, UNIVERSIDADE FEDERAL DO OESTE DO PARA ,
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO E INOVAGAO TECNOLOGICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM RECURSOS NATURAIS DA AMAZONIA

VARIABILIDADE QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE ESPECIMES INDICADOS COMO
PAU-ROSA (Aniba rosaeodora Ducke) DO OESTE DO PARA

DIANA REGO AMAZONAS

Santarém, Para
Marco, 2012



DIANA REGO AMAZONAS

VARIABILIDADE QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE ESPECIMES INDICADOS COMO
PAU-ROSA (Aniba rosaeodora Ducke) DO OESTE DO PARA

ORIENTADORA: DRA ROSA HELENA VERAS MOURAO
CO-ORIENTACAO: DR. LAURO EUCLIDES SOARES BARATA
DRA. LYDIA FUMIKO YAMAGUCHI

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal do
Oeste do Pard — UFOPA, como parte dos requisitos
para obtengdo do titulo de Mestre em Recursos
Naturais da Amazbnia, junto ao Programa de Pds-
Graduacdo Stricto Sensu em Recursos Naturais da
Amazonia.

Area de Concentragfo: Bioprospeccdo e Manejo
de Recursos Naturais da Amazonia.

Santarém, Para
Marco, 2012



Dados Internacionais de Catalogag¢&o-na-Publicagéo (CIP)
Sistema Integrado de Gestao da Informacéo — SIGI/UFOPA

A284v  Amazonas, Diana Régo
Variabilidade quimica e atividade antimicrobiana de espécimes
indicados como pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) do oeste do Paréa. /
Diana Régo Amazonas. — Santarém, 2012.
70 f.: il
Inclui bibliografias.

Orientadora: Rosa Helena Veras Mourdo; Co-orientador: Lauro Euclides
Soares Barata; Lydia Fumiko Yamaguchi.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal do Oeste do Para, Programa
de P6s-Graduagdo em Recursos Naturais da Amazénia. Santarém, 2012.

1. Aniba duckei — Composig&o — Esséncias e 6leos essenciais. 2. Lauraceae
— Santarém (PA). 3. Extrativismo vegetal. 4. Floresta Nacional do Tapajos
(PA). 5. Reserva Extrativista do Tapajés-Arapiuns (Brasil). I. Mourdo, Rosa
Helena Veras, orient. II. Titulo.

CDD: 21 ed. 583.2309811



VARIABILIDADE QUiMICA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE ESPECIMES INDICADOS COMO
PAU-ROSA (Aniba rosaeodora Ducke) DO OESTE DO PARA

Esta dissertagdo foi julgada adequada para obtengdo do Titulo de Mestre em Recursos
Naturais da Amazonia, Area de concentragio: Bioprospecgdo e Manejo de Recursos Naturais
da Amazonia. Aprovada em sua forma final pelo Programa de Pos-Graduagdo Stricto Sensu
em Recursos Naturais da Amazdnia — PGRNA, nivel de mestrado, da Universidade Federal
do Oeste do Para — UFOPA, em 23 de margo de 2012.

Profa. Dra. Rosa Helena Veras Mourdo
Coordenadora o PGRNA
Apresenta 2 Comiss@o integrada pelos Professores:

L P
Prof. Dr. P o Barbosa Sampaio
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia — INPA e Umvers1dade do Estado do Amazonas — UEA

.
N
\
AN

\ /

Prof. Dr. Troy Patnck Beldini
Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA
Examinador 02

/</LL&/ L ﬁm@v@%\

‘Profa. Dra. Kelly Christina Ferreira Castro
Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA
Examinador 03

¥

Profa. Dra. Rf)sa Helena Veras Mourido
Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA
Orientadora

Ly

Prof. Dr. Lauro Euclides Soares Barata
Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA e Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
Co-orientador

éd/a BRI e LQ\

(] Dra. Lydia Ffiko Yamaglchi
Universidade de Sdo Paulo — USP

Co-orientadora

Santarém, Marco, 2012



Ao0s meus pais, Rosinaldo e Nelma, pelo incentivo aos estudos e por confiar
nas minhas escolhas, as minhas irmas, Daniela e Denise, e a0 meu
namorado Mauro, por todo amor e apoio durante essa jornada.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Rosa Mourao, pela orientacio e dedicacio a esta pesquisa, articulando todas as
etapas para elaboracdo do trabalho, e por acreditar na minha capacidade em fazé-lo, sendo
compreensiva com minhas falhas e ensinando a corrigi-las. E também, pela amizade e estima.

Ao Prof. Dr. Massuo Kato, por abrir as portas de seu laboratério mesmo conhecendo minhas
limitagdes na area quimica, confiando o uso de equipamentos e contribuindo fortemente para
minha formacéo e crescimento académico.

A Dra. Lydia Yamaguchi, pela disponibilidade em me acompanhar e orientar,
principalmente durante as analises quimicas, e por todo cuidado e preocupacdo durante minha
estada em S&o Paulo.

Ao Prof. Dr. Lauro Barata, pela co-orientacdo, ensinamentos, e pelas contribuicdes ao
estudo do pau-rosa.

A Thuanny Castro, por ter contribuido efetivamente com os resultados desta pesquisa, desde
as coletas até os testes de atividade bioldgica.

Ao Celso de Oliveira Junior, por todo auxilio durante o processo de padronizacdo da
metodologia para as andlises quimicas, e também, pelo apoio e acolhimento quando cheguei
ao 1Q da USP, sempre muito compreensivo e paciente com minhas dificuldades.

A Sandra Sarrazin, pelas contribuices e orientacio nos testes de atividade antimicrobiana.

Ao Prof. Dr. Ricardo de Oliveira, por contribuir e fazer parte, efetivamente, de minha
formacdo académica desde a graduacdo e iniciacdo cientifica, sempre repassando valiosos
conhecimentos e sugestdes para meu amadurecimento como pesquisadora.

Aos integrantes do grupo BIRNA e membros do Laboratério de Bioprospeccdo e Biologia
Experimental — LabBBEX, que nesses dois anos estiveram ajudando, de uma forma ou de
outra, para a realizacdo deste trabalho, principalmente aqueles que fizeram parte do mutirdo
para processamento do material vegetal. Sem a ajuda de vocés eu néo teria conseguido. Em
especial, a Juliana Raposo, sempre prestativa e disposta a responder minhas incansaveis
perguntas, e as bolsistas Adrielle Bezerra e Leomara Andrade, que foram companheiras em
viagens de campo. Sem duvida, todos vocés foram fundamentais para a obtencdo deste titulo.

Aos professores, membros da banca examinadora, Prof. Dr. Paulo de Tarso Sampaio, Prof.
Dr. Troy Beldini e Profa. Dra. Kelly Castro, que gentilmente aceitaram o convite para ler este
manuscrito e contribuir para seu aperfeicoamento.

Aos demais professores da UFOPA e da PGRNA que estiveram ligados & minha formacéo,
por todo conhecimento transmitido e ajuda durante algumas duvidas e questionamentos. Em
especial, aqueles que em algum momento discutiram aspectos desta pesquisa, como 0S
Professores Troy Beldini, Luis Reginaldo, Marcos Prado, Socorro Mota e Pedro Dias.

Ao Dr. Jodo Batista Baitello pela identificacdo botanica da espécie.



Ao IBAMA e ICMBIo, em nome de Darlison Andrade, pela autorizacdo do estudo e coleta
nas Unidades de Conservacao.

Ao Juliano Gallo, pela disponibilidade em preparar 0 mapa de localizacdo das arvores e por
me auxiliar na interpretacdo dos resultados da analise de solo.

Aos meus colegas de turma, que durante o mestrado, através do conhecimento de seus
projetos de pesquisa, ensinaram-me assuntos diversos, compartilhando conhecimentos acerca
dos recursos naturais da Amazonia. Aqui quero destacar Paulo Bentes, Wilderclay
Machado, Irislene Pereira, Fabiane Campos, Fabio Guerra, Helton Lameira, Jonas da
Paz, Euclides Gomes e Josué Linhares. E em especial, a VValéria Mourao, que além da
troca de conhecimento, esteve acompanhando meu trabalho desde o inicio, dando muita forca
através de sua amizade e ajudando no que fosse possivel.

Ao grupo de pesquisa do Laboratério de Quimica de Produtos Naturais — LQPN, pela
receptividade e aprendizado, em especial, além dos ja citados, a Yasmin Gutierrez por
dividir gentilmente sua bancada e materiais de consumo, ao Fabio Chaves que me auxiliou
com o cromatografo gasoso e ao Mauro Vicentini, que contribuiu substancialmente para meu
entendimento acerca das metodologias analiticas.

A APRUSPEBRAS e 8 COOMFLONA, Associacido e Cooperativa que representam 0s
comunitarios das Unidades de Conservacéo, por todo auxilio prestado durante as coletas, com
destaque para o Sr. Raimundo, Joel e Neuton, sem 0s quais eu ndo teria conseguido material
suficiente para as analises.

Aos o6rgdos financiadores, CAPES, CNPq, FAPESPA, FAPESP e & Pro-Reitoria de
Pesquisa, Pés-Graduacdo e Inovacdo Tecnolégica — PROPPIT da UFOPA, pelo apoio
financeiro, tornando possivel esta pesquisa.

Aos funcionarios e técnicos da UFOPA e da USP que auxiliaram, de alguma maneira, a
producdo deste trabalho. Em especial a0 Marcos Archilha pelas anélises de RMN *H.

A Leijiane, SAmella e Beatriz, pelo companheirismo e auxilio durante o tempo em que fiquei
em S&o Paulo. VVocés foram minha familia neste periodo. Muito obrigada por tudo!

E a todos aqueles ndo mencionados que de alguma forma ajudaram para a realizacdo desta
pesquisa, meus sinceros agradecimentos.



Vi

“Cada planta tem centenas de substancias e uma delas
pode ser mais importante do que uma galaxia”.

Otto R. Gottlieb



vii

AMAZONAS, Diana Régo. Variabilidade quimica e atividade antimicrobiana de
espécimes indicados como pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) do Oeste do Paréa. 69 p.
Dissertacdo de mestrado em Recursos Naturais da Amazonia. Area de concentracio:
Bioprospecgdo e Manejo de Recursos Naturais da Amazoénia — Programa de Pds-Graduagéo
em Recursos Naturais da Amazonia. Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA.
Santarem, 2012.

RESUMO

Identificar a ocorréncia de espécies ameacadas de extingdo é de grande importancia para
garantir a perpetuacdo da diversidade genética contida em populacbes remanescentes.
Propostas para manejo e conservacdo de uma espécie ameacada s6 irdo surgir a partir da
identificacdo de exemplares em seu habitat natural. O pau-rosa, Aniba rosaeodora Ducke
(Lauraceae), encontra-se na lista oficial de espécies ameacadas de extingdo desde 1992,
principalmente devido ao corte das arvores para extracdo do Oleo essencial (OE), o qual tem
importancia econdmica para a regido, sendo matéria-prima para a composi¢do do famoso
perfume francés Chanel N° 5. O uso de OEs e fragrancias € comum em qualquer lugar do
mundo, e as propriedades medicinais desses Oleos podem variar dependendo de alguns
fatores, como condigdes ambientais e composicdo quimica, podendo ter funcdo
bacteriostatica, antisséptica, anti-inflamatéria, anticoagulante, analgésica, dentre outras.
Unidades de Conservacdo (UCs), do Oeste do Para, constituem areas com ocorréncia natural
de pau-rosa. A dificuldade em identificar botanicamente representantes de A. rosaeodora leva
a exploracdo de outras espécies com caracteristicas morfologicas semelhantes. Dessa forma,
este estudo teve como objetivo analisar a composicdo quimica e a atividade antimicrobiana do
OE de duas popula¢des indicadas como pau-rosa, localizadas nas UCs Floresta Nacional do
Tapajos (FLONA) e Reserva Extrativista Tapajds-Arapiuns (RESEX), e também, comparar o
perfil metabolico entre essas populacfes através da analise de seus extratos brutos, usando
métodos analiticos como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H). Essas técnicas, associadas & anélise multivariada, indicaram
significativa divergéncia quimica entre as populacfes. A partir da comparacdo dos resultados
obtidos neste estudo com os dados existentes na literatura para A. rosaeodora, verificou-se
que as arvores da FLONA apresentaram perfil quimico semelhante ao ja descrito em diversos
trabalhos, enquanto que as da RESEX fugiram ao padrdo quimico registrado para a espécie. O
OE de ambas as populacbes apresentou atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes,
Klebsiella pneumoniae e Candida albicans. Porém, os OEs nao foram ativos contra a cepa de
Pseudomonas aeruginosa. O OE da FLONA teve atividade significativamente superior ao da
RESEX para alguns dos microrganismos ensaiados, podendo este resultado ser atribuido ao
maior teor de linalol no OE da FLONA que foi de 83,5% quando comparado ao da RESEX,
de 39,6%.

Palavras-chave: Lauraceae, Oleo Essencial, Linalol, Metabdlitos Secundarios, Amazénia.
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ABSTRACT

Identification of the occurrence of endangered species is of great importance to ensure the
perpetuation of the genetic diversity contained in remaining populations. Proposals for
management and conservation of an endangered species will only arise from the identification
of specimens in their natural habitat. The rosewood tree, Aniba rosaeodora Ducke
(Lauraceae), is on the official list of endangered species since 1992, mainly due to cutting of
trees for extraction of the essential oil (EO), which is of economic importance to the region
and used as raw material for the composition of the famous French perfume Chanel N° 5. The
use of EOs and fragrances is common throughout the world, and its medicinal properties may
vary depending on factors such as environmental conditions and chemical composition, which
may have function as bacteriostatic, antiseptic, anti-inflammatory, anti-coagulant, analgesic,
among others. The protected areas that are cited in this study, have natural populations
indicated as rosewood. The difficulty in botanically identifying representatives of A.
rosaeodora leads to the exploitation of others species with similar morphological
characteristics. This study aimed to analyze the chemical composition and antimicrobial
activity of the EO from two populations indicated as rosewood, located in the protected areas
Floresta Nacional do Tapajos (FLONA) and Reserva Extrativista Tapajos-Arapiuns (RESEX)
in Western Para. Additionally, this study compared the metabolic profile among these
populations through analysis of their crude extracts, using analytical methods such as Gas
chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS), High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) and Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR). These techniques, coupled
with multivariate analysis indicated significant chemical difference between the populations.
Comparing the results obtained in this study with the data existent on the literature for A.
rosaeodora, it was found that the trees of the FLONA showed chemical profile similar to that
previously described in several studies, whereas that of the RESEX not followed the chemical
pattern recorded for the specie. The EO of both populations showed antimicrobial activity
against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans. However, the EOs were
not active against a strain of Pseudomonas aeruginosa. The EO of the FLONA had activity
significantly greater than that of the RESEX for some of the microorganisms tested, this result
can be attributed to the higher concentration of linalool in the EO of the FLONA which was
of 83.5% when compared to of the RESEX, of 39.6%.

Keywords: Lauraceae, Essential Oil, Linalool, Secondary Metabolites, Amazon.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Amazoénia oferece grande potencial econébmico através de produtos florestais nao
madeireiros (PFNM). Um exemplo sdo os 06leos essenciais (OEs) também conhecidos por
6leos volateis, resultantes do metabolismo secundério de plantas aromaticas, dentre as quais,
podemos citar o pau-rosa, Aniba rosaeodora Ducke, sinonimia botanica A. duckei Kosterm. e
A. rosaeodora Ducke var. amazonica Ducke, pertencente a familia Lauraceae.

Aniba rosaeodora apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorre no Brasil, Guiana
Francesa, Suriname, Guiana, Venezuela e Peru (KUBITZKI E RENNER, 1982). No entanto,
no Brasil, as maiores populacfes encontram-se restritas a Amazonia Ocidental, possuindo
atualmente uma densidade populacional muito baixa, menos de duas por hectare, e
regeneracdo natural de populagdes nativas bastante restrita (MITJA E LESCURE, 2000). A
espécie alcangcou notorio destaque no mercado nacional e internacional, principalmente no
ramo da perfumaria, devido a presenca do linalol que constitui aproximadamente 76 a 85% de
seu Oleo essencial (MORS et al., 1957; MAIA et al., 2007).

O extrativismo predatério do pau-rosa, caracterizado pelo corte da planta-matriz
(SANTANA et al., 2008) vem ocorrendo desde 1927 para obtengdo do OE da madeira
(MORS et al., 1957), ameacando a espécie de extincdo (IBAMA, 1992) e fazendo-a entrar em
2010 para o anexo Il da Convencdo sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e
Fauna Selvagens Ameacadas de Extin¢do — CITES (CITES, 2010).

Quanto as divergéncias taxondmicas de A. rosaeodora, pesquisadores como Gottlieb e
colaboradores (1964) ja levantavam questionamentos sobre a identificacdo de algumas
variacdes da espécie, como pau-rosa italba e pau-rosa imbadba. Outros, preocupados com 0
desaparecimento da espécie, propuseram a extracdo do OE a partir de folhas e ramos como
alternativa para evitar o corte das arvores (MAY E BARATA, 2004).

Além disso, atividades farmacoldgicas de espécies do género Aniba tém sido relatadas,
tais como o efeito sedativo de A. rosaeodora (ALMEIDA et al., 2009), a atividade contra
nematodeos de A. canelilla, A. duckei e A. hastmanniana (GOULART, et al., 1975), efeito
ansiolitico em A. riparia (MELO et al., 2006), atividade antiespasmodica de A. canelilla
(MAIA et al., 2003), atividade larvicida de A. duckei (SOUZA et al., 2007), atividade
antimicrobiana de A. riparia (BARBOSA et al., 1988) e atividade antifingica de Aniba
rosaeodora (SIMIC et al., 2004). Os constituintes quimicos presentes em 6leos essenciais tém

demonstrado diferentes atividades farmacoldgicas. De maneira geral, cerca de 60% desses



6leos possuem propriedades antifingicas e 35% exibem propriedades antibacterianas
(BHAVNANI E BALLOW, 2000).

Diante do exposto acima, aliado ao fato do pau-rosa ser considerado um dos principais
produtos florestais ndo madeireiros da Amazonia brasileira, principalmente, por se tratar de
uma espécie nativa e seu OE ser exportado apenas pelo estado do Amazonas (SOUZA, 2010)
e ainda, adicionado a confusdo para identificacdo de A. rosaeodora em areas remanescentes, 0
presente trabalho teve como objetivo analisar o rendimento, a composi¢cdo quimica dos OEs,
comparar o perfil metabolico de extratos brutos, e também, a atividade biologica dos 6leos
volateis através de ensaios antibacteriano e antifingico de duas populacGes indicadas como
pau-rosa, com ocorréncia em Unidades de Conservacao localizadas no Oeste do Para.

Os resultados deste estudo poderdo, ainda, contribuir para aumentar o conhecimento
acerca de uma planta da Amazoénia brasileira, visando a utilizacdo sustentavel dos recursos da
floresta. Além do mais, a atividade antimicrobiana tem sido a base de vérias pesquisas, pois
doencas infecciosas sdo responsaveis por aproximadamente um terco das causas de
mortalidade no mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento (SILVA E
FERNANDES JUNIOR, 2010). Este aspecto assume relevancia devido ao aumento da
resisténcia de algumas bactérias frente aos antibidticos mais comuns (ADAM, 2002).

A apresentacdo deste trabalho estd de acordo com as normas do Programa de Pos-
Graduacgdo em Recursos Naturais da Amazonia da Universidade Federal do Oeste do Para. A
dissertacdo esta dividida em: REVISAO BIBLIOGRAFICA, a qual aborda aspectos
relevantes sobre a familia Lauraceae, a espécie Aniba rosaedora e seu 6leo essencial, além de
aspectos gerais a respeito das Unidades de Conservacdo FLONA do Tapajés e RESEX
Tapajos-Arapiuns, onde foram selecionadas as areas de estudo. Adicionalmente, aborda
conhecimento introdutério sobre andlise do perfil metabdlico associada a estatistica
multivariada, usada como uma das metodologias deste trabalho, seguida dos OBJETIVOS
geral e especificos.

A METODOLOGIA e os RESULTADOS, assim como a CONCLUSAO, estéo no
capitulo T apresentado em forma de artigo cientifico intitulado: “Variabilidade quimica e
atividade antimicrobiana de espécimes indicados como pau-rosa (Aniba rosaeodora
Ducke) do Oeste do Para”, de acordo com as normas da revista QUIMICA NOVA que se
encontra em anexo neste documento e disponivel no site <http://www.scielo.br/revistas/qn/
pinstruc.htm>. E por fim, a SINTESE INTEGRADORA que consiste na fase de reflexdo do

processo de investigacao.



1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Familia Lauraceae

A familia Lauraceae pertence a divisdo Magnoliophyta e abrange cerca de 2500
espeécies distribuidas em 52 géneros. Ocorre em regides tropicais e subtropicais do planeta
com poucos representantes em regides temperadas. Ha em torno de 29 géneros e 900 espécies
nas Américas, sendo que a grande diversidade encontra-se em terras baixas da Amazonia e
América Central (RIBEIRO et al., 1999).

As Lauraceaes sdo geralmente arbdreas e aromaticas, variando de arbustos a arvores
de dossel (raramente ervas), com folhas simples e alternas (raramente opostas), sem estipulas
e de margem inteira. As inflorescéncias podem ser paniculadas, apresentando flores
geralmente pouco vistosas e hermafroditas. O fruto é do tipo baga com clpula (SOUZA E
LORENZI, 2008).

Marques (2001) mostra a importancia econdémica de 52 espécies pertencentes a 12
géneros desta familia, utilizadas em diferentes setores como culinéria, fabricacdo de papel,
marcenaria, construgdo civil, industria quimica e medicina popular (Figura 1), com destaque

para os géneros Aniba, Ocotea e Nectandra.

Persea americana Mill., P. gratissima L., Laurus nobilis L., Cinnamomum

Culinaria zeylanicum Breyne e C. cassia (Nees) Nees & Ebert ex Blume.

Ocotea puberula Nees, O. guianensis Aubl., O. organensis (Meiss.) Mez, O.
diospyrifolia (Mez), O. acutifolia Mez, O. aciphylla (Nees) Mez, O.
catharinensis Mez, O. canaliculata (Rich.) Mez, O. spectabilis (Meiss.) Mez,
Fornecedoras | O. divaricata (Nees) Mez, O. porosa (Nees) L. Barroso, O. elegans Nees, Aniba
de madeira terminalis Ducke, A. firmula (Nees et Mart. ex Nees) Mez, A. parviflora
(Meiss.) Mez, Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez, N. rigida (H.B.K)
Nees, N. amazonum Nees, N. leucothyrsus Meiss., N. angustifolia Nees, N.
rigida (H.B.K) Nees e Beilshmiedia rigida (Mez) Kosterm.

Cinnamomum camphora (L.) Presl., Lindera benzoin (L.) Blume, Licaria
Industria guianensis Aubl., A. parviflora, A. rosaeodora Ducke, A. canellita (H.B.K)
quimica Mez, Sassafras albidum Nutt., Ocotea pretiosa (Nees) Benthan & Hooke e O.
costulata Mez.

Sassafras albidum Nutt., Ocotea aciphylla, O. spectabilis, O. pulchella Mart.,
O. teleiandra (Meissn.) Mez, O. indecora Schott., O. guianensis, O.
barcellensis Mez, O. pretiosa, O. cymbarum, Licaria puchury-major Kosterm.,
Aniba riparia (Nees) Mez, A. canellita, A. hastmanniana (Nees) Mez, A.
rosaeodora, Laurus nobilis, Persea americana, P. gratissima, P. cordata (Vell.)
Mez, Cinnamomum zeylanicum, C. cassia, Cryptocaria moschata Nees et Mart.,
Nectandra pichurim (H.B.K) Mez e N. rodiaei Schomb.

Medicina
popular

Figura 1: Quadro com uso comum de algumas espécies da familia Lauraceae. Adaptado de Marques (2001).



O autor ainda destaca que o uso de espécies de Lauraceae vem ocorrendo desde a
Grécia antiga, poréem, apesar de muitas ja serem utilizadas para a fabricacdo de diversos
produtos, ainda ha muita informacé&o restrita as comunidades tradicionais. Esta familia possui
representantes mundialmente conhecidos, principalmente pelo seu uso na culinaria, como o
abacate (Persea americana), o louro (Laurus nobilis) e a canela (Cinnamomum zeylanicum).

A dificuldade em identificar espécies desta familia € comum ou por indefinicdo na
delimitacdo de espécies ou pela descricdo comprometida devido a auséncia de material de
qualidade, como é o caso de algumas espécies dos géneros Aniba e Ocotea que apresentam
diferencas muito sutis (RIBEIRO et al., 1999).

A familia Lauraceae recebe destaque na producdo de 6leo essencial e diferentes
espeécies desta familia possuem atividade bioldgica comprovada, como por exemplo, atividade
antimicrobiana de Laurus nobilis (BARATTA et al., 1998), atividade acaricida de Laurus
novocanariensis e de L. nobilis (MACCHIONI et al., 2006), atividade larvicida de Aniba
duckei (SOUZA et al., 2007) e atividade antifingica de Aniba rosaeodora (SIMIC et al.,
2004).

Artigos relatam o isolamento de neolignanas, flavonoides, estirilpironas, ésteres e
amidas de Lauraceas nativas do Brasil (FERNANDES et al., 1976; BARBOSA-FILHO, et
al., 1987; ROSSI et al., 1997). Espécies do género Aniba podem ser separadas em trés grupos
de acordo com a natureza quimica do constituinte predominante no OE: o grupo do benzoato
(A. fragans, A. firmula, A. gardneri, A. burchellii, A. parviflora, A. permollis, A. guianensis),
o0 grupo do alilbenzeno (A. canelilla, A. hostmanniana, A. pseudocoto) e o grupo do linalol,
representado pela espécie A. roseodora e suas variedades (MORAES et al., 1972;
GOTTLIEB et al., 1981).

1.1.2. Aniba rosaeodora Ducke

Dentre as especies do género Aniba, 0 pau-rosa merece destaque pelo alto valor
econémico no mercado internacional devido ao 6leo essencial que pode ser extraido de todas
as partes da arvore (GOTTLIEB et al., 1964). A taxonomia do pau-rosa € um tanto confusa.
Ducke classificou como Aniba rosaeodora Ducke (1930) arvores exploradas no norte da
Amazonia e de A. rosaeodora var. amazonica Ducke (1930) as do sul da Amazonia ao notar
certa diferencga entre ambas as localidades (CHANTRAINE et al., 2009). Kostermans prop6s
a elevacdo da variedade amazonica a categoria de espécie com o nome de Aniba duckei

Kosterm. (1938). No entanto, devido a dificil distincdo entre o material avaliado, atualmente



essas variedades sdo consideradas sinonimias botanicas de uma mesma espécie (KUBITZKI
E RENNER, 1982).

A. rosaeodora ocorre na Amazoénia Central em florestas altas ndo-inundaveis e em
florestas baixas de areia branca na regido do alto Rio Negro. E caracteristica e exclusiva da
mata pluvial amazénica de terra firme, com frequéncia ocasional, dispersdo descontinua. A
madeira é moderadamente pesada com densidade de aproximadamente 0,66 g/cm3
(LORENZI, 1998).

De acordo com a descricao feita por Ducke, é uma arvore de grande porte (Figura 2),
atingindo até 30 m de altura, casca pardo-avermelhada, folhas coridceas, com margens
fortemente recurvadas e nervuras secundarias divergentes das nervuras priméarias num angulo
de 35 a 40°, arqueadas para cima; flores entre as menores do género, filamentos dos estames
curtos, lojas das anteras das duas séries exteriores minutissimas (DUCKE apud SUDAM,
1972). As flores sdo dispostas em paniculas sobre raminhos novos; os cortes na casca
desprendem um forte odor de botbes de rosa; as folhas séo simples e alternadas e os frutos sao
bagas lisas, oblongas, de até 4 cm de comprimento e 2 cm de largura, dispostas em pequenas

cUpulas cheias de pequenas lenticelas salientes (PARROTTA et al., 1995).

galhos e frutos. D. Ramo com presenca de inflorescéncia. FOTO: Diana Amazonas.



1.1.3. Oleo essencial de Pau-rosa

Oleos essenciais apresentam como principais caracteristicas a volatilidade, seguida de
aroma e sabor caracteristicos. Geralmente, sdo extraidos de plantas atraves do metodo de
arraste a vapor d’agua e também pela prensagem a frio do pericarpo de frutos citricos, que no
Brasil, dominam o mercado de exportacdo deste produto (BI1ZZO et al., 2009).

Os OEs sdo constituidos principalmente por mono e sesquiterpenos além de
fenilpropandides (PICHERSKY et al., 2006). Possuem grande aplicacdo na éarea de
perfumaria, cosmética, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos. Sdo empregados
principalmente como aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em composigdes
farmacéuticas e orais e comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo
substancias isoladas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (MAIA E
ANDRADE, 2009).

Segundo Bizzo e colaboradores (2009), hd 300 6leos essenciais de importancia
comercial no mundo. Estes autores citam que o Brasil tem lugar de destaque na producdo de
OEs, ao lado da india, China e Indonésia. A posic&o do Brasil deve-se aos OEs de citricos. No
passado, 0 pais teve destaque como exportador do OE de pau-rosa, sassafras e menta e ainda €
0 maior exportador do OE de pau-rosa.

Na pauta de exportacdo da regido amazénica, 0 OE de pau-rosa ja ocupou o terceiro
lugar, perdendo apenas para a borracha e a castanha, primeiro e segundo lugares,
respectivamente (MARQUES, 2001). Atualmente, devido ao esgotamento das populacdes nos
estados do Amapa e Para e na Guiana Francesa, apenas 0 estado do Amazonas é produtor
desse 6leo volatil, exportando-o principalmente para os Estados Unidos, Franca, Japdo, Reino
Unido e Alemanha (SOUZA, 2010).

O oleo essencial de pau-rosa foi 0 primeiro extraido em larga escala e exportado pelo
Brasil. Este 0leo possui cerca de 70-90% de linalol, um monoterpeno amplamente utilizado na
industria cosmética mundial (SILVA et al., 2003), e faz parte da composi¢cdo do famoso
perfume francés Chanel N° 5. No entanto, o surgimento do linalol sintético e a producéo na
China do OE das folhas de Cinnamomum camphora, também rico em linalol, fez com que as
exportacGes do OE de pau-rosa fossem progressivamente reduzidas até mesmo pela prépria
escassez de arvores.

Segundo dados do Ministério do Desenvolvimento, Inddstria e Comércio Exterior —
MDIC (MDIC, 2011), em 2008 o pais exportou 21.137 kg liquido de OE de pau-rosa, ja em
2010, esse numero caiu para 4.164 kg, com valor respectivamente de US$ 97,83/kg e de US$



116,90/kg. Porém, a demanda por esta matéria-prima permanece consideravel devido a
caracteristica peculiar de seus constituintes quimicos, tornando-a insubstituivel.

A exploracdo do pau-rosa comecgou em 1925, inicialmente no Pard e depois no
Amazonas. Em 1927, a producdo nacional atingiu 200 toneladas, ndo havendo mercado para
absorver o volume produzido. A preocupagdo com a exploracdo predatoria ja era manifestada
em 1933, apenas alguns anos ap6s o inicio da extracdo do dleo. O pico de producdo ocorreu
nos anos 60, quando cerca de 500 toneladas anuais foram exportadas (B1ZZO et al., 2009).

O IBAMA através da portaria n® 37-N de 3 de abril de 1992 (IBAMA, 1992), incluiu o
pau-rosa na lista das espécies ameacadas de extin¢do e, entre outras normas, decretou o
plantio de quatro mudas para cada metro cubico de madeira utilizada, assim como: censo
florestal de todas as arvores com DAP (Diametro a Altura do Peito) acima de 5 cm presentes
na area a ser explorada; pelo menos dez por cento das arvores com DAP acima de 28 cm
devem ser deixadas como matrizes; apenas arvores com tronco a partir de 20 cm de didmetro
devem ser cortadas e esse corte deve ser acima de 50 cm de altura do solo para haver
rebrotamento (LEITE et al., 2001). Segundo estes autores, o IBAMA tenta controlar a
exploracdo desta espécie exigindo a reposicao da matéria prima extraida através da plantacéo
de 80 mudas para cada tambor de 180 kg de 6leo essencial. Este fato aumentou a demanda por
mudas e sementes desta espécie na Amazodnia Central.

A. rosaeodora foi incluida no dia 17 de marco de 2010 na lista de espécies de
comércio controlado, aprovada na 15% Reunido da Convencédo sobre o0 Comércio Internacional
de Espécies da Flora e Fauna Selvagens Ameacadas de Extin¢do (CITES, 2010). A aprovacao
aconteceu por unanimidade em Doha, no Catar. De acordo com o Decreto N° 3.607, de 21 de
setembro de 2000 (BRASIL, 2000), as espécies integrantes do anexo Il da CITES estardo em
perigo de extincdo caso 0 comércio de espécimes ndo esteja sujeito a regulamentacédo
rigorosa, além disso, a partir deste decreto, a comercializacdo s6 pode ser autorizada mediante
a concessdo de Licenga ou emisséo de Certificado pela Autoridade Administrativa (IBAMA).
Assim, a Instrucdo Normativa N° 9, de 5 de setembro de 2010 (MMA, 2010), exige
declaracdo de estoque de pau-rosa em qualquer Unidade do IBAMA através do protocolo de
uma planilha de dados.

O cultivo de pau-rosa e a extracdo do OE das folhas e galhos podem tornar-se uma
alternativa sustentavel, e de menores custos que os da industria extrativista predatoria
(FERRAZ et al., 2009). O OE das folhas possui cerca de 81% de linalol, quantidade
semelhante a encontrada na madeira, com 85% (ZELLNER et al., 2006). Estudos realizados

por Sampaio e colaboradores (2007) revelaram que a poda da copa das arvores de pau-rosa,



realizada no ano de 1987, estimulou grande nimero de brotos por &rvore. Na avaliacdo
realizada no ano de 2000, a média do peso verde dessa rebrota (60,18 kg) foi
significativamente superior ao peso verde da copa das arvores testemunhas ndo podadas
anteriormente (37,43 kg), revelando que a poda estimulou a maior producdo de biomassa
aérea das arvores, maximizando, consequentemente, a producdo de OE, que teve um
rendimento maior a partir de galhos e folhas do que através da madeira (SAMPAIO et al.,
2005).

O rendimento medio do OE extraido da madeira fica em torno de 1%, sendo possivel
aumentar para 1,2% no setor industrial (MAY E BARATA, 2004). Estes autores ainda
afirmam que com a escassez de individuos de pau-rosa, iniciou-se uma tendéncia a substituir
seu Oleo pelo de outras espécies de Aniba, ou por confusdo devido a semelhanca entre as
espécies, ou por conveniéncia para aumentar a exploracao.

Os produtores de 6leo de pau-rosa do Amazonas sdo constantemente pressionados a
adotar praticas que atendam a sustentabilidade da oferta. Para Santana e colaboradores (1997),
a extracdo do oleo das folhas € uma atividade industrial potencial. Esta tendéncia pode ser
confirmada pela exportacdo de dois mil quilogramas de OE das folhas de pau-rosa ocorridas
no ano 2010-2011 pela Empresa Benchimol & Irméo de Manaus-AM ao pre¢o medio de US$
183/kg (dados nao publicados).

Apesar de toda legislacdo criada, na préatica, ainda ha muito que fazer para evitar a
extincdo da espécie. Pesquisas e 0 estabelecimento de praticas de manejo sdo necessarios para
gue essa e outras espécies produtoras de 6leo essencial possam ser cultivadas em escala

comercial, diminuindo a pressdo sobre popula¢fes remanescentes.

1.1.4. Unidades de Conservacao

As Unidades de Conservagdo (UCs) podem ser de Protecdo Integral ou de Uso
Sustentavel. A Floresta Nacional do Tapajos (FLONA) e a Reserva Extrativista Tapajos-
Arapiuns (RESEX) sdo de uso sustentavel, nas quais é permitido o uso de uma parcela de seus
recursos naturais, em compatibilidade com a conservacio da natureza (BOREM E GIUDICE,
2008).

A Floresta Nacional é considerada de posse e dominio publicos. E caracterizada por
ter cobertura florestal de espécies predominantemente nativas e seu objetivo basico é o uso
multiplo sustentavel de recursos florestais e a pesquisa cientifica (SNUC, 2000). Enquanto

que a Reserva Extrativista é aquela utilizada por populagdes extrativistas tradicionais, cuja



subsisténcia baseia-se no extrativismo e, complementarmente, na agricultura de subsisténcia e
na criacdo de animais de pequeno porte. Os seus objetivos sdo proteger os meios de vida e a
cultura dessas populaces e assegurar 0 uso sustentavel dos recursos naturais (BOREM E
GIUDICE, 2008).

A FLONA do Tapajoés é uma &rea de uso sustentavel e foi a 132 Floresta Nacional
criada no pais pelo Decreto n® 73.684 de 19 de fevereiro de 1974. Faz limite a oeste com 0
Rio Tapajos e ao sul com o Rio Cupari. Com uma area de 544.927 hectares (600 mil ha no
Decreto de Criacdo) abrange os municipios de Aveiro, Belterra, Placas e Ruropolis (MMA,
2004).

Durante as primeiras décadas, os instrumentos de gestdo estavam voltados para a
exploracdo madeireira, mas atualmente o Plano de Manejo da FLONA envolve o incentivo ao
ecoturismo e a exploracdo de produtos florestais ndo-madeireiros, como por exemplo, 0s
6leos vegetais de copaiba (Copaifera multijuga) e andiroba (Carapa guianensis) (SANTANA
et al., 2008).

O clima ¢ tropical umido com variagdo térmica anual inferior a 5 °C. A temperatura
média anual fica em torno de 25,5 °C e a evapotranspiracdo média anual de 122 mm. As
maiores precipitacdes ocorrem nos meses de janeiro a maio, com média anual de 1820 mm,
com uma estacdo seca curta de dois ou trés meses, geralmente entre agosto e outubro. Quanto
ao solo, predominam latossolos amarelo distréficos, solos profundos e com baixa capacidade
de troca catiénica (MMA, 2005).

A partir dos inventarios feitos na FLONA, a lista parcial de espécies florestais conta
com dezessete representantes da familia Lauraceae, pertencentes a cinco géneros (Tabela 1).
Segundo Parrotta e colaboradores (1995), durante os 20 ou 30 anos anteriores ao
estabelecimento da FLONA, a madeira do planalto foi explorada, sendo principalmente o pau-
rosa (Aniba rosaeodora — Lauraceae), o Cedro (Cedrela odorata — Meliaceae) e o Freijo

(Cordia goeldiana — Boraginaceae).

Tabela 1: Lista parcial das espécies da familia Lauraceae com base no inventario feito na FLONA do Tapajo0s.

N° | Nome cientifico Nome popular
1 Aniba burchelii Kosterm. Abacaterana

2 Aniba canelilla (Kunth) Mez Preciosa

3 Aniba guianensis Aubl. Louro

4 Aniba rosaeodora Ducke Pau rosa

5 Licaria brasiliensis (Nees) Kosterm. Louro amarelo
6 Licaria canella (Meisn.) Kosterm. Louro-preto

7 Mezilaurus lindaviana Schw.&Mez Italba abacate

8 Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez Itatba preta
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Tabela 1: Continuacdo

N° | Nome cientifico Nome popular
9 Nectandra globosa (Aubl.)Mez Louro

10 Nectandra cuspidata Nees&Mart. Louro preto

11 Nectandra reticulata (Ruiz&Pav.) Mez Louro-preto

12 Ocotea acutangula (Mig.) Mez Canela

13 Ocotea canaliculata (Rich.)Mez Louro

14 | Ocotea cernua (Nees) Mez Louro

15 | Ocotea glomerata (Nees) Mez Louro abacate
16 | Ocotea baturitensis Vattimo Louro preto

17 Ocotea rubra Mez Louro vermelho

Fonte: adaptado do Plano de Manejo da Floresta Nacional do Tapajos (MMA, 2004).

A Reserva Extrativista Tapajos-Arapiuns tem uma area de aproximadamente 650.000
ha, onde vive cerca de 20.000 pessoas pertencentes a 70 comunidades. Dados sobre esta
Unidade séo escassos e 0 plano de manejo estd em fase de elaboracdo. A area desta Reserva,
com espécimes indicados como pau-rosa, pertence a comunidade do Santi, a qual faz parte da
APRUSPEBRAS (Associagdo dos Produtores Rurais Extrativistas da Margem Esquerda do
Tapajés) junto com outras quatro comunidades: Solimdes; Pedra Branca; Cardo e Anuma.
Esta Associacdo desenvolve um projeto de reflorestamento, baseado na producao e plantio de
mudas de espécies nativas madeireiras, cujo objetivo é a venda de créditos de reposi¢do
florestal. Atualmente, a APRUSPEBRAS esta incluindo o pau-rosa. O projeto beneficia hoje
57 comunidades da Reserva e é uma alternativa de renda para 0os moradores que vivem da

agricultura de derruba e queima.

1.1.5. Estudos de perfil metabolico em extratos vegetais

Metaboloma é o conjunto dos metabolitos produzidos em organismos Vivos;
excluindo-se as biomoléculas poliméricas de alta massa molar como: polissacarideos,
ligninas, peptideos, proteinas, DNA e RNA (KIM et al., 2011). A palavra metaboloma
aparece pela primeira vez em Oliver e colaboradores (1998). Em seguida, o termo
metabolémica foi introduzido com o intuito de designar o conjunto de analises na qual todos
0s metabolitos de um organismo seriam supostamente identificados e quantificados (FIEHN,
2002). Recentemente, o termo metaboldémica tem sido utilizado para descrever uma area da
ciéncia ao invés de uma simples ferramenta analitica. O grande nimero de revisdes sobre
anélise metaboldémica em diferentes areas de aplicacdo, tal como em descoberta de drogas
(KADDURAH-DAOUK et al., 2008; WISHART, 2008), analise de plantas (HALL et al.,
2008) e doencas humanas (KADDURAH-DAOUK E KRISHNAN, 2009), mostra que esse
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novo ramo da ciéncia tem potencial para responder importantes perguntas em muitas areas.

Segundo Villas-Bdas e colaboradores (2005), metabolémica ou analise metaboldmica
¢ a caracterizacdo do fendtipo metabdlico (metaboloma) em diferentes condi¢des (como por
exemplo, estagios de desenvolvimento, condi¢fes ambientais, modificacdes genéticas) e a
ligagdo desse fendtipo com o correspondente gendtipo.

As analises metabolémicas séo classificadas em dois tipos (CEVALLOS-CEVALLOS
et al., 2009): direcionadas (RAMAUTAR et al., 2006) e ndo-direcionadas (MONTON E
SOGA, 2007). Enquanto nas analises direcionadas o intuito é a deteccdo, muitas vezes
requerendo identificacdo e purificagdo dos metabdlitos de uma classe ou grupo especifico, nos
estudos ndo-direcionados o objetivo é a deteccdo do maior nimero de metabdlitos possiveis
com o foco na obtencdo de padrbes, ou seja, a obtencdo de uma impressdo digital das
amostras estudadas.

As analises ndo-direcionadas sdo comumente utilizadas como ferramenta em trabalhos
de discriminag&o e classificacdo, como em controle de qualidade (RASMUSSEN et al., 2006;
SOUZA et al., 2011) e quimiotaxonomia (LE GALL et al., 2004; ROOS et al., 2004; KIM et
al., 2010), juntamente com o emprego de técnicas de estatistica multivariada.

A obtencdo dos dados na &rea de metabolémica envolve o uso de uma grande
variedade de metodologias analiticas para a identificacdo, quantificacdo ou obtencdo dos
padrGes dos metabdlitos presentes nos organismos estudados. Entre elas, a espectrometria de
massas (EM) e a ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido as mais utilizadas, pois sdo
técnicas baseadas nas propriedades fisicas das substancias, as quais ndo sdo influenciadas por
caracteristicas externas, sendo em consequéncia, metodologias bastante reprodutiveis (DUNN
et al., 2005; HOLMES et al., 2006; COLQUHOUN, 2007). Comumente, com a finalidade de
melhorar a resolucdo dos dados, a EM e a RMN séo acopladas a técnicas de separacdo como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG).

Entre as técnicas de estatistica multivariada a mais utilizada tém sido a analise de
componentes principais — PCA (sigla para Principal Component Analysis). (MELLINGER,
1987; WOLD et al., 1987; MOITA NETO E MOITA, 1998). O PCA visa reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados, mantendo a maior porcentagem de informacéo
(variancia) contida nos dados originais. O procedimento permite analisar a informacéo
contida em grandes matrizes de dados em graficos de duas ou trés dimensdes. A reducéo &
obtida pelo estabelecimento de novas varidveis, ortogonais entre si, chamadas de
componentes principais (PCs), que sdo combinagdes lineares das varidveis originais. Os PCs

sdo organizados em ordem decrescente de importancia, o primeiro PC explica a maior
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porcentagem de variancia contida nos dados, e os PCs subsequentes explicam o restante. O

resultado da analise de componentes principais pode ser visualizado em graficos cartesianos,

nos quais as amostras sao distribuidas entre eixos bi ou tridimensionais, os PCs.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

Analisar a composicdo quimica e a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e

comparar o perfil metabdlico de extratos brutos de duas populagdes indicadas como pau-rosa,

Aniba rosaeodora Ducke, localizadas em Unidades de Conservagdo no Oeste do Para.

1.2.2. Obijetivos especificos

Comparar o rendimento do 6leo essencial entre as duas populagoes;
Determinar e comparar a composicao quimica dos 6leos essenciais;
Avaliar o perfil dos metabdlitos secundarios obtidos a partir de extratos brutos;

Analisar a atividade antibacteriana e antifingica dos 6leos essenciais.
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2. CAPITULO I
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VARIABILIDADE QUIMICA E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE ESPECIMES

INDICADOS COMO PAU-ROSA (Aniba rosaeodora DUCKE) DO OESTE DO PARA

ABSTRACT

Populations of rosewood, collected in protected areas in Western Pard, Brazil, were
investigated for chemical variability and antibacterial activity. Essential oils (EOs) and
metabolic profile of the investigated specimens differed chemically between locations
(FLONA and RESEX). Main differences were highest yield (2.05%) and linalool content
(83.5%) in EO of the FLONA when compared with RESEX, 0.85 and 39.6% respectively.
The EO of the RESEX showed presence of a-phellandrene (22.8%) that was not found in
FLONA. In both locations, the EOs was active against microorganisms tested, except for
Pseudomonas aeruginosa. The differences suggest the possibility that populations can be
distinct species.

Keywords: Lauraceae; linalool; Amazon.
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INTRODUCAO

Espécies da familia Lauraceae sdo muito utilizadas como matéria-prima para a
industria de perfumaria, cosméticos e materiais de higiene, com destaque para 0 género
Aniba, que possui representantes popularmente conhecidos como louro e pau-rosa. Apesar do
uso antigo do pau-rosa, que desde 1930 tem seu Gleo essencial (OE) presente na composicéo
do famoso perfume francés Chanel N° 5, ainda € comum cometer equivocos com espécies que
apresentam caracteristicas morfoldgicas semelhantes’.

A dificuldade quanto a identificacdo de Aniba rosaeodora Ducke (1930) tem inicio ja
nos primeiros registros publicados por taxonomistas. Assim, 0 pau-rosa tem como sinonimia
botanica A. rosaeodora Ducke var. amazonica Ducke (1930) e A. duckei Kostermans (1938),
com variedades conhecidas como pau-rosa (Brasil), pau-rosa itauba (Rio Solimdes), bois de
rose femelle (Guiana Francesa) e cara-cara (Guiana)®. Existem ainda, variagdes encontradas
por produtores de acordo com a aparéncia e rendimento do OE, conhecidas como pau-rosa
preciosa, pau-rosa tachi, pau-rosa itatiba e pau-rosa imbaciba®.

Aniba rosaeodora Ducke é comumente confundida com outras espécies do género
Aniba, como por exemplo, com A. parviflora (Meissner) Mez sinonimia A. fragrans Ducke,
conhecida popularmente como macacaporanga, devido as semelhancas morfoldgicas
encontradas entre essas espécies na floresta’*.

Considerando que A. rosaeodora é uma espécie de uso comercial, economicamente
importante para a regido amazonica, e atualmente ameacada de extincdo®, faz-se necessério
um estudo intensivo desta espécie. Assim, um dos importantes aspectos deste trabalho, tendo
em vista a exploracdo do OE, é a determinagdo da composicdo quimica e atividade
microbiologica do OE de populacGes naturais, haja vista as atividades biologicas ja descritas
na literatura para o género Aniba®*!. E também, o reconhecimento de padrées de metabélitos

secundarios produzidos por essas populacdes ja que ha dificuldade em encontrar arvores
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remanescentes e em reconhecer e separar morfologicamente representantes desta espécie. O
nivel dos metabolitos representa uma informacéo integrativa da funcdo celular em nivel
molecular, definindo dessa forma, o fendtipo de uma célula ou tecido em resposta a alteracdes
ambientais ou genéticas'?.

O metaboloma representa o conjunto de todos os metabdlitos produzidos por um
organismo em determinado nivel de organizag&o, como produto dos processos celulares®.
Apesar das ferramentas metabolémicas ainda estarem em processo de desenvolvimento,
estudos metabolémicos estdo sendo aplicados com sucesso em diferentes objetivos tais como:
identificar funcGes dos genes, descrever efeitos toxicoldgicos, auxiliar nas intervencdes
nutricionais e ambientais, e também, para construir bases de dados integrados de
concentracdes de metabolitos em diferentes populacGes e espécies, com importantes
aplicacdes para a biotecnologia e medicina™.

Partindo do pressuposto de que o perfil metabolico pode contribuir para determinar a
variabilidade existente no fenétipo de espécies de plantas e considerando a importancia
econdmica do 6leo essencial de A. rosaeodora, este trabalho teve como objetivo analisar a
composi¢cdo quimica e atividade antimicrobiana dos Oleos volateis e comparar o perfil
metabdlico dos extratos brutos de duas populagdes naturais indicadas como pau-rosa, com

ocorréncia em Unidades de Conservacao localizadas no Oeste do Para.

PARTE EXPERIMENTAL
Area de estudo e material vegetal

Os espécimes indicados como pau-rosa foram coletados em duas areas de Unidades de
Conservacgdo localizadas no oeste do Pard: Floresta Nacional do Tapajos — FLONA, na
Unidade de Producdo Anual — UPA 5 do Plano de Manejo Florestal no quildmetro 83 da

BR-163 (S 03°03°13,2”’/ W 054°58°52,3”’) e na Reserva Extrativista Tapajos-Arapiuns —
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RESEX, comunidade do Santi (S 02°30°6,1’/ W 055°06°30,6°), figura 4 (material
suplementar). O acesso as areas de conservacao foi autorizado através de cadastro no Sistema
de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBIO, sob 0 n°® 23293-3.

Na area da FLONA foram encontradas cinco arvores indicadas como pau-rosa, com
diametro a altura do peito (DAP) na faixa de 27 a 45 cm. Na RESEX, foram encontradas 81
arvores também indicadas como pau-rosa, das quais 10 foram selecionadas para o estudo,
com DAP variando de 20 a 35 cm. A posicdo de ocorréncia das arvores foi determinada
através de sistema GPS (Global Positioning System) seguida de identificacdo com placas de
aluminio. A confirmacdo boténica de A. rosaeodora foi feita pelo Dr. Jodo Batista Baitello e
as exsicatas encontram-se depositadas no Herbario Dom Bento Pickel, do Instituto Florestal
de S&o Paulo, sob o numero de registro de 44874 a 44888.

Em ambas as localidades, amostras das arvores foram coletadas no periodo fértil, em
abril de 2011, para extracdo do 6leo essencial e preparo dos extratos. Nos dias das coletas, a
média de temperatura e umidade relativa do ar (25 °C e 92% na FLONA e 24 °C e 92% na
RESEX) foram medidas com termohigrometro digital portatil, modelo ITHT 2220, marca
Instrutemp. Para comparacdo do perfil metabdlico entre os estagios de desenvolvimento da
planta, duas mudas de cada localidade foram coletadas.

Coleta do solo

Amostras de solo foram coletadas para verificar a disponibilidade de macro e
micronutrientes nas duas areas de estudo. O solo foi coletado em trés pontos ao redor de cada
arvore selecionada, a uma distancia de dois metros do tronco, nas profundidades de 0 a 10 e
de 10 a 20 cm. Sendo que na FLONA, as amostras de solo foram coletadas ao redor das cinco
arvores, e na RESEX, ao redor de trés arvores.

O material a ser analisado foi homogeneizado, limpo e seco a temperatura ambiente. A

caracterizagdo quimica foi determinada segundo metodologia adotada pela Embrapa, contida
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no Manual e Métodos de Analise de Solo™. A interpretacéo dos dados foi feita de acordo com
recomendacdes de adubacéo e calagem para o estado do Para™®.
Extracéo e rendimento do Oleo Essencial

Amostras da parte aérea (folhas e galhos finos com aproximadamente 6 mm de
diametro) foram trituradas com tesoura de poda e submetidas a hidrodestilacdo na proporc¢éo
1:10 (p:v) em aparelho tipo Clevenger'’. O tempo de extracdo foi fixado em 180 min apés a
fervura, realizando-se trés repeticbes extrativas para cada amostra. O OE obtido foi
acondicionado em frascos de vidro @mbar e armazenado em geladeira a 4°C. O calculo de
rendimento foi realizado através da relacdo do volume de éleo obtido, mensurado em proveta
calibrada, com a massa seca do material vegetal'®. A massa seca foi calculada em balanca
determinadora de umidade (modelo DHS-16 A da Celtac) em triplicata.
Identificacéo dos constituintes do dleo essencial

A andlise quimica dos OEs foi realizada mediante cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Amostras de OE diluido em metanol (1
mg/mL) foram injetadas em sistema de CG-EM modelo 6850 da Agilent Technologies,
coluna capilar DB-5HT com medidas de 28,3 m x 320 um x 0,10 um, sendo utilizado hélio
(He) como gés de arraste com fluxo de 1,3 mL/min. A temperatura do forno foi programada
de 60 a 220 °C (isotérmico por 2 min), com rampa de 5 °C/min. A injecéo tipo Split, razéo
1:50, foi realizada com injetor a 250 °C num volume de 1 pL. A temperatura do detector foi
de 230 °C e a da linha de transferéncia de 300 °C. A deteccdo foi feita por impacto de elétrons
a 70 eV, com faixa de varredura de 20 a 500 m/z com 1,56 scans/s. Foram coinjetados
padrdes de hidrocarbonetos lineares para a determinacdo dos indices de retencéo.
Componentes individuais com area do pico > 0.5% foram identificados através da
comparacdo dos indices de retencdo e dos espectros de massas com os da base de dados da

biblioteca Nist versdo 2.0 (2008) e da literatura™, através do software Enhanced ChemStation
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(Agilent Technologies)®®. A quantidade de cada componente foi expressa como porcentagem
relativa da area total do cromatograma.
Preparacao dos extratos brutos

As partes a serem analisadas: folhas, galhos e cascas das arvores e também folhas,
caule e raiz das mudas, foram secas em estufa com ventilacdo forcada de ar a 40 °C, seguida
de trituracdo. Os extratos brutos de cada parte foram feitos em triplicata. Cada amostra foi
preparada a partir de trés extracdes sucessivas com metanol na propor¢do 1:10 (p:v), a
temperatura ambiente, em triturador rotativo (Ultra-Turrax T 25 basic IKA da Werke) por um
minuto a 6.500 rpm. Os extratos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min, o
sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador seguido de secagem.
Analise dos extratos por CLAE e por RMN *H

Para andlise do perfil metabdlico dos extratos metandlicos foram utilizados dois
métodos analiticos: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H). Para a analise por CLAE, as amostras foram
dissolvidas em metanol na concentracdo de 1 mg/mL seguida de homogeneizacdo e filtracdo
(filtro de teflon 0,25 um acoplado em seringa de vidro). Foi injetado 10 pL de cada amostra
em equipamento UFLC, marca Shimadzu, com coluna C18 modelo Luna da Phenomenex,
com medidas de 250 x 3 mm, apresentando particulas com tamanho médio de 5 um, injetor
automatico modelo SIL-20AHT, bomba modelo LC-20AD, detector de arranjo de diodos
modelo SPD-M20A, forno da coluna modelo CTO-20A com temperatura maxima de 85 °C e
analises realizadas a 30 °C. A interface de comunicacdo foi feita através de controlador
modelo CBM-20A, acoplado a um computador com programa de integragdo LC-solution
versdo 1.21. A eluicdo gradiente de 45 minutos teve como fase movel agua (solvente da

bomba A) e metanol (solvente da bomba B), variando-se o modificador orgénico de 20 a
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100%, com vazdo de 0,5 mL/min. O comprimento de onda utilizado pelo detector foi de 270 e
280 nm, com faixa de absorbancia de 200 a 400 nm.

Para a analise através de RMN 'H, os extratos foram diluidos em cloroférmio e
homogeneizados. A solugédo obtida foi filtrada e seca. As amostras foram preparadas com 12
mg do extrato dissolvido em 800 pL de cloroférmio deuterado (99,8% Cambridge Isotopes
Laboratories™) contendo 0,05% de tetrametilsilano (TMS). A solugdo obtida foi filtrada e
analisada em equipamento Bruker DPX 200 MHz, com sonda de 5 mm. Cada espectro foi
adquirido através de 256 scans, pulso de 30 graus com tempo de 1,0 s e atraso de relaxamento
de 2,0 s. O sinal foi convertido pela transformada de Fourier e os espectros foram integrados
no programa MestreNova, versdo 5.25%*, com largura de 0,05 ppm, correspondentes a faixa de
0,5 a 10 ppm, usando TMS como padrao interno.

Ensaios antimicrobianos
Microrganismos e condicdes de cultivo

Os microorganismos utilizados foram bactérias Gram-positivas: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923); Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228); Enterococcus faecalis
(ATCC 29212); Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Gram-negativas: Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853); Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) e o fungo Candida
albicans (ATCC 10231). As cepas, adquiridas comercialmente na forma liofilizada
(CEFAR®), foram reativadas em Caldo Nutriente (Himedia) a 36 °C + 1 por 24 h para
bactérias e em Caldo Sabouraud (Himedia) a 30 °C + 1 por 48 h para o fungo. As bactérias
foram cultivadas em Agar Nutriente (Himedia) e o fungo em Agar Sabouraud Dextrose
(Himedia) sob as mesmas condigdes de incubagdo utilizadas para reativar cada
microrganismo. O inoculo foi ajustado em espectrofotometro (BEL modelo 22ED) ao padréo
de turbidez 0,5 da Escala McFarland, correspondente a 1,5 x 102 UFC/mL para bactérias e a

2-5 x 10° UFC/mL para fungos®*?* .
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Método de disco difusdo em Agar

O método de disco difusdo em &gar®® foi utilizado para determinar a atividade
antimicrobiana do OE. Discos estéreis de papel filtro (6 mm de didmetro) foram
individualmente impregnados com 10 uL. de OE ndo diluido e colocados em placas de Petri
inoculadas contendo Agar Mueller Hinton (Himedia) para bactérias, e Agar Sabouraud
Dextrose para fungos, sob as mesmas condic¢Ges de incubacao ja mencionadas anteriormente.

Os ensaios foram feitos em triplicata, usando como controle positivo os antibidticos
ampicilina e gentamicina e o antimicotico fluconazol, obtidos na dose de 10 pg em discos
comerciais da marca Cecon®. Os didmetros dos halos de inibicdo foram mensurados com
paquimetro digital (Digimess) e expressos em milimetros.

Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

O método de microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinar a concentracao
inibitéria minima (CIM)® de amostras com halo > 8 mm. Os testes foram realizados em
triplicata utilizando microplaca de 96 pocos. Diluicdes em série de cada amostra de OE foram
feitas com Tween 80 (Vetec) a 0,5% (v/v), obtendo-se concentragfes que variaram de 0.07 a
10 pL/mL.

O indculo, preparado com cepas de bactérias, foi ajustado ao padréo de turbidez 0,5 da
Escala McFarland, e em seguida, submetido a diluicdes em série em solucdo salina estéril até
atingir a concentracéo final de 1,5 x 10 UFC/mL. Desta Gltima diluicdo, feita em Caldo
Muller Hinton, retirou-se 180 pL para adicionar em cada poco juntamente com 20 uL de OE
nas diferentes concentracdes. Controles positivo e negativo foram incluidos no teste, sendo:
pocos com ampicilina e gentamicina diluidas em solucdo salina estéril nas mesmas
concentracdes do OE; pocos com 0 meio de cultura sem 0s microrganismos; po¢os com 0
meio de cultura inoculado e pogos com 0 meio de cultura inoculado juntamente com 20 pL de

Tween 80 a 0,5%. A incubacdo foi a 36 °C £ 1 por 24 h. Para analise do crescimento
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bacteriano, adicionou-se 20 uL de resazurina (Vetec) diluida em agua destilada a 0,02% com
reincubacdo por 3 horas.

A menor concentracdo de OE capaz de inibir visivelmente o crescimento bacteriano
foi indicada pela permanéncia da cor azul na cultura e a mudanca para cor rosa indicou que a
concentracdo nao foi capaz de inibir o crescimento das bactérias.

Para determinar a concentracdo bactericida minima (CBM), retirou-se 10 pL dos
pocos com coloracdo azul para semear placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton
(Himedia). Apds incubacdo, a auséncia de crescimento bacteriano, constatada visualmente,
indicou qual a menor concentracdo de 6leo essencial com funcdo bactericida. Os testes foram
realizados em triplicata.

Anélise estatistica

Para avaliacdo dos dados referentes ao rendimento, composicdo quimica e atividade

antimicrobriana do OE, os resultados foram expressos através da média (X) + desvio padrdo
(DP). A diferenca entre os grupos foi avaliada por ANOVA e teste de Tukey usando o
programa BioEstat 5.0%, considerando valores para p < 0,05 significativos.

Para comparacao da variabilidade quimica de A. rosaeodora entre as localidades, o
método quimiomeétrico utilizado foi a Anélise dos Componentes Principais (PCA), processado
através do programa The Unscrambler versdo 10.1%’, com tratamento dos dados no Excel
versdo 2007. Esta andlise, no caso do OE, foi baseada na CG a partir da extracdo dos dados da
area dos picos num tempo de retencdo variando de 2 a 34 min. Na CLAE, os dados utilizados
foram os da absorbéncia de cada constituinte num tempo de retencdo de 6 s a 45 min e, na

RMN *H, foi a partir da intensidade do sinal na faixa de 0,5 a 10 ppm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Rendimento e composi¢édo quimica do OE

O rendimento medio do OE coletado da FLONA foi cerca de duas vezes maior que 0
da RESEX, tabela 1. Maia e colaboradores® em estudo sazonal de pau-rosa, coletado em
Belém-PA, encontraram uma variacdo anual de 1,6 a 2,2% para o OE obtido de folhas, sendo
que no més de abril esse rendimento foi de 2,0%. Conforme observado na tabela 1, o
rendimento médio dos OEs foi de 2,05% para o0 OE da FLONA e de 0,85% para o da RESEX.

No estudo de rebrotas de pau-rosa, em plantio de cinco anos, o rendimento do OE foi
de 2,24% para galhos e de 3,37% para folhas?®, indicando uma variacdo no rendimento de
acordo com a parte da arvore utilizada. Além disso, variacbes no rendimento podem ocorrer
devido a outros fatores como local, periodo vegetativo e desenvolvimento da planta.

Os resultados da analise qualitativa e quantitativa do OE obtida por CG-EM estdo
apresentados nas tabelas 2 e 3 e na figura 5. Foram identificados em torno de 95% dos
constituintes quimicos presentes nos OEs da FLONA e da RESEX, sendo caracterizados pela
predominancia de mono e sesquiterpenos.

O OE de A. rosaeodora coletada na FLONA teve como componente majoritario o
linalol, com 83,5%, enquanto que o OE da RESEX apresentou 39,6% deste constituinte.
Outra diferenca significativa encontrada entre as populagdes de pau-rosa foi a presenga de um
segundo componente majoritario no OE da RESEX, o a-felandreno com 22,8%, sendo este
inexistente no OE da FLONA.

A auséncia de a-felandreno foi relatada em outros estudos com A. rosaeodora®?>%

ea
presenca desta substancia foi constatada em diferentes espécies de Lauraceae, como por
exemplo, em Aniba parviflora, sinonimia A. fragrans, na qual o OE extraido de folhas e

galhos finos apresentou 7,98% deste componente®!, e também, em Licaria martiniana com

presenca de 3,6% em folhas e 4,7% em caules® e como um dos componentes majoritarios de
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A. terminalis Ducke (32,8%) juntamente com linalol (21,7%) e p-cimeno (16,7%), sendo
considerado o quimiotipo B de A. terminalis Ducke®.

Assim, o OE da FLONA constitui-se principalmente de monoterpenos oxigenados
(87%) enquanto que o da RESEX divide-se entre monoterpenos oxigenados (41,31%) e
hidrocarbonetos monoterpénicos (43,16%). Os dados obtidos para 0 OE da FLONA podem
ser equiparados a outros ja descritos na literatura, em que o OE de A. rosaeodora contém
0,1% de hidrocarbonetos monoterpénicos e 89,3% de monoterpenos oxigenados™.

Em ambas as populagbes, manteve-se baixa a quantidade de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, variando de 0 a 1,8% na FLONA e de 0,5 a 6,9% na RESEX, assim como
de sesquiterpenos oxigenados, que foi de 4,2 a 9,3% na FLONA e de 4,1 a 12,3% na RESEX.
Estudos também confirmam a baixa concentracdo de sesquiterpenos no OE de A.
rosaeodora®3,

Assim, quanto ao rendimento e composi¢cdo quimica dos OEs obtidos dos espécimes
coletados nas duas localidades, houve diferencas significativas (p < 0,05) tabelas 1, 2, 3 e
figura 5. Embora a identificacdo botanica tenha sido a mesma para 0s exemplares coletados
na FLONA e na RESEX, os dados quimicos apontam que a identificacdo das populagdes deve
ser melhor investigada.

Outro fato importante que cabe ressaltar refere-se a caracteristicas organolépticas do
OE, como cor e cheiro, as quais apresentaram diferencas notorias durante as extracfes e
analise sensorial. A coloracdo do OE da FLONA apresentou-se incolor, enquanto que o da
RESEX apresentou-se amarelo para todas as amostras (Figura 6).

Analise dos Componentes Principais — PCA

As diferencas quimicas encontradas entre 0 OE da FLONA e o da RESEX foram

também confirmadas através da Analise dos Componentes Principais (Figura 1). O grafico de

scores revela uma notavel separacdo entre as populacbes e o de loadings mostra que as
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substancias que mais contribuiram para esta separagdo foram o linalol, o a-felandreno e o p-
cimeno.

Os extratos metanélicos analisados através de RMN 'H também apresentaram padro
de metabolitos distinto entre as populaces (Figura 2A). Ao comparar separadamente cada
parte da arvore, observa-se que as diferencas entre FLONA e RESEX foram mantidas,
permanecendo a formacéo de dois grupos distintos, como pode ser observado para a casca na
figura 2B. Entretanto, dentro da mesma populacdo, ndo foi observado agrupamento de cada
parte da arvore, mostrando que o perfil quimico ndo sofre variagdo significativa entre folhas,
galhos e casca (Figura 7).

A CLAE nao se mostrou um método adequado para a obtencdo de padrdes quando se
tem um grande volume de dados, entretanto, para as amostras de mudas, com quantidade de
amostras reduzida, o uso deste método foi eficiente (Figura 3A). Uma alternativa para
melhorar a reprodutibilidade deste método seria associa-lo a espectrometria de massas, o que
facilitaria posteriormente a identificagdo das substancias™*.

De acordo com a figura 3A, a divergéncia na producdo de metabdlitos surge desde a
fase jovem da planta. No entanto, percebe-se na figura 3B que ndo ha uma nitida separacéo
quando se compara todas as amostras referentes ao estadgio de desenvolvimento da planta —
fase jovem (mudas) e fase adulta (arvores). Um motivo provavel pode ser devido a pouca
quantidade de amostras de mudas quando comparada a de arvores.

A partir dos dados da anélise de solo (Tabela 5 do material suplementar), e também,
de umidade e temperatura durante as coletas, ndo foi observado diferengas significativas entre
as localidades, ndo sendo possivel, portanto, associar esses fatores ambientais as variagoes
quimicas entre as populacdes. Uma possibilidade para tais diferencas seria sugerir que as
populacbes estudadas tratam-se de espécies distintas, embora tenham sido identificadas

botanicamente como A. rosaeodora Ducke.
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Atividade antimicrobiana do OE

Os diametros de zonas de inibi¢do de crescimento microbiano, CIM e CBM do 6leo
essencial dos espécimes coletados na FLONA e RESEX estdo sumarizados na tabela 4.
Ambos os 0leos tiveram acgdo frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228); Enterococcus faecalis (ATCC 29212); Streptococcus pyogenes
(ATCC 19615), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) e Candida albicans (ATCC 10231).
Os didmetros de halos de inibicdo variaram de 9,08 a >40 mm, sendo o menor halo de
inibicdo observado para E. faecalis em ambos os OEs coletados na FLONA e RESEX. Por
outro lado, os OEs ndo apresentaram acdo contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
sendo, portanto, mais eficazes contra as bactérias Gram-positivas ja que tiveram acao contra
todas as cepas Gram (+) ensaiadas.

O OE da FLONA foi mais ativo do que o OE da RESEX (p < 0,05) frente as bactérias
S. aureus, S. epidermidis e K. pneumoniae, inclusive quanto ao fungo C. albicans (Tabela 4).
A eficacia do OE de A. rosaeodora frente a fungos deteriorantes de alimentos, fungos
fitopatogénicos e fungos responsaveis por patogenias em humanos ja foi comprovada™®.

Em relacdo a S. aureus, foram observados halos de inibicdo de 25,80 mm para o OE
da FLONA e de 20,17 mm para o da RESEX. Quanto a cepa S. epidermidis, observou-se que
a capacidade de inibicdo do OE da FLONA foi superior ao da ampicilina e ndo diferiu do halo
observado para gentamicina. Enquanto que o OE da RESEX teve atividade inferior aos
antibioticos padrdes e ao OE da FLONA.

Observou-se ainda uma alta sensibilidade de S. pyogenes frente ao OE da FLONA e
RESEX, com inibicdo superior a 40 mm. Esse resultado quando comparado ao controle
realizado com gentamicina e ampicilina nos permite verificar a alta capacidade de inibicéo do

crescimento de S. pyogenes pelos OEs brutos.
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A eficacia do OE bruto de A. rosaeodora foi avaliada frente a bactérias®®, bem como a
eficacia das fracbes obtidas no processo de separacdo de compostos, sendo a fracdo linalol
considerada a mais eficiente. Este constituinte, isolado do dleo de citricos, exibiu
propriedades antimicrobianas frente & Shigella sonnei e Salmonella flexneri®’, demonstrando
indicios de seu potencial como promissor agente antimicrobiano. Estes dados corroboram
com a maior atividade observada neste trabalho para o0 OE da FLONA, o qual apresentou
maior teor de linalol (Tabelas 2, 3 e 4).

Em outro estudo sobre o perfil antimicrobiano de A. rosaeodora, o efeito sinérgico
entre 0 Oleo essencial desta espécie, associado a gentamicina potencializou a eficacia do
antibidtico padrao, provavelmente devido a presenca dos terpenos alcoois linalol (60,1 %) e
geraniol (7,8 %). Os terpenos tém a capacidade de romper e penetrar na estrutura lipidica da
parede celular das bactérias, levando a desnaturacdo de proteinas e a desorganizacdo da
membrana celular, com o extravasamento do citoplasma e lise celular®.

A CIM do OE da FLONA foi de 10 pL/mL para S. aureus e S. pyogenes, e ficou
acima de 10 uL/mL para as demais cepas sensiveis a esse Oleo, ndo sendo, portanto,
determinada. Por outro lado, o0 OE da RESEX apresentou CIM de 10 pL/mL para S.
epidermidis e S. pyogenes, e ainda, o valor de 2,5 pL/mL para E. faecalis, indicando que
algum dos constituintes do OE da RESEX, ou o sinergismo entre eles, seja responsavel pela
atividade biol6gica em uma menor concentracdo de OE frente a esta cepa (Tabela 4). Os
dados da CIM nos permitem evitar interpretacfes errbneas que possam caracterizar como
resistentes cepas de microrganismos sensiveis ao produto analisado caso venham a ser
testadas concentracdes inferiores.

De acordo com a CBM, o OE de ambas as localidades mostrou-se como agente

bacteriostatico, apenas inibindo o crescimento bacteriano.
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CONCLUSAO

Os resultados da analise quimica e atividade microbioldgica das populacdes coletadas
na FLONA e RESEX diferem entre si. Levando-nos a sugerir que a espécie coletada na
RESEX ndo seja A. rosaeodora, uma vez que, o perfil quimico difere entre as localidades de
coleta e entre o ja descrito na literatura para a espécie. Por outro lado, as amostras obtidas na
FLONA apresentaram caracteristicas quimicas semelhantes as descritas por varios autores
para A. rosaeodora, indicando a importancia do trabalho na selecdo de matrizes para

producao de mudas.
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Tabela 1: Rendimento do dleo essencial de pau-rosa coletado na FLONA do Tapajos e na RESEX Tapajos-Arapiuns.

NUmero da arvore

Rendimento do Oleo essencial (%6)*

FLONA RESEX
1 2,35+0,14° 1,06+0,08"
2 1,86+0,11° 0,64+0,14
3 1,91+0,12° 0,79+0,13"
4 2,25+0,12° 0,96+0,12°
5 1,87+0,11° 0,80+0,13"
6 - 0,89+0,14°
7 - 0,98+0,00°
8 - 0,91+0,14
9 - 0,86+0,06"
10 - 0,64+0,14

Média geral 2,05+0,24° 0,85+0,14°

37

Nota: os valores estdo expressos como média + desvio padrdo. "Médias seguidas por letras diferentes entre as colunas indicam que ha diferenca

no teste de Tukey para p <0,01.
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Tabela 2: Percentual dos constituintes quimicos do 6leo essencial das arvores de pau-rosa da FLONA do Tapajos.

Constituintes TR N° da arvore / DAP (cm) 3
(min) 1/45 2143 3127 4/35 5/37
Hidrocarbonetos monoterpénicos - - - - 0,5 0,1
D-Limoneno 3,96 - - - - 0,5 0,1
Monoterpenos oxigenados 86,6 87,8 83,3 86,6 90,5 87,0
Cis-0xido de linalol 4,76 1,0 2,6 1,8 2,1 1,4 1,8
Trans-oOxido de linalol 5,08 1,1 2,4 1,7 2,0 1,3 1,7
Linalol 5,37 84,5 82,8 79,8 82,5 87,8 83,5
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 1,6 0,5 1,8 1,4 - 1,1
B-selineno 14,38 0,8 0,5 1,0 0,7 - 0,6
y-gurjuneno 14,61 0,8 - 0,8 0,7 - 0,4
Sesquiterpenos oxigenados 4,2 6,4 9,3 55 5,3 6,1
Espatulenol 16,45 1,4 3,3 0,7 0,6 1,9 1,6
Viridiflorol 18,12 - - 0,8 0,5 - 0,3
Lanceol (cis) 18,57 - - 1,0 0,6 - 0,3
Santalol, cis, o- 19,45 0,9 1,2 2,6 1,4 1,2 1,4
Oxido de aromadendreno-(1) 19,56 1,9 1,9 4,2 2,4 2,2 2,5
Identificado 93,6 96 96,9 95 96,9
ni 1,2 1,3 2,5 15 0,6
Area<0,5% 6,4 4 3,1 5 3,1
TOTAL 100 100 100 100 100

TR = tempo de retencdo, DAP = diametro a altura do peito, X = média, ni = néo identificado. Nota: Os valores estdo expressos em porcentagem.



Tabela 3: Percentual dos constituintes quimicos do 6leo essencial das arvores de pau-rosa da RESEX Tapajos-Arapiuns.
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Constituintes TR N° da arvore / DAP (cm) ¥
(min) 1/20 2/22 3/21 4/20 5/27 6/27 7/24 8/28 9/28 10/35
Hidrocarbonetos monoterpénicos 456 440 39,7 545 361 432 489 368 47,6 35,2 43,16
a-pineno 2,64 1,1 - 1,9 2,2 1,1 2,6 2,5 4,3 1,3 - 1,70
[-terpineno 3,16 0,5 - 1,0 1,2 0,7 1,4 1,2 2,5 - - 0,85
B-pineno 3,39 1,8 2,5 2,0 3,0 1,7 2,1 1,8 1,8 1,9 1,7 2,03
a-felandreno 355 260 246 221 305 216 241 311 10,7 269 10,6 22,80
p-cimeno 3,87 7,4 8,9 6,4 9,5 4,8 55 6,9 4,7 9,9 6,5 7,05
B-tujeno 3,95 4,0 5,6 4,0 6,6 3,2 4.4 40 110 44 13,3 6,05
[-ocimeno 4,35 4,3 2,4 2,3 1,5 3,0 3,1 1,4 1,8 2,6 2,6 2,50
Isoterpinoleno 5,09 0,5 - - - - - - - 0,6 0,5 0,16
Monoterpenos oxigenados 33,3 40,3 47,2 32,2 47,9 43,4 235 516 40,8 52,9 41,31
Linalol 537 305 390 46,2 29,7 460 421 220 493 398 51,4 39,60
a-terpineol 7,35 2,8 1,3 1,0 2,5 1,9 1,3 1,5 2,3 1,0 15 1,71
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 59 3,3 2,7 2,1 5,6 5,8 6,9 2,9 1,2 0,5 3,69
v-Elemeno 1465 59 3,3 2,7 2,1 51 53 6,9 1,7 1,2 0,5 3,47
y-gurjuneno 15,98 - - - - 0,5 0,5 - 1,2 - - 0,22
Sesquiterpenos oxigenados 9,5 8,5 55 8,3 7,2 4,1 123 49 54 4,3 7,00
Espatulenol 16,45 48 4,7 2,7 3,8 3,0 2,0 5,3 2,6 3,1 2,5 3,45
Viridiflorol 16,59 12 0,9 0,8 0,5 0,8 0,7 1,4 - 0,7 - 0,70
a-bisabolol 16,75 0,5 - - - - - 0,6 - - - 0,11
Guaiol 16,99 2,0 1,8 1,5 2,0 2,1 1,4 3,1 1,3 1,6 1,3 1,81
-eudesmol 18,02 - - - 0,6 0,5 - - - - - 0,11
a-eudesmol 18,11 0,5 0,5 0,5 0,6 - - 0,7 0,5 - - 0,33
Elemol 18,46 0,5 0,6 - 0,8 0,8 - 1,2 0,5 - 0,5 0,49



Tabela 3. Continuacao
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TR

N° da arvore / DAP (cm)

Constituintes (min) 1/20 2/22 3/21 4720 5/27 6/27 7/24 828 9/28 10/35 %
Identificado 949 967 951 976 968 979 922 92 95 934
ni 06 06 - 05 - 14 06 - 15 05
Area<0,5% 51 33 49 24 32 21 78 38 35 66
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

TR = tempo de retencdo, DAP = diametro a altura do peito, X = média, ni = néo identificado. Nota: Os valores estdo expressos em porcentagem.
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Tabela 4: Didmetro dos halos de inibicdo do crescimento microbiano, concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM) do 6leo essencial de pau-rosa extraido de folhas e ramos finos.

Diametro do halo de inibicdo (mm) CIM CBM
Media + Desvio padréao* puL/mL puL/mL
Microrganismos

GEN AMP FLU Flona Resex Flona Resex Flona Resex

10 pg 10 pg 10 pg 10 pL 10 pL
(+) S. aureus 22,27+0°  34,86+0,28" - 25,80+0°¢ 20,17+1,47° 10 nd nd -
(+) S. epidermidis 25,43+0,1*  20.65+0,1° - 24,92+0,05% 14,12+0,56° nd 10 - nd
(+) E. faecalis 14,23+0,37%  23,39+0,6° - 9,18+0,2° 9,08+0,09° nd 2,5 - nd
(+) S. pyogenes 27,08+0,4*  39,05+0,5° - >40° >40° 10 10 nd nd
(-) K. pneumoniae 20,67+0° na’ - 17,87+0,92° 12,40+0,14° nd nd - -
(-) P. aeruginosa 21,370 na’ - na’ na’ - - - -
C. albicans - - na’ 28,68+1,52" 16,06+0,16° nr nr nr nr

GEN = Gentamicina, AMP = Ampicilina, FLU = Fluconazol, na = ndo ativo, nd = ndo determinado, nr = néo realizado. "Médias seguidas por
letras diferentes entre as colunas indicam que ha diferenga no teste de Tukey para p < 0,05.
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Figura 6: Coloracdo do 6leo essencial (OE) da FLONA do Tapajés (A) e da RESEX Tapajos-Arapiuns (B).
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Figura 7: PCA dos extratos brutos de pau-rosa obtidos de todas as partes da arvore através de analise em RMN *H. (A) FLONA e (B) RESEX.
N&o houve formacdo de grupos, indicando que nao ha diferenca significativa entre o padrdo de metabolitos produzidos por cada parte da arvore.
Nota: nos codigos em azul F= FLONA e R= RESEX, a numeracao representa as arvores, CT1, CT2 e CT3 as triplicatas da casca, GT1, GT2 e

GT3 as triplicatas de galhos e FT1, FT2 e FT3 as triplicatas de folhas.
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Tabela 5: Interpretacdo dos resultados da analise de solo das areas com ocorréncia de pau-rosa na FLONA do Tapajos e na RESEX Tapajos-

Arapiuns.
Disponibilidade dos nutrientes
Amostra Profundidade P,H da : Macronutrientes : Micronutrientes
(cm) agua mg/dm cmol/dm m% mg/Kg
P K Ca Ca+Mg Mg Al CT.C Cu Mn Fe Zn
efetiva

R267 0-10 4,4 média baixa baixa baixa baixa alta 2,9 86,2 média baixa alta alta

10-20 4,7 baixa baixa baixa baixa baixa alta 2,8 89,3 baixa baixa alta alta

R226 0-10 4,3 alta baixa baixa baixa baixa alta 2,5 84,0 baixa baixa alta alta

10-20 4,6 baixa baixa baixa baixa baixa alta 2,4 83,3 média baixa alta alta

R232 0-10 4,2 alta baixa baixa baixa baixa alta 2,6 80,8 alta baixa alta alta

10-20 4,4 alta baixa baixa baixa baixa alta 2,4 83,3 média baixa alta alta

F1143 0-10 4,2 baixa baixa baixa baixa baixa alta 2,4 79,2 média baixa alta alta
10-20 4 baixa baixa baixa baixa baixa alta 3 80,0 alta baixa alta média
F22 0-10 4,2 baixa baixa baixa baixa baixa alta 1,8 83,3 alta baixa alta baixa
10-20 4 baixa baixa baixa baixa baixa alta 1,7 82,4 alta baixa alta média
F330 0-10 3,9 baixa baixa baixa baixa baixa alta 3,4 85,3 alta baixa alta baixa
10-20 4,2 baixa baixa baixa baixa baixa alta 2,3 87,0 alta baixa alta média
F428 0-10 3,9 baixa baixa baixa baixa baixa alta 2,1 85,7 alta baixa alta média
10-20 4 baixa baixa baixa baixa baixa alta 2,2 81,8 alta baixa alta média
F300 0-10 4,3 baixa baixa baixa baixa baixa alta 2,7 74,1 alta baixa alta média
10-20 4,2 baixa baixa baixa baixa baixa alta 3,3 63,6 alta baixa alta média

CTC= Capacidade de Troca de Céations, m%= porcentagem de saturacdo por aluminio. Nota: as amostras que come¢cam com a letra R sdo da
RESEX e com a letra F sdo da FLONA, a numeracédo subsequente indica o plagueamento das arvores.
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3. SINTESE INTEGRADORA

Esta pesquisa, a partir dos resultados obtidos, contribuird para o uso sustentavel das
arvores de pau-rosa, as quais poderdo ser selecionadas como matrizes para producdo de
mudas e possivel geracdo de renda para os comunitarios que residem naquelas Unidades de
Conservacdo. A caracterizacdo do perfil quimico das populacBes foi importante para
esclarecer davidas quanto as caracteristicas do 6leo essencial das arvores indicadas como pau-
rosa nas areas estudadas, considerando-se o valor econdmico deste recurso.

Espécies de dificil identificacdo botanica, como é o caso de Aniba rosaeodora,
precisam ser investigadas atraves de outros caracteres além dos morfol6gicos, usando outras
ferramentas metodoldgicas. Ribeiro e colaboradores (1999), afirmam que as espécies A.
panurensis, A. rosaeodora, A. parviflora e A. burchellii representam um complexo e
geralmente ndo podem ser diferenciadas vegetativamente ou com frutos, e mesmo com flores,
é dificil a sua identificacdo. Ainda segundo estes autores, 0 material estéril dessas espécies,
quando dificil de reconhecer, pode ser identificado como Aniba panurensis sensu lato.

Apesar das conclusdes apresentadas aqui, este trabalho ainda ndo foi terminado. A
etapa seguinte serd a tentativa de isolamento das substancias majoritarias presentes no extrato
bruto. Além disso, um outro objetivo futuro, sera a producdo de informacdes genéticas destas
populacbes para insercdo em arvore filogenética juntamente com outras angiospermas basais,
como por exemplo, espécies da familia Piperaceae.

Este trabalho também mostra o potencial das arvores da RESEX como produtoras de
o6leo essencial, tendo em sua composi¢do uma concentracdo significativa de linalol, e agindo
como inibidor do crescimento microbiano, podendo ser utilizada, assim como as arvores da
FLONA, como produto florestal n&o madeireiro.

Dessa forma, as informacgdes contidas nesta dissertacdo tém relevancia na medida em
que poderdo servir como base para futuros projetos e planos com o intuito de gerar beneficios
socioecondémicos para as comunidades ali residentes e a0 mesmo tempo garantir a

conservacao da espécie.
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ANEXO A: Normas da Revista Quimica Nova. Disponivel no site:
<http://www.scielo.br/revistas/qn/pinstruc.htm>.

GERAL - Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos que
cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre Ensino de Quimica, Historia
da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de areas afins, desde que tenham
acentuado conteddo quimico. Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das modalidades
abaixo:

Artigos Originais (em portugués, inglés ou espanhol): refere-se a trabalhos inéditos
de pesquisa. Devem seguir a forma usual de apresentacdo, contendo Introducgéo, Resultados e
Discussdo, Parte Experimental etc, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverdo ter no maximo 25 péginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as
paginas deverdo ser numeradas.

Artigos de Revisdo (em portugués, inglés ou espanhol): destinados a apresentacao do
progresso em uma area especifica de Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica do
estado da arte do ponto de vista do especialista altamente qualificado e experiente. Deverédo
ter no maximo 40 péginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas
deverdo ser numeradas.

E imprescindivel gue, na referida rea, o autor tenha publicacdes que comprovem a sua
experiéncia e qualificacdo. Antes do envio do manuscrito, 0 autor devera submeter a editoria,
por e-mail, um resumo da revisdo pretendida, acompanhado de uma carta explicativa da
pertinéncia do trabalho. O material sera analisado pelos Editores e, uma vez aprovado, sera
solicitado ao autor o envio do manuscrito completo, dentro das normas de QN, e s entdo sera
dado inicio ao processo de avaliacdo pelos assessores.

O Corpo Editorial de QN podera, eventualmente, convidar pesquisadores qualificados para
submeter artigo de reviséo.

Artigos sobre Educacdo (em portugués ou espanhol): trabalhos de pesquisas
relacionadas ao ensino de Quimica e divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de
graduacdo e pos-graduacdo. Deverdo ter no maximo 25 pdginas, incluindo figuras, tabelas,
esquemas, etc e todas as paginas deverao ser numeradas.

Notas Técnicas (em portugués, inglés ou espanhol): trabalhos de comunicacdo de
métodos, validacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessérios desenvolvidos no
laboratdrio de origem do autor do manuscrito. Deverdo ter no maximo 25 péginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.

Assuntos Gerais (em portugués, inglés ou espanhol): abordagem de assuntos de
interesse geral dos quimicos, tais como politica cientifica, programas de graduacdo e pos-
graduacdo, histdria da quimica. etc. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras,
tabelas, esquemas etc. e todas as paginas deverao ser numeradas.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS - Todos os trabalhos deverdo ser digitados em
espaco duplo, utilizando somente Microsoft Word. A seguir, deve ser gerado um Uunico
arquivo no formato .pdf, do trabalho todo, para ser submetido através do sistema on line de
QN. A revista ndo aceita mais a submissao de trabalhos por outra forma.

A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e endereco dos autores.
Havendo autores com diferentes enderecos, estes deverdo vir imediatamente apds 0 nome de
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cada autor. Os autores deverdo ser agrupados por endereco. O autor para correspondéncia, que
devera ser o0 mesmo que submete o artigo on line, devera ser indicado com asterisco (*) e seu
e-mail colocado no rodapé da pagina (um so6 e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés (abstract), com no
méaximo 100 (cem) palavras, e a indicacdo de 3 palavras-chave (keywords), também em
inglés.

As figuras (incluindo gréaficos, esquemas, etc) deverdo ser em nimero maximo de 7 figuras
simples e ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo branco). Para nimero maior ver
o item Material Suplementar. As figuras, tabelas, esquemas, etc deverdo ser colocadas apds as
referéncias e devidamente identificadas pelo respectivo nimero. Se escaneadas, deverdo ser
em alta resolucdo (800 dpi/bitmap para tracos).. No caso particular de esquemas contendo
estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam Ser
reduzidas uniformemente, além de boa qualidade grafica. Considerar que as figuras deverédo
ter largura méaxima de uma coluna (8,5 cm).

Figuras coloridas terdo custo de publicacdo repassado aos autores, quando da publicacdo. Esse
valor sd podera ser informado aos autores quando o trabalho estiver previsto para ser
publicado, ocasido em que a grafica fornece o orcamento.

Para figuras, gréficos, esquemas, tabelas, etc idénticos aos ja publicados anteriormente na
literatura, os autores deverdo pedir permissdo para publicacdo junto a empresa/sociedade
cientifica que detenha os direitos autorais e envia-la a editoria de QN junto com a versdo final
do manuscrito.

As referéncias deverdo ser numeradas consecutivamente no texto, na forma de expoentes,
apos a pontuacado (se houver). A lista de referéncias devera ser colocada no final do texto. As
legendas das figuras, gréficos e esquemas deverdo ser colocadas em uma unica folha a parte,
separadas das figuras. A seguir, deverdo ser colocadas as figuras, os graficos, 0s esquemas, as
tabelas e os quadros. Colocar os titulos acima de cada tabela. No texto, devera ser indicada
apenas a insercdo de cada um(a).

Referéncias
Revistas:

Serd utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts Service Source
Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada de uma determinada
revista ndo puder ser localizada e ndo for ébvio como o titulo deve ser abreviado, deve-se
citar o titulo completo.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, é recomendado citar o seu
namero de Chemical Abstract, como segue:

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. L.; lzv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:780515).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:

Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L. H.;
Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.
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E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma lista
de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas € o seguinte:

4. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade,
Q. H. S.; Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123;
Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova 2001, 24, 473.

Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parénteses).

5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo
Koho 79 73,771 1979. (CA 91:P193174v)

6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T. Br Pl 9.604.468-3, 1999.
Livros:

com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz,
M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):

9. Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5" ed., Wiley: New York,
1988.

Programas de computacao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade
de Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
1997.

Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.

P&ginas Internet:
http://www.sbq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.
Material ndo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhées, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo. Para
material submetido mas ainda ndo aceito: Magalhées, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., submetido.
Para trabalho ndo publicado ou comunicagdo pessoal: Magalhdes, U. H.; trabalho néo
publicado ou Magalhdes, U. H., comunicacdo pessoal. Os resultados ndo publicados so
poderdo ser citados com a permissao explicita das pessoas envolvidas na sua obtencéo.

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possivel, as normas recomendadas pela
IUPAC, inclusive o Sistema Internacional de Unidades. Sobre a nomenclatura de compostos
(orgénicos e inorganicos) ja ha traducdes para a lingua portuguesa publicadas em QN. Quanto
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aos Simbolos e Terminologias, onde ndo héa traducéo, espera-se que adaptacao seja feita pelos
autores, criando entdo, paulatinamente, um conjunto de normas em portugués.

SUBMISSAO DOS ARTIGOS — A QN oferece aos autores a submissdo on line, que pode
ser acessada através do registro de Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa home page
(http://quimicanova.sbg.org.br) usando a opcdo Novo Usuario.Usuérios da plataforma do
JBCS, j& estdo cadastrados na base (pois ela € comum as duas revistas), devendo utilizar o
mesmo Login e Senha. Apds estar cadastrado no sistema, o autor pode facilmente seguir as
instrugdes fornecidas na tela. Sera solicitada a submissdo de um Unico arquivo do manuscrito
completo, em formato .pdf. Esta disponivel uma ferramenta para gerar o arquivo .pdf, a partir
de arquivo .doc ou .rtf, com envio automatico para o e-mail do autor. Tédo logo seja
completada a submissdo, o sistema informara automaticamente, por e-mail, o cddigo
temporario de referéncia do manuscrito, até que este seja verificado pela editoria. Entdo sera
enviado e-mail com o nimero de referéncia do trabalho.

Se ndo for recebido o e-mail com codigo de submissdo temporéria, por algum motivo, a
submissdo nao foi completada e o autor tera prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-la.
Depois desse prazo, o sistema ndo permite o envio, devendo ser feita nova submisséo.

O autor podera acompanhar, diretamente através do sistema, a situa¢do de seu manuscrito.

Ao fazer a submisséo, solicita-se uma carta de apresentacéo, que devera ser digitada no local
indicado, sendo obrigatdria a apresentacdo dos e-mails de todos os autores. Além disso,
devem ser enviados também os nomes, instituicdes a que pertencem e e-mails de trés ou
guatro possiveis assessores, que ndo podem pertencer a(s) mesma(s) instituicao(6es) dos
autores.

Material Suplementar — Esta modalidade foi criada para que na versao impressa da revista
apareca 0 numero estritamente necessario de figuras e tabelas (6 a 7 figuras simples).
Ressalta-se que, como este material ficara disponivel apenas na versdo on line, figuras, tabelas
e ilustragdes coloridas apresentadas na forma de material suplementar ndo terdo custo
repassado aos autores, nem limite de paginas. Porém, devem ter boa qualidade gréfica.

O material suplementar devera ser colocado no final do trabalho, com indicacéo clara. Devera
ser submetido um dnico documento .pdf, incluindo o material suplementar.

Os Editores poderdo solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacdo, a separacdo de
Material Suplementar.

MANUSCRITOS REVISADOS — Manuscritos enviados aos autores para revisao deverdo
retornar a Editoria dentro de prazo méximo de trinta dias ou serdo considerados retirados,
sendo que o sistema encerra 0 processo, ndo permitindo que seja reaberto. Vencido o prazo,
devera ser feita nova submissdo, dando inicio a um novo processo.

A submissdo do manuscrito revisado devera ser feita pelo mesmo autor, usando o Login e a
Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instru¢des fornecidas na tela, para
envio do documento .pdf completo da versdo revisada e das respostas aos assessores,
detalhando as alteragOes feitas na nova verséo e justificando as alteragcbes sugeridas nos
pareceres e que ndo foram aceitas pelos autores. Esses dois arquivos devem ser enviados
através da secdo Envio de Nova Versao, na Pagina do Autor, no sistema de submiss&o on line
de QN.
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Tao logo seja completada a submissdo o sistema informara automaticamente, por e-mail, 0
codigo temporério de referéncia do manuscrito, até que ele seja verificado pela editoria. Entéo
sera enviado e-mail contendo o nimero de referéncia do trabalho.

Se ndo receber 0 e-mail com codigo de submissdo temporéria, por algum motivo, a submisséo
ndo foi completada e o autor tera prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-la. Depois
desse prazo, o sistema néo permite o envio, devendo ser feita nova submissao.

O autor podera acompanhar, diretamente atraves do sistema, o status de seu manuscrito.

VERSAO FINAL - Quando for solicitada a versdo final, o autor recebera instrugdes
especificas quanto a programas para envio de arquivos (texto, figuras, tabelas, etc) . Arquivos
em formato .pdf ndo sdo mais solicitados nessa fase.

Se as Figuras forem escaneadas, deverdo ser em alta resolucdo (800 dpi/bitmap para tracos)
com extensao tif ou jpg, desde que nas dimensdes especificadas pelos Editores. As fotos ou
desenhos com cor (300 dpi/grayscale) deverdo ser enviadas com extensao tif/jpg, com largura
maxima total de 8,5 cm para ndo haver problemas ao aplica-las no padrdo da Revista. Outras
extensGes possiveis: cdr, eps, cdx ou opj. No caso particular de esquemas contendo estruturas
guimicas, estas deverdo ter sempre a _mesma dimensdo, para que possam ser reduzidas
uniformemente.

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas
alteracfes nos manuscritos, de modo a adequé-los as normas da revista ou tornar seu estilo
mais claro, respeitando, naturalmente, o conteldo do trabalho. Qualquer que seja a natureza
do manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia, informacao,
interpretacdo ou critica. A qualificacdo do trabalho sera atestada por dois consultores,
indicados pela Editoria.



