta relacionada ao 6leo essencial (CHEN et
al., 2007; COLE e SETZER, 2007). Estes sdo armazenados principalmente nas
flores e folhas, em estruturas secretoras especializadas tais como, tricomas ou pelos
glandulares; células modificadas do parénquima, em canais secretores e em bolsas
secretoras lisigenas ou esquizolisigenas (BAKKALI et al., 2008), e ainda podem ser
encontrados na casca do tronco, madeira, raizes, frutos e sementes (COUTINHO et
al., 2006; JASSIM e NAJI, 2003).

Geralmente considera-se a composicdo do 6leo essencial como quimiotipo Unico
para a espécie. A quimiotipia € um fenémeno quimico no qual oleos essenciais de
uma mesma planta apresentam significante diferenca na producdo de seus
componentes quimicos majoritarios. A maioria da bibliografia publicada antes de
2010 descreve a quimiotipia como um evento que ocorre devido as diferencas de
solo, altitude e clima. Com a evolugao tecnoldgica e o avanco da genética verificou-
se que a quimiotipia (variedades ou racas quimicas) depende minimamente de
fatores ambientais, mas sim da variagdo genotipica entre as plantas, isto é: da
genética vegetal, normalmente relacionado com o processo de especiagao, ou seja,
de evolucdo entre as espécies. No entanto, a literatura apresenta relatos de
diferentes perfis cromatograficos para o 6leo essencial de P. guajava, 0 que

pressupde a existéncia de variabilidade quimiotipica (KHADHRI et al., 2014;
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SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES, 2011; JOSEPH et al., 2010; LIMA
et al., 2009; CHEN et al., 2007; COLE e SETZER, 2007; SILVA et al., 2003).

A maquinaria celular consta de uma unidade informativa, os genes, que controlam a
formacdo dos catalisadores (enzimas) para a sintese de metabdlitos priméarios e
secundérios. Portanto, as rotas metabdlicas estdo sob o controle da constituicao
genética do organismo, sendo as rotas que originam metabdlitos secundarios
condicionados a variacfes temporais e espaciais (ROBERTS, 2007; ENFISSE et al.,
2005; GEISSMAN & CROUT, 1969).

As proporcdes relativas de metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em
diferentes niveis (sazonais e circadianos-diarias; intraplanta, inter- e intraespecifica)
e, apesar da existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer
modificacdes resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisiolégicos,
ecologicos e evolutivos. Estes séo resultados da especializacdo celular em que suas
manifestacfes se devem a expressao diferencial dos genes. Moléculas de produtos
naturais sao biossintetizadas por uma sequéncia de rea¢des que sao consequéncia
de complexos multienzimaticos, codificados a partir da expressao genética, 0os quais
permitem eficiente conversao dos substratos em produtos (DEWICK, 2009).

A existéncia de variabilidade quimiotipica pode ser causada por fatores genéticos,
que contribuem de forma determinante para a ocorréncia de polimorfismo quimico
na espécie e por fatores fisiologicos e ambientais, que afetam de forma qualitativa e
quantitativa a composi¢cdo do 6leo essencial, de acordo com fatores climaticos,
composicdo do solo, 6rgdo da planta, idade, sazonalidade e ciclo circadiano (ALVES
et al., 2013; BOTREL et al., 2010; BAKKALI et al., 2008).

O conhecimento da variabilidade quimiotipica do Oleo essencial da P.guajava
permite o direcionamento do uso como fitoquimicos, para identificacdo taxonémica
da espécie, visto que 6leo essencial obtido de uma planta serve como caracteristica
para a espécie. Como consequéncia pratica, esses compostos podem ser utilizados
em estudos quimiossistematicos (EDRIS, 2007; TROMBETTA et. al, 2005) e pode
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orientar programas de melhoramento genético (STESEVIC et al., 2014; RADULOVIC
e DEKIC, 2013), através da identificacdo e selecdo de gendtipos de interesse e
identificacdo das condigcbes ambientais mais favoraveis, ndo s6 para producao
agrondmica de frutos, mais também para a exploracédo do 6leo essencial, agregando

valor a cultura e a tornando mais sustentavel.

Assim, o conhecimento do perfil quimico do 6leo essencial de cada gendtipo ou
grupo de gendtipos com quimiotipos semelhantes e as substancias com potencial
para marcadores quimicos sdo importantes para associa-los a sua potencial
aplicacdo quando utilizado na indastria quimica e em fins farmacolégicos e
agrondmicos e também como ferramenta para a identificacdo quimiotaxonémica da
espécie e seus genotipos (SANDASI et al., 2013; PAULA et al., 2011; EDRIS, 2007,
POTZERNHEIM et al., 2006; TROMBETTA et. al, 2005).

No estudo da diversidade quimiotipica podem ser utilizadas varias andlises
estatisticas multivariadas para avaliar a divergéncia ou similaridades entre genaétipos
e selecionar os descritores mais importantes para sua discriminagéo (OLIVEIRA et
al., 2014; VALENTE et al., 2011; TORRES, 2008; CRUZ, 2008; BAKKE et al., 2008).

Na escolha do tipo de andlise a ser aplicada, deve-se levar em consideracdo que
plantas superiores apresentam duas vias metabdlicas capazes de sintetizar os
precursores universais dos 6leos essenciais, o isopentenil difosfato (IPP) e seu
isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP) (Figura 1). No citosol, IPP € gerado pela via do
acido mevalbnico (MVA), e através da acao da enzima IPP-isomerase, pode originar
DMAPP; ao passo que a sintese nos cloroplastos ocorre via do 2C-metil-D-eritritol-4-
fosfato (MEP) (DEWICK, 2009; BISWAS, 2009; PHILLIPS, 2008).

A sintese de acido mevaldnico a partir de 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA é catalisada
pela enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMGR), etapa que regula esta
via. A conversao de MVA em IPP ocorre por uma sequéncia de acdes enzimaticas
por MVA quinase; fosfomevalonato quinase; e pirofosfomevalonato descarboxilase.

Os isoprenoides plastidicos séo sintetizados pela via do metileritritol fosfato, também
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conhecida como via ndo-MVA ou via de Rohmer. Nesta, h4 a condensacdo de uma
molécula de piruvato com uma molécula de gliceraldeido 3-fosfato, originando 1-
deoxi-D-xilulose 5-fosfato (DXP), seguida pelo rearranjo e pela reducédo para MEP,
pela enzima DXP reduto-isomerase (DXR). Por uma série de reacdes subsequentes,
IPP e DMAPP séo originados como produtos finais (ENFISSI et al., 2005).
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Figura 1. Esquema das duas vias possiveis para a sintese de IPP (isopentenil difosfato) e

DMAPP (dimetilalil difosfato), mostrando a comunicacéo entre elas (adaptado de ROBERTS,
2007).

As primeiras pesquisas indicavam que o IPP sintetizado no citosol seria precursor do
farnesil difosfato (FDP) para a sintese de sesquiterpenos (C15) e triterpenos (C30),
da mesma forma que o IPP sintetizado nos cloroplastos seria precursor para o
geranil difosfato (GDP), utilizado na sintese de monoterpenos (C10), e geranilgeranil
difosfato (GGDP), utilizado na sintese de diterpenos (C20) e tetraterpenos (C40)

(Figura 2). Porém, através do bloqueio das vias MVA e MEP por inibidores foi
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demonstrado que a separacao entre essas duas rotas é quase inexistente, uma vez
que IPP e DMAPP sintetizados no citosol podem ser desviados para o metabolismo

nos cloroplastos, e vice-versa (BISWAS et al., 2009).
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Figura 2. Proposta de reacdo para a biossintese de monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos e tetraterpenos (Adaptado de GEISSMAN e CROUT, 1969).

Os 6leos essenciais sdo derivados de unidades isoprénicas pentacarbonadas e
classificados quanto ao numero de unidades de isopreno em sua estrutura, sendo
observados monoterpenos (2 unidades, 10C), sesquiterpenos (3 unidades, 15C),
diterpenos (4 unidades, 20C), triterpenos (6 unidades, 30C) e carotenoides (8
unidades, 40C). Os esteroides sdo sintetizados a partir dos triterpenos. Quando
estes compostos contém elementos adicionais, usualmente o oxigénio €
denominado terpenoide. Os Oleos essenciais sdo constituidos principalmente por
monoterpenos (90% dos O6leos) e sesquiterpenos, assim seu perfil terpénico
apresenta normalmente substancias constituidas de moléculas de dez e de quinze
atomos de carbono (MARINHO, 2010).
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Estas vias estdo associadas entre si, 0 que normalmente geram compostos que
estdo correlacionados, neste caso, quando analisados estatisticamente geram
funcdes de regressodes diferentes que proporcionam bons ajustes para um mesmo
conjunto de dados. Assim, os coeficientes de regressao estimados variam de uma
amostra para outra quando as Vvariaveis independentes estdo altamente
correlacionadas. Isso leva a informagdo imprecisa a respeito dos coeficientes
verdadeiros, sendo esse fenbmeno chamado de multicolinearidade (VALENTE et al.,
2011).

3.2. Quimiometria

A Quimiometria, area da quimica que estuda a aplicacdo de métodos estatisticos
multivariados. Entre as areas de maior interesse em quimiometria esta a resolucao
de sistemas multicomponentes. Uma série de métodos foi desenvolvida, visando a
determinacdo do numero de espécies presentes em misturas e a identificacdo dos
padrées de similaridade e dissimilaridade existente entre elas (SCARMINIO et al.,
1998).

A aplicabilidade de cada método depende da informacédo experimental disponivel e
do objetivo da analise e os problemas envolvendo sistemas multicomponentes
podem ser classificados em trés categorias: sistemas brancos, para os quais existe
informacédo disponivel sobre todas as espécies presentes; sistemas cinzas, para 0s
quais a informacédo disponivel é parcial; e sistemas pretos, para os quais ndo ha

qualquer informacéo disponivel a priori sobre as espécies presentes.

Existe uma série de métodos bem conhecidos para a resolugdo de sistemas
brancos, dos quais 0s principais sdo regressao linear multipla (RLM), filtro de
Kalman, método da matriz k, método da matriz p, regressdo nas componentes
principais (PCR, do inglés “principal component regression”) e regressao por
minimos quadrados parciais (PLS, “partial least squares”) (ANDREW et al., 1999;
MARTENS e NAES, 1989; BEEBE e KOWALSKI, 1987).
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O meétodo mais usado na resolucdo de sistemas cinzas € a analise de fatores por
aniquilacdo do posto generalizada (GRAFA, “generalized rank annihilation factor
analysis”). Para a resolugdo de sistemas pretos, podem ser citados: o0 método para
andlise de espectros correlacionados (DATAN, “data analysis”), a resolugdo de
curvas por automodelagem (SMCR, “self-modeling curve resolution”), a analise de
fatores (AF, “factor analysis”), a analise multivariada por automodelagem interativa
(SIMPLISMA, “interactive self modeling multivariate analysis”), o0 método da projegao
ortogonal (OPA, “orthogonal projection approach”), a analise de fatores por faixas
usando um alvo teste (WTTFA, “window target-testing factor analysis”) e os métodos
multidimensionais, tais como a analise paralela de fatores (PARAFAC, “parallel
factor analysis”). Dentre os métodos citados acima os mais comuns sdo o AF e a
PCR, ambos baseados na decomposi¢gdo em componentes principais (CP) (SENA,
2000; LOHNES et al.,, 1999; SANCHEZ e KOWALSKI, 1988; MAEDER, 1987,
WINDIG et al., 1987).

3.3. Andlise de fatores

Inicialmente, € necessario diferenciar a AF da Andalise de Componentes Principais
(ACP). A AF e a ACP sdo duas técnicas que tém por objetivo reduzir um
determinado nimero de itens a um menor nimero de variaveis. Ainda que haja uma
significativa diferenca entre essas duas técnicas de reducdo de dados, elas sao,
geralmente, utilizadas indiscriminadamente (WIDAMAN, 2007).

A ACP foi por muito tempo o método de redugcdo de dados mais utilizado. Sua
popularidade se deu, em grande medida, ao fato de que seus calculos
computacionais eram mais simples, e, portanto, mais rapidos e mais baratos,
guando comparados as AF (COSTELLO & OSBOURNE, 2005). Devido ao seu
amplo uso e ao fato de que ACP ¢€, ainda hoje, o método padréo de reducéo de
dados em muitos dos principais programas estatisticos, muitos pesquisadores

erroneamente acreditam que ACP seja um tipo de AF (JOLLIFE, 2005).
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As ACP geram componentes, enquanto as AF geram fatores. A diferenca entre
componentes e fatores esté relacionada a forma como os itens séo retidos. Ambos
0s meétodos de reducdo de dados assumem que a variancia de uma variavel é
composta por trés aspectos: variancia especifica; variancia comum; e variancia de
erro. A variancia especifica refere-se a porcdo de variancia do item que ndo é
compartilhada com nenhuma outra variavel. A variancia comum refere-se a variancia
que é compartilhada entre todos os itens que compdem determinado fator ou
componente. A variancia de erro refere-se a parcela do item ndo explicada pelo

componente ou fator.

A ACP esta baseada apenas na correlacéo linear das variaveis observadas, e nao
diferencia a variancia comum da variancia especifica entre os itens. Quando os itens
sdo retidos em um determinado componente, utilizando o método da ACP, os
indices apresentados incluem tanto a varidncia comum quanto a variancia
especifica. Ja nas AF, apenas a variancia comum (a parcela de variancia que os
itens compartilham entre si) € considerada. Uma vez que as AF tém por objetivo
revelar construtos latentes que explicam a covariancia entre os itens, as variancias
especificas (parcelas individuais dos itens) que ndo covariam entre si, ndo sdo

consideradas.

Ao comparar os resultados de uma ACP com os resultados de uma AF, é possivel
perceber que, na ACP, os itens tendem a apresentar cargas fatoriais e
comunalidades mais elevadas, e taxas de variancia explicada infladas, quando
comparadas a AF (WIDAMAN, 2007; COSTELLO & OSBOURNE, 2005). Isso ocorre
porque a variancia especifica de cada item é considerada. Esses resultados, porém,
sdo imprecisos quando se tem por objetivo compreender um construto latente que
gera a covariancia entre os itens (COSTELLO & OSBOURNE, 2005).

Devido ao fato de que a maioria dos estudos de quimiotipagem com O&leos
essenciais o interesse dos pesquisadores € observar um construto latente que
melhor explique a inter-relacdo entre os compostos (YAPIA et al., 2014; STESEVIC
et al.,, 2014; RADULOVIC e DEKIC, 2013; ROKBENI, 2013), o uso da ACP é



32

desaconselhado (COSTELO & OSBOURNE, 2005). Este fato esta relacionado as
vias biossintéticas dos Oleos essenciais, que estdo associadas entre si, 0 que
normalmente gera compostos que estdo correlacionados, neste caso, quando
analisados estatisticamente geram funcdes de regressdes diferentes que
proporcionam bons ajustes para um mesmo conjunto de dados. Assim, o0s
coeficientes de regressao estimados variam de uma amostra para outra quando as
variaveis independentes estdo altamente correlacionadas. Isso leva a informacéo
imprecisa a respeito dos coeficientes verdadeiros, sendo esse fenbmeno chamado
de multicolinearidade (VALENTE et al., 2011).

A Multicolinearidade consiste em um problema comum em regressdes, em que as
variaveis independentes possuem relacdes lineares exatas ou aproximadamente
exatas. O indicio mais claro da existéncia da multicolinearidade é quando o R2 é
bastante alto, mas nenhum dos coeficientes da regressdo € estatisticamente
siginificativo segundo o0 teste t convencional. As consequéncias da
multicolinearidade em regressdo sdo a de erros padrdo elevados no caso de
multicolinearidade moderada ou severa e, até mesmo, a impossibilidade de qualquer

estimacao se a multicolinearidade for perfeita (GUJARATI, 2000).

Quando as variaveis independentes sao correlacionadas, o coeficiente de regressao
de uma variavel independente depende de qual outra variavel independente é
incluida no modelo, pois adicionando ou deletando uma das variaveis independentes
mudam-se os coeficientes de regresséo. Assim, um coeficiente de regresséao deixa
de refletir os efeitos inerentes de particular variavel independente sobre a variavel

dependente, mas reflete apenas efeito parcial (GUJARATI, 2000).

7

A Andlise Fatorial € aplicada quando ha um numero grande de variaveis
correlacionadas entre si (multicolineares). Consiste em identificar um namero menor
de novas varidveis alternativas, nao correlacionadas e que, de algum modo,
sumarizem as informacgdes principais das variaveis originais encontrando os fatores
ou variaveis latentes através das relacbes de covariancia entre as variaveis,

eliminando assim problemas de multicolinearidade e tornando os resultados mais
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confidveis (BAKKE et al., 2008; BELFIORE et al., 2006). Assim, obtém-se como

resultado grupos com todas as variaveis altamente correlacionadas entre si, mas

com baixas correlacdes com variaveis de um grupo diferente. Logo, cada grupo de

novas variaveis representam um unico constructo ou fator ou “supercaracteristica”,

que é responsavel pelas correlagdes observadas (BOMFIM et al., 2011; DAMASIO,
2011; BELFIORE et al., 2006; MINGOTI, 2005; HAIR JUNIOR et al., 2005; NOVAES,

2004).

O modelo estatistico usado na andlise fatorial explica a estrutura de correlacdo entre

as caracteristicas e é diretamente observado por meio de combinacdo linear de

variaveis, as quais ndo séo diretamente verificadas, denominadas fatores comuns,

acrescidas de componente residual (VALENTE et al., 2011). Um modelo de analise

fatorial pode ser apresentado na forma matricial:

X=aF+¢
Em que:

X = o p-dimensional vetor transposto das variaveis observadas

(caracteristicas), denotado por (Y’ = y1, Y2,..., Y¥);

a = uma matriz (p, k) tal que cada elemento expressa aij a correlacdo
entre 0 volume yij e o fator fj, sendo A denominado matriz de cargas

fatoriais com o numero k de fatores menor que o nimero p de variaveis;

F = o g-dimensional vetor transposto de variaveis ndo observaveis ou
variaveis latentes chamadas de fatores comuns, denotado por F = (fy,

f2,..., fk), sendo k<p; e

€ = o p-dimensional vetor transposto de variaveis aleatorias ou fatores
anicos, ou seja, vetor de componentes residuais, denotado por: €= (e,

€2,..., €x).
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No modelo de analise fatorial, pressupde-se que os fatores especificos séo
ortogonais entre si e com todos os fatores comuns. Normalmente E(E) = E(F) =0 e
Cov (E, F) =0.

De certa maneira, os escores dos fatores obtidos na AF definem a similaridade entre
objetos considerando as propor¢des entre eles. Ela procura os objetos mais distintos
na matriz de dados, 0s quais sdo equivalentes aos compostos presentes ou aos
vértices de um simplex. Os demais objetos deverdo ser combinacdes lineares deste
primeiro. O nimero minimo de vértices ou membros terminais é determinado pela
aproximacéo da matriz original por uma matriz de ordem menor, definindo, assim, o
namero de vetores linearmente independentes e a dimensionalidade do sistema. A
composicao de cada objeto € obtida por uma analise de autovetores, feita sobre uma
matriz real e simétrica, a qual é obtida a partir da matriz de dados originais (HAIR et
al., 2005; SANTANA, 2005).

Apods a etapa anterior, € necessaria a interpretacédo dos fatores obtidos. Entretanto, a
matriz obtida na AF € apenas uma possibilidade dentro de uma infinidade de
matrizes matematicamente equivalentes. Os eixos dos fatores precisam, portanto,
ser rotacionados, buscando uma matriz que tenha significado adequado para a
interpretacdo dos resultados. A rotacdo varimax gira rigidamente os eixos dos
fatores, de modo que eles se aproximem o maximo dos vetores mais divergentes no
espaco g-dimensional. O procedimento da rotacao varimax maximiza a variancia dos
pesos dos fatores em cada vetor, sob a restricdo de que os fatores permanecam

ortogonais. A matriz € rodada, produzindo uma nova matriz, F,

Onde R x q € @ matriz de rotagdo e F(, x g € a matriz dos pesos dos
fatores varimax. Cada linha de F corresponde a um objeto e cada coluna

de F, a um fator.
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Assim, os escores fatoriais podem ser utilizados posteriormente para construcéo de
graficos, diagramas, indicadores, como variaveis-resposta ou explicativas
(MALHOTRA, 2001; JORESKOG et al., 1976). No contexto, de forma explicativa,
pois 0S novos grupos de variaveis representam um unico constructo ou fator ou
“supercaracteristica”, que é responsavel pelas correlagbes observadas (DAMASIO,
2012; BOMFIM et al., 2011; MINGOTI, 2005; HAIR JUNIOR et al., 2005; NOVAES,
2004). Sendo assim, é possivel avaliar a divergéncia entre genotipos, definir
agrupamentos de genotipos semelhantes (quimiotipos) e as substancias ou
descritores mais importantes para a sua discriminagdo (marcadores quimicos) com a

eliminacéo dos problemas de multicolinearidade, tornando os resultados confiaveis.



CAPITULO 1
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Perfil Cromatografico do Oleo Essencial de Psidium guajava
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Resumo: Oleos essenciais de folhas de 22 genétipos de P. guajava provenientes de
plantios experimentais em diferentes ambientes, localizados no Espirito Santo —
Brasil, foram extraidos por hidrodestilacdo e caracterizados por analise de GC-FID-
MS. O rendimento médio de extracdo foi de 0,4% (m/m) e dezesseis compostos
volateis foram identificados como majoritarios. Para os gendtipos comerciais PAL,
P.S, SEC, ROX e PET predominaram os compostos (E) trans-Caryophyllene, alpha-
Selinene, Caryophyllene oxide, Hinesol, 14-hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene e para
0s genotipos Cortibel C1-C17: limonene, (E) trans-Caryophyllene, alpha-Humulene,
beta-Bisabolene, trans-Nerolidol, beta-Bisabolol, alpha-Bisabolol. As diferentes
condicbes ambientais exerceram influéncia na variabilidade do perfil cromatogréafico
do Oleo essencial, sendo mais expressivas nos genotipos C7, C13 e C17 e menos
nos genotipos C1, C5, C16 e PET. Os teores de (E) trans-Caryophyllene nos
gendtipos C10, C13 e SEC; alpha-Humulene nos gendtipos C3 e C6 e beta-
Bisabolol nos gendtipos C2, C8, C12, C15 e C16 apresentaram elevados teores e
nao foram influenciados pelas condicbes ambientais. Estes compostos possuem

atividades biologicas testadas, podendo ser utilizados em programas de
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melhoramento nos processo de selecao e cruzamento para a agregacao de valor a

cultura.

Palavras-chave: variabilidade quimiotipica; melhoramento vegetal; compostos

bioativos.

Abstract: Essential oils from leaves of 22 genotypes P.guajava collected in an
experimental plantations of different environments, located in Espirito Santo - Brazil,
were extracted by hydrodistillation and characterized through analysis of FID-GC-MS.
The average extraction yield was 0.4% (w/w). Sixteen volatile compounds have been
identified as major. In the commercial genotypes (PAL, PS, SEC, ROX and PET) the
predominant compounds were: (E)-trans-Caryophyllene, alpha-Selinene,
Caryophyllene oxide, Hinesol, 14-hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene, in the Cortibel
genotypes (C1-C17) predominate Limonene, (E)-trans-Caryophyllene, alpha-
Humulene, beta-Bisabolene, trans-Nerolidol, beta and alpha-Bisabolol. It was
observed variations in the chromatographic profile of essential oil between
environments, being more expressive in genotypes C7, C13 and C17 and less in
genotypes C1, C5, C16 and PET. The different environmental conditions exerted
influence in the variability of the chromatographic profile of the essential oil, being
more expressive in the genotypes C7, C13 and C17 and less expressive in C1, C5,
C16 and PET. The genotypes C10, C13 and SEC showed high levels of (E)-trans-
Caryophyllene, C3 and C6 of alpha-Humulene, C2, C8, C12, C15 and C16 of beta-
Bisabolol, compounds that showed little influence of environmental conditions and
have biological activity proven, which makes it feasible to use these genotypes in

breeding programs, in the selection and crossing processes.

Keywords: chemotypes variability; plant improvement; bioactive compounds.

1. Introducéao

Estudos etnofarmacoldgicos mostram a espécie Psidium guajava L. pertencente a

familia Myrtaceae, sendo utilizada para fins medicinais em muitas partes do mundo.
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Na medicina popular suas folhas sdo utilizadas na forma in natura e no preparo de
decoccdes, chas e banhos [1, 2]. A espécie estd entre as principais plantas
medicinais de interesse ao Brasil [3], devido a presenca de uma gama de compostos
bioativos com diversas propriedades biolégicas como: anti-inflamatéria [4],
anticonvulsivante, analgésica, antidiarreica, antidiabéticas, hipoglicémica e anti-
hiperlipidémicas [2], inseticida [5], antimicrobiana [2-6], antitosse [2], antifungica [8],

anticestodal [9] e antioxidante [10].

Grande parte das propriedades biolégicas da P. guajava esta relacionada ao 6leo
essencial [11, 12], que geralmente é considerado como quimiotipo Unico para a
espécie. Entretanto, deve-se considerar a existéncia de variabilidade quimiotipica
causada por fatores genéticos, ambientais e fisiolégicos [13-15]. A literatura
apresenta relatos de diferentes perfis cromatograficos para o 6leo essencial de P.
guajava, o0 que pressupde a existéncia de variabilidade quimiotipica para a espécie
[16-22].

As variacbes quimicas causadas por fatores genéticos contribuem de forma
determinante para a ocorréncia de variabilidade quimica na espécie. As causadas
por fatores fisioldgicos e ambientais afetam de forma qualitativa e quantitativa a
composi¢cdo do 6leo essencial de acordo com fatores climéaticos, composi¢cado do
solo, 6rgdo da planta, idade, sazonalidade e ciclo circadiano [13-15]. O
conhecimento da variabilidade quimiotipica direciona o seu uso, material vegetal na
industria quimica para fins de quimica fina, aplicagcbes farmacologicas e
agrondmicos, requerem caracterizacdo e identificacdo de quimiotipos [23-25] e
orienta programas de domesticacdo, melhoramento genético [26, 27], pois permite a
identificacdo e selecdo de genotipos para diferentes fins e as condi¢des ambientais
mais favoraveis para producdo agrondmica de frutos e a exploracdo do Oleo

essencial, que agregam valor a cultura e a torna mais sustentavel.

Este trabalho teve por objetivo identificar a composicdo quimica e o perfil
cromatografico do 6leo essencial extraido de folhas de 22 gendtipos P. guajava
cultivados em dois ambientes, visando o conhecimento da variabilidade quimiotipica

existente na espécie.
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2. Material e Métodos

2.1. Material Vegetal, Coleta e Preparacéao.

Foram avaliados 22 gendtipos de P. guajava, dos quais 17 sédo selecbes de pomar
de polinizacdo cruzada em pomar no Espirito Santo, denominados de Cortibel (C1 a
C17) e cinco sdo gendtipos comerciais: Paluma (PAL), Pedro Sato (PS), Século XXI
(SEC), Roxa (ROX) e a variedade Petri (PET). As plantas foram cultivadas em dois
ambientes, com tratos culturais para a producao de frutos. Um no sul do Estado do
Espirito Santo - Comunidade Rural da Palmeira (Mimoso do Sul) na latitude de 21°
01' 12,99" S, longitude 41° 17' 13,48" W e altitude 250 metros e outro no norte do
Estado Espirito Santo - Fazenda de Producdo da FruCafé (Sooretama) na latitude
de 19° 23' 27" S, longitude 41° 04' 17" W e altitude 30 metros. O delineamento
experimental adotado em cada ambiente foi em blocos ao acaso, com quatro
repeticbes e duas plantas por parcela. O espacamento utilizado foi de 6m X 4m

entre plantas.

As coletas das folhas para extrac@o dos Oleos essenciais dos 22 gendtipos foram
realizadas durante a primeira poda de producédo, plantas com 2 anos, nos dias
15/06/2013 em Linhares e 21/06/2013 em Mimoso do Sul entre 7:00 e 9:00 horas.
Foram coletadas cerca de duzentas folhas de cada uma das duas plantas da parcela
nas quatro repeticdes para cada gendtipo. A coleta foi realizada na altura do peito
(1,3 m) e ao redor do diametro da copa. O material foi acondicionado em sacos de
papel, identificado e transportado para o Laboratorio de Quimica Aplicada do Ifes —
Campus de Alegre. A secagem do material vegetal foi realizada na temperatura
ambiente, a sombra, por uma semana para eliminacdo de umidade e estabilizacao
do contetdo enzimatico. As folhas secas foram pesadas e acondicionadas em sacos
plasticos selados e armazenadas em freezer a -20 °C até a extracdo do Oleo

essencial, totalizando 176 amostras.

2.2. Extracdo do Oleo essencial
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O Oleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em um aparelho de Clevenger de
acordo com metodologia recomendada pela Farmacopeia brasileira [28], 100 g das
folhas secas foram destiladas com 500 mL de agua por 4 horas. O hidrolato foi
coletado e submetido a centrifugacdo a 5200 G por 10 minutos. Apos centrifugacao,
0 Oleo foi retirado com auxilio de micropipeta. O rendimento de extracdo foi
determinado em triplicata para cada genoétipo em todas as repeticdes experimentais
com os resultados expressos em % (m/m). Os Oleos essenciais extraidos foram
armazenados em frasco protegidos da luz a temperatura de 0 °C para analises

posteriores [29, 30].

2.3. Quantificacio e Caracterizacédo do Oleo Essencial

As amostras do 6leo essencial foram analisadas por cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (GC/FID) (Shimadzu GC-2010 Plus) e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) (Shimadzu
GC/MS-2010). Foram empregadas em ambas as andlises as seguintes condicdes
cromatograficas: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase
estacionaria RTX-5MS (0,25 ym de espessura do filme); N, (em analise de GC/FID)
ou He (em andlises de CG/MS) como géas de arraste com fluxo de 3,0 mL.min™, a
temperatura do forno seguiu a programacao em que permanece por 1 minuto a uma
temperatura inicial de 60 °C e em seguida aumenta gradativamente 5 °C.min™ até
atingir 220 °C, mantendo-se nesta temperatura por 10 minutos; temperatura do
injetor de 240 °C; temperatura do detector de 240 °C; razéo de split de 1:30. Foi
injetado um volume de 1,0 yL de uma solugéo de 3 % de Oleo essencial dissolvido
em hexano com DMA 0,1 mol.L™ (padrédo externo para controle da reprodutibilidade)
para as analises de GC/FID e em diclorometano para as analises de CG/MS. As
analises por GC/MS foram realizadas em um equipamento operando por impacto
eletrbnico com energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura 1.000;
intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/segundo e fragmentos detectados de 29 a
400 (m/z).
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A identificacdo dos componentes foi realizada pela comparagcédo de seus espectros
de massas com os disponiveis no banco de dados de espectroteca (Wiley Registry
of Mass Spectral Data) e NIST e pelos indices de Retencdo de Kovats (IR). Para o
calculo dos IR, foi utilizada uma mistura de alcanos lineares C+-Cy (Sigma-USA). O

IR calculado para cada composto foi comparado com os valores da literatura [31,32].

O percentual relativo de cada composto do 6leo essencial foi calculado através da
razao entre a area integral de seus respectivos picos e a area total de todos os
constituintes da amostra e a garantia da reprodutibilidade de injecdo (GC-FID) foi
monitorada por adigéo de padrédo externo DMA (0,1 mol.L™") — RT = 4,19 min, sendo
considerado os compostos com area relativa acima de 5% de identificacdo do perfil

cromatografico e acima da 10% para a definicdo de compostos majoritarios.

2.4. Andlise Estatistica de Dados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
diferengas significativas entre as médias indicadas pelo teste F, sendo consideradas
diferencas significativas para p<0.05. Médias diferentes foram testadas pelo teste de
Scott & Knott, para p<0,05, sendo considerados os resultados referentes ao
pareamento de gendtipos semelhantes para a comparacdo entre os ambientes;
Ambientes estudados (Linhares - L e Mimoso - M); Todos os resultados foram

expressos pela média, calculadas pelo programa R [33].

3. Resultados e Discussao

3.1. Composi¢éo Quimica

As andlises de Cromatografia Gasosa (GC/FID) e Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (GC/MS) permitiram a identificacdo de um total de 33

compostos presentes no Oleo essencial obtidos das folhas dos 22 gendtipos de
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P.guajava nos dois ambientes estudados: Linhares/ES (L) e Mimoso do Sul/ES (M).
Foram considerados majoritarios 16 compostos volateis que apresentaram area
relativa obtida por normalizacdo, sem fator de correcdo, acima de 5% (Tabela 1 e

Figura 1).

O rendimento de extracdo do 6leo essencial (Tabela 2) dos gendtipos variou de 0,17
a 0,54% em Mimoso do Sul/ES e de 0,22 a 0,56% em Linhares/ES (m/m, com base
em biomassa seca), com destaque para os genétipos C6, C7, C1l1l e PAL que
apresentaram maiores rendimentos em ambos os ambientes. Enquanto que os
gendtipos de C10 e C13 apresentaram o0s menores rendimentos. Os valores
encontrados em média estdo préximos aos descritos para genotipos de P.guajava

da Tunisia que foram de 0,5% m/m [34].

A éspecie apresenta em média bom potencial para producdo de 6leo essencial,
principalmente para 0s genétipos que apresentaram maiores rendimentos de
extracdo, que aliado a grande capacidade de producdo de biomassa e ao manejo
agronémico de podas periédicas [35], possibilitam a agregacédo de valor econémico

a cultura com a sua exploragéo.
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beta-Selinene; 7) alpha-Selinene; 8) beta-Bisabolene; 9) trans-Nerolidol; 10) Caryophyllene oxide; 11)
epi-beta-Cubenol; 12) epi-alpha-Cadinol; 13) Hinesol; 14) 14-hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene; 15)
beta-Bisabolol; 16) alfa-Bisabolol.

Figura 1. Formulas estruturais dos compostos majoritarios encontrados no Oleo

essencial das folhas de Psidium guajava.
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Tabela 1. Identificacdo dos compostos majoritarios do 6leo essencial de 22 gendtipos de Psidium guajava cultivados em dois
ambientes (Linhares/ES e Mimoso do Sul/ES) por IR e CG-MS.

n Compostos RT IRCal IRTab m/z (Intesity Relative)

1 Limonene 7.906 1031 1029 M+ =136; 121(23); 107(22); 93(72); 67(72); 41(18); 68(100)

2 Eucalyptol 7.993 1035 1031 M+ =154; 139 (35); 108 (53); 81 (65); 43 (100)

3 (E)-trans-Caryophyllene 18.672 1420 1418 M+ =204; 189(19); 133(89); 69(87); 41(76); 93(100)

4 a-Humulene 19.518 1454 1452 M+ = 204; 147(23); 121(25); 80(32); 93(100)

5 y-Muurolene 20.156 1479 1478 M+ =204; 161 (13); 134 (16); 105 (39); 93 (59); 79 (19); 119 (100)

6 B-Selinene 20.341 1486 1486 M+ =204; 189 (44); 161 (63); 121 (61); 93 (96); 79 (71); 41 (49); 105 (100)
7 a-Selinene 20.546 1495 1494 M+ =204; 161 (55); 133 (79); 107 (78); 93 (87); 81 (62); 41 (39); 189 (100)
8 PB-Bisabolene 20.802 1506 1506 M+ =204; 161 (26); 119 (36); 109 (33); 93 (95); 41 (65); 69 (100)

9 trans-Nerolidol 22.071 1560 1561 161 (24); 136 (27); 107 (43); 93 (71); 41 (62); 69 (100)

10 Caryophyllene oxide 22.686 1585 1583 161 (36); 121 (46); 109 (64); 93 (81); 79 (75); 55 (48); 43 (100)

11 epi-B-Cubenol 23.750 1633 1635 M+ =222;204 (22); 161 (23); 105 (30); 93 (42); 59 (25); 119 (100)

12 epi-a-Cadinol 23.824 1637 1638 200 (21); 157 (20); 135 (98); 132 (43); 91 (39); 69 (37); 43 (100)

13 Hinesol 23.935 1642 1643 204 (52); 134 (17); 119 (26); 105 (36); 95 (45); 81 (32); 59 (13); 161 (100)
14 14-hydroxy-9-epi-(E)-Caryophylene 24.383 1661 1660 204 (70); 189 (47); 161 (53); 135 (77); 95 (64); 43 (99); 81 (100)

15 B-Bisabolol 24.632 1672 1671 M+ =222;204 (20); 119 (43); 111 (44); 93 (67); 69 (43); 82 (100)

16 a-Bisabolol 24,933 1685 1685 M+ =222; 204 (20); 109 (15); 93 (67); 69 (43); 43 (27); 119 (100)

RT (Tempo de Retencdo — minutos); IRcal (indice de Retencdo Calculado); IRtab (indice de Retencdo Tabelado) e m/z (relacdo massa/carga e
intensidade relativa).
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3.2. Perfil cromatografico do 6leo essencial

O perfil cromatogréfico para o 6leo essencial de P.guajava foi obtido para os 22
genaotipos nos dois ambientes Linhares/ES e Mimoso do Sul/ES, foram considerados
compostos majoritarios para fins de estudo de perfil cromatofrafico os que
apresentaram &rea relativa obtida por normalizacédo da &rea, sem fator de correcao,

acima de 5% (Figura 2 e 3).
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Figura 2. Perfil cromatografico do 6leo essencial de 22 gendtipos de Psidium

guajava cultivados em Linhares/ES (L).
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Figura 3. Perfil cromatografico do Oleo essencial de 22 gendtipos de Psidium

guajava cultivados em Mimoso do Sul/ES (M).

Os dezesseis compostos majoritarios identificados em média totalizam de 70 a 90%
da composicdo do Oleo essencial das folhas dos gendtipos estudados. Destes, a
fracédo principal (80-99%), foi constituida pelas familias quimicas de sesquiterpenos.
Os teores de monoterpenos observados foram relativamente baixos (0-7%), com
excecao dos genotipos C4, C6, C9, C12 e C17, que apresentaram 0s maiores teores

de monoterpenos hidrocarbonetos (6-16%) (Tabela 2).
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Tabela 2. Composicdo quimica em percentual de area relativa do 6leo essencial de 22 gendétipos de Psidium guajava cultivados

em dois ambientes (Linhares = L e Mimoso do Sul = M), considerando os 16 compostos majoritarios (Area Relativa > 5%).

GENOTIPOS
COMPOSTOS A
cL Cc2 ©3 Cc4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl0 Cll Cl2 C13 Cl4 Cl15 Cl6 Cl17 PAL PS SEC ROX PET
Limonene L 01 — 08 116 — 66* 02 20 97 45 03 110 33 03 — — 94 - — 02 — 05
M - — 53 116 — 89 01 19 88 23 02 117 76* 03 — — 55 07 — 03 — -
Eucalyptol L 04 21* 05* 28 20 18 28 18 19 23 34 29 19 26 07 10 31 13* 13* 23* 01 45
M 11 09* 1.7 20 1.0 23* 17*+ 18 20 10 23 31 27+ 28 07 11 26 53 23 36 03 19
(E)-trans- L 85 122 113 97 118 104 151* 6.0 9.8 323 115 43 283 100* 51 7. 9.4* 241* 186 269 222* 17.1
Caryophyllene M 99 157 134 121* 158 105 19.7* 80 132* 322 161 51 256 12.6* 82 7.2 153 27.4* 224 295 30.0* 18.6
wHumulene L 141* 14.0* 214 18 135 191 13.7* 109* 1.7 40 115 81 47 199* 11.8* 134 103* 29 25 31 27 22
M 17.3* 17.1* 235 20 17.5* 191 186* 148° 1.9 47 161* 90 45 244* 155* 139 152* 33 29 35 35 26
y-Muurolene L 44 31 25 33 39 17 — 38 44 - — 33 — 19 54 49 21 - — — — —
M 64 35 29 24 35 15 — 31 28 — — 16+ — 14 50 57 16 ~— - - - -
B-Selinene L - — 06 22 — 05 86 — 08 — 25 — 07 05 — — 27* 69 103 76 05 128
M 05 — 08 40 — 06 109* — 13* 05 91 — 05 08 — — 54 75 133* 83 05 13.2
w-Selinene L - - 06 23 - 05 77 — 07 — 65 — 06 05 — — 21* 66 92* 72 03 112
M 04 — 08 45 — 06 103 — 13 — 86 — — 08 — — 46 71 124* 82 06 124
. L 97 90 59 60 75 54 — 87 88 — — 43 12 49 95 87 41f — - - 23 -
B-Bisabolene M 97 86 65 46 84 39 — 72 74 10 — — 46* 43 71 92 31fr — - - 34 -
wrans-Nerolidol L 32 75 60 52 72 58 25 44 68 136 32 50 137+ 62 43 43 42 31 21 28 112 -
M 32 78 05 49 84 63 33 52 75 168 37 58 199* 66 50 51 41 37 19 36 120 —
Caryophyliene oxide b 18 27 25 27 31 25 61 18 26 46 78 27 72° 27 29" 23 43 134 72° 117° 209' 45
M 28 26 27 25 29 28 33 24 27 38 44+ 37 31* 24 46 34 36 11.6 47¢ 95¢ 181* 3.8
. L 24 — - 22 - - - - 23 - - 71* — 69* 31 31 ~— - - - - -
epi-g-Cubenol M 43 16 — 16 — — — 22¢+ 18 — — 27 — 46 34 34 — 23 — - - -
epi-a-Cadinol L 30 53 71 22 56 64 109* 56 22 46 120¢ — 43 11* 30 31 7.6 31* 38 27 25 28
M — 29 45 14 39 53 64* 32 18 34 58 38 37 — 25 17 62 — 25 17 13 24
Hinesol L - - - - - - 70t - — 124 77 — 100+ — -  — 32 92 109 82 80 115
M — - 09 - - 11 36+ — - 81* 77 — 86 10 — — 39 64 70 50 40* 100
14-hydroxy-9-epi-E)- L 28 30 35¢ 17 34 — 114 34 43 32¢ 137 47 30 33 33 32 — 93* 144 82* 4.0* 147
Caryophylene M 20 21 15 — 21 21* 125 28 19 — 140 40 23 16 23 25 — — 144 —  13* 193
8-Bisabolol L 145 153 13.1* 16.8* 147 122 22 163 169 40 23 194 41 135 161 161 103* 26 31 22 31 24
M 131 132 97¢ 132* 138 119 1.1 164 146* 2.8 15 201 28 114 172 166 58 1.6 1.8 12 21 17
wBisabolol L 47 55 50 58 55 47 13 64 60¢ 11 13 73 12 52 56 56 51* 05 12 05 21 11
M 43 46 37 46 46 46 08 59 49 14 10 79 17 44 57 55 295 — 09 — 12 10
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| dentificad L 695 798 809 761 781 776 895 711 790 867 836 803 844 796 708 726 77.8 830 845 835 799 854
Total identificado
M 750 806 784 714 819 814 923 747 736 779 905 786 875 795 771 752 799 769 866 745 784 869
Monoterpenos L 01 - 09 152 — 85 03 28 123 52 04 137 39 04 — - 120 - - 0.3 - 0.6
hidrocarbonetos M = - 67 162 — 109 02 26 119 29 02 149 87 04 — - 69 09 — 0.4 - -
Monoterpenos L 06 27 07 37 26 23 31 25 25 27 40 36 23 33 10 13 40 15 16 27 01 53
Oxigenados M 15 11 22 28 12 29 19 24 27 13 26 40 30 35 09 15 33 69 27 48 04 22
Sesquiterpenos L 527 481 523 332 47.0 483 504 413 333 419 381 251 421 475 450 469 394 488 480 538 351 508
hidrocarbonetos M 590 558 611 415 552 443 645 442 37.8 492 550 200 403 558 465 478 565 59.0 589 66.6 48.6 53.8
Sesquiterpenos L 466 492 461 480 505 408 463 533 520 502 575 57.6 517 488 540 51.8 446 497 504 433 648 433
Oxigenados M 396 430 301 394 436 419 335 508 475 466 421 611 47.9 403 526 508 333 332 385 282 510 440
L 305 202 191 239 219 224 105 289 210 133 164 197 156 204 292 274 222 170 155 165 201 146
Outros
M 250 194 216 286 181 186 7.7 253 264 221 95 214 125 205 229 248 201 231 134 255 216 131
_ L 036 040 050 036 031 050 058 044 041 024 049 031 022 037 041 030 043 056 039 030 040 0.40
Rendimento extrag&o
0.44 044 044 033 029 051 050 044 040 020 054 032 017 030 042 029 044 052 039 033 039 044

*Médias diferentes foram testadas pelo teste de Scott & Knott, com diferencas significativas para p<0,05, os resultados apresentados referem-se somente ao
pareamento dos mesmos genotipos para a comparagcao das médias diferentes entre os ambientes; Ambientes estudados (Linhares - L e Mimoso - M);
Genotipos de P. guajava: Cortibel (C1 a C17), Paluma (PAL), Pedro Sato (P.S), Século XXI (SEC), Roxa (ROX) e Petri (PET); Dados expressos pela %
média da area relativa obtida por normalizagdo da area do pico, sem fator de corre¢cdo; Rendimento de extracdo expresso em % (m/m).
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Em todos os gendtipos 0os compostos que apresentaram maiores médias nas
proporc¢des relativas foram o (E)-trans-Caryophyllene (M = 16% e L = 14,2%), alpha-
Humulene (M = 11,4% e L = 7,1) e o beta-Bisabolol (M = 8,8 e L = 10,1%). Estes
compostos apresentam atividades bioldégicas comprovadas para fins medicinais. O
Trans-Caryophyllene possui atividade antileishmaniose, antiesquistossomotica e
antifingica [36-38], alpha-Humuleno é anti-inflamatério [39, 40] e o alpha e beta-

Bisabolol possuem acéo antimicrobiana e antitumoral [41, 42].

Os genotipos comerciais (PAL, PS, SEC, ROX e PET) apresentaram predominancia
de seis compostos: (E)-trans-Caryophyllene (M = 25,6% e L = 24,1%), alpha-
Selinene (M = 7,6% e L = 6,1%), beta-Selinene (M = 8,0% e L = 6,8%),
Cariophyllene oxide (M = 9,5% e L = 11,5%), Hinesol (M = 6,5% e L = 9,6%) el4-
hydroxy-9-epi-(E)-Caryophyllene (M = 11,7% e L = 10,5%). Nos gendétipos de
Cortibel (C1-C17) houve predominancia de sete compostos: Limonene (M = 5,8% e
L = 4,6%), (E)-trans-Caryophyllene (M = 14,2% e L = 11,9%), alpha-Humulene (M =
13,8% e L = 11,4%), beta-Bisabolene (M = 6,1% e L = 6,7%), trans-Nerolidol (M
6,7% e L = 6,1%), beta-Bisabolol (M = 10,9% e L = 12,2%) e alpha-Bisabolol (M
4,0% e L = 4,5%).

De acordo com o perfil cromatogréafico dos 6leos essenciais pode-se observar pouca
influéncia exercida pelas condigcdes ambientais (Tabela 2). Os valores com asterisco
representam as médias com diferencas significativas entre os ambientes. Estas
diferengas foram mais expressivas nos genoétipos C17 (diferenca significativa
observada em 8 dos 16 compostos majoritarios — 8/16), C7 (7/16) e C13 (6/16) e
menos expressivas nos genotipos C16 (0/16), C1 (2/16), C5 (2/16) e PET (2/16). Os
compostos que apresentaram maior variagdo foram: Eucalyptol, (E)-trans-
Caryophyllene, alpha-Humulene, epi-beta-Cubenol e 14-hydroxy-9-epi-(E)-
Caryophylene.

As variacdes observadas entre os ambientes podem estar relacionadas ao
mecanismo de producao do Oleo essencial que se da pelo metabolismo secundario

das plantas e sofre varia¢cdes de acordo com a constituicdo genética e em resposta a
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fatores ambientais onde é cultivada [34, 43]. Este fato pode estar associado com o
namero de genes que controlam a caracteristica e o nUmero de passos enzimaticos
relacionados as vias metabdlicas para obtencdo de cada composto. Quanto maior a
via, maior o numero de genes, maior a interacdo entre eles e mais 0 ambiente

poderia influenciar a sua composigao.

A existéncia de variabilidade quimiotipica pode ser evidenciada pelas variacOes
observadas no perfil cromatogréafico do 6leo essencial de P.guajava, portanto néo foi
possivel definir um quimiotipo padréo, indicando a necessidade de conhecer o perfil
quimico de cada gendtipo ou grupo de gendtipos com quimiotipos semelhantes para

associa-los a sua potencial aplicacao.

Nas condicbes experimentais em que estavam submetidos, os genétipos de
P.guajava evidenciaram a viabilidade de exploracdo do Oleo essencial,
principalmente para os gendtipos que apresentaram compostos majoritarios de
interesse farmacologico que sofreram pouca influéncia das condicbes ambientais:
Cl0 M =322% e L =32,3%), C13 (M=25,6%e L =283%)e SEC(M=295%elL
= 26,9%) para extracao de (E)-trans-Caryophyllene; C3 (M = 23,5% e L = 21,4%) e
C6 (M =19,1% e L = 19,1%) para extracao de alpha-Humulene e C2 (M = 13,2% e L
= 15,3%), C8 (M = 16,4% e L = 16,3%), C12 (M = 20,1% e L = 19,4%), C15 (M =
172% e L = 16,1%) e C16 (M = 16,6% e L = 16,1%) para a extracdo de beta-

Bisabolol.

4. Conclusao

O perfil cromatografico de 22 gendétipos de Psidium guajava apresentou grande

variabilidade quimitipica, portanto a espécie nao apresenta um quimiotipo unico.

A maioria dos gendtipos estudados apresentou variagbes na composi¢cdo do Oleo

essencial, o que reforca a necessidade de conhecer o perfil quimico de cada
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genotipo ou grupo de genotipos com quimiotipos semelhantes para associa-los a sua

potencial aplicagao.

As variacbes na composicao do perfil cromatografico do 6leo essencial foram mais
expressivas nos genotipos C7, C13 e C17, indicando que estes sdo mais afetados
pelo ambiente e menos expressivas nos gendtipos C1, C5, C16 e PET.

O (E)-trans-caryophylene, alpha-humulene e o beta-bisabolol podem ter aplicacdes
potenciais e, portanto, sdo de interesse a programas de melhoramento que visam

agregar valor a cultura da P. guajava.

E viavel a exploracdo do 6leo essencial pelo bom rendimento de extracdo e pelos
compostos majoritarios de interesse sem a influéncia das condigbes ambientais, a
exemplo do C10, C13 e SEC para a extracdo de (E)-trans-caryophyllene; C3 e C6
para extracdo de alpha-humulene e C2, C8, C12, C15 e C16 para a extracdo de

beta-bisabolol.
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Diversidade quimiotipica de Psidium guajava L.
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Resumo. A composicdo quimica do oOleo essencial obtido por hidrodestilacdo de
folhas de 21 gendtipos de P. guajava de plantios experimentais localizadas no
Espirito Santo - Brasil foi estudada por analise de GC-FID e GC-MS. No total, 33
compostos foram identificados representando 87,5-99,0% da composicdo total, com
predominancia de sesquiterpenos em todas as samples.Os principais compostos
identificados foram: (E) trans-cariofileno, a-humuleno, trans-nerolidol, B-bisabolene ,
B-bisabolol e Hinesol. Trans-cariofileno aparece como marcador quimico potencial
para a espécie. A partir da composicdo quimica do 6leo P. guajava por andlise
multivariada de fatores, foram definidos trés quimiotipos: quimiotipo 1 (Commercial -
PAL, SEC, PS, PET, C7, C11 e C17MI) caracterizado por altos niveis de beta-
selineno, alfa selineno, Hinesol, 14-hidroxi-epi (E) -cariofileno, com beta-selineno e
alfa-selineno e seus marcadores quimicos; Quimiotipo 2 (C10 e C13) apresentaram
niveis elevados de elemol, trans-nerolidol, trans-p-eudesmol e (2Z, 6Z)-Farnesol,
indicados como os seus marcadores quimicos; Quimiotipo 3 (Cortibel - C1, C2, C3,
C4, C5, C6, C8, C9, C12, C14, C15, C16, C17LI) caracteriza-se por niveis elevados
de alfa-cedreno, cis-alfa-Bergamotene, alfa-humuleno, humuleno epéxido, epi-alfa-
cadinol, beta-Bisabolol, alfa-bisabolol, com beta-bisabolol e alfa-bisabolol indicados

como 0s seus marcadores quimicos.

Palavras-chave: marcadores quimicos, quimiotipos, andlise de fatores.
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Abstract. The chemical composition of essential oil obtained by leaves
hydrodistillation of 21 P.guajava genotypes from experimental plantations located in
the Espirito Santo - Brazil was studied by analysis of GC-FID and GC-MS. In total 33
compounds were identified representing 87.5 to 99.0% of the total composition, with
a predominance of sesquiterpenes in all samples.The major compounds identified
were: (E)-trans-Caryophyllene, a-Humulene, trans-nerolidol, [-bisabolene, f-
bisabolol and Hinesol. Trans-Caryophyllene appears as potential chemical marker for
the species. From the chemical composition of P.guajava oil by multivariate analysis
of factors, were defined three chemotypes: Chemotype 1 (Commercial - PAL, SEC,
PS, PET, C7, C11 and C17M) characterized by high levels of 3-Selinene, a-Selinene,
Hinesol, 14-Hydroxy-epi-(E)-Caryophyllene, with B-Selinene and a-Selinene and their
chemical markers; Chemotype 2 (C10 and C13) showed elevated levels of Elemol,
trans-Nerolidol, trans-B-Eudesmol and (2Z, 6Z)-Farnesol, indicated as their chemical
markers; Chemotype 3 (Cortibel - C1, C2, C3, C4, C5, C6, C8, C9, C12, C14, C15,
C16, C17L) characterized by elevated levels of a-Cedrene, cis-a-Bergamotene, a-
Humulene, Humulene epoxide, epi-a-cadinol, B-Bisabolol, a-Bisabolol, with (-

Bisabolol and a-Bisabolol indicated as their chemical markers.

Keywords: chemical markers, chemotypes, factors analysis.

1. Introducéo

Psidium guajava L. pertencente a familia Myrtaceae e apresenta mais de 160
cultivares no mundo, é apreciada pelo sabor, aroma e valor nutritivo caracteristicos
de seus frutos e por suas potencialidades como fontes de fitoquimicos [1-8]. Parte
das propriedades bioldgicas atribuidas a espécie esta relacionada ao 6leo essencial
[9-20], o qual possui matriz complexa e diversa com predominancia de mono e

sesquiterpenos [21-26].

A literatura apresenta relatos de diferentes perfis cromatograficos para o 0leo

essencial de P. guajava, o que pressupde a existéncia de variabilidade quimiotipica
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para a espécie [16,21-26]. Esta variabilidade pode estar relacionada a fatores
genéticos que contribuem de forma determinante para a ocorréncia de polimorfismo
guimico na espécie e também por fatores fisiologicos e ambientais que afetam de
forma qualitativa e quantitativa a composicdo do 6leo essencial de acordo com
fatores climéticos, composi¢édo do solo, 6rgédo da planta, idade, sazonalidade e ciclo
circadiano [27-29].

Considerando a existéncia de variabilidade quimiotipica, faz-se necessario conhecer
o perfil quimico de cada gendtipo ou grupo de gendtipos com quimiotipos
semelhantes e as condicdes fisioldgicas e ambientais mais favoraveis para associa-
los a sua potencial aplicacdo, seja na medicina popular, industria quimica,

farmacoldgicos e para estudos taxondmicos.

Andlises quimicas do Oleo essencial permitem conhecer quantitativamente e
qualitativamente os compostos presentes, mesmo quando estes se encontram em
guantidades muito pequenas (ppm). Os 6leos essenciais podem conter dezenas de
compostos e a identificacdo destes pode ajudar a delimitar diferencas existentes
entre os gendtipos, definir agrupamentos de gendtipos semelhantes (quimiotipos) e

substancias com potencial para marcadores quimicos [30-32].

No estudo da diversidade quimiotipica dos 6leos essenciais podem ser utilizadas
varias analises multivariadas para avaliar a divergéncia entre genoétipos e selecionar
os descritores mais importantes para sua discriminagéao [33-35]. Para a escolha do
tipo de andlise a ser aplicada, deve-se levar em consideracado o fato de que plantas
superiores apresentam duas vias metabdlicas capazes de sintetizar precursores dos
Oleos essenciais [36-38], e estas vias estdo inter-relacionadas, podendo gerar

compostos com alta correlagéo entre si (multicolineares) [34].

A andlise de fatores pode ser aplicada neste contexto [39] e consiste em identificar
um numero menor de novas variaveis alternativas nao correlacionadas e que, de

algum modo, sumarizem as informacdes principais das variaveis originais
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encontrando os fatores ou varidveis latentes através das relacbes de covariancia
[39-41]. Os novos grupos de variaveis representam um Unico constructo ou fator ou
“supercaracteristica”, que € responsavel pelas correlagdes observadas [42-46]
eliminando problemas de multicolinearidade e tornando os resultados mais
confidveis. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade quimiotipica do
Oleo essencial extraido de folhas de 22 genotipos de P. guajava cultivados em dois
ambientes (Linhares/ES - L e Mimoso do Sul/ES - M) e identificar diferentes

marcadores quimicos.

2. Parte Experimental

2.1. Localizacao Geografica dos experimentos e coleta do material vegetal

Folhas de 22 gendtipos de Psidium guajava L. foram coletadas nos dias 15/06/2013
e 21/06/2013 das 7:00 as 9:00 horas em dois plantios experimentais localizados no
Estado do Espirito Santo: Mimoso do Sul (21° 01' 12,99" S; 41° 17' 13,48" W e
altitude 250 metros) e Linhares (19° 23' 27" S; 41° 04' 17" W e altitude 30 metros)
(Figura 1). As folhas foram coletadas a altura do peito, em todo o entorno das
plantas. Os pomares foram instalados em marco de 2012 com o plantio 17 genétipos
selecionados de pomar de polinizacdo cruzada denominados de Cortibel (C1-C17) e
as variedades Paluma (PAL), Pedro Sato (P.S), Século XXI (SEC) e Petri (PET).
Todos em delineamento estatistico de blocos ao acaso, com quatro repeticbes e
duas plantas por parcela. O espacamento utilizado foi de 6m X 4m entre plantas e a
adubacdo de cobertura e os demais tratos culturais foram realizados conforme o

recomendado para a cultura.

2.2. Extracdo do oleo essencial

O ¢leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em um aparelho de Clevenger de
acordo com metodologia recomendada pela Farmacopeia brasileira [57], onde 100 g

das folhas secas foram destilados com 500 mL de agua destilada por 4 horas. O
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hidrolato foi coletado e submetido a centrifugagdo a 6000 rpm por 10 minutos. Apos
centrifugacdo o Oleo essencial foi coletado e foram medidos o rendimento de
extracdo (%om/m, base em biomassa seca), a densidade especifica a 20 °C e o
indice de refracdo. Os 6leos essenciais foram armazenados em frasco protegidos da

luz & temperatura de 0 °C para analise.

FRUCAFE - LINHARES

1 9’?'0'5 IO'(!'O'S

20‘(."!‘0'5

2l'q0‘S

RIO DE JANEIRO

Escala 1:3.000.000
Datum WGS 84

4200w 41°00°W 40°00°W

Latitude =21°02°1299"S, Longitude =41°1713 48"W ¢ Altitude 250m

Figura 1. Localizagdo das areas experimentais em relagdo ao estado do Espirito

Santo, Brasil.

2.3. Analise GC-FID-MS

As amostras do 6leo essencial foram analisadas por cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (GC/FID) (aparelho Shimadzu GC-2010 Plus) e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS) (aparelho
Shimadzu GCMS-2010). Foram empregadas em ambas as analises as seguintes
condi¢cdes cromatogréficas: coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25mm) com
fase estacionaria RTX-5MS (0,25um de espessura do filme); N, (em andlise de
GC/FID) ou He (em andlises de CG/MS) como gas de arraste com fluxo de
3,0mL.min%. A temperatura do forno seguiu a programagcéo em que permanece por 1
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minuto a uma temperatura inicial de 60°C e em seguida aumenta gradativamente
5°C.min até atingir 220°C, mantendo-se nesta temperatura por 10 minutos;
temperatura do injetor de 240°C; temperatura do detector de 240°C; razédo de split
de 1:30. Foi injetado um volume de 1,0uL de uma solugéo de 3% de dleo essencial
dissolvido em hexano/DMA 0,1mol.L™ (em anélise de GC/FID) ou diclorometano (em
andlises de CG/MS). As analises por GC/MS foram realizadas em um equipamento
operando por impacto eletrbnico com energia de impacto de 70 eV, velocidade de
varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos.s® e fragmentos
detectados de 29 a 400 (m/z).

2.4. Composicdo do Oleo essencial

A identificacdo dos componentes do 6leo essencial foi realizada pela comparacédo de
seus espectros de massas com os disponiveis no banco de dados da espectroteca
(Willey7 e NIST) e pelos indices de Retencao de Kovats (IK) associados a uma série
de alcanos por interpolacédo linear (C7-C40) [58,59]. O percentual relativo de cada
composto do Oleo essencial foi calculado através da razdo entre a area integral de
seus respectivos picos e a area total de todos os constituintes da amostra.

2.5. Andlise Estatistica Univariada e Multivariada

Os 33 compostos identificados no 6leo essencial foram analisados em conjunto (M =
Mimoso e L = Linhares). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as diferencas significativas pela diferenca entre médias testadas por
Scott & Knott com p<0,05 e a analise de correlacdo. Também foram submetidos aos
testes de adequacdo a Andlise Fatorial: teste de esfericidade de Bartlett (p <0,05
indicam que a matriz é favoravel), critério de Kaiser-Meyer-Olkin — KMO (< 0,5 séo
considerados inaceitaveis; 0,5 a 0,7 mediocres; 0,7 a 0,8 bons; e maiores que 0,8 e
0,9 sdo 6timos e excelentes, respectivamente) e o critério de MSA (excluir variaveis
com peso < 0,7) [39,53].
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A analise multivariada de Fatores foi efetuada com o Método de Componentes
Principais via Rotacédo Ortogonal do Tipo Varimax para Extracdo das Matrizes e dos
Fatores. As analises estatisticas foram realizadas pelo software GENES e R

programa [60,61].

3. Resultados e Discussao

3.1. Extracéo e Propriedades Fisicas do Oleo Essencial

A hidrodestilacao das folhas dos 22 genotipos de P. guajava provenientes de cultivos
experimentais em dois ambientes Linhares/ES e Mimoso do Sul/ES forneceu 6leos
essenciais levemente viscosos, de coloracdo amarelo-claro e odor caracteristico.
N&o houve diferenca significativa para o rendimento de extragédo, a densidade e o
indice de refracdo entre os ambientes estudados (Tabela 1).

Os gendtipos C6, C7, C11 e PAL apresentaram maiores rendimentos médios de
extracdo, em torno de 0,5 %, resultados semelhantes aos descritos para genétipos
de P. guajava da Tunisia [21], os genétipos C10 e C13 apresentaram menor
rendimento. Os valores de densidade média a 20°C variaram de 0,9033 g/cm® (C7) a
1,0167 g/cm® (C17 e SEC). Os valores de indice de refracdo variaram de 1,4870
(C16) a 1,4995 (C5). As diferencas observadas nestas propriedades fisicas apontam
para uma influéncia predominantemente genotipica pela auséncia de diferenca
significativa entre os ambientes. Os parametros densidade e indice de refracdo
podem vir a serem utilizados na identificacdo e no controle de qualidade de 6leos

essenciais [29, 47].
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Tabela 1. Média do rendimento de extracdo e propriedades fisicas dos 6leos

essenciais de 22 genotipos de P. guajava cultivados em dois ambientes
(Linhares/ES e Mimoso do Sul/ES)

Rendimento* de

Densidade*

indice de Refracdo

iﬁé?;‘\ﬁ%é’ extracao (%m/m) 20 °C (g/cm?) 20 °C (n)
L M L M
c1 0,36™° 0.44™  0.9130°" 0.9133% 1.4925
c2 0.40™° 0.44"  0.9512%° 0.9500%° 1.4965
c3 0.50"° 0.44"  0.9589%° 0.9600%° 1.4936
c4 0.36"° 0.33"°  0.9603% 0.9633%° 1.4910
C5 0.31%¢ 0.29"°  0.9647%° 0.9633%° 1.4995
c6 0.50" 0.51"*  0.9300°° 0.9333% 1.4940
c7 0.58" 0.50"  0.9058°" 0.9033" 1.4930
c8 0.44™° 0.44™  0.9737% 0.9767% 1.4950
C9 0.41*"° 0.40"  0.9841%° 0.9833% 1.4950
C10 0.24" 0.20"  0.9622%° 0.9620%° 1.4920
C11 0.49" 0.54"*  0.9873°* 0.9867% 1.4950
C12 0.31%¢ 0.32"°  0.9904%* 0.9900%* 1.4910
C13 0.22"¢ 0.17°"  0.9324%° 0.9300%° 1.4920
Cl14 0.37%¢ 0.30"°  0.9800%° 0.9800%° 1.4970
C15 0.41%° 0.42"°  0.9952°* 0.9967°* 1.4960
C16 0.30"° 0.29"°  0.9505%° 0.9500% 1.4870
Cc17 0.43" 0.44™  1.0099%* 1.0167%® 1.4930
PAL 0.56"® 0.52"%  0.9928°* 0.9933% 1.4890
P.S 0.39"° 0.39"°  1.0012%* 1.0000%* 1.4925
SEC 0.30"° 0.33"°  1.0127%* 1.0167% 1.4925
ROX 0.37%¢ 0.33"°  0.9700%® 0.9710% 1.4925
PET 0.40™ 0.39"  0.9705%° 0.9712%° 1.4880

Rendimento de extracdo % m/m (baseada em biomassa seca); *Dados submetidos a
ANOVA. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na vertical ndo diferem entre si
pelo teste Scott & Knott com p<0,05. Médias seguidas pela mesma letra maitscula na

horizontal ndo diferem entre si pelo teste Scott & Knott com p<0,05.

3.2. Composicéo do Oleo Essencial

As analises de GC-FID e GC/MS do 6leo essencial das folhas colhidas em junho de

2013 nos 21 gendtipos de P. guajava nos dois ambientes estudados (Linhares - L e

Mimoso - M) permitiram a identificacdo de 33 compostos, que representaram 87,5-

99,0% da composicao total dos 6leos (Figura 2 e Tabela 2).



67

Tabela 2. Teor percentual de 33 compostos quimicos encontrados nos Oleos essenciais extraidos das folhas de 22 gendétipos de

P.guajava em dois ambientes (A), Mimoso (M) e (Linhares (L), considerando os compostos com Area Relativa > 1%.

COMPOSTOS GENOTIPOS

IKcal- A Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl0 Cll Cl2 C13 Cl4 Cl15 Cl6 C17 PAL P.S SEC ROX PET
Limonene® M - - 53 116 - 89 - 19 88 23 02 117 76 03 - - 55 07 - 03 - -
1031 L o1 - 08 116 - 66 02 20 97 45 03 11.0 33 03 - - 94 - - 02 - 05
Eucalyptol? M 11 09 17 20 10 23 17 18 20 10 23 31 27 28 07 11 26 53 23 36 03 19
1035 L 04 21 05 28 20 18 28 18 19 23 34 29 19 26 07 10 31 13 13 23 01 45
a-Terpineol? M - - - 03 02 03 04 08 03 04 04 06 05 04 02 03 04 12 03 12 - 05
1192 L 02 03 - 04 03 04 04 03 03 05 06 06 04 05 02 04 05 11 04 08 - 06
a-(:opa_ene3 M - - - - - - - - 0.6 - - - - - - - 1.7 19 20 - -
1381 L 03 - - - - - - 03 04 - - - 07 - 03 04 - 15 16 17 - 03
a-Cedrene® M 13 09 07 08 08 06 - 10 10 - - 05 - 06 09 11 05 - . - - -
1402 L 12 09 07 09 10 07 - 11 10 - - 07 - 07 12 12 06 - - - - -
(;is-a-Bergamotene3 M 11 08 06 07 07 04 - 0.8 0.8 - - 0.3 - 05 06 0.8 - - - - - -
1413 L 11 08 06 09 09 06 04 10 09 - - 06 - 06 09 10 06 - - - - -
(E)-trans-Caryophyllene® M 9.9 157 134 121 158 105 19.7 80 132 322 161 51 256 126 82 7.2 153 27.4 224 295 30.0 186
1420 L 85 122 113 97 11.8 104 151 6.0 9.8 323 115 43 283 100 51 7.1 94 241 186 269 222 17.1
(+) Aromadendrene® M - 04 - - 04 03 - 06 04 - - - - - - - - 28 - 31 74 -
1440 L - - - - - - - - - - - - - - - - - 31 - 35 56 -
a-Humulene® M 173 171 235 20 175 19.1 186 148 19 47 161 90 45 244 155 139 152 33 29 35 35 26
1454 L 141 140 214 18 135 191 137 109 17 40 115 81 47 199 118 134 103 29 25 31 27 22
y-Muurolene® M 64 35 29 24 35 15 - 31 28 - - 16 - 14 50 57 16 - - - - -
1479 L 44 31 25 33 39 17 - 38 44 - - 33 - 19 54 49 21 - - - - -
B-Selinene® M 05 - 08 40 - 06 109 - 13 05 91 - 05 08 - - 54 75 133 83 05 132
1486 L - - 06 22 - 05 86 - 08 - 25 - 07 05 - - 27 69 103 7.6 05 128
a-Selinene® M 04 - 08 45 - 06 103 - 13 - 86 - - 08 - - 46 71 124 82 06 124
1495 L - - 06 23 - 05 77 - 07 - 65 - 06 05 - - 21 66 92 72 03 112
a-Bisabolene® M 12 10 06 - 09 05 - 09 10 05 - 04 - 06 08 10 - - - - 23 -
1499 L 13 09 08 08 10 07 - 12 10 - - 05 - 06 11 12 05 - - - 18 -
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COMPOSTOS A GENOTIPOS

IKcar- Cl1 C2 €3 C4 C5 €C6 C7 C8 (C9 Cl0 Ci11 Cl2 C13 Cl4 Cl5 Cl16 C17 PAL P.S SEC ROX PET
B-Bisabolene® M 97 86 65 46 84 39 - 72 74 10 - - 46 43 71 92 31 - - - 3.4 -
1506 L 97 90 59 60 75 54 - 87 88 - - 43 12 49 95 87 41 - - - 2.3 -
5-Amorphene® M 1.0 - - 3.3 - 1.2 - 24 25 - - - - 1.6 - - - - - - - -
1509 L 37 1.9 20 20 17 - 3.4 - - - 1.0 - 1.7 - 2.0 - - - - - -
y-Candinene® M 09 09 06 12 08 05 - 1.0 1.0 - 03 05 21 07 06 08 - - - - 04 09
1514 L 12 08 07 08 - 0.7 - 1.1 1.0 - - 0.5 - 07 09 10 05 - - 0.3 - 1.3
&-Candinene® M 46 29 19 33 28 14 - 34 39 05 - 1.5 - 21 36 38 11 11 16 14 07 09
1522 L 51 22 20 27 23 18 - 34 34 - - 1.2 05 17 38 37 07 10 14 11 06 1.0
(E)-a-Bisabolene® M 22 20 1.2 20 17 1.1 - 22 24 05 - 0.8 - 1.5 1.0 16 09 - - - - -
1530 L 29 20 17 20 18 15 24 22 1.1 1.4 20 08 -
Elemol* M - - - - 0.5 - - 07 04 18 - - 2.1 - - - 0.4 - 0.7 - 03 05
1554 L - - - - - - 0.6 - - 35 05 - 2.7 - - - - 05 10 04 06 1.0
trans-Nerolidol* M 32 78 05 49 84 63 33 52 75 168 37 58 199 66 50 51 41 37 19 36 120 -
1560 L 32 75 60 52 72 58 25 44 68 136 32 50 137 62 43 43 42 31 21 28 112 -
Ca_ry04|0hyllene M 28 26 27 25 29 28 33 24 27 38 44 37 31 24 46 34 36 116 47 95 181 38
i;é%e L 18 27 25 27 31 25 61 18 26 46 78 27 72 27 29 23 43 134 72 117 209 45
Ledol* M 07 06 06 07 07 09 - 1.0 1.0 - - 1.3 - 07 06 08 04 05 11 05 15 -
1606 L 08 10 09 12 11 09 - 1.2 1.3 - - 15 - 10 11 11 11 04 12 03 21 -
Humulene ep())(ide4 M 34 2.3 3.6 0.8 2.4 3.9 34 29 0.8 - 4.1 3.5 0.9 34 42 3.6 3.3 0.5 - - 0.7 -
1613 L 26 26 38 07 30 38 51 27 - - 63 37 13 43 37 33 38 07 06 06 09 -
y-Eudesmol* M - 1.0 08 11 11 09 04 14 12 09 - 1.9 09 09 18 15 05 16 24 13 06 31
1630 L 09 - - 09 08 - - 1.0 10 10 05 12 09 - 1.3 1.2 - 1.9 32 17 09 37
epi-B-Cubenol* M 43 16 - 1.6 - - - 22 1.8 - - 2.7 - 46 34 34 - 2.3 - - - -
1633 L 24 - - 2.2 - - - - 2.3 - - 7.1 - 69 31 31 - - - - - -
epi-a-Cadinol* M- 29 45 14 39 53 64 32 18 34 58 38 37 00 25 17 62 - 25 17 13 24
1637 L 30 53 71 22 56 64 109 56 22 46 120 - 43 11 30 31 76 31 38 27 25 28
Hinesol* M- - 0.9 - - 1.1 36 - - 8.1 - - 86 1.0 - - 39 64 70 50 40 100
1642 L - - - - - - 7.0 - - 124 77 - 100 - - - 32 92 109 82 80 115
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Tabela 2 (cont.)

COMPOSTOS GENOTIPOS

IKcar- A Cl C2 C3 C4 C5 Ce C7 C8 C9 Cl10 Cll1 Cl2 C13 Cl4 Ci15 Cl16 C17 PAL P.S SEC ROX PET
B-Eudesmol* M 12 12 10 11 - 12 06 13 17 32 08 17 27 11 14 15 10 17 11 14 09 12
1649 L 12 12 12 13 12 14 07 12 19 28 08 16 27 12 15 15 12 14 11 13 11 12
Selina-6-en-4-ol* M 06 - 14 67 - 15 - - 20 26 - - - 16 - - 81 91 - 91 10 -
1659 L - - - 33 - 33 - - - - - - - - - - 61 - - - - -
14-Hydroxy-epi-(E)-Caryophyllene* M 20 21 15 - 21 21 125 28 19 - 140 40 23 16 23 25 - - 144 - 13 193
1661 L 28 30 35 17 34 00 114 34 43 32 137 47 30 33 33 32 - 93 144 82 40 147
B-Bisabolol* M 13.1 13.2 9.7 132 138 11.9 11 164 146 28 15 201 28 114 172 166 58 16 18 12 21 17
1671 L 145 153 13.1 16.8 147 122 22 163 16.9 40 23 194 41 135 16.1 16.1 103 26 31 22 31 24
a-Bisabolol* M 43 46 37 46 46 46 08 59 49 14 10 79 17 44 57 55 29 - 09 - 12 10
1685 L 47 55 50 58 55 47 13 64 60 11 13 7.3 12 52 56 56 51 05 12 05 21 1.1
trans-(22-62)-Farneso|4 M 08 0.7 05 - 0.6 05 - 0.8 09 46 - 1.0 44 0.6 - 1.3 - - - - - -
1722 L o6 06 06 05 05 06 - 06 - 18 - 07 26 07 09 12 - - - - - -

Total identificado 94.0 953 92.0 935 955 96.6 96.9 95.7 94.8 93.3 884 924 99.0 956 92.8 93.3 96.4 97.2 958 94.6 943 941
92.5 93.0 96.0 945 939 954 96.7 92.2 935 96.3 924 950 96.1 94.6 87.5 935 94.1 94.7 951 952 934 943
. 1 - - 53 116 - 8.9 - 19 88 23 02 117 76 03 - - 55 0.7 - 0.3 - -

Monoterpenos hidrocarbonetos
0.1 - 08 116 - 66 02 20 97 45 03 110 33 03 - - 9.4 - - 0.2 - 0.5

11 09 17 23 12 26 21 26 23 14 27 37 32 31 08 14 30 65 26 48 03 24

Monoterpenos Oxigenados?
06 25 05 32 23 22 32 21 23 28 40 35 23 32 09 14 37 24 18 31 01 51

56.5 53.9 53.6 41.0 53.3 42.1 59.5 45.3 40.6 39.8 50.1 19.7 37.3 51.8 434 45.0 47.6 49.3 525 54.1 489 48.6

Sesquiterpenos hidrocarbonetos®
53.1 45.9 50.8 35.3 455 45.0 455 43.1 359 36.3 31.8 25.6 36.0 45.1 39.7 459 34.2 446 419 49.8 36.0 45.6

S I =l =l = e

36.4 405 314 386 41.0 43.0 353 459 43.1 49.3 35.3 57.3 50.9 40.3 48.7 46.9 40.2 39.0 38.7 33.4 451 431

Sesquiterpenos Oxigenados4
L 385 446 438 443 46.1 41.6 47.8 44.7 453 52.6 56.2 54.9 53.7 46.0 46.6 45.8 46.9 46.1 49.8 404 57.4 428

M 60 47 80 65 45 34 31 43 52 67 117 76 10 44 72 6.7 36 28 42 54 57 59

Outros
L 75 70 40 55 61 46 33 78 65 37 76 50 39 54 125 65 6.0 53 49 48 6.6 57

Dados expressos pela % média da area relativa obtida por normalizacdo da area do pico, sem fator de correcdo; Matrizes de variancias e covariancias obtidas
por ANOVA; Genotipos de P. guajava: Cortibel (C1 a C17), Paluma (PAL), Pedro Sato (P.S), Século XXI (SEC) e Petri (PET); Ambientes estudados
(Linhares - L e Mimoso do Sul- M). IKcal = indice de retengdo ou Kovats.
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[10] [11] [12] [13] [14]

LEGENDA
1 Limonene
2 Eucalyptol
3 alpha-Terpineal
a4 alpha-Copaene
5 alpha.Cedrene
: 6 cis-alpha-Bergamotene
7 trans-Cariophyllene
8 (+)-Aromadendrene
[15] [19] [20] 9 alpha-Humulene

10 gamma-Muurolene

OH 11 beta-Selinene
12 alpha-Selinene
— 13 alpha-Bisabolene
14 beta-Bisabolene
OH 15 delta-Amorphene
16  gamma-Candinene
17 delta-Candinene
18 (E}-alpha-Bisabolene

19 Elemol
[21] [22] [23] [25] [26] [27] 20 trans-Nerolidol
21 Cariophyllene oxide
0 HO. 22 Ledol
o, 23 Humulene epoxide
: 24 gamma-Eudesmoal
E 25 epi-beta-Cubenol
[31] 26 epi-alpha-Cadinol
27 Hinesol
[30] 28 beta-Eudesmaol
OH 29 Selin-6-en-4-ol
g HO [33] 30 14-Hydroxy-9-epi-(E)-Cariophyllene
31 beta-Bisabolal
HO 32 alpha-Bisabolol
33 trans-(2z-6z)-Farnesol
H

Figura 2. Férmulas estruturais dos 33 compostos identificados no 6leo essencial das folhas de P.guajava.
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Dentre os 33 compostos identificados (Tabela 2), foram considerados majoritarios os
compostos volateis com area percentual relativa acima de 10%, (E)-trans-
Caryophyllene, alpha-Humulene, trans-Nerolidol, beta-Bisabolene, Hinesol e beta-
Bisabolol, suas estruturas estdo em destaque na Figura 2. O Oleo essencial
apresentou predominéancia de sesquiterpenos (80-99%). Os teores de monoterpenos
foram relativamente baixos, exceto para os genoétipos que apresentaram elevados
teores de limonene: C4 (Mimoso = 11,6%; Linhares = 11,6%), C6 (Mimoso = 8,9%;
Linhares = 6,6%), C9 (Mimoso = 8,8%; Linhares = 9,7%), C12 (Mimoso = 11,7%;
Linhares = 11,0%) e C17 (Mimoso = 5,5%; Linhares = 9,4%).

Uma analise geral apresenta o (E)-trans-Caryophyllene com elevado teor em todos
0S gendtipos nos dois ambientes, potencial marcador quimico para a espécie,
evidencia a similaridade genética entre 0s gendtipos. Alguns compostos
apresentaram-se em maiores teores nos genotipos de Cortibel: B-Bisabolol, a-
Bisabolol, a-Humulene, Humulene epoxide, epi-a-Cadinol. Enquanto que o G-
Selinene, a-Selinene, Hinesol, 14-Hydroxy-epi-(E)-Caryophyllene foram mais

abundantes nos gendtipos comerciais (Tabela 2).

A literatura apresenta relatos de diferentes perfis cromatograficos para o 6leo
essencial de P. guajava [21-26], o que pressupbe a existéncia de variabilidade
guimiotipica. Os resultados deste estudo corroboram estas informacdes e aponta
para a existéncia de mais de um perfil cromatografico para o 6leo essencial de P.

guajava.

3.3. Andlise Fatorial

A andlise de diagnostico dos 33 compostos identificados no Oleo essencial dos 22
genotipos de P. guajava apresentou multicolinearide severa, genotipica e fenotipica,
de acordo com critérios estabelecidos por Montgomery e Peck [48], sugerindo alta
correlacdo entre os compostos [43]. A multicolineridade estad associada ao fato de

muitas funcdes de regressdes diferentes proporcionarem bons ajustes para um
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mesmo conjunto de dados, assim os coeficientes de regressdo atendem a varias
amostras em que as variaveis independentes sdo altamente correlacionadas. Estes
coeficientes de regressdo estimados variam de uma amostra para outra quando as
variaveis independentes estdo altamente correlacionadas (Figura 3). Isso leva a

informagao imprecisa a respeito dos coeficientes verdadeiros.
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Figura 3. Analise de correlacdo para os 33 compostos presentes no 0leo essencial

de P. guajava.

Correlacbes positivas fortes foram observadas formando um grupo entre o0s
compostos alpha-Copaene, (+)-Aromandrene, Cariophyllene oxide, Elemol, trans-
Cariophyllene, Hinesol, gamma-Eudesmol, 14-Hydroxy-epi-(E)-Cariophyllene, alpha

e beta-Selinene, 0 que sugere que estes apresentam algumas similaridades no
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processo biossintético. O mesmo pode ser observado em um segundo grupo de
compostos: alpha-Bisabolene, Ledol, epi-beta-Cubenol, delta-Amorphene, gamma e
delta-Candinene, alpha-cedrene, cis-alpha-Bergamotene, gamma-Muurolene, beta e
alpha-Bisabolene, alpha ebeta-Bisabolol. Formando um terceiro grupo de compostos
altamente correlacionados tem-se: epi-alpha-Cadinol, alpha-Humulene e Humulene
epoxide, ja em um quarto grupo tem-se Selen-6-en-4-ol, Eucalyptol, alpha-Terpineol,

Limonene, beta-Eudesmol, trans-Nerolidol, trans-(2Z-6Z)-Farnesol.

A andlise de correlacdo entre os 33 compostos, este sugere que 70,23% das
correlages calculadas so iguais ou superiores a | 0.5[, valor indicativo de andlise
fatorial apropriada [40-43]. A partir desta informacao prop6s-se utilizacdo da técnica
estatistica multivariada de Analise Fatorial, com Método de Componentes Principais
via Rotacdo Ortogonal do Tipo Varimax para Extracdo das Matrizes e Fatores
[39,43]. Para isso o conjunto de dados foi submetido a testes de adequacédo. O
Teste de Esfericidade de Bartlett apresentou resultado favoravel a Analise Fatorial (p

< 0,05) e o critério Kaiser-Meyer-Olkin indicou valor de KMO regular (0,67).

As medidas de adequacdo da amostra para cada um dos compostos foram
realizadas via MSA (Measure of Sampling Adequacy - Medida da Adequacao da
Amostra) e indicaram a necessidade da exclusdo de variaveis, com peso < 0,7.
Quando estes resultados foram comparados com a ordem das variaveis de maior
peso nos ultimos autovetores, conclui-se que os compostos Eucalyptol, a-Terpineol,
a-Copaene, (E)-trans-Caryophyllene, (+)-Aromadendrene, &6-Amorphene, y-
Candinene, (E)-a-Bisabolene, Caryophyllene oxide, Ledol, y-Eudesmol, epi-G-
Cubenol e Selin-6-en-4-ol tinham peso pequeno na composi¢do dos fatores e,

portanto, ndo influenciavam de forma significativa.

Estes compostos foram excluidos e os célculos das pressuposi¢cdes para a
realizacdo da andlise fatorial foram refeitos. Os resultados obtidos indicaram uma
melhor adequacéo, principalmente no teste de KMO (0,77), que passou a classificar

os dados como bons [49-53].
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Outro critério utilizado para a verificacdo da analise fatorial foi a analise de
correlacdo entre os 20 compostos restantes, este sugere que 85,53% das
correlagdes calculadas sao iguais ou superiores a |O.3| , valor indicativo de analise

fatorial apropriada [40-43] (Figura 4).
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Figura 4. Analise de correlacdo para os 20 compostos presentes no 0leo essencial
de P. guajava identificados como significativos para a composicao dos fatores.

Correlacdes positivas fortes observadas no grupo de compostos 14-Hydroxy-epi-(E)-
Cariophyllene, alpha e beta-Selinene, Elemol e Hinesol apontam para a identificacéo
de possiveis grupos de gendtipos caracterizados pela presenca de elevado teror
destas substancias. Um segundo grupo de compostos pode ser observado:
Limonene, beta-Eudesmol, trans-Nerolidol, trans-(2Z-6Z)-Farnesol grupo este

possivelmente associado a outro grupo de genotipos, em um terceiro grupo tem-se:
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alpha ebeta-Bisabolol, delta-Candinene, gamma-Muurolene, alpha-cedrene, cis-
alpha-Bergamotene, alpha e beta-Bisabolene e um pequeno grupo formado por epi-
alpha-Cadinol, alpha-Humulene e Humulene epoxide, indicando que estes estdo

relacionados a caracterizacéo de outro grupo de genotipos.

Para determinacdo do numero de fatores que deveriam ser retidos, foram levados
em conta trés critérios: autovalores (os vinte compostos avaliados revelaram que
trés fatores apresentaram autovalores - eigenvalue > 1); a variancia total explicada
por estes trés fatores (76,9%) (Tabela 3) e a analise visual do grafico scree-plot que
mostra que primeira modificagdo mais brusca na tangente ocorre no terceito fator
(Figura 5), logo com trés fatores € possivel obter a explicacdo para as variacbes

observadas.

Tabela 3. Estimativas de Autovalores relacionados a vinte compostos presentes no

Oleo essencial de P.guajava

Autovalor Percentual da Variancia Percentual Acumulado da

Fatores (eigenvalue)  Explicada pelo Fator Variancia Explicado pelo Fator

1 9,5 47,3 47,3
2 3,9 19,6 66,8
3 2,0 10,1 76,9

12

«seOree eigenvalue

10 e pontode corte

g
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Figura 5. Scree-plot relacionado a vinte compostos presentes no 0leo

essencial de P.guajava
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Obteve-se como resultado, trés fatores, cada fator constituido com todos os
compostos altamente correlacionados entre si, mas com baixas correlagdes com os
compostos dos fatores diferentes (Tabela 4). Cada grupo de compostos representa
uma unica “supercaracteristica” ou “quimiotipo”, responsavel pelas correlacbes
observadas e que sumariza informagfes principais das variaveis originais
[39,43,44,46,52,53].

Tabela 4. Autovetores obtidos apdés a rotacdo Varimax nos vinte compostos

presentes no 6leo essencial de P.guajava

Compostos Fator 1 Fator 2 Fator 3
Limonene 0.20 0.32 -0.09
a-Cedrene -0.97 0.00 0.09
cis-a-Bergamotene -0.94 -0.02 0.10
a-Humulene -0.37 -0.11 0.78
y-Muurolene -0.94 -0.02 0.05
B-Selinene 0.65 -0.65 -0.27
a-Selinene 0.67 -0.67 -0.22
a-Bisabolene -0.68 0.15 -0.02
B-Bisabolene -0.92 0.12 0.07
6-Candinene -0.89 -0.12 -0.22
Elemol 0.53 0.48 -0.19
trans-Nerolidol 0.10 0.91 -0.04
Humulene epoxide -0.29 -0.15 0.89
epi-a-Cadinol 0.34 -0.05 0.75
Hinesol 0.87 0.10 -0.29
B-Eudesmol 0.15 0.79 -0.35
14-Hydroxy-epi-(E)-Caryophyllene 0.55 -0.57 -0.02
B-Bisabolol -0.92 0.11 0.11
a-Bisabolol -0.88 0.12 0.20
trans-(2Z-6Z)-Farnesol 0.08 0.85 -0.03
Os valores em negrito indicam o peso associado de cada variavel na composicdo do
vetor.

Correlacbes positivas foram observadas entre os compostos que compdem o
primeiro fator (Quimiotipo 1): B-Selinene, a-Selinene, Hinesol, 14-Hydroxy-epi-(E)-
Caryophyllene e correlagbes negativas foram registradas para a-Cedrene; cis-a-
Bergamotene; y-Muurolene; a-Bisabolene; B-Bisabolene; -Candinene, B-Bisabolol,
a-Bisabolol. Indicando que a presenca e a auséncia destes compostos caracterizam
0 quimiotipo. O mesmo pode ser observado para o segundo fator (Quimiotipo 2) que
apresentou correlacdo positiva entre o trans-Nerolidol, 8-Eudesmol e trans-(2Z-62)-
Farnesol e negativa entre B-Selinene; a-Selinene e 14-Hydroxy-epi-(E)-

Caryophyllene. O terceiro fator (Qumiotipo 3) apresentou correlagdes positivas entre:
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a-Humulene, Humulene epoxide, epi-a-Cadinol, B-Bisabolol, a-Bisabolol e negativa

com B-Eudesmol.

O biplot (Figura 6) e o triplot (Figura 7) foram construidos com base nas cargas
fatoriais e mostram os 22 gendtipos nos dois ambientes posicionados de acordo com
0S quimiotipos obtidos, determinados pela composicdo do Oleo essencial da
P.guajava de forma positiva e negativa.

A analise do biplot (Figura 6) baseada nas cargas fatoriais apenas dos dois
primeiros fatores, 69,24% da variancia total, mostra os compostos, representados
pelos vetores, que foram determinantes na composicdo de cada quimiotipo, além do

posicionamento dos genotipos nestes dois fatores.
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Figura 6. Biplot baseado nas cargas fatoriais mostrando os 22 genétipos nos dois ambientes (M = Mimoso e L = Linhares) para
vinte compostos presentes no 6leo essencial da P.guajava.
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Figura 7. Triplot baseado nas cargas fatoriais mostrando os 22 genotipos nos dois ambientes (M = Mimoso e L = Linhares) para
vinte compostos presentes no 6leo essencial da P.guajava.
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O Fator 1 explicou 47,3% da variacdo total, os genétipos comerciais PAL-M(18),
PAL-L(37), SEC-M(20), SEC-L(41), PS-M(19), PS-L(40) PET-M(21) e PET-L(42) e
0s genodtipos de Cortibel C7-M (7), C7-L (28), C11-M(11), C11-L(32) e C17-M(17)
foram caracterizados por niveis elevados do B-Selinene, a-Selinene, Hinesol, 14-
Hydroxy-epi-(E)-Caryophyllene. Com destaque para o -Selinene, a-Selinene, que
ao compara-los com os dados da Tabela 2, mostram-se como bons marcadores

quimicos para o Quimiotipo 1 (Comerciais).

O Fator 2 explicou 19,6% da variacdo total, os genétipos de Cortibel C10-M(10),
C10-L(31), C13-M(13) e C13-L(34) apresentaram elevados niveis de trans-Nerolidol,
B-Eudesmol e trans-(2Z-6Z)-Farnesol, compostos que analisados na Tabela 2,
mostram-se como bons marcadores quimicos para o Quimiotipo 2 (C10 e C13). O
Fator 3, que explicou 10,1% da variacdo total, inclui os gendtipos de Cortibel: C1-
M(1), C1-L(22), C2-M(2), C2-L(23), C3-M(3), C3-L(24), C4-M(4), C4-L(25), C5-M(5),
C5-L(26), C6-M(6), C5-L(27), C8-M(8), C8-L(29), C9-M(9), C9-L(30), C12-M(12),
C12-L(33), C14-M (14), C14-L(35), C15-M(15), C15-L(36), C16-M(16), C16-L(37),
C17-L(38), ROX-M(21) e ROX-L(43). Estes genétipos foram caracterizados por
niveis elevados de a-Cedrene; cis-a-Bergamotene; a-Humulene, Humulene epoxide,
epi-a-Cadinol, B-Bisabolol, a-Bisabolol. Os dois Uultimos mostraram-se bons

marcadores quimicos para o Quimiotipo 3 (que inclui os gendtipos Cortibel).

Este resultado esta em concordancia com caracteristicas moleculares obtidas por
SSR (microssatélites) observadas nos mesmos genotipos, estes separam 0sS
genotipos de Cortibel dos comerciais, entretanto, a diferenciagdo dos genotipos C7,
C10, C11, C13 e C17 nao havia sido percebida [2].

Os resultados indicam que as diferencas existentes entre os ambientes na
composicdo e no perfil cromatogréfico dos Oleos essenciais ndo foram
suficientemente significativas para promover a separagdo de genotipos iguais em
quimiotipos diferentes, exceto para o gendtipo C17, que apresentou caracteristicas

semelhantes aos genoétipos comerciais em Mimoso do Sul e aos de cortibel em
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Linhares. A composicdo dos quimiotipos esta sendo mantida independente do

ambiente, mostrando que o fator genético neste caso é predominante.

Em estudos realizados com L. Alba e Citrus foram observados comportamentos
similares, indicando que a variagdo na composi¢cdo quimica do Oleo essencial é
preferencialmente de natureza genética, com influéncia de menor magnitude do
ambiente [54-56].

4. Conclusdes

Foram identificados 33 compostos presentes no Oleo essencial das folhas de P.
guajava nos dois ambientes estudados (Linhares - L e Mimoso - M), representando

87,5-99,0% da composicao total.

Os compostos majoritarios foram: (E)-trans-Caryophyllene, alpha-Humulene, trans-
Nerolidol, beta-Bisabolene, Hinesol e beta-Bisabolol, com destaque para o (E)-trans-
Caryophyllene que se apresentou como potencial marcador quimico para a espécie

de P. guajava.

A Andlise Multivariada de Fatores mostrou que trés fatores explicam 76,9% da
variancia total e possibilitou a definicdo de trés quimiotipos para a P. guajava:
Quimiotipo 1 (Comerciais - PAL, SEC, PS, PET, C7, C11 e C17M), sendo o f3-
Selinene, a-Selinene seus marcadores quimicos. Quimiotipo 2 (C10 e C13)
apresentaram elevados niveis Elemol, trans-Nerolidol, S-Eudesmol e trans-(2Z-62)-
Farnesol, sendo estes seus marcadores quimicos e Quimiotipo 3 (Cortibel - C1, C2,
C3, C4, C5, C6, C8, C9, C12, C14, C15, C16, C17L, ROX21 e ROX43), onde os
compostos B-Bisabolol, a-Bisabolol sédo indicados como marcadores quimicos para o

quimiotipo.

Os ambientes afetaram de forma pouco expressiva a composicdo dos Oleos
essenciais de P.guajava, indicando que a composicdo dos quimiotipos esta
predominantemente sendo influenciada por fatores genéticos, com excecdo do

genatipo C17.
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Foram identificados 33 compostos nos dois ambientes estudados (Linhares - L e
Mimoso - M), representando 87,5-99,0% da composicao total do 6leo essencial de P.

guajava.

Os compostos majoritarios, com area relativa > 10% foram: (E)-trans-Caryophyllene,
alpha-Humulene, trans-Nerolidol, beta-Bisabolene, Hinesol e beta-Bisabolol, com
destaque para o (E)-trans-Caryophyllene que se apresentou como potencial

marcador quimico para a espécie.

O perfil cromatografico do Oleo essencial apresentou grande variabilidade
quimiotipica.

Nas condi¢cBes experimentais foi possivel evidenciar a viabilidade de exploracao do
Oleo essencial, principalmente pelos elevados teores de (E)-trans-caryophylene
(C10, C13 e SEC), alpha-humulene (C3 e C6) e o beta-bisabolol (C2, C8, C12, C15
e C16) que alguns gendtipos apresentaram. Estes compostos apresentam atividades

biolégicas testadas, e portanto, sdo de interesse a programas de melhoramento que

visam agregar valor a cultura da P.guajava.

A Andlise de Fatores definiu trés quimiotipos para a P. guajava: Quimiotipo 1
(Comerciais - PAL, SEC, PS, PET, C7, C11 e C17M), sendo o B-Selinene, a-
Selinene seus marcadores quimicos. Quimiotipo 2 (C10 e C13) apresentaram
elevados niveis Elemol, trans-Nerolidol, 8-Eudesmol e trans-(2Z-6Z)-Farnesol, sendo
estes seus marcadores quimicos e Quimiotipo 3 (Cortibel - C1, C2, C3, C4, C5, C6,
C8, C9, C12, C14, C15, C16, C17L), onde os compostos B-Bisabolol, a-Bisabolol

séo indicados como marcadores quimicos para o quimiotipo.

As diferencas existentes entre os ambientes na composi¢cdo dos 6leos essenciais
ndo foram suficientemente significativas para promover a separagdo de genotipos
iguais em quimiotipos diferentes, exceto para o gendtipo C17, que apresentou-se em

diferentes quimiotipos em funcdo do ambiente.
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