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RESUMO

Esse trabalho objetivou analisar o efeito da variagéo circadiana e da parte da planta sobre o rendimento e a composigao quimica
do 6leo essencial da espécie Melaleuca alternifolia Cheel. Para avaliar o efeito das variagbes climaticas diarias foram feitas
coletas nos periodos matutino e vespertino. As extragdes dos dleos essenciais foram realizadas pela técnica de destilagéo por
arraste de vapor separadamente das folhas e das folhas e ramos. A analise quimica visando a identificagdo e quantificagdo dos
compostos dos 6leos essenciais extraidos foi feita através da técnica de cromatografia gasosa e espectrometria de massa. Entre
os dois periodos analisados o turno da tarde mostrou ser mais propenso (0,48% vs 0,34%) para a producéo de 6leo essencial
na espécie, tendo maior rendimento e usando, como material, somente as folhas (0,47% vs 0,36%). Ja na composigao quimica
foi possivel observar que nao houve variagao significativa entre os periodos analisados, nem entre as composi¢des de amostras
enquanto o composto mais abundante foi o terpinen-4-ol.

Palavras-chave: ciclo circadiano, Melaleuca alternifolia, 6leo essencial

Yield and chemical composition of essential oil from
Melaleuca alternifolia Chell grown in Federal District, Brazil

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of circadian variation and plant part in yield and chemical composition of
essential oil from Melaleuca alternifolia Cheel. Leaves and entire bush were collected in the morning and afternoon. Afterwards,
the extraction was conducted using the steam distillation method. Chemical analysis for identification and quantification of
compound was run using gas-chromatography-mass spectrometry. According to the results, for yield the afternoon period was
considered the most suitable period for oil extraction (0.48% vs 0.34%) using only leaves (0.47% vs 0.36%). On the other hand,
for the chemical composition no difference was detected between day period and plant part.

Key words: circadian variation, Melaleuca alternifolia, essential oil



144

INTRODUGAO

A Melaleuca alternifolia Chell, conhecida comumente
como tea tree, ¢ uma planta da familia Myrtaceae nativa da
costa subtropical nordeste australiana (Silva et al., 2002)
muito conhecida e utilizada pelo homem. Apresenta aspecto
longelineo com tronco esbelto e folhas longas ¢ pontiagudas
que, com a quebra ou maceragdo, liberam substancias volateis.
Seu o6leo essencial foi descoberto por Penfold e Grant em 1920
(Rield, 1997), mas ha séculos os aborigenes utilizam suas
folhas maceradas para o tratamento antimicrobiano (Castro et
al., 2005).

O o¢leo essencial da espécie apresenta grande importancia
medicinal, possuindo comprovada acdo bactericida contra
varios patogenos humanos (Silva et al.,, 2002). Em virtude
de que esse dleo tem sido empregado principalmente como
principio ativo em produtos para infec¢do cutdnea (Carson
et al., 2006), como produtos antiacne. Esta caracteristica,
além do efeito antifingico e repelente (Silva et al., 2002)
lhe vem garantindo importancia comercial e hoje o consumo
desse 6leo esta disperso pelo mundo inteiro, sendo utilizado
em varios tipos de industria (Castro et al., 2005). Com o
desenvolvimento em plantios sabe-se que esse 6leo essencial
obtido em variedades cultivadas na Australia apresenta um 6leo
essencial com uma mistura complexa de aproximadamente
97 compostos, muitos dos quais ja foram identificados (Silva
et al., 2002). Os principais constituintes sdo o terpinen-4-
ol, 1,8-cineol, a-terpineno, y-terpineno, a-pineno, B-pineno,
a-terpineol, p-cimeno e alcoois sesquiterpenos, representando
cerca de 90% do 6leo (Brophy et al., 1989).

Como o 6leo essencial da M. alternifolia esta inserido e
estabelecido no mercado, muitas andlises foram feitas para
determinar o padrao de qualidade ideal que o 6leo da espécie
deve apresentar para ser comercializado. O padrao exigido para
a comercializagdo internacional do 6leo essencial de melaleuca
¢ definido por duas instituigdes: Standards Association
of Australian (AS 2782-85) e a International Standard
Organization (ISO - 4730, 1996). Ambas as normativas
estabelecem a qualidade comercial pelas concentragdes dos
seus compostos majoritarios, o terpinen-4-ol e 1,8-cineol, o
primeiro responsavel pela atividade antimicrobiana sendo que
sua concentragdo no o6leo essencial deve ser no minimo 30%
e o segundo componente, 1,8 cineol, que possui propriedades
irritantes a pele, deve ter uma concentragdo maxima de 15%.

A Australia ¢ o principal pais produtor do 6leo essencial
de M. alternifolia, concentrando os principais produtores
dominantes do mercado e as tecnologias de produgdo (Castro
et al., 2005). No Brasil a produgdo ainda ¢ pequena e diversas
indistrias que necessitam desta matéria-prima ou de seus
compostos isolados, tém adquirido o produto por importagao.

Além da produgdo do dleo essencial de M. alternifolia
ainda ser pequena no pais, ha poucos estudos sobre as variaveis
que podem afetar aspectos quantitativos e qualitativos desse
oleo em plantios brasileiros. Acredita-se que haja apenas uma
empresa produzindo 6leo de melaleuca em escala comercial no
Brasil, localizada no municipio de Vigosa, MG. A concentra¢ao
de metabolitos secundarios em plantas é controlada por
aspectos genéticos e também pelas interagdes entre o genotipo
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e o ambiente (Silva et al., 2002) variando conforme as
condigdes climaticas (Galdino et al., 2006), a concentracdo
de nutrientes no solo (Mapeli et al., 2005), a época de coleta
no ano (Castelo et al. 2012), o que também ocorre com a
produgdo do 6leo essencial na planta. Silva (2001) estudou
alguns dos possiveis aspectos externos que podem influenciar
na produgo dos dleos essenciais de M. alternifolia cultivada
em Minas Gerais, analisando o efeito do clima ¢ a influéncia
do ciclo circadiano. As variagdes ambientais que ocorrem ao
longo do ano e ao longo do dia, entre elas na taxa de umidade
relativa do ar e na insolagdo, podem afetar o comportamento
das plantas produtoras de dleos essenciais alterando o padrao
de sua producao natural. Diante do exposto, este trabalho teve
como objetivo analisar o efeito da varia¢do circadiana e de
partes da planta sobre o rendimento ¢ a composi¢do quimica
do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.

MATERIAL E METODOS

Coleta de Material e Extraciao do Oleo

O material utilizado foi coletado em um campo experimental
daregido do Gama, DF, proxima a Brasilia. Para analisar o efeito
das variagdes circadianas a coleta do material foi realizada em
dois dias diferentes em uma mesma semana. Foram coletadas
amostras de 12 individuos no periodo da manha (8:30) do dia
26 de outubro de 2009 e amostras de outros 12 no periodo da
tarde (18:00) do dia 28 de outubro de 2009, totalizando 24
individuos. Dados meteorolégicos fornecidos pelo INMET
(www.inmet.gov.br) indicaram precipitacdo média de 6,4 mm
dia™!, temperatura variando de 17,4 °C a 29,6 °C, URA média
de 72% e insolacao de 4,1 h dia™! durante o periodo da coleta.
A selecdo das plantas amostradas foi feita de forma aleatoria,
sendo selecionados aqueles que apresentavam altura entre 2,5
e 3,0 m e aspecto saudavel.

As amostras de folhas frescas foram acondicionadas
¢ extraidas no Laboratério de Produtos Florestais Néo-
Madeireiros, localizado na Fazenda Agua Limpa da
Universidade de Brasilia. Devido a distancia entre o laboratdrio
e a area de coleta, metade do material foi utilizado no mesmo
dia para a extragdo do dleo essencial e a outra metade foi
armazenada em camara fria (10 °C, 50% UR) por um dia, para
completar o restante das extragdes.

Extracao dos 6leos essenciais

A extragdo foi dividida em duas partes: a primeira foi feita
com o material coletado pela manha (M), sendo que do total
de 12 individuos foram separados 6, para a analise do 6leo
essencial contido somente nas folhas (Fol) e 6 para a analise do
o6leo contido nas folhas e ramos dos individuos (Arv); o mesmo
processo foi feito para o material coletado no periodo da tarde
(T). A extragao dos 6leos foi feita por destilagdo com arraste de
vapor, através de um equipamento modelo LINAX D1 (volume
da dorna de 1600 mL), durante 90 min, tempo necessario para
a obtengdo de 900 mL de hidrolato; em seguida, na separagao
da fragdo orgénica do hidrolato foi utilizado solvente organico
acetato de etila. Para a remogao de qualquer trago de umidade
final, as amostras de 6leo essencial foram secadas utilizando-se
sulfato de sodio (Na,SO,) e anidro e armazenadas ao abrigo da
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luz até sua analise. Informagodes adicionais sobre a separa¢ao
e a secagem podem ser obtidas em Castelo et al. (2010) O
rendimento de dleo essencial foi calculado através da relacao
de massa de 6leo encontrado com a massa de material vegetal
utilizado.

Para a quantificacdo dos compostos quimico, uma amostra
de 6leo essencial de cada tratamento (100 puL) foi dissolvida
em 1,5 mL de diclorometano. A analise foi realizada em
cromatografo a gas, Agilent modelo 6890N, equipado com
detector de ionizagdo por chama, operado a 280 °C, ¢ uma
coluna capilar HP5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 mm), utilizando-
se hidrogénio como gas carreador (1,5 mL min™). Foi injetado
1,0 mL de uma solucdo a 1% do 6leo em diclorometano, em
injetor aquecido a 250 °C operando no modo com divisao de
fluxo (1:100). A programagdo de temperatura do forno foi de
60 a 240 °C, a uma taxa de aquecimento de 3 °C min™.

Para a identificagdo dos compostos de cada uma das
amostras, foram preparadas sub-amostras contendo 10 pL de
oleo essencial diluido em 1,5 mL de diclorometano. Para a
quantificagdo, foram utilizados os valores de area normalizada,
expressos em porcentagem. Os espectros de massa foram
obtidos em sistema Agilent 5973N, equipado com uma coluna
capilar HPSMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), utilizando-se
hélio como gas carreador (1,0 mL min'), nas mesmas condi¢des
utilizadas acima. O detector foi operado no modo impacto
de elétrons, com energia de ionizagdo de 70 eV. Os indices
de retencao foram calculados apds a injecdo de uma série de
n-alcanos, nas mesmas condi¢des utilizadas para as amostras.
A identificagdo dos constituintes do dleo foi realizada por
comparac¢ao dos indices de retenc¢ao calculados com valores da
literatura (Adams, 2001), padrdes dos compostos majoritarios
e pela comparacdo dos espectros de massa obtidos com aqueles
da biblioteca Wiley (6* Edigdo).

ResuLTADOS E DiscussAo

Rendimento

Pela analise de variancia do rendimento de 6leo essencial
(Tabela 1) observam-se diferenga significativa nos turnos de
coleta e material quando considerados isoladamente, mas que,
para interacdo entre eles, ndo foi verificada diferenca estatistica
alguma. Os fatores detectados como significativos pelo teste de
F foram desdobrados e analisados separadamente pelo teste de
Tukey (Tabelas 2 e 3).

Tabela 1. Andlise de variancia para o rendimento dos fatores turno, material
e suas interagdes

FV GL SQ oM F
Turno 1 0,1190 0,1190 8,36
Material 1 0,0630 0,0630 443"
Turno x Material 1 0,0330 0,0330 2,32Ns
Tratamentos 3 0,2150 0,0717 5,03
Residuo 20 0,2847 0,0142
TOTAL 23 0,4998

** significativo a 1% de significancia (p < 0,01); * significativo a 5% de significancia (0,01 < p < 0,05)
NS ngo significativo (p > 0,05), pelo teste de F

Para o fator turno observou-se que plantas coletadas no
periodo da tarde obtiveram rendimentos superiores aquelas
coletadas pela manha (Tabela 2) resultado que difere do
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Tabela 2. Comparagéo entre médias do rendimento de dleo essencial para
os dois turnos de coleta

Turno Rendimento (%)
Manhé (M) 0,34 b
Tarde (T) 0,48 a

Letras diferentes diferem estatisticamente, teste de Tukey (p < 0,05)

Tabela 3. Comparagdo entre médias do rendimento percentual de o6leo
essencial obtido para os diferentes materiais vegetais utilizados para
extracéo

Material Rendimento (%)
Folhas (Fol) 047a
Folhas + Galhos filhos (Arv) 0,36 b

Letras diferentes diferem estatisticamente, teste de Tukey (p < 0,05)

obtido por Silva (2001) ao verificar um rendimento maior
em plantas coletadas pela manha, no estado de Minas Gerais.
Essa diferenca pode ser atribuida as diferentes condigdes
de solo, clima, temperatura ¢ entre as regides. Quanto ao
material, nas extragdes em que se utilizaram apenas as folhas
o rendimento de 6leo essencial foi superior quando comparada
a que utilizou folhas e galhos finos das plantas (Tabela 3).
Resultados semelhantes também foram observados por Silva
(2001) que verificou, para os galhos finos, uma quantidade
de dleo essencial muito inferior a das folhas. Lemos (2008)
destaca, ainda, que ndo apenas o tipo de material, mas também
a forma com que este material ¢ processado influenciam no
seu rendimento. Embora seja de amplo conhecimento de que
os Oleos essenciais podem estar presentes em qualquer parte
da planta, ¢ nas folhas que mais usualmente sdo encontrados
¢ estudados. Ademais, as estruturas produtoras presentes nas
folhas parecem ser mais frageis que aquelas presentes em
outras partes, o que facilita a ruptura e o arraste do 6leo pelo
vapor de agua e assim, consequentemente, aumentando o
rendimento.

Além do efeito das variagdes ambientais que ocorrem ao
longo do dia, o rendimento pode ainda variar bastante, em
funcdo da época de coleta do material, entre épocas de chuva
e seca, por exemplo. O presente trabalho foi realizado no
Distrito Federal, no més de novembro, sendo um periodo de
chuva na regido e com isto resultados diferentes poderdo ser
encontrados quando avaliados esses mesmos itens na estacao
da seca. Silva et al. (2002) estudaram a influéncia do regime
hidrico sobre o rendimento de 6leo essencial de M. alternifolia
cultivada em condig¢des de solo e clima no Brasil e observaram
que o rendimento do 6leo essencial € diretamente proporcional
ao teor de matéria seca, ou seja, que o déficit hidrico ocasiona
menor producdo de biomassa em fung¢do das condi¢des
desfavoraveis a sua producdo e, em consequéncia, ha um
rendimento menor na extragdo do o6leo. Aliando o fato de a
espécie ser encontrada naturalmente em regides pantanosas e
perto de rios (Silva et al., 2002), periodos mais tmidos ¢ com
alta taxa de pluviosidade possivelmente sdo melhores para a
produgdo quantitativa do o6leo essencial de M. alternifolia.

Silva et al. (2003) relatam que o rendimento do oleo
essencial extraido através de hidrodestilagdo variou de 1,09 a
1,37% em relagdo a massa fresca, assim como Beylier (1979)
que também relata percentuais por volta de 1 a 3% em relagdo
a massa fresca. Contudo, ndo foram encontrados, na literatura,
dados sobre o rendimento do 6leo da espécie obtido através
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da técnica de destilacdo por arraste de vapor e, deste modo,
a relacdo entre os rendimentos encontrados em trabalhos que
utilizaram outras técnicas, ndo possibilita uma comparagio
precisa.

Identificacdo e quantificacido dos constituintes

Na analise de variancia para a qualidade do 6leo essencial de
M. alternifolia, observa-se que houve diferengas significativas
apenas nas concentragdes dos compostos majoritarios € nao
ocorreu diferenga estatistica significativa entre os tratamentos
testados (Tabela 4).

Tabela 4. Quadro de andlise de variancia para a qualidade do dleo essencial
analisando-se os tratamentos e as concentragdes dos constituintes
majoritarios

FV GL SQ QM F
Constituintes 7 12714,5 1816,3 630,99*
Tratamentos 3 17,6 58 2,04Ns
Const. x Trat. 21 84,9 4,04 1,41Ns
CV (%) 18,01

* significativo a 5% de significancia (p < 0,05); " n&o significativo (p > 0,05), pelo teste de F

Na andlise das 12 amostras do o6leo essencial foram
identificados os seguintes compostos majoritarios: a-terpineno
(7,1%), p-cimeno (5,5%), limoneno (1,1%), 1,8-cineol (1,4%),
y-terpineno (18,2%), a-terpinoleno (3,0%), terpinen-4-ol
(36,6%) e a-terpineol (2,5%). Os valores percentuais de cada
composto representam as médias relativas obtidas entre todas
as amostras analisadas e foram considerados componentes
majoritarios apenas aqueles cuja concentragdo estava acima de
1% (Tabela 5).

Tabela 5. Concentragbes médias dos oito constituintes majoritarios nos
quatro tratamentos analisados

Constituintes Tratamentos Médi
majoritirios ArvM__ArvT _ FolM __ FoIT cdias
o-terpineno 71a 75a 61a 7,7a 71
para-cimeno 56a 51a 6,6a 47a 55
limoneno 12a 11a 11a 10a 11
1,8-cineol 19a 1,6a 1,2a 0,7a 1,4
y-terpineno 18,3a 18,6 a 16,7 a 19,2a 18,2
o-terpinoleno 30a 32a 28a 30a 3,0
terpinen-4-ol 359bc  375ab 330c¢ 40,1a 36,6
a-terpineol 25a 25a 23a 26a 25

Médias seguidas de letras iguais na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (p > 0,05). Tratamentos: ArvM — folhas + galhos/periodo da manha; ArvT - folhas +
galhos/periodo da tarde; FolM — folhas/periodo da manh; FolT - folhas/periodo da tarde

De acordo com os resultados obtidos e se observando as
normas da ISO 4730 que normatiza o padrdo de qualidade
internacional para o 6leo da M. alternifolia, o 6leo produzido
nas condi¢des do Distrito Federal atende aos padrdes minimos
de qualidade (Tabela 5), com valores de terpinen-4-ol variando
entre 33 a 40,1%, ou seja, estando dentro do necessario para a
qualidade comercial desse dleo essencial, que ¢ determinada
pela quantidade dos compostos terpinen-4-ol e 1,8-cineol,
que devem apresentar entre 30-48% e maximo 15%,
respectivamente.

Os valores obtidos neste trabalho para a composi¢do do
oleo essencial de M. alternifolia, foram similares aqueles
obtidos por Silva et al. (2002) nas condig¢des de clima e solo, no
estado de Minas Gerais. Quanto aos tratamentos testados nao
foi observada diferencga estatistica entre os periodos de coleta
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(manha e tarde) nem entre as partes da planta analisadas (planta
inteira e parte aérea), sendo que a concentragdo da maioria
dos compostos permaneceu constante. Entretanto, observou-
se diferenca significativa na concentragdo de terpinen-4-ol no
oleo essencial extraido da parte aérea em plantas coletadas
no periodo da tarde, apesar da diferenca no percentual do
composto ter sido muito sutil e estatisticamente foi igual a
concentragdo obtida quando extraido o 6leo da arvore inteira.
De modo analogo, pode-se inferir que, ao analisar apenas a
concentragdo dos compostos, ndo ¢ viavel economicamente o
produtor de 6leo essencial separar a parte aérea do restante da
planta pois a qualidade do dleo sera a mesma.

Corroborando com as analises de rendimento de odleo
essencial (Tabela 3), a maior concentragdo de terpinen-4-ol
observada naquelas amostras extraidas no periodo da tarde,
pode ser atribuida, provavelmente, a diferenca das condigoes
climaticas na hora da coleta, como a porcentagem de umidade
relativa do ar e a incidéncia de insolacdo. Segundo Homer et
al. (2000), as condicdes climaticas afetam substancialmente o
teor de 6leo essencial na planta mas nem sempre influenciam
na sua composigao.

Analisando os aspectos quantitativos e qualitativos da
extragdo do oOleo essencial de M. alternifolia no Distrito
Federal, verifica-se a possibilidade de producao do 6leo sob as
caracteristicas ambientais da regido no periodo de chuva. O 6leo
produzido atende aos padrdes exigidos e que, através de tratos
culturais e introdugdo e avaliagdo de outros materiais genéticos,
os resultados da qualidade do 6leo podem ser ainda melhores.
Analises sobre o comportamento da produg@o do dleo essencial
da espécie em outras épocas do ano sdo importantes para se
avaliar o padrao de produgdo, ao longo do ano na regido.

CONCLUSOES

A coleta do material para extragdo no periodo da tarde
produziu um rendimento maior de oOleo essencial, em
comparag@o com o material coletado na manha. O rendimento
foi maior também quando a extragdo foi feita utilizando-
se apenas as folhas, mas nao foram verificadas diferengas
significativas na composi¢do quimica do 6leo com relagdo
ao periodo de coleta ¢ a parte da planta. O 6leo essencial
produzido, independente do periodo da coleta e da parte da
planta utilizada, apresentou rendimento e qualidade em
conformidade com as normas internacionais que estabelecem
padrdes para o 6leo de Melaleuca alternifolia Cheel bem como
quando comparado com os valores obtidos na literatura.
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