42 Jornada Cientifica e Tecnologica e 1° Simposio de Pés-Graduagéo do IFSULDEMINAS
16, 17 e 18 de outubro de 2012, Muzambinho — MG

Analise da Fracao Volatil por Headspace em Folhas de Hyptis marrubioides Cultivadas
in vivo e in vitro

Priscila Pereira Botrel, José Eduardo Brasil P. Pinto®, Suzan Kelly Vilela Bertolucci?, Felipe
Campos Figueiredo® e Flavio Figueiredo da Cruz*

YInstituto Federal do Sul de Minas, IFSULDEMINAS, Campus Muzambinho, Muzambinho,
MG, priscila.botrel@eafmuz.gov.br, felipe@eafmuz.gov.br, flaviocruzcrc@hotmail.com
Universidade Federal de Lavras, UFLA, Lavras, MG, Departamento de Agricultura,
jeduardo@dag.ufla.br, suzan@dag.ufla.br

Introducéo

Hyptis marrubioides Epl. é também conhecida como horteld-do-campo e pertence a
familia Lamiaceae. Estudos tém mostrado atividades bioldgicas importantes relacionadas ao
género Hyptis, tais como atividades antifungica (OLIVEIRA et al., 2004), antibacteriana
(SOUZA et al., 2003) e inseticida (ARAUJO et al., 2003) dentre outras. Aos 6leos essenciais
secretados nesse género tém sido atribuidas acBes farmacologicas, como anestésico,
antiespasmadico e anti-inflamatoério (DI STASI e LIMA, 2002).

A técnica de Headspace permite analisar pequenas amostras do vegetal em um sistema
fechado, sem a necessidade de extracdo prévia. Ao contrario do Oleo volatil, que é extraido
em contato com meio aquoso e submetido a temperatura elevada e pH acido por um grande
periodo de tempo, os compostos volateis analisados em Headspace podem ser considerados
mais fiéis a composicdo quimica original do vegetal, pois normalmente ndo sofrem
degradacdo (SOUZA, 2007).

A composicdo dos metabdlitos secundarios nas plantas é resultado do balango entre a
sua formacdo e transformacdo que ocorrem durante o crescimento em decorréncia
principalmente de trés fatores: geneticos, ambientais, e das técnicas de cultivo (CASTRO et
al., 2002).

Devido a ameaca de extingdo da espécie em estudo e com intuito de obtencdo de
mudas com padréo quimico semelhante, objetivou-se avaliar a composi¢do quimica da fracéo
volatil em folhas de plantas de H. marrubioides cultivadas em campo, casa de vegetacéo e in

vitro.



Material e Métodos
Amostras de folhas de H. marrubioides foram coletadas do campo (idade de 24
meses), casa de vegetacdo (idade de 24 meses) e in vitro através da cultura nodal em meio MS
sem regulador de crescimento (45 dias). As amostras foram secas em estufa com circulacdo de
ar a 39°C.

As analises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Fitoquimica do DAG/UFLA.
Para extracdo da fracdo volatil de H. marrubioides empregou-se a técnica de headspace
estatico. Para isso, utilizou-se do extrator/amostrador headspace automatico CombiPAL
Autosampler System (CTC Analytics AG, Switzerland) acoplado ao sistema de CG/EM. Apds
procedimentos de otimizacdo das condicGes operacionais foram estabelecidos os seguintes
parametros: temperatura de incubacdo da amostra de 100°C durante 30 min, temperatura da
seringa a 110°C. Foram empregados 100 mg de folhas secas fragmentadas em tamanho
aproximado de 5 mm, que foram acondicionadas em vial para headspace de 20 mL, vedados
com septo de silicone/PTFE; 500 pL da fase de vapor foram injetados na coluna
cromatografica. A fracdo volatil foi analisada empregando cromatografia em fase gasosa
acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM) e cromatografia em fase gasosa acoplado a
um detector de ionizagdo em chama de hidrogénio (CG-DIC).

Nas analises de CG-EM foi utilizado um sistema de cromatografia em fase gasosa
Agilent® 7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent
Tchnologies, Califérnia, EUA), operado por ionizacdo de impacto eletrénico a 70 eV, em
modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com um intervalo de aquisi¢do de massas de
40-400 m/z. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida HP-5 (30 m de comprimento x
0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) (Califérnia, EUA). O gas hélio
foi utilizado como gés de arraste com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e a linha
de transferéncia para o MS foram mantidas em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A
temperatura inicial do forno foi de 60 °C, isotérmico por 1,5 min, seguido por uma rampa de
temperatura de 3° C/min até 240 °C, seguida de uma rampa de 10 °C/min até 270 °C. A inje¢do
foi realizada no modo split a uma razdo de injecdo de 1:50. As andlises quantitativas da fracdo
volatil foram realizadas por CG-DIC empregando o sistema Agilent® 7890A acoplado a um
detector de ionizacdo de chama de hidrogénio nas mesmas condic¢Bes operacionais das analises
por CG/EM. As concentragdes dos constituintes presentes no Oleo foram expressas pela
porcentagem de area relativa dos picos cromatograficos.

Os componentes foram identificados por comparacdo de seus indices de retencéo

relativos calculados com indices de retencao de literaturas (ADAMS, 2007; BOTREL et al.,



2009; DAVIES, 1990), por comparagdo dos espectros de massas com o banco de dados da
biblioteca NIST/EPA/NHI (NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND
TECHNOLOGY - NIST, 2008) e de literatura (ADAMS, 2007) e por coinje¢do com mistura
de o e B-tujona de referéncia [Sigma-Aldrich®, pureza declarada de 82,5% (porcentagem de
area relativa CG), ~ 70% de o-tujona e ~ 10% de B-tujona]. Os indices de retencdo (IR)
foram determinados utilizando uma curva de calibracdo de uma série de n-alcanos (Cg-Cy),

injetados nas mesmas condicdes cromatograficas das amostras.

Resultados e Discusséo

As analises quimicas da fracdo volatil das folhas de H. marrubioides oriundas de
cultivo em campo, casa de vegetacdo e in vitro ndo indicaram alteracfes significativas na
composigdo e teores dos constituintes. Foram identificados nas amostras 12 constituintes
quimicos que representaram mais de 91% do total da composicdo quimica da fracdo volatil
(Tabela 1).

Os volateis emitidos caracterizaram por uma porcentagem de monoterpenos (68,91-
73,18%) maior que a de sesquiterpenos (20,12 — 22,78%). No entanto, Botrel et al. (2010)
observaram maior porcentagem de sesquiterpenos no campo de 76,34% e casa de vegetacao
de 92,57% e baixa porcentagem de monoterpenos nos dois materiais (22,86% e 2,35%,
respectivamente). Isso pode ser devido a diferenca entre as amostras, pois no presente estudo
analisou-se as fragdes volateis extraidas por ‘Headspace’ e no estudo de Botrel et al. (2010)
foi analisado o dleo essencial obtido por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger.

Independente da origem das amostras (campo, casa de vegetacdo e cultivo in vitro) os
constituintes majoritarios da fracao volatil foram a-tujona (39,51 a 40,00%) e terpinoleno
(14,45 a 17,00%).

Neste trabalho foi detectado a-terpineno (0,65-1,71%) e terpinoleno (14,45-17,00%) e
Botrel et al. (2010) ndo encontraram esses constituintes. No entanto, encontraram terpinen-4-
ol (0,00-1,12%) e a-terpineol (0,71-1,40%). O a-copaeno ndo foi detectado nas amostras da
fracdo volatil oriundas do cultivo in vitro. Os demais constituintes apresentaram pequenas
variacdes nos seus teores. Al-Qudah et al. (2011) analisaram o 6leo essencial de Teucrium
polium L. e observaram que in vitro o constituinte B-cariofileno foi superior em relacdo as
plantas do campo.

Essa investigacdo mostra que a micropropagacdo de H. marrubioides, através da

proliferacdo da cultura nodal, € um método confiavel para multiplicacdo rapida dessa espécie



permitindo a mesma producdo da fracdo volatil de plantas cultivadas no campo ou em
ambiente protegido.

Tabela 1. Constituicdo quimica da fracdo volatil de plantas do campo (24 meses), casa de
vegetacao (24 meses) e de plantulas (45 dias) de Hyptis marrubioides.

a Campo Casa Vegetacdo In vitro
Compostos IR Area%-+DP Area%-+DP Area%-+DP
tuja-2,4-(10)-dieno (M) 964 8,19+0,80 10,08+1,85 11,42+2,69
2,6-dimetil-2-octeno (H) 967 1,01+0,06 1,21+0,13 1,22+0,20
a-terpineno (M) 1015 1,71+0,02 1,35+0,35 0,65+0,13
terpinoleno (M) 1089  15,03+0,56 14,45+0,01 17,00+1,81
a-tujona (M) 1102 39,51+1,23 40,00+0,03 39,65+2,37
B-tujona (M) 1120 0,18+0,02 0,17+0,05 0,09+0,02
trans-pinocanfona (M) 1162 3,28+0,01 3,43+0,13 3,15+0,08
B-bourboneno (S) 1385 7,72+0,02 6,34+0,38 6,15+0,21
a-copaeno (S) 1394 1,47+0,09 0,94+0,63 nd
B-cariofileno (S) 1431 7,37+0,57 7,61+0,79 5,99+1,15
trans-muurola-4-(14),5-dieno (S) 1495 3,67+0,56 4,72+0,11 4,84+0,87
y-himachaleno (S) 1498 2,55+0,09 2,20+0,42 3,14+0,28
Monoterpenos totais (%) 68,91 70,69 73,18
Sesquiterpenos totais (%) 22,78 21,81 20,12
Total identificado (%0) 91,69 92,50 93,30

*Indice de retencéo relativo a série n-alcanos (Cg-C,o) em coluna HP-SMS.
nd = ndo detectado; M = monoterpeno; S = sesquiterpeno; H = hidrocarboneto

Conclusdes
Os constituintes majoritarios da fracdo volatil de H. marrubioides em todas as
condigdes de cultivo (campo, casa de vegetacdo e cultivo in vitro) foram a-tujona (39,51 a
40,00%) e terpinoleno (14,45 a 17,00%).
A cultura nodal (in vitro) € um método eficiente para propagacdo clonal de H.
marrubioides, pois ndo interfere na composicao quimica da fracdo volatil quando comparada

com plantas obtidas de cultivos convencionais.
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