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RESUMO

IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS POR GC-MS E
SPME DE Echinodorus spp. (CHAPEU-DE-COURO)
COMERCIALIZADO NO MERCADO CENTRAL DE BELO
HORIZONTE
PEREIRA, H. V.; MACHADO, A. M. R,;

Neste trabalho avaliaram-se a resposta de estudos histoldgicos,
microextracdo em fase Sélida (SPME), Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (GC-MS) e da analise estatistica multivariada de
componentes principais (PCA) como ferramentas alternativas para a
identificacdo de dez amostras comerciais de Chapéu-de-couro (E.
grandiflorus / E. macrophyllus) e para descricdo dos compostos quimicos
volateis desta planta medicinal. Os exames histoldgicos tiveram o objetivo
de identificar estruturas anatémicas chaves para a identificacdo do Chapéu-
de-couro e avaliacao dos efeitos do processo de secagem sobre essas
estruturas anatomicas. Os resultados da SPME e de GC-MS indicaram um
total de 57 compostos distribuidos em sete classes organicas: terpenos
(36), derivados de carotenoides (10), aldeidos (5), ésteres (2),
fenilpropandides (2), alcool (1) e cumarina (1). Estes compostos volateis,
em sua maioria, foram descritos na literatura para outras espécies de
plantas, entretanto, ndao foram descritos para o Chapéu-de-couro o que
evidencia a contribuicao do trabalho na ampliacdao do conhecimento acerca
da composicao quimica do Chapéu-de-couro. Por fim, a PCA foi utilizada
para verificar a existéncia de padrées na composicdao quimica dos
componentes volateis de amostras de referéncia e comerciais, que resultou
na identificagdo de 9 amostras comerciais como E. grandiflorus. Por fim,
concluiu-se que a microextracdo em fase sélida, a GC-MS e PCA podem ser
utilizadas para a diferenciacao, avaliacdo dos efeitos da secagem e as
diferencas presentes no material vegetal de amostras de Chapéu-de-couro
devido a grande capacidade em extrair, identificar e discriminar os

compostos volateis presentes em amostras de Chapéu-de-couro.

Palavras-chave: Chapéu-de-couro, GC-MS, SPME.
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1. INTRODUCAO

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte
do mundo, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) reconhece que grande
parte da populacdao dos paises em desenvolvimento depende da medicina
tradicional para sua atencdo primaria, tendo em vista que 80% desta
populacgdo utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude
e 85% destes utilizam plantas ou preparacdes destas (CORREA et al.,
2006).

As plantas medicinais sdao aquelas capazes de aliviar ou curar
enfermidades, além de fundamentais para a pesquisa farmacoldgica e o
desenvolvimento de drogas, ndo somente quando seus constituintes sao
usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também como
matérias-primas para a sintese ou modelos para compostos

farmacologicamente ativos (CORREA et al., 2006).

Apesar da enorme demanda por espécies de uso medicinal, ainda
existe caréncia de informagOes por parte dos produtores, nos setores da
industria, comércio e dos consumidores. O Brasil, ao contrario do que
ocorre nos paises europeus, asiaticos e nos Estados Unidos, praticamente
ndo dispde de estatisticas que expliquem o mercado, o consumo e 0s

costumes de uso de plantas medicinais tradicionais (SOUZA et al., 2012).

O aumento do uso e comércio das ervas medicinais, aliados a falta de
fiscalizacdo efetiva que garanta desde a exploragdo racional dos recursos
naturais empregados como matéria-prima até a disponibilizacdo do produto
final ao consumidor, contribui para o acesso a produtos muitas vezes sem
condicbes adequadas ao uso, sem garantia da qualidade, segurangca e
eficiéncia, caracteristicas fundamentais para a recuperagdao ou preservacao
da saude do consumidor (BUGNO, 2006).

A qualidade adequada das matérias-primas vegetais deve ser
realizada de acordo com bases cientificas e técnicas. Nos procedimentos
rotineiros de analise de qualidade, geralmente é preconizado o emprego de
metodologias quimica, fisica ou fisico-quimica e bioldgica e objetivam a
verificacdo da identidade botdnica do material, pureza e a caracterizacdo

dos constituintes quimicos da espécie, especialmente aqueles envolvidos na



atividade terapéutica, bem como as suas quantificacdes (SIMOES et al.,
2010).

Os parametros da qualidade para fins farmacéuticos sdo, em
principio, estabelecidos nas farmacopeias e cddigos oficiais. No caso das
matérias-primas vegetais oriundas de plantas classicas, ou seja, aquelas
estudadas tanto do ponto de vista quimico, quanto farmacolégico, existem
monografias definindo critérios de identidade, pureza e de teor dependendo
da origem do vegetal (SIMOES et al., 2010).

No ambito morfolégico, muitas espécies vegetais tém enorme
similaridade entre si, de modo que sua simples visualizagdao a olho nu
muitas vezes nao é suficiente para o consumidor saber ao certo se a planta
que é vendida é realmente a espécie desejada. Por intermédio das analises
macroscopicas observam-se caracteristicas externas da planta, que podem
ser comparadas com o descrito na literatura. Por exemplo, pelo estudo
foliar obtém-se detalhes estruturais da morfologia, os quais podem ser
comparados aos padrdes botanicos descritos como os da familia e do
género a qual a espécie pertence (DORES e CASALI, 2007).

Muitas vezes, contudo, ndo ¢é possivel realizar uma analise
macroscopica adequada. Isso pode ocorrer devido a diversos fatores, como
por exemplo, a amostra ter passado por processos de secagem, o que pode
dificultar o manuseio e estudo correto. Em tais casos, recorre-se a analise

microscopica e quimica da planta (REIS, 2009).

O estudo de técnicas analiticas alternativas para analise de ervas
medicinais, além daquelas descritas nas farmacopeias, é importante porque
permite avaliar com maior rapidez e precisdao os efeitos do processamento
do material vegetal, a autenticidade, compreensao das propriedades
terapéuticas e outros aspectos que possam impactar na qualidade destas

plantas.

Como exemplo, pode-se citar LOPES et al. (2012) que desenvolveu e
validou um método espectrofotométrico para ser utilizado na quantificacdo
de derivados do acido o-hidroxicindmico em folhas de Echinodorus
grandiflorus. A metodologia cumpriu todas as exigéncias para a validagao e
mostrou ser rapida e com baixo custo, podendo ser aplicada por farmacias

de manipulacao e laboratérios de pequeno porte para avaliagdo de amostras
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de Echinodorus grandiflorus. Esta planta, conhecida como Chapéu-de-couro,
possui grande expressao na medicina popular no tratamento de varias

doencas e se encontra entre as espécies medicinais com maior consumo.

Os objetivos deste trabalho sao avaliar os efeitos do processamento
(secagem) e a presenca de adulteragdes em 10 amostras comerciais de
Chapéu-de-couro comercializadas como droga vegetal no Mercado Central

de Belo Horizonte.

Em amostras frescas e secas de referéncia de Chapéu-de-couro (E.
macrophyllus e E. grandiflorus) serao avaliados os efeitos da secagem sobre
as estruturas anatdomicas das folhas e identificadas aquelas que podem ser
utilizadas para averiguacao da autenticidade e diferenciacao de espécies das

amostras comerciais.

Pelo uso da extracao por SPME e da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas serdao identificados os metabdlitos secundarios
presentes na fracdo volatil do Chapéu-de-couro através da anadlise dos
espectros de massa e pelo cdlculo do indice de Retencdo Linear (IRL). Os
perfis obtidos para as amostras frescas e secas serao avaliados para

verificar o efeito da secagem sobre a composicao dos compostos volateis.

Por fim, os perfis quimicos obtidos para as amostras de referéncia e
comerciais também serdo utilizados para averiguacdo da autenticidade e
diferenciacao de espécies pelo emprego da andlise estatistica multivariada

de componentes principais (PCA).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Processamento de ervas medicinais

As etapas envolvidas no processamento de ervas medicinais
consistem basicamente na coleta, secagem e armazenamento. Duas
estratégias basicas tém sido empregadas historicamente para a obtengao de
matéria-prima de plantas medicinais: cultivo e extrativismo. A primeira se
refere ao cultivo propriamente dito e a segunda se constitui na possibilidade
de retirada do produto diretamente do seu ambiente natural. Alguns
parametros essenciais para a qualidade da matéria-prima vegetal podem
variar dependendo da procedéncia do material. As variacdes, principalmente
na composicao quimica e, em alguns casos, nha pureza e mesmo nas
caracteristicas fenotipicas, ressaltam a importancia dos estudos de
caracterizacdo farmacognodstica, correlacionados com a atividade
farmacoldgica (SIMOES et al., 2010).

A partir do momento da colheita, inicia-se um processo de
degradacao enzimatica na planta que leva também a degradacao dos
principios ativos. O menor periodo de tempo entre a coleta e a secagem é
crucial para a manutencdo da integridade maxima dos principios ativos
(SIMOES et al., 2010).

A secagem pode aumentar o numero de modificagdes fisicas e
quimicas negativas, alterando a qualidade da matéria-prima para a sua
comercializagcdo como, por exemplo, mudancas em aparéncia (coloragao),
cheiro e possiveis perdas de constituintes volateis. A secagem diminui a
velocidade de deterioracao do material, por meio da redugdao no teor de
agua, atuando regressivamente na acao das enzimas, possibilitando a
conservagao das plantas por maior tempo. Com a redugao da quantidade de
agua, aumenta-se, também, a quantidade de principios ativos em relacdo a
massa seca (SILVA E CASALI, 2000).

A secagem ao sol, para muitas plantas medicinais, é totalmente
desaconselhdvel, visto que o processo de fotodecomposicdo ocorre,
intensamente, degradando os componentes quimicos e ocasionando
alteracdes de odor, cor e sabor (MARTINS, 2000).



Na ultima etapa, o armazenamento deve ser realizado no menor
periodo possivel, pois com o passar do tempo podem ocorrer perdas
gualitativas e/ou quantitativas das substancias ativas das plantas. O local
destinado ao armazenamento deve ser seco, escuro, arejado e isolado da
presenca de pragas (SIMOES et al., 2010).

2.2 Chapéu-de-couro

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal
encontram-se plantas do género Echinodorus pertencente a Familia
Alismataceae que ocorrem, predominantemente, em terrenos brejosos e
acidos de todo o continente Americano. Em meio a quase 27 espécies de
Echinodorus, as mais amplamente estudadas do ponto de vista quimico e
bioldgico sdao a Echinodorus grandiflorus e Echinodorus macrophyllus,
ambas conhecidas popularmente no Brasil como chapéu-de-couro

(LORENZI, 2000). A Figura 1 ilustra um espécime de Chapéu-de-couro.

Figura 1 - Habito do Chapéu-de-Couro: (a) Visdo geral, (b) Folha e (c) Flor.

MATIAS (2007) realizou um estudo taxondmico de 10 espécies do
género Echinodorus encontradas em areas alagadas presentes no dominio
da caatinga, cujo objetivo foi evidenciar os padrdes de variabilidade

fenotipica que as populacdes apresentam frente as peculiaridades



ambientais da regido. Neste estudo, observou-se que as espécies E.
macrophyllus e E. grandiflorus apresentam habitos semelhantes, mas que a
forma e o tamanho das flores de ambas as espécies sao fatores chave para

diferenciacao das espécies, como pode ser visto na figura 2.

2mm
gu——

Figura 2 - Flores Echinodorus spp: (@) E. macrophyllus, (b) E. grandiflorus
(MATIAS, 2007).

Esta planta possui grande expressao na medicina popular. As folhas
sao utilizadas como adstringentes, gargarejos ou banhos, contra
inflamagdes de garganta e Ulceras dermatoldgicas. Ja o infuso de folhas é
levemente laxante usado contra artrite, reumatismo e sifilis e ainda contra
certas doencas de pele e do figado, cistite, depurativo de sangue e
eliminador de acido Urico (MARTINS et al., 1994).

Em algumas regides, o chd também é utilizado ndao sé por suas
propriedades medicinais, mas também como bebida refrescante de ampla
aceitacao popular, como componente do produto Mineirinho® e de outro
refrigerante chamado Mate-Couro®. Os outros nomes populares utilizados
sao “cha-mineiro”, “erva-de-pantano”, “erva-de- bugre”, “congonha-do-
brejo”, “erva-do-brejo” (LEITE et al., 2007).

REIS (2009) analisou a qualidade de ervas medicinais
comercializadas no Mercado Central de Belo Horizonte por ensaios quimicos,
fisicos e bioldgicos descritos pela 4° edicdo da Farmacopeia Brasileira. O
estudo indicou o Chapéu-de-couro como a planta medicinal mais
comercializada dentre os dez estabelecimentos pesquisados do Mercado
Central e que as amostras analisadas nao se encontravam nos padroes

ideais de qualidade. O estudo apontou a necessidade do aumento na
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regulamentacdo e fiscalizacdo do processo produtivo e de comercializacao
das plantas medicinais por parte dos 6rgaos competentes para garantir a

qualidade do produto comercializado nestes estabelecimentos.

2.3 Metabdlitos secundarios

Vegetais, microrganismos e, em menor escala, animais, apresentam
rotas metabdlicas capazes de produzir, transformar e acumular iniUmeras
substancias ndo relacionadas diretamente a manutencdo da vida do
organismo, ao contrario dos metabdlitos primarios (aclcares, proteinas,
lipideos e acidos nucleicos). Esses compostos sdo chamados metabdlitos
secundarios e sao responsaveis por garantir vantagens para a sobrevivéncia

e perpetuacdo de uma espécie em seu ecossistema (SIMOES et al., 2010).

O elevado numero e a grande diversidade dos metabdlitos
secundarios vegetais tém despertado o interesse de pesquisadores de
varios campos da ciéncia que veem neles uma fonte particularmente
promissora de novas moléculas potencialmente Uteis ao homem. Diversos
trabalhos descrevendo a composicao quimica do chapéu-de-couro podem

ser encontrados na literatura.

MANNS e HARTMANN (1993) isolaram das folhas de E. grandiflorus
um novo cembrano chamado Echinodol (Figura 3 — pagina 8) e elucidaram
sua estrutura quimica por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
(NMR). TANAKA et al. (1997) isolaram e identificaram o acido echinoico
(Figura 3) como composto majoritario da espécie E. grandiflorus. O trabalho
identificou esse composto a partir de um extrato etanoico dos peciolos da
folha e de técnicas espectrométricas como MS, NMR, Infravermelho (IR) e

analise cristalografica.

LEITE et al. (1998) analisaram a composicao quimica de extratos de
E. grandiflorus e E. macrophyllus por analises cromatograficas e verificaram
a auséncia de alcaloides e a presenca de cardendlideos, cumarinas,
flavonoides e a ocorréncia abundante de terpendides nos extratos das duas

espécies.



H3C CHjg HaC CH,

HaC CH, CHs
HO (1) oH H (2)
Figura 3 - Metabdlitos Chapéu-de-couro: (1) Echinodol e (2) acido

echindico.

COSTA et al. (1999) utilizaram a GC-MS para verificar a presenca de
derivados cleoredanos em extratos etandlicos das folhas e peciolos de
Echinodorus grandiflorus apds derivatizacdo dos compostos com
bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida e diazometano seguido por agente de
sililacdo. Identificaram-se a presenca de derivados sililados do a&cido
Echindico (metabdlito secundario majoritario), acido octadecandico,
hexadecandico e fitol (Figura 4). Também isolaram como metabdlitos
minoritarios o acido hardwickiico e um novo derivado cleoredano que foi

isolado e identificado por MS e por NMR.

HaC o H3C\/\/\/V\/\/\/\fo
\/\/\/\/\/\/\/\/Y

on (3) o (4)
CHg OH

HaC

(7)

Figura 4 - Metabdlitos Chapéu-de-couro: (3) acido octadecandico, (4)
hexadecandico, (5) fitol, (6) acido hardwickiico e (7) novo derivado

cleoredano.



Em uma série de trés trabalhos, KOBAYASHI et al. (2000 a,b,c)
analisaram um extrato metandlico das folhas de Echinodorus macrophyllus
utilizando as técnicas de cromatografia em coluna, MS, NMR, IR e UV.
Desta forma eles isolaram 3 novos derivados diterpendides labdanos, 6
novos derivados diterpenicos cleoredanos nitrogenados que foram
identificados como echinofilina A, echinofilina B, echinofilina C, echinofilina

D, echinofilina E e echinofilina F (Figura 5).

TANAKA (2000) Isolou e identificou 11 metabdlitos secundarios
presentes nos peciolos e folhas de Echinodorus grandiflorus: fitol, acido
hardwickico, acido echindico, quatro derivados clerodanicos, dois derivados
esteroidais e dois acidos graxos. Além disso, comparou os extratos de E.
grandiflorus com E. macrophyllus, E. tenellus, E. longipetalus e E.
aschersonianus e concluiu-se que os cleoredanos e cembranos sao
substancias caracteristicas de E. grandiflorus enquanto que em E.

macrophyllus estes estao presentes em quantidades pequenas ou tragos.

(10) (11) (12) (13)

Figura 5- Metabdlitos Chapéu-de-couro: (8) echinofilina A, (9) echinofilina
B, (10) echinofilina C, (11) echinofilina D, (12) echinofilina E e (13)

echinofilina F.



SHIGEMORE et al. (2002) analisaram o extrato metandlico das folhas
de Echinodorus macrophyllus utilizando a partir da cromatografia em
coluna, cromatografia liquida, MS, NMR, IR e UV. Isto possibilitou o
isolamento do &cido equindico, descrito anteriormente apenas para
Echinodorus grandiflorus por TANAKA et al. (1997) e dois hovos cembranos
diterpendides que possuiam um anel de lactona de oito membros:
Echinolidas A e B (Figura 6).

H T (14) H (15)
Figura 6 - Metabolitos Chapéu-de-couro: (14) echinolida A e (15) echinolida
B.

PIMENTA et al. (2006) realizaram a analise por GC e por GC-MS do
6leo essencial extraidos das folhas de Echinodorus grandiflorus de duas
populacoes diferentes (Folhas grandes e pequenas) coletadas mensalmente
entre setembro de 1998 e dezembro de 1999 que revelaram 17 compostos
tendo o fitol como o maior constituinte de ambas as populagdes. Os
principais sesquiterpenos foram (E)-cariofileno (16), a-humuleno (17) e (E)-
nerolidol (18) (Figura 7).

CHj3

CH, HyC

H3C /

HsC CHa

(16) o (17) oHa (18)

Figura 7 - Metabolitos Chapéu-de-couro: (16) (E)-cariofileno, (17) a-
humuleno e (18) nerolidol
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DIAS et al., (2013) identificou a presenca de &cido caféico e
isoorientina (Figura 8) em amostras de E. grandiflorus provenientes de

fornecedores com o objetivo de identificar a autenticidade das mesmas.

OH

OH

HO ‘

(19) (20)
Figura 8 - Metabdlitos Chapéu-de-couro: (19) acido caféico e (20)

isoorientina.

SILVA et al. (2013) avaliou a mudanca na composicdo do dleo
essencial de E. macrophyllus exposto a radiacdo y por analises em GC/FID e
identificou compostos tais como éster metilico do acido hexadecandico e

éster etilico do acido hexadecandico (Figura 9).

H
3CV\/\/\/\/\/YO

(6]
CHg (22)

Figura 9- Metabdlitos Chapéu-de-couro: (19) éster metilico do acido

hexadecandico e (20) éster etilico do acido hexadecandico.

A revisdao exposta acima mostra que a maior parte dos trabalhos
buscou avaliar o éleo essencial ou extratos de ambas as espécies utilizando
técnicas espectrométricas (IR, NMR e UV-VIS) e cromatograficas (GC).
Grande parte dos autores identificaram metabdlitos secundarios inéditos,
tais como novos cembranos e cleoredanos. O restante dos trabalhos

avaliaram o efeito de condicdes de cultivo ou preparo de amostras na
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composicdao quimica das sob diversas condicdes que evidenciaram a
predominancias de compostos terpénicos como metabolitos majoritarios de

ambas as espécies.

2.4 Estudos histoldgicos

A histologia € o ramo da anatomia que estuda os tecidos dos animais
e das plantas. Em seu sentido mais amplo, a palavra histologia é usada
como se fosse sindbnimo de anatomia microscopica, por seu campo englobar
ndo somente a estrutura microscopica dos tecidos, mas também a das
células, 6rgaos e sistemas de 6rgaos. Varias técnicas foram desenvolvidas
para preparar os tecidos a serem estudados para manterem um aspecto
muito proximo de seu estado natural vivo. Neste processo sdo importantes
as etapas de fixacao, desidratacao e diafanizacao, inclusao em um meio
apropriado, microtomia, corte em fatias finas, que permitam a visualizagao
por transiluminacdo, montagem em uma superficie que facilite o seu
manuseio, e coloracdao de modo a possibilitar a diferenciacdao dos varios
componentes teciduais e celulares (GARTNER e HIATT, 2003).

A Familia Alismataceae é composta por ervas aquaticas ou semi-
aquaticos com uma distribuicdo mundial e estdo intimamente relacionadas
evolutivamente as Familias Limnocharitaceae, Butomaceae e
Hydrocharitaceae (SOLTIS et al., 2005) . Historicamente, as plantas
aquaticas apresentaram desafios taxondmicos devido a convergéncia,
reducdo morfoldgica e plasticidade fenotipica, que também foi o caso para a
Alismataceae (LES e HAYNES , 1995).

A familia é tratada como possuindo 14 Géneros (HAYNES et al.,
1998) e cerca de cem espécies, mas as classificacdes das espécies sao
normalmente conflitantes entre os diferentes autores (ROGERS , 1983) e
circunscricoes genéricas ndo sao consideradas satisfatérias (HEYWOOD et
al., 2007) .

HAYNES e HOLM-NIELSEN (1994) citaram a presenca de marcas
transllcidas foliares em forma de pontos para E. grandiflorus subsp. aureus
e em forma de linhas para E. grandiflorus subsp. grandiflorus como

caracteres diagndsticos para estas subespécies
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LEITE et al. (2007) realizaram observacdes morfolégicas e
histolégicas em amostras frescas das folhas, flores e peciolos de E.
macrophyllus afim de definir parametros para a identificacdo da espécie
visando o controle de qualidade e analise farmacognéstica. Eles concluiram
que a presenca de células diafragmaticas nos peciolos e de pelos tectores
nas folhas, ambas ilustradas na Figura 10, sdo estruturas chaves no

diagndstico da espécie E. macrophyllus.

Figura 10 - Estruturas anatdémicas presentes em Echinodorus macrophyllus:
(a) Pelos tectores e (b) Células subsidiarias (cs) presentes nos estdmatos
na espécie (LEITE et al., 2007).

O posicionamento dos estdomatos nas folhas de Chapéu-de-couro é
um parametro para a diferenciacdo das duas espécies. TOMLINSON (1982)
descreveu a presenca de estbmatos em ambas as epidermes de folhas de E.
macrophyllus, predominando em grande numero na epiderme abaxial, ou
seja, folhas hipostomaticas. Ja a farmacopeia brasileira cita na monografia
da espécie E. grandiflorus que as folhas sdo anfistomaticas (estobmatos em

ambas as faces da folha).
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2.5 Microextracao em fase sdlida

A viabilizacdo da anadlise por cromatografia gasosa depende de um
método adequado de preparo da amostra. Um destes métodos é a SPME,
porque nao utiliza solvente, tem alto poder de concentracao (adequando-se
com as sensibilidades dos detectores de GC), é aplicavel a muitos tipos de
analitos e facilita o transporte do material extraido para o cromatodgrafo
(VALENTE e AUGUSTO, 2000).

A SPME é uma técnica, em que os processos de extracdo e pré-
concentracdo de analitos ocorrem numa escala dimensional que ndo é das
mais usuais. O dispositivo basico de SPME consiste de um bastao de fibra
otica de silica fundida recoberta com um filme fino de um polimero ou sdlido
adsorvente (SUPELCO, 1996).

Numa extracao por SPME, os analitos tém de se deslocar da matriz e
penetrar no recobrimento da fibra e, para isto, resisténcias a transferéncias
de massas devem ser vencidas, até que se estabeleca um equilibrio de
particao (ou de adsorcdo, para o caso de recobrimentos sélidos) do analito,
entre a fibra e o meio que a envolve. Portanto, a teoria de SPME baseia-se
na cinética de transferéncia de massa entre fases e na termodinamica que
descreve o equilibrio de particio do analito entre elas (VALENTE E
AUGUSTO, 2000). Na extracdo, a secdao recoberta com o material sorvente
(polimeros ou soélidos adsorventes) pode ser colocada diretamente em
contato com a amostra (modo direto) ou no seu espago confinante
(headspace), onde ird ocorrer sorcao das espécies de interesse presentes

na amostra.

Realizada a extracdao, a fibra é retirada da amostra e inserida no
injetor do cromatégrafo gasoso, onde os analitos sdo termicamente
dessorvidos sob fluxo do gas de arraste e carregados para a coluna
cromatografica. As fibras extraem pequenas quantidades de analito, o que
facilita sua dessorcao e subsequente separacdao cromatografica (VALENTE e
AUGUSTO, 2000).

A Figura 11 (pagina 15) ilustra as etapas tipicas para a realizacdo da
SPME.
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Figura 11 - Etapas de execugao da SPME: (a) Perfuragao do septo, (b)
Adsorcao dos analitos na fibra exposta, (c) Final da extragdo, (d) Insercao
no injetor do cromatografo, (e) Dessorcdao dos analitos na fibra exposta e

(f) Retirada do injetor. Fonte: SUPELCO (1996).

Os principais parametros envolvidos para o desenvolvimento e
otimizacdo de um método de SPME sdo: tipo e dimensdes do recobrimento,
temperatura de extracdo, tipo de agitacdao, forga idnica da solugdo com a
amostra, modo de extracdao (direto ou “headspace”), tempo de exposicao da
fibra, volumes do frasco, amostra e “"headspace” e tempo de exposicao para
adsorcdo e dessorcao (WAKTE et al., 2009).

2.6 Cromatografia gasosa

A cromatografia &€ um método fisico-quimico de separacao de
componentes de uma mistura realizada através da distribuicdo desses
componentes em duas fases, que estdao em contato intimo. Uma das fases
permanece estacionaria enquanto a outra se move através dela (COLLINS
et al., 2006).

Na cromatografia gasosa, 0os componentes de uma amostra
volatilizados sdao separados em consequéncia de sua particdo entre uma
fase movel gasosa e uma fase estacionaria liquida ou sdlida contida dentro

da coluna. Em contraste, com muitos outros tipos de cromatografia, a fase
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movel ndo interage com as moléculas do analito e sua Unica funcdo é

transportar o analito através da coluna (SKOOG et al., 2006).

Esta técnica possui um poder de resolucdao excelente, tornando
possivel, muitas vezes, a analise de dezenas de substancias de uma mesma
amostra com baixos limites de deteccdo. A andlise cromatogréfica,
isoladamente é rapida, podendo ser efetuada até mesmo em segundos. No
entanto, na maioria das vezes ha necessidade de etapas de preparacao da
amostra, antes que ela possa ser analisada, para que nao haja
interferéncias durante a anadlise e contaminacdes da coluna cromatografica.
As vezes, essa etapa de preparacao é longa e complexa, aumentando em

muito o tempo e o custo da andlise (COLLINS et al., 2006).

Os componentes basicos de um equipamento de cromatografia

gasosa sao:

1) Suprimento de gas de arraste: o gas de arraste utilizado é definido
pelo tipo de detector utilizado. Associados ao cilindro de gas ha
reguladores de pressao, valvulas e medidores de fluxo.

2) Sistema de injecao de amostra: promove a vaporizagao da amostra e
sua injecdo na coluna no tamanho adequado.

3) Coluna: contém a fase estacionaria responsavel pela separacao dos
componentes da amostra. As colunas podem ser de dois tipos
genéricos (tubular aberta ou capilar).

4) Forno para coluna: o uso de temperaturas na coluna possibilita a
vaporizacdo dos compostos da amostra, que, de acordo com suas
propriedades e as da fase estacionaria, sao retidas por tempos
diferentes.

5) Sistema de deteccdao: o Uso de um detector adequado na saida da
coluna torna possivel a deteccao e quantificacdo dos compostos

eluidos.

O resultado da cromatografia pode ser visualizado colocando-se o
sinal do detector em uma curva em fungao do tempo, obtendo-se assim um
grafico chamado cromatograma. As posicoes dos picos no eixo do tempo
podem ser utilizadas para identificar os componentes da amostra e as areas
sob os picos ddo uma medida quantitativa. A Figura 12 (pagina 17) ilustra

um cromatograma tipico do Chapéu-de-couro por SPME GC-MS.
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Figura 12 - Cromatograma tipico obtido pela técnica de SPME e GC-MS para

o Chapéu-de-couro.

A cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a facilidade com
gue efetua separacao, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas,
por si mesma ou em conjuntos com outras técnicas instrumentais de

analise, como a espectrometria de massas.

2.7 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas

Na espectrometria de massas, um composto € ionizado (método de
ionizacdo), os ions sdo separados (método de separagao) em funcdo de sua
razdo massa/carga e o numero de ions que correspondem a cada “unidade”
de m/z é registrado na forma de um espectro (SILVERSTEIN et al., 2007).
No caso de um cromatégrafo gasoso, a amostra esta na forma de vapor e a
entrada deve ser interfaceada entre a pressdo atmosférica do sistema de
GC e a baixa pressao do sistema do espectrometro de massas. Um sistema
complexo de vacuo é necessario para manter a pressdao baixa. No
espectrometro de massas, as moléculas da amostra entram em uma fonte

de ionizagdao que ioniza a amostra (SKOOG et al., 2006).
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O método de impacto de elétrons é a técnica mais utilizada na
geracdo de ions na espectrometria de massas para GC-MS, pois apresenta
alta sensibilidade, geracdo de espectros Unicos e existéncia de bancos de
espectros de massas extensos. No método por impacto eletronico (EI), as
moléculas da amostra sdao bombardeadas na fase gasosa com elétrons de
alta energia (70 eV), que removem um elétron da molécula para produzir
um cation-radical, conhecido como ion-molecular. Como o potencial de
ionizacao dos compostos organicos tipicos €, geralmente, menor do que 15
eV, os elétrons que estdo bombardeando as moléculas-alvo acrescentam
energia da ordem de 50 eV ao ion molecular. Essa energia é dissipada, em
parte, pela quebra de ligacdes covalentes. A quebra das ligacoes &
normalmente extensiva e muito reproduzivel, o que a torna caracteristica
do composto. Por fim, o analisador de massas separa a mistura de ions
formados durante a etapa de ionizagao segundo a razao m/z para gerar um
espectro (SILVERSTEIN et al., 2007).

Na técnica GC-MS, o espectrdmetro de massas varre as massas
repetidamente durante o experimento cromatografico. Os dados podem ser
analisados pelo sistema de dados de diversas formas. Primeira, a
abundancia dos ions em cada espectro pode ser somada e colocada em um
grafico em funcdao do tempo para fornecer um cromatograma do total de
ions. Pode-se também mostrar o espectro de massas em um tempo
particular durante o cromatograma para identificar-se as espécies que estao
eluindo naquele momento. Finalmente, pode-se selecionar um valor Unico
de m/z e monitora-lo durante o experimento cromatografico, uma técnica

gue é denominada monitoramento de ion selecionado (SKOOG et al., 2006).

Para anadlise de compostos conhecidos, o equipamento executa uma
busca computadorizada e compara o espectro de massas do composto em
questdo com uma biblioteca de espectros de massas. A coincidéncia dos
espectros de massas é uma evidéncia convincente da identificacdo que é,

muitas vezes, aceita em procedimentos legais (SILVERSTEIN et al., 2007).
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2.8 Indice de Kovtas e indice de retencdo linear

Os indices de Kovats (IK) e retencdo linear (IRL) sao parametros,
amplamente divulgados na literatura e que sao utilizados na identificagao de
compostos por cromatografia. O indice de retencdo de um composto € um
namero, obtido por interpolacdo, que relaciona o tempo de retencao do
componente em estudo ao tempo de retencao de dois padrdes (geralmente
hidrocarbonetos) eluidos antes e apds o pico do composto de interesse, ou
seja, obtém-se um tempo relativo de eluicdo de um determinado

componente em relacdo a uma série de alcanos (INCZEDY et al., 1998).

O indice Kovats é sempre calculado em condicoes de analise
isotérmicas da temperatura do forno do cromatdgrafo. Quando se utilizam
temperaturas programadas de coluna, um valor similar é calculado
utilizando os numeros extraidos de seus algoritmos, sendo que este valor é
o indice de retencdo linear (LRI). O LRI é calculado utilizando-se a Equacao
1 (pagina 27).

. -t
LRI =100 —=—=—+n )

n+1 n

onde:

LRI: indice de retencdo linear;

t.: tempo de retengao do composto de interesse;
t,+1: tempo de retencao do hidrocarboneto posterior;

n: n° de carbonos do hidrocarboneto anterior.

2.9 Analise de componentes principais

O numero de parametros analisados (varidaveis) nos estudos de
reconhecimento de padroes é elevado e a representacao grafica de todo o
conjunto de dados facilita a interpretagao dos resultados. Alguns algoritmos
foram desenvolvidos para elaborar graficos que representem a maior
quantidade possivel das informagdes contidas em um conjunto de dados
analiticos, entre eles destaca-se a andlise de PCA (CORREIA e FERREIRA,
2007).
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A utilizacao da PCA visa reduzir a dimensionalidade do conjunto de
dados original, preservando a maior quantidade de informagao (variancia)
possivel. Essa reducdo é obtida por meio do estabelecimento de novas
varidveis ortogonais entre si, denominadas componentes principais (PCs).
Organizadas em ordem crescente de importancia, as PCs sdo combinacdes
lineares das varidveis originais. Os graficos obtidos representam as
amostras em um sistema cartesiano onde os eixos sao as PCs (CORREIA e
FERREIRA, 2007).
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3. METODOLOGIA DA PESQUISA

Coletaram-se amostras frescas de E. grandiflorus em Itatiaiugu
situado na regiao metropolitana de Belo Horizonte - MG, a 953 m de
altitude, latitude 20° 13’ S e longitude 44° 30’ O. As amostras frescas de E.
macrophyllus foram coletadas no Museu de Histéria Natural e Jardim
Botédnico da UFMG em Belo Horizonte-MG (19° 89'S e 43° 91’ O e 705 m de
altitude). Em seguida, realizou-se a secagem com parte do material
coletado de cada espécie em uma estufa a 40°C com recirculagao de ar por
24 horas. Posteriormente realizaram-se os estudos anatdomicos e
histolégicos para identificacdo das espécies e executaram-se as corridas
cromatograficas utilizando a extracdo por SPME e analise dos compostos por

GC-MS. Estas amostras foram tomadas como padroes de referéncias.

Na segunda etapa foi feita a aquisicdo de amostras comerciais de
chapéu-de-couro (AL; A.F; AM; A.N; S.C; HO; BH; C.C; C.E; P.E) em dez
estabelecimentos do Mercado Central de Belo Horizonte. Repetiram-se as
andlises realizadas para as amostras de referéncia para identificar as
estruturas anatomicas especificas de cada espécie por estudos histoldgicos,
caracterizacdo dos compostos volateis por SPME e GC-MS, a influéncia do
processo de secagem sobre a composicao das amostras e a discriminagao
das espécies das amostras comerciais pelo tratamento estatistico

multivariado de PCA.

3.1 Estudos anatdmicos histoldgicos das folhas de Chapéu-
de-couro

Cortaram-se, com auxilio de uma tesoura de ago inox, segdes de
aproximadamente, 1 cm? das amostras frescas, pds-secagem e comerciais
de chapéu-de-couro e as mergulharam, por aproximadamente 1 hora, em
uma solucdo aquosa de 20% de glicerol a 60°C para hidratacdo das folhas
secas. Em seguida, mergulharam-se, separadamente, as segoes reidratadas
em 50 mL de solucdo de hipoclorito de sédio 20% até despigmentacao total

das folhas (diafanizagao).

21



As laminas para observacao foram preparadas da pigmentacdo dos
cortes diafanizados com os corantes azul-de-astra, fucsina e fixando-as as
secoes em gelatina glicerinada. As estruturas das folhas foram observadas

com a utilizacdo de um microscépio optico Microbell.

3.2 Microextracdao em fase solida

Para as amostras pds-secagem e comerciais, trituraram-se as folhas
utilizando uma tesoura de aco inox e adicionou-se 0,5 g destes materiais
em vials contendo 10 mL de solugao 17% de NaCl . Submeteram-se os vials
a temperatura de 70°C, sob agitacdao, por 20 min. Em seguida, inseriu-se a
fibra PDMS 100 ym, com suporte manual, (Supelco, Bellefonte, PA, USA) no
modo "headspace”, por 20 min para a extracdo dos analitos. Por fim,
inseriu-se a fibra no injetor do aparelho mantendo-a por um periodo de 15

minutos para a dessorgao dos compostos adsorvidos.

Ja as amostras frescas passaram pelo mesmo procedimento descrito
anteriormente, entretanto trabalhou-se com a massa de 1,0 g para

compensar a massa de agua presente no material.

As condicOes utilizadas para a execugao da microextracao em fase
solida tomaram como base os trabalhos de DAMASCENO (2007), SOUZA
(2010) e GOMES (2003).

3.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas

A injecao da fibra de SPME ocorreu no modo ‘“splitless” em um
cromatégrafo gasoso Agilent 7890A acoplado a um espectrometro de
massas Agilent 5975C MSD triplo polo com temperatura do injetor igual a
230°C, temperatura inicial da coluna HP5-MS (30 m X 0,25 mm I.D e
espessura de filme de 25 um) de 70°C e temperatura final de 230°C com
uma taxa de aquecimento de 3°C/min e hélio como gas carreador a um
fluxo de 1,3 mL/min. Os parametros utilizados no espectrometro de massas

foram: Energia de ionizacdo eletrénica igual a 70 eV e temperatura da fonte
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de ions igual a 250°C. As condicdes utilizadas foram baseadas no método
empregado por (PIMENTA et al., 2006).

3.4 Identificacdo dos metabdlitos

Além dos espectros de massas obtidos a partir dos cromatogramas
tratados utilizando o software Chemstation, uma mistura padrao de n-
Alcanos (Sigma-Aldrich Cg —C5p) foi utilizada para verificar o desempenho do

sistema GC-MS e calcular os indices de retencao linear (LRI).

Injetou-se uma solugao do padrao de alcanos (1 PUL) em hexano nas
mesmas condigOes utilizadas para a analise das amostras. Posteriormente,
os tempos de retencao de todos os alcanos foram utilizados em conjunto
com os tempos de retencdao dos compostos de interesse para a

determinagao dos respectivos IRL, usando-se a equagao 1 .

Para auxiliar na identificacdo e caracterizacdo dos compostos volateis,
os espectros de massa e os indices de retencao linear foram comparados ao

banco de dados da biblioteca do espectrometro de massas (NIST 2005).

3.5 Andlise estatistica (PCA)

A identificacdo das espécies também foi realizada por meio da analise
multivariada PCA executada no pacote estatistico computacional Minitab ®
6.0. Inicialmente construiu-se uma matriz com o valor das areas dos picos
dos cromatogramas na qual foram indicadas a origem das amostras nas

linhas e os compostos identificados por SPME e GC-MS nas colunas.

Em seguida, verificou-se a correlacao entre as areas dos compostos
majoritarios (picos de maior area) do conjunto de dados através da
determinacdo do coeficiente de Pearson. As variaveis cuja comparacao fosse
possivel (variabilidade do conjunto de dados mantida de maneira
satisfatéria) foram selecionadas para a submissdao a matriz de covariancia

para elaboracdo das componentes principais.

Por fim, representaram-se as componentes principais em um grafico

para melhor visualizagdao dos resultados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos histoldgicos da folha de Chapéu-de-couro

O exame das folhas das amostras frescas revelou que a superficie das
células epidérmicas adaxial e abaxial apresentam paredes sinuosas e a
presenca de tricomas, por vezes ramificados, localizados préoxima as

nervuras de ambas as espécies de Echinodorus.

A identificacdo das espécies das amostras de referéncia de E.
macrophyllus e E. grandiflorus foi confirmada pela verificagcdo do habito das
flores conforme MATIAS (2007) e o posicionamento dos estOmatos nas
faces das folhas conforme TOMLINSON (1982).

LEITE et al. (2007) observou estas estruturas em estématos
localizados nos peciolos da espécie E. macrphyllus. A microscopia nao
revelou a presenca de células subsidiarias nos estomatos da folha de
nenhuma das duas espécies. O resultado ndo contradiz a literatura, visto
gue houve diferencas no método utilizado do material analisado. A Figura
13 ilustra os tricomas e os estomatos (sem a evidéncia da célula
subsidiaria) observados para as amostras frescas de referéncia do Chapéu-

de-couro.

4 ', b)

- : 10'um
\ ‘ Y
Figura 13 - Observacdes microscopicas para amostra fresca de Chapéu-de-

couro: (a) Tricomas e (b) estdbmatos (aumento 10x).

O estudo histologico também identificou a presenca de ductos
secretores translucidos na superficie das folhas frescas de E. grandiflorus

como descrito por MATIAS (2007), apresentando-se como pontos de
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marcacoes nas folhas. A Figura 14 ilustra o aspecto destas estruturas na

amostra da folha de E. grandiflorus coletada in natura.

Figura 14 - Pontos secretores translicidos observados na amostra fresca de

E. grandiflorus (aumento 4x).

Entretanto, os pontos translicidos ndo foram observados na amostra
de referéncia de E. grandiflorus pds-secagem, o que impossibilitou a
definicdo desta estrutura como um parametro de diferenciacdo destas
espécies devido aos danos causados pela secagem do material vegetal
causou que promoveram o rompimento das paredes celulares das células
pela perda excessiva de agua. A Figura 15 ilustra o vestigio de um ducto da

amostra de E. grandiflorus pds-secagem.

P - o

Figura 15 - Estrutura de um ducto na folha da amostra de referéncia de E.

grandiflorus pds-secagem (aumento 10x).

Para as amostras comerciais, a microscopia também apresentou

vestigios de ductos nas amostras processadas. Entretanto, os ductos
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observados apds o processo de secagem nao ser utilizado como
caracteristica de diferenciacdo das espécies de chapéu-de-couro visto que a
presenca de ductos €& uma caracteristica das plantas aquaticas e
semiaquaticas da Familia Alismatacea. A Figura 16 ilustra a presenca do

ducto em uma das amostras comerciais de Chapéu-de-couro.

Figura 16 - Vestigios de um ducto na amostra comercial #8 de Chapéu-de-

couro (aumento 10x).

Os resultados do estudo histoldgico, (Quadro 1 - pagina 27) mostram
que nado foram visualizadas células subsidiarias nos estdmatos de nenhuma
das amostras comerciais. A presenca de tricoma tector em todas as
amostras de referéncia e em seis das amostras comerciais o que também
inviabilizada o uso deste parametro para a diferenciacdo devido a
possibilidade de ocorréncia mutua nas duas espécies.

A presenca de ductos transllicidos, caracteristicos de E. grandiflorus,
foram visualizados apenas na amostra de referéncia fresca. Entretanto, nao
se visualizou a presenca de ductos transllicidos nas amostras secas, o que
impossibilita confirmar a presenca da espécie E. grandiflorus dentre as
espécies comerciais devido a dificuldade de visualizacdo das estruturas

anatomicas em razao do processamento das amostras.

Entretanto, a posicao dos estOmatos foi um parametro eficaz para a
diferenciacdo das espécies das amostras comerciais de Chapéu-de-couro,
visto que os estdOmatos podem ser observados mesmo apds o processo de

secagem.
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Quadro 1 - Resultados dos estudos histoldgicos.

# Amostra Tricoma Estomatos Ductos Posicao dos

tector paraciticos | transltcidos estOmatos
1 AL X - - Anfistomatica
2 A.F - - - Anfistomatica
3 AM - - - Anfistomatica
4 A.N X - - Anfistomatica
5 S.C X - - Anfistomatica
6 HO - - - Anfistomatica
7 BH - - - Anfistomatica
8 C.C X - - Anfistomatica
9 C.E X - - Anfistomatica
10 P.E X - - Anfistomatica

E. grandiflorus

[y
[ary
X
1
1

Anfistomatica
Seca

E.
12 macrophyllus X - - Hipostomatica

Seca

E. grandiflorus ,
13 X - X Anfistomatica
Fresca

E.
14 macrophyllus X - - Hipostomatica

Fresca

(X) Presencga (-) Auséncia

Portanto, os exames histoldgicos realizados para as amostras secas
de referéncia e comerciais de Chapéu-de-couro apresentaram evidencias
capazes de diferenciar as espécies devido ao posicionamento dos estomatos
nas folhas das amostras. A visualizagcao de outras estruturas foi prejudicada
pelos danos expressivos causados ao tecido vegetal pelo processo de

secagem.
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4.2 Identificacdo dos metabdlitos

Os resultados da SPME e GC-MS possibilitaram a identificacao de 57

compostos distribuidos aleatoriamente entre as amostras. A Tabela 1

(paginas 28 a 30) apresenta os valores de tempos de retencdo dos

cromatogramas e as areas percentuais dos picos de todas as amostras.

Tabela 1 - Valores das areas (%) dos picos, tempos de retencao (min) e

identificacao das amostras.

TR Amostras

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
10,7 00 o00 48 21 00 o00 16 29 33 1,8 30 00 00 0,0
144 00 14 00 00 o00 O00 1,1 00 10 00 00 00 00 0,0
146 00 25 30 00 18 24 15 24 22 25 20 00 72 0,0
154 00 00 00 00 O00 O00 00 00 00 00 32 29 00 00
178 32 00 22 00 1,8 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0
182 00 00 00 00 O00 29 35 00 00 00 39 00 47 0,0
18,6 00 1,2 00 00 o00 00 08 1,5 24 00 00 32 00 57
208 o00 oO08 18 1,1 07 o00 19 19 1,2 23 00 00 00 0,0
21,2 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 09 00 00 00
215 o8 1,2 o0 10 o00 13 1,7 26 10 39 21 00 00 0,0
220 00 41 00 27 00 21 39 72 11,2 33 13 00 0,0 0,0
221 19 o0 OO0 OO 16 00 00 00 00 00 15 10 0,0 0,0
222 15 16 15 39 06 00 16 94 23 09 1,5 00 47 0,0
224 07 1,2 o00 08 09 32 1,2 16 09 14 15 00 0,0 0,0
226 1,5 00 OO0 OO OO 18 16 39 00 28 00 00 00 0,0
229 00 00 O00 o00 00 00 00 00 00 12 00 27 00 4.2
230 00 27 00 19 00 o00 1,5 28 22 00 00 00 00 00
232 26 00 OO0 12 79 o0 1,5 1,3 00 09 00 37,7 7,7 31,1
237 00 00 00 00 OO0 OO0 O6 00 07 00 00 00 00 00
238 00 112 00 38 07 53 65 48 124 40 00 00 00 0,0
240 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 32 00 28
245 11,8 13,2 28,1 27,3 3,5 11,2 18,1 19,6 12,5 253 194 00 18 0,0
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Tabela 2 - Valores das areas (%) dos picos, tempos de retengao (min) e

identificacao das amostras (cont.).

TR Amostras

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
24,6 3,0 00 o0 oO00 48 00 00 00 00 00 00 00 00 00
24,7 0,0 00 o00 O00 00 O00 00 00 OO0 00 09 21 00 00
25,3 2,8 11,7 16,0 23,3 11,8 11,4 46 54 96 69 54 00 203 0,0
25,6 0,0 00 00 00 00 00 00 00 00 19 00 00 00 0,0
25,7 0,0 32 o0 28 05 34 39 41 30 29 00 00 00 00
25,8 4,5 68 168 54 69 12,1 67 47 50 68 21,0 00 73 0,0
25,9 3,6 1,8 70 20 35 75 09 37 30 08 57 246 26 10,1
26,2 0,0 00 00 00 28 00 00 00 00 00 00 21 00 52
26,3 0,6 24 o00 o08 o006 10 16 1,3 15 19 12 00 23 0,0
26,7 0,0 00 00 00 00 00 00 00 00 00 60 00 204 3,0
26,7 0,0 35 21 11 o8 26 12 1,1 31 14 00 00 0,0 0,0
26,9 0,0 99 00 00 00 00 76 00 00 00 00 119 0,0 221
27,0 1,2 00 o00 00 36 00 00 00 00 00 00 00 00 00
27,3 0,0 00 00 00 00 00 O00 00 00 00 12 00 35 0,0
27,6 0,0 00 00 00 1,2 00 00 00 00 00 00 26 00 0,0
27,9 0,0 00 00 00 00 00 O06 00 00 00 00 00 00 0,0
28,0 0,0 1,7 00 00 08 00 11 00 19 00 00 00 00 0,0
28,2 0,0 00 o00 O00 08 00 00 00 00 00 00 00 00 00
28,5 46,6 o0 o0 O04 05 18 00 00 00 58 00 00 00 00
28,6 0,0 o8 23 04 00 09 16 1,2 13 14 00 00 0,0 0,0
28,8 0,0 1,3 00 00 34 00 13 00 05 00 20 00 58 0,0
29,0 1,0 00 00 O00 O00 O00 11 00 ©09 00 00 16 00 23
29,4 0,0 o0 o0 o00 24 17 08 13 1,7 21 00 00 00 24
29,5 4,2 1,8 00 44 138 88 3,1 33 20 54 28 21 00 3,0
29,7 0,0 00 00 10 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0
30,5 4,0 40 32 42 133 81 2,7 36 52 61 16 00 56 0,0
30,7 0,0 00 00 00 00 O00 12 00 00 00 00 00 00 23
35,1 3,4 45 90 46 39 65 26 48 48 35 78 00 2,7 0,0
35,3 0,0 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 23 00 58
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Tabela 3 - Valores das areas (%) dos picos, tempos de retengao (min) e

identificacao das amostras (cont.).

TR Amostras

(min) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
40,5 0,0 1,2 o0 o8 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0,0
40,7 0,0 16 00 09 06 13 33 15 1,0 12 25 00 00 0,0
43,3 0,0 00 00 00 00 o00 O6 00 00 00 00 00 00 00
45,8 0,0 00 00 00 10 00 00 00 00 00 00 00 00 00

N©

20 27 14 26 29 23 37 26 29 28 25 14 15 13

comp.

TR- tempo de retengdo

O Quadro 2 (pagina 30 a 36) apresenta os indices de retencao
calculados e tedricos (erro aceitdvel de 5%), nomes, estruturas quimicas e
a funcdo organica dos compostos identificados por SPME e GC-MS para

todas as amostras de Chapéu-de-couro.

Quadro 2 - Nome, estrutura e fungdo organica dos compostos identificados
por SPME GCMS.

Fungdo
IRL IRL Compostos Estrutura Ag )
cal Tab Organica
(E)-6-metil-3,5- P -
erpeno
1093 1074 Heptadien-2-ona 10.743 P
A
2-etilideno-6-metil- | ”‘ﬁ .
erpeno
1187 1182 3,5-heptadienal P
| 1441
N
1191 1183 Decanal iy e = Aldeido
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Quadro 3 - Nome, estrutura e funcdo organica dos compostos identificados
por SPME GCMS (cont.).

decandico

Fungdo
IRL IRL Compostos Estrutura Ag )
cal Tab Organica
2,6,6-trimetil-1- 15.428
1213 1196 ciclohexeno-1-1- =g Terpeno
carboxaldeido L
1-metéxi-4-(1-propenil)- ,J . ..
1274 1269 (O] Fenilpropanoide
benzeno .:]:./-
3,4,4a,5,6,8a-
\ 18.207
hexahidro-2,5,5,8a- r»( - Derivado de
1284 1290
tetrametil-(2a,4a a,8a q\ :L\ carotenoide
a)-2H-1-Benzopirano
8(E)-trieno Megastigma- /4 e Derivado de
1295 1317 4,6(2) K-_-;;m. 18.645 carotenoide
2-hidroperéxido ” .
1350 1338 (2R,4R)-p-Menta- Efj/ Terpeno
[1(7),8]-dieno L 20.768
“ 21.223
1362 1335 Acetato de isopulegol L ) ,L%_ Terpeno
L
1,7,7-trimetil-
1369 1326 ,(exo,exo0)-Biciclo[2.2.1] HO Terpeno
heptano-2,3-diol, .
' 21,537
6,10-dimetil-9-undecen- e e S Derivado de
1381 | 1424 N oo T 3
2-ona e terpeno
1383 1384 B-Cubebeno __(_l__x Terpeno
b
-
Ester etilico do acido -
P e =
1387 | 1382 e g Ester
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Quadro 4 - Nome, estrutura e funcdo organica dos compostos identificados
por SPME GCMS (cont.).

Fungdo
IRL IRL Compostos Estrutura .
cal Tab Organica
(2)-3,7-dimetil-, 1 — o
1391 1437 A e~ Terpeno
isobutirato-2-Octen-1-ol | 22365
6,10-dimetil- o - Derivado de
1397 | 1391 N /\’/W
Undecanona 22.602 ] terpeno
1400 1386 Dodecanal PV e Wa e Aldeido
22.742
4-metileno-2,8,8-
1406 1407 trimetil-2-vinil- Terpeno
Biciclo[5.2.0]nonano
4-(2,6,6-trimetil-1,3- a )
_ _ _ oo Derivado de
1408 1424 ciclohexadien-1-il)-2- - Tf/ ~—T T~ .
L 23.045 carotenoide
Butanona i
1413 1424 Cariofileno $= ,) Terpeno
4-(2,4,4-Trimetil- = 560 Derivado de
1425 1440 ciclohexa-1,5-dienil)- /j( ¢ id
carotenoide
but-3-en-2-ona 5
/
1428 1414 2H-1-Benzopiran-2-ona /Lj@ Cumarina
- Y 2nem
. 24.026
1433 1433 trans-a-Bergamoteno ) 2\ Terpeno
(E)-6,10-dimetil-5,9- O e e
1445 1453 “‘T' - “*‘|’ — \‘l’ Terpeno
Undecadien-2-ona 24497
1447 | 1456 a-Cariofileno \//_t Terpeno

32




Quadro 5 - Nome, estrutura e funcdo organica dos compostos identificados
por SPME GCMS (cont.).

Funcao
IRL IRL Compostos Estrutura Ag )
cal Tab Organica
(2)-7,11-dimetil-3- P
1449 1449 metileno-1,6,10- Terpeno
Dodecatrieno
1466 1457 1-Dodecanol HO™ e T T TS Alcool
25.315
4-(5,5-dimetil-1-
Derivado de
1474 | 1501 | oxaspiro[2.5]oct-4-il) 3- \)K _
buten-2-ona [ carotenoide
4-(2,6,6- i ;
\/k Derivado de
1476 1460 Trimetilciclohexa-1,3- S tenoid
carotenoide
i i -3- =)= 25.685
dienil)but-3-en-2-ona S Py
4-(2,6,6-trimetil-1- Derivado d
. erivado de
1479 | 1486 ciclohexen-1-il)- 3- NN _
Buten-2-ona 25812 carotenoide
1-(1,5-dimetil-4- )j
1481 | 1472 hexenil)-4-metil TN ys.s0a Terpeno
Benzeno
1,2,4a,5,6,8a- [
1488 1479 hexahidro-4,7-dimetil-1- R Terpeno
(1-metiletil)-Naftaleno 26.164
2-Hidroxi-1,1,10- 26.294
N Derivado de
1491 1507 trimetil-6,9- |
~ ~tH carotenoide
epidioxidecalino
R P N
1501 1499 a-Farneceno r - | Terpeno
26.656
2478 N ,
1502 1490 Tridecanal VaVAVAYS Aldeido
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Quadro 6 - Nome, estrutura e funcdo organica dos compostos identificados
por SPME GCMS (cont.).

Fungdo
IRL IRL Compostos Estrutura .
cal Tab Organica
(S)- 1-metil-4-(5-metil-
1506 1500 1-metileno-4-hexenil)- Terpeno
Cyclohexeno
1,2,3,4,4a,5,6,8a- Jl
octahidro-7-metil-4- I
1508 1505 . o = Terpeno
metileno-1-(1-metiletil
Naftaleno 26904
1,2,3,5,6,8a -
hexahidro-4,7-dimetil-1- |/““
1516 1514 Terpeno
(1-metiletil)-, (1S)- N
Naftaleno 27.259
1,2,3,4,4a,7-hexahidro- rKWL
1525 1515 1,6-dimetil-4-(1- /HML:LJ Terpeno
metiletil)-Naftaleno e
ox
4-(2-hidréxi-2,6,6- 27877
= Derivado de
1532 1569 trimetilciclohexil)-3-
-/ carotenoide
Buten-2-ona — o
4,5,9,10-dihidro- =
1535 1554 . / Terpeno
Isolongifoleno //;,
28.005
4-etenil- a, a,4-trimetil-
3-(1-metiletenil)-, [1R-
1541 1535 Terpeno
(1a,3a,40a)]- on
Ciclohexanometanol
1,2,3-trimetdxi-5-(2- i
1548 1531 Fenilpropandide

propenil)-benzeno

34




Quadro 7 - Nome, estrutura e funcdo organica dos compostos

por SPME GCMS (cont.).

identificados

Fungdo
IRL IRL Compostos Estrutura Ag )
cal Tab Organica
™ 28,607
1551 1560 Pivalato Limonen-6-ol o, Terpeno
/}"---\.
3,7,11-trimetil-1,6,10- W )
1554 1545 s \\ R S Terpeno
Dodecatrien-3-ol s
2,6,10-trimetil- - e o
1560 1557 T T T T Terpeno
Tetradecano 28981
[1ar-
(1aa,4aa,7a,7aa,7ba)]- L
P
1568 1569 | 1H-Cycloprop[e]azulen- ) Terpeno
~,
7-ol, decahidro-1,1,7- i
trimetil-4-metileno
Isoaromadendreno <H]:
1572 1590 i e Terpeno
epoxido (
29.438
E,E)-6,10-dimetil- S —
1574 | 1562 EE) *‘*‘“f > K‘“‘I/\““/ Terpeno
3,5,9-Undecatrien-2-ona 29.519
\ ‘\'\/_/
2 S
1579 1576 Oxido de cariofileno \]’ N Terpeno
e
1,5,5,8-tetrametil- 1R-
1R*,3E 12- NN
1599 1601 - ) ) Terpeno
Oxabiciclo[9.1.0]dodeca- “\/PT s
3,7-dieno
1604 1592 Tetradecanal N T Aldeido
5,6,6-Trimetil-5-(3-
1509 1746 oxobut-1-enil)-1- [fbcii\f.:%/l\_ Derivado de
oxaspiro[2.5]octan-4- ~ S carotenoide
ona P 35,082
0
1722 1702 Pentadecanal Tanars = Aldeido
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Quadro 8 - Nome, estrutura e funcdo organica dos compostos identificados
por SPME GCMS (cont.).

Funcao
IRL IRL Compostos Estrutura Ag )
Cal Tab Orgamca
5,9,13-trimetil-4,8,12- C
1854 | 1855 N £ Terpeno
Tetradecatrienal i .
6,10,14-trimetil-2- , 0
1860 1838 YYYY Terpeno
Pentadecanona 10,675
6,10,14-trimetil-, (E,E)-
43.279
1926 1895 5,9,13-Pentadecatrien- wr’f‘*»/“xf“v“--wfﬁ‘x/ﬁfx” Terpeno
2-ona
Ester etilico do &cido PO .
1990 1966 . e 9 2 Ester
hexadecandico 45.755

IRL.. Indice de retencdo calculado

IRL:.b Indice de retencdo teérico

Os 57 compostos identificados podem ser classificados em sete
classes organicas: terpenos (36), derivados de carotenoides (10), aldeidos
(5), ésteres (2), fenilpropandides (2), alcool (1) e cumarina (1). A tabela
1A, em anexo, apresenta os parametros utilizados para a identificacdo dos
compostos, tais como: Erro % IRL e

IRL calculado, IRL teorico,

probabilidade.

Os terpenos constituem uma grande variedade de substancias
vegetais, sendo que esse termo é empregado para designar todas as
substancias cuja origem Biosintética deriva de unidades de isopreno. Os
compostos terpénicos mais frequentes sdao os monoterpenos (cerca de 90%
de dleos volateis), e os sesquiterpenos. Outros terpenos sdao encontrados
apenas em 6leos volateis extraidos com solventes organicos (SIMOES et al.,
2010)

A comparagao dos terpenos identificados por SPME GC-MS com
aqueles descritos por PIMENTA et. al. (2006) resulta na concordancia de 7
dos 13 terpenos descritos por este autor: dihidroedulano (3,4,4a,5,6,8a-
hexahidro-2,5,5,8a-tetrametil-(2a,4aa,8aa)-2H-1benzo-pirano); cariofileno;
(1,2,3,5,6,8 a-
hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metiletil)-(1S)-naftaleno); 6xido de humuleno e

humuleno (a-cariofileno); a-farneceno; &-cadineno
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o0xido de cariofileno. A concentracdo destes compostos nao apresentou
nenhuma similaridade quando comparados aos perfis de todas as amostras.
Isto possivelmente se deve a fatores extrinsecos ambientais diversos aos
quais cada amostra foi submetida durante o seu cultivo e processamento
(SIMOES et al., 2010).

PIMENTA et al. (2006) verificou este efeito de alteragao da
composicdao quimica em extratos de Chapéu-de-couro cultivado sob

condicOes distintas e analises mensais no periodo de 15 meses.

A rota Biosintética de terpendides estd associada a via mevalonato
gue se inicia pela formacdo do mevalonato a partir de uma molécula de
acetoacetil-CoA com uma molécula de acetil-CoA. Apds a condensacdo
aldédlica, ocorre uma hidrolise originidando a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
gue é reduzida a mevalonato, numa reacdo irreversivel. O mevalonato é
entdao convertido em isopentenil-pirofosfato, ou isopreno ativo, unidade
basica na formagdo dos terpenos e esteroides (Figura 17) (SIMOES et al.,
2010).

OH
CoA
Acetil-CoA CH3
) S B
i CH
Acetoacetil-CoA HO 3
\
Ho ! o \o
CH;
oPP oPP
IPP
PPO ‘
HsC CHy  HsC \CH2
HsC CH3

Figura 17 - Biossintese de terpenos (SIMOES et al., 2010)

Os compostos da classe fenilpropandides tem sua origem a partir do
acido chiquimico que forma as unidades basicas dos acidos cinamico e p-
cumarico. Estes Ultimos, por meio de redugbes enzimaticas produzem

propenilbenzenos ou alilbenzenos e, por meio de oxidagdbes com degradagao
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das cadeias laterais, geram aldeidos aromaticos. Ciclizacbes enzimaticas

intramoleculares produzem cumarinas (Figura 18) (SIMOES et al., 2010).

LEITE et al. (1998) verificaram a presenca de cumarinas nos extratos
das duas espécies de Chapéu-de-couro. Esta classe é derivada de
fenilpropandides, que foi identificada por DIAS et al. (2013) que identificou
o acido caféico em E. grandiflorus. Observou-se também que estas classes
foram identificadas apenas nas amostras comerciais, o que pode sugerir
que estes possam se encontrar em maior quantidade nas amostras secas

devido ao processo de secagem e/ou formados por reagdes de oxidagao.

o OH
o
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NH,
HO OH
o
OH
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reducao oxidacao ‘ reducao ciclizacao

¢ ¢ ¢ N ¢
_CH, “XcH, @/\/ 3 /@fj
Figura 18 - Formacao de fenilpropandides e cumarinas (SIMOES et al.,
2010).

A origem dos derivados de carotenoides esta ligada a degradacdo
destes carotenoides por vias enzimatica ou ndo enzimatica. A clivagem nao
enzimatica inclui fotoxigenacdo, (auto) oxidacdo e degradacdao térmica
(Figura 19 - pagina 39). Como anteriormente, estes compostos podem ser
formados a partir da degradacdo dos compostos volateis quando
submetidos a altas temperaturas (UENQOJO et al., 2007).

Derivados de carotenoides, como o] dihidroedulano,
hexahidrofarnesilacetona e (E,E)-farnesilacetona foram identificados por
PIMENTA et al. (2006) e SILVA et al. (2013).
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Figura 19 - Formagao de compostos por clivagem de carotenoides (UENOJO
et al., 2007).

A busca na literatura ndo permitiu a descricao da rota biossintética
das outras classes identificadas para o Chapéu-de-couro. Entretanto,
compostos da mesma classe ja foram descritos para outras espécies
vegetais, tais como o decanal em Peperomia emarginella por PEREIRA et al.
(2007), dodecanol em Ocotea odorifera por SILVA et al. (2012) e ésteres
carboxilicos como éster metilico do acido hexadecandico, éster etilico do

acido hexadecandico, éster metilico do acido octadecandico entre outros.

4.3 Amostras de referéncia frescas

Para as amostras frescas de referéncia foram identificadas um
numero equivalente de compostos (15 compostos para E. grandiflorus e 13
compostos para E. macrophyllus). Entretanto, apenas 3 destes sao comuns
as duas espécies: cariofileno, 1-(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metil benzeno e
a-Farneceno.

A maior parte dos compostos identificados para a E. macrophyllus sao
terpendides, enquanto que para a E. grandiflorus ocorreu uma variabilidade
das funcdes organicas o que contradiz os resultados de LEITE et al., (1998)
e PIMENTA et al. (2006) que observaram predominancia de compostos

terpénicos.
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Os compostos majoritarios para a amostra fresca de E. macrophyllus,
foram: cariofileno (31%); (S)- 1-metil-4-(5-metil-1-metileno-4-hexenil)-
ciclohexeno(22%) e 1-(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metil-benzeno (10%). Os
compostos majoritarios para a amostra fresca de E. grandiflorus, foram o a-
farneseno (20%), 1-dodecanol (20%) e cariofileno (7%).

Na composicdo quimica das amostras frescas, apenas o cariofileno e
o a-farneceno foram descritos na literatura (PIMENTA et al., 2006). Essa
variabilidade na composicdo dos componentes volateis de ambas as
espécies era esperada, visto que o tipo e a concentracdao de metabdlitos
secundarios sao fortemente influenciados pela origem geografica, condicdes
de cultivo, estagio de desenvolvimento e condi¢des de colheita (SIMOES et
al., 2010).

Nos estudos realizados por PIMENTA et al. (2000) e PIMENTA et al.
(2006) com Echinodorus grandiflorus observou-se que as condicoes de
cultivo, época do ano, exposicao a luz solar, disponibilidade de agua, tipo de
solo e presenca de inflorescéncias afetou drasticamente a composicao dos

metabdlitos secundarios da espécie.

4.4 Amostras de referéncia secas

Nos perfis obtidos para as amostras de referéncia E. macrophyllus
pds-secagem pode-se observar uma grande variabilidade em relacao a
amostra fresca. Do conjunto total de 17 compostos relacionados ao perfil
das duas amostras, 10 destes sdo encontrados em ambas as espécies, 3
desapareceram devido a secagem (1 aldeido e 2 terpenos) e 4 surgiram
apods a secagem (4 terpenos).

Os compostos majoritarios para a amostra pds-secagem de E.
macrophyllus foram: cariofilineo (38%); 1-(1,5-dimetil-4-hexenil)-4-metil
benzeno (25%) e (S)-1-metil-4-(5-metil-1-metileno-4-hexenil)- ciclohexeno
(12%). O Unico composto descrito na literatura para a amostra seca de
E.macrophyllus foi o cariofileno (PIMENTA et al., 2006).

Para a amostra de referéncia de E. grandiflorus pds secagem também
ocorreu grande variabilidade a partir do perfil fresco. Do conjunto total de

25 compostos relacionados ao perfil das duas amostras: 14 destes foram
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identificados em ambas as espécies, 1 desapareceu devido a secagem ( 1
terpeno) e 10 surgiram apds a secagem (9 terpenos e 1 derivado de

carotenoide).

Os compostos majoritarios para a amostra pods-secagem de E.
grandiflorus foram: 4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)-3-buten-2-ona
(21%); (E)-6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona (19%); 5,6,6-trimetil-5-(3-
oxobut-1-enil)-1-oxaspiro[2.5]octan-4-ona (8%). O Unico composto
descrito na literatura para a amostra seca de E.macrophyllus foi o a-
Farneseno (PIMENTA et al., 2006).

Também se pode observar que cinco compostos apareceram nas duas
espécies apds a secagem: 2,6,6-trimetil-1-ciclohexeno-1-1-carboxaldeido;
B-cubebeno; (Z2)-7,11-dimetil-3-metileno-1,6,10-dodecatrieno; 1-(1,5-
dimetil-4-hexenil)-4-metil-benzeno e (E,E)-6,10-dimetil-3,5,9-undecatrien-
2-ona.

Ambas as espécies sofreram efeitos de alteracdao no perfil quimico
volatil apds a secagem. SILVA e CASALI (2000) afirmaram que o processo
de secagem tem a funcdao de diminuir a velocidade de deterioracao do
material vegetal, por meio da reducdo no teor de &gua que atua
regressivamente na acao das enzimas, possibilitando a conservacao das
plantas por maior tempo. Com a reducdo da quantidade de agua, aumenta-
se, também, a quantidade de principios ativos em relacgdo a massa seca, o

que explica a maior quantidade de compostos isolados.

Uma das causas da divergéncia entre os resultados obtidos por este
trabalho e os da literatura foi a técnica empregada na extragao dos analitos.
A maior parte dos trabalhos empregam extratos procedentes de extragao de
amostras de Chapéu-de-couro para as anadlises cromatograficas, o que
permite identificar compostos de baixa volatilidade, tais como os cembranos
e cleoredanos. Ja neste trabalho, o método de extracdo utilizado (SPME)
possibilitou a extracao de compostos com elevada volatilidade, uma vez que
somente estes sdao capazes de ser adsorvido no recobrimento polimérico da

fibra, o que impossibilita a deteccdo de compostos ndo volateis.

A analise dos compostos presentes nas amostras frescas e poés

secagem revelou dois perfis quimicos distintos para as espécies E.
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grandiflorus e E. macrophyllus, o que pode ser utilizado para a avaliagao de

amostras comerciais.

4.5 Amostras comerciais

As amostras comerciais apresentaram grande variabilidade de
compostos, entretanto, alguns destes foram identificados com maior
frequéncia. Os compostos (E)-6,10-dimetil-5,9-undecadien-2-ona, 1-
dodecanol, 4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)-3-buten-2-ona, 1,2,3-
trimetdxi-5-(2-propenil)-benzeno e 1,5,5,8-tetrametil-1R-1R*,3E12
oxabiciclo[9.1.0]dodeca-3,7-dieno foram os compostos com maior area

média percentual entre as amostras comerciais.

Considerando-se o total de 57 compostos caracterizados, verificou-se
que 21 destes sé ocorreram em amostras comerciais. Isto provavelmente
esta relacionado a formacdo de compostos volateis devido a reacgdes
decorrentes do processo de secagem, como a que ocorre na formagao de
derivados de carotenoides, os quais foram detectados devido a elevada
sensibilidade da técnica de extracdo proposta neste trabalho (UENOJO et
al., 2007).

A elevada sensibilidade da SPME permitiu extrair e identificar uma
gama maior de compostos terpénicos e de derivados de carotenoides,
principais responsaveis pela formacao de aromas em vegetais. Esta
propriedade da SPME é o que a torna uma ferramenta eficaz na extragao
rapida de compostos volateis de amostras vegetais. A maior parte da
literatura sobre Chapéu-de-couro descreve estudos acerca do cultivo,
efeitos toxicoldgicos e busca por estruturas inéditas como novos cembranos
e cleoredanos. Este foi o primeiro estudo de Chapéu-de-couro que utilizou a
SPME para extracdo dos compostos volateis. Neste aspecto, existe uma
escassez na literatura a respeito dos metabdlitos secundarios desta planta.
Por isto, verificou-se que apenas 7 dos 57 compostos identificados neste
trabalho ja foram reportados na literatura e que os outros 50 compostos

sao descritos pela primeira vez para estas espécies.
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4.6 Analise estatistica (PCA)

Para a realizacdo da andlise, selecionaram-se o0s dados nao
padronizados dos compostos mais relevantes para a diferenciacao, tais
como a presenca do composto em ao menos uma das amostras de

referéncia de Chapéu-de-couro seca.

As amostras comerciais foram identificadas como: #1 AL; #2 A.F; #3
AM; #4 A.N; #5 S.C; #6 HO; #7 BH; #8 C.C; #9 C.E e #10 P.E e, em
seguida, realizou-se a analise de correlacao entre as variadveis pelo célculo
da matriz de covariancia de Eigen. O objetivo deste cdlculo é definir o
numero de PCs necessarias para visualizar os dados no menor nimero de
PCs possiveis, mas mantendo o maximo de informagcao do conjunto de
dados (Variabilidade). O resultado da matriz de covariancia esta expresso

no Quadro 3.

Quadro 3 - Resultado da matriz de covariancia de Eigen

Parametros 1° PC 2° PC 3° PC
Autovalores 227,38 54,67 3,60E+14

Proporcao 0,394 0,327 0,095

Proporcao acumulada 0,394 0,720 0,815

Os resultados da matriz acima indicam uma Vvariabilidade
relativamente baixa considerando-se o numero de varidveis submetidas a
analise que se reflete na representacdo de 81,5% das informagdes contidas
no conjunto de dados. Deste modo, tornou-se possivel a geracdo de um
grafico em trés dimensdes ao qual cada eixo representa cada uma das PCs

definidas. O grafico obtido esta ilustrado na Figura 20 (pagina 44).
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Figura 20 - Resultado da analise de componentes principais dos compostos

identificados nas amostras comerciais e de referéncia de Chapéu-de-couro.

A partir da analise do grafico, pode-se verificar que as amostras de
referéncia (11 e 12) se localizaram em posicdes distintas, confirmando a
diferenca nos perfis de composicao quimica entre as amostras. Observa-se
que amostras se distribuem em 3 regides do grafico: A primeira apresenta
uma grande concentracao de 9 amostras comerciais (1, 8, 10, 7, 3, 9, 2, 6)
em torno da amostra de referéncia da E. grandiflorus (11) e as outras duas
regioes contendo o padrao de E. macrophyllus (12) e uma das amostras
comerciais (1).

Na primeira regidao, pode-se observar dispersao dos dados, mas
analisando-se o perfil quimico das amostras nos quadros 1 e 2 e a distancia
destes dados em relacdao aos outros trés grupos, pode-se afirmar que estas
pertencem a espécie E. grandiflorus. Este comportamento pode ser
explicado pela variagdo na composicdo quimica das amostras devido a
fatores ambientais extrinsecos ou condicbes de processamento. Também
pode-se observar a presenca das amostras comerciais 6 e 8 neste grupo, o

que confirma o resultado obtido no estudo histoldgico.
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Ja a amostra comercial (1) ndo se enquadrou no perfil de nenhum
dos padrdes poderia ser tida como adulteragdo. Entretanto, ndo se pode
inferir através da SPME GC-MS e da PCA se esta realmente pertence a uma
espécies de Chapéu-de-couro, sendo necessaria a realizacdo de analises
complementares para confirmacdo da espécies desta amostra. Nenhuma

das amostras comerciais foi identificada como E. macrophyllus.
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5. CONCLUSAO

A extracdo por SPME e a analise por GC-MS mostrou-se capaz de
identificar perfis cromatograficos de componentes volateis para as amostras
comerciais de Chapéu-de-couro do Mercado Central de Belo Horizonte, o
que evidenciou o grande impacto do processo de secagem sobre a

composicao quimica das fracOes volateis destas espécies.

A autenticidade dos materiais vegetais de referéncia foi verificada por
andlises anatdémicas e histoldgicas. Esta etapa permitiu identificar as
espécies E. grandiflorus e E. macrophyllus nas amostras frescas, pos-
secagem e comerciais. Estas tiveram suas autenticidades confirmadas pela
observacao da posicao dos estOmatos nas faces das folhas de ambas as
espécies. O processo de secagem causou danos a estruturas como tricomas

e ductos translucidos (E. grandiflorus).

A SPME e GC-MS foram eficazes em extrair e identificar os
componentes da fracdo volatil de todas as amostras, dentre eles varios
metabdlitos ndo descritos (50), anteriormente, nas espécies de Chapéu-de-
couro. Isto reflete a eficacia da técnica proposta para analise de compostos
volateis e tracos de ervas medicinais processadas devido a sua elevada

sensibilidade.

A anadlise multivariada PCA foi capaz de discriminar padrdes entre os
perfis cromatograficos encontrados para as amostras de referéncia frescas,
pds-secagem e comerciais. Observou-se que as amostras de referéncia pds-
secagem de E. macrophyllus e E. grandiflorus apresentaram perfis quimicos
bem distintos, o que possibilitou classificar nove das dez amostras
comerciais diretamente como E. grandiflorus. Uma amostra comercial nao
foi confirmada como Chapéu-de-couro por esta técnica e sua identidade

deve ser confirmada pela realizacdo de analises complementares.

Por fim, conclui-se que a SPME e GC-MS em conjunto com a PCA se
mostrou uma ferramenta eficaz para a discriminacao de espécies distintas
de ervas medicinais frescas e processadas e apresenta grande potencial
para avaliar os efeitos do processamento e a presenca de adulteragdes do

material vegetal.
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7. ANEXOS

Tabela A1 - Parametros utilizados para identificacdo dos compostos.

RT (min) Erro % Match R Match Prob. %
10,7 1,77 737 884 8,92
14,4 0,42 752 780 2,76
14,6 0,67 883 935 60
15,4 1,42 902 905 72,8
17,8 0,42 887 909 43
18,2 0,45 777 898 61,1
18,6 1,64 659 701 0,45
20,8 0,88 676 785 0,69
21,2 1,99 550 701 1,51
21,5 3,28 621 738 0,98
22,0 3,01 543 749 0,5
22,1 0,06 789 873 38
22,2 0,40 786 905 66,4
22,4 3,22 669 687 5,37
22,6 0,41 686 786 7,85
22,7 1,03 786 948 16
22,9 0,11 754 772 3,51
23,0 1,12 732 777 12,6
23,2 0,76 887 910 24,6
23,7 1,06 772 782 15
23,8 1,01 928 937 88,6
24,0 0,03 884 906 28,9
24,5 0,53 904 910 30,7
24,6 0,60 930 955 70,6
24,7 0,02 770 873 23,1
25,3 0,63 890 935 9,48
25,6 1,83 790 790 10,5
25,7 1,09 835 872 57,1
25,8 0,47 864 874 45,4
25,9 0,61 862 914 83,5
26,2 0,61 751 866 3
26,3 1,04 683 708 5,29
26,7 0,10 916 943 63,9
26,7 0,81 686 908 7,84
26,9 0,42 921 926 40,2
27,0 0,23 718 786 3,55

27,3 0,13 736 832 19,5




Tabela A1 - Parametros utilizados para identificacdo dos compostos (cont.).

RT (min) Erro % Match R Match Prob. %
27,6 0,64 675 775 7,1
27,9 2,37 727 823 6,47
28,0 1,22 669 713 19,9
28,2 0,38 847 870 22,5
28,5 1,13 899 900 62,7
28,6 0,61 775 787 23
28,8 0,60 799 844 9,75
29,0 0,17 767 794 11,7
29,3 0,05 843 916 26,1
29,4 1,14 824 850 18
29,5 0,76 763 874 6,73
29,7 0,18 748 782 20,7
30,5 0,14 772 863 9,64
30,7 0,75 837 919 10
35,1 1,70 655 657 2,48
35,3 1,20 917 933 11,1
40,5 0,03 616 627 16
40,7 1,17 829 838 60
43,3 1,65 864 871 36,5
44,8 3,37 838 852 2,21
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