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RESUMO

A espécie vegetal Pimenta dioica Lindl, conhecida popularmente
como pimenta da jamaica, € uma arvore de 6 a 15 m de altura, que
pertence a familia das Mirtaceae e tem como origem a América Central e
oeste da india. Seu fruto contém um o6leo essencial de grande valor
econdmico no mercado internacional, devido ao elevado teor de eugenol
(seu composto majoritario) o qual é largamente usado nas industrias
quimicas e farmacéuticas. Neste trabalho, promoveu-se a extragdo do dleo
essencial do fruto da Pimenta dioica Lindl através do método da
hidrodestilagao, utilizando um sistema de Clevenger modificado. Através
da cinética de extracdo, observou-se que o volume de 6leo extraido é
maximo em um tempo 6timo de extragdo de 4 horas com um rendimento de
2,8% m/v. Além das constantes fisicas densidade, indice de refracgao,
solubilidade, cor e aparéncia, foi possivel — através de técnicas
espectrofotométricas UV, espectrofotométricas IV, cromatografia gasosa e
espectrometria de massas — identificar com seguranga o eugenol como
constituinte majoritario do 6leo essencial da Pimenta dioica Lindl (76,98%).
O oleo essencial da Pimenta dioica e o padrao de eugenol foram testados
como atrativos de abelhas Euglossina no Parque Nacional dos Lengais
Maranhenses. Neste trabalho s&o registradas as diferengas e semelhancgas
sazonais e de especificidade na atracdo de abelhas Euglossina entre o
O0leo essencial da Pimenta dioica Lindl e o eugenol puro. As implicagbes

para a biologia da conservagao sao discutidas.

LACOM-UFPB Tese de Doutorado — Odair dos Santos Monteiro



19

Title: CHARACTERIZATION OF THE Pimenta dioica LINDL
ESSENTIAL OIL AND ITS APPLICATION AS AN ATTRACTIVE OF
EUGLOSSINE BEES.

Author: Odair dos Santos monteiro

Advisors: prof. Dr. Victor Elias Mouchrek Filho
Prof. Dr. Antonio Gouveia de Souza

KEY-WORDS: Essential oil; Pimenta dioica; Eugenol; Euglossine.

ABSTRACT

The vegetal species Pimenta didica Lindl, popularly known as
Jamaican pepper, is a 6-15-meter tall tree, which belongs to the Mirtaceae
family and has Central America and West India as its origin. Its fruit has an
essential oil of great economic value in the international market, due to its
high level of eugenol (its major compound), which is largely used in
chemical and pharmaceutical industries. In this work, it was promoted the
extraction of the essential oil from the fruit of Pimenta dioica Lindl through
the method of hydrodestilation, using a Clevenger modified system.
Through the extraction kinetic, it was observed that the volume of the
extracted oil is maximum in a surpassing time of four-hour extraction with a
yield of 2.8% m/v. Besides the density physical constancy, refraction rate,
solubility, color and appearance, it was possible - through the
spectrophotometric techniques of UV, spectrophotometric IR, gaseous
chromatography spectrometry of masses — to identify, with security, the
eugenol as the major compound of the essential oil of Pimenta dioica Lindl
(76,98%). The essential oil of Pimenta didica and the eugenol standard
were tested as attractive to the Euglossine bees in the “Lengdis
Maranhenses” National Park. In this work, it was registered the sazonal
differences and similarities in the attraction of the Euglossine bees
between the essential oil of the Pimenta dioica and the pure eugenol. The

implications to the conservation biology are discussed.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

O estudo de substancias extraidas de plantas tem se
mostrado imprescindivel ao longo do tempo, seja pela grande
diversidade bioldgica existente no Brasil ou mesmo pelas

potencialidades que as mesmas apresentam.

Neste contexto, os 0Oleos essenciais representam uma
alternativa viavel em diversos trabalhos envolvendo substancias de
origem vegetal. Porém, é necessario que as técnicas de analises
quimicas desses 6leos sejam aperfeigcoadas ou, até mesmo, que
novas técnicas sejam aplicadas para uma melhor caracterizagéao

de seus componentes.

Nesse trabalho, algumas técnicas espectroscopicas ( UV-
VIS e IV), cromatografia gasosa e espectrometria de massas, além
da analise térmica, foram aplicadas para a caracterizacdo do dleo

essencial da Pimenta dioica Lindl.

Atualmente, além da caracterizacao, procura-se expandir
a utilizagcdo dos 6leos essenciais. Esses 6leos ja sdo usados na
industria de cosméticos, na industria farmacéutica, entre outras.
Com esse objetivo, o 6leo essencial da Pimenta dioica também foi
aplicado como atrativo de abelhas Euglossina no Parque Nacional

dos Lencgois Maranhenses.

1.1 Aspectos gerais sobre 0leos essenciais

O termo “6leo essencial” é empregado para designar
liqguidos oleosos volateis, dotados de aroma forte, quase sempre

agradavel, extraidos de plantas por alguns processos especificos,
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sendo o mais frequente a destilagdo por arraste de vapor d’agua
(MOUCHREK FILHO, 2000).

1.1.1 Defini¢c&o e caracteristicas

A International Standart Organisation (ISO) define 6leos
essenciais como os produtos obtidos de partes de plantas através
de destilagcdo por arraste de vapor d’agua, bem como os produtos
obtidos por espressdo dos policarpos de frutos citricos
(Rutacaceae). De forma geral, s&o misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas.
Também podem ser chamados de 6leos volateis, 6leos etéreos ou
esséncias. Eles sao assim chamados por serem: geralmente de
aparéncia oleosa e serem liquidos; volateis; geralmente possuem
aroma agradavel; soluveis em solventes apolares, como o éter. Em
agua, eles apresentam solubilidade limitada, mas o suficiente para
aromatizar suas solugbes aquosas, que nesse caso Sao
denominadas hidrolatos (DI STASI, 1996; LEMOS, 1990).

E interessante notar que os 6leos essenciais diferem-se
quimicamente dos Oleos vegetais e dos minerais. Os primeiros sao
misturas de terpenos, compostos oxigenados e outros tipos de
fungdes orgénicas. Ja os Oleos vegetais sao ésteres da glicerina
com acidos graxos de longas cadeias. Enquanto que os ultimos
6leos citados sao parafinas liquidas misturados a outros

hidrocarbonetos de peso molecular elevado (WILLIANS, 1996).

A constituicdo quimica dos Oleos essenciais €& muito
complexa, chegando alguns a dezenas de compostos com fungdes
organicas diferentes: hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas,

éteres e fenodis.

Os 6leos essenciais apresentam as mais diversas acgdes

farmacoldgicas, tais como:.

LACOM-UFPB Tese de Doutorado — Odair dos Santos Monteiro



22

- acado eupépticas (digestiva): condimentos como

orégano, manjericao, salvia, tomilho etc.

- hiperemizante local: 6leo de menta, que é rico em

mentol; a canfora como principio ativo isolado.

- antisséptica: oleo essencial de cravo, devido ao
eugenol; 6leo essencial de eucalipto, devido a grande quantidade
de eucalipto (cineol) (OMS, 2002).

1.1.2 Processos de extracao

Os métodos de extracdo dos 6leos essenciais variam de
acordo com a parte da planta em que ele se encontra bem como
com a proposta de utilizagdo do mesmo. Os mais comuns sao:
enfloracdo (enfleurage), arraste por vapor d’agua, extragdo com
solventes organicos, prensagem (ou espressdo) e extragdo por
CO; supercritico (DI STASI, 1996; LEMOS, 1990; WILLIANS, 1996;
CRAVEIRO, 1981).

No presente trabalho utilizou-se a destilacdo por arraste

de vapor d’agua.

1.1.3 Enfloracéo

Esse método ja foi muito utilizado, mas atualmente é
empregado apenas por algumas industrias de perfumes, no caso
de algumas plantas com baixo teor de 6leo de alto valor comercial.
E empregado para extrair 6leo essencial de pétalas de flores. As
pétalas sao depositadas, a temperatura ambiente, sobre uma
camada de gordura, durante um certo tempo. Em seguida, estas
pétalas esgotadas sao substituidas por novas até a saturacgéao

total, quando a gordura é tratada com alcool. Para se obter o 6leo
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essencial, o alcool é destilado a baixa temperatura e o produto

assim obtido possui alto valor comercial (SIMOES, 1999).

1.1.4 Prensagem

Esse método é empregado para a extragdo dos Oleos
essenciais de frutos citricos. Os pericarpos desses frutos séao
prensados e a camada que contém o 6leo essencial é, entao,
separada. Posteriormente, o 6leo essencial é separado da emulséao
formada com a agua por decantacao, centrifugagdo ou destilagado
fracionada (SIMOES, 1999).

1.1.5 Extragcdo com solventes organicos

Os oOleos essenciais sao extraidos, preferencialmente,
com solventes (éter, éter de petrdleo ou diclorometano) que,
entretanto, extraem outros compostos lipofilicos, além do dleo
essencial. Por isso, os produtos obtidos assim raramente possuem
valor comercial (SIMOES, 1999).

1.1.6 Extracdo por fluido supercritico

Esse método permite recuperar os aromas naturais de
varios tipos, n&do somente O6leo essencial, de modo bastante
eficiente e, atualmente, € um dos métodos de escolha para
extracao industrial de 6leos essenciais. Nenhum tragco de solvente
permanece no produto obtido, tornando-o mais puro do que
aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracdo, o CO, é
primeiramente liquefeito por compressédo e, em seguida, aquecido
a uma temperatura superior a 31°C. Nessa temperatura, o CO;

atinge um quarto estado, no qual sua viscosidade é analoga a de
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um gas, mas sua capacidade de dissolugdo € elevada como a de
um liquido. Uma vez efetuada a extracédo, faz-se o CO; retornar ao
estado gasoso, resultando na sua total eliminacédo (SIMOES, 1999;
FAJARDO, 1997).

1.1.7 Arraste por vapor d’agua

Na industria de 6leos essenciais existem trés tipos de
extragcdes, distinguidas pela forma como se estabelece o contato
entre a amostra e a agua, na fase liquida ou de vapor; a primeira é
chamada de hidrodestilagcdo, onde a amostra fica imersa na agua
contida numa caldeira; a segunda de destilagao pela agua e vapor,
onde uma rede colocada na parte inferior de uma caldeira mais
alta separa a agua da amostra e a terceira de destilagdo pelo
vapor de agua, onde a amostra é colocada em uma caldeira e o
vapor de agua ali injetado provém de um gerador proprio,
independente (ALVES, 1988; CRAVEIRO, 1981; BRUNETON,
1991).

A industria utiliza, de preferéncia, o terceiro método, pois,
em relacdo aos demais métodos, é reduzido o contato da amostra
com a agua, e a hidrolise dos ésteres e a polimerizagdo de outros
constituintes, em particular dos aldeidos, é menos acentuada.
(ALVES, 1988; CRAVEIRO, 1981; BRUNETON, 1991).

1.1.8 Aplicagdbes industriais

Os Oleos essenciais sao largamente usados em muitas
industrias para conferir aromas especiais em inumeros produtos,
tais como perfumes, cosméticos, sabonetes, condimentos etc.
(CRAVEIRO, 1981; COSTA, 1994; KIRK, 1981; ROBLES, 1998).

Sao empregados também para mascarar odores desagradaveis em
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ambientes de trabalho e instalagbes sanitarias, além de serem
usados como insumos em diversos produtos das industrias de
plasticos, tintas, borrachas, inseticidas e outras (CRAVEIRO, 1981;
CAVICCHIOLI, 1986).

Muitos Oleos essenciais oferecem compostos de partida
para sinteses de outras substancias uteis nas industrias quimicas
e farmacéuticas (ALVES, 1988; CRAVEIRO, 1981; FUH et al, 1996;
FAJARDO, 1997; MATOS, 1989). Outros componentes tém
propriedades farmacoldégicas e sao usados como analgésicos
(KOLLMANNSBERGER, 1993; KOROLKOVAS, 1998; SILVA, 1926),
bactericidas (CRAVEIRO, 1981; ROBLES, 1998), sedativos
(CRAVEIRO, 1981), expectorantes(CRAVEIRO,1981), reumaticos,
estomaquicos (WEYERSTAHL, 1998) etc.

1.1.9 Controle de qualidade dos 6leos essenciais

A qualidade dos Oleos essenciais €é preocupacgao
frequente entre pesquisadores devido, entre outras coisas a

variabilidade da sua composigdo quimica.

Os o¢leos essenciais apresentam frequentemente
problemas de qualidade, que podem ter origem na variabilidade da
sua composi¢cao quimica, na adulteracdo ou falsificagdo ou, ainda,
na identificacdo incorreta do produto e sua origem. Os produtores
de grande parte dos Oleos essenciais comercializados nao
apresentam a identificagao correta da planta da qual o produto foi
obtido (nome cientifico), a partir do vegetal que foi empregado e a
procedéncia do mesmo (SIMOES, 1999).

As esséncias alteram-se com maior ou menor facilidade,
dependendo da natureza quimica dos seus constituintes e
consoante as circunstancias do meio. Entre os fatores principais

que as modificam estdo o ar, a luz, o calor, a agua e impurezas
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diversas de origem natural ou oriunda de falsificagdes. As
alteracdes podem ser reconhecidas tanto por mudangas de suas
caracteristicas organolépticas (aroma, cor, sabor, transparéncia,
fluidez), como também dos valores dos seus parametros quimicos
e fisicos. Desta maneira, diminuindo as suas qualidades, reduz-se
de igual modo o seu aproveitamento nas industrias de perfumaria,
cosmeética, alimentos, quimica etc. (MATOS, 1988; CRAVEIRO,
1981; COSTA, 1994).

A adulteragdo de 6leos essenciais ja € conhecida desde
os tempos mais antigos. Além da fraude evidenciada ao
consumidor, dependendo do tipo de falsificagdo, esta pode
acarretar consequUéncias negativas para a saude do usuario e,
portanto, especial atencdo deve ser reservada a esse tipo de
problema. Tipicamente, os 0Oleos essenciais sdo adulterados por
adicdo de compostos sintéticos, de baixo custo, tais como: alcool
benzilico, ésteres do acido ftalico e até hidrocarbonetos clorados.
Esta adulteracao se faz por mistura do 6leo essencial de qualidade
com outros de menor valor para aumentar o rendimento; por adigao
de substancias sintéticas que sdo os compostos principais do dleo
em questdo ou por falsificagdo completa do 6leo através de
misturas de substancias sintéticas dissolvidas num veiculo inerte
(SIMOES, 1999).

Estima-se que aproximadamente 80% dos Oleos
essenciais disponiveis no mercado nao mais apresentam sua
composigcao original. Sabe-se que existe uma grande variedade de
estratégias sofisticadas de falsificacbes e, dessa forma, torna-se
cada vez mais dificil detecta-las. Devido a esta problematica fica
cada vez mais intenso o uso de métodos de avaliacdo para o
controle dos 6leos essenciais. Dentre os métodos, podemos citar a
solubilidade em etanol a 70%, indice de refragédo, densidade, ponto

de ebuli¢cdo, além de analises cromatograficas (SIMOES, 1999).
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1.1.10 Anélises dos componentes dos 6leos essenciais

A analise quimica de separacao e identificacdao dos
constituintes dos o6leos ¢é feita por meio de técnicas de
Cromatografia Gasosa, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CG e CLAE) (KIRK, 1981; ROBLES, 1998; WEYERSTAHL, 1998) e
Espectroscopicas (SILVERSTEIN, 2000), dentre as quais as mais
frequentes s&do a Espectroscopia de Ultravioleta (UV),
Infravermelho (1V), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
e de Carbono 13 (RMN 'H e '°C) e a Espectrometria de Massas
(EM), além do uso de bibliotecas contendo informacdes existentes
na literatura de um grande numero de substéancias ja conhecidas
(DI STASI, 1996; KOLLMANNSBERGER, 1993; FAJARDO, 1997;
CAVICCHIOLI, 1986; WEYERSTAHL, 1998; SILVERSTEIN,2000).

1.2 Aspectos gerais sobre a Pimenta dioica L.

A Pimenta dioica Lindl (Figura 1.1), também conhecida
como Pimenta da Jamaica, € uma arvore de 6 a 15 m de altura,
que pertence a familia Mirtaceae e tem como origem a América
Central e Oeste da india (CAVICCHIOLI, 1986; WEYERSTAHL,
1998). Estas foram encontradas primeiramente na Jamaica por
exploradores espanhdis que ficaram bastante impressionados com
o gosto e aroma dos seus frutos e folhas. Outras arvores de
pimenta foram depois descobertas em Cuba e foram atribuidas a
passaros migratérios, que comeram dos seus frutos. Elas também
foram encontradas no México, mas foi na Jamaica que estas foram
identificadas por volta do ano 1509 (GUENTHER, 1950).
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Figura 1.1 Arvore da espécie Pimenta dioicaL. Fonte: (MONTEIRO, 2004)

O nome “pimenta” foi atribuido ao fruto seco da arvore da
“allspice” e foi originario da palavra "pimienta" (termo espanhol
para pimenta) por exploradores espanhdis, logo depois que
Colombo descobriu o Novo Mundo. Este termo foi completamente
impréprio, pois foi baseado somente na aparéncia visual com o
grao de pimenta preta, no que diz respeito ao tamanho, forma e
aroma (GUENTHER, 1950; PARRY, 1969; KATZER, 2004; ASTA,
2004).

A espécie € uma arvore fortemente aromatica em todas as
suas partes, apresenta folhas pecioladas, eliptico alongadas;
flores numerosas, pequenas, dispostas em cimeiras axilares
(Figura 1.2). Contém fruto baga, globoso, piriforme, contendo duas

sementes, raras vezes uma (Figura 1.3) (CORREA, 1978).
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Figura 1.2. Folhas e flores da Pimenta dioica L. Fonte: (PLANT
IMAGES, 2003)

Figura 1.3. Fruto da Pimenta dioica L. Fonte: (PLANT IMAGES,
2003)
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1.2.1 Clima e solo

O clima mais propicio para o seu cultivo é o quente e
umido, com precipitacdo pluviométrica acima de 1300 mm, chuvas
bem distribuidas durante a maioria dos meses do ano, temperatura
meédia de 25°C e umidade relativa em torno de 80%. O solo deve
ser de textura média e bem drenado com relevo plano ou

levemente inclinado com pH entre 5,0 e 6,0.

1.2.2 Uso popular da Pimenta dioica L.

Na Historia Antiga, a Pimenta dioica L. foi usada
principalmente para embalsamentos. Com a descoberta do novo
mundo, ela foi um condimento exdtico que atingiu altos pregos e
promessa de fama e fortuna aos exploradores espanhodis (THE
EPICENTRE, 2004).

No século XVII foi usada como conservante de carnes em
longas viagens marinhas. Hoje € usada em picles, especialmente
na Noruega, Finlandia e Suécia (THE EPICENTRE, 2004). Na
Jamaica é usada na cozinha como temperos de sopas, guisados,
picles, chas, bolos, biscoitos, pastéis e produtos alimentares
usados em ketchups, salsichas e sanduiches. Também é utilizada
na produgcdo de bebidas “pimento dram” obtida dos frutos. Nas
Bahamas produz-se um cha muito agradavel obtido das folhas. A
arvore nova é utilizada na fabricagdo de bengalas e cabos de
guarda-chuva (DUKE, 1985).

A mesma espécie vegetal tem larga aplicagcdao medicinal
em varios paises, dentro os quais podemos citar a Jamaica onde
os frutos na forma de decocto s&o utilizados no tratamento de

resfriados, hemorragias e estomatites; na Costa Rica obtém-se das
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folhas por infusdo um carminativo e estomaquico, excelente para
diabetes. Na Guatemala aplica-se externamente em escoriacdes e
dores reumaticas; em Cuba é uma bebida refrescante, cha
depurativo e estimulante ténico, o 6leo essencial do fruto é usado

medicinalmente em diarréia (dispepsia) e flatuléncia (DUKE, 1985).

No Brasil, a Pimenta dioica L., apresenta alguns
sinbnimos como: pimenta da jamaica, pimenta de coroa e murta
pimenta. A espécie apresenta a seguinte posicdo taxondmica:
Reino: Vegetal; Divisdo: Angiosperma; Classe: Dicotileddneas;
Ordem: Mirtales; Familia: Mirtaceae; Género: Eugenia; Espécie:
Pimenta dioica Lindl (PARRY, 1969; PURSEGOLVE, 1960;
CORREA, 1978; BARROSO, 1978).

1.3 Oleo essencial da espécie Pimenta dioica Lindl

Estudos fitoquimicos de seus frutos ndo detectaram a
presenga de alcaldides e sim de compostos taninicos e grande
quantidade de 6leo essencial (SIMOES, 1999).

A extracédo, para fins de comercializagao, € feita com frutos
secos, por meio de arraste a vapor. O rendimento da extracao
varia em torno de 2% (m/m), o seu principal componente quimico é
o eugenol (Figura 1.4) com cerca de 65-85% (m/m), o que confere
ao Oleo uma alta cotagdo no mercado internacional, alcangando
valores de até 150 délares por litro (FONT QUER, 1967), devido a
sua utilizagdo como fonte de extracdo de eugenol para a sintese
da vanilina (CRAVEIRO, 1981).
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OH

CHs

Figura 1.4. Férmula estrutural plana do eugenol

Este constituinte, o eugenol, é um liquido fracamente
amarelado, que escurece ao ar, com aroma de cravo, e com sabor
ardente e picante. Sua formula molecular é CioH1202 e massa
molar 164g/mol (MOUCHREK FILHO, 2000). Este é muito usado
como flavorizante (CRAVEIRO, 1981), antioxidante (FAJARDO,
1997), antiespasmodico (MOUCHREK FILHO, 2000), anti-séptico,
agente antimicrobiano, agente bactericida, fungicida, inibidor
inflamatério (OMS, 2002), antialérgico, na composi¢cdo de

cosméticos assim como no tratamento de Aids (ATRASO, 2002).

Atualmente alguns produtos obtidos por sinteses
quimicas, a partir do eugenol, tais como: o metileugenol e o
acetato de eugenila adquiriram um elevado valor comercial, devido
as utilizacdes desses produtos como principios ativos nas
industrias agroquimicas, substituindo os atuais defensivos
agricolas, por atrativo de insetos (feromdnios), nas industrias
farmacéuticas e de cosméticos (MOUCHREK FILHO, 2000),

respectivamente.
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1.3.1 Técnicas Analiticas

As técnicas analiticas permitem a avaliagdo das
qualidades do o6leo essencial, garantindo, assim, a constancia de

seus constituintes quimicos e a seguranca de sua utilizagao.

A avaliagado quantitativa e qualitativa de 6leos essenciais
envolve a utilizacdo de diversas técnicas analiticas, que sofreram
algumas alteragdes nos ultimos anos, devidas essencialmente a
evolucao da informatica (programas de computadores, niveis de
automacdo, forma de integracdo dos dados obtidos) e da
sofisticacdo dos experimentos que podem ser realizados,
resultando na deducdo de uma estrutura quimica pertinente.
Dentre estas podemos citar: a Cromatografia Gasosa,
Espectroscopia Eletronica de Ultravioleta (UV), Espectroscopia
Vibracional de Infravermelho (IV) e Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) (MOUCHREK
FILHO, 2000; CHAAR, 2000).

1.3.1.1 Cromatografia Gasosa (CG)

A analise de misturas complexas como os Oleos
essenciais requer a aplicacdo de métodos analiticos modernos e
instrumentagcdo adequada. Diferentes técnicas cromatograficas séo
predominantes na analise de volateis; em particular, métodos de
cromatografia gasosa que resultam na separagdo da mistura em
componentes individuais (SCHREIER, 1984; LANCAS, 1993).
Assim, a cromatografia permite determinar, qualitativamente e
quantitativamente, as fragcbées individuais observadas nos

cromatogramas.
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1.3.1.2 Espectrometria na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-
Vis)

O uso de técnicas complementares fica mais evidente
relacionando-se o infravermelho, a RMN e o ultravioleta. Com a
finalidade de caracterizar um composto orgéanico, o quimico usa,
nos casos normais o IV para detectar e identificar os grupos
funcionais e a RMN para determinar a disposicdo estrutural de
protons e carbonos. Depois de ter estabelecido pelo menos uma
idéia preliminar sobre a estrutura do composto, o quimico esta
habilitado a decidir se o UV sera util para caracterizar o composto
(RALPH, 1983).

A absorgcao molecular na regido do UV e do Vis depende
da estrutura eletrénica da molécula. A absor¢cdo de energia é
quantizada e conduz a passagem dos elétrons de orbitais do
estado fundamental para orbitais de maior energia em estado
excitado. Para muitas estruturas eletrénicas esta absorgcao ocorre
em uma porcao acessivel do UV. Na pratica, a espectrofotometria
no UV é Ilimitada, na maior parte, aos sistemas conjugados
(SILVERSTEIN, 2000).

1.3.1.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho
(1V)

Como alternativa para avaliagbes cromatograficas de
compostos volateis, podem ser usadas técnicas que proporcionam
informacgao direta acerca da composi¢cao de uma amostra particular
sem prévia separacdao dos componentes, isto é, os métodos

espectroscopicos complementares.

A espectroscopia no infravermelho pode ser usada para
obter informacdes acerca dos grupos funcionais da composig¢ao

dos oOleos essenciais, principalmente grupos contendo oxigénio,
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uma vez que as vibracdes moleculares sdo perceptiveis nessa
regidao do espectro. Apesar de ser uma técnica altamente sensivel,
€ pouco seletiva no caso de misturas de multicomponentes e dificil
para fazer medidas quantitativas de concentracbes de
componentes individuais (RALPH, 1983).

A espectroscopia na regido do infravermelho (1V) é uma
das ferramentas mais comuns para a identificacdo de compostos
organicos e inorganicos puros, pois, com exce¢ao de poucas
moléculas homonucleares, tais como O3, N; e Cl,;, todas as
espécies moleculares absorvem radiagao no IV. A intensidade de
absorcao é uma funcdo da variacdo do momento de dipolo
envolvido na vibracdo (CRACKER, 1987). Duas categorias basicas
de vibragdes moleculares sado conhecidas: as vibragbes de
deformacdes axiais e as de deformagdes angulares. Uma vibracao
de deformacao axial (estiramento) envolve uma mudanga continua
na distancia interatdbmica ao longo do eixo da ligagao entre dois
atomos. Vibragcbes de deformagao angular sdo caracterizadas pela
mudan¢a no angulo entre duas ligagdes. O espectro IV é obtido
depois que uma transformagcdao de Fourier converte o
interferograma do dominio do tempo a forma mais familiar do
dominio de frequéncias. O interferograma é uma série oscilatoria
de combinagdes destrutivas ou construtivas, resultando de uma
variagao completa de comprimentos de onda (SILVERSTEIN,
2000).

1.3.1.4 Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (CG-
EM)

Existem no mercado varias empresas que oferecem o
conjunto cromatografico a gas-espectrometria de massas (CG-EM),
acoplado por meio de uma interface que aumenta a concentracéao

da amostra no gas de arraste, aproveitando a maior difusibilidade
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do gas. A velocidade de varredura €& grande o suficiente para
permitir a obtencdo de diversos espectros de massas por pico
eluido no cromatégrafo (BUDZIKIEWICZ, 1964). A conexao direta
de colunas capilares de cromatografia gasosa ao espectrOmetro de
massas, sem a interface de enriquecimento, permite varias
varreduras de massas rapidas em pontos diferentes de um pico
cromatografico, de modo a testar sua homogeneidade. Desse
modo, €& possivel resolver picos cromatograficos parcialmente
superpostos. Assim, a espectrometria de massas acoplada a
cromatografia gasosa fornece as fragmentagcdes dos componentes
individuais separados (ADAMS, 1995). Na técnica de impacto de
elétrons (IE), mais comumente usada em espectrometria de
massas, um espectrOmetro de massas bombardeia moléculas na
fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e registra o
resultado do impacto dos elétrons como um espectro de ions
separados na base da razdo massa/carga (m/z). A maior parte dos
ions formados tem carga unitaria. Os espectros de massas sao
obtidos rotineiramente com o uso de um feixe eletronico de energia
de 70 eV. O evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa
€ a remog¢ao de um unico elétron pelo feixe, com formacao do ion
molecular, um cation-radical (M*). O ponto simples representa o
elétron desemparelhado. A maior parte dos ions desintegra-se em
107" - 10 s, dando, no caso mais simples, um fragmento
carregado positivamente e um radical. Assim, forma-se um certo
numero de fragmentos i6nicos que podem ser posteriormente

decompostos em fragmentos menores (SILVERSTEIN, 2000).

Pode-se apresentar o espectro na forma de um grafico ou
uma tabela. O grafico tem a vantagem de mostrar sequéncias de
fragmentacdo que com a pratica podem ser facilmente
reconhecidas. No espectro de massas por impacto de elétrons,
gerado por um computador na forma de um grafico de barras, a
abundancia relativa dos picos, apresentada como percentagem do

pico base (100 %), é langcada contra a razdo massa/carga (m/z).
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1.3.1.5 Métodos de quantificacao

Na analise quantitativa sdo necessarias precaug¢des em
todas as etapas para minimizar ou evitar erros. A aliquota a ser
analisada deve ser representativa da amostra. Em cromatografia, a
etapa de separagdo dos componentes da amostra no cromatégrafo
pode acarretar erros como: adsorcao irreversivel de parte da
amostra na fase estacionaria ou suporte, resposta do detector
afetada por alteragdes de temperatura e vazao de gas, quantidade
de amostra injetada fora da faixa linear do detector etc.
(RODRIGUES, 1996).

A concentracdo de uma substancia na amostra pode ser
determinada por um dos seguintes métodos: método do padrao
externo, método da adicdo padrdo, método do padrdo interno e
método da normalizacdo. No presente trabalho, utilizou-se o
método da normalizacdo. Neste método, faz-se a integracéao
eletrébnica das areas dos picos cromatograficos utilizando um
software do equipamento CG-EM (Varian 2100). A normalizagao é
muito usada em técnicas analiticas, principalmente em amostras
complexas, como é o caso dos Oleos essenciais e, também,
quando a concentragao do analito € muito baixa e existem efeitos
de diluicdo em matrizes (PINO, ROSADO & GONZALEZ, 1989).

1.3.2 Técnicas Termoanaliticas

As técnicas termoanaliticas tém se tornado um
instrumento quase que essencial nos estudos da cinética e
mecanismos de substancias, principalmente pelo fato de fornecer
informagdes muitas vezes ausentes em métodos convencionais,
porém, sdo de pouco uso na analise de Oleos essenciais. No

entanto, sdo possiveis estudos da perda de massas da amostra
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pela agédo térmica. Além disso, os pontos de congelamento, fuséo
e ebulicdo sao propriedades fisicas que tém todas as condicdes
para serem determinadas por analise térmica, especialmente pela

técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

Para que wuma técnica térmica seja considerada
termoanalitica ela deve atender a trés critérios (WENDLANDT,
1986):

e Medir uma propriedade fisica;

e Expressar a medida, direta ou indiretamente, em

funcado da temperatura;

e Realizar a medida sob um controle da temperatura.

A habilidade das técnicas de caracterizar os materiais
torne-se eficiente quando combinadas com outra técnica analitica,
principalmente para caracterizagdo de produtos gasosos, sendo
frequentemente possivel realizar medidas simultaneamente de
mais de uma propriedade (BROWN, 1988).

Dentre os varios sistemas simultdneos existentes
podemos citar: termogravimetria-cromatografia gasosa (TG-CG);
termogravimetria-espectrometria de massas (TG-MS) e
termogravimetria-cromatografia gasosa- espectrometria de massas
(TG-CG-MS) (DOLLIMORE, 1984).

1.3.2.1 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria € uma técnica na qual a variagdo de
massa que ocorre na amostra, perda ou ganho, € acompanhada em
fungdo do tempo ( a uma temperatura constante) ou em fungédo da

temperatura.
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A termogravimetria é essencialmente aplicavel quando se
deseja acompanhar variagbes de massa envolvidas em um
experimento e este tipo de medida é realizada utilizando-se um

equipamento denominado termobalancga.

A termobalangca consiste na combinagcdo de uma
microbalangca eletrébnica adequada com um forno e programador
linear de temperatura, permitindo a pesagem continua da amostra
em funcao da temperatura, a medida que a amostra é aquecida ou
resfriada (WENDLANDT, 1986).

O porta-amostra deve ser escolhido de acordo com a
amostra a ser analisada e com a temperatura maxima de
aquecimento aplicada a amostra. Os porta-amostras séo
geralmente constituidos de aluminio (temperatura maxima de
600°C), alumina (temperatura maxima de 1200°C), platina, niquel,

quartzo, tungsténio, grafite e cobre.

A atmosfera que circunda a amostra pode ser controlada,
possibilitando trabalhar com atmosfera estatica ou dindmica a
pressao ambiente, sob pressdao ou a vacuo. Os gases utilizados
podem ser inertes (nitrogénio), oxidantes (oxigénio) ou corrosivos
(WENDLANDT, 1986).

Os métodos termogravimétricos sao classificados em

dinamico, isotérmico e quase-isotémico:
e DINAMICO

No método dinamico a perda de massa € registrada
continuamente a medida que a temperatura aumenta. Este método
€ o mais geral, quando se utiliza o termo termogravimetria

normalmente refere-se a termogravimetria dinamica.

e ISOTERMICO
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No método isotérmico a variagcdo de massa da amostra €&
registrada em funcdo do tempo, mantendo-se a temperatura

constante.
e QUASE-ISOTERMICO

No método quase-isotérmico, a partir do momento em que
comeca a perda de massa da amostra (Am#0), a temperatura é
mantida constante até que a massa se estabilize novamente
(Am=0), neste momento recomega-se o0 aquecimento e este
procedimento pode ser repetido em cada etapa da decomposicao
(YOSHIDA, 1993).

1.3.2.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A determinacdo de pontos de ebulicdo de Oéleos
essenciais sempre apresenta dificuldades, devido ao fato de serem
considerados misturas complexas, proporcionando uma larga faixa
de ebulicdo pelos métodos usuais. Além disso, a falta de uma
instrumentagcdao mais especifica para essa medida oferece

resultados pouco precisos.

Os métodos mais comuns para esta determinacdo sao
executados por meio de um alambique de vidro, o qual ¢
constituido por um baldo conectado a um tubo vertical com uma
abertura superior (suficientemente comprido para o encaixe do
termdédmetro) sendo aquecido a fogo direto, com uma chama regular

de modo a manter-se constante a ebulicdo (COSTA, 1994).
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O outro processo é o Siwoloboff, que utiliza um aparelho
de W. Buchi para a determinagdo do ponto de fusdo e ebulicdo, o

qual é feito por tubos e capilares de vidro (COSTA, 1994).

Recentemente vem sendo usado a técnica DSC para a
determinacdo de pontos de ebulicdo de liquidos (IONASHIRO e
GIOLITO, 1980), apresentando resultados bastante interessantes e
que serviram como ponto de partida para a utilizacdo desta técnica
na determinacdo de pontos de ebulicdo para os diversos tipos de
Oleos essenciais. Este tipo de medida é definida como aquela na
qual o fluxo de calor entre a amostra e um material termicamente
inerte € medido em funcdo da temperatura a que ambos estao

submetidos (WENDLANT, 1986).

Quando um material sofre algum tipo de mudancga de
estado fisico (fusao, transigao cristalina, ebuligédo, etc.), ou quando
sofre reagdao quimica, ocorre liberacdo ou absorcdo de calor. Os
equipamentos de DSC medem o fluxo de calor para manter iguais
as temperaturas de amostra e da referéncia durante um fenémeno

térmico (WENDLANT, 1986).

No DSC cada cadinho (amostra e referéncia), tem sua
temperatura controlada por um aquecedor individual, e o
aquecimento é efetuado segundo uma programacao de temperatura

pré-estabelecida (JONES, 1980).
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1.3.3 Fatores que podem influenciar as curvas

termogravimétricas e calorimétricas

Algumas técnicas instrumentais possuem um grande
numero de fatores que podem afetar a natureza, precisdo e
exatiddo dos resultados experimentais, dentre elas a analise
térmica. Os fatores que podem influenciar o aspecto das curvas
termogravimétricas sdo denominados fatores experimentais e sao
classificados em duas categorias (WENDLANDT, 1986) e (
BROWN, 1988):

1. Fatores Instrumentais, dentre os quais podemos citar:
e Atmosfera do forno;
e Composicao do porta-amostra;
e Razéo do fluxo do gas de arraste;
e Razado de aquecimento do forno;
e Geometria do porta-amostra e do forno;

e Sensibilidade do mecanismo de deteccao.

2. Fatores caracteristicos da amostra, dentre os quais

podemos citar:
e Natureza da amostra;
e Granulometria da amostra;
e Quantidade da amostra;
e Calor de reacéao;
e Solubilidade dos gases liberados;

e Condutividade térmica da amostra.
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O conhecimento detalhado da acdo destes fatores € muito
importante, pois permite que o operador tire o maximo de
informagdes das curvas termogravimétricas e calorimétricas,
evitando que os erros mascarem os resultados. Para se ter uma
boa reprodutibilidade nas medidas é preciso que se tenha amostra
e condi¢cdes experimentais com as mesmas caracteristicas. Muitos
dos fatores citados ainda continuam sendo estudados, porque
apesar de boa parte deles serem constantes para uma dada
termobalanca (geometria do porta-amostra, sensibilidade do
mecanismo de detecgdo), muitos outros fatores sdo variaveis e
dificeis de serem controlados (solubilidade dos gases liberados,

compactacao da amostra).

1.4. Areas de restinga

As planicies litordneas arenosas de idade quaternarias
existentes ao longo da costa brasileira sdao geralmente ocupadas
por comunidades vegetais caracteristicas e diversificadas,
resultado de fatores locais, tais como topografia, proximidade do
mar, condi¢gdes do solo, profundidade do lencgol freatico, bem como
pelas diferentes inter-relacbées, aumentando em complexidade na
medida em que se distanciam do oceano (LACERDA; ARAUJO;
MACIEL, 1993).

Esse complexo fitogeografico é conhecido como restinga,
representando grandes mosaicos de ecossistemas definidos e
interligados funcionalmente (ARAUJO & LACERDA, 1987).

Por sua localizagado ao longo do litoral, os ecossistemas
que compdem as restingas tém sido, desde a colonizagao
européia, submetidos a um intenso processo de degradacao de

suas caracteristicas naturais (BUENO, 1999).
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A ocupacgao preferencial do litoral brasileiro pelos
europeus, durante os primeiros 400 anos de colonizagao, resultou
no crescimento de podlos demograficos irradiadores, centrados
particularmente, nos estados do Maranh&o, Pernambuco, Bahia,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina. Apds a exaustao de
grande parte de seus recursos florestais, as restingas, sob
influéncia desses poélos, foram e continuam sendo locais
preferenciais para o desenvolvimento urbano e turistico, sé
recentemente acompanhados das necessarias avaliacbes de

impactos ambientais.

Como resultado desta exploragcdo de seus recursos
biolégicos naturais, pode-se atualmente considerar que as
restingas, em todo litoral brasileiro, encontram-se de alguma
maneira alteradas, a maioria infelizmente, total ou parcialmente
degradada, e sao considerados ecossistemas de grande fragilidade

no contexto da macrozoneamento do litoral brasileiro (MMA, 1996).

Em consequUéncia, sdo raras as areas de restinga ainda
com caracteristicas naturais, muito poucas protegidas em unidade
de conservagao, como por exemplo, as do Parque Nacional dos

Leng¢ois Maranhenses e areas de influéncia.

Lamentavelmente, apesar da ameaca real a este
ecossistema, somente nas duas ultimas décadas a restinga tem
sido alvo de estudos mais sistematizados. Embora atualmente, no
caso da vegetacao, se conheca relativamente bem os taxa (cada
agrupamento dentro das categorias taxonémicas) presentes na
maioria das restingas brasileiras, estudos sobre a ecologia das
populacdes e biocenoses que a compde ainda sao praticamente
inexistentes (ESTEVES & LACERDA, 2000).
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1.5 Abelhas Euglossina

As abelhas, designhacdo genérica dos himendpteros da
superfamilia Apoidea, sdo, sem duvida, um dos mais importantes
grupos de insetos, do ponto de vista ecoldgico, por serem os
principais polinizadores das flores, comportamento cuja
importancia ndo é preciso enaltecer. As abelhas comumente séao
agrupadas em sete grandes familias: Fideliidae, Melittidae,

Andrenidae, Colletidae, Halictidae, Anthophoridae e Apidae.

A familia Apidae é frequentemente dividida em quatro
subfamilias: Euglossinae, Bombinae, Meliponinae e Apinae, sendo
que nas trés ultimas encontramos as verdadeiras abelhas sociais e
eusociais. A Apis mellifera (Apidae) é abelha mais conhecida do
homem por causa do mel e da cera que produz, embora essas
caracteristicas sejam comuns também ao miliponineos, as abelhas
sem ferrdo, nativas dos trépicos. A notavel organizagao social e o
comportamento abnegado e complexo dos seus individuos séao
motivos que tém atraido a atencdo dos bidlogos e outros

profissionais.

Menos conhecidas, mas ndao menos importantes, sao as
abelhas da subfamilia Euglossinae , doravante chamadas de
euglossineas, um grupo de abelhas exclusivas da Regiao
Neotropical. Suas espécies sao constituidas de individuos de
tamanho moderado a muito grande e possuem o tegumento
brilhantemente metalico e glabro bem escuro e densamente
pubescente. Extraordinario € o prolongamento da lingua (glossa),
chegando, em algumas espécies, a ultrapassar o comprimento do
préprio corpo (Figura 1.5) (REBELO, 2001).
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Figura 1.5. Abelha Euglossina (Eulaema cingulata)

Muitas espécies de euglossineas sao solitarias, mas um
certo numero delas adquiriram o habito de viver juntas em
aglomerados pequenos, resultando dai o comportamento do tipo
comunal, quase social e primitivamente eusocial. Dois grupos
desenvolveram o habito cleptoparasita, possivelmente a partir de
um tronco subsocial (REBELO. 2001).

As euglossineas sdao um dos poucos taxa de abelhas
tropicais que mantém relagdes restritas com grupos particulares de
angiospermas, sem especificidade por pdlen, como ocorre
frequentemente com as abelhas oligoléticas das regides
temperadas. O habito de sugar néctar tem desempenhado um
papel muito importante na evolugcdo de alguns grupos florais. Os
machos mantém uma relacdo estreita com certas orquideas numa
sindrome baseada na oferta e coleta de compostos aromaticos,

resultando dai a designagao “as abelhas das orquideas”.

Associado a esta sindrome, os machos apresentam modificagdes
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estruturais e um complexo e intrigante comportamento, incomum
em qualquer outro grupo conhecido de abelhas - coletam e
armazenam substancias aromaticas em suas tibias posteriores
altamente modificadas, possivelmente como parte de seu

comportamento sexual.

Se as euglossineas forem julgadas por seu
comportamento e modificagcao estrutural, deveriam ser
consideradas como um dos grupos de abelhas mais
especializados. O belo colorido e modificagbées morfoldégicas de
seus espécimens, a bizarra relagdo dos machos com as orquideas,
a controvertida posicao sistematica que ocupam em relagcdo as
outras subfamilias de apideos sao apenas alguns motivos que
fazem destes insetos um dos mais interessantes grupos da nossa

fauna tropical.

As euglossineas normalmente sao abelhas ariscas, de
vbo rapido e relativamente dificeis de serem observadas nas flores
ruderais ou em areas mais abertas. Por essas razdes, durante
muito tempo foram pouco estudadas, especialmente com respeito a
estrutura de sua comunidades. Tanto que até trés décadas atras o
que se conhecia sobre elas era proveniente unicamente de
informagdes sobre as suas relagdes com certas orquideas

tropicais.

A descoberta da atragcdo de machos por compostos
aromaticos sintéticos puros e sua utilizagdo permitiram a
realizagdo de estudos pormenorizados do grupo sob todos os
aspectos. Hoje se conhece razoavelmente bem estas abelhas, sua

biologia e sua histoéria.

O presente trabalho pretende ampliar o numero de
compostos que exergam atragdao sobre as euglossina, sobretudo

quando combinados com outros constituintes quimicos nos 6leos
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essenciais de plantas, bem como a ampliagdo na aplicagdo desses

oleos.

1.6. Biologia da Conservacdo das abelhas Euglossina.

A maioria das faner6gamas do mundo necessita de
animais para realizar a polinizacdo (ASHMAN, 2004), sendo as
abelhas os principais polinizadores na maioria dos ecossistemas
(NABHAN & BUCHMANN, 1997). Estas populagbes de plantas
podem manter uma diversidade genética apenas se grupos de
polinizadores estiverem presentes e puderem se mover entre os
trechos de habitat (KELLER & WALLER, 2002).

Entretanto, a evidéncia de que muitas populacbes de
polinizadores estdo em declinio em muitas partes do mundo
(KREMEN, C. N. M.; RICKETTS, T, 2000) tem uma relevéancia
importante para a implantacdo de politicas de conservacao da

biodiversidade em geral, e de polinizadores em particular.

Muitas abelhas coletoras de resina s&o o0s principais
polinizadores de muitas plantas tropicais auto-incompativeis
(BAWA, 1974). Dessa forma, plantas produtoras de resina floral,
mesmo indiretamente, representam um componente essencial para

a manutencgao da estrutura da comunidade.

A manutencdo destes ecossistemas € essencial para a
sobrevivéncia das abelhas Euglossina. Habitats grandes e ricos em
espécies de plantas apresentam disponibilidade de locais de
nidificacdo, recursos nutritivos e protegcdao da diversidade de
abelhas e de sua funcado ecoldégica como polinizadoras
(GATHMANN & TSCHARNTKE, 2002).

Por outro lado, como as Euglossina podem voar grandes
distancias durante sua vida (JANZEN, 1971), sdao importantes
agentes na reproducdo de plantas esparsamente distribuidas na

vegetacdo (RAW, 1989). Esta relagdo é particularmente importante
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no contexto da crescente transformacdo de grandes extensdes de

vegetagao continua em blocos isolados de habitat.

Deste modo, a destruicdo, deterioracdo e fragmentacgéao
de habitats afetam as interagcdes entre as abelhas e seus recursos
(PYLE; BENTZIEN; OPLER, 1981), principalmente devido ao
isolamento de suas populagdes a remanescentes de vegetacgéao
(POWELL & POWELL, 1987; MILLET-PINHEIRO & SCHLINDWEIN,
2005), embora alguns grupos de abelhas sejam mais tolerantes
aos efeitos antropogénicos (WINFREE, R.; GRISWOLD, T.; KREMEN,
C., 2007).

Muitas espécies vegetais mostram diminuigdo drastica na
producdo de frutos e sementes apds a ocorréncia de disturbios no
habitat (PARRA-TABLA et al., 2000), principalmente devido a
diminuicdo da disponibilidade de polinizadores (PAVILIK;
FERGUSON; NELSON, 1993) e efetividade na polinizagcdo (AIZEN &
FEINSINGER, 1994). Em consequéncia, pode ocorrer diminuigcao
da comunidade de plantas, aumento da taxa de herbivoros (MALO;
LEIRANA-ALCOCER; TABLA-PARRA, 2001) e depressao endogamica
(SIGRIST & SAZIMA, 2004), o que pode conduzir a uma extingédo

local de varias espécies.

Como resultado da exploracdo de seus recursos
biolégicos naturais, pode-se atualmente considerar que as
restingas, em todo litoral brasileiro, encontram-se de alguma
maneira alteradas, a maioria infelizmente, total ou parcialmente
degradada, e sao considerados ecossistemas de grande fragilidade

no contexto da macrozoneamento do litoral brasileiro (MMA, 1996).

Embora atualmente, no caso da vegetacdo, se conhecga
relativamente bem os taxa presentes na maioria das restingas
brasileiras, estudos sobre a ecologia das popula¢cdes e biocenoses
que a compde ainda s&do praticamente inexistentes (ESTEVES &
LACERDA, 2000).
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Além disso, apesar das dificuldades em documentar
declinios de populacdes de polinizadores, e estimativas de déficits
na polinizagcdo serem apenas parte de um problema mais
complexo, medidas deste tipo fazem parte de qualquer esforgo
para a conservagado da diversidade biolégica (THOMSON, 2001) e
praticas adequadas de manejo (HENLE et al., 2004).

Assim, devido ao acelerado processo de transformacéo a
que o0s ecossistemas de restinga estdo submetidos, faz-se
necessario conhecer as condigdes ambientais e determinar as

causas do declinio das espécies.

Entre os insetos, as abelhas constituem o mais importante
grupo de polinizadores em numero e diversidade de plantas
polinizadas, sendo responsaveis pelo fluxo de pdélen na maioria
das espécies das familias mais comuns em florestas tropicais,
(BACKER & HURD, 1968; KEVAN & BACKER, 1983; BAWA, 1990;
RAMIREZ, 2004).

Comumente amostradas no cerrado, restinga e vegetacao
de dunas (GOTTSBERGER et al., 1989), as abelhas vém
garantindo, nesses ecossistemas, a manutencdo de muitas
espécies florais com as quais mantém relagdes especificas ou

generalistas.

As Euglossina, principalmente os machos, polinizam

muitas familias de plantas, como Malpighiaceae, Geraniaceae,

Polygalaceae, Balsaminaceae, Malvaceae, Passifloraceae,
Apocynaceae, Convolvulaceae, Solanaceae, Verbenaceae,
Bignoniaceae, Boraginaceae, Leguminoseae, Lecytidaceae,
Rubiaceae, Melastomataceae, Bromeliaceae, Musaceae,

Maranthaceae, Zingiberaceae e Orquidaceae, apresentando muitas
espécies de importadncia econbmica, como Bixa orellana
(Bixaceae), principalmente visitada por fémeas para coleta de
pélen (ZUCCHI, et al., 1969; DODSON, et al., 1969; FRANKIE et
al., 1976; BUCHMANN & BUCHMANN, 1981; SCHEMSKE, 1981;
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GRACIE, 1993; MAUES, 2002; AGUIRAR, 2003; OLIVEIRA-
REBOUCAS & GIMENES, 2004; CORREIA et al., 2005), muitas das
quais polinizadas quase exclusivamente por estas abelhas
(ZUCCHI et al., 1969; DRESSLER, 1968; ARMBRUSTER &
WEBSTER, 1979; ZIMMERMAN et al., 1989; BAWA, 1990).

Considerando a alta frequéncia de espécies auto-
incompativeis nas comunidades vegetais da regido tropical (BAWA,
1974; FRANKIE et al., 1976; BULLOCK, 1975; BAWA, 1985;
OLIVEIRA & GIBBS, 2000; PARRA-TABLA et al., 2000; NARA &
WEBBER, 2002) e o potencial destas abelhas para a realizagao de
fertilizacdo entre plantas separadas mesmo por varios quildmetros
(JANZEN, 1971), a manutencdo da comunidade de Euglossina é
essencial para a conservacgao da diversidade biolégica em todos os
ecossistemas da regido Neotropical via relagao planta-polinizador

ou através dos efeitos indiretos desta interagéo.

Em areas de restinga, abelhas Euglossina séo
importantes agentes promovedores do fluxo de pdlen, responsaveis
pelo sucesso reprodutivo de inumeras espécies vegetais e da

fauna.

Informacdes sobre o fluxo de podlen e da dindamica das
interagcdes mutualisticas chave sao aspectos criticos para a
conservagao adequada e manejo dos recursos genéticos da
diversidade biolégica (BAWA, 1990).

Muitas populacbes destas abelhas sao vulneraveis a
modificagcdo das condicbes ambientais (POWELL & POWELL,
1987), as quais podem influenciar o desenvolvimento dos machos
(PERUQUETTI, 2003) e promover uma diminuicdo da comunidade
de plantas e depressdao endogamica devido ao isolamento de suas
populacdes (SIGRIST & SAZIMA, 2004).

As abelhas Euglossina apresentam distribuicao

praticamente restrita a regidao Neotropical (BURQUEZ, 1997). Os
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limites ao norte s&o regides do Arizona (MINCKLEY & REYERS,
1996) e Florida (SKOV & WILEY, 2005), nos Estados Unidos da
América. Ao sul, sdao encontradas em Cérdoba, Argentina (MOURE,
1967).

A subtribo Euglossina contém trés géneros de vida livre,
Euglossa (=Eg.), Eulaema (=El.) e Eufriesea (Ef.), e dois
cleptoparasitas, Aglae (=Ag.) e Exaerete (=Ex.), o primeiro de
Eulaema e o segundo de Eufriesea (MOURE, 1946; ZUCCHI et al.,
1969; KINSEY, 1967). Os machos coletam substancias quimicas de
inumeras espécies de orquideas neotropicais, de outras espécies
florais e de fontes nao florais (DRESSLER, 1982; REBELO &
GAROFALO, 1991; GRACIE, 1993).

Os odores secretados por estas plantas funcionam tanto
para atracdo de polinizadores em populagdes dispersas,
aumentando a area de reconhecimento das flores, como um
mecanismo de isolamento entre espécies interférteis, através da
atracdo seletiva de um ou poucos polinizadores (WILLIAMS &
DODSON, 1972).

Muitas espécies de orquideas, como do género Gongorra
e Coryanthes, apresentam uma multiplicidade de caracteristicas
florais (tal como momento apropriado de secregao glandular de
fragrancia) utilizadas como atrativos para uma mesma espécie de
abelha (BAKER, 1963).

Além disso, a atracdo, pelo menos para muitas espécies
de orquideas nao é promovida por apenas um composto ou classe
de compostos, mas a um conjunto de diferentes classes de

substéancias quimicas (REIS et al., 2004).

Pouco se sabe sobre o papel destas substancias para os
machos de Euglossina. E provavel que sejam precursores de
feromdénios sexuais (WILLIAM & WHITTEN, 1983). As fragrancias

estocadas nas tibias posteriores poderiam ser modificadas e
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utilizadas no reconhecimento espécie-especifico ou como
evidéncia de vigor do macho (ELTZ, 1999).

Comportamento de acasalamento utilizando sinais visuais
€ conhecido em Eulaema meriana, que pousam em troncos de
arvores e exibem seu brilhante dorso abdominal com suas asas
enquanto produzem um zumbido (EICKWORT & GINSBERG, 1980;
KINSEY, 1980). Entretanto, é mais provavel que a utilizagdo de
sinais quimicos ou em combinagcdo com outras sinalizacdes
secundarias, seja bastante difundida entre as espécies de

Euglossina.

Varios outros taxa de abelhas sdo conhecidos por
produzirem compostos quimicos para o reconhecimento durante a
copula. Composicdes espécie-especifica de compostos alifaticos e
isoprendides sao produzidas por ambos os sexos de Andrena, que
as liberam durante a coépula (TENGO & BERGSTRON, 1977).
Secregbdes produzidas pelas glandulas mandibulares podem ser
depositadas na fémea, como em algumas espécies de Centris
(EICKWORT & GINSBERG, 1980), ou borrifadas sobre a fémea,
como em algumas espécies do género cleptoparasita Nomada
(TENGO & BERGSTRON, 1977) por ocasido do acasalamento.

A investigagdo das relagbes entre machos de Euglossina
e as flores de varias espécies de orquideas levou a descoberta de
uma série de compostos altamente atrativos a essas abelhas
(DODSON & HILL, 1966; HILL et al, 1968; DODSON et al., 1969;
WILLIAMS & DODSON, 1972), o que tem permitido o estudo da

comunidade de Euglossina em varios ecossistemas.

Essa técnica de iscas-odores tem sido utilizada para o
estudo da fauna de Euglossina em Floresta Tropical da Costa Rica
(JANZEN et al., 1982), Panama (ACKERMAN, 1983) e Peru
(PEARSON & DRESSLER, 1985).
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No Brasil, trabalhos foram realizados principalmente em
area de Floresta Amazdénica (BRAGA, 1976; POWELL & POWELL,
1987; BECKER et al., 1991; MORATO et al., 1992; OLIVEIRA &
CAMPOS, 1995), remanescente de Floresta (PERUQUETTI et al.,
1999; SOFIA et al., 2004; REBELO & GAROFALO, 1991; GOMES &
LACERDA, 1992; REBELO & CABRAL, 1997; SILVA & REBELO,
1999; WITTMAN et al., 1988; BRITO & REGO, 2001). Entretanto,
poucos estudos foram realizados em area de restinga e de dunas
litoraneas (VIANA et al., 2001; VIANA et al., 2002).

A utilizagcdo desta metodologia apresenta-se viavel
particularmente pela possibilidade de estudo de varios aspectos
ecoldgicos destas abelhas e acesso rapido das condi¢gdes do
ecossistema. Contudo, a coleta apenas de machos representa uma
limitagdo por desconsiderar possivel diferenga sexual na amplitude
de forrageio e na razédo sexual, podendo conduzir a uma
subestimativa da comunidade de Euglossina. Por isso, estudos
com iscas odores que incluam observagdes e inventarios também
nas flores e de ninhos sao necessarios para uma melhor

compreensédo da biologia das “abelhas das orquideas”.

Um meétodo complementar ao estudo da comunidade de
machos é o estudo das relacbes destas abelhas com plantas que
produzem resinas florais, uma vez que as fémeas sao visitantes e

principais polinizadores em muitas espécies vegetais.

1.7 Justificativa

Os machos de abelhas da subtribo Euglossina apresentam
um comportamento intrigante. Coletam compostos odoriferos de
diversas fontes, mas principalmente das mais de 600 espécies de
orquideas que sao polinizadas por estas abelhas (DRESSLER,
1968; DODSON, 1969; WITTMAN et al., 1989). Estes compostos

provavelmente s&o utilizados como precursores de feroménios
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sexuais, os quais poderiam atrair fémeas para sitios especificos
(WITTMAN et al., 1989).

Embora muitas espécies de Euglossina possam ocorrer
em um mesmo habitat, uma espécie de orquidea sera polinizada
apenas por uma ou poucas espécies destas abelhas, sendo esta
especificidade baseada numa combinagdo de compostos nas
fragrancias florais (HILLS et al. 1972; WITTMAN et al., 1986).

Investigagbes sobre estas fragrancias mostraram que o
sistema olfatério dos machos parece responder seletivamente, de
modo espécie-especifico, aos compostos aromaticos, incluindo
acetato de benzila, 1,8-cineol, eugenol, cinamato de metila e
salicilato de metila (WILLIAMS & DODSON, 1972; WILLIAMS &
WHITTEN, 1983; ACKERMAN, 1989; SHIESTL & ROUBIK, 2003),
embora mais seletivamente as combinagdes de odores (DODSON
et al., 1969; WILLIAMS & DODSON, 1972; ACKERMAN, 1989).

Os estudos relacionados ao poder de atragcao para
machos de Euglossina de combinagdes com eugenol e de eugenol
puro foram realizados em grande parte em laboratério, com
Cromatografia de Gas e Detecgao Antenografica (SHIESTL &
ROUBIK, 2003). Estes autores mostraram que nem sempre a
atratividade de uma substancia esta relacionada a auséncia de
dectegdo, indicando que fragrancias eletrofisiologicamente ativas

podem ndo apenas atrair, mas também repelir estas abelhas.

Por outro lado, poucos estudos foram conduzidos para
testar o poder de atragcdo de um uUnico composto e misturas em
ambiente natural. DODSON et. al. (1969) e WILLIAMS & DODSON
(1972) mostraram que certas porgbes das fragréncias florais de
orquideas modificam o potencial de atratividade de outros
componentes da fragrancia, podendo desempenhar um papel

importante na especificidade da atragao.
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Esta seletividade das misturas é muito importante, e
algumas combinagbes de compostos atrairdo apenas uma ou
poucas espécies, mesmo que alguns ingredientes pudessem,
sozinhos, atrair muitas espécies (DODSON et al.,, 1969;
DRESSLER, 1982).

Desde que algumas espécies de Euglossina sdo sensiveis
a modificagdo do habitat, com potencial para serem utilizadas
como indicadoras das condigdes ambientais (POWELL & POWELL,
1987; PERUQUETTI et al., 1999), a utilizagdo de iscas odores
especificas e mais atrativas para estas espécies poderiam

conduzir a uma rapida compreensao da qualidade do ecossistema.

Além disso, a identificagcdo e disponibilidade de
compostos quimicos atrativos para as Euglossina podem conduzir
a uma amostragem de um grande numero de machos destas
abelhas, que podem pertencer a espécies pobremente conhecidas
ou aparentemente raras (WILLIAMS & DODSON, 1972).

WILLIAMS & DODSON (1972) também declara que a
utilizacdo destes odores pode possibilitar uma compreensdo mais

clara da distribuicdo geografica de muitas espécies.

O wuso de novas esséncias atrativas para abelhas
Euglossina, portanto, faz-se necessario. Nessa pespectiva, os
Oleos essenciais se apresentam como uma alternativa viavel como
iscas odores para capturas de machos de Euglossina e, até
mesmo, das fémeas destas espécies, tendo em vista que

substancias puras nao tém poder atrativo para estas abelhas.
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1.8 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar e
estudar o uso do o6leo essencial extraido do fruto da espécie
Pimenta dioica L. como atrativo de abelhas Euglossina no entorno

do parque nacional dos lengcdis maranhenses.

Para tanto, sera necessario cumprir o0s objetivos

especificos abaixo:

1. Extrair quantitativamente o 6leo essencial dos frutos
da Pimenta dioica L., coletados na Cooperativa Agricola Mista do Projeto

Onca LTDA, no municipio de Taperoa-BA, Brasil.
2. Caracterizar fisicamente o 6leo essencial.

3. Identificar analiticamente os componentes do o6leo,
usando cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de

massas, espectroscopia no ultravioleta e infravermelho.

4. Relacionar as curvas de DSC do padrdo de eugenol
com o Oleo essencial da pimenta dioica, bem como determinar a
perda de massa do Oleo essencial através de analise

termogravimétrica isotérmica.

5. Investigar a atratividade do O6leo essencial e do
eugenol puro em relagdo a fauna de Euglossina, determinando a
riqueza de espécies, abundéancia e variagdo bimestral da

abundéancia.
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Capitulo 2

PARTE EXPERIMENTAL

Essa pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de
Combustiveis e Materiais (LACOM) na Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) em parceria com o Laboratério de Pesquisa em Quimica
Analitica (LPQA), Laboratorio de Fisico-Quimica e Microbiologia do
Pavilhdo Tecnoléogico da Universidade Federal do Maranhéo
(UFMA), Laboratério do Mestrado em Biodiversidade e Conservagdo do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Maranhdo e com a

Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

2.1 Equipamentos e Materiais

A metodologia adotada envolveu atividades usuais em um
tratamento analitico de plantas aromaticas, bem como os testes de
atratividade de abelhas usando esséncias odores e, de forma

inédita, 6leos essenciais.

2.1.1 Moinho elétrico

Utilizou-se o moinho elétrico Tecnal, modelo TE-340 para

a trituragcado das amostras.

2.1.2 Refratbmetro

Utilizou-se um refratémetro de AABE, modelo 2 WAJ, para

as medidas de indice de refragéao.
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2.1.3 Extrator de Clevenger

Foi utilizado um extrator de Clevenger de vidro, acoplado
a um baldo de fundo redondo de 100 mL, para extragdao do 6leo
essencial (Figura 2.1) e uma manta de aquecimento foi usada

como fonte de calor.

Figura 2.1. Sistema Extrator de Clevenger

2.1.4 Espectrofotdmetro de Ultravioleta

Utilizou-se um espectrofotdbmetro da marca HP 8451A

para a analise do 6leo essencial por UV-Vis.
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2.1.5 Espectrofotometro de Infravermelho

Utilizou-se um espectrofotdémetro da marca Nicolet—-5SXC

FTIR, equipado com detector TGS.

2.1.6 Cromatografo a gas acoplado a Espectrometro de Massas

Os Oleos essenciais foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada a espectroscopia de massas em equipamento da

marca Varian 2100.

2.1.7 Anédlise Termogravimétrica

As curvas TG foram obtidas em uma Termobalancga
SHIMADZU TGA-50.

2.1.8 Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas calorimétricas foram obtidas em Analisador

Térmico, TA INSTRUMENTS, SDT 2920

2.2 Metodologia experimental

A seguir descrevem-se os procedimentos efetuados

experimentalmente para a realizacao desse trabalho.
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2.2.1 Coleta dos frutos da Pimenta dioica L.

Os frutos foram coletados na Cooperativa Agricola Mista do
Projeto Onga LTDA, no municipio de Taperoa-BA, Brasil, em agosto de 2005,

recebendo o certificado organico pelo Instituto Biodinamico (IBD) (Apéndice 1).

Estes foram secos sob ventilagcdo natural e em seguida,

triturados e armazenados em recipientes de polietileno.

2.2.2 Extracdo do 6leo essencial da Pimenta dioica L.

O oleo essencial foi extraido de 30 gramas de frutos da
espécie Pimenta dioica L., previamente triturados e secos, com
300mL de agua destilada por hidrodestilagdo em sistema de
Clevenger modificado (Figura 6), mantendo-se a temperatura a
100°C. Posteriormente, o 6leo foi seco por meio da percolagdo em
Na,SO,4 anidro. Essas operacdes foram realizadas em triplicata e
as amostras foram armazenadas em frascos de vidro sob
refrigeracao, para evitar possiveis perdas de constituintes volateis.

Em seguida esses 6leos foram submetidos as analises.

O rendimento foi calculado na relagdo massa/massa pela
medida da densidade, observando o volume obtido no préprio

sistema de extracéao.

2.2.2.1 Determinacdo do tempo de extracao

O melhor tempo de extracdo foi determinado em funcao
do rendimento do 6leo essencial. Seis extracdes foram realizadas
nos tempos 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 horas.
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2.2.3 Padrao

Foi selecionado para o presente estudo, o padrdao de
eugenol, constituinte majoritario da Pimenta dioica L. Esse padrao,
que foi utilizado para o desenvolvimento da metodologia analitica,
foi gentilmente fornecido pela Industria Dierberger de Oleos

Essenciais S.A.

As solucbes padrao foram preparadas por diluicdo a

diferentes concentracdes em etanol e cloroférmio.

2.2.4 Caracteristicas fisicas do 6leo essencial

Na caracterizagdo das propriedades fisicas do dleo
essencial foram determinadas a densidade, o indice de refracéo, a

solubilidade em etanol a 70% v/v, cor e aparéncia.

2.2.4.1 Densidade

Para o calculo da densidade, utilizou-se um balao
volumétrico de 1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido, onde

se adicionaram as amostras do 6leo essencial.

2.2.4.2 Solubilidade em etanol (70%)

Para a determinagcdo da solubilidade, utilizou-se uma
mistura de alcool/agua a 70% (v/v) mantendo-se constante o
volume de Oleo e adicionando-se proporcionalmente volumes

crescentes da mistura alcodlicas até a sua completa solubilizagéo.
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2.2.4.3 indice de refracéao

Para a determinagdo do indice de refragdo, foram
utilizados tubos capilares de vidro para adicionar as amostras dos
O0leos diretamente sobre o prisma de Flint do refratdbmetro, a uma

temperatura de 25°C.

2.2.4.4 Cor

A técnica proposta é a visual, feita por comparacao das

cores das esséncias com as cores conhecidas.

2.2.4.5 Aparéncia

A técnica proposta também é a visual, onde se faz uma
comparacado das esséncias no que diz respeito a sua transparéncia

ou limpidez.
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2.2.5 Analises Espectroscoépicas

2.2.5.1 Analise Espectroeletronica na Regido do Ultravioleta-

Visivel

Analisou-se o] oleo essencial por UV-Vis no
espectrofotdbmetro da HP 8451A. As amostras foram diluidas em

mistura de 60 % de etanol/agua.

2.2.5.2 Anédlise EspectroscoOpica Vibracional na Regido do

Infravermelho

Utilizou-se um espectrofotdbmetro FTIR marca Nicolet
modelo 5SXC, equipado com detector TGS na faixa de 4000 a 400

cm™', utilizando janelas de KBr.

2.2.5.3 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectroscopia de Massas

Os o6leos essenciais foram analisados por cromatografia

gasosa acoplada a espectroscopia de massas.

As analises por cromatografia em fase gasosa acoplada
ao espectrémetro de massas por impacto de elétrons e analisador
ion trap (CG-EM-IE-lon trap), equipamento Varian 2100, foram

realizadas utilizando hélio como gas de arraste com fluxo na

-1
coluna de 1 mL min ; temperatura do Injetor: 270 °C, split 1:50;
coluna capilar (15 m x 0,25 mm) com fase estacionaria VF-1ms

(100 % metilsiloxano 0,25 ym) e programacgado de temperatura do

-1
forno de 60 °C a 200 °C com taxa de aquecimento de 8 °C min , e
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de 200 °C a 290 °C com taxa de aquecimento de 15 °C min_1. No
Espectrometro de Massas as temperaturas do mainfold, ion trap e
da linha de transferéncia foram de 50°C, 190 °C e 200 °C,
respectivamente. Foram injetadas aliquotas de 1,0 yL (injetor
automatico CP-8410) das amostras diluidas na proporgao de 20 pL

em 1,5 mL de hexano.

2.2.6 Anélise Térmica

As curvas TG foram obtidas em uma Termobalancga
SHIMADZU TGA-50, através do método isotérmico de analise, com
massa da amostra de 10,17 mg em cadinho de platina, na
atmosfera de ar sintético a uma temperatura de aproximadamente
40 °C.

As curvas calorimétricas foram obtidas em Analisador
Térmico, TA INSTRUMENTS, MDSC 2920 através do método néao
isotérmico de analise, na razdo de aquecimento de 10°C/min em
porta amostra de aluminio com e sem furo em atmosfera de
nitrogénio. E intervalo de temperatura de 25-350°C, visando

verificar o perfil da decomposicao térmica.

2.3 Area de estudo

O trabalho foi realizado em uma localidade no interior do
Maranh&o - Barreirinhas (2°43'25.52"S; 42°49'48.33"W) - que distam

cerca de 164 Km, em linha reta, da capital do Estado do Maranhao (Figura 2.2).

O municipio de Barreirinhas localiza-se préximo ao Parque
Nacional dos Leng¢dis Maranhenses (PNLM). Predominam na regidao, o

cerrado, (considerado o mais proximo do litoral, Einten, in. pessoal) a restinga e
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a mata ciliar, formada por buritizais que margeiam o Rio Preguicas e seus

afluentes.

A area de coleta esta localizada no Sitio Buriti, a 600 m da
comunidade do povoado Cantinho e a 220 m de uma area de
derrubada. As margens do Rio Preguicas aproximam-se do local de
coleta a 800 m na comunidade e a 1500 m numa vegetacao

primaria.

Comparado a outros ambientes de restinga ao longo do litoral
brasileiro, a rigueza de espécies da flora do Parque Nacional dos Lencdis
Maranhenses é baixa (133 espécies, MMA/IBAMA 2002). A vegetagao é
composta por comunidades herbaceas, esclerofilas arbustivas e/ou arboéreas, e

higrofilas.
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Fon;te: GoogleEarth(2006)

Figura 2.2. Localizagdo da area de estudos no municipio de Barreirinhas,
Maranhao. Fonte: GoogleEarth (2006)

2.4 Amostragens em armadilhas odoriferas

Para testar a atratividade do 6leo essencial em relagdo ao
eugenol puro (atrativo para abelhas Euglossina), foi empregada a
técnica de iscas odores para atracdo de machos de Euglossina. As
coletas das abelhas foram realizadas a cada bimestre, de agosto
de 2005 a junho de 2006 no eugenol puro (EG1); e de agosto de
2006 a junho de 2007 no eugenol puro (EG) e no d6leo essencial
(OL).

As iscas odoriferas consistiram de dois chumacgos de
algodao, embebidos com 1 mL de 6leo essencial ou eugenol puro
(Figura 2.3), abastecidas a cada hora. As iscas foram presas a
barbantes, penduradas em ramos de arvores a 1,5m de altura do

solo e mantidas distantes aproximadamente 5 m uma da outra.
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Figura 2.3. Isca odorifera embebida com éleo essencial da Pimenta dioica.

No momento em que alguma abelha era avistada na isca,
era capturada com rede entomoldégica e colocada em céamara
mortifera. Esta consistia em recipientes de vidro contendo algodéao

encharcado com acetato de etila.

As abelhas coletadas nas iscas odores foram
acondicionadas em sacos plasticos e devidamente etiquetadas com
data e substancia odorifera, para posterior triagem e identificagao.
As abelhas foram depositadas na Colegcao Cientifica do Laboratério
de Estudos sobre Abelhas (LEA) do Departamento de Biologia da

Universidade Federal do Maranhao.

2.5 Analise dos Dados

A comparacao da riqueza mensal de espécies e numero
mensal de individuos entre as duas iscas foi realizada através do
teste ndo paramétrico Kolmogorov-Smirnov para duas amostras
independentes, uma vez que este teste é significativo para

pequenas amostras. A associagcdo entre o numero de individuos
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coletados nas duas esséncias a cada més foi analisada através do

coeficiente de correlacdo de Spearman (ZAR, 1999).

A comparagao da atratividade do eugenol puro estudado
de 2005 a 2006, de 2006 a 2007 e no 6leo essencial foi analisada
através do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, que € comparavel
a ONE-WAY ANOVA.

Os testes nao paramétricos sado apropriados quando as
amostras sao heterocedasticas e/ou nao apresentam normalidade,
que sao casos de violacdo dos pré-requisitos para aplicagao do

teste-t para duas amostras independentes (SHESKIN, 2004).

A riqueza de espécies nas trés amostras também foi
comparada através do método de rarefagcdao, onde a riqueza ¢é

estimada para um tamanho amostral menor.

Para analisar a semelhanga faunistica entre as trés
amostras foram analisadas duas analises de agrupamento, uma em

relacdo a abundéancia e outra em relagado a incidéncia.

Um dendograma foi construido de acordo com o indice de
similaridade de Morisita (C) (KREBS, 1999), uma vez que
considera a abundancia das espécies: C = 2Znqnz/(l1 + I2)N¢Ny,
onde ni e ny representam o numero de individuos pertencentes a
mesma espécie nas duas amostras, Ny e N, € o numero total de
espécies nas amostras 1 e 2, |1 e |, sdao os valores de | nas
amostras, onde |; = Zni(ni-1)/N(N-1); ni € o numero de individuos

de cada espécie nas amostras e N € o numero total de individuos.

O outro dendograma foi construido de acordo com o
indice de similaridade de Jaccard (J) (KREBS, 1999), uma vez que
considera apenas os registros de ocorréncia das espécies nas
amostras: J = a/(b + ¢ — a), onde “a” € o numero de espécies que
ocorrem nas duas amostras, “b” é o0 numero de espécies

encontrados exclusivamente em uma das amostras e “c” é o

numero de espécies encontrados exclusivamente na outra amostra.
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Os coeficientes de similaridade, e os respectivos dendogramas,
foram obtidos com a utilizacdo do programa PAST 1.73
(Paleontological Statistics) (HAMMER et al., 2007).

Para minimizar o “efeito de borda metodolégico”
(LONGINO et al., 2002), onde algumas espécies que sao atraidas
pelas esséncias nédo sao capturadas, embora presente no
ambiente, foi realizada estimativa da riqueza de espécies
compartilhadas pelas iscas odores através do estimador Chao1
corrigido (CHAO et al., 2006).

Para reduzir consistentemente a influéncia do efeito de
subamostragens nas comparagdes entre as esséncias, foi
calculado o indice de similaridade de Jaccard baseado na
abundéncia (CHAO et al., 2005).

A riqueza de espécies em cada esséncia foi estimada
utilizando o Estimador de Cobertura baseado na Abundéancia (ACE)
(CHAO et al., 1993). Este estimador é baseado no reconhecimento
de que as espécies raras (com até 10 individuos) apresentam

maior informagéo para deduzir a riqueza de espécies.

Estas estimativas foram calculadas utilizando o programa
EstimateS 8.0 (COLWELL, 2006) e SPADE (Species Prediction And
Diversity Estimation) (CHAO & SHEN, 2003).
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Capitulo 3

RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cinética de extracao do 6leo essencial

A cinética de extracdo do 6leo essencial € um dos
principais parametros fisico-quimicos da industria de esséncias,
pois além de estar diretamente relacionada com a qualidade do
O0leo essencial, se reflete no tempo de extragcdo e na natureza
econdmica do processo, além de ser peculiar a cada tipo de
esséncias a ser extraida (MOUCHREK FILHO, 2000).

Uma destilacdo rapida pode conduzir a um produto
contendo, predominantemente, constituintes mais volateis, mas,
destituidos das melhores caracteristicas; ao contrario, uma
destilagdo prolongada encarece o produto e também pode
sobrecarrega-lo de compostos de aroma menos importantes
(COSTA, 1994).

A relacdo entre o rendimento percentual do o6leo e o
tempo de extragdo, para uma mesma massa de 30g do fruto seco
em po, esta representada na Figura 3.1. Como se pode observar, o
rendimento maximo do 6leo extraido nas condi¢gdes do item 2.2.2.1
foi obtido para um tempo de extracdo de 4,0 horas, obtendo-se um
volume de O6leo essencial igual a 0,84mL, atribuindo-se a este
valor 100%. Para tempos superiores a 4,0 horas, verificou-se uma
constancia nos rendimentos. Isto se verifica devido a diminuigcao
crescente do O6leo essencial no extrato, em decorréncia da

destilagéo.
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Rendimento do éleo (%)

Figura 3.1. Cinética referente ao rendimento de extracdo do o6leo
essencial da Pimenta dioica L. em funcdo do tempo, com massa de

30g e temperatura de 100°C.

3.2 Caracteristicas fisicas do 6leo essencial

Os parametros fisicos do 6leo essencial dos frutos da
Pimenta dioica L. s&o apresentados na Tabela 3.1 (c) e

comparados com dados da literatura, Tabela 3.1 (a) e (b).
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Tabela 3.1. Propriedades fisicas do o6leo essencial extraido de

frutos da espécie Pimenta dioica L.

Propriedades | (leo essencial | Oleo essencial |Oleo essencial
, . .. (a) (b) (cl
Fisico-quimicas
Densidade
» 1,021 0,997 0,949
(g mL™)
indice de
_ Py 1,525 1,521 1,332
refracédo (Np )
Solubilidade em
1:2 1:2 1:2
alcool a 70% (v/v)
Rendimento (%) 3,0 1,6 2,8
Cor Amarelo Amarelo Amarelo
Aparéncia Limpido Limpido Limpido

@ Guenter (1950); ® Mouchreck Filho (2000) ; ©* Monteiro
(20086).

Comparando os valores para o 6leo essencial dos frutos
da espécie Pimenta dioica L. com os da literatura, pode-se
observar que ha uma similaridade entre eles, no que diz respeito
aos parametros analisados. Pequenas diferencas nos valores
encontrados podem ser atribuidas a fatores tais como época de
coleta, diferentes tipos de solo, condigdes e tempo de

armazenamento dos frutos.
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3.3 Anédlises espectrofotométricas e cromatograficas do 6leo

essencial dos frutos da espécie Pimenta dioica L.

Os resultados das analises espectrométricas sao

apresentados abaixo.

3.3.1 Anéalise espectroeletrénica na regido do Ultravioleta-

Visivel

Os espectros de absor¢do na regidao do UV-Vis para a mistura
etanol/agua a 60% (A), do dleo essencial (B) e do padrao de eugenol (C) s&o

apresentados na Figura 3.2.
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0. 82379+

Qa H0ET -

0. 0261

T e ———————— T T T
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Comprimento de onda (nm)

§JI

Figura 3.2. Espectro de absorgdo molecular na regido do UV-Vis:
(A) mistura etanol/agua a 60%; (B) Oleo essencial; (C) Padréo

eugenol

Os comprimentos de onda do maximo de absorgcdo Amax,

foram de 230 e 280nm, sendo a absortividade molar (€) 2,76x10°
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L.mol".cm™" para o padrdo eugenol, diluido em etanol agua a 60%,
Figura 3.2C.

Para a amostra do 6leo essencial o espectro € mostrado
na Figura 3.2B, com absorbancia maxima em 230 e 280nm,

concordando assim, com os valores apresentados na Figura 3.2C.

As absorgbes em 230 e 280nm foram atribuidas a
presenca de insaturagdes (cromoforos) e a estrutura aromatica
presentes no Oleo essencial. Ambas apresentam transi¢cbdes m >
m*, caracteristicas dos grupos funcionais insaturados. Comparando
por superposi¢gao o espectro do padrao eugenol (Figura 3.2C) com
o espectro do 6leo essencial (Figura 3.2B), observa-se que o0s
valores sao praticamente idénticos, mostrando assim um indicativo

da presenca do eugenol no 6leo essencial.

3.3.2 Analise espectroscopica vibracional na regido do

Infravermelho

A Figura 3.3 mostra os espectros do padrdao de eugenol
(A) e do oleo essencial extraido dos frutos da espécie Pimenta
dioica L. (B). Comparando o espectro (A) com o espectro (B) foi
possivel observar que todas as bandas de absorg&do coincidem na

mesma frequéncia.

As fortes bandas de absorgdo na regido de 3500 e 1370
cm”', nos espectros A e B da Figura 3.3, sdo atribuidas aos
estiramentos de OH, principalmente devido a presenga majoritaria
do eugenol, confirmado pelo padrdo de eugenol (espectro A). As
bandas de 2980 e 2920 cm™' s&o atribuidas a estiramentos C-H e a

banda de 3100 cm™' é atribuida a estiramento C—-H de aromaticos.

As bandas de 1270 e 1615 cm™' sdo atribuidas aos estiramentos
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C-O da ligagcédo C=C, e ao estiramento C-C de aromatico
(SILVERSTEIN, 2000). Estas observagdées sao Dbastante
justificaveis, visto que, o eugenol é o componente majoritario do
6leo essencial da Pimenta dioica. A Tabela 3.2 apresenta os
principais estiramentos do padrdo de eugenol e do 6leo essencial

da Pimenta dioica.
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Tabela 3.2. Bandas de absorcdo e modos vibracionais do padréo de

eugenol e do oleo essencial na regido do infravermelho.

Composto Tipo de Grupo Tipo de Absorc¢ao Absorc¢ao
(eugenol) deformacdo | Funcional ligacéo eugenol 6leo
(cm™) (cm™)
Axial Hidroxila O—-H 3508,4 3513,5
Axial Aromatico
c-C 1613,7 1613,6
Angular Hidroxil
idroxila O——H
OH plana 1369,8 1372,9
O
\CHs Aromatico
Axial C——OH 1270,6 1270,5
hidroxila
Axial Et
er
assimétrica C -~ \C 12341 1234,7
Axial £t 0
er
simétrica c - \C 1034,9 1034,9
Axial Aromatico C—H 3067,9 30731
Axial Metila C—H 2970,7 2965,6
Axial Alifatico c=C 1450 1451
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Figura 3.3. Espectro na regido do infravermelho: (A) Padrao

eugenol; (B) Oleo essencial.

3.3.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de
Massas

O cromatograma do o6leo essencial extraido dos frutos da
espécie Pimenta dioica L., obtidos com o uso de uma coluna capilar
(15 m x 0,25 mm) com fase estacionaria VF-1ms (100 % metilsiloxano 0,25 um)
LM100,é mostrado na Figura 3.4.
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Figura 3.4. Cromatograma da amostra do 6leo dos frutos da Pimenta didica,
apresentando os picos selecionados e identificados através da comparacgao

dos respectivos espectros de massas com a espectroteca NIST02.

A Figura 3.4 encerra o cromatograma do 6leo essencial
da Pimenta dioica. E notavel neste cromatograma a eficiéncia do
método cromatografico empregado nas condi¢des fixadas no item

2.2.5.3, pois a resolucao entre os picos foi satisfatéria.

LACOM-UFPB Tese de Doutorado — Odair dos Santos Monteiro



80

O uso da coluna LM 100 nas condi¢gdes citadas no item
2.2.5.3, apresentaram a vantagem de mais uma vez poder ser
aplicada tanto nas analises qualitativas quanto nas analises
quantitativas dos O6leos essenciais, proporcionando um menor
tempo de analise e uma oOtima resolugdo dos picos

cromatograficos.

O pico 10 do cromatograma com tempo de retengdo em
7,184 min, corresponde ao eugenol. Todos os picos referidos ao
cromatograma do Oleo essencial dos frutos da Pimenta dioica

foram identificados por meio dos seus espectros de massas.

A Tabela 3.3 mostra os teores dos componentes contidos
no oleo essencial, identificados através do espectro de massas da
amostra dos frutos da pimenta didica. E notavel o alto teor
relacionado ao pico 10 do cromatograma (76,98%), posteriormente
identificado como sendo o eugenol, o que evidencia esse composto

como o componente majoritario do 6leo essencial.
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Tabela 3.3. Teor dos componentes identificados através do espectro de
massas da amostra dos frutos da pimenta didica. Onde, Tr=tempo de retenc¢ao;

Desvpad=desvio padrio.

Pico Tr (min) Teor (%) Desvpad CV (%)
1(1-octen-3-ol) 2.15 1.40 0.04 2.49
2(B-pineno) 2.33 6.52 0.08 1.27
3(a-pineno) 2.49 0.28 0.00 1.79
4(o-cimeno) 2.66 1.94 0.04 1.82
5(limoneno) 2.77 4.09 0.05 1.32
6(linalool) 3.56 0.64 0.02 2.38
7(c.h.sabineno) 4.64 0.22 0.01 4.10
8(a-terpineol) 4.80 0.13 0.01 4.23
9(5-indanol) 5.76 5.88 0.20 3.42
10(eugenol) 7.23 76.98 0.32 0.41
11 (o-cubebeno) 7.80 0.35 0.01 2.94
12(cariofileno) 8.41 0.09 0.00 3.29
13(a-cariofi|eno) 8.90 0.08 0.00 0.44
14(y-muro|eno) 9.22 0.25 0.01 2.27
15(e-candideno) 9.58 0.19 0.00 1.53
16(a-muro|eno) 9.74 0.22 0.01 4.16
17(8-candideno) 9.88 0.76 0.01 1.36

Abaixo estdo relacionados os espectros de massas dos
picos apresentados na Figura 3.4 e as respectivas propostas de
identificacdo através da comparacdo com os dados da
espectroteca NIST02 e com ADAMS (1995).
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Figura 3.5. Espectros de massas de (A) composto do pico 1 do

cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.

O espectro de massas da figura 3.5(A) ndo apresenta o
pico do ion molecular m/z=128, sendo CgHs0 a formula molecular
do alcool 1-octen-3-ol. A baixa intensidade do pico do ion

molecular é caracteristica de alcoois secundarios.

O pico m/z=111 [M-17] é caracteristico da perda de
hidroxila, o pico m/z=99 é, provavelmente, decorrente da perda do
grupo CHy; e H;0. O pico m/z=57 é relativo ao grupo [H,C=CH-
CHOH]", o qual é formado por clivagem tipica de alcoois
secundarios ( SILVERSTEIN, 2000).
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Os principais fragmentos apresentados no espectro de
massas sao 99(4), 85(10), 81(10), 72(13), 67(16), 57(100), 43(42)

e 41(26).
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m/z

93

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

0
(replib) Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-methylene-, (15)-

m/z

Figura 3.6. Espectros de massas de (A) composto do pico 2 do

cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.
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Figura 3.7. Espectros de massas de (A) composto do pico 3 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.

Os espectros de massas referentes as figuras 3.6(A) e
3.7(A) indicam, com base na literatura (ADAMS, 1995) e na
espectroteca NIST02, a presenca no 6leo essencial dos compostos

B-pineno e a-pineno, respectivamente.

Os picos dos ions moleculares apresentam m/z=136,
confirmando as formulas CioHs para ambos. Os picos de m/z=93
para o B-pineno e para o a-pineno sao provavelmente produzidos
por uma estrutura de formula C;Ho" formada por isomerizacéo,
seguida por clivagem alilica (SILVERSTEIN, 2000).
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Figura 3.8. Espectros de massas de (A) composto do pico 4 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagcao

através da espectroteca NISTO02.

O espectro de massas da figura 3.8(A), identificado como
o-cimeno, apresenta o pico do ion molecular com m/z=134, com
féormula CqoH14, de baixa intensidade, caracteristico de compostos

aromaticos.

O pico de maior intensidade com m/z=119 [M-15] ¢
proveniente da perda de um grupo metila. O pico com m/z=91
(44%) é caracteristico do cation tropilio (C7H;") e o pico de m/z=65
(9%) é resultante da eliminacdo neutra de acetileno (C2H2) do ion

tropilio.
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Figura 3.9. Espectros de massas de (A) composto do pico 5 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificacao

através da espectroteca NISTO02.

O espectro da figura 3.9(A) indica a presenca do limoneno
no Oleo essencial da Pimenta dioica. O pico do ion molecular

apresenta m/z=136 (13%), o que evidencia a férmula CioH14s.

O pico com m/z=121 [M-15] (19%), confirma a presenca
de um grupo metila como ramificagdo. O pico m/z=93 (66%) é
provavelmente produzido por uma estrutura de formula C7Hg".
Alquenos ciclicos, como é o caso do limoneno, apresentam um
modo especial de quebra, semelhante a uma reacédo retro-Diels-
Alder com m/z=68 (38%) (Figura 3.10) (SILVERSTEIN, 2000).
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Figura 3.10. Fragmentacéo tipo reacao retro-Diels-Alder do Limoneno.
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Figura 3.11. Espectros de massas de (A) composto do pico 6 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificacao

através da espectroteca NISTO02.
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O espectro da figura 3.11(A) foi relacionado ao linalol,
com pico do ion molecular m/z=154, confirmado como C4oH50 a
sua formula molecular, de baixa intensidade, caracteristico da
alcoois terciarios. Os picos m/z = 136 [M-18] (9%) e m/z = 121 [M-
18-15] (25%) sao caracteristicos da perda de agua e do grupo

metila, respectivamente.

Para alcoois terciarios, ocorre frequentemente a quebra
de ligagao C-C vizinha do atomo de oxigénio, com eliminagdo do
maior grupo, o que fica evidenciado no pico de m/z=71 (H,C=CH-
COH'-CH3) e pelo pico de m/z=83. O pico com m/z=93 (78%) ¢é
devido a eliminagcdo de agua [M-18] e do grupo CszHg" [M-44]
(SILVERSTEIN, 2000).
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Figura 3.12. Espectros de massas de (A) composto do pico 7 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.
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Figura 3.13. Espectros de massas de (A) composto do pico 8 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.

As figuras 3.12(A) e 3.13(A) referem-se, segundo a
espectroteca NIST02 e a (ADAMS, 1995), a A&lcoois terciarios

ciclicos, com picos de m/z iguais a 43, 71 e 93, caracteristicos

dessa classe de compostos.

Os compostos dos picos 7 e 8 sao, respectivamente, o

cis-hidrato de sabineno e a-terpineol.
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Figura 3.14. Espectros de massas de (A) composto do pico 9 do

cromatograma da Figura 3.4 e (B) propostas de

identificacao

através da espectroteca NISTO02.

A Figura 3.14(A) refere-se ao espectro de massas do 5-
indanol. O pico do ion molecular apresenta m/z=134 (84%), com
pico base de m/z=133 [M-1], caracteristico de fendis substituidos.

Um pico de CgHs® em m/z=77 (47%) é usualmente encontrado em

fendis (SILVERSTEIN, 2000).

LACOM-UFPB Tese de Doutorado — Odair dos Santos Monteiro



Z

-

00H

abundancia
[6)]
?

92

164

103 149

(Text

(B)

100+

50+

abundancia

(mai

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Fle) 7.184 min. Scan: 441 Channel: Merged lon: 769 usRIC: 370403 (BC) /
m/z

164

OH

1
77 03 131 149

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
nlib) Eugenol m/z

Figura 3.15. Espectros de massas de (A) composto do pico 10 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificacao

através da espectroteca NISTO02.

A identificacdao do eugenol por espectrometria de massas,
figura 3.15(A), pode ser confirmada pelo arquivo da espectroteca
NISTO2 e por dados constantes na literatura (ADAMS, 1995).

O espectro de massas apresenta o pico do ion molecular
m/z = 164 [M*], confirmando como C4oH120, a féormula do eugenol.
Para fendis, € comum o pico do ion molecular ser também o pico

base, como € o caso do eugenol.

O pico m/z = 149 [M-15] (38%) é caracteristico da perda
do radical metila (CH3*) e 0 pico m/z = 77 (26%) é caracteristico do
ion (CeHs™).
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Os principais fragmentos apresentados no espectro de
massas sao 164 (100); 149 (39); 131 (29); 103 (38) e 55 (23),
caracteristicos de fendis e, com base na literatura, picos

condizentes com o espectro do eugenol.

Comparando os resultados obtidos pelas quebras e
intensidades dos fragmentos do espectro de massas do padrao do
eugenol, com o espectro de massas do 6leo, foi possivel identificar
positivamente o eugenol como sendo o principal componente do

O0leo essencial da pimenta da Jamaica.
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Figura 3.16. Espectros de massas de (A) composto do pico 11 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.
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O espectro de massas da figura 3.16(A) indica, com base
na literatura (ADAMS, 1995) e na espectroteca NIST02, a presenga

do a-cubebeno no 6leo essencial da Pimenta dioica.

O pico do ion molecular com m/z=204 confirma a féormula
C1sH24, com seus principais fragmentos em m/z iguais a 161 (100),

119 (87), 105 (91), 91 (59), 77 (28) e 41 (28), condizentes com o

espectro de massas do composto a-cubebeno.
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Figura 3.17. Espectros de massas de (A) composto do pico 12 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.
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Figura 3.18. Espectros de massas de (A) composto do pico 13 do

cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.
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Figura 3.19. Espectros de massas de (A) composto do pico 14

do cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagéao

através da espectroteca NISTO02.
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Figura 3.20. Espectros de massas de (A) composto do pico 15 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.
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Figura 3.21. Espectros de massas de (A) composto do pico 16 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.
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Figura 3.22. Espectros de massas de (A) composto do pico 17 do
cromatograma da figura 3.4 e (B) propostas de identificagao

através da espectroteca NISTO02.

Os espectros de massas das figuras 3.17(A) a 3.22(A)
referem-se aos componentes minoritarios do 6leo essencial da

Pimenta dioica com baixos teores, conforme dados da tabela 3.

A identificagcdo destes compostos foi possivel pela

espectroteca NIST02, confirmada por dados da literatura (ADAMS,
1995).

Os compostos foram identificados, respectivamente, como

o cariofileno, a-cariofileno, y-muroleno, a-candineno, a-muroleno e

d-candineno.
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3.4. Analise Térmica do Oleo Essencial

3.4.1. Andlise termogravimétrica

A curva termogravimétrica do O6leo essencial da Pimenta
dioica L. pelo método isotérmico mostrou que a perda de massa da
amostra a cada hora foi de aproximadamente 25%, com uma
variacdo de temperatura de 24,5 a 40°C, e que ap6s dez horas de
exposicdo a uma temperatura em torno de 40°C, a perda de massa
foi de aproximadamente 47% (figura 3.23). Isto se deve,

possivelmente, a volatilizagcdo de alguns componentes do dleo

essencial.
" Temp
c
100.00f — 61.42min 150.00
24.50C 39.98C
61.42min 603.08min
90.00} 39.95C 39.94C
-25.295% -21.845%
s 140.00
80.00}
70.00
{30.00
60.00}
50.00p . . . ! . . . ! . . . 1 . __120.00
0.00 200.00 400.00 600.00

Tempoimin)

Figura 3.23: Curva TG isotérmica do 6leo essencial da Pimenta dioica L.
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O estudo da curva TG pelo método isotérmico do dleo
essencial da Pimenta dioica L. mostrou-se importante quando se
utiliza esséncias odoriferas como atrativo de abelhas, pois os
resultados indicam o percentual de perda de massa da esséncia
em funcdo do tempo. Isso possibilita a reposicdo adequada da
quantidade da substancia, ou mistura, em estudo. Como a cada
hora havia perda de massa de 25%, somente era reposto 0,25 mL
do Oleo essencial, pois era usado inicialmente apenas 1 mL da
amostra. Este dado é relevante, pois atualmente a reposicdo da
esséncia é feita de forma aleatdria. Portanto, os dados obtidos no

trabalho sdo inéditos e promissores para futuros estudos.

3.4.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial

A curva DSC obtida com razao de aquecimento de 10 °C
min~' e 6,9 mg de amostra para o padrao de eugenol em cadinho
de Al sem furo apresentou um Uunico pico endotérmico, com
temperatura de pico de 257,93 °C e entalpia de 319,4 J/g atribuida

a volatilizacdo e/ou decomposicao do eugenol (figura 3.24).
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Figura 3.24: Curva DSC para padrao de eugenol em porta amostra de Al sem

furo.

Ja a curva DSC obtida com razdo de aquecimento de 10 °C min™ e
6,84 mg de amostra para o 6leo essencial da Pimenta dioica em cadinho de Al
sem furo apresentou duas transigdes endotérmicas, a primeira com
temperatura de pico de 108,54 °C e entalpia de 9,53 J/g, e a segunda com
temperatura de pico de 256,22 °C e entalpia de 218,7 J/g, atribuida a
volatilizagdo do 6leo essencial (figura 3.25).
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Figura 3.25: Curva DSC para o 6leo essencial da Pimenta dioica em porta
amostra de Al sem furo.

Ja a curva DSC obtida com razdo de aqguecimento de 10 °C min™ e

6,00 mg de amostra para o eugenol puro em cadinho de Al com furo

apresentou uma transicdo endotérmica com temperatura de pico de 220 °C e
entalpia de 328,7 J/g (Figura 3.26).

LACOM-UFPB

Tese de Doutorado — Odair dos Santos Monteiro



104

0.5

232.56°C
0.0

177.38°C
328.7Jg

101.87°C

-0.541

Heat Flow (W/g)

-1.041

-1.54

-2.0 T T T T T T T T v v T v
0 50 100 150 200 250 300 350
Exo Up Temperature (°C) Universal V3.0G TA Instruments

Figura 3.26: Curva DSC para padrao de eugenol em porta amostra de Al com
furo.

As curva DSC obtida com razdo de aquecimento de 10 °C min™' e
6,52 mg de amostra para o 6leo essencial da Pimenta dioica em cadinho de Al
com furo apresentaram duas transigcbes endotérmicas, a primeira com
temperatura de pico de 181,06 °C e entalpia de 174,1 J/g, e a segunda com
temperatura de pico de 222,04 °C e entalpia de 12,78 J/g, atribuida a

volatilizagdo do d6leo essencial (figura 3.27).
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Figura 3.27: Curva DSC para o 6leo essencial da Pimenta dioica em porta
amostra de Al com furo.

Fica evidente que os melhores resultados foram aqueles onde as
amostras foram acondicionadas em cadinhos de Al sem furos, mesmo levando-
se em consideracdo que o numero de transicbes foi 0 mesmo tanto para o
padrdo de eugenol quanto para o 6leo essencial da Pimenta dioica. A melhor
definicdo das curvas de DSC usando-se o porta amostra de Al sem furo pode
ser atribuida a alta volatilidade dos 6leos essenciais em geral. Portanto, para
futuras analises, os resultados apontam para o uso desse tipo de porta

amostra.

A alta correlacido entre os valores da temperatura do 6leo essencial
da Pimenta dioica e do padrao de eugenol podem ser justificados pelo fato de o
eugenol ser o componente majoritario no oleo. Além disso, a temperatura
atribuida a temperatura de ebulicdo do 6leo essencial (256,22 °C) aproxima-se
bastante do encontrado na literatura, que é de 255 °C (MERK, 1996).
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As curvas DSC também demonstraram que n&o ha evidéncia de
decomposi¢cdo do eugenol e que também é clara a auséncia de agua de
hidratacdo. Porém, as curvas DSC para o 6leo essencial mostram que uma
transicdo endotérmica em torno de 100 °C, pode evidenciar que o dleo
essencial apresenta agua de hidratagdo. Os resultados obtidos podem ser
considerados inéditos, pois a literatura ndo apresenta trabalhos referentes a
analise deste composto por DSC. Observa-se que o perfil das curvas da figura
3.24 aproxima-se do perfil da curva da figura 3.25. Pelos valores da
quantificacdo do eugenol na TABELA 3.3, item 3.3.3, € possivel concluir, pelo
perfil das curvas, que quanto maior a concentragdo de eugenol no 6leo
essencial melhor resolvido fica o pico endotérmico, além de aproximar da
temperatura de ebulicdo do padrao de eugenol. Isto abre a possibilidade para a
determinacao quantitativa do eugenol em fungédo da temperatura de ebuligdo e
até mesmo pela entalpia envolvida no sistema, pois nhovamente aqui a variagcao
€ no sentido da variagao de eugenol no 6leo. As diferengas entre os pontos de
ebulicdo e entre as entalpias podem ser, entao, justificadas pela existéncia de

outros componentes e suas respectivas concentragcdes no 6leo essencial.

Sendo esta uma técnica totalmente nova e eficiente para a
determinacao de temperaturas de ebulicdo de 6leos essenciais, novos estudos
podem ser feitos no sentido de viabiliza-la para a investigagédo cientifica de
Oleos essenciais. Os dados obtidos também podem ser usados para a
certificacdo de oleos essenciais, tendo em vista que muitos 6leos de alto valor

econdmico sao frequentemente adulterados.

3.5 Coletas de abelhas Euglossina

Foram coletados 216 individuos pertencentes a seis espécies nas
trés iscas odores. O EG1 (Eugenol, 2005-2006) atraiu o maior numero de
individuos, mas a riqueza de espécies foi igual ao EG (Eugenol, 2006-2007).
Por outro lado, o OL (6leo essencial) atraiu menor numero de espécies e de
individuos (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4. Abelhas Euglossina coletadas no eugenol (EG) e no dleo essencial
(OL) de agosto de 2006 a junho de 2007, e no eugenol (EG1) de agosto de

2005 a junho de 2006 em area de restinga do nordeste do Maranh&o, Brasil.

Meses
Espécies Odor | Periodo seco Eﬁl:l/%i% Total | %
Ago Out Dez Fev Abril Jun

Eufriesea nigrescens Friese (1899) | EG1 1 13 11| 25 |40
Eufriesea ornata Mocsary (1908) | EG1 2 8 10 | 16
Eulaema cingulata Fabricius (1804) |[EG1| 10 8 5 2 | 25 |40
Eulaema nigrita Lepeletier (1841) | EG1 1 1 |15
Euglossa modestior Dressler (1982) | EG1 | 1 1] 2 |32
Subtotal de individuos 11 9 6 2 21 14| 63 |100
Subtotal de espécies 2 2 2 1 2 3| 5 -
Eufriesea nigrescens Friese (1899) | OL | 3 32 35 |81
Eufriesea ornata Mocsary (1908) | OL | 3 3 |69
Eulaema cingulata Fabricius (1804) | OL 1 2 2 5 |12
Subtotal de individuos 0O 1 0 5 3 2| 43 |100
Subtotal de espécies 0o 1 0 2 2 3 -
Eufriesea nigrescens Friese (1899) | EG 17 70 87 | 79
Eufriesea ornata Mocsary (1908) | EG 1 1 109
Eulaema cingulata Fabricius (1804) | EG 3 2 2 9 1|17 )15
Eulaema nigrita Lepeletier (1841) | EG 1 1 2 |18
Euglossa cordata Linnaeus (1758) | EG 2 1| 3 |28
Subtotal de individuos o 6 4 19 79 2 | 110 |100
Subtotal de espécies 0 3 3 2 2 2| 53 -

Total de individuos
Total de espécies

11 16 10 26 135 18| 216 | -
3 4| 6 |

|2 3 4

3

A maioria dos individuos capturados nas trés esséncias foi ativa no

periodo chuvoso. Este resultado pode ter sido fortemente influenciado pelos

individuos de Eufriesea nigrescens, que, além de ser uma espécie sazonal,

compreendeu cerca de 80% dos individuos nas duas iscas.

Embora a média mensal do numero de espécies e individuos tenha

sido maior no EG que no OL, estas diferengcas ndo foram significativas (para
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meédia de espécies: D =0,50; p = 0,31; para média de individuos: D = 0,33; p =
0,80) (Figura 3.28 1 e 2).
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Figura 3.28. Média mensal do numero de espécies (1) e de individuos (2)
capturados no eugenol puro e no 6leo essencial de eugenol, de agosto de 2006
a junho de 2007, no entorno do PNLM. Os valores em 2 estdo transformados
em logaritmo porque a variancia no eugenol € quase nove vezes maior que a
encontrada no O6leo essencial, além do desvio padrdo e a média serem

proporcionais

Da mesma forma, quando foram consideradas apenas as espécies
compartilhadas pelas duas esséncias, nenhuma diferenca significativa foi
encontrada no numero de individuos de cada espécie de Euglossina

capturados nas esséncias (D = 0,33; p = 0,97).

Estes resultados sugerem que o EG e OL apresentam igual
probabilidade de atrair individuos de Ef. nigrescens, El. cingulata e Ef. ornata.
Para medir a magnitude desta diferenca foi utilizado o teste Risco Relativo (RR)
para as duas primeiras espécies, que sao as mais frequentes. Embora o
resultado ndo tenha sido significativo, o valor de RR préximo da unidade
sugere que o potencial de atragdo entre as duas iscas para estas espécies seja
bastante similar (RR = 0,95; p = 0,37).
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Entretanto, diferengcas entre as esséncias tornaram-se evidentes
quando as espécies coletadas no EG e no OL foram comparadas com as

coletadas no EGH1.

As trés coletas apresentaram semelhanga significativa tanto em
relacdo ao numero médio de espécies (Kruskal-Wallis K = 4,28; p = 0,11),
quanto ao numero médio de individuos amostrados a cada bimestre (Kruskal-
Wallis K =2,97; p = 0,22).

Entretanto, quando o numero total de espécies € comparado através
da curva de rarefagao, observa-se que, se o numero de individuos coletados no
EG1 e no EG fosse igual ao coletado no OL (43 individuos), a riqueza de

espécies ainda seria maior no EG1 e no EG (Figura 3.29).
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Figura 3.29. Curvas de rarefacdo do EG1 (eugenol estudado em 2005-2006),
do EG (eugenol estudado em 2006-2007) e OL (6leo essencial, estudado em
2006-2007). Para um tamanho amostral de 43 individuos, a riqueza de
espécies encontrada no OL foi 3, o numero estimado de espécies no EG1 € 4,5
(desvio padrao: 0,54) e no EG é de 3,8 (desvio padréo: 0,79).

LACOM-UFPB Tese de Doutorado — Odair dos Santos Monteiro



110

Além disso, quando a composicao de espécies € comparada entre as
trés amostragens através do indice de similaridade de Jaccard, que n&o leva
em consideracdo a abundancia relativa, o resultado mostra uma evidéncia de

que o OL apresenta uma especificidade diferenciada em relagdo ao EG e EG1

(Figura 3.30 A).
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Figura 3.30. Similaridade faunistica de abelhas Euglossina coletadas no
eugenol puro e no 6leo essencial de eugenol, no PNLM, Maranhao, Brasil,
calculada através do indice de Jaccard (A) e de Morisita (B). EG1 = eugenol
puro estudado de 2005 a 2006; EG = eugenol puro estudado de 2006 a 2007,

OL = 6leo essencial de eugenol.

Por outro lado, quando a abundancia de individuos € considerada, o
indice de similaridade de Morisita mostra maior semelhanca na atratividade do
EG e OL (Figura 3.30 B). Este resultado também foi reforgado pelo indice de
similaridade Chao-Jaccard, onde o indice de Jaccard € modificado para dados

de abundancia (Tabela 3.5).

A estimativa da riqueza de espécies mostrou que pelo menos uma
espécie poderia ser encontrada no EG1 em um esforgco amostral adicional. A

estimativa para EG e OL, bem como a estimativa da riqueza de espécies
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compartilhada pelas esséncias ndo apresentaram resultados diferentes do
observado (Tabela 3.5).

Tabela 3.5. Estimativa da riqueza de espécies de abelhas Euglossina através
do Estimador de Cobertura baseado na Abundancia (ACE), de espécies
compartilhadas através do estimador Chao1 e similaridade de Jaccard baseado
na abundancia (Chao-Jaccard) entre as esséncias EG1 (eugenol estudado em
2005-2006), EG (eugenol estudado em 2006-2007) e o dleo essencial; Sops —
riqueza de espécies observada; Scomp — riqueza de espécies compartilhada
observada; IC (95%) — Intervalo de Confianga de 95%.

Amostral Sgs ACE  IC (95%) Amostra2 Scompentreas — Estimativa Similaridade

amostras1e2 Chaol Chao-Jaccard
EG1 5 6,24 5,1;19,4 oL 3 3 0,95
EG 5 56 51;11,7 EG1 4 4 0,96
oL 3 3 3;3 EG 3 3 0,98

De modo geral, foi observada uma notavel semelhanga na
composicao de espécies coletadas no EG1, EG e OL. As trés espécies
capturadas no OL também foram amostradas no EG1 e EG, e estas duas
ultimas amostras diferiram em apenas uma espécie. As trés amostras foram
constituidas principalmente por Eufriesea nigrescens e Eulaema cingulata. Este

resultado é esperado, uma vez que eugenol é o principal componente do OL.

Vérias investigagcbes mostram a forte atracdo do eugenol para
Eulaema cingulata (JANZEN, 1981; JANZEN et al., 1982; WILLIAMS &
DODSON, 1972; PEARSON & DRESSLER, 1985; MORATO et al., 1992;
BRITO & REGO, 2001; CARVALHO et al., 2006). Por outro lado, em alguns
ambientes, o0 eugenol parece ser pouco atrativo para Eufriesea nigrescens
(CARVALHO et al, 2006).

Estas observagdes sugerem que, além da composi¢cdo quimica,
outros fatores podem esta relacionados a menor riqueza de espécies coletadas

no 6leo. Uma vez que a variagdo geografica na atratividade das fragrancias
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pelas abelhas Euglossina €& bastante comum (ACKERMAN, 1989),
investigacbes sobre a atratividade deste 6leo em outros ambientes poderiam

ajudar a testar a hipétese da maior seletividade do éleo em relagao ao eugenol.

A semelhancga entre EG1 e EG indica uma reduzida variagao anual
na atratividade do eugenol, mas a menor riqueza encontrada no OL sugere
uma interacdo do eugenol com as substancias minoritarias e a resultante

influéncia na atratividade.

Entretanto, a possivel influéncia parece ter um papel mais seletivo
que de reducao da atratividade. O 6leo essencial atraiu menos espécies, mas a
abundancia de cada espécie atraida nado foi significativamente diferente da
encontrada no eugenol puro, sugerindo que o Oleo essencial tenha uma

especificidade de atragao mais refinada.

Resultados semelhantes foram obtidos por DODSON, (1969). Eles
mostraram que a combinagao de dois atraentes modifica a atragao potencial da
fragrancia total, e frequentemente esta combinagédo nao atrai algumas espécies
que sao atraidas a um dos atraentes na forma pura. Durante cinco dias, estes
autores coletaram 433 individuos pertencentes a 43 espécies no 1,8-cineol, e
113 individuos pertencentes a 6 espécies no acetato de benzila. Quando eles
misturaram uma parte de 1,8-cineol para 39 partes de acetato de benzila,
coletaram 49 individuos pertencentes a 8 espécies. Da mesma forma, quando
adicionaram a-pineno a mistura de 1,8-cineol e acetato de benzila, apenas seis

individuos de duas espécies foram coletados.

ADAMS (1968) (apud HILLS et al., 1972) também encontrou algumas
substancias que agem como modificadores da atratividade. Quando ele
misturou a-pineno e B-pineno com acetato de benzila e cineol em uma
proporcdo semelhante a encontrada na fragrancia da orquidea Stanhopea
tricornis Lindl., o polinizador especifico (Eulaema meriana) desta espécie foi

atraido.

A acao de alguns modificadores da atratividade pode ser através da
propriedade de repelir algumas espécies quando presentes numa combinagao

apropriada. WITTMAN (1986) encontrou o oxido trans-carvona como um
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componente dominante em pelo menos nove espécies de Catassetum
(Orquidaceae), todas polinizadas por varias espécies de Eulaema, incluindo El.
cingulata. Quando estes autores testaram a atratividade do 6xido trans-
carvona sintético, coletaram muitos individuos de Euglossa gorgonensis, que
nao visitam nenhuma das espécies de Catassetum, sugerindo que as outras
substancias presentes na fragrancia floral (acetato de benzila, carvona, o-
pineno, camfeno e limoneno) provavelmente estariam repelindo varias espécies

de Euglossa.

Por outro lado, WILLIAMS & DODSON (1972) mostraram que o
mirceno e a-pineno e B-pineno reduziram a atratividade do 1,8-cineol, através
da atragdo de menos espécies e menos individuos de cada espécie que o 1,8-
cineol sozinho. Estes autores também mostraram que o eugenol, em
combinagdao com o salicilato de metila, destréi a atracdo de todas as espécies
que eram atraidas pelo salicilato sozinho, com exce¢ao de um espécime de
Eulaema bombiformis. Da mesma forma, o salicilato de metila destrdi a atracao
de todas as espécies que eram atraidas pelo eugenol sozinho, ou seja,

Eulaema cingulata.

ROUBIK & SHIESTL (2003) mostraram que esta atratividade
reduzida pode, pelo menos em parte, ser devido a inibicdo da resposta de
receptores por certos compostos, que podem influenciar a detec¢cao da

molécula pela abelha.

ROUBIK & SHIESTL (2003) ndo testaram o mirceno, mas
encontraram uma reducdo na detecgao eletroantenografica por abelhas

Euglossina de mistura de 1,8-cineol e acetato de benzila contendo a-pineno.

Nossos resultados sugerem, entretanto, que as substancias
minoritarias do 6leo essencial ndo conduzem a atracdo de menor numero de

individuos de cada espécie que o eugenol puro.

De forma semelhante a combinagado de compostos puros, a produgao
diferencial de componentes da fragrancia por diferentes espécies de orquideas

limita o numero de espécies de abelhas que sdo atraidas, mesmo quando

LACOM-UFPB Tese de Doutorado — Odair dos Santos Monteiro



114

varias espécies de Euglossina estdo presentes (DRESSLER, 1968; DODSON
et al., 1969).

Estas combinagbes apresentam um grande potencial em estudos da
biologia das abelhas Euglossina. A polinizagdo espécie-especifica € comum em
muitas espécies de orquideas (DODSON & FRYMIRE, 1961), devido a
especificidade da atracdo ao odor das flores, resultando, em alguns casos, na
atracédo de apenas uma espécie (DRESSLER, 1968).

Assim, aproximando as combinag¢des de odores daquelas ocorrendo
na natureza, seria possivel produzir um perfume que poderia atrair apenas um

ou poucas espécies de Euglossina (DRESSLER, 1982).

Isto poderia ocorrer porque cada espécie de Euglossina é,
possivelmente, atraida por um conjunto definido de compostos na forma pura
(ACKERMAN et al., 1989) e estocam na tibia posterior uma mistura espécie-

especifica de substancias quimicas (ELTZ et al., 2005).

A utilizacdo de misturas de componentes quimicos atrativos para
abelhas Euglossina pode constituir mais uma ferramenta em inventarios destas
abelhas, auxiliando a compreensédo da biologia e distribuicdo geografica das

especies.

O dleo essencial estudado apresenta um potencial posterior de ser
utilizado como fonte de B-pineno, 5-Indanol e limoneno para a realizagédo de
inventarios de Euglossina. O limoneno € considerado um odor atrativo para
estas abelhas (DODSON et al.,, 1969) e tem sido utilizado em investigag¢des
sobre as Euglossina no Panama (ACKERMAN, 1983; 1989).

DODSON et al (1969) sugeriu que este composto tenha o potencial
de atrair fémeas de Euglossina, observando duas fémeas voando préximo a
isca odor com esta substancia. Se esta hipotese for demonstrada, um avango
grandioso sera realizado em estudos destas abelhas, ja que uma das maiores
lacunas no conhecimento destes insetos é sobre a biologia das fémeas. As
informacdes sobre as fémeas sao tdo escassas que nao existe, até o momento,

nenhuma chave taxonémica para este sexo de Euglossina.
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Os testes com o limoneno podem revelar, talvez, uma seletividade
maior a algumas espécies de Euglossina, o que pode auxiliar na amostragem

de espécies raras em ambientes pouco estudados.

Os resultados do presente estudo revelam uma semelhanca notavel
na atratividade do 6leo essencial e do eugenol puro. Esta similaridade pode
esta associada a composi¢ao quimica comum a estas esséncias e ao fato de
serem testadas no mesmo ambiente. Por outro lado, enquanto o dleo essencial
tenha atraido menos espécies, o numero de individuos em cada espécie nao

diferiu do encontrado no EG1 e EG.
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Capitulo 4

CONCLUSAO

As técnicas empregadas neste trabalho formam um
conjunto imprescindivel para o estudo analitico dos dleos
essenciais. Somando as informacbdes populares a quimica de
bancada e a instrumentagdo analitica foi possivel realizar um
trabalho genuino e original. Os resultados obtidos mostraram a
eficiéncia das técnicas e dos métodos usados. Com as ferramentas
disponiveis, foi possivel caracterizar o 6leo essencial da Pimenta
dioica L.(Pimenta da Jamaica) cultivada no seu ambiente natural
fisica e quimicamente. Na identificagdo do componente majoritario
e dos demais componentes, bem como suas quantificagcdes, as
técnicas foram precisas e os métodos eficientes, proporcionando
uma excelente performance analitica nas determinagdes. Ficou
evidenciado, também, que uso do 6leo essencial da Pimenta dioica
L. como atrativo de abelhas euglossinas se mostrou promissor
quando comparado ao eugenol puro. Diante dos resultados

obtidos conclui-se que:

1. As técnicas espectroscopicas foram eficientes para a
confirmagao e identificagcdo do eugenol como componente

majoritario, com teor de 76,98%, e de componentes
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minoritarios no oOleo essencial da Pimenta dioica. A
espectroscopia na regido do infravermelho indicou a
presenga desses componentes, principalmente pelas
vibragdes moleculares de seus grupos funcionais contendo
oxigénio. A espectroscopia de massas mostrou as
fragmentagdes, intensidades e vizinhangas dos picos
caracteristicos das moléculas de eugenol e dos demais

compostos;

2. A analise térmica do oleo essencial, pela técnica de
Termogravimetria Isotérmica e calorimetria exploratoria
diferencial, abriu um novo caminho para analises de dleos
essenciais. Os resultados obtidos foram inéditos para o 6leo
essencial da Pimenta dioica Lindl, possibilitando sugerir

inclusive a determinagao quantitativa de eugenol por DSC;

3. O estudo dos métodos de extracdo do dleo essencial
possibilitou verificar os melhores pardmetros para o processo
extrativo em funcdo do melhor rendimento e da concentracao

de eugenol;

4. O presente estudo demonstrou que a espécie Pimenta dioica,

forneceu um d6leo essencial cujo rendimento foi de 2,8 %
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(m/m), o qual foi considerado de valor elevado em relagéo a

extragdo de outros 6leos essenciais de plantas aromaticas;

5. Os estudos das constantes fisicas do &leo essencial
apresentaram valores semelhantes aos valores obtidos pela
literatura e pelos padrdes, usados para as suas

comparagoes;

6. Os resultados sugerem que o eugenol e o 6leo essencial da
Pimenta dioica apresentam igual probabilidade de atrair
individuos de abelhas Euglossina, sendo que o 0dleo
essencial, apesar de ter atraido um numero menor de
individuos, apresentou maior seletividade atrativa de
espécies, fator que pode ser atribuido a presenca dos

componentes minoritarios do 6leo;

7. Estes resultados sugerem que o O6leo essencial tem uma
maior especificidade na atragdo de abelhas Euglossina que o
eugenol puro. Devido a conhecida variagdao geografica na
atratividade das esséncias, o teste do o6leo essencial e
posterior utilizagdo em investigagbes sobre estas abelhas
constitui uma ferramenta formidavel para a maior
compreensao da ecologia destes insetos, da estrutura e nivel
de conservacdo do habitat e para revelar a ocorréncia de

novas espécies em ambientes pouco estudados.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Extrair o 6leo essencial por extracdo com fluido supercritico e verificar

possiveis alteragdes na sua composi¢cao quimica e propriedades fisicas;

2. Relacionar quantitativamente, por DSC, o teor de eugenol no O6leo

essencial em funcao de sua temperatura de ebulicéo;

3. Estudar novas metodologias eletroquimicas para a determinagao

qualitativas e quantitativas do outros componentes dos 6leos essenciais;

4. Testar o 6leo metilado como atrativo de insetos (abelhas Euglossina),
bem como ampliar a area de estudo do 6leo essencial como atrativo de

Euglossinas;

5. Promover a modificagdo quimica por fosforilagdo, formiagao, nitracdo e
sulfonagdo do eugenol, para obtencdo de novos compostos com

possiveis aplicagdes industriais;
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