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— O Pensador Profundo, a tarefa que lhe cabe assumir é a seguinte: queremos
que nos diga... — fez uma pausa e concluiu: — ...a Resposta!

— A Resposta? — repetiu Pensador Profundo. — Resposta a que pergunta?

— A Vida! — exclamou Fook.

— O Universo! — disse Lunkwill.

— E tudo o0 mais! — exclamaram em unissono. Pensador Profundo fez uma pausa
para refletir.

— A Resposta a Grande Questédo... — disse Pensador Profundo.
— Sim...!

— Da Vida, o Universo e Tudo o Mais...

— Sim!

— E... — disse Pensador Profundo, e fez uma pausa.

— Sim..|— E... — Sim..Ill...?

— Quarenta dois.

— Eu verifiquei cuidadosamente — disse o computador —, e ndo ha duvida de
que a resposta é essa. Para ser franco, acho que o problema é que vocés jamais
souberam qual é a pergunta. Assim, quando vocés souberem qual é exatamente a
pergunta, vocés saberdo o que significa a resposta.

Adam Douglas, O guia do mochileiro das galaxias.
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RESUMO

O perfil cromatografico de 6leos essenciais de Mentha foi correlacionado
com sua atividade biolégica contra Candida dubliniensis utilizando-se ferramentas
quimiométricas. A cromatografia gasosa bidimensional “abrangente” com deteccao
por ionizacdo em chama, GCxGC-FID, foi combinada com a analise multivariada
de dados e, a partir da correlagdo obtida com o emprego da ferramenta NPLS-DA
(N-way partial least squares - discriminant analysis), foi possivel prever o
comportamento de novas amostras de 6leo de Mentha frente a atividade biologica
classificando-as como ativas ou inativas, sem a necessidade de se efetuar o
ensaio de concentragdo inibitoria minima, MIC. Foi possivel, ainda, estimar os
principais constituintes responsaveis pela atividade contra Candida dubliniensis:

linalol, piperitona, carvona, pulegona e 6xido de piperitenona.

Desta forma, a GCxGC-FID, quando combinada com técnicas
quimiométricas, pode vir a ser uma ferramenta poderosa na predicdo de
propriedades biologicas como uma alternativa ou complemento para outras

técnicas mais laboriosas.

Paralelamente, a GCxGC-qMS foi empregada para realizar a identificagédo
tentativa de duas espécies de folhas de Mentha. Cada espécie foi submetida aos
tratamentos de secagem e congelamento. Para a pré-concentragdo dos analitos
foi empregada a etapa de preparo de amostras por microextracdo em fase solida
através do headspace (HS-SPME) empregando-se fibra de polidimetilssiloxano /
divinilbenzeno (PDMS/DVB) seguida de separagdo por cromatografia gasosa
bidimensional “abrangente” com deteccdo por espectrometria de massas
(GCxGC-qMS).
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ABSTRACT

The chromatographic profile of essential oils of Mentha was correlated with
their biological activities against Candida dubliniensis using chemometric tools.
Comprehensive two-dimensional gas chromatography with flame ionization
detection (GCxGC-FID) was combined with multivariate data analysis and
correlation obtained from the use of tool NPLS-DA (N-way partial least squares -
discriminant analysis), making it possible to predict the behavior of new samples of
Mentha oil against biological activity by classifying them as active or inactive,
without the need to perform the minimal inhibitory concentration test. It was also
possible to estimate the major components responsible for the activity against
Candida dubliniensis: linalool, piperitona, carvone, pulegone and piperitenone

oxide.

Thus, GC x GC-FID, when combined with chemometric techniques, may
prove to be a powerful tool for predicting biological properties as an alternative or

complement to other techniques.

In parallel, GC x GC-gMS was used to perform the identification of two
species of leaves of Mentha. Each species was subjected to drying and freezing
treatments. Solid phase microextraction through headspace (HS-SPME) was
employed for sample preparation with a fiber employing
polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB), followed by separation by
comprehensive two-dimensional gas chromatography with mass spectrometer
detection (GC x GC-qMS).
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Trabalhos atuais relatam estudos envolvendo biomarcadores e plantas que
exibem propriedades antimicrobianas ', antiftingicas 2, antioxidantes **, etc. E
comum tais estudos empregarem técnicas de separagdo e detecg¢do visando a
identificagdo do composto majoritario e o relacione como o responsavel pela
atividade biolégica. A potencialidade desses estudos permitiu 0 emprego de
produtos naturais bioativos como ponto de partida para o desenvolvimento de
novos farmacos e, atualmente, inumeros produtos sintéticos foram inspirados em

produtos naturais °.

A cromatografia gasosa (GC) € uma técnica consolidada, relativamente de
baixo custo, de facil manipulacdo e, atualmente, é a técnica hifenada mais
utilizada para a caracterizagao e identificagao de volateis e semi-volateis oriundos
de metabodlitos de plantas °. No entanto, apesar do desenvolvimento atingido tanto
pelo equipamento quanto pelas metodologias analiticas, a separagédo total de
todos os componentes de determinadas classes de amostra ainda é impraticavel.
Isto ocorre devido a fatores relacionados a complexidade desta, tais como:
elevado numero de componentes, semelhancgas estruturais, presenca de isbmeros
e uma vasta gama de concentragcdo de analitos. Logo, os tempos de retengao de
diversos constituintes serdo muito semelhantes entre si, independentemente da
fase estacionaria empregada, o que resulta em coelui¢gdes, as quais sdo muitas
vezes impossiveis de serem detectadas e identificadas por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) ’.

A identificagdo do composto majoritario por GC-MS é simples, uma vez que
ele usualmente corresponde encontra-se entre 20 a 70% da concentragao total e
em média, dois ou trés constituintes sdo considerados maijoritarios. Desta forma, a
atividade costuma ser relacionada a este marcador. O rastreamento destes
analitos, quando s&o relevantes no sentido de serem componentes biologicamente
ativos na matriz em estudo, ndo pode ser efetuado nos casos em que ha coeluicao
com constituintes de alta concentracdo. Entretanto, ndo € regra que tais
compostos sejam os responsaveis pela atividade biolégica somente pelo fato de

estarem presentes em maior concentracdo. Esta funcdo pode ser resposta da
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unido de diversos constituintes, em um comportamento sinérgico ®.

Com a aplicagdo de ferramentas quimiométricas de reconhecimento de
padrées sobre os cromatogramas de tais amostras, todas as varidaveis sao
monitoradas simultaneamente, fato este impossivel de ser efetuado com a analise
univariada. Ou seja, ndao € selecionado um determinado pico, mas o
cromatograma em toda a sua extensdo. O método tradicionalmente empregado é
associado com a analise de compostos-alvo e obviamente envolve a etapa prévia

de identificagao.

Neste sentido, a realizagdo de estratégias de classificagdo envolvendo
fingerprint de produtos alimentares foram desenvolvidas recentemente, aplicando-
se diferentes ferramentas quimiométricas. Espectros de amostras n&o-tratadas e
impressdes digitais cromatograficas foram estudados em areas como a industria
do petroleo e fitoterapia °. No trabalho de Chun et al. '°, a técnica GC-MS foi
combinada com a ferramenta quimiométrica PCA (analise dos componentes
principais, do inglés principal component analysis) e diversas amostras de dleo
essencial de Schizonepeta tenuifolia Brig foram visualmente separadas de acordo
com as regides de coleta como um complemento ao controle de qualidade da
planta. Pizarro et al. °® obtiveram éxito na aplicagdo da ferramenta com o intuito de
verificar a origem geografica de amostras de azeite de oliva a partir de

cromatogramas obtidos por GC-MS.

Com a aplicacao de ferramentas quimiométricas, sao estimados os picos ou
regides do cromatograma que apresentam maior importancia na descricdo da
atividade biologica; desta forma, a concentracdo relativa de determinado
constituinte pode ndo ser funcdo direta da atividade, mas sim do grau de

importancia decorrente de sua correlagdo com a mesma.

A cromatografia gasosa bidimensional “abrangente” (GCxGC) é uma
técnica que tem sido aplicada no campo dos produtos naturais devido ao seu alto
poder de resolugdo de coeluigdes, um problema conhecido da area, devido a

presencga da coluna adicional, cuja natureza da fase estacionaria complementa a
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separagao ocorrida pela primeira. E, além disso, a alta detectabilidade da técnica

contribui para a detecgao de constituintes minoritarios.

Tendo em vista a riqueza de informagdes obtida com a aquisicdo de um
cromatograma bidimensional e levando em consideragdo a importancia de néo
descartar a possibilidade de sinergismo, a combinagdo das técnicas de
cromatografia gasosa bidimensional e tratamento quimiométrico é uma inovadora
e vantajosa ferramenta na busca pelos responsaveis pela atividade bioldgica, e foi,

portanto, empregada neste trabalho.
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2.1. Oleos essenciais

Os dleos essenciais sdo formados por misturas complexas de compostos
organicos volateis, cuja composi¢cao pode variar consideravelmente entre espécies
e variedades de uma mesma planta. Os 6leos sdo responsaveis pela fragrancia e

efeitos bioldgicos das plantas medicinais aromaticas "2

, sendo sua principal
caracteristica a volatilidade e, consequentemente, o aroma. S&o soluveis em
solventes orgénicos e apresentam solubilidade limitada em agua, suficiente para
aromatizar as solugcdes aquosas denominadas hidrolatos. Os Oleos essenciais
possuem baixa estabilidade frente a presenca de agua, luz, calor, umidade e
metais. Portanto, devem ser conservados secos e livres de impurezas ™.
Preferivelmente, sdo mantidos acondicionados em frascos de pequeno volume de
material como vidro ambar, hermeticamente fechados, e estocados a baixas
temperaturas ou atmosferas de nitrogénio. O emprego de recipientes plasticos
apresenta problemas de permeabilidade e adsorcdo de componentes dos dOleos

volateis .

Anteriormente ao procedimento de extracdo € essencial que a coleta do
material seja realizada com cuidado, evitando aquelas partes afetadas por
doengas ou parasitas. Deve-se registrar o local, a hora e a data da coleta, uma
vez que a producao e o acumulo de metabdlitos vegetais varia conforme a hora do
dia e o periodo do ano. As plantas ricas em 6leos volateis devem ser coletadas no
periodo da manha, ou a noite, pois o periodo de exposi¢ao a luz solar pode

provocar perdas. "’

O emprego do material vegetal fresco € uma estratégia utilizada por
diversos autores e tem como vantagem a presenga de alguns componentes
especificos de caracteristicas mais volateis que ndo sado detectados quando as
folnas permanecem estocadas durante um determinado periodo. Esse
procedimento evita que se originem substancias do metabolismo de fenecimento

vegetal, como no estudo de Sivropoulou et al. ™.
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Na extracédo do 6leo essencial, primeiramente deve ser realizada a moagem.

Segundo Falkenber et al. ®

, @ moagem aumenta a area de contato entre o
material sdélido e o liquido extrator, aumentando a eficacia do procedimento. O
material vegetal é reduzido a fragmentos de pequenas dimensdes, preparando-o
para a extracao do 6leo. Podem ser obtidos a partir de diversas partes da planta,
como flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, frutas e raizes. No
caso de cascas duras, recomenda-se uma moagem mais grossa pois um pd muito
fino sofrer empacotamento e dificultar a passagem do solvente. Na parte aérea da
Mentha, que possui uma textura mais delicada, o tamanho do vegetal pode ser

reduzido por seccionamento com tesouras, utilizada grosseiramente.

A escolha de um método extrativo envolve sua eficiéncia, a estabilidade das
substancias a serem extraidas, a disponibilidade dos meios e o custo do processo
escolhido. Os métodos de extracdo de 6leo essencial variam de acordo com a
finalidade desejada: a destilagdo por arraste a vapor € empregada nos casos
farmacéuticos e alimenticios devido as propriedades fugicidas e bactericidas. Ja
para o uso de perfumes, € preferivel a utilizagcao de solventes lipofilicos ou diéxido
de carbono supercritico. E importante que as condicdes de extracdo sejam
otimizadas e mantidas constantes, de forma a conservar a quantidade e a
qualidade na composicdo do dleo 8. A falta de controle em parametros como
temperatura de extragdo e a pressao, por exemplo, pode ocasionar a perda de

compostos volateis por decomposicéo térmica, oxidacao e hidrdlise '°.

Como a composicdo quimica de amostras vegetais € extremamente
complexa, a extragdo concomitante de varios tipos de substancias ocorre com
frequéncia. De acordo com esses critérios, pode-se escolher o método e o
solvente que serdao empregados. Para realizar a extragdo do 6leo essencial de
Mentha pode-se empregar a hidrodestilagado em sistema do tipo clevenger, método

indicado para extrair éleos de plantas frescas .

A composi¢ao quimica dos 6leos essenciais sofre grande variabilidade para

1

uma mesma planta, " que pode ser resultado de inimeros fatores como o

ambiente e o tipo de cultivo. A temperatura, a umidade relativa, a duracao total de

10



Dissertacdo de mestrado — Revisdo bibliografica

exposi¢cao ao sol e o regime de ventos exercem uma influéncia direta, sobretudo
sobre as espécies que possuem estruturas histolégicas de estocagem na

superficie. !

2.2. Sinergismo

Sao relatados na literatura constituintes purificados derivados de 6leos
essenciais cujas atividades biolégicas foram confirmadas, como, por exemplo,
terpineol, eugenol, timol, carvacrol, carvona, geraniol, linalol, citronelol, nerol,
safrol, eucaliptol, limoneno, aldeido cindmico, etc., que inibem uma grande
variedade de microganismos ®'®. De maneira geral, a atividade individual destes
componentes reflete o comportamento exibido pelo éleo essencial, sendo a
amplitude deste efeito proporcional & concentragdo '°. A atividade de um dleo esta
diretamente relacionada a fatores como a configuragdo quimica dos componentes,

as proporcdes e as interacdes presentes entre os constituintes.?* 28,

No que diz respeito as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais, pode-
se refletir sob dois pontos de vista: a atividade pode ser resultado tanto do
comportamento sinérgico entre as moléculas, quanto de apenas algumas delas,

aquelas de concentracdo mais elevada °.

Denomina-se efeito aditivo quando o efeito gerado pela combinagao dos
componentes equivale a soma do efeito individual. O antagonismo é observado
quando a acado de um conjunto de compostos é inferior em relagdo ao efeito
individual. Ja o sinergismo é o oposto do antagonismo: ocorre quando o efeito das

substancias combinadas é maior do que a soma dos efeitos individuais. 2

Nguefack et al. %

estudaram diversas fragcbes de Oleos essenciais de
Cymbopogon citratus (capim-limao), Ocimum gratissimum (alfavaca) e Thymus
vulgaris (tomilho), fracionados, e atribuiram a diminuicdo da atividade antifungica
contra Penicillium expansum ao comportamento antagdnico entre os constituintes
na presenca de borneol e acetato de bornila. Nas fragcdes contendo a presenca de
p-cimeno e carvacrol, houve aumento da atividade, fruto de comportamento

sinérgico e ressaltando a importancia dos constituintes minoritarios .

11
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2.3. Candidiase

A cavidade oral humana € um ambiente que oferece uma variedade de
nichos ecoldgicos para a colonizagdo de microrganismos. Neste sentido, fungos
do género Candida fazem parte da microbiota residente. Embora Candida albicans
seja o mais conhecido agente etioldgico de muitas infecgdes fungicas que ocorrem
na cavidade oral, outras espécies como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.
kefyr, C. glabrata, C. guilliermondii, C. dubliniensis e C. lusitaneae também foram

isoladas .

As leveduras do género Candida sao consideradas microrganismos
oportunistas. Desta forma, seu acometimento € comum em pacientes
imunocomprometidos, portadores de diabetes melittus, leucemia, transplantados,
vitimas de queimadura, e pacientes sob tratamentos prolongados com antibiotico e
corticdides ?>?°. Em hospitais, 0 género Candida responde por cerca de 8% das
infecgbes fungicas documentadas e representa um grande desafio aos clinicos de
diferentes especialidades, devido as dificuldades diagndsticas e terapéuticas das

infeccdes causadas por tais agentes 2%,

Em casos de pacientes soropositivos (HIV) ha relagdo direta com o
aumento do indice de mortalidade, dai a importancia na prevengao desta patologia
29 Inicialmente, estudos epidemioldgicos demonstraram que C. dubliniensis
estaria associada exclusivamente a infecgdes orais nestes pacientes, entretanto
essa afirmacao ja foi revogada *. O tratamento quimioterapico tem como principio
a destruicdo de células tumorais malignas, entretanto, causa dano também as
células sadias, pois utiliza substancias citotoxicas e, portanto, facilita o

aparecimento da levedura na cavidade bucal durante e apds a terapia *'.

Poucas drogas estdo disponiveis para o tratamento de infecgbes fungicas
quando comparadas as bacterianas. As infeccbes causadas por Candida sao
tratadas com agentes antifungicos, tais como nistatina e anfotericina B; azolicos,
entre eles o cetoconazol, itraconazol e fluconazol; e derivados azodlicos recentes,
como o voriconazol e o posaconazol *"*2. A grande maioria dos tratamentos contra

infecgdes fungicas visa a via biossintética do ergosterol, um esterol componente

12
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da membrana celular que é unico para fungo. O fluconazol atua sobre a enzima
Erg 11, lanosterol 14a-demetilase, na via biossintética do ergosterol. Em casos de
resisténcia, é aplicada anfotericina B ou nistatina, que se liga ao ergosterol e
conduz a morte da célula pois atua na permeabilidade celular e a induz a liberar

seu contetdo intracelular 2.

Entretanto, muito embora a eficacia destas drogas seja comprovada, o
mesmo pode ser dito a respeito de seus efeitos colaterais **. Tém-se verificado o
aumento dos casos de amostras fungicas resistentes ao fluconazol em resposta a
larga aplicacdo *°. Silva et al. * relataram alta frequéncia de leveduras isoladas da
faringe de pacientes HIV positivo resistentes aos derivados azdlicos, incluindo o

fluconazol (66,1% dos isolados). Pelletier et al.*’

mostraram que em pacientes
imunocompentes a ocorréncia de leveduras do género Candida resistentes aos

azdis estao sendo isoladas com maior frequéncia.

Algumas espécies fungicas estdo tomando espacgo no arsenal das infec¢oes
oportunistas, dentre elas destacam-se Aspergillus e Fusarium, principalmente em
pacientes imunocomprometidos. Consequentemente, a necessidade pela busca
de novos agentes antifungicos tem se tornado grande no decorrer destes ultimos

anos .

Os componentes naturais produzidos pelo metabolismo das plantas sao
potencialmente uma importante fonte de novos tipos de antifingicos %.
Considerando que determinadas plantas medicinais sao popularmente utilizadas,
buscam-se moléculas bioativas nos produtos naturais, especialmente, na tentativa
de descobrir agentes antifungicos cujos efeitos colaterais sejam diminuidos,

contendo espectro de acdo ampliado e efetiva agdo fungicida *°.

Como alternativas ao uso dos antifungicos tradicionais entram em cena
componentes ha muito tempo utilizados pela medicina popular, os fitoterapicos.
Muitos pesquisadores tém relatado atividade antifungica de plantas medicinais, e
uma variedade de Oleos essenciais detém propriedades antimicoticas contra
Candida *°.

13
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No estudo de Agarwal et al. *, 6leos essenciais de Eucalyptus globulus,
Mentha piperita, Zingiber officinalis e Eugenia caryophyllus demonstraram redugao
significativa no biofilme de C. albicans. Trabalhos de Nakamura et al. *° mostraram
atividade fungicida do éleo essencial de Ocimum gratissium L., contra C. albicans,
C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis. Carvalhinho et al. *' demonstraram
suscetibilidade de C. albicans contra 6leos de Cinnamomum zeylanicum, Laurus
nobilis L., Citrus limonum L., Citrus reticulata Blanco, Mentha piperita L.,
Rosmarinus officinalis L., Commiphora myrrha, e Eucalyptus globulus Labill.
Portanto, moléculas isoladas de produtos naturais com potencial antifungico
podem contribuir para a industria farmacéutica no desenvolvimento de farmacos e

para a produgao de novas formulacdes *.

Devido a grande biodiversidade presente nos diferentes biomas brasileiros,
existe uma crescente demanda de produtos naturais, por industrias farmacéuticas
nacionais e internacionais, que impulsiona a investigagao cientifica e a busca por
fitofarmacos. Esta sequéncia de eventos resultou em uma legislagao com relagéao
a biodiversidade e o conhecimento tradicional associado, que estd agora sendo

colocada em pratica *%.

Foi estabelecida uma legislacdo para a area de fitoterapicos (Portaria
6/SVS de 31/1/1995), que definiu claramente que fitoterapico € um medicamento
com componentes ativos exclusivamente de origem vegetal, e que deve
apresentar comprovagao de eficacia, seguranga e qualidade. Também determinou
prazos para a realizacao de estudos de eficacia e toxicidade para os produtos ja
existentes no mercado, estabelecendo bases para uma maior aceitacdo desses
produtos. Essa legislacdo exerceu um papel educativo importante e foi
reformulada, mantendo suas caracteristicas essenciais (Resolu¢do RDC n ° 17 de
24/2/2000). Também importante, foi o estabelecimento, no Ministério da Saude e,
posteriormente, na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, de uma
divisao direcionada especificamente para fitoterapicos. Sem um érgao executivo, o
processo nao seria completo, qualquer que fosse a legislagao estabelecida, pois

essa por si sO ndo assegura os instrumentos para a melhoria da qualidade dos

14
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produtos no mercado .

2.4. Mentha

O género Mentha compreende cerca de 18 espécies diferentes de hortelas
e correlatos que pertencem a familia Lamiaceae (ou Labiatae). Destacam-se pelo
efeito medicinal promovido pelo uso de chas de sabor caracteristico e de aroma
refrescante. Todas as plantas sdo perenes, de crescimento rapido e facil, com
caules violaceos, ramificados; folhas opostas, serreadas e cor verde-escura; flores

lilases ou azuladas dispostas em espigas terminais, frutos tipo aquénio. **

Dentre as mais populares destacam-se: a hortela verde (Mentha viridis); o
mentrasto (Mentha rotundifolia); a menta-do-levante (Mentha citrata); a hortela-
verde (Mentha spicata); o poejo (Mentha pulegium); a hortela-crespa (Mentha
crispa); a hortela-romana (Balsamite); a hortela-pimenta que € a mais refrescante
das hortelas (Mentha piperita); e a menta-japonesa ou hortela-doce (Mentha

arvensis), rica em 6leo essencial *.

Apesar da origem européia, a planta foi inicialmente introduzida no nordeste
dos Estados Unidos e Canada, sendo atualmente cultivada em todo o mundo
devido a gama de aplicagdes do dleo essencial, de grande importancia industrial e
comercial, principalmente na forma de chas **°. Empregado no tratamento de
disturbios gastrintestinais *® como expectorante, e em casos de mialgia, o 6leo
também é largamente utilizado na industria como flavorizante e aditivo em
alimentos e em produtos de higiene bucal *, nas bebidas alcodlicas, em

formulagdes de produtos cosméticos *’ e suplementos alimentares *°.

Supermercados e feiras ndo comercializam ervas utilizando-se o nome
cientifico. Em um estudo de Karousou et al. 49, nos paises mediterraneos, sao
empregados nomes de acordo com o aroma da planta. No caso da Mentha, foi
possivel distingui-las em quatro grupos: quase sem odor, Alcinus alpinus; com
odor pungente, A. suaveolens, M. pulegium e M. piperita; odor doce, M. longifolia,

e odor acido, M. suaveolens e M. spicata.

Os oleos da familia Lamiaceae originam-se de estruturas especializadas,

15
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tais como os pélos glandulares. A composi¢do quimica dos 6leos possui grande
variabilidade, mesmo quando extraida do mesmo 6rgao de uma mesma espécie
vegetal. Os motivos dessa diferengca em composic¢ao € fungao da época da coleta,
das condicdes climaticas, do solo *°, da idade da planta, da variedade da espécie,

da regigo geografica, e das condicdes do processamento *°.

A espécie Mentha x piperita L. quando cultivada em periodos de dias
longos e noites curtas, apresenta um maior rendimento do 6leo, com teor elevado
de mentofurano; ao contrario, noites frias favorecem a formagédo do mentol. O grau
de hidratagcdo do terreno e a presenga de micronutrientes também podem
influenciar a composicdo dos 6leos volateis . Dentro de uma mesma espécie, a
composi¢ao é consequéncia da estacdo do ano, clima, condi¢ées geograficas e
condicdes de colheita. Entretanto, ndo se pode prever ou estabelecer um padrao,

cada espécie reage de forma diferenciada.

E documentado que dleos essenciais de algumas espécies de menta, como
M. spicata, M. piperita, M. arvensis, M. rotundifolia, M. suaveolens, e M. pulegium
possuem atividade antimicrobiana e antioxidante. Diversos trabalhos evidenciaram
as propriedades bactericidas, antifingicas e anti-candida de Mentha *"°2°%%4%°Q
o0leo essencial de diferentes espécies de Mentha apresenta atividade
antimicrobiana para diversas bactérias, incluindo Escherichia coli, Staphylococcus

aureus e Salmonella choleraesuis °¢°7°853

Schmidt et al. *° estudaram a composigéo quimica e o efeito antioxidante do
Oleo essencial de M. piperita L.. Os constituintes majoritarios, analisados por GC-
MS foram mentol (40,7%), mentona (23,4%), acetato de mentila, 1,8-cineol,
limoneno, B-pineno e B-cariofileno, além da constagdo de uma elevada atividade

I. ® analisaram amostras de 6leo essencial de M.

antioxidante. Dimandja et a
piperita e identificaram 89 constituintes empregando-se a GCxGC-MS contra 30

encontrados por GC-MS.

16
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Gulluce et al. ®

concluiram para M. longifolia L. que o Oleo essencial
apresentou forte atividade antimicrobiana contra 30 microrganismos testados,
enquanto o extrato metandlico permaneceu inativo. Em contraste, o extrato

metandlico mostrou atividade antioxidante superior ao 6leo.

I. 2 estudaram o efeito de diversos 6leos essenciais sobre

Khater et a
pragas em bufalos no Egito, como piolhos e moscas. Foi investigada a eficacia
ovicida e repelente de alguns Oleos essenciais contra o piolho do bufalo,
Haematopinus tuberculatus. Cinnamomum camphora L., (Lauraceae), Allium cepa
L., (Amaryllidaceae), Mentha piperita L., (Lamiaceae), Matricaria chamomilla L.,
(Asteraceae), e Rosmarinus officinalis L., (Lamiaceae) tiveram seu valores de
LC50 (a concentragdo de um produto quimico que mata 50% de um populacéo da
amostra) comparados com D-phenothrin, na qual foi obtida a seguinte ordem de

toxicidade: C. camphora > A. cepa > M. piperita > M. chamomilla > R. officinalis.

Brito °® constatou que diversos dleos essenciais obtidos de folhas de
Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, M. arvensis e M. piperita exibiram
resultados altamente promissores contra promastigotas (forma flagelada e

extracelular) de Leishmania (L.) chagasi.

2.5. Microextragao em fase soélida (SPME)

A microextracdo em fase sélida € uma técnica de extragdo que utiliza
sorventes introduzida por Arthur e Pawliszyn ® cujo rapido desenvolvimento foi
demonstrado com a vasta aplicabilidade de analitos. Como uma alternativa as
técnicas convencionais de extragdo, a SPME tem sido amplamente implementada
por vantagens como: 0 ndo-emprego de solventes, seletividade baseada em
constantes de distribuicado, versatilidade ao combinar extragcdo e concentragao em
uma unica etapa e realizagdo de transferéncia quantitativa para o GC, dentre

outros .
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Usualmente, a SPME emprega fibras de silica fundida com recobrimento
polimérico visando a extracdo de compostos alvos. Devido a grande
disponibilidade de recobrimentos, a selecdo do tipo de fibra torna-se
imprescindivel para uma analise eficiente. A técnica tém sido aplicada na extragao
de um amplo espectro de analitos, os quais estdo presentes em matrizes variadas.
Dentro da diversidade de analitos passiveis de extracao, tém-se compostos como
benzeno substituidos, compostos organicos volateis, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, agrotéxicos, fendis, acidos graxos, chumbo e tetraetiichumbo ®°. A
SPME pode ser utilizada em conjunto com diferentes técnicas, dentre elas: GC-
MS %, GCxGC ®, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) °, etc.

A fibra é formada por um suporte central metalico recoberto pelo
revestimento com habilidade extratora e o0s mecanismos responsaveis sao
intrinsecos a natureza da fibra. O recobrimento de polidimetilsiloxano (PDMS) é
um liquido de alta viscosidade, enquanto o poliacrilato (PA) € um sélido cristalino.
Em ambas, a extragdo é governada pelo mecanismo de absorgédo. Outras fibras,
como PDMS-DVB (divinilbenzeno), Carbowax-DVB, Carbowax-TR (resina) e
Carboxen, sdo fibras mistas na qual a fase primaria extratora € um sélido poroso,

e os analitos sdo adsorvidos pela fibra.

O dispositivo extrator de SPME (Figura 1) consiste de um suporte recoberto
com um fino filme polimérico ou sélido adsorvente (fase extratora). O suporte
geralmente de silica fundida ou liga metalica, possui cerca de 100 um de diametro

e 1 cm de comprimento.
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Tubo hipodérmico

Suporte com recobrimento

Figura 1. Representacao da fibra de SPME conectada ao adaptador (holder)

Para efetuar a extragdo dos analitos para a fibra, pode-se optar tanto pela
imersao direta ou headspace. O septo de silicone do frasco é perfurado com a
agulha e, em seguida, a fase extratora é exposta. Apds um determinado tempo,
variavel conforme o tipo de amostra, a fibra é entao recolhida e levada diretamente
para o equipamento de forma a proceder com a dessor¢ao. Nesta etapa, a fibra é
exposta no injetor do sistema cromatografico aquecido, onde ocorre a dessorgao
térmica para a posterior separacéo e deteccdo dos analitos "*"""#73. Fundamentos

da teoria de SPME foram descritos por Valente e Augusto ",

Neste sentido, a extragdo por headspace é indicada para a analise de
produtos naturais, na presenca de compostos de média a alta volatilidade, tendo a
vantagem de poupar a fibra de exposicdo de possiveis interferentes e compostos
prejudiciais presentes na matriz, aumentando a vida util do recobrimento.

7

Sartoratto e Augusto  empregaram a SPME como etapa de concentracdo de

compostos volateis no screening de plantas aromaticas brasileiras.
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2.6. Principios basicos da GCxGC

A grande maioria dos Oleos essenciais comercializados teve sua
composi¢ado quimica analisada por GC-MS. Entretanto, o uso dessa técnica para
separar e identificar todos os compostos de uma mistura € fisicamente
impraticavel, dado o elevado numero de compostos presentes e suas estruturas

semelhantes.

A caracteristica fundamental da GCxGC é o emprego de um conjunto de
duas colunas conectadas em série, uma convencional e outra curta, cuja natureza
das fases estacionarias promove mecanismos de separagao complementares
entre si. Usualmente, em um conjunto normal, empregam-se uma coluna de
caracteristica majoritariamente apolar seguida de uma de caracteristica polar,
podendo este conjunto ser alterado. O esquema de montagem do equipamento é

apresentado na Figura 2 ™,

A interface entre as duas colunas € denominada modulador, responsavel
por coletar as fragbes provenientes da primeira coluna (ou dimenséo, 1D),
reconcentra-las e transferi-las para a segunda em um processo continuo
denominado modulagdo. Desta forma, todo o eluato da 'D é completamente
fracionado e transferido para a 2D. Detalhes da técnica foram descritos por

Pedroso et al. °.

O sistema de modulagdo entre as duas colunas comprime a banda
cromatografica proveniente da 'D, e esta banda é direcionada para a coluna curta,
de forma que a separacdo na D é extremamente rapida. O emprego de uma
coluna 2D curta e eficiente evita o aumento significativo do tempo total de analise
em relacdo a uma separagao por 1D-GC. Por sua vez, os periodos de modulagao
devem ser otimizados de forma a minimizar o alargamento da banda comprimida e
previamente separada. Desta maneira, a sensibilidade ¢é significativamente
incrementada e a resolugdo aumenta de forma expressiva em relagdo a

cromatografia convencional, 1D-GC.
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Figura 2. Esquema do equipamento GCxGC com detalhe para o modulador,
localizado entre as duas colunas .

A capacidade de pico de uma coluna € o niumero maximo de compostos
que podem ser separados em uma mesma analise, em um determinado intervalo
de tempo. A grande vantagem da GCxGC frente a GC-GC, outras técnicas
multidimensionais, € a grande capacidade de pico da técnica. Supondo que a
capacidade de pico da 'D seja n; picos, enquanto a da ?D seja n, picos, pode-se
dizer que a capacidade de picos da GCxGC sera nixn; picos, uma vez que toda a
amostra € submetida a separacdao em ambas as colunas. Comparativamente, a
capacidade de pico da cromatografia gasosa bidimensional de fracées parciais ou
heartcut, GC-GC, sera ni+ny, (Figura 3) uma vez que apenas uma fragcdo da
amostra é submetida a separacéo na D ”°.
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12 coluna

22 coluna
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Figura 3. Diagrama ilustrativo da capacidade de pico.

Diferentemente dos cromatogramas convencionais, os cromatogramas
GCxGC sao constituidos por manchas (spots) e ndo por picos. A interpretagao
também diverge: em um cromatograma 'D, aqueles analitos mais retidos pela
interacdo com a fase estacionaria sdo aqueles que sofrem atraso na eluicdo. Em
um cromatograma bidimensional, essa retengao pode ter sido resposta tanto do
aumento de interagcdo com a primeira quanto com a segunda coluna (ou
dimensao), de caracteristicas apolar e polar, respectivamente. E essas interagdes
especificas geram resultados visuais distintos quando em confronto com aqueles

obtidos por meio da cromatografia convencional.

O cromatograma de separagcao GCxGC, ao ser plotado como uma imagem,
passa a ter sob o ponto de vista do aspecto qualitativo, uma potencial ferramenta:
a estruturacdo cromatografica. Em uma separagdo convencional, compostos
estruturalmente semelhantes ou com indices de retengdo proximos sofreriam
coeluicdo. Na separacédo bidimensional, o acoplamento de duas colunas com
seletividades diferentes faz com que as bandas cromatograficas sobrepostas que
eluiriam da primeira dimensado consigam ser separadas na segunda devido a

diferenga nos fatores de retencéo decorrente da natureza da fase estacionaria.
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A separacdo na primeira dimensdo, apolar, € governada essencialmente
pelas pressdes de vapor dos analitos, as quais se relacionam direta e
proporcionalmente com o ponto de ebulicdo e conforme o tamanho da cadeia
carbdnica. Outro fator relevante para a interpretacdo da separacao é a afinidade
do analito pela fase estacionaria. Na segunda dimensé&o, a separagao também é
governada pela pressdo de vapor. Entretanto, pode-se afirmar que sua
importancia é relativamente inferior, uma vez que o eluato fracionado submetido a
segunda coluna foi previamente separado pela primeira dimenséo. Desta forma, a
pequena fragdo contera somente constituintes cujos valores de pressao de vapor
se assemelham e, nesse caso, a separagao € reflexo apenas da interacdo com a

fase estacionaria de caracteristica polar.
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Objetivo geral

Investigar o potencial da GCxGC na constru¢do de modelos que permitam

prever a atividade antibidtica.

Objetivos especificos

Identificar por GCxGC-MS os constituintes de diversas espécies de
Mentha:
o 2 espécies de folhas;

o 20 amostras de 6leo essencial;

Empregar ferramentas  quimiométricas  para correlacionar  os
cromatogramas GCxGC-FID com a sua atividade antifungica contra

Candida dubliniensis.
A partir do modelo de classificagao obtido, prever a atividade de novas
amostras de o6leos essenciais de Mentha como ativos ou inativos em

relacao a Candida dubliniensis.

Identificar os principais constituintes responsaveis pela atividade contra

Candida dubliniensis.
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4. MATERIAIS E METODOS
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O procedimento experimental foi dividido em duas grandes frentes. A
primeira parte do trabalho envolveu o estudo de identificacdo sistematica do maior
numero de constituintes de amostras de folhas de Mentha empregando-se HS-
SPME e GCxGC-gMS. Na segunda parte do trabalho, dleos essenciais de
diversas espécies de Mentha foram correlacionadas com sua atividade anti-
candida por meio do emprego de ferramentas quimiométricas, de forma a construir

um modelo de previsdo de MIC de novas amostras.

4.1. Colunas cromatograficas e programacao de temperatura

Conjunto de colunas. HP-5 (5% de dimetilfenilpolissiloxano) 30 m x

0,25 mm; 0,25 um de espessura de filme + Supelco-Wax (polietilenoglicol-PEG) 1
m x 0,1 mm; 0,25 um de espessura de filme. As coluna da primeira dimensao foi

conectada a segunda por um conector press fit.

Programacao de temperatura. Foi empregado o método de

programacao de temperatura variando de 60 a 250 °C a 3 °C min™", hidrogénio 6.0

como gas de arraste com vazao 0,6 mL min™.

Modulador. O modulador utilizado foi construido no laboratdrio, baseado

em um modelo de 4 jatos de nitrogénio gasoso, alternando-se jatos frios com jatos
aquecidos e periodo de modulagédo 6 s. O modulador, do tipo criogénico, utilizou
N2y para resfriar os jatos frios e, para os jatos quentes, o Ny foi aquecido a 350
°C. Estes foram controlados por duas valvulas solendides de trés vias (Ascoval Ind.
e Com. Ltda, Brasil). O controle do sistema GCxGC foi baseado na plataforma
LabVIEW® versao 8.5 e foi utilizado o conversor AD/DA NI USB de 12 bits da
National Instruments (Austin, TX, EUA). A porcentagem de gas quente na focagem

foi de 60 % e de 50 % de gas frio na coleta "°.

4.2. SPME

Para o isolamento e concentragdo dos analitos foram usadas fibras para
SPME recobertas com 65 ym de PDMS/DVB (Supelco, Bellefont — PA, EUA),

inseridas no aplicador adequado (Supelco) e condicionadas antes do uso de
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acordo com as especificagcdes do fabricante.

4.2. Parametros operacionais no sistema GCxGC-gMS

Empregou-se um equipamento comercial de GC-qMs modelo QP2010 Plus
(Shimadzu, Tokyo, Jap&o) com injetor do tipo split-splitless adaptado para
GCxGC-gMS com tecnologia desenvolvida em laboratério. Foi empregada razéo
de split 1:20. O detector espectrométrico de massas foi operado no modo de
varredura, varrendo a faixa de m/z = 40 a 383 D com voltagem da
fotomultiplicadora em 800 V, temperaturas da linha de transferéncia e fonte de

ions ajustadas para 250 °C e 280 °C, respectivamente, e taxa de aquisi¢ao 25 Hz.

4.3. Parametros operacionais no sistema GCxGC-FID

Os cromatogramas GCxGC-FID foram adquiridos em duplicata em um
cromatografo a gas Agilent 6890, adaptado para GCxGC-FID com tecnologia
desenvolvida em laboratério. Foi utilizado volume de injecdo de 1 uL, razdo de

split 1:50 e taxa de aquisi¢cao 100 Hz.

4.4. Estudo da fracao volatil das folhas de Mentha

No estudo das folhas de Mentha, os constituintes de duas espécies foram
identificados sistematicamente. As amostras foram submetidas aos processos de
secagem em estufa e ao congelamento antes de serem separadas e analisadas
por GCxGC-qMS.

4.4.1. Amostras de folhas de Mentha

As folhas das espécies de Mentha foram coletadas no periodo da manha
(11/05/2011) no campo experimental do CPQBA/UNICAMP. As amostras
pertencem a Colecdo de Plantas Medicinais e Aromaticas (CPMA?), e foram
identificadas pela curadora do Campus Experimental como Mentha aquatica L.
(MC19), e Mentha sp. (MC52). Uma massa de folhas frescas foi submetida a

analise cromatografica no mesmo dia da coleta. O restante foi submetido a

*A CPMA/CPQBA ¢é credenciada junto ao CGEN como fiel depositaria de amostras de
componentes do patriménio genético através da deliberagdo do CGEN no. 82 de 09/12/2004.
Publicada no DOU em 08/03/2005.
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diferentes tratamentos: uma parcela foi reservada para o processo de secagem
em estufa a 40 °C durante 2 dias e outra para o processo de congelamento em
refrigerador, durante 30 dias e, entdo, foram armazenadas em sacos plasticos de

polietileno.

4.4.2. Etapa de preparo de amostras

4.4.2.1. Otimizacao dos parametros de extragao por HS-
SPME

A otimizacao das condicdes operacionais visando a aplicacdo de HS-SPME
a plantas aromaticas e seus constituintes volateis foi realizada em carater
exploratdrio. As condigcbes operacionais que maximizam o rendimento de extracao
(temperatura de extragcédo, T, o tempo de equilibrio solugcdo/headspace, teq, € 0

tempo de exposicdo da fibra ao headspace, tex, encontram-se na Tabela 1.”’

Tabela 1. Parametros operacionais de otimizacdo para a aplicacdo de SPME a

constituintes volateis de plantas aromaticas.

T (OC) teq (mln) tex (mln)
60 30 30

4.4.2.2. Extragcao por HS-SPME

Para as extragbes, as folhas foram congeladas sob Nyj; e finamente
trituradas. Aproximadamente 50-55 mg de amostra foi transferida para frascos de
vidro de 5,0 mL com fundo cénico contendo um agitador magnético triangular (Bel-
Art, Wayne — NJ, EUA) e tampa com septo de silicone (Wheaton, Millville — NJ,
EUA). Apds adicdo de 1 mL de solugado aquosa saturada de NaCl (Supelco), foi

extraida em em banho térmico segundo os parametros operacionais da Tabela 1.
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4.4.3 indices de retencio

A amostra foi dopada com uma mistura-padrdao de n-alcanos de C8 a C20
(“Alkane standard mixture for performance tests of GC-systems”, Sigma-Aldrich, St.
Louis — MO) nas mesmas condigdes cromatograficas. Os indices de retencéo
(LTPRI) foram calculados segundo a equagao de Van den Dool e Kratz, Equagao

01, especifica para programacéo de temperatura &

by — tn
LTPRI = 100n + 100 (—)

tn+1 - tn

Equacgéao 01. Equacéo de Van den Dool e Kratz, com t, e tn+1 = tempos de
retencao do padrao de hidrocarboneto que elui imediatamente antes e depois do

analito x; tx € o tempo de retencio do analito x.

4.4.4. ldentificagao tentativa da fragcao volatil das folhas de
Mentha

O material extraido por HS-SPME era imediatamente dessorvido e
separado no sistema GCxGC-gMS. A visualizagdo dos cromatogramas e
identificacdo dos metabdlitos foram realizadas no software comercial de
processamento de dados cromatograficos GC Image (LCC — NE, USA). Para
comparagao dos indices de retencéo aceitou-se uma diferenca de até 30 unidades

78

em relagcao a literatura e, na busca por similaridade espectral, apenas os

compostos cujos valores de match eram iguais ou superiores a 80 %.
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4.5. Oleos essenciais de Mentha

Nesta etapa, amostras de 6leos essencias de Mentha foram submetidas a
ensaios biolégicos para mensurar a atividade antifungica; em seguida, foram
separadas por GCxGC-FID e identificadas por GCxGC-gMS. As matrizes de
dados de MIC foram correlacionadas com os cromatogramas -FID empregando

ferramentas quimiométricas.

4.5.1. Amostras de 6leos essenciais de Mentha

Um conjunto de 18 amostras de 6leo essencial de Mentha das espécies M.
piperita L., M. suaveolens x aquatica, M. aquatica L., M. spicata L., M. sylvestris, M.
arvensis L., M. sp., M. piperita/Citrata Ehrh e M. rotundifolia (L.) Huds foram
cedidas pelo CPQBA/UNICAMP. As amostras de oleo foram obtidas por

hidrodestilacao segundo procedimento descrito por Duarte ef al. 2

Visando minimizar a perda das substancias volateis, os 6leos essenciais e a
amostra branco (solvente) foram mantidos dentro de um saco plastico sob

refrigeragcao, em congelador.

4.5.2. Ensaios biolégicos

A Dra. Marta Teixeira Duarte (CPQBA/UNICAMP) realizou os ensaios para
a obtencgao da concentragao inibitéria minima (MIC) segundo método descrito por
Ellof ”°. As amostras de 6leo essencial empregadas no presente estudo, seguidos
da procedéncia e dos valores respectivos de MIC, em ug mL™" estdo apresentadas
na Tabela 2. A procedéncia foi o Banco de Dados da Cole¢cdao de Plantas
Medicinais e Aromaticas — CPQBA/UNICAMP.
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Tabela 2. Espécies de Mentha empregadas na obtengdo de Oleos essenciais, cédigo da amostra, procedéncia e
respectivos valores de MIC, em pg mL™. (*) = MIC 1,0.

Espécie Cod. Procedéncia MIC (ng mL™)
Mentha. piperita L. MC 06 Purdue University — USA *
M. suaveolens x aquatica MC 10 Purdue University — USA *
M. piperita L. MC 11 Purdue University — USA 0,7
M. piperita L. MC 16 Purdue University — USA *
M. aquatica L. MC 19 Purdue University — USA 0,35
M. longifolia MC 27 Purdue University — USA 0,12
M. spicata L. MC 32 Universidade de Brasilia — BR *
M. piperita L. MC 39 Universidade de Brasilia — BR 0,25
M. arvensis L. MC 46 N/I *
M. sp. MC 50 Instituto Agronémico de Campinas — BR 0,6
M. sp. MC 52 Instituto Agronémico de Campinas — BR 0,4
M. sp. MC 53 Instituto Agronémico de Campinas — BR 0,5
M. sp. MC 54 Instituto Agronémico de Campinas — BR 0,4
M. sp. MC 55 Instituto Agronémico de Campinas — BR 0,4
M. sp. MC 56 Purdue University — USA 0,7
M. sp. MC 62 Parana — BR *
M. sp x piperita subsp. Citrata Ehrh. MC 67 Universidade Federal do Ceara — BR 0,7
M. rotundifolia (L.) Huds MC 68 Universidade Federal do Ceara — BR 0,35
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4.5.3. Identificagao tentativa - Sistema GCxGC-qMS

As amostras de 6leo essencial de Mentha foram separadas no mesmo
sistema e utilizando-se os mesmos parametros para a analise das folhas de
Mentha, citados anteriormente no item 4.4.4. ldentificacao tentativa da fracao
volatil das folhas de Mentha. O volume de injecdo utilizado foi de 1 uL, com

razao de split 1:20.

4.5.4. Construcao do modelo quimiomeétrico

Os cromatogramas de separagdao GCxGC-FID dos dleos essenciais das
variadas espécies de Mentha (Tabela 2) foram utilizados para a constru¢gao de um
modelo de classificacdo, baseado na ferramenta quimiométrica NPLS-DA 20
Esses cromatogramas foram alinhados utilizando a rotina desenvolvida no
Laboratério de Quimiometria em Quimica Analitica da UNICAMP, sob a

supervisao do Prof. Dr. Ronei Jesus Poppi.

Foram utilizadas 36 amostras para a constru¢ao do modelo (18 amostras
lidas em duplicata). Um cubo de dados X foi construido e posteriormente dividido
em dois grupos, sendo um de calibragdo (24 amostras) e outro de validagao
externa (12 amostras). O critério de separac¢ao buscou a distribuicdo de amostras

entre ambos os grupos com valores de MIC diversificados.

A atividade antifungica das espécies de Mentha contra C. dubliniensis foi
usada para a construgdo da matriz de dados Y, considerando-se o valor 1 para

amostras ativas (MIC < 1) e valor 0 para amostras inativas (MIC = 1).

Neste modelo quimiométrico, utilizou-se a validagao cruzada do tipo leave-
one-out e o0 pré-processamento do tipo multiscaling. Para o tratamento de dados
foram usados os softwares Matlab versao 2009b (MathWorks, Natick — MA, EUA)
e PLS-toolbox versao 6.2 (Eigenvector Research, Wenatchee — WA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Alteracao do perfil cromatografico das folhas de Mentha

Os cromatogramas de separagdo GCxGC-gMS da amostra Mentha
aquatica L. (MC19) sdo apresentados na Figura 5 (amostra fresca), na Figura 6
(amostra congelada) e na Figura 7 (amostra seca). Analogamente, os
cromatogramas de separagao GCxGC-gMS da amostra Mentha sp. (MC52)
submetidos aos mesmos procedimentos sdo apresentados na Figura 8, Figura 9

e Figura 10, respectivamente.

Nestes cromatogramas foram localizadas regides de constituintes contendo
indices de retengdo ligeiramente préximos, o gue sugere um elevado grau de
similaridade estrutural entre cada nucleo. Os spols foram destacados nos
cromatogramas com as letras A, para simbolizar monoterpenos C10; B para

monoterpenos oxigenados e C para sesquiterpenos C15.

‘ Monoterpenos oxigenados |

: |

E rlr ‘ L™ .l ‘r-#.' '

LoV '

“" Monoterpenos Sesquiterpenos
: c10 c15
T Tp—— e | B [t B T st B g R

S i
T s e Bk f ) ¢ HP- ST

Figura 4. Estruturacdo do cromatograma GCxGC em regides contendo

monoterpenos, monoterpenos oxigenados e sequiterpenos.
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Figura 5. Cromatograma de separagdo GCxGC-qMS de folhas frescas de Mentha aquatica L. (MC19). Conjunto de
colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programagédo de temperatura 60 a
250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0.6 mL min™', volume de injecdo 1 uL, razdo de split 1:20,
temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de aquisi¢ao 25 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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Figura 6. Cromatograma de separacdo GCxGC-gMS de folhas de Mentha aquatica L. (MC19) congeladas durante 30
dias. Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programacao de
temperatura 60 a 250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de injecdo 1 uL, razdo de
split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de aquisicao 25 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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Figura 7. Cromatograma de separagcdo GCxGC-gMS de folhas secas de Mentha aquatica L. (MC19). Conjunto de
colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programagédo de temperatura 60 a
250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de injecdo 1 uL, razdo de split 1:20,
temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de aquisi¢ao 25 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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Figura 8. Cromatograma de separacdao GCxGC-qMS de folhas frescas de Mentha sp. (MC52). Conjunto de colunas HP-5
30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C a 3 °C min™",
hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™", volume de injecéo 1 uL, razédo de split 1:20, temperaturas do injetor e do
detector 250 °C, taxa de aquisicdo 25 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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Figura 9. Cromatograma de separagcao GCxGC-gMS de folhas de Mentha sp. (MC52) congeladas durante 30 dias.
Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programacgéo de
temperatura 60 a 250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de injecdo 1 uL, razdo de
split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de aquisicao 25 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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Figura 10. Cromatograma de separacao GCxGC-gMS de folhas secas de Mentha sp. (MC52). Conjunto de colunas HP-5
30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C a 3 °C min™",
hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™", volume de injecéo 1 uL, razédo de split 1:20, temperaturas do injetor e do
detector 250 °C, taxa de aquisicdo 25 Hz e periodo de modulacéo 6 s.
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A técnica de espectrometria de massas aliada aos indices de retencao
calculados foram ferramentas fundamentais na tentativa de identificagcdo dos
constituintes. Nao foi possivel afirmar categoricamente que os constituintes foram
identificados, afinal, para todos os compostos houve uma determinada
porcentagem de acerto em relagdo a biblioteca NIST, a similaridade espectral,
aliada ao indice de retengcdo. Neste trabalho, quando empregada a palavra
“identificacéo”, deve ser levado em consideracdo que se trata de uma estimativa
corroborada tanto pelos altos valores de similaridade espectral (acima de 80%)
como pelos indices de retengdo. Nas Tabela 3 e 4 foram estimados os
constituintes volateis das folhas de Mentha, seus percentuais de area relativos e a
normalizagao das areas, dada pela relacido entre a area desse percentual relativo
e a area da planta fresca para as amostras Mentha aquatica L. e Mentha sp.,
respectivamente. Na Figura 14 sado representadas as porcentagens relativas de
cada classe de compostos, monoterpenos, monoterpenos oxigenados,

sesquiterpenos, e sesquiterpenos oxigenados.

Na regido A das Figuras 5 a 10 foram destacados os constituintes de
menor massa molecular, os quais, apos a identificagdo com o espectrémetro de
massas, foram estimados como estruturas do tipo terpendides ou
monoterpendides. Tratam-se de uma variedade de estruturas de compostos
contendo 10 atomos de carbono em sua composicao, qualidade de uma cadeia
carbdbnica apolar e de tamanho reduzido. Este conjunto de propriedades favoreceu
a rapida eluigdo em uma coluna apolar, a primeira dimensao pela qual os eluatos
foram separados. Resultou-se, portanto, no comportamento previsto para

substancias com alta volatilidade.

Na regido B das Figuras 5 a 10 foram destacados os constituintes
oxigenados, terpendides oxigenados ou monoterpendides oxigenados. O aumento
de polaridade que o atomo de oxigénio agregou a molécula maximizou a interacao
entre a fase estacionaria e o analito. Desta forma, aumentou-se o tempo de

retencao na segunda coluna, de caracteristica polar.
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Na regido C das Figuras 5 a 10 foram destacados os constituintes
identificados como detentores de cadeias de 15 atomos de carbono, também
conhecidos como sesquiterpendides. Fatores como elevada massa molar e altos
pontos de ebulicdo contribuiram para aumentar o tempo de permanéncia na
coluna; resultando em maior tempo de retencdo na dimensido apolar. Somente
pela observacdo do grupo pouco deslocado no eixo y do cromatograma
bidimensional, sem realizar a identificagdo por comparacdo com indices de

retencéo ou similaridade espectral, foi possivel prever que ndo eram oxigenados.

Os constituintes que exibiram uma leve mancha como spots ndao puderam
ser identificados quantitativamente, pois a porcentagem relativa a amostra como
um todo foi insuficiente para uma identificagdo segura. Também foi considerado a
nao-utilizacado de padrbes comerciais para comparacao com os constituintes de
identificacdo duvidosa, incluindo ainda que a biblioteca NIST nao ¢ a ideal para a
finalidade de dleos essenciais e produtos naturais. Um exemplo seria a biblioteca

Flavour and Fragrances.

Observou-se uma redugdao no numero dos constituintes identificados
quando foram comparadas as folhas frescas com as congeladas e secas em
ambas as espécies. A auséncia de elementos volateis como hidrocarbonetos de
cadeia curta e outros constituintes que ja apresentavam baixos valores de area
nas folhas frescas era um comportamento esperado. Durante a secagem na estufa,
a alta temperatura e a duragao de dois dias do processo contribuiram para auxiliar

na volatilizagdo de compostos mais volateis.

No caso do congelamento, esse comportamento também era esperado,
entretanto, em menor escala, uma vez que a amostra permaneceu 30 dias no
congelador, tempo suficiente para perder alguns constituintes mais volateis e/ou
de pouca concentracdo, e deve-se levar em consideragdo que a amostra

certamente sofreu processos degradativos.
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Tabela 3. Identificagdo tentativa dos compostos presentes na amostra Mentha aquatica L. (MC19) quando fresca,

congelada e seca com indices de retengao tedricos e experimentais (LTPRI), percentuais de area e percentuais de area

normalizada.
Constituinte LTPRI Area (%) Area normalizada (%)
Lit. Exp. Fresca Cong. Seca Cong. Seca

Hexanal 801 818 0,1 - - - -
(2E)-Hexenal 846 866 0,2 - - - -
a-Pineno 932 947 1,0 1,0 0,0 1,0 0,0
Sabineno 969 988 0,8 - - - -
B-Pineno 974 991 1,5 1,2 0,0 0,8 0,0
Mirceno 988 1003 0,8 0,4 - 0,5 -
3-Octanol 988 1009 0,8 0,6 0,4 0,7 0,5
cis-p-Mentano 1018 1009 0,1 - - - -
Acetato de 3-octila 1120 1134 0,6 0,4 0,2 0,7 0,4
1-p-Menteno 1021 1034 0,7 0,2 0,0 0,2 0,1
o-Cimeno 1022 1037 0,3 - - - -
1.8-Cineol 1026 1043 11,6 9,6 13,6 0,8 1,2
(E)-B-Ocimeno 1044 1058 0,4 - - - -
trans-Diidrocarvona 1200 1211 84 9,1 3,0 1,1 0,4
a-Terpineol 1186 1204 0,8 1,0 0,1 1,3 0,2
neo-Diidrocarveol 1193 1209 0,1 0,4 0,0 5,0 0,5
trans-p-Mentan-2-ona 1199 1213 3,5 2,6 0,9 0,7 0,3
Carvona 1239 1261 41,8 46,8 54,3 1,1 1,3
Carvotanacetona 1244 1264 12,9 8,4 24.5 0,7 1,9
Piperitona 1249 1269 9,0 7,4 2,7 0,8 0,3
Carvacrol 1298 1321 2,0 0,8 0,2 0,4 0,1
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B-Bourboneno
(2)-Cariofileno
Germacreno D
cis-Calameneno
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1387
1417
1484
1528

1395
1437
1500
1541

0,7
1,1
1,0
0,1
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Tabela 4. |dentificagcdo tentativa dos compostos presentes na amostra Mentha sp. (MC52) quando fresca, congelada e

seca com seus indices de retencdo teoricos e experimentais (LTPRI), seus percentuais de area e percentuais area/area

planta fresca.

Constituinte LTPRI Area (%) Area normalizada (%)
Lit. Exp. Fresca Cong. Seca Cong. Seca
(2E)-Hexenal 846 866 0,1 0,0 - 28,6 -
a-Pineno 932 947 0,9 0,2 - 16,0 -
a-Tujeno 924 988 0,5 0,2 - 35,6 -
trans-p-Mentano 973 991 0,1 - - - -
B-Pineno 974 995 0,7 - - - -
Mirceno 988 1004 3,1 1,0 - 33,4 -
3-Octanol 988 1009 0,6 0,4 0,0 61,4 5,3
Monoterpeno NI - 1014 0,4 0,4 - 92,9 -
1-p-Menteno 1021 1035 0,2 - - - -
o-Cimeno 1022 1037 0,3 1,6 - 541,4 -
Limoneno 1024 1041 3,0 31,7 - 1051,8 -
(E)-B-Ocimeno 1044 1048 0,4 - - - -
y-Terpineno 1054 1071 0,1 0,8 - 1171,4 -
trans- Sabineno (hidrato) 1098 1079 1,4 1,9 0,4 138,6 25,0
p-Menta-3.8-dieno 1068 1084 0,1 - - - -
p-Menta-2.4(8)-dieno 1085 1102 0,1 - - - -
Acetato de 3-octila 1120 1135 0,4 - - - -
a-Terpineol 1186 1160 5,6 5,2 1,9 92,7 33,6
Mentol 1167 1166 1,3 1,6 0,1 121,8 6,8
iso-Mentona 1158 1178 3,4 5,2 4,8 154,6 143,3
a-Caranona 1196 1187 3,6 1,9 5,4 51,0 148,5
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trans-Isopulegona 1177 1190 1,0 2,0 0,1 2031 7.1
y-Terpineol 1199 1192 0,4 - - - -
Pulegona 1233 1255 31,8 18,0 63,9 56,5 201,2
Carvona 1239 1257 0,7 0,9 1,3 122,2 177,8
Piperitona 1249 1268 4,2 1,8 1,6 42,5 38,7
Acetato de isopuleguila 1275 1288 0,7 0,3 0,2 41,7 20,8
Acetato de mentila 1294 1309 0,1 - - - -
Timol 1289 1313 2,6 0,7 0,9 26,2 32,3
Piperitenona 1340 1359 16,1 14,4 19,4 89,4 121,0
Diidro-Jasmona 1378 1399 0,5 0,3 0,1 60,8 13,7
B-Bourboneno 1387 1402 0,5 - - - -
(Z)-Jasmona 1392 1414 0,4 0,8 - 218,9 -
(2)-Cariofileno 1408 1437 2,6 1,4 - 56,3 -
(E)-B-Farneseno 1454 1472 0,7 0,2 - 24,7 -
Germacreno D 1484 1500 7,0 4,7 - 67,3 -
Elixeno - 1515 2,9 2,6 - 88,6 -
Nerolidol 1531 1533 0,6 - - - -
Diidrocarveol 1200 1230 0,9 0,0 - 3,3 -
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Na Figura 11 e na Figura 12 foram comparadas as porcentagens de area das folhas congeladas e secas frente as

frescas, com o intuito de visualizar e interpretar o comportamento de volatilizagdo dos constituintes.
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Figura 11. Areas normalizadas em relagéo as folhas frescas para os constituintes de Mentha aquatica L. (MC19). Em

azul, area normalizada da amostra congelada e, em vermelho, da amostra seca.
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Figura 12. Areas normalizadas em relagéo as folhas frescas para os constituintes de Mentha sp. (MC52). Em azul, area

normalizada da amostra congelada e, em vermelho, da amostra seca.
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Para as duas amostras de Mentha, observou-se um comportamento
tendencioso. Para o caso das amostras que sofreram congelamento por 30 dias,
ao mesmo tempo em que ocorreu a diminuicdo das areas correspondentes aos
hidrocarbonetos nos cromatogramas, procedeu-se o aumento das areas
correspondentes aos sesquiterpenos e aos oxigenados quando comparadas com
as folhas frescas. Como ja explicitado anteriormente, o comportamento dos
hidrocarbonetos decorre de sua alta volatilidade, ocasionando a reducdo das
areas dos picos, sendo assim, era esperado. Ja no caso dos sesquiterpenos e
oxigenados, a conduta apresentada pode ter sido efeito do procedimento de
preparo de amostras, momento o qual houve a adicdo de um pequeno volume de
nitrogénio liquido e posterior maceramento das folhas. A baixa temperatura teria o
efeito de reduzir a perda de volateis e facilitaria a extracdo por aumentar a

superficie de contato da amostra .

O processo de maceragédo sob nitrogénio liquido, por sua vez, consegue
quebrar as paredes celulares ocorrendo, inclusive, o rompimento da cavidade
oleifera onde se estoca o 6leo essencial %2. Por conta disso, uma quantidade maior
de dleo foi liberada para o headspace, aumentando o contato com a fibra de
extracdo. Esse processo explicaria o motivo da maior concentragdo de

constituintes nas amostras que sofreram tal tratamento de maceracgao.

Simultaneamente ao aumento da area dos picos cromatograficos, a quebra
das paredes celulares aumentou as chances de perdas por volatilizagdo dos
compostos mais leves. Paralelamente, a exposicdo do material ao ambiente e a
umidade permitiu que ele sofresse degradagdo, aumentando a porcentagem de
outros compostos, incluindo os oxigenados, nos cromatogramas, como pode ser
verificado na Figura 13. A complexidade do processo foi governada por fatores
que nao puderam ser criteriosamente controlados. Na Tabela 5, foram
comparados o0s compostos presentes nas folhas de ambas as espécies

estudadas.
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Mentha aquatica L. (MC19) quando submetida aos tratamentos de secagem e

congelamento.
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Tabela 5. Comparagéo entre todos os compostos estimados nas amostras de folhas de Mentha aquatica L. (MC19) e
Mentha sp. (MC52) sob diversas condigbes de tratamento. Identificagéo tentativa por HS-SPME e GCxGC-gMS.

Composto LTPRI Mentha aquatica L. Mentha sp.
Lit. Fresca Cong. Seca Fresca Cong. Seca

Hexanal 801 X - - - - -
(2E)-Hexenal 846 X - - X X -
a-Tujeno 924 - - - X X -
a-Pineno 932 X X X X X -
Sabineno 969 X - - - - -
trans-p-Mentano 973 - - - X - -
B-Pineno 974 X X X X - -
Mirceno 988 X X - X X -
3-Octanol 988 X X X X X X
Monoterpeno nao identificado - - - - X X -
cis-p-Mentano 1018 X - - - - -
1-p-Menteno 1021 X X X X - -
o-Cimeno 1022 X - - X X -
Limoneno 1024 - - - X X -
1,8-Cineol 1026 X X X - - -
(E)-B-Ocimeno 1044 X - - X - -
y-Terpineno 1054 - - - X X -
p-Menta-3,8-dieno 1068 - - - X - -
p-Menta-2,4(8)-dieno 1085 - - - X - -
trans-Sabineno (hidrato) 1098 - - - X X X
Acetato de 3-octanol 1120 X X X X - -
iso-Mentona 1158 - - - X X X
Mentol 1167 - - - X X X
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trans-Isopulegona
a-Terpineol
Diidrocarveol
neo-Diidrocarveol
trans-4-Caranona
y-Terpineol
trans-p-Mentan-2-ona
trans-Diidrocarvona
Pulegona

Carvona
Carvotanacetona
Piperitona

Acetato de isopuleguila
Timol

Acetato de Mentila
Carvacrol
Piperitenona
Jasmona diidro-
Bourboneno (-
Jasmona (Z)-
Cariofileno (Z)-
Elixene

Farneseno (E)-B-
Germacreno D
Calameneno cis-
Nerolidol (Z)-
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1177
1186
1192
1193
1196
1199
1199
1200
1233
1239
1244
1249
1275
1289
1294
1298
1340
1378
1387
1392
1408

1454
1484
1528
1531
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Figura 14. Distribuicao percentual das classes de constituintes para as amostras
de Mentha aquatica (MC19) e Mentha sp. (MC52).
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5.2. Oleos essenciais

5.2.1. Construgao do modelo quimiométrico

Na Figura 15 foi apresentado um cromatograma de separagao tipico
GCxGC-FID da amostra do dleo essencial de Mentha piperita L. (MC06). Foram
obtidos cromatogramas de um total de 18 amostras de Oleos essenciais, em
duplicata os quais foram empregados na construgdo do modelo. No Anexo 01

foram apresentados todos os cromatogramas de separagdo GCxGC-FID.
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Figura 15. Cromatograma de separagdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial de
Mentha piperita L. (MC06). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programacgao de temperatura 60 a 250 °C a
3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™, volume de injecdo 1
uL, razao de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de

aquisicao 100 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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Primeiramente, optou-se pela constru¢do de um modelo de calibragdo, com
a habilidade de previsdo de valores escalares de MIC. Sabe-se que os valores de
MIC, por sua proépria definicdo, ndo sdo mensurados quando ultrapassam o valor 1,
e sao simplesmente denominados MIC = 1. Como um modelo n&o pode ser
calibrado partindo-se de valores inexatos, as amostras com MIC = 1 deveriam ser
descartadas, utilizando-se apenas aqueles valores menores que 1. Somando-se a
isso o numero limitado de amostras, o ajuste do modelo de previsdo de valores
escalares de MIC foi gravemente prejudicado. O numero limitado de amostras de
o0leo essencial de Mentha foi o fator-chave na decisdo da construgdo de um

modelo de classificagdo ao invés de um modelo de calibragdo.

O modelo teve como objetivo a discriminagdo de amostras frente a sua
atividade biolégica em dois grupos distintos, ativos ou inativos, ou seja, pré-
selecionar aqueles 6leos com potencial antifungico para, mais tarde, prosseguir
com as analises mais elaboradas. Logo, o modelo ndo teve o objetivo de prever

numericamente os valores de MIC das amostras de 6leo.

A selecao do melhor modelo baseou-se na escolha simultdnea do numero
de variaveis latentes (VL) e seu correspondente valor de RMSECV (root mean
square error of cross-validation). Observa-se, na Figura 16 o decréscimo
acentuado no valor de RMSECV para modelos que englobam até quatro VL. Com
seis variaveis, ha um ligeiro decaimento nos valores de RMSECV, indicando
melhora no ajuste; portanto, foi o numero de variaveis escolhido. O modelo

capturou cerca de 98% da variancia explicadaem Y e 23% em X.
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Figura 16. Valores de RMSECYV versus numero de variaveis latentes na

classificagdo de amostras de Mentha de acordo com a atividade antifungica.

Observou-se um valor reduzido de porcentagem da variancia explicada em
X, 23%, que pode ser atribuido a complexa estrutura de dados contidos nos
cromatogramas GCxGC. Os cromatogramas continham muitas diferengas entre si,
e nao foi possivel retirar-se trechos iniciais ou finais dos mesmos. Por sua vez, a

elevada porcentagem de variancia explicada em Y, 98%, € necessaria para
realizar-se a previsao da propriedade antifungica.

Apos calcular o numero de variaveis latentes a ser usado no modelo, as

Residuos.

amostras foram avaliadas para a deteccdo de amostras anbmalas. Para tal
finalidade, foi construido o grafico apresentado na Figura 17, T?Hotelling versus Q
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Figura 17. Gréafico de T? de Hotelling versus Q Residuos. Cada parametro possui

limite a 95% de confianga.

Observou-se que nenhuma amostra se encaixou simultaneamente nos
valores criticos para T?> e Q Residuos. Devido a inexisténcia de amostras
anO6malas, o modelo foi aplicado a todo o conjunto. Para a construgao do modelo
de classificacdo, o cubo de dados X juntamente com os valores binarios da
atividade antifungica das espécies de Mentha contra C. dubliniensis foram

aplicados ao método de classificagdo NPLS-DA.

A validagdao do modelo de calibragdo foi efetuada aplicando-se a doze
amostras de diferentes espécies de Mentha. A Figura 18 mostra a classificagao
das amostras ativas e inativas contra C. dubliniensis para os dois conjuntos
(calibracédo e validacao). Como esperado, a atividade de todas as amostras do
conjunto de calibracdo foram previstas corretamente, em sintonia com os seus
valores de MIC. Para o conjunto de validagdo, somente uma amostra foi mal-
classificada. Elevados percentuais de classificagdo correta (%CC) foram

alcangados tanto para as amostras ativas quanto inativas dos conjuntos de
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calibracdo e validacdo, como exibido na Tabela 6. Considerando-se somente o
conjunto de validagéo, foi atingido 92% de sucesso, sendo que, para as inativas,

trés de quatro amostras foram corretamente classificadas.
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Figura 18. Valor previsto para cada amostra. (e) conjunto de calibragéo e

(V) conjunto de validacao.

Considerando que o propdsito do trabalho € o de simplificar e agilizar o
screening da atividade antifungica empregando a manipulagdo quimiométrica da
GCxGC, o falso positivo obtido implica apenas em mais uma amostra a ser
incluida nos testes biolégicos. Mesmo no caso em que a amostra foi classificada

erroneamente, esta foi predita como ativa e, portanto, nao seria excluida.

Verifica-se, no Anexo 01, que todos os cromatogramas empregados na
construcdo do modelo detém uma elevada gama de informagcbes e séao
extremamente diversificados entre si. Constatou-se, ainda, que espécies
semelhantes possuem cromatogramas muito distintos, fato este que pode estar

relacionado a localizagao geografica da planta e de outros fatores climaticos.
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Portanto, este modelo foi construido com uma diversidade de informacgdes e
carrega consigo muitas caracteristicas de diversas espécies. Mesmo assim,
encontrou um padréao de comportamento e classificou corretamente 11 de 12

amostras.

Tabela 6. Percentual de classificagdo correta (%CC) das amostras ativas e

inativas dos conjuntos de calibragao e validagao.

Amostras %CC calibragao %CC validagao
Ativas 100 100
Inativas 100 75,0
Total 100 91,7

A estratégia que foi proposta neste trabalho também pode ser
potencialmente util na identificacdo de um ou mais constituintes de 6leos
essenciais com atividade bioldgica como possiveis candidatos responsaveis pela
propriedade antifungica. Partindo do modelo de classificacdo, foram obtidos os
coeficientes de regressao, dispostos na forma de um grafico (Figura 19). Desta
forma, foi facilitada a visualizagdo das variaveis com maior importancia na
construcdo do modelo NPLS-DA, as quais foram correlacionadas com

determinados constituintes, posteriormente.
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Figura 19. Grafico dos coeficientes de regressao para o modelo NPLS-DA.

Foram calculados os indices de retencao (Al) aproximados para as regides
cuja importancia foi estabelecida pelo grafico dos coeficientes de regressdo. No
Anexo 01 foram apresentados todos os cromatogramas de separagdo GCxGC-
FID e no Anexo 02, os cromatogramas GCxGC-gMS. No Anexo 03 foram
apresentadas todas as tabelas de identificagcao tentativa do conjunto de amostras

empregado, as quais foram utilizadas na estimativa dos constituintes responsaveis
pela atividade antifungica.
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Figura 20. Identificagcao tentativa das regides dos spots: linalol; piperitona;

carvona; pulegona e 6xido de piperitenona.

Apds a comparagao do grafico dos coeficientes de regressdo com o de
separagao GCxGC-gMS, algumas substancias correspondentes puderam ser
estimadas baseando-se nos indices de retengao calculados. Os indices nao
concordaram exatamente com os propostos pelo modelo, entretanto alguns
constituintes puderam ser identificados como os principais representantes da
atividade antifungica da espécie Mentha. Foram identificados preliminarmente
como responsaveis os constituintes linalol, piperitona, carvona, pulegona e 6xido
de piperitenona, Figura 20. As regides que nao foram identificadas podem ser
estimadas de acordo com a classe de compostos, baseando-se na estruturagao
do cromatograma, ja discutido em 5.1. Alteragao do perfil cromatografico em
Mentha.

O alto poder de separacdo e resolucdo da técnica GCxGC separou
misturas complexas como produtos naturais e obteve cromatogramas com

reducdo do problema constante da coeluicdo de constituintes em cromatografia
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gasosa convencional. Com o emprego da GCxGC-gMS foi possivel realizar o

screening dos constituintes de 6leo essencial de diversas espécies de Mentha.

A aplicagdo da ferramenta quimiométrica € fundamental quando se
necessita trabalhar com dados de natureza complexa como cubos de informacgdes.
Sua aplicacéo possibilitou a reducdo das dimensdes dos dados, simplificando-os,
ressaltando apenas a informacido que os explica, e diminuiu os ruidos. O carater
satisfatério obtido com a validagdo do modelo de classificagdo expressou a
inovacado na utilizagdo da GCxGC quando em colaboragdo com a analise de

dados baseada em quimiometria.

A ferramenta quimiométrica NPLS-DA foi imprescindivel para correlacionar
a atividade antimicrobiana com a informag¢ao obtida a partir dos cromatogramas
bidimensionais. A unido das duas técnicas foi o primeiro passo para este resultado
ser alcancado e, mais importante, ndo importa qual a planta ou qual a propriedade

biolégica.
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6. CONCLUSOES
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O estudo comparativo entre os constituintes das amostras das folhas
frescas, congeladas e secas, demonstrou que as congeladas possuem menor
concentragédo de hidrocarbonetos devido a alta volatilidade, mesmo a temperatura
ambiente. Também se notou o aumento da concentragdo dos sesquiterpenos e

oxigenados nas folhas congeladas frente as frescas.

O mecanismo de separacdo possibilitou a separagao de compostos com
indices de retencéao ligeiramente préximos, como o caso da coelui¢ao entre o 1,8-
cineol, limoneno e p-cimeno, por exemplo. Em uma analise unidimensional, casos
complexos nao teriam sido determinados os constituintes aparentemente

diferenciados em virtude da similaridade entre os indices de retengao.

A combinacdo entre a GCxGC-FID e a andlise multivariada é uma
metodologia robusta e confiavel que possibilitou a previsdo da atividade biolégica
sem depender de um unico biomarcador; utilizando-se o perfil cromatografico
bidimensional, potencialmente rico em informag¢des devido ao seu maior
incremento em detectabilidade, oferecido pela compressdo da banda

cromatografica pelo modulador.

Portanto, independente da amostra, este trabalho apresentou uma
ferramenta potencial para previsdo de comportamento microbiano em grandes
conjuntos de amostras quando aliada a métodos adequados de analise e
tratamento de dados de ordem superior, como cromatogramas bidimensionais, util

ainda na identificacdo de constituintes-alvo com atividade biolégica.
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ANEXO 01
Cromatogramas GCxGC-FID
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Figura 1. Cromatograma de separacdo GCxGC-FID de o6leo essencial de
Mentha piperita L. (MCO06). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25
mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a
250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™", volume
de injegdo 1 pL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250
°C, taxa de aquisigéo 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 2. Cromatograma de separagédo GCxGC-FID tipico de éleo essencial de
M. suaveolens x aquatica (MC10). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um;
0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1 mm; 0,25 um, programacéo de temperatura
60 a 250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™,
volume de injecdo 1 uL, razdo de split 1:50, temperaturas do injetor e do
detector 250 °C, taxa de aquisi¢gdo 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 3. Cromatograma de separagédo GCxGC-FID tipico de éleo essencial de
M. piperita L. (MC11). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,7mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min™, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injegéo 1 uL, razdo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 4. Cromatograma de separagédo GCxGC-FID tipico de éleo essencial de
M. piperita L. (MC16). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min™, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injegéo 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢ao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 5. Cromatograma de separagédo GCxGC-FID tipico de éleo essencial de
M. aquatica L. (MC19). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecao 1 uL, razéo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 6. Cromatograma de separagédo GCxGC-FID tipico de 6éleo essencial de
M. longifolia. (MC27). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,7mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C
a3 °C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume de
injecdo 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisicdo 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 7. Cromatograma de separagédo GCxGC-FID tipico de éleo essencial de
M. spicata L. (MC32). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacgao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecao 1 uL, razéo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 8. Cromatograma de separagédo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial de
M. sylvestris (MC34). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,7mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C
a3 °C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume de
injecdo 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisicdo 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 9. Cromatograma de separagédo GCxGC-FID tipico de éleo essencial de
M. arvenis L. (MC36). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacgao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecao 1 uL, razéo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢ao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 10. Cromatograma de separagcdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. piperita L. (MC39). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm
e Supelco-Wax 1 m x 0,17mm; 0,25 um, programacgao de temperatura 60 a 250
°Ca3-°C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume de
injecdo 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 11. Cromatograma de separagdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. arvensis L. (MC46). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm
e Supelco-Wax 1 m x 0,17mm; 0,25 um, programacgao de temperatura 60 a 250
°C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecao 1 uL, razéo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 12. Cromatograma de separagcdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. sp. (MC50). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programagao de temperatura 60 a 250 °C
a3 °C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume de
injegdo 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulacgéo 6 s.
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Figura 13. Cromatograma de separagdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. sp. (MC52). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacgao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecao 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 14. Cromatograma de separagcdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. sp. (MC53). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programagao de temperatura 60 a 250 °C
a3 °C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume de
injegdo 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 15. Cromatograma de separagdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. sp. (MC54). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacgao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecao 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 16. Cromatograma de separagcdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. sp. (MC55). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programagao de temperatura 60 a 250 °C
a3 °C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume de
injegdo 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 100 Hz e periodo de modulacéo 6 s.
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Figura 17. Cromatograma de separagdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. sp. (MC56). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacgao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecao 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 18. Cromatograma de separacdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. sp. (MC62). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programagao de temperatura 60 a 250 °C
a3 °C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume de
injegdo 1 uL, razédo de split 1:50, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisi¢gao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 19. Cromatograma de separagdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. sp x piperita subsp. Citrata Ehrh (MC67). Conjunto de colunas HP-5 30 m
x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de
temperatura 60 a 250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6
mL min™', volume de injecdo 1 pL, razéo de split 1:50, temperaturas do injetor e
do detector 250 °C, taxa de aquisi¢ao 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 20. Cromatograma de separagdo GCxGC-FID tipico de 6leo essencial
de M. rotundifolia (L.) Huds (MC68). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um;
0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéo de temperatura
60 a 250 °C a 3 °C min™, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™,
volume de injecdo 1 uL, razdo de split 1:50, temperaturas do injetor e do
detector 250 °C, taxa de aquisi¢do 100 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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ANEXO 02
Cromatogramas GCxGC-gMS
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Figura 21. Cromatograma de separacéao GCxGC-gMS de 6leo essencial de
Mentha piperita L.(MCO06). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm
e Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de temperatura 60 a 250
°C a 3 °C min™, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecdo 1 uL, razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 22. Cromatograma de separagédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
suaveolens x aquatica (MC10). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25
mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de temperatura 60 a
250 °Ca3°C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume
de injegéo 1 pL, razédo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250
°C, taxa de aquisi¢édo 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 23. Cromatograma de separagdo GCxGC-qMS de 6leo essencial de M.
piperita L. (MC11). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™, volume de
injegéo 1 uL, razao de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.

2 ZET

LS LR,

! .

LL LM !

iﬂ '-"

_IUUP.UI I I |UU? % I 1 I |UUP.€ 1 [
I S
k G

T XCpA00[oaNS 7 (5) oW} UoNualoy

slodd ' |1hdob ! |+hdab! |2bﬁob |25605 |shidot ! |sbdab ' [abdab' |abbob! |sbidab' |shdab ! |50000
Retention time (min) / HP-5MS

Figura 24. Cromatograma de separacédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
piperita L. (MC16). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecdo 1 uL, razédo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisicéo 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 25. Cromatograma de separagcédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
aquatica L. (MC19). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéao de temperatura 60 a 250 °C
a3 °C min'1, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min'1, volume de
injecdo 1 uL, razédo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 26. Cromatograma de separagcédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
longifolia (MC27). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 pum; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,7mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecdo 1 uL, razédo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 27. Cromatograma de separagédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
spicata L. (MC32). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecdo 1 uL, razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,

taxa de aquisigao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 28. Cromatograma de separacédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
piperita L. (MC39). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,7mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min”", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injecdo 1 uL, razéo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,

taxa de aquisigao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 29. Cromatograma de separagédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
arvensis L. (MC46). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min™, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min”', volume de
injecdo 1 uL, razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 30. Cromatograma de separacédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
sp. (MC50). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-
Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C a 3 °C
min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™", volume de injecdo 1 pL,
razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de
aquisi¢cao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 31. Cromatograma de separagdo GCxGC-qMS de 6leo essencial de M.
piperita L. (MC52). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e
Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéao de temperatura 60 a 250 °C
a 3 °C min™, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de
injegéo 1 uL, razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C,
taxa de aquisigao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 32. Cromatograma de separagdo GCxGC-qMS de 6leo essencial de M.
sp. (MC53). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-
Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacéo de temperatura 60 a 250 °C a 3 °C
min™', hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de injegdo 1 pL,
razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de
aquisicdo 25 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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Figura 33. Cromatograma de separagao GCxGC-qMS de 6leo essencial de M.
sp. (MC54). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-
Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de temperatura 60 a 250 °C a 3 °C
min™', hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de injegdo 1 pL,
razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de
aquisi¢cao 25 Hz e periodo de modulagéo 6 s.
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Figura 34. Cromatograma de separagcédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
sp. (MC55). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-
Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacgéao de temperatura 60 a 250 °C a 3 °C
min™’, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de injecdo 1 pL,
razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de
aquisi¢cao 25 Hz e periodo de modulacéo 6 s.
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Figura 35. Cromatograma de separacédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
sp. (MC56). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-
Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de temperatura 60 a 250 °C a 3 °C
min™', hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de injegdo 1 pL,
razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de
aquisicao 25 Hz e periodo de modulacéo 6 s.
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Figura 36. Cromatograma de separagao GCxGC-qMS de 6leo essencial de M.
sp. (MC62). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25 mm e Supelco-
Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacgéo de temperatura 60 a 250 °C a 3 °C
min~’, hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™', volume de injecéo 1 pL,
razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250 °C, taxa de
aquisi¢cao 25 Hz e periodo de modulacéo 6 s.
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Figura 37. Cromatograma de separacédo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
Sp x piperita subsp. Citrata Ehrh (MC67). Conjunto de colunas HP-5 30 m x
0,25 um; 0,25 mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de
temperatura 60 a 250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6
mL min™, volume de injecdo 1 pL, razédo de split 1:20, temperaturas do injetor e
do detector 250 °C, taxa de aquisi¢gao 25 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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Figura 38. Cromatograma de separacdo GCxGC-gMS de 6leo essencial de M.
rotundifolia (L.) Huds (MC68). Conjunto de colunas HP-5 30 m x 0,25 um; 0,25
mm e Supelco-Wax 1 m x 0,1mm; 0,25 um, programacao de temperatura 60 a
250 °C a 3 °C min™", hidrogénio como gas de arraste @ 0,6 mL min™", volume
de injecéo 1 uL, razdo de split 1:20, temperaturas do injetor e do detector 250
°C, taxa de aquisigéo 25 Hz e periodo de modulagao 6 s.
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ANEXO 03

|dentificacao tentativa

105



Dissertagao de mestrado — Anexos

106



Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 1. Identificacéo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
Mentha piperita L. (MC06), indices de retencdo tedricos e experimentais
(LTPRI), percentuais de area e numero CAS.

Constituinte

1-Octen-3-ol
f—Pineno

Mirceno
Octan-3-ol
1,2,4-Trimetilbenzeno
Decano
o—Terpineno
p-Cimeno
Limoneno
1,8-Cineol
(E)-B—Ocimeno
y—Terpineno
cis-p—Terpineol
Terpinoleno
Linalol

Acetato de 3-octila
iso-Mentona
Mentol

Mentona
neoiso-Mentol

NI

NI
(82)-3-Metilbutirato de hexenila
Pulegona
Piperitona

NI

Acetato de mentila
NI

NI

NI

—Bourboneno
—Elemeno
(E)-Cariofileno
(E)-B—Farneseno
Germacreno D
Globulol

LTPRI

Tedrico Exp.
974 977
974 977
988 987
988 993
1021 993
1000 997
1014 1016
1020 1024
1024 1030
1026 1032
1044 1046
1054 1059
1140 1068
1086 1092
1095 1102
1120 1126
1158 1162
1167 1174
1148 1174
1184 1186
1193

1195

1232 1240
1233 1247
1249 1260
1279

1298 1298
1305

1307

1314

1387 1388
1389 1393
1417 1423
1454 1459
1484 1487
1590 1597

107

Area (%)

0,3
0,9
2,2
1,2
0,4
1,3
0,3
0,6
4,6
5,8
0,2
1,7
2,9
0,5
1,4
0,6
7,9
5,9
5,3
7,2
4,3
0,8
1,0
6,5
4,3
3,1
5,4
4,3
21
3,7
1,0
0,8
4,7
1,9
4,0
1,0

# CAS

3391-86-4
197-91-3
123-35-3
589-98-0

95-63-6
124-18-5
99-86-5
99-87-6
138-86-3
470-82-6
3779-61-1
99-85-4

7299-41-4
586-62-9

78-70-6

4864-61-3

491-07-6
15356-60-2
89-80-5
491-02-1

35154-45-1
89-82-7
491-09-8

89-48-5

5208-59-3
515-13-9
87-44-5
18794-84-8
23986-74-5
51371-47-2
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Tabela 2. |dentificacéo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. suaveolens x aquatica (MC10), indices de retengéo tedricos e experimentais
(LTPRI), percentuais de area e numero CAS.

Constituinte

o—Pineno

1-Octen-3-ol

p—Pineno

Mirceno

3-Octanol
1,2,4-Trimetilbenzeno
Decano

Verbeneno
o—Terpineno
p-Cimeno

Limoneno

1,8-Cineol
(2)-p—Ocimeno
(E)-B—Ocimeno
y—Terpineno
cis-p—Terpineol
Terpinoleno

Linalol

2-Metilbutirato de 2-metilbutila
3-Acetato de octila
trans-Oxido de limoneno
Mentona

Mentofurano

Mentol

iso-Mentona
o—Terpineol

iso-Mentol

3-Pinanone
Terpinen-4-ol
neo-Diidrocarveol
cis-Diidrocarvona
Diidrocarveol
trans-Diidrocarvona
(832)-3-Metilbutirato de hexenila
Pulegona

Carvona

Timol, metil éster
Piperitona

neo-Acetato de mentila
Acetato de mentila

LTPRI

Teorico
932
974
974
988
988
1021
1000
961
1014
1020
1024
1026
1032
1044
1054
1140
1086
1095
1100
1120
1137
1148
1159
1167
1158
1162
1179
1158
1174
1193
1191
1192
1200
1232
1233
1239
1232
1340
1271
1294
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Exp.
933
977
977
990
993
993
997
1005
1016
1024
1027
1032
1035
1046
1059
1070
1092
1102
1105
1124
1140
1157
1167
1169
1169
1171
1179
1179
1181
1200
1207
1207
1212
1237
1244
1249
1249
1258
1279
1298

Area (%)

0,3
0,0
1,5
2,7
0,0
0,2
0,6
0,1
0,1
1,5
2,1
2,0
2,2
1,0
1,7
0,1
0,4
3,0
3,7
0,2
0,3
4,1
2,1
1,1
1,5
0,2
3,2
0,9
0,4
0,9
4.4
3,7
4,1
1,5
2,1
3,8
0,5
08
07
4,2

# CAS

80-56-8
3391-86-4
197-91-3
123-35-3
589-98-0
95-63-6
124-18-5
4080-46-0
99-86-5
99-87-6
138-86-3
470-82-6
3338-55-4
3779-61-1
99-85-4
7299-41-4
586-62-9
78-70-6
2445-78-5
4864-61-3
4959-35-7
89-80-5
494-90-6
15356-60-2
491-07-6
7299-42-5
490-99-3
547-60-4
562-74-3
18675-33-7
7764-50-3
38049-26-2
5948-04-9
35154-45-1
89-82-7
99-49-0
1076-56-8
491-09-8
2230-87-7
89-48-5
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Continuagao da Tabela 2:

Acetato de diidrocarvila 1309 1309 0,8 75684-65-0
iso-Acetato de mentila 1304 1312 0,6 20777-45-1
iso-Acetato de diidrocarvila 1326 1337 4,6 160868-58-6
neo-iso-Acetato de diidrocarvila 1356 1360 3,7 256332-36-2
cis-Acetato de carvila 1365 1365 0,7 1205-42-1
oa—Copaeno 1374 1379 0,5 3856-25-5
—Bourboneno 1387 1388 2.4 5208-59-3
f—Elemeno 1395 1393 3,2 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 0,3 488-10-8
(E)-Cariofileno 1417 1426 3,6 87-44-5
NI 1433 0,7

NI 1438 1,0

NI 1449 0,4

a—Humuleno 1452 1459 1,3 6753-98-6
NI 1472 0,4

Germacreno D 1484 1487 3,0 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 0,3 24703-35-3
NI 1510 1,7

Hedicariol 1546 1526 0,3 21657-90-9
8—Cadineno 1522 1528 0,5 483-76-1
Elemol 1548 1559 2,7 639-99-6
Oxido de cariofileno 1582 1590 1,0 1139-30-6
Viridiflorol 1592 1600 2,2 552-02-3
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Tabela 3. |dentificacéo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. piperita L. (MC11), indices de retencao teéricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Tedérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,1 80-56-8
Sabineno 969 970 0,7 3387-41-05
1-Octen-3-ol 974 977 1,2 3391-86-4
B—Pineno 974 977 1,4 197-91-3
Mirceno 988 987 2,5 123-35-3
3-Octanol 988 993 0,7 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,1 95-63-6
Decano 1000 997 0,5 124-18-5
o—Terpineno 1014 1016 0,2 99-86-5
p-Cimeno 1020 1024 0,2 99-87-6
Limoneno 1024 1030 4,9 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1032 4,0 470-82-6
(Z)-p—Ocimeno 1032 1041 0,1 3338-55-4
(E)-B—Ocimeno 1044 1046 1,6 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 1,3 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1068 21 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1092 0,3 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,2 1120-21-4
Linalol 1095 1102 2,6 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1105 0,5 2445-78-5
Acetato de 3-octila 1120 1124 1,7 4864-61-3
trans-Oxido de limoneno 1137 1140 0,1 4959-35-7
Mentona 1148 1157 4,9 89-80-5
Mentol 1167 1169 4.4 15356-60-2
iso-Mentona 1158 1169 3,7 491-07-6
d—Terpineol 1162 1171 0,8 7299-42-5
iso-Mentol 1179 1176 3,5 490-99-3
Terpinen-4-ol 1174 1181 1,7 562-74-3
NI 1181 0,8
o—Terpineol 1186 1195 1,6 95-55-5
iso-Diidrocarveol 1212 1200 0,4 18675-35-9
cis-Diidrocarvona 1191 1202 0,3 7764-50-3
trans-Carveol 1215 1226 1,7 1197-07-5
cis-Carveol 1226 1240 0,3 1197-06-4
Pulegona 1233 1244 0,7 89-82-7
Carvona 1239 1253 4,5 99-49-0
Piperitona 1249 1260 2,1 491-09-8
neo-Acetato de mentila 1271 1279 3,8 2230-87-7
Acetato de mentila 1294 1298 4,7 89-48-5

iso-Acetato de mentila 1304 1312 0,5 20777-45-1
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Continuagao da Tabela 3:

iso-Acetato de diidrocarvila 1326 1330 3,0 160868-58-6
cis-Acetato de carvila 1365 1365 3,6 1205-42-1
o—Copaeno 1374 1379 0,1 3856-25-5
—Bourboneno 1387 1388 2,5 5208-59-3
B—Elemeno 1395 1393 0,9 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 0,4 488-10-8
o—Gurjuneno 1409 1413 1,1 489-40-7
(E)-Cariofileno 1417 1423 4,0 87-44-5
f—Copaeno 1430 1433 0,6 18252-44-3
NI 1449 1,2
(E)-B—Farneseno 1454 1459 3,4 18794-84-8
allo-Aromadendreno 1458 1467 1,4 25246-27-9
Germacreno D 1484 1487 3,3 23986-74-5
NI 1495 0,2
Biciclogermacreno 1500 1503 2,9 24703-35-3
cis-Calameneno 1528 1528 0,3 73209-42-4
6—Cadineno 1522 1528 0,5 483-76-1
a—Muuroleno 1500 1544 0,2 31983-22-9
Germacreno D—4-ol 1574 1582 0,7 74841-87-5
Oxido de cariofileno 1582 1590 0,6 1139-30-6
Viridiflorol 1592 1597 1,6 552-02-3

o—Cadinol 1652 1664 0,2 481-34-5
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 4. |dentificacéo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. piperita L. (MC16), indices de retencao teéricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) #CAS
Teérico  Exp.

o—Pineno 932 947 0,1 80-56-8
Sabineno 969 973 2,4 3387-41-05
B—Pineno 974 977 3,1 197-91-3
1-Octen-3-ol 974 980 0,2 3391-86-4
Mirceno 988 990 3,8 123-35-3
3-Octanol 988 997 0,1 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 997 0,4 95-63-6
Decano 1000 997 0,5 124-18-5
o—Terpineno 1014 1016 0,1 99-86-5
p-Cimeno 1020 1027 2,2 99-87-6
Limoneno 1024 1030 5,0 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1032 10,8 470-82-6
(2)-p—Ocimeno 1032 1038 4,3 3338-55-4
(E)-B—Ocimeno 1044 1049 2,0 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 1,9 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1070 0,3 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1092 0,4 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,1 1120-21-4
Linalol 1095 1102 0,5 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1107 0,4 2445-78-5
Acetato de 3-octila 1120 1126 1,7 4864-61-3
iso-Mentona 1158 1160 0,2 491-07-6
Mentofurano 1159 1174 9,0 494-90-6
3-Pinanona 1158 1181 1,9 547-60-4
NI 1181 1,3
Pulegona 1233 1247 6,8 89-82-7
Acetato de bornila 1287 1291 3,5 76-46-3
Acetato de mirtenila 1324 1328 0,8 1079-01-2
NI 1349 1,5
NI 1353 2,2
o—Copaeno 1374 1379 0,2 3856-25-5
f—Bourboneno 1387 1388 0,6 5208-59-3
—Elemeno 1395 1393 2,3 515-13-9
NI 1393 24
NI 1405 1,4
(E)-Cariofileno 1417 1426 6,5 87-44-5
o—Humuleno 1452 1459 4,5 6753-98-6
Germacreno D 1484 1487 5,1 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 3,9 24703-35-3

NI 1521 1,1
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Continuagao da Tabela 4:
d—Cadineno 1522 1528 0,4 483-76-1

Oxido de cariofileno 1582 1590 2,4 1139-30-6
a—Cadinol 1652 1647 1,8 481-34-5
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 5. |dentificacéo tentativa dos compostos presentes na amostra de éleo
M. aquatica L. (MC19), indices de retencao teoricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,4 80-56-8
Sabineno 969 970 1,1 3387-41-05
1-Octen-3-ol 974 973 0,2 3391-86-4
B—Pineno 974 977 1,3 197-91-3
Mirceno 988 987 3,5 123-35-3
3-Octanol 974 993 1,3 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,6 95-63-6
Decano 1000 997 0,8 124-18-5
o—Terpineno 1014 1016 0,1 99-86-5
p-Cimeno 1020 1024 0,6 99-87-6
1,8-Cineol 1026 1032 3,8 470-82-6
Limoneno 1024 1032 5,4 138-86-3
(2)-p—Ocimeno 1032 1035 3,9 3338-55-4
(E)-B—Ocimeno 1044 1046 2,0 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 1,4 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1068 0,3 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1089 0,3 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,6 1120-21-4
Linalol 1095 1102 1,0 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1105 0,2 2445-78-5
Acetato de 3-octila 1120 1124 2,9 4864-61-3
trans-Oxido de limoneno 1137 1140 0,8 4959-35-7
iso-Mentona 1158 1157 0,3 491-07-6
Pinocarvona 1160 1167 0,8 16812-40-1
Mentofurano 1159 1167 0,4 494-90-6
d—Terpineol 1162 1171 0,7 7299-42-5
Terpinen-4-ol 1174 1181 0,3 562-74-3
neo-Diidrocarveol 1193 1200 0,9 18675-33-7
o—Terpineol 1186 1200 1,8 98-55-5
neo-Diidrocarveol 1193 1205 3,5 18675-33-7
cis-Diidrocarvona 1191 1207 5,0 7764-50-3
iso-Diidrocarveol 1212 1209 0,4 18675-35-9
trans-Diidrocarvona 1200 1212 2,0 5948-04-9
cis-Carveol 1226 1240 1,8 1197-06-4
Carvona 1239 1265 5,3 99-49-0
NI 1279 0,9
Acetato de bornila 1287 1291 0,3 76-46-3
trans-Acetato de pinocarvila 1298 1305 0,3 1686-15-3
Acetato de diidrocarvila 1306 1312 2,3 75684-65-0

iso-Acetato de diidrocarvila 1326 1333 49 160868-58-6
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Continuagao da Tabela 5:

trans-Acetato de carvila 1339 1340 0,8 1134-95-8
neo-iso-Acetato de diidrocarvila 1356 1360 0,0 256332-36-2
cis-Acetato de carvila 1365 1365 1,7 1205-42-1
oa—Copaeno 1374 1379 0,3 3856-25-5
f—Bourboneno 1387 1388 3,3 5208-59-3
B—Elemeno 1395 1393 2,0 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1400 0,6 488-10-8
a—Gurjuneno 1409 1413 1,0 489-40-7
NI 1413 1,5

(E)-Cariofileno 1417 1423 4.1 87-44-5
f—Copaeno 1430 1431 0,9 18252-44-3
NI 1449 1,9
(E)-B-Farneseno 1454 1459 3,2 18794-84-8
allo-Aromadendreno 1458 1467 1,9 25246-27-9
Germacreno D 1484 1487 3,4 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 2,6 24703-35-3
NI 1518 0,5

cis-Calameneno 1528 1528 0,7 73209-42-4
8—Cadineno 1522 1528 0,9 483-76-1
Germacreno D—4-ol 1574 1579 1,0 74841-87-5
Oxido de cariofileno 1582 1587 0,2 1139-30-6
Viridiflorol 1592 1597 2,0 552-02-3
Cubenol 1645 1619 0,7 21284-22-0

o—Cadinol 1652 1647 0,2 481-34-5
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 6. |dentificacéo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. longifolia (MC27), indices de retencao teoricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e nimero CAS.

Constituinte - .LTPRI Area % # CAS
Tedérico Exp.

Sabineno 969 973 1,4 3387-41-05
Mirceno 988 990 3,6 123-35-3
Octan-3-ol 988 997 3,8 589-98-0
Decano 1000 1000 1,1 124-18-5
p-Cimeno 1020 1027 1,0 99-87-6
Limoneno 1024 1030 5,3 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1035 2,8 470-82-6
(Z)-B-Ocimeno 1032 1038 5,4 3338-55-4
(E)-B-Ocimeno 1044 1049 1,7 3779-61-1
y-Terpineno 1054 1059 0,9 99-85-4
Terpinoleno 1086 1092 0,5 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,9 1120-21-4
2-Metil butirato de isopentila 1100 1102 1,8 2445-78-5
Linalol 1095 1102 3,1 78-70-6
Nonanal 1100 1107 0,5 124-19-6
Acetato de 3-octila 1120 1126 2,5 4864-61-3
NI - 1140 0,8 -
trans-Pinocarveol 1135 1145 0,4 547-61-5
cis-Verbenol 1144 1150 0,7 1845-30-3
Pinocarvona 1160 1167 0,1 16812-40-1
NI - 1171 0,9 -
3-Pinanona 1158 1179 2,3 547-60-4
Terpinen-4-ol 1174 1183 0,3 562-74-3
o-Terpineol 1186 1195 2,5 98-55-5
NI - 1233 3,2 -
(832)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1237 1,8 35154-45-1
Carvona 1239 1251 0,4 99-49-0
Oxido de piperitona 1252 1272 7,6
NI - 1295 2,1 -
trans-Acetato de pinocarvila 1298 1305 0,8 1686-15-3
Acetato de mirtenila 1324 1316 1,1 1079-01-2
Piperitenona 1340 1347 1,0 491-09-8
o-Copaeno 1374 1381 0,7 3856-25-5
Oxido de piperitenona 1366 1384 6,0 35178-55-3
-Bourboneno 1387 1391 1,1 5208-59-3
NI - 1391 0,3 -
B-Elemeno 1389 1395 2,7 515-13-9
NI 1421 1,5

(E)-Cariofileno 1417 1426 5,7 87-44-5
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Continuagao da Tabela 6:

a-Humuleno 1452 1459 2,3 6753-98-6
NI - 1459 3,3 -

Germacreno D 1484 1490 4.4 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1505 42 24703-35-3
Germacreno D-4-ol 1574 1582 1,2 74841-87-5
Espatulenol 1577 1585 2,0 6750-60-3

Oxido de cariofileno 1582 1590 2,2 1139-30-6
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 7. |dentificacéo tentativa dos compostos presentes na amostra de éleo
M. spicata L. (MC32), indices de retencgéo teoricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,8 80-56-8
Sabineno 969 970 1,2 3387-41-05
1-Octen-3-ol 974 977 0,1 3391-86-4
B—Pineno 974 977 1,0 197-91-3
Mirceno 988 987 3,3 123-35-3
3-Octanol 988 993 0,9 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,7 95-63-6
Decano 1000 997 1,2 124-18-5
p-Cimeno 1020 1024 1,2 99-87-6
Limoneno 1024 1030 2,9 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1032 6,1 470-82-6
(E)-p—Ocimeno 1044 1046 1,4 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 1,5 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1068 0,4 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1089 0,3 586-62-9
Undecano 1100 1100 1,0 1120-21-4
Linalol 1095 1102 1,5 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1105 1,3 2445-78-5
Acetato de 3-octila 1120 1124 0,1 4864-61-3
Isopulegol 1145 1152 0,4 121468-66-4
Mentona 1148 1164 6,1 89-80-5
iso-Mentona 1158 1174 5,3 491-07-6
Mentol 1167 1179 5,8 15356-60-2
iso-Mentol 1179 1181 4.1 490-99-3
neoiso-Mentol 1184 1193 4,9 491-02-1
(32)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1242 1,3 35154-45-1
2-Metilbutirato de hexenila 1233 1253 0,7 10032-15-2
Pulegona 1233 1253 5,1 89-82-7
Piperitona 1249 1265 3,5 89-81-6
neo-Acetato de mentila 1271 1281 5,1 2230-87-7
Acetato de mentila 1294 1300 4.0 89-48-5
iso-Acetato de mentila 1304 1314 49 20777-45-1
Piperitenona 1340 1347 2,1 491-09-8
a—Copaeno 1374 1379 0,2 3856-25-5
NI 1386 0,5
—Bourboneno 1387 1388 1,8 5208-59-3
B—Elemeno 1395 1393 3,0 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 1,5 488-10-8
(E)-Cariofileno 1417 1426 3,4 87-44-5

f—Copaeno 1430 1433 0,8 18252-44-3
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Continuagao da Tabela 07:

a—Humuleno 1452 1459 1,2 6753-98-6
NI 1467 1,2

Germacreno D 1484 1487 3,0 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 0,4 24703-35-3
NI 1510 1,6

6—Cadineno 1522 1528 0,5 483-76-1

Oxido de cariofileno 1582 1590 0,7 1139-30-6
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 8. |dentificac&o tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. piperita L. (MC39), indices de retencdo tedricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e nimero CAS.

Constituinte - !'TPRI Area (%) #CAS
Tedrico Exp.

o—Pinenoe 932 930 0,2 80-56-8
Sabineno 969 970 0,5 3387-41-05
1-Octen-3-ol 974 977 0,2 3391-86-4
B—Pineno 974 977 0,6 197-91-3
Mirceno 988 987 3,8 123-35-3
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,2 95-63-6
Decano 1000 997 0,3 124-18-5
p-Cimeno 1020 1024 0,9 99-87-6
Limoneno 1024 1027 1,6 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1032 4,9 470-82-6
(Z)-p—Ocimeno 1032 1035 1,9 3338-55-4
(E)-p—Ocimeno 1044 1046 1,1 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 0,7 99-85-4
cis-B—Terpineol 1140 1068 0,8 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1089 0,8 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,3 1120-21-4
Linalol 1095 1105 4,1 78-70-6
2-Metilbutirato de isopentila 1100 1107 0,2 27625-35-0
Nonanal 1100 1107 1,3 124-19-6
Acetato de 3-octenila 1110 1112 1,4 4864-61-3
Acetato de 3-octila 1120 1124 0,4 4864-61-3
NI 1138 1,7
Mentona 1148 1157 0,3 89-80-5
Mentofurano 1159 1167 0,2 494-90-6
d—Terpineol 1162 1171 1,4 7299-42-5
Terpinen-4-ol 1174 1181 1,1 562-74-3
p-Cimen-8-ol 1179 1190 0,7 1197-01-9
NI 1193 0,8
o—Terpineol 1186 1195 2,8 95-55-5
Geraniol 1249 1233 0,7 106-24-1
Citronelol 1223 1233 0,5 106-22-9
NI 1233 1,6
NI 1237 1,5
Neral 1235 1244 0,2 106-26-3
Carvona 1249 1249 0,6 99-49-0
Acetato de linalila 1254 1260 3,7
Geranial 1267 1263 1,6 141-27-5
trans-Epéxido de piperitona 1252 1265 3,5 57130-28-6
NI 1270 1,0
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Continuagao da Tabela 8:

NI 1272 0,7

Geranial 1264 1274 0,5 141-27-5
Acetato de isobornila 1283 1288 0,7 125-12-2
NI 1293 2,2

NI 1314 1,7

Acetato de mirtenila 1324 1328 0,5 1079-01-2
Piperitenona 1340 1347 1,4 491-09-8
NI 1349 0,5

Acetato de citronelila 1350 1353 0,7 150-84-5
Acetato de nerila 1359 1367 1,7 141-12-8
o—Copaeno 1374 1379 0,3 3856-25-5
Oxido de piperitenona 1366 1381 2,8 35178-55-3
Acetato de geranila 1379 1386 29 105-87-3
—Bourboneno 1387 1388 0,9 5208-59-3
NI 1388 1,2

B—Elemeno 1395 1395 3,0 515-13-9
(Z£)-Jasmona 1392 1403 1,8 488-10-8
NI 1408 1,2

NI 1418 2,4

(E)-Cariofileno 1417 1426 3,0 87-44-5
NI 1433 1,0

NI 1438 1,0
(E)-B—Farneseno 1454 1459 1,7 18794-84-8
NI 1467 1,9

Germacreno D 1484 1490 24 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 1,7 24703-35-3
NI 1513 2,1

NI 1518 0,7
cis-Calameneno 1528 1528 0,8

8—Cadineno 1522 1528 0,3 483-76-1
o—Muuroleno 1500 1541 0,8 31983-22-9
Elemol 1548 1554 1,3 639-99-6
Oxido de cariofileno 1582 1587 0,9 1139-30-6
Viridiflorol 1592 1597 1,4 552-02-3
NI 1622 1,0

a—Cadinol 1652 1664 0,9 481-34-5
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 9. Identificacéo tentativa dos compostos presentes na amostra de éleo
M. arvensis L. (MC46), indices de retengao tedricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,3 80-56-8
Sabineno 969 970 0,2 3387-41-05
1-Octen-3-ol 974 977 0,1 3391-86-4
B—Pineno 974 977 0,3 197-91-3
Mirceno 988 987 1,6 123-35-3
3-Octanol 988 993 0,5 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,2 95-63-6
Decano 1000 997 0,4 124-18-5
p-Cimeno 1020 1024 1,5 99-87-6
Limoneno 1024 1027 2,5 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1030 3,9 470-82-6
(2)-B—Ocimeno 1032 1035 0,9 3338-55-4
(E)-B—Ocimeno 1044 1046 0,4 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 1,3 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1068 4,5 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1089 0,1 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,5 1120-21-4
Linalol 1095 1102 3,1 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1105 0,2 2445-78-5
Nonanal 1100 1105 0,3 124-19-6
Acetato de 3-octenila 1110 1112 0,1 2442-10-6
Acetato de 3-octila 1120 1124 0,3 4864-61-3
p-Menth-3-en-8-ol 1145 1152 57 24302-23-6
Mentona 1148 1157 2,5 89-80-5
iso-Isopulegol 1155 1160 0,8 59905-54-3
Pinocarvona 1160 1167 0,9 16812-40-1
Isomentona 1158 1167 4.7 491-07-6
Mentol 1167 1169 0,9 15356-60-2
Isoborneol 1155 1171 0,5 124-76-5
Terpinen-4-ol 1174 1181 4.3 562-74-3
o—Terpineol 1186 1198 0,4 95-55-5
cis-Pulegol 1226 1223 0,6 22472-80-6
Aldeido cuminico 1238 1237 0,4 122-03-2
(82)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1242 0,8 35154-45-1
Pulegona 1233 1253 6,6 89-82-7
Piperitona 1249 1260 2,4 89-81-6
Carvona 1239 1277 2,7 99-49-0
Acetato de isopuleguila 1275 1279 3,6 109010-12-0
neo-Acetato de mentila 1271 1279 1,2 2230-87-7
iso-Acetato de isopuleguila 1283 1286 0,6 109010-11-9
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Continuagao da Tabela 9:

Acetato de isobornila 1283 1288 0,5 125-12-2
Acetato de mentila 1294 1298 1,8 89-48-5
iso-Acetato de mentila 1304 1312 2,4 20777-45-1
neoiso-Acetato de isopuleguila 1312 1316 45 000-00-0
Acetato de mirtenila 1324 1328 0,2 1079-01-2
Piperitenona 1340 1353 4.1 491-09-8
NI 1370 0,4

o—Copaeno 1374 1377 0,1 3856-25-5
—Bourboneno 1387 1386 1,1 5208-59-3
NI 1386 0,2

B—Elemeno 1395 1393 2,6 515-13-9
(£)-dJasmona 1392 1400 2,3 488-10-8
(E)-Cariofileno 1417 1423 3,6 87-44-5
f—Copaeno 1430 1431 0,3 18252-44-3
(E)-B—Farneseno 1454 1459 3,9 18794-84-8
Germacreno D 1484 1487 3,9 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 3,2 24703-35-3
0—Cadineno 1522 1528 0,3 483-76-1
Espatulenol 1577 1585 0,7 6750-60-3
Oxido de cariofileno 1582 1587 0,4 1139-30-6
o—Cadinol 1652 1661 0,3 481-34-5
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 10. Identificagéo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. sp. (MC50), indices de retencdo teoricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) #CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,2 80-56-8
Sabineno 969 970 0,1 3387-41-05
B—Pineno 974 973 0,2 197-91-3
Mirceno 988 987 1,1 123-35-3
3-Octanol 988 993 1,0 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,1 95-63-6
Decano 1000 997 0,3 124-18-5
p-Cimeno 1020 1024 0,6 99-87-6
Limoneno 1024 1027 0,8 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1030 2,2 470-82-6
(Z)-p—Ocimeno 1032 1035 1,6 3338-55-4
(E)-B—Ocimeno 1044 1046 0,5 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1057 0,8 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1068 2,9 7299-41-4
Octanol 1063 1070 0,5 111-87-5
Terpinoleno 1086 1089 0,2 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,3 1120-21-4
Linalol 1095 1102 3,0 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1105 0,5 2445-78-5
Nonanal 1100 1105 0,4 124-19-6
Acetato de 3-octenila 1110 1112 0,1 2442-10-6
Acetato de 3-octila 1120 1124 1,8 4864-61-3
Mentona 1148 1157 4.6 89-80-5
Mentol 1167 1169 3,6 15356-60-2
iso-Mentona 1158 1169 3,8 491-07-6
d—Terpineol 1162 1171 1,9 7299-42-5
iso-Mentol 1179 1176 0,5 490-99-3
3-cis-Pinanona 1158 1179 0,7 547-60-4
Terpinen-4-ol 1174 1181 1,7 562-74-3
p-Cimen-8-ol 1179 1190 0,2 1197-01-9
o—Terpineol 1186 1195 2,2 95-55-5
NI 1205 0,9
Acetato de octila 1211 1212 0,8 112-14-1
NI 1233 1,3
(32)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1240 2,8 35154-45-1
Isovalerato de hexenila 1241 1242 0,9 10032-13-0
Pulegona 1233 1244 4,0 89-82-7
Carvona 1249 1249 0,8 99-49-0
trans-Epéxido de piperitona 1252 1263 4.4 57130-28-6
NI 1274 1,1
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Continuagao da Tabela 10:

Acetato de isobornila 1283 1288 0,2 125-12-2
NI 1314 1,6

Acetato de mirtenila 1324 1328 1,3 1079-01-2
Acetato de citronelila 1350 1353 0,3 150-84-5
Oxido de piperitenona 1366 1372 2,5 35178-55-3
oa—Copaeno 1374 1377 0,2 3856-25-5
3—Bourboneno 1387 1386 1,3 5208-59-3
NI 1386 0,2

B—Elemeno 1395 1393 2,0 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 0,8 488-10-8
o—Gurjuneno 1409 1413 1,1 489-40-7
Acetato de decila 1407 1413 1,5 112-17-4
NI 1421 4.1

(E)-Cariofileno 1417 1428 3,8 87-44-5
NI 1436 2,8

NI 1438 3,3

oa—Humuleno 1452 1459 2,9 6753-98-6
Germacreno D 1484 1490 3,1 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 2,7 24703-35-3
NI 1510 0,6

6—Cadineno 1522 1528 0,9 483-76-1
Nerolidol 1561 1567 0,9 40716-66-3
Germacreno D—4-ol 1574 1582 2,0 74841-87-5
Espatulenol 1577 1585 0,9 6750-60-3
Oxido de cariofileno 1582 1590 2,2 1139-30-6
NI 1639 1,4

o—Cadinol 1652 1664 0,3 481-34-5
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 11. |dentificagdo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. sp. (MC52), indices de retencdo teoricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte LTPRI Area (%) # CAS
Tedrico Exp.

o—Pineno 932 930 0,3 80-56-8
Sabineno 969 970 0,6 3387-41-05
1-Octen-3-ol 974 977 1,0 3391-86-4
B—Pineno 974 977 1,1 197-91-3
Mirceno 988 990 3,7 123-35-3
3-Octanol 988 993 1,7 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,6 95-63-6
Decano 1000 997 1,0 124-18-5
p-Cimeno 1020 1024 1,5 99-87-6
Limoneno 1024 1030 4,6 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1032 3,4 470-82-6
(Z2)-p—Ocimeno 1032 1038 0,4 3338-55-4
(E)-B—Ocimeno 1044 1046 0,6 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 2,2 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1070 4,5 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1092 0,8 586-62-9
Undecano 1100 0,7 1120-21-4
Linalol 1095 1102 24 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1105 0,5 2445-78-5
Nonanal 1100 1107 0,3 124-19-6
Acetato de 3-octenila 1110 1112 0,1 2442-10-6
Acetato de 3-octila 1120 1124 0,6 4864-61-3
p-Menth-3-en-8-ol 1145 1155 4,7 24302-23-6
Mentona 1148 1160 1,7 89-80-5
iso-Isopulegol 1155 1162 1,6 59905-54-3
Pinocarvona 1160 1167 1,1 16812-40-1
Mentol 1167 1169 0,6 15356-60-2
iso-Mentona 1158 1169 4.6 491-07-6
Isoborneol 1155 1174 0,5 124-76-5
Terpinen-4-ol 1174 1183 4.4 562-74-3
o—Terpineol 1186 1202 0,4 95-55-5
cis-Pulegol 1226 1228 0,9 22472-80-6
(82)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1242 0,5 35154-45-1
Pulegona 1233 1256 5,7 89-82-7
Piperitona 1249 1263 1,8 89-81-6
Acetato de isopuleguila 1275 1279 3,0 109010-12-0
neo-Acetato de mentila 1271 1279 1,2 2230-87-7
Carvona 1239 1279 2,9 99-49-0
iso-Acetato de isopuleguila 1283 1288 0,5 109010-11-9
Acetato de isobornila 1283 1291 0,5 125-12-2
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Continuagao da Tabela 11:

Acetato de mentila 1294 1298 1,3 89-48-5
iso-Acetato de mentila 1304 1312 2,1 20777-45-1
neoiso-Acetato de isopuleguila 1312 1316 4,0 000-00-0
Acetato de mirtenila 1324 1328 0,1 1079-01-2
Piperitenona 1340 1358 3,3 491-09-8
oa—Copaeno 1374 1379 0,3 3856-25-5
3—Bourboneno 1387 1388 1,4 5208-59-3
f—Elemeno 1395 1395 1,4 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 2.1 488-10-8
a—Gurjuneno 1409 1413 0,1 489-40-7
(E)-Cariofileno 1417 1423 3,3 87-44-5
—Copaeno 1430 1433 0,4 18252-44-3
(E)-B-Farneseno 1454 1459 3,4 18794-84-8
Germacreno D 1484 1490 3,3 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1505 2,9 24703-35-3
6—Cadineno 1522 1528 0,6 483-76-1
Espatulenol 1577 1585 0,4 6750-60-3
Oxido de cariofileno 1582 1590 0,2 1139-30-6
o—Cadinol 1652 1661 0,1 481-34-5
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Dissertagao de mestrado — Anexos

Tabela 12. Identificagdo tentativa dos compostos presentes na amostra de
oleo M. sp. (MC53), indices de retengéo tedricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,3 80-56-8
Sabineno 969 970 0,7 3387-41-05
B—Pineno 974 977 1,5 197-91-3
1-Octen-3-ol 974 977 1,7 3391-86-4
Mirceno 988 990 3,1 123-35-3
3-Octanol 988 993 1,0 589-98-0
Decano 1000 997 1,2 124-18-5
o—Terpineno 1014 1016 0,1 99-86-5
p-Cimeno 1020 1024 0,7 99-87-6
Limoneno 1024 1030 4,0 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1032 5,0 470-82-6
(2)-B—Ocimeno 1032 1038 1,0 3338-55-4
y—Terpineno 1054 1089 1,9 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1068 0,3 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1092 0,3 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,5 1120-21-4
Linalol 1095 1102 2,7 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1105 0,5 2445-78-5
Nonanal 1100 1107 0,2 124-19-6
Acetato de 3-octenila 1110 1112 0,7 2442-10-6
Acetato de 3-octila 1120 1124 1,6 4864-61-3
cis-Oxido de limoneno 1132 1136 0,4 13837-75-7
trans-Oxido de limoneno 1137 1140 1,1 4959-35-7
iso-Mentona 1158 1157 0,6 491-07-6
Mentofurano 1159 1167 0,5 494-90-6
d—Terpineol 1162 1171 0,6 7299-42-5
Isoborneol 1155 1171 0,9 124-76-5
Terpinen-4-ol 1174 1181 0,5 562-74-3
o—Terpineol 1186 1198 0,2 95-55-5
cis-Diidrocarvona 1191 1205 3,8 7764-50-3
iso-Diidrocarveol 1212 1212 4,0 18675-35-9
trans-Diidrocarvona 1200 1214 1,4 5948-04-9
(82)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1240 1,7 35154-45-1
Isovalerato de hexenila 1241 1247 0,9 10032-13-0
trans-Carveol 1215 1247 3,4 1197-07-5
cis-Carveol 1226 1258 1,6 1197-06-4
Carvona 1239 1267 4.9 99-49-0
Acetato de isobornila 1283 1293 1,7 125-12-2
NI 1295 0,7

NI 1300 0,7
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Continuagao da Tabela 12:

iso-Acetato de diidrocarvila 1326 1314 4,2 160868-58-6
neoiso-Acetato de diidrocarvila 1356 1337 5,3 256332-36-2
trans-Acetato de carvila 1339 1342 2,3 1134-95-8
Piperitenona 1340 1349 1,4 491-09-8
neoiso-Acetato de diidrocarvila 1356 1360 0,5 256332-36-2
cis-Acetato de carvila 1365 1367 2,7 1205-42-1
o—Copaeno 1374 1379 0,7 3856-25-5
—Bourboneno 1387 1388 3,5 5208-59-3
B—Elemeno 1395 1395 1,4 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 1,1 488-10-8
o—Gurjuneno 1409 1413 0,6 489-40-7
(E)-Cariofileno 1484 1426 3,4 87-44-5
f—Copaeno 1430 1433 1,6 18252-44-3
NI 1449 1,5

(E)-p-Farneseno 1454 1459 2,9 18794-84-8
NI 1469 1,4

Germacreno D 1417 1490 2,6 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 21 24703-35-3
8—Cadineno 1522 1528 0,4 483-76-1
o—Muuroleno 1500 1544 0,3 31983-22-9
Espatulenol 1577 1585 0,2 6750-60-3
Oxido de cariofileno 1582 1590 0,9 1139-30-6
o—Cadinol 1652 1664 0,3 481-34-5
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Tabela 13. |dentificagdo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. sp. (MC54), indices de retencdo teoricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,4 80-56-8
Sabineno 969 970 1,4 3387-41-05
B—Pineno 974 977 2,6 197-91-3
1-Octen-3-ol 974 977 2,8 3391-86-4
Mirceno 988 990 4,6 123-35-3
3-Octanol 988 993 0,9 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,6 95-63-6
Decano 1000 997 0,8 124-18-5
o—Terpineno 1014 1016 0,2 99-86-5
Limoneno 1024 1032 4,6 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1035 6,9 470-82-6
(Z2)-p—Ocimeno 1032 1038 3,6 3338-55-4
(E)-B—Ocimeno 1044 1046 2,3 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 2,2 99-85-4
cis-p—Terpineol 1140 1068 0,5 7299-41-4
Terpinoleno 1086 1092 0,6 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,8 1120-21-4
Linalol 1095 1102 2,7 78-70-6
Nonanal 1100 1107 0,4 124-19-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1107 0,4 2445-78-5
Acetato de 3-octenila 1110 1112 1,5 2442-10-6
Acetato de 3-octila 1120 1124 0,5 4864-61-3
cis-Oxido de limoneno 1132 1133 0,2 13837-75-7
trans-Oxido de limoneno 1137 1140 1,2 4959-35-7
iso-Mentona 1158 1157 0,6 491-07-6
Mentofurano 1159 1167 0,5 494-90-6
d—Terpineol 1162 1171 1,9 95-55-5
Isoborneol 1155 1171 2,3 124-76-5
Terpinen-4-ol 1174 1181 1,5 562-74-3
o—Terpineol 1186 1198 0,9 95-55-5
neo-Diidrocarveol 1193 1202 2,8 18675-33-7
cis-Diidrocarvona 1191 1205 4.0 7764-50-3
iso-Diidrocarveol 1212 1209 2,7 18675-35-9
trans-Diidrocarvona 1200 1209 1,3 5948-04-9
(32)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1240 1,7 35154-45-1
trans-Carveol 1215 1242 2,7 1197-07-5
Isovalerato de hexenila 1241 1247 0,6 10032-13-0
cis-Carveol 1226 1258 1,7 1197-06-4
Carvona 1239 1267 5,1 99-49-0
Acetato de isobornila 1283 1293 0,5 125-12-2
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Continuagao da Tabela 13:

NI 1295 0,5

NI 1300 1,1

iso-Acetato de diidrocarvila 1326 1312 0,7 160868-58-6
neoiso-Acetato de diidrocarvila 1356 1333 4.4 256332-36-2
Piperitenona 1340 1347 0,5 491-09-8
cis-Acetato de carvila 1365 1365 2,5 1205-42-1
o—Copaeno 1374 1379 0,4 3856-25-5
—Bourboneno 1387 1388 2,7 5208-59-3
B—Elemeno 1395 1393 0,4 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 0,5 488-10-8
o—Gurjuneno 1409 1413 0,4 489-40-7
(E)-Cariofileno 1417 1426 3,3 87-44-5
f—Copaeno 1430 1433 0,8 18252-44-3
(E)-B—-Farneseno 1454 1459 2,7 18794-84-8
Germacreno D 1484 1487 2,8 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 0,4 24703-35-3
6—Cadineno 1522 1528 0,4 483-76-1
Oxido de cariofileno 1582 1590 0,5 1139-30-6
Viridiflorol 1592 1597 1,5 552-02-3
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Tabela 14. Identificagdo tentativa dos compostos presentes na amostra de
oleo M. sp. (MC55), indices de retengéo tedricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,2 80-56-8
Sabineno 969 970 0,3 3387-41-05
B—Pineno 974 977 0,5 197-91-3
1-Octen-3-ol 974 977 0,8 3391-86-4
Mirceno 988 987 2,5 123-35-3
3-Octanol 988 993 0,4 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,3 95-63-6
Decano 1000 997 0,5 124-18-5
o—Terpineno 1014 1016 0,1 99-86-5
p-Cimeno 1020 1024 0,5 99-87-6
Limoneno 1024 1030 3,4 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1032 4,7 470-82-6
(2)-p—Ocimeno 1032 1035 0,6 3338-55-4
(E)-B—Ocimeno 1044 1046 0,8 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 1,7 99-85-4
Terpinoleno 1086 1092 0,2 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,4 1120-21-4
Linalol 1095 1102 2,5 78-70-6
2-Metilbutirato de 2-metilbutila 1100 1105 0,2 2445-78-5
Acetato de 3-octenila 1112 0,3
Acetato de 3-octila 1120 1124 0,5 4864-61-3
cis-Oxido de limoneno 1132 1136 0,1 13837-75-7
trans-Oxido de limoneno 1137 1140 0,6 4959-35-7
iso-Mentona 1158 1157 0,4 491-07-6
Mentofurano 1159 1167 0,3 494-90-6
d—Terpineol 1162 1171 0,5 95-55-5
Isoborneol 1155 1171 0,8 124-76-5
Terpinen-4-ol 1174 1181 0,4 562-74-3
o—Terpineol 1186 1198 0,3 95-55-5
neo-Diidrocarveol 1193 1202 4,7 18675-33-7
cis-Diidrocarvona 1191 1202 5,2 7764-50-3
iso-Diidrocarveol 1212 1205 3,8 18675-35-9
trans-Diidrocarvona 1200 1205 2,5 5948-04-9
trans-Carveol 1215 1235 3,9 1197-07-5
(32)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1240 1,0 35154-45-1
Isovalerato de hexenila 1241 1247 0,5 10032-13-0
cis-Carveol 1226 1251 1,4 1197-06-4
Carvona 1239 1263 7,2 99-49-0
Acetato de isobornila 1283 1291 0,8 125-12-2
NI 1293 0,2
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Continuagao da Tabela 14:

NI 1300 0,5

iso-Acetato de diidrocarvila 1326 1312 3,6 160868-58-6
neoiso-Acetato de diidrocarvila 1356 1333 6,6 256332-36-2
NI 1340 1,2

Piperitenona 1340 1347 0,7 491-09-8
cis-Acetato de carvila 1365 1365 2,7 1205-42-1
o—Copaeno 1374 1379 0,4 3856-25-5
—Bourboneno 1387 1388 4,0 5208-59-3
B—Elemeno 1395 1393 1,7 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 0,6 488-10-8
o—Gurjuneno 1409 1413 0,4 489-40-7
(E)-Cariofileno 1417 1423 5,7 87-44-5
f—Copaeno 1430 1433 1,0 18252-44-3
NI 1449 1,3
(E)-B—Farneseno 1454 1459 3,7 18794-84-8
NI 1467 1,1

Germacreno D 1484 1487 4,3 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1503 3,1 24703-35-3
8—Cadineno 1522 1528 0,5 483-76-1
o—Muuroleno 1500 1544 0,2 31983-22-9
Oxido de cariofileno 1582 1590 0,5 1139-30-6
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Tabela 15. |dentificagdo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. sp. (MC56), indices de retencdo teoricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,7 80-56-8
Sabineno 969 970 0,5 3387-41-05
1-Octen-3-ona 972 973 0,2 4312-99-6
B—Pineno 974 977 1,0 197-91-3
1-Octen-3-ol 974 977 1,9 3391-86-4
Mirceno 988 987 3,8 123-35-3
3-Octanol 988 993 0,4 589-98-0
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 993 0,7 95-63-6
Decano 1000 997 0,9 124-18-5
o—Terpineno 1014 1016 0,3 99-86-5
p-Cimeno 1020 1024 1,0 99-87-6
Limoneno 1024 1027 0,5 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1030 2,4 470-82-6
(2)-p—Ocimeno 1032 1035 3,8 3338-55-4
(E)-p—Ocimeno 1044 1046 3,5 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 2,3 99-85-4
Terpinoleno 1086 1089 2,0 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,8 1120-21-4
Linalol 1095 1114 5,3 78-70-6
Acetato de 3-octenila 1110 1119 4.8 2442-10-6
Acetato de 3-octila 1120 1126 3,7 4864-61-3
iso-Mentona 1158 1157 0,5 491-07-6
Mentofurano 1159 1167 0,5 494-90-6
cis-3-Pinanona 1172 1179 4,0 15358-88-0
Terpinen-4-ol 1174 1181 1,0 562-74-3
o—Terpineol 1186 1202 4,2 95-55-5
Nerol 1227 1237 3,8 106-25-2
Acetato de linalila 1254 1267 5,0 115-95-7
Geranial 1267 1270 4,3 141-27-5
Acetato de mirtenila 1324 1328 0,7 1079-01-2
NI 1349 2,5
neoiso-Acetato de diidrocarvila 1356 1351 1,2 256332-36-2
Acetato de nerila 1359 1367 4,3 141-12-8
a—Copaeno 1374 1379 0,1 3856-25-5
Acetato de geranila 1379 1386 4,4 105-87-3
—Bourboneno 1387 1388 0,3 5208-59-3
B—Elemeno 1395 1393 1,6 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1403 1,1 488-10-8
(E)-Cariofileno 1417 1426 3,5 87-44-5
f—Copaeno 1430 1433 0,2 18252-44-3
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Continuagao da Tabela 15:

(E)-B—Farneseno 1454 1459 2,8 18794-84-8
NI 1464 0,6

Germacreno D 1484 1487 2,6 23986-74-5
NI 1526 1,7

8—Cadineno 1522 1528 0,4 483-76-1
Elemol 1548 1562 2,5 639-99-6
Oxido de cariofileno 1582 1590 0,3 1139-30-6
Viridiflorol 1592 1606 2,6 552-02-3
NI 1642 1,2

f—Eudesmol 1649 1664 1,6 473-15-4
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Tabela 16. |dentificagcdo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. sp. (MC62), indices de retencdo teoricos e experimentais (LTPRI),
percentuais de area e numero CAS.

Constituinte _LTPRI Area (%) # CAS
Teérico Exp.

o—Pineno 932 930 0,1 80-56-8
Sabineno 969 970 0,0 3387-41-05
B—Pineno 974 977 0,1 197-91-3
Mirceno 988 987 0,3 123-35-3
3-Octanol 988 993 4,7 589-98-0
Decano 1000 997 0,3 124-18-5
o—Terpineno 1014 1016 0,0 99-86-5
1,2,4-Trimetilbenzeno 1021 1024 0,2 95-63-6
Limoneno 1024 1027 0,6 138-86-3
1,8-Cineol 1026 1030 3,0 470-82-6
(Z2)-Bp—Ocimeno 1032 1032 1,1 3338-55-4
(E)-p—Ocimeno 1044 1046 0,2 3779-61-1
y—Terpineno 1054 1059 1,1 99-85-4
Terpinoleno 1086 1089 0,1 586-62-9
Undecano 1100 1100 0,5 1120-21-4
Linalol 1095 1102 6,8 78-70-6
Nonanal 1100 1107 0,4 124-19-6
Isopulegol 1145 1150 3,2 121468-66-4
Mentona 1148 1157 7.5 89-80-5
Mentol 1167 1169 7,0 15356-60-2
iso-Mentona 1158 1169 6,9 491-07-6
neoiso-Mentol 1184 1198 9,5 15356-60-2
o—Terpineol 1186 1205 4,6 98-55-5
neo-Diidrocarveol 1193 1207 1,5 18675-33-7
Diidrocarveol 1192 1207 0,6 38049-26-2
(32)-3-Metilbutirato de hexenila 1232 1240 4,0 35154-45-1
Isovalerato de hexenila 1241 1244 0,2 10032-13-0
Pulegona 1233 1247 57 89-82-7
Carvona 1239 1251 4,5 99-49-0
Piperitona 1249 1260 4,6 89-81-6
Acetato de mentila 1294 1298 2,6 89-48-5
NI 1312 0,3
iso-Acetato de diidrocarvila 1309 1330 1,3 160868-58-6
a—Copaeno 1374 1379 0,1 3856-25-5
f—Bourboneno 1387 1386 2,0 5208-59-3
f—Elemeno 1395 1393 0,4 515-13-9
(E)-Cariofileno 1417 1423 5,5 87-44-5
—Copaeno 1430 1431 0,3 18252-44-3
o—Humuleno 1452 1459 0,5 6753-98-6
Germacreno D 1484 1487 3,9 23986-74-5
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Continuagao da Tabela 16:

Biciclogermacreno 1500 1503 3,2 24703-35-3
6—Cadineno 1522 1528 0,5 483-76-1
Germacreno D—4-ol 1574 1582 0,5 74841-87-5
Oxido de cariofileno 1582 1590 0,1 1139-30-6
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Tabela 17. |dentificagcdo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. sp x piperita subsp. Citrata Ehrh (MC67), indices de retencdo tedricos e
experimentais (LTPRI), percentuais de area e numero CAS.

Constituinte

o—Pineno
Sabineno
p—Pineno
1-Octen-3-ol
Mirceno

3-Octanol

Decano
o—Terpineno
p-Cimeno
Limoneno
1,8-Cineol
(Z2)-p—Ocimeno
(E)-B—Ocimeno
y—Terpineno
Terpinoleno
Undecano

Linalol

Acetato de 3-octenila
Acetato de 3-octila
iso-Mentona
Mentofurano
cis-3-Pinanona
Terpinen-4-ol
a—Terpineol

Nerol

Acetato de linalila
Geranial

Acetato de mirtenila
NI

neoiso-Acetato de diidrocarvila
Acetato de nerila
a—Copaeno
Acetato de geranila
—Bourboneno
B—Elemeno
(£)-dJasmona
o—Gurjuneno
(E)-Cariofileno
—Copaeno
(E)-Bp—Farneseno

LTPRI

Teorico
932
969
974
974
988
988
1000
1014
1020
1024
1026
1032
1044
1054
1086
1100
1095
1110
1120
1158
1159
1172
1174
1186
1227
1254
1267
1324

1356
1359
1374
1379
1387
1395
1392
1409
1417
1430
1454
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930

970

977

977

987

993

997

1016
1024
1027
1032
1035
1046
1059
1092
1100
1114
1117
1126
1157
1167
1179
1183
1202
1235
1263
1267
1328
1349
1351
1367
1379
1386
1388
1395
1403
1410
1426
1433
1459

Area (%)

0,3
0,2
0,4
2,1
3,3
1,0
0,9
0,1
0,9
1,0
2,5
3,7
3,6
2,0
1,8
0,6
5,7
4,7
4,3
0,4
0,4
3,1
0,8
45
3,8
5,1
4,2
0,4
3,0
1,0
4,6
0,1
4,4
0,5
1,3
1,2
0,0
3,4
0,2
3,4

# CAS

80-56-8
3387-41-05
197-91-3
3391-86-4
123-35-3
589-98-0
124-18-5
99-86-5
99-87-6
138-86-3
470-82-6
3338-55-4
3779-61-1
99-85-4
586-62-9
1120-21-4
78-70-6
2442-10-6
4864-61-3
491-07-6
494-90-6
15358-88-0
562-74-3
95-55-5
106-25-2
115-95-7
141-27-5
1079-01-2

256332-36-2
141-12-8
3856-25-5
105-87-3
5208-59-3
515-13-9
488-10-8
489-40-7
87-44-5
18252-44-3
18794-84-8
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Continuagao da Tabela 17:

NI 1467 0.8

Germacreno D 1484 1487 2.7 23986-74-5
NI 1526 1.8

8—Cadineno 1522 1528 0.5 483-76-1
Elemol 1548 1559 2.7 639-99-6
Oxido de cariofileno 1582 1590 0.5 1139-30-6
Viridiflorol 1592 1603 2.8 552-02-3
NI 1642 1.5

B—Eudesmol 1649 1664 1.8 473-15-4
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Tabela 18. |dentificagdo tentativa dos compostos presentes na amostra de 6leo
M. rotundifolia (L.) Huds (MCG68), indices de retencgéo teoricos e experimentais
(LTPRI), percentuais de area e numero CAS.

Constituinte

o—Pineno

Sabineno

p—Pineno

1-Octen-3-ol
3-Octanone

Mirceno

3-Octanol

Decano

o—Terpineno
p-Cimeno

Limoneno

1,8-Cineol
(Z)-p—Ocimeno
(E)-p—Ocimeno
y—Terpineno
cis-p—Terpineol
Terpinoleno

Undecano

Linalol

Nonanal
2-Metilbutirato de 2-metilbutila
Acetato de 3-octenila
Acetato de 3-octila
cis-p-Menth-2-en-1-ol
trans-p-Menth-2-en-1-ol
NI

iso-Mentona
Mentofurano
d—-Terpineol
Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol
o—Terpineol
trans-Piperitol
cis-Piperitol

Nerol
(32)-3-Metilbutirato de hexenila
Isovalerato de hexenila
Neral

Carvona

Geranial

LTPRI

Teorico
932
969
974
974
979
988
988
1000
1014
1020
1024
1026
1032
1044
1054
1140
1086
1100
1095
1100
1100
1110
1120
1118
1136

1158
1159
1162
1174
1179
1186
1207
1195
1227
1232
1241
1235
1239
1264
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930

970

977

977

983

990

993

997

1016
1024
1030
1035
1038
1046
1059
1073
1092
1100
1105
1107
1107
1114
1126
1126
1143
1145
1157
1167
1174
1186
1193
1198
1202
1207
1228
1237
1244
1244
1249
1274

Area (%)

0,3
0,9
1,3
2,7
0,7
24
0,5
0,4
1,4
0,8
1,1
3,8
2,2
1,1
2,3
3,0
1,8
0,5
24
0,7
1,0
3,1
0,9
21
1,3
0,8
0,4
0,3
2,3
2,7
2,0
2,3
0,7
0,6
21
2,3
1,7
1,5
1,3
1,7

# CAS

80-56-8
3387-41-05
197-91-3
3391-86-4
106-68-3
123-35-3
589-98-0
124-18-5
99-86-5
99-87-6
138-86-3
470-82-6
3338-55-4
3779-61-1
99-85-4
7299-41-4
586-62-9
1120-21-4
78-70-6
124-19-6
2445-78-5
2442-10-6
4864-61-3
29803-82-5
29803-81-4

491-07-6
494-90-6
7299-42-5
562-74-3
1197-01-9
95-55-5
16721-39-4
34350-53-3
106-25-2
35154-45-1
10032-13-0
106-26-3
99-49-0
141-27-5
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Continuagao da Tabela 18:

Acetato de isobornila 1283 1288 0,7 125-12-2
Acetato de lavandulila 1288 1293 2,4 20777-39-3
NI 1293 1,0

trans-Acetato de pinocarvila 1298 1295 0,9 1686-15-3
NI 1298 1,7

NI 1314 0,4

NI 1344 0,6

Piperitenona 1340 1347 0,9 491-09-8
Acetato de citronelila 1350 1353 0,8 150-84-5
Eugenol 1356 1377 1,0 97-53-0
o—Copaeno 1374 1379 0,6 3856-25-5
Oxido de piperitenona 1366 1384 2,2 35178-55-3
Acetato de geranila 1379 1386 1,7 105-87-3
NI 1388 0,3

—Bourboneno 1395 1395 2,0 515-13-9
(Z)-Jasmona 1392 1405 1,6 488-10-8
NI 1408 1,2

a—Gurjuneno 1409 1413 1,4 489-40-7
(E)-Cariofileno 1417 1426 2,3 87-44-5
f—Copaeno 1430 1433 0,9 18252-44-3
NI 1449 0,3

Geranil acetona 1453 1456 0,6

o—Humuleno 1452 1459 1,8 6753-98-6
NI 1467 0,5

Germacreno D 1484 1492 2,0 23986-74-5
Biciclogermacreno 1500 1505 1,5 24703-35-3
Germacreno A 1508 1513 1,2 28387-44-2
y—Cadineno 1513 1521 0,6 39029-41-9
8—Cadineno 1522 1528 1,1 483-76-1
o—Muuroleno 1500 1544 0,1 31983-22-9
Elemol 1548 1556 0,3 639-99-6
Germacreno D—4-ol 1574 1582 1,2 74841-87-5
Oxido de cariofileno 1582 1590 0,4 1139-30-6
Viridiflorol 1592 1597 0,5 552-02-3
NI 1611 0,4

a—Cadinol 1652 1664 0,5 481-34-5
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