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RESUMO

A utilizacdo dos 6leos essenciais € mundialmente importante para as industrias farmacéuticas,
alimenticias, de perfumaria e outras. Os 06leos essenciais sdo extraidos de plantas odoriferas,
como por exemplo Eucalyptus, Ocotea, Salvia, podendo ser retirado tanto das folhas quanto da
casca e destinados para uma gama variedade de usos. Algumas espécies odoriferas com
importancia econdmica estdo ameacadas de extingdo, como o caso da Ocotea odorifera (Vell.)
Rohwer, arvore protegida por lei devido a exploracdo de um dos componentes do 6leo essencial
das folhas, o safrol, que tem grande interesse de mercado. Visando a conservagdo da espécie,
ha a necessidade de amplificar as pesquisas, ndo somente para fins comerciais como a extracao
do dleo essencial, mas também para entender o comportamento da espécie em diferentes
ambientes. Com esse trabalho, objetivou-se avaliar a diferenca da composi¢éo quimica do 6leo
essencial de O. odorifera no decorrer de um ano. Para alcangar os objetivos deste trabalho,
foram coletadas amostras de folhas de 5 arvores na regido de Rio do Sul, a cada 2 meses em
periodo de um ano, para realizar a extracdo de 6leo essencial pelo método de hidrodestilacéo.
A caracterizacdo dos componentes volateis foi realizada em cromatdégrafo gasoso acoplado a
um espectrémetro de massas (CMGS) e os dados foram analisados em software Rstudio, a partir
de métodos ndo paramétricos, como o teste de Friedman, Dunn e Fisher; e testes de correlagédo
de Pearson, todos a 95% de confianga. Os componentes majoritarios identificados foram o
safrol, canfora, linalol, 10-epi-y-eudesmol, biciclogermacreno e spatulenol, sendo o safrol e a
canfora 0s componentes com maiores picos, com 0s percentuais variando entre 50,36 — 79,70 e
22,60 — 47,31, respectivamente. A partir das andlises, a época do ano mais indicada para a
exploracdo da espécie na obtencdo do 6leo essencial na regido de estudo, foi inverno/primavera,
por apresentar maiores areas dos picos da maioria dos componentes identificados. Além disso,
fofam encontradas diferencas significativas na composicao quimica do 6leo essencial das folhas
entre os individuos avaliados. Correlacdo de Pearson positiva (R = 0,66) foi encontrada entre o
teor de safrol e a idade dos individuos. Os resultados encontrados indicam que, para o safrol, a
exploracdo mais eficiente deve ser realizada no més de janeiro e em arvores mais velhas.

Palavras-chave: Canela-sassafras. Lauraceae. Safrol. Canfora. Hidrodestilaco.



ABSTRACT

The use of essential oils is globally important for the pharmaceutical, food, perfumery and other
industries. Essential oils are extracted from odoriferous plants, such as Eucalyptus, Ocotea,
Salvia, and can be removed from both the leaves and the bark and used for a wide range of uses.
Some odoriferous species with built-in economic importance are threatened with extinction,
such as the Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer, a tree protected by law due to the exploitation of
one of the components of the leaves' essential oil, safrole, which has great market interest.
Aiming to conserve the species, there is a need to expand research, not only for commercial
purposes such as the extraction of essential oil, but also to understand the behavior of the species
in different environments. With this work, the objective is to evaluate the difference in the
chemical composition of the essential oil over the course of a year. To achieve the objectives
of this work, leaf samples were collected, every 2 months over a period of one year, from 5
trees in the Rio do Sul region to extract essential oil using the hydrodistillation method. The
characterization of volatile components was carried out using a gas chromatograph coupled to
a mass spectrometer (CMGS) and the data were analyzed using Rstudio software, using non-
parametric methods, such as the Friedman, Dunn and Fisher test. The majority components
identified were safrole, camphor, linalool, 10-epi-y-eudesmol, biciclogermacrene and
spatulenol, with safrole and camphor being the components with the highest peaks, with
percentages varying between 50.36 — 79.70 and 22 .60 — 47.31, respectively. Based on the
analyses, the most suitable time of year in the study region for exploring the species to obtain
essential oil was winter/spring, as it presents larger peak areas for most of the identified
components. Furthermore, significant differences were found in the chemical composition of
the essential oil in the leaves between the individuals evaluated. A positive Pearson correlation
(R = 0.66) was found between the safrole content and the age of the individuals, indicating that
the results point to a more efficient exploitation in relation to safrole in January and in older
trees.

Keywords: Sassafras Cinnamon. Lauraceae. Safrole. Camphor. Hydrodistillation



111
1.1.2

2.2

2.3
23.1
23.11
2.3.1.2
2.3.1.3
2.4
24.1
2.5

311
3.2
321
3.2.2
3.2.3
3.3
3.4

3.5

SUMARIO

[N EEI0] 51610710 IR 12
OBUJIETIVOS ... 14
ODJELIVO GEIAL.......ceeeiice ettt re e 14
ODbjJetivos ESPECITICOS .......iiiiiieeie ettt 14
REFERENCIAL TEORICO ...t 15
DESCRICAO DA ESPECIE ..o 15
OLEO ESSENCIAL ...ttt sttt 17
SAFROL ... bbb 20
Produtos derivados do Safrol ... 20
Butdxido de PIperoliNa..........cc.ooviieiiiie e 20
T 1= (0] - | OSSP 21
3,4 — metilenodioximetanfetaming...........cccovviriiiineie e 21
METODOS DE EXTRAGAO .......coooieieeeeeeeeeeeeeeeseese et 22
HIArodeStilaga0 ........c.eooviiiiiiece e 22
DENDROCRONOLOGIA ...t 23
METODOLOGIA. ...t 24
CARACTERISTICAS DA REGIAO DA AREA DE ESTUDO...........cccovvveenee. 24
Definigdo da regifo de eStudO ..........cccoiiiiiiiiiic s 25
COLETA DE DADOS ...ttt snre e nnae e 26
Propriedades dendrométricas (DAP e altura) ..........ccccoovviieienencieninee 26
Estimativa de idade das ArVOres............ccoiiiiiiiiieieeee e 26
Coleta das amostras fOlIares ... 28
ANALISES LABORATORIAIS ......ooivieeveeeseeees e saenesenesnessenesnens 28
ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA.........coveveeeeeeeee e ensenienines 30
ANALISES ESTATISTICAS ..ottt 32



3.6

4.2
421
4.3

5

CORRELAGCAQ DE PEARSON.......ooouiueieeieereieieieeieeesieesesasseesesss e, 33

RESULTADOS E DISCUSSAO.........coieieirieieeereeseseeeses s sessssssesee s 33
EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL ... 33
CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL das folhas de o. odorifera........ 34
Variacdo dos componentes quimicos durante 0 ano.........ccccevvevveeeeneeriesnenne 38
CARACTERIZAGAQO DAS ARVORES .........vvviriereesissssseossisseesessesnsenseons 40
CONCLUSAO......cociiiretieeiseisetesee st 45

REFERENCIAS ..o oo e et e e et et e e et e et e er et ee et e e et et e s et e e e s e e et e e s e er e ees e 47






12

1 INTRODUCAO

Conhecida popularmente como Sassafras, a Ocotea odorifera (Vell) Rohwer pertence
a familia Lauraceae e se distribui desde a Bahia até o sul do pais (CNCFlora, 2012). E
considerada uma espécie arbdrea de grande porte, podendo atingir 25 metros de altura e 75 cm
de didmetro, e suas folhas apresentam formato eliptica e obovada (BETT; MAY, 2017; KEIL;
REISSMANN; NETTO, 2006). A espécie foi inserida na lista oficial das espécies brasileiras
ameacadas de extingdo em 1992 através da portaria IBAMA n°6-N, de 15 de janeiro de 1992.
Consequentemente, o corte da O. odorifera foi proibido desde entdo. Os motivos para a
implementacédo desta portaria foram a sua exploragédo desenfreada e o desmatamento do bioma
Mata Atlantica (CARMO; BORGES; TAKAKI, 2007).

A exploracdo da espécie aconteceu pela producdo e acumulo do safrol nas cascas,
folhas e raizes da canela sassafras. O safrol € um produto natural volatil pertencente a classe
dos fenilpropandides. Até o inicio da década de 90, o Brasil liderava a producéo de safrol,
componente majoritario do 6leo essencial do sassafras (EMBRAPA, 2008). O safrol (1) tinha
importancia comercial pois era utilizado em grandes quantidades, por exemplo, na sintese do
inseticida butdxido de piperonila (2), do piperonal (3) para uso em fragrancias e cosméticos, e
da 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA) (4), conhecida popularmente como ecstasy
(COSTA, 2004; CREMASCO, COELHO e BRAGA, 2015; SILVA, 1987). As estruturas
quimicas destes componentes derivados do safrol com importancia econémica sdo mostrados

na figura 1.

Figura 1 — Estrutura quimica do safrol e seus derivados de importancia econdmica.
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Fonte: O autor (2023).
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O crescimento do mercado consumidor de 6leo de madeira de sassafras (safrol) e a
proibicdo da derrubada das arvores nativas que ainda existem, ressaltam a importancia crucial
da preservacdo da espécie no contexto da biodiversidade brasileira. Isso também sublinha a
urgéncia de realizar pesquisas voltadas para espécies florestais nativas, visando reverter a
situacdo atual. Estes objetivos podem ser alcancados por meio de iniciativas como o
reflorestamento e 0 uso sustentavel que permita a exploracao de Ocotea odorifera sem que haja
0 abate das arvores, ou seja, extrair o 6leo essencial das folhas (KEIL, 2007).

De acordo com a FAO (2013), aproximadamente 1 bilh&o de pessoas, principalmente
em paises em desenvolvimento, dependem dos Produtos Florestais Ndo Madeireiros (PFNMs)
para suas necessidades basicas de saude e nutricdo. Além disso, esses recursos contribuem para
melhorar os meios de subsisténcia e promover a conservacao das florestas, trazendo beneficios
tanto ambientais quanto sociais, complementando a renda de agricultores familiares (AVILA,
2020).

Compreender a idade das arvores e as informacdes derivadas dos aneis de crescimento,
pode-se testar a hipdtese de que quanto mais velha a arvore, menor a quantidade de 6leo
essencial produzido e que o teor de safrol sofre variacdo ao longo do ano, conforme relatado
por Keil em 2007.

Além de desempenhar um papel fundamental na gestao florestal eficiente, podendo
contribuir significativamente para a otimizacdo da utilizacdo dos recursos florestais, sendo
possivel através da dendrocronologia (BOTOSSO e DE MATTOS, 2002; COELHO, 2011).

Neste sentido, este trabalho relata as alteragcbes na composicdo quimica de 6leos
essenciais extraidos das folhas de O. odorifera coletadas em diferentes periodos dentro de um
ano. Além disso, sdo discutidas as diferencas na composi¢do quimica dos 6leos essenciais de
cada individuo junto com suas propriedades, envolvendo o Diametro na Altura do Peito (DAP),

altura e idade.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliacdo da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Ocotea odorifera

(Vell) Rohwer e suas variagdes em relacéo aos diferentes meses do ano e entre individuos.
1.1.2 Objetivos Especificos

- Determinar as caracteristicas dendromeétricas das arvores utilizadas no trabalho.

- Comparar a composi¢do quimica entre meses, do 6leo essencial de arvores de O. odorifera
extraido por hidrodestilagdo, para avaliar a melhor época do ano para a extracao.

- Comparar a composicdo quimica e rendimento entre individuos, do 6leo essencial de arvores
amostradas.

- Analisar os componentes volateis dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CGMS).

- Avaliar a relacdo do rendimento e da composicao quimica do 6leo essencial com a idade das

arvores amostradas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

Pertencente a familia Lauraceae, a Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer, é uma espécie
arborea popularmente conhecida como canela-sassafras, sassafras, canela de cheiro, canela-
cheirosa, canela-funcho, canela-parda (CETNARSKI FILHO; NOGUEIRA, 2005; ROQUE;
DIONETE, 2002; REIS, 2019). E distribuida geograficamente desde os Estados da Bahia,
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, até o sul do pais com maior
concentracdo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo o Estado do Parand o mais
representativo (BETT; MAY, 2017; REIS, 2019), com preferéncia por temperaturas entre 16,2
e 23,6°C (CARVALHO,2005; REIS, 2019; REIS et al., 2019).

Figura 2 — Distribui¢éo geografica de O. odorifera (Vell.) Rohwer.
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Fonte: CNCFlora (2012).
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A Ocotea odorifera se desenvolve no bioma Mata Atlantica, onde por volta das
décadas de 40 e 70 quase entrou em extingdo pela sua intensa exploracdo, com a intengéo de
extrair o seu 6leo essencial. A exportacdo do 6leo essencial de sassafras foi de extrema
importancia para o Estado de Santa Catarina, devido ao safrol, servindo como fonte de renda,
principalmente no Alto Vale do Itajai, atraindo o interesse de industrias farmacéuticas,
alimentares e agroquimicas (MILANESI; BRACK, 2019; SANTA-CATARINA; MACIEL,;
PEDROTTI, 2001).

Arvore de grande porte, o Sassafras pode atingir 25 metros (m) de altura e de 50 a 75
centimetros (cm) de didmetro, suas folhas variam de 7 a 14 cm de comprimento, com formato
eliptica e obovada (BETT; MAY, 2017; KEIL; REISSMANN; NETTO, 2006).

Esta espécie é considerada helidfita (depende de luz intensa para se desenvolver, séo
plantas que atingem o nivel superior das copas), perenifélia e aroméatica (BETT; MAY, 2017).
Suas flores sdo pequenas e hermafroditas com coloragdo branco-amarelada (BETT; MAY,
2017).

Figura 3 — A: aspecto geral da planta; B: flores hermafroditas de O. odorifera.

2 i . A
5 S }' 3. t**,’."' . A F
FAex, Ta ¢ 175 4
Vil Fo8

C

o o

Fonte: Keil (2007); Baiteilo(14).

Segundo Cetnarski Filho; Nogueira (2005), a frutificacdo da espécie ocorre em anos
alternados e em poucas quantidades, pois os frutos caem precocemente devido ao longo periodo

de maturacdo, se tornando maduros cerca de 360 dias apés a floragdo. O processo de reproducéo



17

das plantas se inicia por volta dos 20 anos de idade e apds atingir o seu ponto maduro da

semente, a mesma comeca a sofrer ataques por fungos e insetos (MORTIZ et al., 2009).

Figura 4 — Folhas e frutos de O. odorifera, do municipio de Rio do Sul — SC.

Fonte: O autor (2023).

Outros fatores que podem condenar a espécie sdo 0 desaparecimento dos
polinizadores, a producdo irregular de sementes e também, o alto teor de 6leo na semente,
provocando a sua oxidagdo e deterioracdo do embrido, justificando a sua baixa taxa de
germinacdo (MILANESI, 2008).

2.2 OLEO ESSENCIAL

Os Gleos essenciais sdo substancias volateis que podem ser encontradas nas plantas,
normalmente possuindo um aroma e fragrancia distintos. Eles constituem combinagdes
intricadas de terpenos, terpenos com oxigénio, sesquiterpenos e sesquiterpenos com oxigénio.
Dependendo da planta aromatica, esses Gleos essenciais também podem conter pequenas
quantidades de diterpenos e outros elementos (SERAFINI et al., 2001).
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A presenca de 6leos volateis nas Gimnospermas e Angiospermas monocotiled6neas é
uma ocorréncia rara. No entanto, nas Angiospermas dicotileddneas, encontramos uma
abundancia de familias que sdo conhecidas por conter Oleos volateis em suas estruturas
(RAGGI, 2008). Destacam-se entre elas a Lauraceae, Piperaceae, Rutaceae, Asteraceae,
Rosaceae, Pinaceae, Apiaceae, Myristicaceae, Laminaceae e Myrtaceae (RAGGI, 2008).

Esses 0leos volateis podem ser encontrados em estruturas especializadas, como células
parenquimaticas diferenciadas (como € o caso de Lauraceae, Myrtaceae, Piperaceae e Poaceae),
em tricomas glandulares (observados em Lamiaceae) ou nos canais oleiferos (encontrados em
Apiaceae e Asteraceae) (RAGGI, 2008). Além disso, esses 6leos volateis podem estar
armazenados em diversos 6rgdos das plantas, como flores, folhas, cascas do caule, madeira,
rizomas, frutos ou sementes (RAGGI, 2008).

Os 0leos essenciais pertencem a categoria dos Produtos Florestais Ndo Madeireiros
(PFNM), que englobam produtos de origem vegetal provenientes de florestas que ndo séo de
natureza lenhosa. Exemplos desses produtos incluem resina, cipd, 6leos, sementes, plantas
ornamentais, plantas medicinais e outros. Os povos extrativistas fazem amplo uso desses
produtos para diversas finalidades, e também sdo encontrados em ambientes urbanos, embora
em menor frequéncia (EMBRAPA, 2012). Nestes contextos urbanos, os PFNM sdo
comercializados em formas variadas, como alimentos, medicamentos, cosméticos, utensilios e
mais, conforme relatado pela EMBRAPA (2012).

Entre os componentes do 6leo essencial de Ocotea odorifera se encontra o safrol, a
qual é comercializada mundialmente em varios ramos industriais, sendo utilizado no preparo
de medicamentos com propriedades sudorificas, diuréticas, antirreumaticas e como repelente
de mosquitos e fixador em perfumes (CASSIAN et al., 2010).

Em 1959, Otto R. Gottlieb e Mauro Taveira Magalh&es descobriram que nem todos os
individuos de O. odorifera produzem safrol, sendo dependente da distribuicdo geografica. No
Sul do pais, onde estdo as menores temperaturas, as arvores de sassafras produzem safrol, o
qual provoca o aroma caracteristico (GOTTLIEB; MAGALHAES, 1960). Ao contrério, 0s
individuos encontrados nas regides de Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, que séo
regibes mais quentes, ao invés do safrol, apresentam 1-nitro-2-feniletano, sendo o responsavel
pelo cheiro caracteristico da arvore. Por outro lado, os individuos de Sassafras de outras regides
do Brasil, contém como componente majoritario o metileugenol (GOTTLIEB; MAGALHAES,
1960; MAAR; ROSENBROCK, 2012; RIZZINI, 1971).
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Segundo Souza et al. (2010) os Oleos essenciais sdo terpenos, e alguns deles
contribuem no desenvolvimento da planta sendo considerado um metabdlito primario, e estes
Oleos apresentam diversas propriedades influenciadas pelo ambiente. Normalmente, os 6leos
essenciais sdo encontrados em tricomas glandulares agindo biologicamente na adaptacdo da
planta ao meio (SOUZA et al., 2010). Eles atuam na defesa do ataque de predadores, atraindo
polinizadores, evitando a perda de &gua, atuando como regulador térmico e inibidor de
germinacdo (SOUZA et al., 2010).

Os 6leos essenciais sdo compostos principalmente por hidrocarbonetos e oxigenados,
como ésteres, alcoois, fendis e outras substancias com baixo peso molecular e tem capacidade
de volatilizar (SOUZA et al., 2010). Suas principais caracteristicas sdo a fragrancia e atividades
antimicrobianas e antioxidantes, fazendo com que seja bastante utilizado nas industrias
farmacéuticas, de perfumaria, dentre outras (SILVEIRA et al., 2012).

Os 6leos essenciais, embora sejam altamente volateis e pouco sollveis em solventes,
exibem a capacidade de inibir o crescimento de bactérias e fungos, mesmo em concentracdes
baixas. Essa eficacia é observada em 0leos essenciais que sdo ricos em aldeidos, alcoois e
fendis, compostos que sdo conhecidos na literatura por sua capacidade de induzir efeitos
citotoxicos em fungos e bactérias (MONTEIRO, 2015).

Figura 6 — Oleo essencial de Ocotea odorifera.

Fonte: O autor (2023).
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2.3 SAFROL

O safrol € um produto natural volatil pertencente a classe dos fenilpropanoides, e em
sua forma ndo adulterada, apresenta-se como um liquido viscoso com um odor semelhante ao
da canfora quando mantido a temperatura ambiente. Esse composto € empregado como matéria-
prima na producdo de inseticidas biodegradaveis, cosméticos e produtos farmacéuticos (MAIA
etal., 1987).

O safrol constitui a principal fracdo dos 6leos essenciais obtidos a partir das folhas,
tronco e galhos da planta O. odorifera. Estudos prévios que investigaram o 6leo essencial dessa
espécie revelaram teores de safrol variando de 10% a 78%. A concentracdo dos compostos
volateis esta sujeita a diversos fatores, tais como as condi¢6es do solo e clima, 0 ambiente em
que as plantas crescem, o método de extracdo empregado, a época do ano em que as amostras
vegetais foram coletadas e a idade das préprias plantas (Passos et al., 2022).

Apos a proibicdo do uso de O. odorifera, buscou-se uma fonte alternativa de extragao
de safrol, que foi encontrada em uma planta popularmente conhecida como Pimenta Longa, a
Piper hispidinervum C.DC € uma arvoreta com altura variando de 3 a 5 metros, pertencente a
familia Piperaceae, natural do estado do Acre (PIMENTEL et al., 1998; NEGREIROS et al.,
2012; AMARAL, PACHECO e PEREIRA, 2000).

2.3.1 Produtos derivados do Safrol
2.3.1.1 Butdxido de Piperolina

O butoxido de piperonila (PBO) é um agente sinergético que atua na minimizacao da
quantidade de inseticidas quimicos para o combate de pragas agricolas que desenvolveram
resisténcia a organofosforados e piretroides. Sua a¢do consiste em inibir o metabolismo desses
agentes pelo parasita (Beckel et al., 2006).

§
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2.3.1.2 Piperonal

O 3,4 — metilenodioxibenzaldeido, popularmente conhecido como piperonal, é
preparado facilmente pela isomerizacdo da ligacdo dupla do safrol, seguida pela oxidacdo. Por
consequéncia de sua fécil fabricacdo, € um produto barato comercialmente e muito utilizado
pelas industrias de cosméticos (ROSA, 2002).

2.3.1.3 3,4 — metilenodioximetanfetamina

A MDMA, originalmente conhecida como methylsafrylamin, foi inicialmente
desenvolvida com a finalidade de servir como precursor na sintese de substancias hemostaticas,
e ndo como um supressor de apetite, como frequentemente mencionado na literatura médica
(BERNSCHNEIDER-REIF, OXLER e FREUDENMANN, 2006).

Do ponto de vista quimico, o ecstasy classico € conhecido como 3,4-
metilenodioximetanfetamina ou, de maneira abreviada, MDMA, sendo o prot6tipo do grupo
das substancias chamadas anfetaminas alucinogénicas ou feniletilaminas. Sua estrutura é
semelhante a da metanfetamina, uma substancia com propriedades estimulantes
simpatomimeéticas. A diferenca crucial reside na presenca de um grupamento metilenodioxi (—
O-CH 2 -0-) ligado ao anel aromatico, o que confere a0 MDMA propriedades psicomiméticas
alucinogénicas semelhantes as da mescalina (SHULGIN, 1986; LORENZO-FERNANDEZ,
BOBES-GARCIA & COLADO-MEGIA, 1998; SIMANTOV, 2004).

Porém, outros diversos trabalhos relatam que a MDMA néo € o Unico composto ativo
nos comprimidos de ecstasy, havendo outras diversas substancias que sdo analogas ao 3,4-
metilenodioximetanfetamina (COLE e SUMNALL, 2003).

SOAN
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2.4 METODOS DE EXTRACAO

Os oleos essenciais sdo misturas de substancias volateis, lipofilicas (tem afinidade
quimica com as gorduras), odoriferas, constituidos por moléculas terpénicas. A temperatura
ambiente, eles exibem uma textura oleosa como caracteristica principal, destacando-se por sua
volatilidade. Isso os distingue dos dleos fixos, que consistem em misturas de substancias
lipidicas, frequentemente derivadas de sementes, como o 6leo de ricino, a manteiga de cacau e
0 6leo de linhaca. Normalmente, eles se apresentam como liquidos incolores ou ligeiramente
amarelados, com um sabor cido e picante. Sdo pouco estaveis quando expostos a luz, ao calor
e ao ar, além de serem pouco soliveis em agua (MORAIS, 2009).

Os métodos de extracdo de Oleo essencial sdo a maceracdo, extracdo por solvente,
enfleuragem, gases supercriticos, arraste a vapor e hidrodestilacdo (SANTOS et al., 2004). O
método de hidrodestilacao foi utilizado na extracdo de 6leo essencial das folhas de O. odorifera
do presente trabalho.

2.4.1 Hidrodestilacéo

De acordo com Busato et al. (2014) na hidrodestilacdo, a planta aromatica fica imersa
ou flutuando na agua fervente. Para realizar a hidrodestilagdo, o aparelho mais utilizado é o
aparelho de Clevenger (figura 7), o qual é composto por um destilador, um condensador e um
separador. No destilador se encontram as particulas da planta que estdo imersas ou flutuando
na agua fervente, por outro lado, no condensador ocorre a fase de vaporizacdo da agua com o
6leo, e logo em seguida vao para o separador, nos possibilitando visualizar com nitidez as duas
fases, de agua e 6leo, através da densidade de cada um, uma vez que o 6leo apresenta baixa
densidade quando comparado com a agua, e consequentemente, o 6leo fica flutuando na

superficie da agua.
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Figura 7 — Aparelho de Clevenger modificado.
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Fonte: Rabeharitsara et al., (2016).

2.5 DENDROCRONOLOGIA

A Dendrocronologia é uma ciéncia que se dedica a datacdo dos anéis de crescimento
encontrados no lenho de arvores e pecas de madeira, sendo utilizada ndo apenas para determinar
a idade e a taxa de crescimento das arvores, mas também para analisar o impacto de variaces
ambientais e ecologicas na formacdo desses anéis. Essa disciplina interdisciplinar incorpora
conhecimentos de diversas areas, como anatomia, quimica, fisiologia, genética florestal,
climatologia, hidrologia e estatistica, entre outras. Além de contribuir para o conhecimento da
vida das arvores, a Dendrocronologia desempenha um papel fundamental na analise de eventos
ecoldgicos e ambientais passados, permitindo a identificacdo de condic¢Bes climaticas,
mudangas ambientais naturais, dindmica de populacées florestais, bem como avaliar o impacto
de fendmenos como ventos, ataques de insetos, atividades vulcanicas e agdes humanas
(BOTOSSO e DE MATTOS, 2002; COELHO, 2011).

Os anéis de crescimento das arvores, encontrados nos troncos e registrados pelo seu
tecido lenhoso, refletem as condi¢cbes ambientais ao longo do tempo. Varia¢Ges climaticas,
como mudancas na temperatura e disponibilidade de agua, influenciam diretamente a largura e

caracteristicas dos anéis (FISHER et al., 2009). Em condicdes ideais, as arvores tendem a
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formar anéis mais largos, indicando periodos de crescimento mais rapido, enquanto condi¢des
adversas resultam em anéis mais estreitos. Dessa forma, a anélise dos anéis de crescimento,
conhecida como dendrocronologia, proporciona percepcdes valiosas sobre padrdes climaticos
passados, eventos ambientais extremos e até mesmo atividades humanas que possam ter
impactado o ambiente ao longo do tempo (AMATO, 1988; HAGEMEYER, 1993). Essa relacéo
entre anéis de crescimento e variacdes ambientais € crucial para compreendermos as respostas
das arvores as mudancas climaticas e seus efeitos no ecossistema (HAGEMEYER, 1993;
WATMOUGH:; 1999).

Outro fator de extrema importancia, ¢ o entendimento da idade das arvores e das
informac@es obtidas a partir dos anéis de crescimento, pois promove uma gestao florestal eficaz,
contribuindo para a otimizacdo do uso dos recursos florestais. Para isso, é essencial o
envolvimento de diferentes areas de pesquisa florestal (BOTOSSO e DE MATTOS, 2002;
COELHO, 2011). O estudo do passado das florestas fornece percepgdes valiosas sobre como
usar, manejar e preservar esse recurso para o futuro, tornando-se uma ferramenta indispensavel
para a conservacdo e sustentabilidade das florestas (BOTOSSO e DE MATTQOS, 2002,
COELHO, 2011).

3METODOLOGIA
3.1 CARACTERISTICAS DA REGIAO DA AREA DE ESTUDO

A éarea de estudo se localiza no municipio de Rio do Sul, estado de Santa Catarina, no
Alto Vale do Itajai. De acordo com a classificacdo de Kdppen, a regido tem clima temperado
umido com verdo quente, classificado como Cfa (IBGE, 2010). Nas figuras 8 é possivel
observar a precipitacdo e temperatura da regido, com dados coletados da estacdo automaética
A863 do municipio de Ituporanga — SC.

O municipio possui alta variabilidade geologica, tanto em relevo quanto em tipo de
solo. O relevo acidentado predomina na regido e em maior parte o solo apresenta baixa
fertilidade natural, ou seja, 0 solo é incapaz de suprir as quantidades e proporc¢des adequadas
dos elementos essenciais as plantas (ALVES, 2004).

O solo apresenta eficiéncia para plantios como pastagens e reflorestamento, sendo
mais limitado pela declividade do relevo, e devido ao manejo inadequado da terra, a eroséo é
provocada (ALVES, 2004).
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Figura 8 — Avaliacdo da precipitacédo e temperatura na regido de Rio do Sul — SC no

periodo de um ano e seis meses.
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Fonte: INMET (2023).

3.1.1Definigéo da regido de estudo

Foram selecionados os cinco individuos encontrados de Ocotea odorifera (Vell)
Rohwer de uma propriedade particular no municipio de Rio do Sul, cujo os individuos foram
identificados e marcados com tinta de cor vermelha, seguindo com a denominac6es de A, B, C,
DeE.

Tabela 1 — Localizacdo georreferenciada dos individuos de O. odorifera.

Arvore Posicdo geografica
A 634481.00 m E € 6999160.00 m S
B 634126.00 m E € 6999299.00 m S
C 634116.00 m E e 6999303.00 m S
D 634116.00 m E € 6999297.00 m S
E 634112.00 m E e 6999298.00 m S

Fonte: O autor (2023).

Os individuos B, C, D e E se concentram em um pequeno fragmento de floresta de
aproximadamente 80m2, distando cerca de 300 m da arvore A, que se encontrava isolada em

uma area de pastagem.
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Figura 9 - Mapa de localizagdo dos individuos de Ocotea odorifera, no municipio de Rio do
Sul —SC.
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Fonte: O autor (2023).

3.2 COLETA DE DADOS
3.2.1 Propriedades dendrométricas (DAP e altura)

Para a coleta de altura, CAP (circunferéncia na altura do peito) e estimativa da idade
das arvores, foi utilizado metodologia descrita por Scipione et al. (2021).

Para determinacdo da altura foram utilizados uma trena e um clindmetro, onde a partir
de uma distancia pré-definida para visualizar a arvore por completo, foi utilizado a trena para
balizar a distancia da arvore com o ponto de medicdo, e o clindbmetro estimou a altura
instantaneamente com base nas informagdes de distancia e angulacéo da base até a copa. Para

a medicdo do CAP foi utilizado uma fita métrica graduada em milimetros.
3.2.2 Estimativa de idade das arvores

A idade das arvores foi estimada através de um método considerado ndo destrutivo do
individuo, utilizando um trado de incremento de 40 cm e 5 mm de didmetro. As coletas de

amostras de lenho foram realizadas a aproximadamente 1,30 m do solo, direcionado ao centro
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do individuo buscando acertar a medula. Cada introducédo do trado gera uma amostra, chamada
de rolo de incremento, que tem formato cilindrico e cerca de 5 mm de didmetro e comprimento
referente ao raio da arvore. De cada individuo foram extraidas duas amostras, sendo coletadas
de diregdes distintas. Posteriormente essas amostras foram coladas em um suporte de madeira,
para melhor manuseio e armazenagem. Em seguida tiveram uma face lixada partindo de uma
lixa com gramatura de 60 até 600, com objetivo de expor nitidamente seus anéis de crescimento,

para assim fazer sua contagem e estimativa de idade.

Figura 10 — Etapas das coletas das amostras para a estimativa de idade das arvores O. odorifera,
onde A: coleta do rolo de incremento com um trado 40 cm; B: lixada das amostras com uma
lixadeira elétrica; C: amostras prontas para serem escaneadas; D: escaneando as amostras; E:

amostras escaneadas.

Para auxiliar na contagem foi utilizado a lupa para fazer a mensuracdo dos anéis de
crescimento, cujo processo apresentou dificuldades pois os anéis nem sempre eram muito
visiveis. Utilizou-se também, um scanner Epson 11000XL com resolugdo de 1200 dpi e 0
software Cybis CooRecorder v.7.8.1 para registro e acuracia nos resultados (figura 11).
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Figura 11 — Estimativa de idade através da mensuracdo pelo programa CooRecorder 7.8,

demonstrando aproximadamente quantos anéis faltaram para acertar a medula.
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3.2.3 Coleta das amostras foliares

Com o auxilio de um podao foram coletadas aproximadamente 500 gramas de folhas
dos 5 individuos. Para avaliagdo das alteragcGes da composi¢do quimica ao longo do ano, foram
realizadas 7 coletas, de marco de 2022 até mar¢o de 2023, intercalando a cada dois meses. Estas
extracdes foram realizadas em duplicata. Para avaliar possiveis diferencas na composicao do
0leo essencial entre cada individuo foram coletadas 500 gramas de folhas de cada arvore
separadamente, em agosto de 2023, para realizar extracfes de cada individuo. O material de

cada individuo foi extraido em triplicata.
3.3 ANALISES LABORATORIAIS

Em laboratério, as folhas foram entdo picotadas manualmente utilizando tesoura de
poda. Em seguida, 150g de folhas foram adicionadas em balGes de fundo redondo de 2L junto
com 1L de agua destilada e submetidas a extracdo em aparato Clevenger modificado por 45
minutos. O 6leo essencial obtido foi seco sob sulfato de sodio anidro, filtrado obtendo um
liquido oleoso de cor levemente amarelada. Para todas as extragdes houve separacdo de uma
porcao de 6leo mais densa e outra menos densa que a agua. As duas porg¢des foram coletadas e
misturadas para a determinacédo do rendimento e analise por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CGMS).

Para determinar a massa seca (MS), foram utilizadas 3 bandejas para pesar cerca de
10g das folhas de O. odorifera. As amostras foram transferidas para a estufa com circulagéo e

renovacdo de ar com temperatura de 50°C por um periodo de 24h. A determinacdo da massa
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seca ocorreu em triplicada de cada coleta. A determinacdo de massa seca ocorreu através da
equacdo 1.
MS = ((mf B1+mf B2+mfB3)/3) / (mi B1+mi B2+miB3)/3)) * 100 1)

Onde:

MS = indice de Massa Seca (%);

mi B1 = massa inicial das folhas frescas na Bandeja 1 (g);

mi B2 = massa inicial das folhas frescas na Bandeja 2 (g);
miB3 = massa inicial das folhas frescas na Bandeja 3 (g);

mf B1 = massa final das folhas apds secagem na Bandeja 1 (g);
mf B2 = massa final das folhas apds secagem na Bandeja 2 (g);

mfB3 = massa final das folhas apds secagem na Bandeja 3 (g).

Para determinar o rendimento de 6leo essencial, anteriormente foi realizada a
determinacdo da massa das folhas em base seca (descartando a umidade das folhas). Para isso,

foi aplicada a equagéo 2.

BS = (MS * mfe) / 100 )

Onde:
BS = massa das folhas em base seca (g);
MS = indice de massa seca (%);

mfe = massa de folhas na extracao.

Em seguida, a diferenca da massa entre o Eppendorf vazio e o Eppendorf com 6leo foi
calculada, para determinar a massa de 6leo essencial em gramas que foi extraido, a partir da

equacéo 3.

Re = (BS/MO) * 100 (3)
Onde:

Re = Rendimento de 6leo essencial (g.100g de massa seca);

BS = massa das folhas em base seca (g);

MO = massa de dleo extraida (g).
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Figura 12 — Etapas do processo de extracdo de 6leo essencial, onde A: coleta das folhas com o
auxilio de um podao; B: picagem das folhas; C: extracdo de Oleo essencial no aparato de
Clevenger modificado; D: volume de 6leo essencial extraido; E: separacdo do 6leo essencial da
agua com a pipeta de Pasteur; F: 6leo essencial livre de 4gua no Eppendorf.

8 /
Fonte: O autor (2023).

Para obter o rendimento de 6leo essencial das folhas, aproximadamente 10g de folhas
foram pesadas e mantidas em estufa a cerca de 50°C por 24 horas, apds esse periodo, as folhas
foram novamente pesadas e descartadas.

3.4 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

Para a analise dos constituintes quimicos do 6leo essencial de O. odorifera, empregou-
se 0 equipamento de cromatografia gasosa com espectrometria de massas (GCMS, Agilent
7890A), localizado no Laboratério Multiusuario de Analise Instrumental (LAMAI) da
Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de Curitibanos.

Para conduzir as analises, uma quantidade de 10puL do 6leo essencial, juntamente com
50uL de solucdo (5 uL/mL em hexano) do padréo interno 1-heptanol, foram adicionados a 440
uL de hexano (grau HPLC). Em seguida, essa solucdo foi introduzida no cromatdgrafo gasoso
acoplado ao espectrémetro de massas (GCMS, Agilent 7890A), equipado com um injetor
automatico Combi Pal. Para a separacdo cromatografica, empregou-se uma rampa de
temperatura que variou de 40°C (com 2 minutos de espera nessa temperatura) até 260°C, com
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uma taxa de aumento de temperatura de 8°C por minuto. O gas de arraste utilizado foi o hélio,
com um fluxo de 1 mL por minuto, e a relacdo de divisdo (split) foi de 25:1. O tempo total de
cada andlise foi de 29,5 minutos. As temperaturas do injetor e da interface foram configuradas
para 300°C. O espectrometro de massas operou a uma energia de 70 eV, realizando a varredura
no intervalo de 40 a 400 m/z. A composi¢do quimica dos 6leos essenciais foi avaliada em
duplicata para cada uma das extra¢des resultando em um total de 6 analises por coleta.

Para caracterizar os componentes, 25 picos foram selecionados manualmente usando
o software G1701EA GC/MSD Chemstation. A identificacdo dos componentes quimicos
presentes nos 6leos essenciais foi realizada utilizando duas estratégias, a saber: a) através da
co-eluicdo com uma solucdo contendo uma mistura de 19 terpenos (Cannabis terpene mix A,
SUPELCO); e b) através da comparacao entre 0s espectros de massas, 0s indices de Kovats
experimentais (Klexp) e os indices de Kovats tedricos (Kltedricos) previamente relatados em
Adams (2007).

Para determinar o indice de Kovats experimental (Klexp), uma solucio contendo uma
série de n-alcanos (C7-32, Sigma Aldrich) a uma concentracao de 1000 pg L-1 foi injetada no
GCMS sob as mesmas condigdes utilizadas para as amostras de 6leo essencial. O indice de
Kovats experimental foi calculado de acordo com a equagéo 4.

IKexp = ((t-X-tN)/(t:Ns1 — tN))+100*n (4)

Onde:

IKexp = indice de Kovats Experimental:;

trX = tempo de retencdo do componente X;

trN = tempo de retencdo do alcano N com ¢ anterior ao componente X;
trN+1= tempo de retencdo do alcano N com ¢ posterior ao componente X;

n = nimero de atomos de carbono do alcano N.
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Figura 13 — Cromatdgrafo Gasoso Acoplado ao Espectrdmetro de Massas (GCMS).

Fonte: Santos (2022).

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados para a variagdo sazonal dos componentes quimicos foram comparados
usando a area absoluta de cada pico obtida no CMGS. As comparacgdes foram avaliadas para as
extragcdes bimestrais, as quais sdo variaveis dependentes, utilizando o teste de Friedman e teste
LSD de Fisher, usufruindo do pacote agricolae, para encontrar onde estavam as diferencgas
estatisticas.

Para a comparacdo dos componentes volateis entre os individuos, foi utilizado o teste
ndo paramétrico, uma vez que ha somente 3 repetices para as analises no CGMS, contendo
poucos pontos para se obter uma distribuicdo normal. Para isso, para verificar se ha diferenca
entre os grupos, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis e posteriormente o teste de Dunn, cujo
método € usual para variaveis independentes, nesse caso, 0S componentes quimicos com as
propriedades das arvores.

Para os resultados de rendimento de 0leo essencial, inicialmente foi a homosticidade
dos dados com o teste Levene Test, e entdo, com a distribuicdo normal destes (obtidos através



33

do teste Shapiro-Wilk), foi rodada a ANOVA com 95% de confianca. Todas as estatisticas do
trabalho foram rodadas no software Rstudio.

3.6 CORRELACAO DE PEARSON

Como adendo ao trabalho, foi realizado a correlagdo de Person com as variaveis idade,
DAP, altura e area absoluta dos componentes majoritarios que apresentaram diferenca
estatistica. O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) varia de -1 a 1, e quanto mais préximo de

-1 ou de +1, mais forte é a correlacdo entre as variaveis.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

De acordo com a literatura o 6leo essencial oriundo das folhas do sassafras se divide
em duas fracOes, a parte mais densa e a parte menos densa que a dgua (KEIL, 2007). Néo foi
realizado estudos referentes as propriedades fisicas do 6leo neste trabalho, mas isso pode ser
explicado pelos trabalhos de Toledo (2000), o qual diz que essas diferencgas de densidade se

devem a fatores como diferencas na composi¢do quimica do 6leo essencial.

Figura 14 — Diferentes densidades e colora¢fes do 0leo essencial das folhas de O. odorifera,

onde A: diferentes pesos do 6leo essencial e B: diferentes colorag¢Ges do 6leo.

Fonte: o autor (2023).
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4.2 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE O. odorifera

Na tabela 2 estdo descritos os componentes do 6Oleo essencial das folhas de O.
odorifera que foram identificadas pela Cromatografia Gasosa acoplada a uma Espectrometria
de Massas. Os componentes majoritarios sdo: safrol, canfora, spatulenol, 10—epi—y-eudesmol,
linalol e biciclogermacreno. Os componentes foram caracterizados através da comparacéo dos
tempos de retencgdo, indice de retencdo de Kovats (Adams, 2007) e dos espectros de massas de
padrdes comerciais. Foi utilizado uma mistura com 19 terpenos (Cannabis terpene mix A,
SUPELCO), a saber: a-pineno, canfeno, B-pineno, mirceno, 3-careno, o-terpineno, 4-
isopropiltolueno, D-limoneno, 3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno, y-terpineno, a-terpinoleno, linalol,
isopulegol, geraniol, trans-cariofileno, a-humuleno, nerolidol (mistura de isdmeros cis e trans),
guaiol e a-bisabolol. Todos os componentes desta mistura estdo na concentragdo de 2500 mg
L!. Os demais picos que ndo coincidem com os picos da mistura de terpenos foram
caracterizados por comparacdo do indice de retencdo de Kovats e dos espectros de massas
contidos na base de dados (Adams, 2007). Foram observados 25 picos conforme descritos na
tabela 2.
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Figura 15 — Estrutura quimica dos componentes identificados no 6leo essencial das

folhas de O. odorifera.
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Fonte: o autor (2023).
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Tabela 2 — Compostos identificados por CGMS presentes no 6leo essencial das folhas de O.

odorifera.
Variagdo
TR Ik P entre as
Composto (min) IKexp tebrico Principais ions detectados amostras
(%)
1 a-pineno 8,53 936 939 93.1;77.1,105.1; 121.1,136.2 0,36 -0,65
2 Canfeno 8,97 951 954 79.1;93.1;107.1;121.1; 136.1  1,28-2,18
3 1-heptanol (P1) 9,72 975 967 41.1; 43.1;56.1; 68.1; 70.1 0,40 -1,07
4 B-pineno 9,83 978 979 41.1;69.1; 79.1; 93.1; 121.1 0,40 - 0,66
5 B-mirceno 10,33 993 991 41.1;53.1;69.1; 77.1; 93.1 0,39-0,68
) a-terpineno 11,09 1018 1017 41.1;77.1;93.1; 121.1; 136.1 0,03-0,06
9 p-cimeno 11,33 1027 1025 41.1; 65.1;91.1; 119.1; 134.1 0,27 — 0,58
10 D-limoneno 11,46 1031 1029 41.1; 68.1; 79.1; 93.1; 136.1 2,28 -3,90
11 Eucaliptol 11,54 1034 1031  43.1,81.1;108.1;139.2; 1541 0,21-0,40
12 y-terpineno 12,40 1062 1060 44.0; 77.1;93.1; 121.1; 136.1 0,02 -0,04
13 a-terpinoleno 13,30 1090 1089 41.1;79.1;93.1; 121.1; 136.1 0,16- 0,83
14 linalol 13,69 1101 1097 41.1;55.1;71.1;93.1; 121.1 0,80 - 1,47
15 Canfora 15,03 1153 1146 41.1;81.1;95.1; 108.1; 152.1 22,60-47,31
16 Borneol 15,52 1171 1169 41.1; 67.1;95.1; 110.1; 121.1 0,04 — 0,07
17 Terpinen-4-ol 15,83 1182 1177 41.1;71.0;93.1; 111.1; 154.1 0,04 -0,09
18 a-terpineol 16,16 1193 1189 43.1;59.1;93.1;121.1; 136.1  0,33-0,71
19 Geraniol 17,08 1234 1253 41.1;69.1;93.1;121.1;136.1  0,04-0,06
20 Piperitona 17,66 1261 1253 41.1;82.1;95.1; 110.1; 152.1 0,03-0,07
21 Safrol 18,46 1297 1287 51.1;77.1;104.1; 131.1; 162.1 50,36 — 79,70
22 ()-trans-cariofileno 20,87 1428 1419  41.1,77.0;91.1;105.1;162.1  0,10-059
23 Biciclogermacreno 22,17 1505 1500 ~ 41.1;79.1793.1;121.17161.1  0,14-0,58

24 Spatulenol 23,47 1589 1578  43.1;91.1;131.1;159.1; 205.2  0,25-1,56

Legenda: TR: tempo de retencdo em minutos; IKexp: indice de Kovats experimental; IKtedrico: indice de

Kovats teérico; PI: padrdo interno; NI: indice de Kovats tedrico no identificado; Variag&o entre as amostras

(%): das arvores individuais. Fonte: o autor (2023).

ObservagOes levantadas por Toledo (2000), revelam que para 0 municipio de
Araucéria— PR, o contetido de safrol no 6leo essencial das folhas de Sassafras varia de 62-80%,
enquanto que no municipio de Colombo — PR, o contetdo de safrol e canfora varia de 25-40%
e 20-28% respectivamente.

De acordo com a tabela acima, os maiores percentuais de variagdo entre as amostras
foram de Cénfora e Safrol, com os respectivos percentuais 22,60 a 47,31 e 50,36 a 79,70, 0s

quais sdo uns dos componentes de maior interesse comercial. A variacdo desses valores pode
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ocorrer pela diferenca de temperatura, por diferentes condi¢Ges de solo e até mesmo pela idade
da arvore. Por outro lado, o0 componente menos representativo nas amostras de 6leo essencial
de O. odorifera foi o y-terpineno, representando apenas uma variacao de 0,02 a 0,04. De modo
geral, o safrol se destacou em relagéo aos demais componentes, obtendo 0os maiores teores em
diferentes idades.

Guimarées (2010), no municipio de Itumirim - MG encontrou como constituinte
majoritario do 6leo essencial das folhas do sassafras, o metileugenol, compreendendo cerca de
74,03%, seguido pelo safrol com 12,26% e canfora (7,93%). O mesmo foi relatado por Toledo
(2000), o qual estudou populaces nativas na regido metropolitana de Curitiba e também
identificou o componente metileugenol como majoritario, isso pode ocorrer devido alguma
variacdo no ambiente em que esses individuos de sassafras de Curitiba, podendo ser alguma
diferenga na fertilidade do solo, por exemplo.

Nos estudos realizados por Almeida et al. (2020), dos 16 componentes identificados
dos ramos de O. odorifera, o safrol foi o que apresentou maior percentual, com 77,90%, seguido
do spatulenol, com percentual de 4%. Em outro estudo, que avalia a composi¢ao quimica e 0s
efeitos dos oleos essenciais da O. odorifera contra a Leishmania amazonenses, também
identificou os componentes quimicos pela cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), e relatou que os componentes majoritarios em suas amostras foram o safrol,
com 36,3%, o0 y-cadineno, com 6,6%, a canfora, com 6,5% e o0 a-copaeno, com 6,0%. Segundo
0 autor, outros componentes que foram identificados néo séo exclusivos da O. odorifera, como
a-pineno, B-pineno, B-cariofileno e germacreno-D que fazem parte da composicdo quimica do
Oleo essencial de outras espécies do mesmo género, segundo a literatura (ALCOBA, et al.,
2017).

Como efeito complementar da tabela 2, a figura 16 demonstra de forma mais visual 0s
picos de area dos 25 componentes detectados através do CGMS. Os maiores picos foram o 15
e 0 21, que correspondem respectivamente aos componentes canfora, com tempo de retencéo

de 15,03 minutos e safrol, com tempo de retencdo de 18,46 minutos.
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Figura 15 — Cromatograma de fons totais de uma amostra, com os 25 compostos

detectados.
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Legenda: cada nimero corresponde a um componente; n°1: a-pinene; n°2: camphene; n°3: 1-heptanol (PI); n°4:
(-)-B-pinene; n°5: B-myrcene; n°6: a-phellandrene; n°7: 3-carene; n°8: a-terpinene; n°9: p-cymene; n°10: D-
limonene; n°11: Eucalyptol; n°12: y-terpinene; n°13: a-terpinolene; n°14: linalool; n°15: Camphor; n°16: Borneol;
n°17: Terpinen-4-ol; n°18: a-terpineol; n°19: Geraniol; n°20: Piperitone; n°21: safrol; n°22: (-)-trans-

caryophilene; n°23: Bicyclogermacrene; n°24: Spathulenol; n°25: 10-epi-y-eudesmol. Fonte: o autor (2023).

4.2.1 Variacgdo dos componentes quimicos durante o ano

A partir do teste de Friedman, obteve-se a diferenca estatistica da composi¢do quimica

do 6leo essencial das folhas de O. odorifera, em diferentes meses do ano.
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Tabela 3 — Picos dos componentes em diferentes meses do ano.

mar/22 mai/22 jul/22 set/22 nov/22 jan/23 mar/23
Composto Area do pico (*109)*
a-pineno 40,2abc 27,7a 26,7a 48,5a 33,0a 33,9a 48,0a
Canfeno 134,3a 95,2a 99,0a 161,4a 108,1a 110,4a 159,1a
B-pineno 44,7a 29,5¢c 29,8¢c 49,0a 33,7ab 31,3bc 44,0a
B-mirceno 37,5a 32,4a 28,6a 50,5a 31,6a 30,5a 47,3a
a-felandreno 35,1a 27,4a 28,5a 34,6a 21,6a 25,5a 38,5a
3-careno 2,0a 1,7a 1,7a 2,3a 1,5a 1,6a 2,5a
a-terpineno 47a 3,0a 3,8a 3,5a 2,5b 2,8ab 4,0a
p-cimeno 30,7ab 20,3c 23,4c 43,1a 32,1ab 21,8¢c 28,7b
D-limoneno 224.,6b 169,1b 180,7b 289,3a 207,8b 176,1b 263,0a
Eucaliptol 19,9a 18,6a 19,8a 29,6a 21,6a 15,7a 20,5a
y-terpineno 3,0a 2,1a 1,9a 2,8a 2,0a 1,9a 2,8a
a-terpinoleno 61,3a 13,8¢c 14,8bc 17,7ab 12,1c 13,7c 16,9b
linalol 61,3c 84,9ab 75,1bc 109,0a 59,1c 74,0c 61,labc
Canfora 2.114,2cd 2.726,4ab 2.004,2cd  3.510,3a 2.486,8abc 1.677,3d 2.197,8bc
Borneol 5,3a 3,3b 3,2b 3,2b 3,6ab 3,5b 4.6a
Terpinen-4-ol 6,9a 3,5b 4,1b 6,8a 4,0b 3,1b 3,8b
a-terpineol 40,9a 37,5ab 31,3bc 52,7a 37,5ab 24,8c 36,7abc
Geraniol 4,1a 3,3bc 2,9¢ 4,0ab 3,6ab 2,7¢ 2,9¢
Piperitona 4,6ab 2,9cd 3,4bc 5,2a 3,0bcd 2,5d 2,9cd
Safrol 4.268,2a 4.521,5a 3.736,7a  5.914,2a 4.674,3a  4.065,1a  4.287,0a
(-)-trans-cariofileno 3,2a 5,4a 3,6a 35,5a 33,8a 7,6a 43,5a
Biciclogermacreno 43,0a 21,5b 28,6ab 14,1b 10,8¢c 37,2a 10,8¢c
Spatulenol 100,7a 18,9¢c 46,9bc 116,0ab 96,6a 76,3ab 65,6ab
10-epi-y-eudesmol 90,7ab 27,3b 72,7a 136,0a 83,0a 101,8a 77,7a
Total 7.371,6bc 7.316,2cd 5.923,8d 10.836,3a  7.956,5bc 6.545,4cd 7.507,9ab

*Média da area dos picos, calculada automaticamente pelo software usando a altura do pico (sinal elétrico) e o
tempo de retencdo da base, em minutos (n=3). Letras diferentes na mesma linha indica diferenca estatistica entre
0s meses de coleta e extragdo (Teste de Friedman com teste Post-Hoc, teste de Fisher) Fonte: o autor (2023).

Para avaliacdo das mudangas nas quantidades de cada componente como uma fungéo
do periodo do ano foi comparada a area de cada pico. Quanto maior for a area do pico, maior €
a quantidade presente na amostra de 6leo essencial. Foi encontrado que a soma da area de todos
0s picos é maior para o 6leo extraido no més de set/22 indicando que ha mais componentes por
volume de dleo. Entre os 24 picos encontrados, canfora, -pineno, D-limoneno, a-terpineol e
spatulenol parecem ter maior contribuicdo para o aumento do teor total de componentes uma
vez que ndo ha diferengas significativas para os demais componentes. De fato, ndo houve
diferenca significativa entre os meses de coleta e extracdo, pelo teste de Friedman, para o
componente safrol, objeto de interesse neste trabalho.

Nos estudos realizados na primavera no municipio de Fazenda Rio Grande — PR (KZeil,
2007), foi extraido 6leo essencial das folhas de O. odorifera. Neste trabalho foram identificados

15 componentes os quais foram avaliados entre os tratamentos envolvendo solo natural
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(controle), completo (macro e micronutrientes), omiss@o de alguns nutrientes e com adubacéo
organica. Entre os componentes identificados, o safrol foi encontrado com 67,76% no
tratamento controle. Os resultados obtidos no presente estudo, variaram de 50,36% até 79,70%
para o safrol e de 22,60% até 47,31% de canfora (tabela 3), se concentrando 0s maiores
percentuais nos meses de setembro a novembro (inverno/primavera), porém o componente
safrol ndo apresentou diferenca significativa entre os meses de acordo com os testes estatisticos.
A céanfora por outro lado, mostrou que os meses de setembro a novembro sdo favoraveis a
extracdo. Toledo (2000) constatou também, que a producéo de safrol pela O. odorifera é mais
elevado na primavera, sugerindo entdo, esta estacdo para a exploragdo da espécie na extracao
de 6leo essencial das suas folhas, se assemelhando com os resultados obtidos no presente
estudo.

Neste sentido, 0 més com maior potencial para a exploracdo do 6leo essencial das
folhas de O. odorifera depende do destino do 6leo uma vez que 0 componente canfora apresenta
odor caracteristico e intenso o que impede o uso em algumas formulacGes para o setor de
cosméticos e perfumes, caso esse aroma ndo seja desejado. Além disso, se 0 componente de
interesse comercial for o safrol, o periodo mais indicado para extracdo do dleo essencial € o
més de janeiro ja que a concentracdo de canfora foi a menor entre 0os meses avaliados. No més
de janeiro, a porcentagem relativa de safrol foi a maior entre todos os meses com 61,78 %. Esse
resultado indica que a purificacdo do safrol para uso como componente puro se torna mais

viavel j& que a separacdo é menos onerosa.
4.3 CARACTERIZACAO DAS ARVORES

Na Tabela 5 sdo descritos os resultados para a idade, didmetro na altura do peito (DAP)
e altura de cada uma das 5 arvores utilizadas para a extragcdo do 0leo. Essa caracteriza¢do pode
auxiliar no entendimento das variagcdes da composi¢do quimica e rendimento da producéo de
oleo essencial da planta.

De acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, com 5% de significancia, 0s
residuos seguem uma distribui¢cdo normal com valor-P de 0,8258, sendo acima do valor de 0,05.
O mesmo resultado pode ser observado pelo teste F (Tabela 4), que ao nivel de 5% de
significancia, o fator Arvore apresentou um F calculado menor que o F tabelado, reforgando

entéo, a distribuicdo normal dos dados e mostrando que sdo estatisticamente iguais.
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Tabela 4 — Andlise de Variancia (ANOVA)

Fonte de Variagdo* GL  SQ QM Fcalc. Ftab Valor P
Arvore 4 4,376 1,094 2,613 3,48 0,099
Residuos 10 4,187 0,417

*Tabela de teste para o rendimento de 6leo essencial das folhas de O. odorifera. Legenda: GL:
Graus de Liberdade; SQ: Soma de Quadrados; QM: Quadrado Médio; Fcalc: F calculado; Ftab:
F tabelado. Fonte: o autor (2023).

A normalidade dos dados é considerada a partir do valor-p demonstrado na tabela 4,
com valor de 0,099, estando dentro dos 95% de confianca. Vale considerar também, que se
houvesse um maior nimero de GL, talvez os dados ndo apresentassem distribuicdo normal,
fazendo-se necessario ampliar o numero de individuos estudados.

O rendimento de bleo essencial e as propriedades do Sassafras estdo representados na
Tabela 5, a qual exibe a quantidade média de 6leo essencial para 100 g de folhas obtido das

extracOes em triplicata, para cada individuo separadamente, e suas propriedades fisicas.

Tabela 5 — Rendimento médio de 6leo essencial por grama de folhas, das arvores individuais e

suas propriedades de altura, didmetro e estimativa de idade.

ARVORE IDADE DAP  ALTURA MEDIAS*
(anos) (cm) (m) (9.6leo/100g de folhas secas)

A 72 37,24 17,00 0,50 + 0,16

B 65 23,08 10,00 1,40 + 0,21

C 34 20,85 10,30 1,13 +0,21

D 35 13,40 8,40 2,11+ 0,20

E 52 26,74 12,00 0,19 0,19

*Rendimento médio em porcentagem em relagdo a massa seca, mais ou menos desvio padrdo. Legenda: DAP:
Diametro na Altura do Peito. Fonte: O autor (2023).

Através da tabela, observa-se que o individuo que mais rendeu 6leo essencial foi a
arvore D, uma das arvores mais novas do grupo em estudo, com 35 anos de idade e 13,40 cm
de DAP. Por outro lado, a arvore que apresentou o menor rendimento entre as 5, foi a arvore E
com rendimento médio de 6leo essencial de 0,19% e 52 anos de idade.

Diferente de rendimento, que consiste na quantidade de 6leo essencial produzido pela
planta, a tabela 6 nos mostra a area de pico de cada componente identificado nas amostras de
6leo essencial de O. odorifera. O pico de um determinado componente, mostra 0 quanto de

espaco aquele componente ocupa na amostra de éleo essencial.
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Para todas as arvores, o componente Safrol foi 0 que trouxe maiores valores de area,
variando de 2.351,78x10° até 5.327,79x10°, tendo a arvore “B” como destaque na produgao de
safrol. Seguidos do componente safrol, as maiores areas foram dos componentes canfora,

spatulenol, 10-epi-y-eudesmol, linalol e biciclogermacreno. Esses resultados podem ser vistos

na tabela 6.
Tabela 6 — Picos dos componentes em diferentes arvores.
A B C D E
Composto Area do pico (*10°)*
a-pineno 0,94c 22,31ab 21,42ab 25,42a 9,05abc
Canfeno 0,77d 87,54a 83,30abc 86,65ab 37,57ach
1-heptanol (PI) 25,15a 53,03a 23,37a 23,50a 21,75a
B-pineno 7,09d 29,80a 27,30abc 28,36ab 19,00bcd
B-mirceno 0,08d 30,20a 21,51abc 21,71ab 12,75bcd
a-felandreno 0,24d 23,69 17,47abc 18,70ab 6,53bcd
3-careno 0,04d 2,18a 1,65ab 1,36abc 1,04abcd
a-terpineno 0,09a 3,30a 1,73a 2,29a 1,32a
p-cimeno 2,66¢ 26,83a 24,32ab 20,66abc 16,57c
D-limoneno 5,23d 176,37a 137,57abc 142,71ab 84,42bcd
Eucaliptol 4,02¢ 6,71c 11,12abc 18,00a 18,00ab
y-terpineno 0,02d 1,39 1,00abc 1,27ab 0,73abcd
a-terpinoleno 1,30a 13,72a 9,47a 11,32a 8,35a
linalol 17,71c 36,08bc 39,24bc 71,30a 59,76ab
Canfora 0,12c 2156,40ab 1802,98abc 1619,39bc 2385,36a
Borneol 0,01c 4,06ab 2,90abc 2,95abc 4,36a
Terpinen-4-ol 0,17¢ 4,29ab 3,57abc 2,79bc 6,25a
a-terpineol 1,74a 38,88a 31,60a 30,24a 34,43a
Geraniol 0,09c 3,87ab 2,80bc 3,09bc 5,11a
Piperitona 0,04d 4,55ab 2,74abc 1,85bcd 5,11a
Safrol 5043,00ab 5327,79% 3047,74abc 3390,00abc 2351,78c
(-)-trans-cariofileno 5,58bc 9,80a 7,69ab 4,69c 4,84c
Biciclogermacreno 13,87c 41,68ab 22,09abc 47,97a 17,74c
Spatulenol 245,45a 156,26ab 92,34b 143,40b 114,71b
10-epi-y-eudesmol 245,453 156,85ab 112,15abc 17,63d 26,25bcd
Total 5803,24a 8518,31a 5472,98a 5819,61a 5247,12 a

*Média da area dos picos, calculada automaticamente pelo software usando a altura do pico (sinal elétrico) e o
tempo de retencdo da base, em minutos (n=3). Letras diferentes na mesma linha indica diferenca estatistica entre
as arvores de coleta e extracdo (Teste de Kruskal-Wallis e Dunn). Fonte: o autor (2023).
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Na figura 18, a correlacéo de Person representada € entre a &rea do pico do safrol com
a idade, apresentando um r = 0,66. O mesmo se repete para 0s demais componentes, 0s quais
obtiveram correlacdo positiva, com exce¢do do componente linalol, o qual apresentou uma
correlacdo negativa em relacdo a idade (r = - 0,67), ou seja, quanto maior a area do pico do
componente, menor € a idade da arvore.

Quando correlacionado a area do pico do componente com altura e DAP, ndo houve
relacdo, ou seja, a altura ou didmetro da arvore ndo influencia na quantidade de determinado
componente no dleo essencial. Para melhor avaliar esta relagdo, novos estudos sdo necessarios,

com a amostragem de um maior nimero de individuos.

Figura 16 — Correlacdo de Pearson com as variaveis idade e area do componente safrol,
r = 0,66 e valor-p = 0,007.
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Fonte: o autor (2023).
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Figura 17 — Correlacéo de Pearson com as varidveis idade e rea do componente Spatulenol,
r=0,67 e valor-p = 0,006.
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Fonte: o autor (2023).

Figura 18 — Correlacdo de Pearson com as variaveis idade e area do componente 10-epi-y-
eudesmol, r = 0,68 e valor-p = 0,004.
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Fonte: o autor (2023).
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Figura 19 — Correlacdo de Pearson com as variaveis idade e area do componente linalol,
r=-0,67 e valor-p = 0,006.
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Fonte: o autor (2023).

Confirmar as correlagdes entre area absoluta do pico do componente com a idade da
arvore é de extrema importancia, pois isso pode influenciar diretamente nas tomadas de
decisbes quando o assunto for explorar diferentes produtos pela presenca de diferentes
concentracdes de alguns componentes, como por exemplo 0s nossos componentes majoritarios,
pois se houver uma forte correlacdo, € possivel prever para exploracdo em larga escala, qual

componente esta mais concentrado em determinada idade do individuo.

5 CONCLUSAO

De acordo com os fatos abordados, a primavera se mostrou a estacdo mais interessante
para a extracéo de 6leo essencial das folhas de O. odorifera.

Para a regido de Rio do Sul — SC, os individuos estudados apresentaram maiores
contetdos de safrol e cAnfora em relagdo aos demais componentes, diferindo de outras regiGes
do pais.

A arvore B foi o individuo que apresentou maior producdo do componente safrol.

A arvore que apresentou maior rendimento de 6leo essencial foi a arvore D, com 34
anos de idade.

Para a exploracdo das &rvores, recomenda-se saber o destino do Oleo essencial.
Sabendo qual componente quimico interessa a fabricacdo de determinado produto, havera

indicacao de qual a melhor época de extragdo visando um componente isolado. Desta maneira,
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a sua purificacdo poderé ser menos onerosa. Para o safrol, especificamente, a melhor época de
extracao na regido estudada foi 0 més de janeiro, uma vez que € 0 més que menos produziu
canfora, o segundo componente mais abundante nas amostras de 0leo essencial das folhas de
O. odorifera.

A partir do coeficiente de correlacdo de Pearson, levantou-se a hipotese de que a idade
pode influenciar na area absoluta dos componentes do 0leo essencial, porém, para concluir se
a idade influencia ou ndo na quantidade de cada componente, sera necessario um estudo mais
aprofundado e com ao menos 30 individuos de sassafras.

Todos esses fatores podem contribuir para planejar e executar um manejo sustentavel
para os individuos nativos, promovendo a sua conservacdo e ao mesmo tempo rentabilizando

agricultores que contenham em suas propriedades, a espécie.
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