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RESUMO

A espécie vegetal Eugenia nitida Camb., pertence a familia Myrtaceae, género
Eugenia, e é conhecida popularmente como manga-do-brejo. Seu habitat natural séo
areas de restinga.

O o¢leo essencial extraido de suas folhas por hidrodestilacdo revelou
predominancia de sesquiterpenos hidrocarbonetos e com fungbes oxigenadas em sua
composic¢do quimica, quando analisado por CGAR e CGAR-EM. Foram identificados 33
compostos por comparagdo de seus espectros de massas com os da literatura e
espectrotecas Willey e NIST e por seus indices de Retencdo calculados para coluna de
baixa polaridade (fase estacionaria 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano). O componente
majoritario do Oleo essencial é o sesquiterpeno 4B-hidroxi-germacra-l (10) 5-dieno
(9,8%), seguido pelo y-elemeno (7,9%), E-cariofileno (7,9%) e B-selineno (4,3%).

Os indices de retencdo claculados para coluna polar (fase estacionaria 100%
polietileno glicol) ndo foram conclusivos, pois existe uma grande diferenca entre os
valores destes indices para uma mesma substancia na literatura. Esta discrepéancia
pode ser explicada pelo uso de diferentes equacdes para o calculo destes valores, e
também pelo tipo de fase estacionaria envolvida e programacdo de temperatura.

Propostas de fragmentacdo de massas e de rotas biossintéticas sdo sugeridas

para os compostos identificados, visando a confirmacdo da identidade dos mesmos.



ABSTRACT

The plant Eugenia nitida Camb. which grows in reef areas, belongs to Myrtaceae
family, genus Eugenia and is popularly known as manga-do-brejo.

The essential oil from its leaves, obtained by hydrodistillation, was analysed by
HRGC and HRGC-MS and revealed a predominance of hydrocarbon sesquiterpenes
and oxygenated sesquiterpenes in its chemical composition. Thirty-three compounds
were identified by comparison of their mass spectra with the ones in the literature and
Willey and NIST mass spectra library and by their Retention Indexes in a low-polarity
fused sillica capillary column (5% diphenyl and 95% dimethyl-polisiloxane stationary
phase). The sesquiterpene 4p-hidroxy-germacra-1 (10)5-diene is the major component of
the oil (9,8%), followed by y-elemene (7,9%), E-caryophyllene (7,9%) and B-selinene
(4,3%).

The Retention Indexes calculated for a polar column (100% poliethylene-glicol
stationary phase) were not conclusive because there is a great difference among the
values of these indexes for a same substance in the literature. This discrepancy can be
explained by the use of different equations to calculate these values and also by the
type of stationary phase involved and temperature programming.

Mass fragmentation proposals and biosynthetic routes are suggested to confirm

the identity of the compounds.
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1. Introducéo

1.1- Os oleos essenciais

Os Oleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de
matérias-primas para diversos tipos de industria, principalmente as de perfumada,

alimentos e farmacéutica (.

Sao produtos volateis, normalmente odoriferos, obtidos a partir de
tecidos vegetais, fungos, algas e, algumas vezes também de tecidos animais,
possuindo uma composicdo quimica complexa. Em alguns casos chegam a conter
mais de uma centena de componentes distribuidos em quantidades varidveis (2),
Seus constituintes quimicos usualmente sdo terpendides (mono e sesquiterpenos
oxigenados ou nao) e/ou lignodides, como alil- e fenilpropandides e cumarinas, que
ostentam os esqueletos carbonicos originados das unidades precursoras 1 e 2,

respectivamente (fig. 1) 4

A

(1) (2)

Figura 1: Unidades precursoras dos componentes dos 6leos essenciais



A natureza quimica dos inumeros componentes de Oleos essenciais é
relativamente limitada, porém, os arranjos de esqueletos carbdnicos e as
posicBes varidveis de diversos grupamentos, aumentam sensivelmente a
quantidade de substancias odoriferas, cada uma delas assumindo a sua

individualidade .

Os dleos essenciais sdo obtidos geralmente por arraste de vapor
d'agua e outras técnicas que vem sendo descobertas e se constituem em outras
opcdes a uma extracdo segura e com rendimento satisfatério, como a
hidrodestilacdo, extracdo por headspace, extracdo utilizando gordura, por fluidos

supercriticos, entre outras. ()

O valor comercial dos O&leos essenciais vem se mostrando
relativamente estavel ha muitos anos, sendo sua producdo explorada em regides
pouco desenvolvidas em fungdo das atividades agricolas primarias envolvidas em
paises menos exigentes. Paises como Guatemala, India, China, Egito, Indonésia,

Sri Lanka, Turquia e Brasil sdo tradicionais exportadores de 6leos essenciais ©).

Os paises mais desenvolvidos importam estes 6leos como matéria-
prima barata e por meio de operacdes como purificacdo, destilacdo, preparacao
de derivados, isolamento dos constituintes quimicos e modificacdes quimicas,
valorizam o produto, agregando-lhe valor comercial. Em relacdo as modificages
estruturais, o0s 0Oleos essenciais, por serem fontes de produtos naturais puros,
podem ser utilizados como matéria-prima para a sintese de compostos de alto

valor comercial (),



O crescente desenvolvimento nas duas ultimas décadas dos métodos
analiticos instrumentais para detec¢do de substancias organicas, tais como CG-
EM, CLAE, RMN entre outras vem fazendo com que pesquisadores de Produtos
Naturais do mundo inteiro aprimorem seus estudos visando maior conhecimento
fitoquimico das diversas familias botanicas j& existentes. Neste sentido, a
cromatografia gasosa, uma técnica desenvolvida had cerca de quarenta anos,
provou ser a ferramenta ideal para a analise de misturas complexas e,

principalmente, de 6leos essenciais®.

Em particular, a técnica de CGAR-EM foi uma das que sofreram
maior aperfeicoamento no decorrer dos anos e desperta um interesse crescente
da parte de muitos pesquisadores, que vém utilizando esta técnica cada vez mais
no estudo de componentes volateis de espécies vegetais, englobando assim a
analise de 6leos essenciais. Este interesse deve-se basicamente a fatores que
tornam atrativo este tipo de analise, como o baixo custo operacional envolvido; o
tempo de analise relativamente curto, se comparado aos métodos fitoquimicos
tradicionais; a economia de reagentes; a facilidade de manuseio da
instrumentacdo utilizada e, principalmente, a confiabilidade dos resultados
obtidos. Esta otimizacdo da analise reflete-se no numero cada vez maior de
trabalhos publicados (¢.78) que relatam estudos qualitativos e quantitativos de

volateis e 6leos essenciais empregando CGAR-EM.



1.2 - Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa é um dos métodos modernos de analise que
vem ocupando um merecido destaque no que diz respeito a separagao,
caracterizacdo e quantificacdo de compostos organicos. Segundo definigcbes de
algumas décadas atras, trata-se de um método fisico de separagdo onde o0s
componentes a ser separados distribuem-se por duas fases: a fase estacionaria,
que € uma fase fixa com uma grande area superficial, e a fase mdvel, que se trata
de um gas que percola a fase estacionaria %11 Nos dias de hoje, com o
avanco da técnica, a cromatografia gasosa é vista simplesmente como um método
de separacdo e deteccdo de substéncias quimicas, que utiliza um determinado
gads como fase movel e materiais poliméricos de diferentes composicbes e
polaridades ligados a uma Coluna Capilar de Silica Fundida (CCSF) como fase

estacionaria

O aparelho utilizado para as andlises cromatograficas em fase
gasosa € o cromatografo, constituido basicamente de trés partes: um injetor, por
onde a amostra é inserida no aparelho e posteriormente volatilizada, uma coluna
cromatogréfica, que é onde acontece o fendmeno de separacdo dos componentes
quimicos, e um detector, onde 0s componentes separados da mistura sdo
detectados. Outros componentes a se levar em consideracdo sdo o gas de arraste
(fase movel) e o registrador/detector, através do qual se obtém o cromatograma,

que € o registro grafico da analise. Nele estdo indicados os tempos de retengdo



das substancias encontradas na coluna cromatografica utilizada e o grau de
concentracdo em que se encontravam em determinado momento da analise(11).

O tempo de retencdo dos compostos € definido como sendo o tempo gasto
(em condicbes de operagdo pré-fixados de vazdo, temperatura e coluna) entre o
instante de injecdo até a altura maxima do pico no cromatograma, e €
representado genericamente por tr, e 0 tempo de eluicdo para um composto ndo
retido sendo chamado t0(1). O tempo de retencdo corrigido (tr,), que é o tempo

real de retencdo da substancia, € dado pela seguinte formula:

tR'= tR - to

)

Os componentes basicos do cromatdégrafo vém sendo constantemente
aperfeicoados com o intuito de melhorar cada vez mais os resultados das
analises. A partir da modernizagdo das colunas cromatograficas, com a
introducdo em 1960 do uso de CCSF, que substituiu o de colunas empacotadas, a
cromatografia gasosa sofreu um grande impulso, conferindo um grande
desenvolvimento a cromatografia em fase gasosa de alta resolugéo (CGAR)(12)

As colunas capilares utilizadas atualmente em CGAR possuem
caracteristicas de inércia e eficiéncia excepcionais(12'13). S8o constituidas por um

tubo capilar de diametro interno entre 0,05-1 mm e comprimentos que variam de

5 a 100 metros ou mais. Na parede interna deposita-se um filme homogéneo da

fase estacionaria com espessura uniforme que varia entre 0,1-5u. O tubo capilar



é de silica fundida, as chamadas Colunas Capilares de Silica Fundida (CCSF). Os
materiais poliméricos empregados nas fases estacionarias (difenilmetilamina,
difenilpolisiloxano) caracterizam-se por possuirem baixa temperatura de fusdo ou
amolecimento, baixissima pressdo de vapor e/ou baixa velocidade de
decomposicdo a altas temperaturas aliadas a uma estabilidade térmica que néo
altera sua composicdo quimica, e assim, a capacidade de separacdo das

substéncias(14).

1.3 - O indice de Retencdo como critério de identificacdo de Compostos

Orgénicos

Os principais métodos utlizados atualmente na identificacdo dos
constituintes quimicos dos o6leos essenciais sdo baseados nas analises de CGAR
e CGAR-EM, que levam em consideragdo principalmente os tempos de retencéo
dos solutos nos calculos dos indices de retencdo, e seus respectivos espectros
de massas, que permitem a comparacdo com espectros de massas de
substancias conhecidas e catalogadas(14’15).

Nos Ultimos anos, outras técnicas como RMN13

C e mesmo variacdes
da CGAR, como a co-eluicho de uma amostra padrdo com tempo de retengdo
conhecido sob determinadas condigbes cromatogréaficas, também tém sido

utilizados com grande sucesso neste tipo de trabalho. O inconveniente da

13
utilizacdo da técnica de RMN C é a quantidade de isbmeros estruturais em.



mistura. Isto dificulta a atribuicdo de deslocamentos quimicos para cada

substancia em particular.

Em relacdo a técnica da co-eluicdo com padrbes juntamente com a amostra
desconhecida, o problema consiste em se obter padrbes de mono e
sesquiterpenos puros e isolados. Porém, tanto a técnica de co-eluicdo quanto as

3

analises espectroscopicas por RMN1 C sdo aliados importantes na andlise de

Oleos essenciais.

Particularmente, o uso do indice de Retencdo (IR) na identificacéo
de compostos organicos, especialmente volateis, continua sendo, mesmo através
dos anos, o método mais seguro e confiavel, pois toma como referéncia o tempo
de retencdo da amostra (tR sub=) em relagdo aos tempos de retencdo de duas

parafinas com n e n+l atomos de carbono (trn € trn+1)(16)

A histéria da aplicagdo dos IR como critério de identificagc@o iniciou-
se na primeira metade da década de 50, quando o pesquisador alemdo E.
Kovats, estudando parafinas por cromatografia gasosa, descobriu que o0s
tempos de retencdo de uma série homdloga de n-parafinas sob condi¢bes de
analise isotérmicas, estavam relacionados com o nUmero de carbonos do

esqueleto de cada composto(17).

Os tempos de retencdo guardavam entre si uma relacdo linear e

bY

aumentavam a medida que se aumentava o nuimero de carbonos da cadeia.



A partir de tal observacdo, Kovats formulou o seu conhecido indice de
Retencdo, que, de inicio, propunha para uma parafina contendo n atomos de
carbono, um indice de retencdo da ordem de 100 vezes o numero de carbonos.

Desta forma:

=100 n

2)

Assim, uma parafina contendo 8 a&tomos de carbono eluiria
preferencialmente a uma outra contendo 9 &tomos de carbono e possuiria um
indice de retencdo 800 enquanto a parafina de 9 possuiria um indice de valor
900.

Para outras substancias, que ndo fossem parafinas, Kovats assumiu
que seus IR situar-se-iam entre os de duas parafinas da série homdloga que
possuissem semelhantes numeros de carbonos. Desta forma, ele estabeleceu
que o tempo de retencdo da amostra desconhecida guardaria uma relagéo
logaritmica com os tempos de retencdo das parafinas, agora chamadas padr@es,
anterior e posterior a ela no cromatograma obtido. Isto sugeria que os logaritmos
dos tempos de retencdo guardavam uma relacdo linear entre si no cromatograma,
indicando que o logaritmo do tempo de retencdo ajustado das n-parafinas

aumentaria linearmente com o aumento da cadeia(18)
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Em 1958, Kovats propés a seguinte férmula, com base nas observacdes

acima, que era uma variacdo aperfeicoada de seu indice de Retencao:

IK = (log IR subst — lOg IR'

+n) x 100
log tr'n+1—log tr' »

3)

sendo que tR'n < tR'subst < tR'n+1, onde:

IK = indice de Retencdo de Kovats sob condi¢des isotérmicas;

tR'subst = Tempo de retencdo ajustado da amostra desconhecida;

tRn e tRn+1 = Tempos de retencédo ajustados dos padrdes anterior e posterior no
cromatograma da série homologa;

n = nimero de carbonos do padrdo posterior.

Com esta férmula, também é possivel prever o nimero de carbonos
do soluto, logicamente se respeitadas as mesmas condicdes de andlise tanto para
a amostra desconhecida quanto para a série homéloga.

Para o ajuste dos tempos de retencdo é utilizado o tempo de
retencdo de um ga&s na coluna, por exemplo metano, propano, butano, que
também podem ser utilizados como gas de arraste. Este tempo é descontado do

tempo de retencdo da amostra no cromatograma(ll).
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Logo:

tR' = tR - tM

(4)

onde trR' = Tempo de retencdo ajustado

tR = Tempo de retencdo observado

tv = Tempo de um soluto (gas) nado retido pela fase estacionaria (tempo
morto)

Como conclusdo, Kovats deduziu que, a partir dos calculos de IK,
cada substéncia teria o seu proprio indice, devido as diferencas estruturais
intrinsecas de cada espécie, permitindo, assim, que cada composto fosse
caracterizado individualmente. A férmula de Kovats foi aceita universalmente e
comecou a ser amplamente utilizada.

O surgimento, nos anos seguintes, da modalidade de analise por
temperatura programada, para atender as necessidades da tecnologia que
requeririam menor tempo, como as andlises de drogas farmacéuticas, petroleo,
alimentos, "flavors" e cosméticos, levou alguns grupos de pesquisadores a
questionar se o uso do indice de Kovats seria adequado para temperatura
programada. O indice de Kovats era usado para analises isotérmicas e sob

condigbes de gradientes de temperatura, os tempos de retengcdo dos solutos e da

série teoricamente nao se relacionariam mais de forma Iinear(19).
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Uma generalizacdo da definicdo de Kovats para o campo da cromatografia
gasosa com temperatura programada foi proposta por Van Den Doole e Kratz(20)
em 1963. Eles determinaram que as temperaturas de retencdo dos n-alcanos
(que passaram a ser usados na série homéloga) sdo linearmente dependentes
de seu indice de retencdo, como definido por Kovats.

A equacdo sugerida por Van Den Doole e Kratz é a seguinte:

Trsubst — 1 Rn)

R’n+1— IRn

IRTP = (100n +100 x

(5)
onde IRTP significa indice de Retencdo a Temperatura Programada € TRn < TRsubst
< Trn+1 s80 as temperaturas de retengdo do n-alcano da série homologa com n
dtomos de carbono, do soluto e do n-alcano com n+l1 atomos de carbono,
respectivamente(19).

Estudos posteriores mostraram que a temperatura de retencdo, que
€ a temperatura na qual um determinado soluto é retido pela fase estacionaria,
pode ser substituida pelo tempo de retencdo ajustado correspondente, tr, desde
que, para programacado de temperatura linear, a relagdo entre tr' e temperatura T

seja:

T=To+rtr




13

sendo To a temperatura inicial da coluna e r a taxa de aquecimento da
programa(;éo(21).

Uma das observacdes feitas pelos pesquisadores desta area foi que
os tempos de retencdo dos compostos em colunas de baixa polaridade
modificavam pouco em relacdo ao mesmo soluto analisado em outras colunas de
mesma polaridade. Por sua vez, em colunas polares, havia diferencas entre o0s
indices de retencdo para os compostos quando analisado em outras semelhantes.
Isto, em parte, se explica pelas interagcbes da fase estacionaria polar com o
soluto, retendo-o mais de acordo com suas caracteristicas estruturais, o que lhe
confere um tempo de retencdo maior, e, por consequéncia, um indice de retencéo
diferente daquele obtido no calculo das andlises em colunas de baixa polaridade.

Em 1970, McReynolds determinou IR para diversos compostos em
cerca de 200 fases estaciondrias a 120°C em condi¢cdes padronizadas. Com o
intuito de caracterizar as diversas colunas existentes, ele utilizou como padrbes
10 compostos de estruturas diferentes e determinou seus IR. A experiéncia
mostrou que o a fase estacionaria constituida pelo esqualeno (pouco polar)
produzia, para todos os 10 compostos, 0s menores valores de indices de

retengéo(14).
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Com base nesta observacdo, McReynolds determinou que:

Al=IRp - IRe

(7)
onde Al era a diferenca entre os IR obtidos em uma coluna polar (IRp) e em uma
coluna de baixa polaridade (IRe), sendo esta, no caso, 0 esqualeno.

Muitas outras férmulas foram propostas para calcular IR, como as
de Erdey et al.(22), que ndo utiliza os dados relativos a série homdéloga dos n-
alcanos, as de Giddings(23)v Lee € Taylor(24), Curvers et al(25), que propds uma
equagdo baseada em dados termodindmicos da andlise, como parametros
entrépicos e entalpicos; Golovnya e Uraletz(26), que propuseram uma equacao
simples que levava em consideracdo uma certa "temperatura equivalente” (Teq)
derivada da temperatura experimental, além de diversos outros.

Ettre, na década de 60, publicou uma série de artigos(27’28) sugerindo
um método de calculo de IR para colunas pouco polares baseado no somatério de
incrementos relativos a parametros estruturais na molécula (existéncia de
ligacbes duplas ou triplices, funcdes oxigenadas e/ou nitrogenadas, presenga de
halogénios, etc.), ao IR do n-alcano correspondente. O método constituiu-se
numa ferramenta util para se predizer o indice de retencdo de um composto
desde que sua férmula estrutural fosse conhecida previamente. Buchman et al (29)
fizeram, ja na década de 80, um aperfeicoamento do trabalho de Ettre e reportou
que, ao se observar o efeito de um substituinte em particular numa série

homdloga de poucos compostos de referéncia, incrementos ao IR (dl) relativos
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aquele substituinte podiam ser estabelecidos em ambas as colunas, polares e
nao-polares. Em outras palavras, se Isubst € O IR de um composto que possui um

determinado substituinte e lo € o IR daquele composto sem o substituinte, entéo:

6' = Isubst‘ I0

(8)

Acompanhando este trabalho, Peng et al (30-33) gesenvolveram um método

que previa os tempos de retencdo usando trés parametros: (I) o ndmero total de
atomos de carbono (N) ou o numero total de atomos de carbono e atomos de
carbono equivalentes (Z) na molécula, (Il) o incremento do indice de retencdo e,
(I o Fator de Retencdo de Grupo (FRG) para substituintes e grupos funcionais.
Desta informacdo, pode-se prever o indice de retencdo segundo Peng (Icp) pela

seguinte férmula:

lcp = 100Z + Em; + Zny

(9)

onde 100Z representava a contribuicdo dos atomos de carbono na molécula ao

IR, mi e ni representando os FRGs dos grupos funcionais (30) e sdo dados por:

m,n =48l - 100Z

(10)
Foram feitos muitos testes utilizando o sistema desenvolvido por

Peng, incluindo analises para alcoois alilicos e seus ésteres(34) com resultados

satisfatorios.
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Mesmo com a ampla gama de formulas desenvolvidas para a analise
qualitativa de compostos organicos por CGAR, as férmulas de Kovats, para
analises isotérmicas e de Van Den Doolen e Kratz para temperaturas
programadas ainda s&o as mais utilizadas e podem ser adequadas inclusive a
analise de componentes de Oleos essenciais, ainda que hoje em dia a maioria
destas andlises sejam feitas apenas por temperatura programada.

Muitos métodos computacionais estdo surgindo com o0 avan¢o da
tecnologia, com a funcdo de auxiliar os célculos de IR (21) no intuito de se obter
resultados cada vez melhores.

O que se observa, no entanto, na maioria dos trabalhos envolvendo
0 uso do indice de retencdo em andlises de 6leos essenciais e volateis € que nao
€ citada a formula pela qual o indice foi obtido, muitas vezes fazendo com que
indices de retencdo de varios compostos, sob as mesmas condi¢cbes de analise,

apresentem-se com valores diferentes em diversas publicacdes.
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1.4 - Os Oleos Essenciais e a familia Myrtaceae

Os Oleos essenciais de conhecidas familias boténicas (Lauraceae,

(6’7’8), pelo fato

Annonaceae, Piperaceae,etc.) tém sido estudados com frequéncia
de espécies pertencentes a elas apresentarem comprovadas propriedades

medicinais ou aromas caracteristicos atribuidos a seus 6leos.

(36). Possui cerca de 100

A familia Myrtaceae € uma das mais estudadas
géneros, entre 0s quais se destacam o0s géneros Myrcia, abundantemente
encontrado no continente Americano, com mais de 300 espécies(37), 0 género
Eucalyptus, talvez o mais estudado dentre todas as familias vegetais com
espécies bastantes aromaticas e utilizadas na medicina popular e 0os géneros

Syncarpia, Uromyrtus, Myrtus e Eugenia(37'40).

O género Eugenia é bastante vasto, possuindo por volta de 500 espécies,
das quais mais de 400 se encontram distribuidas no Brasil e paises sul-
americanos vizinhos como Argentina, Uruguai e Chile, além de raras espécies na
regido das indias Ocidentais. Caracteriza-se por possuir espécies com frutos e
folhas com odores -caracteristicos nas suas espécies, além de apresentarem
propriedades farmacoldgicas, como antidiarreico, inibidor de enzimas e

bactericida.
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1.4.1 - O Estudo Quimico do género Eugenia

Muitos grupos de pesquisa tem dedicado atencdo especial ao estudo

quimico dos 6leos essenciais de véarias espécies de Eugenia®?.

A espécie Eugenia uniflora L., popularmente conhecida como
pitangueira, tem o maior numero de trabalhos publicados do ponto de vista
quimico das suas diversas partes vegetais, que vai de estudos fisicos e quimicos
da polpa de seu fruto(41), ao estudo farmacologico de seu odleo essencial, que
revelou uma ampla variedade de usos benéficos na medicina, como regulador da
taxa de colesterol no sangue, redutor dos niveis de &cido drico, anti-reumatico,
anti-térmico, além de recentes descobertas de que pode ser inibidor da atividade
da enzima xantina-oxidase, e atividade anti-microbial(42). Este oOleo constitui-se

basicamente de sesquiterpenos com o0 esqueleto biciclico selinénico (3) (figura
2)42).

Figura 2 : Esqueleto biciclico selinénico

Outras espécies de Eugenia possuem atividade antidiarréica e seus
Oleos essenciais sdo constituidos, principalmente, por sesquiterpenos

hidrocarbonetos e oxigenados, como as espécies Eugenia rostrifolia L. e
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Eugenia involucrata Cand., que apresentam quantidades consideraveis de
viridifloreno (4)(42). Ja as espécies Eugenia schuechiana Berg. e Eugenia
plicato-costata Berg. tém como principal constituinte de seus 06leos essenciais 0
B-cariofileno e seu 6Oxido (5 e 6), que totalizam juntos, cerca de 30% do conteldo
total dos componentes dos 0leos essenciais de cada uma(42). A planta Eugenia
tinguyensis Camb. possui seu 06leo essencial constituido de 25% de nerolidol(7),
enquanto que o de Eugenia caryophilatta Thumb., o tradicional d6leo de cravo,

tem predominancia do alil benzeno eugenol (8)(1’42).

OH

| OH

g
Figura 3 : Sesquiterpenos encontrados no género Eugenia

O estudo dos Oleos essenciais das especies Eugenia jambos L.,

Eugenia jambolana L. e Eugenia brasiliensis Lam. revelou presenca majoritaria

(43-45)

de monoterpenos em sua composi¢ao , assim como o de
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Eugenia javanica Lam, que revelou como componentes majoritarios: o-terpineno

(9), pB-ocimeno (10) e 0 a-pineno (11) (47).

V4

3 10 11
Figura 4 : Monoterpenos encontrados no género Eugenia

Algumas espécies, no entanto, foram estudadas satisfatoriamente pelos
métodos fitoquimicos classicos revelando a presenca de triterpendides dos
grupos oleanano e ursano em mistura, no extrato etandlico da madeira de
Eugenia cachoeirensis Berg. (47), flavondides glicosilados nas partes aéreas de
Eugenia kurzii Duthie(¥8) e a flavanona desmetoxi-mateucinol (12), o acido

oleandlico (13) e o P-sitosterol (14) nas flores de Eugenia javanica Lam.(46)

Hx,
/
[0} o}
CH3 / l
HO N 0]
CHs
12 14

Figura 5: Flavondides e triterpenos encontrados em algumas espécies de

Eugenia
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Desta forma, o género Eugenia se torna um importante objeto de pesquisa,
pela diversidade estrutural de metabdlitos secundérios encontrados em suas
espécies, que podem levar a estudos quimiossistematicos mais complexos para o

conhecimento de sua evolugéo.

1.4.2- O Género Eugenia no Brasil

A distribuicdo geogréafica das espécies de Eugenia no Brasil esta limitada
entre os estados da Bahia e do Rio Grande do Sul, com predominio de algumas

espécies na Regido Sul, notadamente Santa Catarina e Rio Grande do Sul(49’50).

A maioria das espécies, no entanto, € encontrada nos estados da
Regido Sudeste, como nos estados de Minas Gerais e areas de restinga do
Estado do Rio de Janeiro, como a restinga de Marambaia, na zona oeste da
cidade do Rio de Janeiro e na faixa litoranea da Regido Sul do estado, préximo
aos municipios de Angra dos Reis e Parati. Dentre as espécies encontradas nesta
regido, estdo a Eugenia nitida Camb., Eugenia speciosa Camb. e Eugenia

ovalifolia Camb,(49°0)

1.4.3 - Caracteristicas da espécie estudada

A espécie estudada neste trabalho faz parte da familia Myrtaceae e do
género Eugenia. Trata-se da Eugenia nitida Camb., conhecida vulgarmente
como manga-do-brejo. E um arbusto de tronco liso, folhas opostas oblongo-

lanceoladas, agudo-acuminadas, discolores, glabras com flores dispostas em
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cimeiras. Possui fruto baga, comestivel, de sabor adstringente, pouco

agradavel. O tronco possui casca tanifera ©".

Sua classificacdo sistematica, segundo A.Cronquist € a seguinte:

Divisédo : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sub-Classe : Rosidae
Ordem : Myrtales
Familia : Myrtaceae
Sub-familia : Myrtoideae
Género : Eugenia

Espécie : Eugenia nitida



OBJETIVOS
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2- Objetivos

Os principais objetivos do estudo do Oleo essencial de Eugenia nitida
Camb. sdo os seguintes:
1. ldentificar e quantificar os principais constituintes quimicos do Oleo essencial
da espécie Eugenia nitida Camb. (Myrtaceae) por meio de andlises de
Cromatografia Gasosa e Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massas. Estas
analises compreendem o célculo do indice de Retencdo para cada sinal
distingliivel no cromatograma e posterior comparacdo dos dados obtidos com os
valores que constam na literatura. Também compreendem a comparacdo dos
espectros de massas dos componentes do 6leo com 0s espectros de massas dos
compostos organicos existentes na literatura e em espectrotecas de massas como
Wiley e NIST.
2. Propor fragmentacGes de massas para as estruturas quimicas dos compostos
que ainda ndo tenham sido propostos em trabalhos anteriores e que possam
auxiliar na confirmacdo de sua identidade através das medidas de intensidade
dos fragmentos no espectro de massas.
3. Propor rotas biossintéticas para 0s constituintes quimicos identificados com o
auxilio da literatura.
4. Avaliar a utilizacdo do indice de Retencdo como critério de identificacdo dos

constituintes quimicos de 6leos essenciais levando em considera¢do as



25

férmulas utilizadas no célculo e fatores cromatograficos como atividade da coluna
cromatografica, polaridade da coluna, ponto de ebulicdo dos compostos eluidos e

taxas de aquecimento.
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3 - Resultados e Discusséo

3.1. Andlise do Oleo Essencial de Eugenia nitida Camb.

O Oleo essencial de Eugenia nitida Camb, quando analisado por CGAR e
CGAR-EM revelou trés regides distintas no cromatograma: uma pertencente aos
monoterpenos, outra dos sesquiterpenos hidrocarbonetos e, finalmente, a
regido dos sesquiterpenos com funcdes oxigenadas. As duas ultimas regibes
caracterizaram-se pela abundancia de picos, demonstrando a predominancia
deste tipo de metabdlito no dleo.

A analise dos cromatogramas (figuras 6 e 7) obtidos na coluna
cromatogréafica polar com fase estacionaria 100% polietileno-glicol (INNOWAX)
e de baixa polaridade com fase estacionaria 5% difenil e 95% dimetil
polisiloxano (SE-54) foram realizadas baseando-se nos indices de retencéo de
cada componente, calculados a partir dos tempos de retencdo de cada pico no
cromatograma do Oleo, e dos tempos de retencdo das n-parafinas no
cromatograma da série homdloga Co-Czs.

Observacdes a respeito da sua composicdo volatil, nos levam a
aconselhar que o Oleo essencial deve ser analisado logo em seguida a sua
obtencdo. Mesmo sob refrigeracdo, existe possibilidade de perda dos
constituintes mais volateis.

Com a utilizacdo dos tempos de retencado (tr), tanto dos picos no

cromatograma obtido na coluna SE-54, quanto das n-parafinas da série Co- C2s,
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obtido pela mesma coluna cromatografica, foi possivel determinar os indices de
retengdo para 67 picos no cromatograma.

Um pico que possui indice de retencdo de 1556, com concentracdo de
9,78 % é relativo ao constituinte majoritario do 6leo. Segundo comparac¢do dos
indices de retencdo calculados com o0s encontrados na literatura para esta
coluna e similares, encontrou-se que este valor poderia pertencer a um destes
compostos: 4p-hidroxi-germacra-I(10),5-dieno, elemicina, germacreno B, 1-nor-
bourbonona entre outros, que apresentam indices de retencdo préximos a este
valor.

A atribuicdo do componente majoritario ao germacreno B ou a qualquer
um dos outros ficaria confirmado pela andlise por CGAR-EM. A analise do dleo
por este método em coluna polar HP-FFAP (fase estacionaria 100% polietileno-
glicol modificada) nos forneceu um cromatograma onde cada pico possuia o0
seu respectivo espectro de massas. A comparacdo dos espectros de massas
com os existentes na literatura (15 52-54) ¢ nas espectrotecas Wiley e NIST,
decidiu em favor do 4p-hidroxigermacra-1 (10),5-dieno.

Tal comparacdo levou também a identificacdo de 33 compostos, dentre
0S quais 0 y-elemeno como o segundo composto de maior concentracdo no Oleo
essencial (7,98%). Este sesquiterpeno também foi identificado pelo indice de
retencdo no cromatograma feito em coluna SE-54 e, assim, confirmando sua
identidade. Outros compostos como o E-cariofileno, o p-selineno e o y-
muuroleno também foram encontrados em percentual alto, se comparados ao

majoritario: 7,61%, 4,36% e 4,14%, respectivamente.
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Alguns compostos identificados por espectrometria de massas néo
possuem até o momento, registros na literatura de seus indices de retencdao,
mas sdo substancias cujos espectros de massas estdo incluidos na versdo mais
atualizada da espectroteca NIST. Dentre estes estdo o o-selineno e o sativeno.
Porém, quando comparamos seus respectivos espectros de massas com o0s da
literatura e das espectrotecas ficou clara a identidade dos mesmos, confirmado
através das fragmentacdo de massas propostas para cada um.

Um passo decisivo na etapa de caracterizacdo quimica do dleo essencial
seria 0 resultado da andlise cromatografica gasosa em coluna polar. Com este
resultados, poderia ser possivel confirmar a identidade de um determinado pico,
haja visto que cada substancia, teoricamente, deve possuir um Unico valor para
o indice de Retencdo para uma determinada coluna. No entanto, de posse dos
indices de retencdo para 0s picos no cromatograma desta coluna verificamos
que a comparacdo destes valores com os valores da literatura € uma tarefa
complicada. Existe uma grande variagdo dos valores dos indices de retencdo
para um mesmo composto em uma mesma fase estacionaria ou equivalente
(discussdo acerca do indice de Retencdo na pagina). Mesmo assim, a alguns
picos foram atribuidos indices de retencdo de valores mais proximos dos
calculados. O cromatograma do Oleo essencial de E. nitida Camb. feito na

coluna INNOWAX esta na figura 7.
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Figura 6 : Cromatograma do dleo essencial de iiEugenia nitida Camb. feito na coluna 5% difenil e 95% dimetil

polisiloxano (SE-54)
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Tendo em maos o indice de retencdo em coluna SE-54 e os espectros de
massas dos componentes quimicos do dleo essencial, determinamos com boa
margem de confianca a maior parte de sua composigao.

De acordo com o conjunto das analises, encontramos que 0S
constituintes quimicos em maior propor¢do no 6leo essencial de Eugenia nitida
Camb. foram o0s monoterpenos: c«-terpinoleno e E-B-ocimeno e o0s
sesquiterpenos: o-elemeno, isoledeno, sativeno, E-cariofileno, <y-elemeno, o-

guaieno, o-humuleno, <y-muuroleno, B-selineno, cis-B-guaieno, valenceno, &-

selineno, «a-bulneseno, y-cadineno, d-cadineno, selin-4(14),7(11)-dieno, -
selineno, 4B-hidroxigermacra-1(10),5-dieno, espatulenol, tujopsan-2a.-ol,
humuleno epdxido II, y-eudesmol, T-cadinol, T-muurolol, B-eudesmol, selin-11-

en-4o-ol, o-cadinol, o-eudesmol, khusinol, juniper céanfora e ent-maalien-4-ol. A
estrutura destes compostos podem ser vistos na figura 9. Isto perfaz um total de
74,2% da composicdo quimica do 6leo essencial segundo a proporcdo das
areas dos picos no cromatograma, onde estdo presentes 0s constituintes
quimicos em maior propor¢do. O restante das substancias presentes no 6leo
essencial possui concentracdo individual inferior a 0,01%, o que torna dificil a
sua identificacao.

Dentre os grupos de substéncias encontrados, os selinenos respondem
por um total de 11,8% do 6leo essencial e os elemanos por um percentual de
10%. Tal observacdo pode ser utilizada para classificar o 6leo essencial de

Eugenia nitida Camb. como uma fonte dos grupos selineno e elemeno, sendo
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gue estudos recentes descobriram o uso deste Ultimo no tratamento de tumores

(55.56) " piante desta observagdo, podemos

cerebrais multiplos metastaticos
classificar o 6leo essencial de Eugenia nitida Camb. como fonte de elemenos e
sugerir testes bioldgicos para verificar se ha resultados satisfatérios para sua
aplicacdo neste tratamento.

As percentagens das substancias identificadas no O6leo essencial bem
como 0s seus respectivos indices de retencdo calculados em coluna SE-54
estdo listadas na tabela 1.

Figura 8 : Estruturas dos principais constituintes quimicos do 06leo essencial de

Eugenia nitida Camb.

= =
=
I |
terpinoleno E-B-ocimeno d-elemeno isoledeno
: Y
A /

sativeno E-cariofileno 1-elemeno o-guaieno



V
a-humuleno y-muuroleno B-selineno cis-B-guaieno
@\( )
valenceno 6-selineno a-bulneseno y-cadineno
H

5-cadineno y-selineno selin-4(14)7(11)-dieno  4p-hidroxi-germacra-

1(10)-5-dieno
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Tabela 1 : Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial Eugenia nitida
Camb. e suas respectivas percentagens e indice de retengdo calculado para
coluna de baixa polaridade (SE-54).

Substancia IR Percentagem ldentificagao
E-p-ocimeno 1052 0,81 IR®, EM, Lit.®
a-terpinoleno 1089 0,95 IR®, EM, Lit.®
$-elemeno 1338 2,00 IR® EM, Lit.®
isoledeno 1373 0,09 IR® EM, Lit.®
sativeno 1390 1,08 EM, Lit.®
E-cariofileno 1417 7,91 IR® EM, Lit.®
y-elemeno 1434 7,98 IR®, EM, Lit.®
a~guaieno 1439 0,87 IR® EM, Lit.®
a-humuleno 1452 1,05 IR® £M, Lit®
y-muuroleno 1476 414 IR® EM, Lit.®
p-selineno 1485 436 IR® EM, Lit.®
cis-p-guaieno 1490 2,01 IR®, EM, Lit.®)
valenceno 1492 3,90 IR® EM, Lit.®
s-selineno - 2,07 EM, Lit.®
a-bulneseno 1505 0,57 IR® EM, Lit.®
y-cadineno 1512 1,21 IR®, EM, Lit.”
5-cadineno 1523 2,81 IR® EM, Lit.®
selin-4(14),7 (11)- 1542 2,43 IR®, EM, Lit.®
dieno
y-selineno - tracos EM, Lit.
4p-hidroxigermacra- 1558 9,81 IR® EM, Lit.®
1(10),5dieno
espatulenol 1576 0,75 R® EM, Lit.®
tujopsan-2a-ol 1581 1,37 IR®, EM, Lit.®
humuleno epéxido
Il 1606 0,36 IR® EM, Lit.®
y-eudesmol 1631 1,15 IR® EM, Lit.®
T-cadinol 1642 287 IR® EM, Lit.®
T-muurolol 1646 0,67 IR®, EM, Lit.®
B-eudesmol 1649 2,12 IR® EM, Lit.®
selin-11-en-4-c-ol 1652 2,82 IR® EM, Lit.®”
a-cadinol 1654 2,70 IR® EM, Lit.®
a-eudesmol 1655 0,72 IR® EM, Lit®
khusinol 1676 0,32 R® EM, Lit.®
juniper canfora 1692 0,96 IR®, EM, Lit.®
| _ent-maalien-4-ol 1767 0.66 R® EM, Lit®

(a) : indice de Retenco a temperatura programada comparado com o da literatura

(b) : Referéncias utilizadas : 15, 45, 66.
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3.2- As fragmentacdes de massas dos compostos identificados

Muitos trabalhos envolvendo a analise de Oleos essenciais por
espectrometria de massas esbarram num sério problema : a comparacdo dos
espectros de massas obtidos da analise do déleo com os da literatura. A
seriedade do problema deve-se principalmente ao fato de que um grande
numero de substéncias possui espectros de massas muito parecidos, com picos
de mesmo valor de massal/carga (m/z), muitas vezes diferenciando apenas na
intensidade de tais picos. Esta semelhanca pode ser explicada pela origem
biossintética dos compostos, haja visto que os compostos de origem terpendide,
neste estudo mais especificamente 0S mono e sesquiterpenos, possuem um
precursor comum para cada classe, o farnesil pirofosfato, para os
sesquiterpenos, e o geranil pirofosfato para os monoterpenos, ambos originarios
das condensagbes de unidades isopentenil pirofosfato e dimetil-alil-pirofosfato
(pdg. 111). Estas unidades precursoras vao ciclizar de diversas formas e sofrer
rearranjos que conduzem a estruturas diferentes.

No entanto, o diferente modo de ruptura entre as ligacdes das moléculas
durante o processo de fragmentacdo no espectrometro de massas vai gerar
fragmentos de intensidades tais que possam ser detectadas pelo aparelho.
Fragmentos altamente estaveis, vdo produzir sinais bastante intensos no
espectro de massas e vice-versa. Desta forma, alguns fragmentos de mesmo
valor de m/z, apesar de possuirem mesmo numero de &tomos, estes estdo

arranjados de formas diferentes, proporcionando diferentes formas de
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estabilizacdo na molécula. Isto vai originar picos de diferentes intensidades e,
consequientemente, espectros de massas diferentes. Baseados nesta premissa,
a analise da fragmentacdo de massas dos compostos se torna também um meio
de diagnostico seguro, principalmente confirmando uma proposta estrutural para

uma dada substancia.

3.2.1- Origem dos Fragmentos de Massas mais observados entre os

constituintes quimicos de Eugenia nitida Camb.

Entre as 33 substancias identificadas por comparacdo dos espectros de
massas, 16 delas ja haviam sido identificadas também no Oleo essencial de
Eugenia ovalifolia Camb. e suas propostas de fragmentacdo foram sugeridas por

Duarte(49)

em sua dissertagdo de Mestrado. Este resultado sugere que os 0leos
essenciais extraidos de espécies do género Eugenia tém constituintes quimicos
caracteristicos.

Neste estudo, propusemos rotas de fragmentagdo para todos o0s
compostos ndo encontrados no trabalho citado e mesmo na literatura em geral.

Um exemplo das propostas sugeridas estd na identificacdo dos
monoterpenos terpinoleno e E-B-ocimeno, que possuem espectros de massas
bastante parecidos.

Uma das principais diferenciacbes observadas é a presenca do pico de

m/z 121 que apresenta uma abundancia relativa muito superior para o

terpinoleno (74%) em relacdo ao E-B-ocimeno. A origem do fragmento se deve a
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perda de um radical metila do fon molecular M*- 136. Em relacdo ao terpinoleno,
o cétion formado € estabilizado por duas formas de mesomeria dentro do anel.
No entanto, o pico de m/z 121 do E-B-ocimeno, de mesma origem, possui trés
formas mesoméricas que fazem com que a carga positiva esteja bem mais

estabilizada, formando inclusive um carbocétion terciario numa das formas (fig.

093

m/z 121 (21%)

9).

Mesomeria do fragmento 121 do terpinoleno

© -
’) -—> I -

+

m/z 121
(74%)

Mesomeria do fragmento de m/z 121 do E-B-ocimeno
Figura 9 : Diferenciacdo entre os espectros de massas do terpinoleno e do E-j-

ocimeno por meio do fragmento de m/z 121.



41

Outra diferenca encontrada entre os dois espectros € a auséncia do ion
de m/z 119 para o ocimeno e presente no espectro de massas do terpinoleno.

Podemos explicar este fato através da observacdo de que a molécula do
ocimeno nao possibilita a formagdo deste fragmento, visto que, partindo-se do
fon molecular M*- 136 para se obter o fon de m/z 119 teriamos que ter a perda
de 17 unidades de massa. De acordo com a estrutura, esta perda ndo €
viabilizada. Outra possibilidade seria a perda de H2 do ion de m/z 121, também
muito pouco provavel, pois existiria a obrigatoriedade da formacdo de uma
ligacdo triplice elimininando, desta forma, a estabilizacdo pela conjugagdo das

duplas ligacdes, ou a localizacdo de uma carga positiva sobre a dupla ligagao.

7
X > N m/z 119
.
H, *
= 5 _
N K—
. I
m/z 119
+
m/z 121 Y

4

+ m/z 119

Figura 10 : Origem do provavel fragmento de m/z 119 do E-B-ocimeno.
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Temos ainda que a abundancia relativa do ion de m/z 105 para o
terpinoleno é de 30% e para o ocimeno é de 19,3%. Observando-se 0s dois
fragmentos propostos poderiamos supor que esta diferenca relaciona-se
também a estabilidade dos ions em discussdo através de estruturas de

ressonancia.

—
-+
, —
+
m/z 105 m/z 105
terpinoleno E-B-ocimeno

Figura 11 : Fragmento de m/z 105 do E-B-ocimeno e do terpinoleno

Para o0s sesquiterpenos, essas mesmas diferencas sdo observadas.
Neste estudo em particular, observamos a frequéncia da presenca de
determinados picos nos espectros de massas, como m/z 189, m/z 161, m/z 147,
m/z 133, m/z 121, m/z 119, m/z 105, m/z 93, m/z 91, m/z 81, m/z 79, m/z 77, m/z
67, m/z 65, m/z 55, m/z 43 e m/z 41. Como os diversos esqueletos encontrados
sdo de origem terpénica, existe disponibilidade de hidrogénios, permitindo que
sejam realizados muitos rearranjos 1,4 que explicam a saida de determinadas

unidades de massas.
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Os sesquiterpenos hidrocarbonetos, em geral, possuem massa molecular
204. Assim, ndo é dificil prevermos que o fragmento de m/z 189 é proveniente
da perda de um radical metila da molécula, gerando um cétion. Algumas vezes
essa perda de metila em forma de radical é dificultada pela presenca de duplas
ligagbes na estrutura requerendo um rearranjo para facilitar a saida do radical.

Isto pode ser observado na proposta de fragmentacdo para o sativeno
(esqg. 6), que precisa sofrer um rearranjo 1,4 para fornecer uma estrutura capaz
de liberar o radical metila apdés o impacto de ionizacdo e produzir o ion de m/z
189 capaz de, por sua vez, dar origem a outros fragmentos.

O fragmento de m/z 161 pode ser originado de duas formas: pela perda
de 28 unidades do fon de m/z 189, o que corresponde a saida de etileno (C,Hy)
da estrutura, ou pela saida do radical isopropil (.C3Hg) de massa 43 do ion
molecular.

A partir do ion de m/z 161, é possivel, pela perda de etileno, a formagao
de m/z 133, muito freqiente nos espectros de massas de sesquiterpenos. Por
sua vez, a saida de isopropeno (CgHg) de m/z 189 gera o fragmento de m/z 147,
que, consequentemente perde uma molécula de etileno e forma o ion de m/z
119, ou ainda pode perder novamente isopropeno e produzir o ion de m/z 105.

O fragmento carregado de m/z 105 pode ser produzido tanto a partir de

m/z 147, pela saida de isopropeno, quanto pela perda de CH, do fragmento de
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m/z 121, este geralmente sendo produzido pela perda de uma molécula neutra
de massa 40 (um aleno ou um isopropino) do ion de m/z 161.

O fragmento de m/z 91, geralmente é associado ao ion tropilio, altamente
estavel. Porém, encontramos outras estruturas menos estaveis para o pico de

m/z 91, como no caso do isoledeno e do y-cadineno (fig. 12).
+

e =

m/z 91 originario da fragmentagéo m/z 91 originario da fragmentagéo
do isoledeno do y-cadineno

Figura 12 : Fragmentos de m/z 91 do isoledeno e do y-cadineno

A origem do fragmento de m/z 91 € mais freqientemente relacionada a
perda de uma molécula de etileno da estrutura do fragmento de m/z 119.
Também pode ser proveniente da perda de Hp do ion de m/z 93, este por sua
vez derivado de m/z 133 devido a saida de 40 unidades de massa (C3Hg).

Muitas vezes torna-se dificil encontrar a origem dos fragmentos de m/z
81, 79 e 77. Em se tratando do fragmento de m/z 77 podemos supor que é o
anel benzénico carregado positivamente ou de outras poucas estruturas de
formula molecular idéntica (C6H5+) segundo mostra o fragmento do +y-cadineno
(fig. 13). O fragmento de m/z 81 pode se originar da perda de C3Hg de m/z 121,
enquanto o fragmento de m/z 79 pode ser proveniente da saida de CoHp da

estrutura de m/z 105.
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— /S

- +
m/z 77 oriundo da fragmentacdo

do vy-cadineno

Figura 13 : Estruturas dos fragmentos ionicos de m/z 77 do y-cadineno

Origem semelhante a do fragmento de m/z 79 tem o fragmento de m/z 67,
que também se origina da perda de CoH, do fragmento de m/z 93, entre outras
rotas.

Os fragmentos de m/z 55, 43 e 41, inevitavelmente possuem a formula
molecular C4H7, CqH7 e CgHg. Devido ao pequeno numero de atomos presentes,
as possibilidades estruturais para os fragmentos sdo limitadas. A presenca do
pico destes fragmentos como pico-base leva a observacdo de que 0s outros
fragmentos sdo ainda menos estaveis do que estes.

Na discussdo apresentada acima, ndo limitamos a formagdo dos
fragmentos apenas a partir das origens propostas. Achamos, no entanto,
tratarem-se de rotas mais logicas para a formacdo dos fragmentos, que podem
perfeitamente ter outras origens, uma vez que 0 processo de fragmentacdo no
espectrdmetro de massa € complexo e ndo ha evidéncias experimentais a

respeito do mesmo. Esta discussdo € ilustrada no esquema 1.



Esquema 1

sesquiterpenos no espectro de massas:

Sesquiterpenos:

H,0
CISHZGO+ _—j—’ C15H24
M+ 222 m/z 204
CH;
HZO% Xj }" Ci2Hiy
CisHay' +
ma204  Cubz0’  GH7
m/z 207 m/z 43
CrqHy"
m/z 189

m/z 189 vz 161
}"QHQ]
C2H
C11H15
m/z 147 CgHhs”
miz 135
CsHy ' CoHt
m/z 105 e

m/z 81

L

+

CeH7
m/z79

C14Ha _Lclen—iP CroHj3——»

m/z 133
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Origem dos principais fragmentos de massas de mono e

C3Hg
CH;' miz91

Z
C2H,4
chg* m/z 104

——5—>C7H9 m/z 93

/C2H2
—}—* CsH;,  miz I

X
2 CoH;
4Hg C 4H7+

m/z 55



Monoterpenos :

"CH; CH, /CoH,

+
. C6H5 mz 77
CIOHI;——LV C9H]3+—L> CgHy' — == Cth

M*+136 +
m/z 121 m/z 105 CeHy m/z 79

47



48

3.2.2- Proposta para a diferenciacdo entre o shyobunol e o 4B-hidroxi-

germacra-1(10)5-dieno por fragmentagdo de massas.

O shyobunol e o 4B-hidroxi-germacra-1(10)5-dieno sdo sesquiterpenos
oxigenados cujos espectros de massas sdo muito parecidos quando
comparados entre si e ao do componente majoritario do Oleo essencial de
Eugenia nitida Camb. Para apontar qual das estruturas se enquadra mais ao
perfil do espectro de massas do composto, recorremos as fragmentacdes em
busca de uma proposta que pudesse desfazer a ambigiidade.

O recurso de apelar para as fragmentacdes de massas para distinglir a
identidade do composto foi ainda mais indicado quando n&o encontramos na
literatura o valor do indice de retencdo do shyobunol. O isolamento deste

(57) ¢ até o presente

sesquiterpeno oxigenado foi relatado apenas uma vez
momento ndo ha registros relativos a sua identificagdo entre o0s constituintes
quimicos de Oleos essenciais e, por conseqiiéncia do valor de seu Indice de
Retencao.

O composto 4pB-hidroxi-germacra-1(10)5-dieno, ao contrario, possui um
valor de indice de retencdo para coluna de baixa polaridade condizente com o
valor calculado para o composto de maior concentracdo. No entanto, caso o
shyobunol apresente um indice de retencdo muito préximo ao dele, fica ainda

dificil a atribuicdo da identidade do composto desconhecido a qualquer um

deles.



Esquema 2 : Propostas de Fragmentagdo de Massas para o shyobunol

.CH; 1,0

M* 222
m/z 207 m/z 189 m/z 161 m/z 121
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/ ——I )\6 / m/z 81
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m/z 135

m/z 81
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Esquema 3 : Propostas de Fragmentagdo de Massas para o 4B-hidroxi-

germacra-1(10)5-dieno

+
T
SUL
OH OH *
M* 77 m/z 207

H,0

4
Sote

Ci m/z 161
+
.CH3 / —_—
AN . 'y +
| LN A A
AN
" 189 v m/z 135

m/z 161

+

m/z 81
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O pico de m/z 81 (96,5 %) é conclusivo nesta andlise e € relativo
ao ion C6H9+. Segundo o esquema 2, o shyobunol possui um ion de m/z 81
pouco estavel, apesar de se tratar de um carbocation terciario. Porém, ele é

vizinho a um grupo eletroatrator, que desestabiliza a carga (fig. 17).

m/z 81

Figura 14 : Fragmento de m/z 81 do shyobunol

J4 no fragmento m/z 81 oriundo do 4B-hidroxi-germacra-1(10)5-dieno a
carga é estabilizada por duas formas de ressonancia, na qual uma delas leva a

formagdo de um carbocétion terciario (fig. 18):

g —0

m/z 81

Figura 15 : Fragmento de m/z 81 do 4B-hidroxi-germacra-1(10)5-dieno

A maior probabilidade de origem do ion de m/z 81 é a partir do fragmento
m/z 121 pela perda de C3Hg4, mas existem outras possibilidades de
fragmentacdo para o 4pB-hidroxi-germacra-1(10)5-dieno envolvendo rearranjos

mais complexos e outras etapas.
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O pico base de m/z 43 (100%) ndo foi diagnoéstico neste caso, pois
ambos o0s sesquiterpenos fornecem a mesma estrutura para o fragmento ibnico
(fig. 19) :

+

PN
m/z 43

Figura 16 : Estrutura do fragmento de m/z 43

Os outros fragmentos possuem estruturas semelhantes e mesmas
possibilidades de estabilizacdo da carga. Porém, diante das possibilidades
apresentadas € possivel apontar o 4p-hidroxi-germacra-1(10)5-dieno como o

composto majoritario presente na constituicdo quimica do 6leo essencial.
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Tabela 2 : Principais fragmentos e sua abundancia relativa presente nos
espectros de massas dos constituintes quimicos do 6leo essencial de Eugenia

nitida Camb.
Substéincia Principais fragmentos no espectro de massas
miz(%)
E-p-ocimeno M+.136 (12), 121(21), 105(19,3), 93 (100), 79 (60), 67 (8,8), 53 (16,6),

Terpinoleno

5-elemeno

Sativeno

Nao-identificado

E-cariofileno

Isoledeno

y-elemeno

Nio identificado

a-humuleno

cis-f-guaieno

44 (57)

M+. 136 (55), 121 (74), 119 (14), 105 (30), 93 (100), 79 (52), 77 (35),
63 (14), 53 (22), 44 (66).

M+. 204 (7), 189 (5), 161 (44), 147 (5), 136 (61), 121(100), 93 (96), 79
(33), 67 (10), 53 (15), 41 (29).

M+. 204 (31), 189 (43), 161 (50), 147 (31), 133 (41), 115 (37), 108
(100), 93 (75), 79 (49), 55 (35), 41 (60).

M+. 204 (67), 189 (91), 161 (51), 147 (94), 133 (53), 105 (98), 91 (100),
77 (39), 55 (23), 44 (70).

M+. 204 ( 11), 189 (20), 161 (35), 147 (22), 133 (74), 119 (35), 105
(51), 93 (86), 91 (70), 79 (61), 69 (61), 41 (100).

M+. 204 (52), 189 (30), 161 (100), 147 (7), 133 (46), 119 (35), 105 (88),
91 (44), 81 (26), 77 (21), 67 (11), 55 (12), 41 (39).

M+.204 (8), 189 (19,3), 161 (29), 147 (14), 133 (23), 121 (100), 93 (72),
79 (31), 67 (32), 41 (50).

M+. 204 ( 67), 189 (27), 161 (100), 147 (19), 133 (53), 105 (97), 91
(99), 81 (50), 55 (37), 41 (63).

M+. 204 (12), 189 (3), 147 (19), 122 (7), 121 (32), 93 (100), 80 (37), 67
(18), 53 (20), 41 (14).

M+. 204 (43), 189 (53), 161 (65), 147 (21), 133 (33), 119 (49), 105
(100), 91 (49), 77 (26), 65 (14), 41 (50).
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Substancia

Principais fragmentos no espectro de massas
miz (%)

y-muuroleno

5-selineno

y-cadineno

B-selineno

a-buineseno

N3ao -identificada

d-cadineno

Nao-identificado

Valenceno

Selin-4(14),7 (11)-

dieno

y-selineno

M+. 204 ( 44), 189 (34), 161 (100), 147 (12), 133 (28), 119 (48), 105
(68), 93 (48), 79 (40), 55 (16), 41 (40).

M+. 204 (70), 189 (100), 161 (99), 145 (13), 133 (28), 105 (46), 91 (30),
81 (17), 55 (17), 41 (33).

M+. 204 (47), 189 (24), 161 (100), 147 (17), 133 (43), 105 (81), 91 (74),
79 (47), 69 (19), 55 (39), 41 (77).

M+. 204 (61), 189 (68), 161 (81), 147 (52), 133 (52), 107 (82), 105
(100), 93 (88), 91 (78), 79 (96), 67 (65), 41 (79).

M+. 204 (54), 189 (100), 161 (43), 147 (34), 133 (65), 107 (60), 105
(56), 93 (70), 91 (44), 81 (52), 67 (35), 41 (52).

M+. 204 (60), 189 (14), 161 (24), 148 (60), 122 (35), 121 (99,6), 105
(100), 93 (56), 91 (54), 77 (32), 55 (25), 43 (53).

M+. 204 (46), 189 (18), 161 (100), 147 (9), 134 (39), 119 (52), 105 (47),
91 (37), 81 (23), 65 (9), 55 (18), 41 (37).

M+. 204 (96), 189 (100), 161 (65), 147 (25), 133 (46), 119 (32), 105
(41), 91 (43), 77 (21), 55 (18), 41 (37).

M+. 204 (70), 189 ( 27), 161 (100), 147 (16), 133 (35), 122 (31), 105
(52), 93 (44), 79 (29), 67 (28), 41 (40).

M+. 204 (100), 189 (96), 161 (63), 121 (79), 107 (79), 105 (84), 93 (79),
91 (60), 79 (54), 53 (52), 41 (84).

M+. 204 ( 30) 189 (16), 161 (52), 122 (35), 105 (50), 93 (38), 91 (36),

79 (46), 55 (39), 43 (100).
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Substincia

Principais Fragmentos nos espectros de massas

miz(%)

Nao-identificado

Nao-identificado

Tujopsan-2a.-ol

Humuleno epoxido i

Espatulenol

Nao-identificado

Nio-identificado

Nao-identificado

43-hidroxi-

germacra-1 (10) 5-

dieno

y-eudesmol

M+. 222 (19), 204 (20), 189 (26), 179 (28), 161 (49), 121 (31), 105 (44),
81 (40), 59 (43), 44 (100).

M+. 204 (38), 179 (18), 161 (48), 123 (23), 119 (96), 93 (39), 77 (31),
44 (100).

M+. 220 (8), 204 (21), 175 (5), 161 (53), 133 (14), 123 (100), 105 (34),
81 (34), 55 (23), 41 (42).

M+. 220 (1), 204 (2), 178 (4), 161 (4), 138 (11), 135 (4), 123 (7), 109
(21), 96 (23), 93 (18), 79 (19), 67 (42), 51 (34), 53 (20), 43 (100), 41
67).

M+. 220 (ausente), 205 ( 70), 187 (21), 159 (47), 147 (34), 134 (13),
119 (46), 105 (61), 91 (44), 77 (45), 55 (39), 44 (100).

M+. 220 (21), 207 (27), 204 (39), 189 (32), 175 (10), 161 (17), 147 (29),
121 (16), 105 (35), 81 (47), 59 (46), 43 (100).

M+. 222 (ausente), 204 (23), 179 (76), 161 (46), 123 (12), 119 (32),
105 (21), 95 (22), 91 (22), 78 (33), 77 (19), 55 (22), 44 (100).

M+. 222 (ausente), 204 (49), 189 (31), 161 (85), 147 (20), 122 (22),

121 (35), 105 (55), 93 (37), 79 (41), 55 (28), 43 (100).

M+. 222 (3), 207 (8), 204 (77), 189 (56), 179 (7), 161 (74), 135 (37),

121 (50), 105 (48), 93 (49), 81 (96), 67 (27), 43 (100).

M+. 222 (13), 204 (79), 189 (100), 175 (10), 161 (95), 133 (45), 119
(16), 105 (42), 91 (44), 81 (39), 55 ( 31), 44 (47).
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Substancia

Principais fragmentos no espectro de massas

miz(%)

T-cadinol

T-muurolol

Nao-identificado

a-eudesmol

p-eudesmol

a~cadinol

Selin-11-en-4a.-ol

Khusinol

Nao-identificado

Juniper canfora

Ent-maalian-5-ol

M+. 222 (ausente), 204 (40), 189 (19), 161 (100), 134 (12), 119 (16),
105 (26), 81 (23), 69 (11), 43 (37).

M+. 222 ( 12), 204 (65), 161 (67), 133 (16), 121 (65), 95 (95), 79 (41),
69 (28), 43 (100).

M+. 222 (12), 204 (98), 189 (79), 161 (100), 134 ( 39), 119 (34), 105
(39), 81 (42), 55 (30), 43 (84).

M+. 222 (7), 204 (78), 189 (61,4), 161 (63), 149 (75), 122 (23), 107
(42), 91 (29), 59 (100), 41 (35).

M+. 222 (ausente), 204 (7), 189 (10), 164 (33), 149 (61), 135 (12), 108
(34), 105 (23), 79 (23), 59 (100), 43 (31,6).

M+. 222 (9), 204 (56), 182 (5), 161 (49), 137 (15), 121 (81), 95 (100),
81 (41), 69 (22), 43 (75).

M+. 222 (9), 204 (56), 189 (42), 175 (10), 161 (35), 135 (49), 121 (29),
93 (39), 81 (84), 71 (56), 43 (100).

M+. 222 (ausente), 202 (53), 187 (100), 159 (13), 145 (19), 131 (17),
121 (19), 91 (19), 79 (15), 69 (16), 41 (32).

M+. 220 (12), 187 (23), 177 (21), 162 (55), 159 (51), 147 (39), 119 (96),
91 (74), 55 (19), 43 (100).

M+. 222 (55), 204 (67), 189 (100), 176 (17), 161 (48), 133 (46), 122
(37), 105 (60), 81 (74), 67 (37), 43 (98).

M+. 220 (57), 202 (22), 187 (26), 177 (10), 162 (74), 149 (50), 147 (45),
131 (31), 121 (33), 119 (49), 105 (59), 91 (50), 77 (41), 67 (22), 55
(28), 53 (26), 43 (71).
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Esquema 5 : Proposta de fragmentagao para o terpinoleno
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Figura 20 : Espectro de massas do isoledeno
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Esquema 6 : Proposta de fragmentacao para o isoledeno
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Figura 21 : Espectro de massas do sativeno
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Figura 22 : Espectro de massas do E-cariofileno
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Figura 23 : Espectro de massas do y-elemeno
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Esquema 8 : Proposta de fragmentacéo para o y-elemeno
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Figura 25 : Espectro de massas do a-humuleno
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Figura 26 : Espectro de massas do y-muuroleno
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Esquema 9 : Proposta de fragmentagao para o v-muuroleno
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Figura 27 : Espectro de massas do B-selineno
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Figura 28 : Espectro de massas do cis-f-guaieno
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Esquema 11 Proposta de fragmentagao para o cis-f#-guaieno
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Figura 30 : Espectro de massas do &-selineno
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Figura 31 . Espectro de massas do «-bulneseno
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Esquema 12 : Proposta de fragmentacao para o a-bulneseno
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Figura 32 : Espectro de massas do y-cadineno
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Esquema 13 : Proposta de fragmentacéo para o y-cadineno
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Figura 35 : Espectro de massas do selin-4(14),7(11)-dieno
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Figura 37 : Espectro de massas do espatulenol
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Esquema 14 : Proposta de fragmentagdo para o humuleno epoxido Il
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Figura 40 : Espectro de massas do v-eudesmol
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Esquema 16 : Proposta de fragmentacéo para o selin-11-en-4g-ol
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Figura 46 : Espectro de massas do «-eudesmol
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Figura 47 : Espectro de massas do khusinof
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Figura 48 : Espectro de massas do juniper canfora
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Figura 49 : Espectro de massas do ent-maalian-5-ol

Esquema 19 : Proposta de fragmentacao para o ent-maalian-5-ol

82



83

As propostas de fragmentacao apresentadas foram sugeridas por nés. Para
verificar as propostas para 0s outros compostos identificados, verificar a

referéncia 49.



PARTE Il : DISCUSSAO

84



3.3. Discussdo dos Indices de Retencéo

A identificacdo dos constituintes quimicos dos 06leos essenciais € um trabalho
que requer, entre outras coisas, consultas exaustivas a literatura especializada. Estas
consultas tém varias finalidades: a procura de indices de retencdo em colunas de
polaridade semelhante as utilizadas no trabalho experimental, para comparar 0s
valores obtidos e publicados para uma dada substancia e/ou a procura de registros de
espectros de massas de substéncias que sejam semelhantes ou que possam sugerir
uma estrutura quimica parecida com aquela que possui um espectro de massas
discordante em pequenos pontos, como intensidade e abundéncia relativa de picos.
Estas propostas sdo suportadas pelos estudos de fragmentacdo dos compostos.

Em relagdo a espectrometria de massas, a comparacdo entre espectros de
massas de substancias analisadas e conhecidas é feita através de publicagdes do tipo
catélogos e livros especificos, além de artigos publicados em revistas cientificas. Estas
publicagbes trazem espectros de massas de um extenso numero de compostos
organicos e que sofrem atualizacBes periddicas para a inclusdo de compostos recentes
isolados de plantas ou sintetizados. O avanco da tecnologia aumentou o nimero de
recursos disponiveis para esta analise, pois foram criados programas de computador
contendo verdadeiras bibliotecas de espectros de massas, conhecidos como
espectrotecas. A maioria destas espectrotecas esta disponivel em CD-ROM, como a

NIST e a Wiley, estando esta acoplada ao espectrométro de massas. Isto
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permite uma comparagdo imediata do espectro de massas obtido com 0s existentes na
espectroteca e sugestdo de estruturas condizentes com 0S mesmos, com uma
determinada percentagem de acerto para cada proposta.

A utilizacdo dos indices de Retencdo (IR) na identificacdo dos constituintes
guimicos presentes nos 0leos essenciais é ainda uma ferramenta segura e confiavel.
Porém, quando consultamos uma série de trabalhos envolvendo a identificacdo de
compostos organicos por indices de retengdo, publicados em diversos periédicos,
observamos diferencas nos valores dos indices de retengcdo para uma mesma
substancia eluida em colunas cromatograficas de fases estacionarias idénticas ou
equivalentes.

Esta discrepancia entre os valores de indices de retencdo é menor para colunas
de baixa polaridade. Observando a tabela 3, notamos uma variacdo pequena entre 0s
valores, 0 que nos permitiu caracterizar as substancias mostradas na tabela e a grande
maioria dos compostos presentes no Oleo essencial, por meio de seu indice de
retencdo calculado, situado dentro de uma faixa pequena de valores encontrados.

Tabela 3 : Compostos identificados no 6leo essencial de Eugenia nitida Camb. e
comparacdo com a literatura de seus indices de retencdo calculados para coluna

SE-54 (95% dimetipolisiloxano e 5% difenil).
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Substancia indice de Retencéo indice de Retengiio da | indice de Retenc¢do da
calculado literatura "' literatura “°

terpinoleno 1089 1088 1081
E-cariofileno 1417 1418 1426
§-cadineno 1523 1524 1522
espatulenol 1576 1576 1574
y-eudesmol 1631 1630 1627
B-eudesmol 1649 1649 1645




O que acontece nestes casos € que o principal fator a ser levado em
consideracdo € o ponto de ebulicdo dos compostos analisados, que devem obedecer
uma ordem de eluicdo. Esta ordem, como ja foi 0bservad0(17’27’28’30'33), depende do
numero de carbonos dos compostos e de incrementos relativos a grupos funcionais
presentes na estrutura da molécula, bem como sua prépria configuracdo e as diversas
conformagbes que esta pode assumir. A fase estacionaria da coluna cromatogréfica
nao vai ser a principal responsavel pela flutuacdo de valores. Por ser pouco polar, esta
livre das influéncias de atividade que existem para colunas polares. A maioria das
fases estacionarias de baixa polaridade utilizada atualmente em CGAR constitui-se de
dimetil polisiloxano, estando este no percentual de 100% (colunas n&o polares, como
OV-1, 0V-101, SE-30) ou sdo constituidas de 5% de difenil e 95% de dimetil
polisiloxano (HP-5, BP-5, SE-54, Ultra-2, CP-Sil 8 CB). Estas fases possuem uma
estrutura relativamente estavel e sdo pouco afetadas por altas temperaturas ou analitos
que possam causar danos maiores a sua Composigao.

As colunas de baixa polaridade, pela sua caracteristica de boa estabilidade, vém
se tornando as mais indicadas para o estudo de 6leos essenciais, pois proporcionam 0
célculo de indices de retencdo mais comparativos (préximos) com os da literatura. O
inconveniente em relacdo a essas colunas € o fato de proporcionarem uma separagao
menos razoavel se comparadas as colunas polares. O motivo disto estd na constituicéo
dos dleos essenciais, onde se encontram compostos funcionalizados (carbonilicos,
alcoolicos, acetilados) que necessitam de uma maior interacdo com a fase para que

possam se distinguir durante a eluicdo. Como exemplo, muitas das substéncias
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identificadas neste trabalho, possuem indices de retencdo coincidentes com os da

Iiteratura(66’67)

, algumas vezes com a diferenca de poucas unidades (tabela 4).
Tabela 4 : indices de Retengdo em coluna polar para alguns sesquiterpenos com

funcdes oxigenadas encontrados no Oleo essencial de E. nitida Camb.

Substancia indice de Retengdo | indice de retengio segundo
calculado a literatura
Espatulenol 2148 2153 21516
B-eudesmol 2246 22481 2248
a-cadinol 2216 2218©9 22249
juniper canfora 2313 2319 ™

Para colunas polares, o problema se tornou mais grave & medida que fizemos
comparagles entre indices de retencdo do mesmo composto em diferentes trabalhos
que utilizam fases estacionarias de mesma composi¢do. Um exemplo a ser citado é o
do o-humuleno, encontrado no 6leo essencial estudado. E um sesquiterpeno muito
comum em Oleos essenciais e que possui um espectro de massas bem caracteristico,
sendo por esta razdo, facil de identificar. Uma pesquisa que realizamos em 15 artigos
para a obtencdo dos valores de indices de retencdo em diversas colunas polares com
fase estacionaria polietileno-glicol (CARBOWAX 20M, PEG 20M, Supelcowax 10, CP-

WAX 52 CB, DB-WAX, INNOWAX ) mostrou em 9 deles a existéncia de 13 valores

64) 66)

diferentes para o a-humuleno, que situavam-se entre 1636 ( e 1719 (

(60) (58)

, passando

pelos valores de 1667 , 1675 . Trés valores diferentes para o indice de retengdo
também foram encontrados em um mesmo trabalho (m) sem que se tornasse explicita a
razdo de diferentes indices estarem sendo atribuidos ao mesmo composto. Torna-se

curioso imaginar que critério o autor utilizou para identificar tal composto, haja visto
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que, teoricamente, uma mesma substancia deve possuir apenas um indice de retencéo
para uma dada fase estacionaria.

Estdo listados na tabela 7, 112 compostos organicos muito comuns em 0leos
essenciais e a diferenca dos valores encontrados para seus indices de retencéo,
calculados a partir de colunas polares, em 15 artigos de diferentes periddicos. Esta
tabela engloba, inclusive, alguns constituintes quimicos encontrados no dleo essencial
de Eugenia nitida Camb. Para outras substéncias encontradas neste estudo n&o
encontramos registro na literatura para os seus indices de retengdo em coluna polar.

E importante levar em consideracdo que, de acordo com as programacdes de
temperatura utilizadas, pode-se ter maior ou menor interacdo da substancia com a fase
estacionaria, influencia diretamente no tempo de retencdo dos compostos e, em
conseqliéncia, no seu indice de retencdo. Tendo um raciocinio contrario ao que foi
observado para colunas de baixa polaridade, as colunas que utilizam fases
estacionarias polares sdo capazes de possuir atividade, ou seja, possuirem sitios
ativos capazes de interagir com os compostos que estdo sendo eluidos, causando
variacbes no tempo de retencdo dos mesmos. Esta atividade pode ser causada por
impurezas presentes na amostra e/ou no gas carreador. Tal atividade das colunas
polares € um parametro dificil de prever sem que seja efetuado um teste comprobatério
para verificar o estado da coluna antes da anélise.

Para avaliar o desempenho para colunas cromatograficas, Grob (73), em 1978,
aperfeicoou um teste onde € injetado uma mistura de padrées contendo componentes
acidos, bésicos, neutros, hidroxilados e carbonilados convenientemente selecionados,

que permitiu avaliar a interacdo da coluna com diferentes grupos funcionais. Se ocorre



90

uma variacdo na intensidade do sinal de um destes componentes no cromatograma, ou
inversdo na ordem de eluicdo previamente estabelecida, € possivel afirmar que existe
algum fator na coluna que interage com o composto e causa tais distlrbios. Um
exemplo disto seria a influéncia de um grupo béasico na coluna, que afetaria
diretamente os compostos que possuem grupos acidos em sua estrutura. Por exemplo,
entre 0s sesquiterpenos oxigenados encontrados no 6leo essencial de E.nitida Camb.,
quase todos séo alcoois terpénicos, o que lhes confere uma pequena caracteristica de
acidez, se comparada aos sesquiterpenos hidrocarbonetos.

O a-nol e 0 a- e B-eudesmol, sdo alguns exemplos de &lcoois terciarios
encontrados. Como tais, possuem uma natureza acida pequena. Assim, qualquer
impureza que proporcione a formagdo de um sitio ativo basico vai afetar a eluicdo dos
compostos, resultando num cromatograma com tempos de retencdo diferentes do
normal e os picos tenderdo a uma resolucdo fraca e intensidade prejudicada (12).

No caso das colunas polares utilizadas na andlise de 6leos essenciais, a fase
estacionaria utilizada é o polietileno glicol impregnado ou ligado diretamente as
paredes da coluna. Os oxigénios da estrutura sdo 0s responsaveis pela polaridade da
coluna e por serem bases de Lewis, tém a caracteristica de interagir com acidos de
Lewis. Se esse acidos sdo fortes o suficiente para neutralizar a caracteristica basica da
coluna, vai haver a formacéo de um sitio ativo que n&o vai mais ser capaz de reter
outros compostos menos basicos, que interagiriam com a fase de forma mais suave.

Logo, tendo em vista o que foi observado, sugerimos ser necessario fazer um
teste de avaliagdo antes da andlise para o caso das colunas polares. A presenca de

grupos que influenciem na eluicdo de compostos deve ser monitorada. Em especial,



quando se realizam andlises qualitativas para 0Oleos essenciais, que requerem
sensibilidade acurada.

Segundo Jennings(74)

, que percebeu esta diferenca de valores entre os indices
de retengdo, ocorre uma considerdvel variacdo na constante de McReynolds (formula
7) quando se utilizam colunas de fases estacionarias polares com velocidades de
aquecimento lentas, geralmente maiores que 2°C/min. Neste caso, a taxa de

aquecimento vai influenciar de modo significativo a eluicdo dos compostos, causando

muitas vezes diferenca na velocidade de eluicdo de algumas substéancias:

Al = IRp - IRq

(7)

No entanto, vantagens sdo obtidas da analise cromatogréfica utilizando colunas
capilares polares, como a boa separacdo dos picos no cromatograma (fig 8, p.30). Na
literatura mais recente, sdo encontrados cada vez menos trabalhos utilizando colunas
polares na analise de 0leos essenciais. No entanto, quando se deseja obter um
cromatograma que mostre nitidamente a separacéo entre os picos dos componentes de
um 6leo essencial, € preferivel o uso de uma coluna com fase estacionéria polietileno-
glicol.

Uma outra hipétese gerada a partir das consultas a literatura, nos leva a crer
que o responsavel pelas flutuacbes nos indices de retencdo em colunas capilares de
fases estacionarias polar e apolar pode ser a utilizacdo da férmula envolvida nos
célculos para a obtencdo destes valores. Em pouquissimas publicacdes, dentre as
consultadas para a realizacdo deste trabalho, encontramos menc¢éo a férmula utilizada

para o célculo dos indices de retencdo.
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Em alguns trabalhos

(63,65,67,71)
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, @ citado explicitamente o uso do indice de

retencdo de Kovats (formula 3) na identificacdo dos componentes de diversos 06leos

essenciais. Como foi observado anteriormente, Kovats formulou o seu indice de

retencdo para analises cromatograficas gasosas realizadas sob condigdes isotérmicas.

|

log IR' subst — lOg Irn

logtr ne1-logtr s

+nJ x100

3)

Estes trabalhos utilizam a formula de Kovats para uma andlise feita sob condi¢cdes de

temperatura programada, como mostra a tabela 5.

Tabela 5 : Condi¢bes de andlise de diversos 06leos essenciais em colunas polares.

Temperatura Taxa de Temperatura
Espécie vegetal | Referéncia Coluna inicial aquecimento final
(°C) (°C/min) {°C)
Cananga odorata 63 Carbowax 70 2 210
Hook 20M WCOT
Zhantoxylum 68
simulans CP-WAX 52 CB 50 (10 min) 1,5 200 (10 min)
Diversas 67 Supelcowax-10 50 (2 min) 4 240 (10 min)
Amyris 71 DB-WAX 50 4 238
balsamifera

Isto nos sugeriu que os autores podem estar utilizando férmulas

diferentes da de Kovats, muito embora assegurem na publicacdo estarem utilizando o

indice de retencdo de Kovats.



Podemos entfo, sugerir que o indice de Retengdo de Kovats é pouco adequado
para este tipo de trabalho, se forem levadas em consideracdo a analise matematica da
formula e a variacdo da taxa de aquecimento da coluna no decorrer do processo.

O Indice de Retencdo de Kovats utiliza os logaritmos dos tempos de retengéo
tanto das n-parafinas da série homoéloga quanto das substancias analisadas no
cromatograma. Isto se explica pelo fato de que, sob condigdes isotérmicas, 0s picos no
cromatograma possuem uma separacdo cada vez maior entre si, como se estivessem
seguindo uma escala logaritmica, 0 que € observado claramente no cromatograma da
série homologa.

Matematicamente, a aplicagdo dos logaritmos em formulas se deve a uma

necessidade de diminuicdo das variagdes, para chegar a um valor preciso.

A férmula de Van den Doole e Kratz leva em consideracdo a temperatura de
retencdo dos compostos sendo que o0s picos referentes a eles aparecem no
cromatograma em escala linear, sem necessidade de logaritmizacdo. Em uma analise
onde as taxas de aquecimentos tendem a ser pequenas, a temperatura de retencdo da
substancia é ignorada por ser proporcional ao tempo de retencdo e passa a ser

substituida pelo tempo de retencdo do composto de acordo com a equacdo 5.

Thsubst - Tan

IRTP =(lOOz +100x —————
7Rn+1" TRn

()
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Desta forma, a férmula do indice de retencdo passa a assumir um aspecto bem

parecido com o da relacdo idealizada por Kovats.

No entanto, ao se pensar em taxa de aquecimento, € lembrada também a
constante de Mc Reynolds, diretamente relacionada a ela. Se uma analise efetuada
em temperatura programada usa uma taxa de aquecimento muito maior que 2 °C/min,
observa-se que os valores dos indices de retengcdo tendem ase distanciar cada vez
mais dos valores teoricamente corretos para 0 composto e, se a taxa aumenta muito,
os resultados tendem a se tornar discrepantes, fornecendo valores muito além dos
corretos e, conseqlentemente, levando a sérios erros na caracterizacdo da

substancia.

No universo de dados obtidos, concordamos que a formula de Kovats pode ser
perfeitamente adequada para uma analise com temperatura programada, desde que a
taxa de aquecimento seja lenta para que ndo hajam grandes diferencas nos valores
dos indices. Logo, os valores sdo equivalentes aos valores calculados segundo a
formula de Van den Doole e Kratz. Um novo rastreamento na literatura, mostra que os
valores de indices de retencdo que mais se distanciam dos demais sdo aqueles onde

as taxas de aquecimento sdo muito maiores que 2°C / min.

Neste trabalho, se utiliza uma taxa de aquecimento de 4°C / min para ambas as
colunas (polar e de baixa polaridade). Mesmo tendo realizado a analise sob condicdes

de temperatura programada, foram calculados os indices de retengdo em coluna polar
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para alguns picos usando tanto a formula de Kovats quanto a de Van den Doole

(substituindo a temperatura T da formula pelo tempo de eluicdo corrigido t,, da

substancia ja que a taxa de aquecimento era peguena), com o intuito de comparar 0s

valores dos indices calculados pelos dois modos e perceber se havia diferencgas

significativas em relacdo aos resultados. Isto também explica o uso da taxa de

aquecimento de 4°C/min, para verificar a existéncia desta mesma variagdo. Na tabela

6 mostramos os valores de indices de retencdo para diversos picos no cromatograma

de substancias que possuem espectros de massas caracteristicos, cuja comparagao

com a literatura ndo deixa duvidas sobre a identidade das mesmas.

Tabela 6: Comparacdo dos indices de retencdo calculados segundo as formulas de

Kovats e de Van den Doole.

Substancia indice de Retengio de Kovats | indice de Retengdo de Van den Doole
E-f-ocimeno 1265 1260
terpinoleno 1287 1284
a-humuleno 1650 1648
y-elemeno 1641 1639
y-muuroleno 1688 1687
o-bulneseno 1614 1615
B-selineno 1727 1726
a~cadinol 2137 2136
T-cadinol 2190 2189
T- muurolol 2207 2207
selin-11-en-4x-0l 2199 2199
juniper canfora 2313 2309




Segundo as condicdes de analise utilizadas neste trabalho, iniciamos a
programacdo de aquecimento com uma temperatura de 70°C por 1 minuto. Apds o
primeiro minuto, a temperatura variou de 4°C / minuto até chegar a temperatura final
de 210°C, na qual permaneceu por 20 minutos. Com isso, o tempo total de analise foi
de 56 minutos. Os compostos que eluiram e foram registrados no cromatograma foram

registrados entre 2 e 36 minutos de analise.

Pelo que é observado na tabela 6, a variagdo entre os valores de indice de
retencdo ndo foram muito elevados. Mesmo assim, alguns compostos apresentam
variagbes de até cinco unidades, o que poderia se constituir em um obstaculo na
comparagdo dos indices encontrados com o0s constantes na literatura e levando a

identificacdo equivocada dos compostos.

Estes valores levam em consideragdo que, dentre todas as referéncias
consultadas, foi usada a que continha o valor de indice de reten¢do mais préoximo do
valor calculado para um determinado pico.

O sesquiterpeno T-cadinol (ou epi-a-cadinol) caracteriza-se neste trabalho por

64,71) \a

possuir indices de retengcdo em coluna polar variando entre 2124 e 2188(
referéncia 64, € encontrado para o T-cadinol, o valor de 2124, quando se utiliza uma
taxa de aquecimento de 2°C/minuto. Para a referéncia 71, cujo valor de indice de

retencdo é de 2188, a taxa de aquecimento varia 4°C/minuto, a mesma taxa utilizada

nesta analise. Na referéncia 58, a taxa de aquecimento € de 3°C/minuto e o valor
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encontrado para o indice é de 2161. Observa-se assim, um aumento nos valores de
indices de retencdo, & medida que se aumenta a taxa de aquecimento da
programacdo. Porém, a disparidade entre os valores pode estar também associada a
outros fatores, além da programacgdo de aquecimento, como o0s ja comentados,

influenciando de maneira significativa a obtencdo dos resultados.
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Tabela 7 : indices de Kovats e de Retencdo & Temperatura Programada para 112 componentes de 6leos essenciais em

colunas polares (INNOWAX e similares : DB-WAX, SUPELCOWAX-10, CP-SIL 52 CB, CARBOWAX 20M, PEG 20M)

Substéncia Ref.58 | Ref. 59 | Ref. 60 | Ref. 61 | Ref. 62 Ref. 63 | Ref. 64 | Ref. 65 | Ref. 66 Ref. 67 | Ref. 68 | Ref. 69 | Ref.70 Ref. 71 |Ref. 72
o-pineno 1020 1021, 1038 1017 1036, 1038 1036 1041 1024 1024
1012, 1014
a-tujeno 1028 1023, 1038 1035 1027
a-fencheno 1060 1071
Camfeno 1065 1066, 1057 1057 10866, 1078 1077 1067
1078, 1083
Mirceno 1158 1156 1158, 1169 1153 1156, 1166 1173 1167
1163, 1169 1160, 1168
B-pineno 1120 1105 1103 1120 1105 1111 1128
Sabineno 1128 1120 1115 1114 1130 1127 1123 1128
5-3-careno 1141, 1156 1156 1169 1150
a-felandreno | 1167 1150 1165, 1158 1177, 1173 1179 1170
Limoneno 1190 | 1188 1200 1185 1192 1187, 1204 1202 1202 1205
12086, 1210
a-terpineno 1177 1174 1172 1167 1188, 1189 1184 1182 1194
1,4-cineol 1185 1192 1185
p-felandreno | 1208 | 1208 1204 1196, 1195 1201, 1217 1213 1215
1216,1213
p-cimeno 1268 1264 1268, 1269 1193 1258 1250, 1272 1268 1279 1274 1279
Z-B-ocimeno | 1234 |1230 1237 1228 1238, 1228 1251 1235 1226
E-B-ocimeno | 1253 | 1258 1254 1261 1242 1257, 1250 1255 1252 1226
y-terpineno 1231 1244 1249, 1234 1247, 1251 1247 1246 1250 1253
1240, 1241
Terpinoleno 1283 1280, 1270 1279 1279 1293 1286 1293
1289, 1281
1,8-cineol 1206 1216 1210 1223, 1228 1223
a-cubebeno 1468 1458, 1451 1436 1481, 1458 1456 1455
S-elemeno 1465 1479 1472,1464, 1470 1474
a-copaeno 1485, 1492 | 1474 1466 1551, 1490

1493, 1519
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Substancia Ref.58 | Ref.59 |Ref.60 |Ref.61 |Ref.62 Ref.63 |Ref.64 |Ref.65 |Ref. 66 Ref. 67 |Ref. 68 | Ref. 69 |Ref. 70 [ Ref. 71 | Ref. 72
B-cubebeno 1539 1514 1512 1560, 1541 1490
Linalol 1554 | 1557 1453 1549 1520 1559 1506, 1555 1533 1503 1551 1513
Biciclo- 1484 1482
elemeno
a-ilangeno 1460 1491 1491
a-gurjuneno 1527 1518, 1528 1529 1523
Cis-sabineno 1550 1559
hidrato
B- 1515 1519, 1531 1586, 1526 1546
bourboneno 1546, 1526
B-elemeno 1585 1576, 1578 1573 1591, 1608 1562 1586
B-cariofileno [ 1598 1594 1579, 1588 | 1577 1567 1642 1617, 1618 1606 1602 1611
Isobornil 1584, 1623 1582
acetato
Longifoleno 1534 1643 1574
Bornil 1599 1599 1599
acetato
Terpinen-4-ol 1603 1589, 1591 1610 1601, 1601 1626 1610
1628, 1637
a-cedreno 1574 1640 1578
f-copaeno 1626 1631
Aromaden- 1589 1650 1654 1618 1610
dreno
Z- -p- 1633 1670 1650 1654
farneseno
a-humuleno | 1675 1667 1665, 1653 | 1655 1636 1648 1672, 1672 1681
1707,1719
a-amorfeno 1539 1670 1657 1691 1691
y-muuroleno 1675 1677 1692, 1695 1688 1691
Tujopsa- 1650
dieno
Trans-3- 1663 1667 1667
guaieno
Alloaroma- 1645 1648 1659
dendreno
o-guaieno 1651 1651
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Substancia Ref.58 | Ref. 59 | Ref. 60 | Ref.61 | Ref.62 Ref. 63 | Ref. 64 | Ref. 65 | Ref. 66 Ref. 67 |Ref. 68 | Ref. 69 |Ref. 70 |Ref.71 |Ref. 72
Citronelil 1645, 1662 1643
acetato 1662, 1671
y-elemeno 1819, 1805 1642 1644
Epi-p- 1638 1638
santaleno
a-himachale- 1649 1649
no
Sabinol 1683 1683
Selina- 1681
4(15),7(11),8
(9)- trieno
y-gurjuneno 1675,
1700
(E)-B- 1663 1671, 1668 | 1668
farnese-no
(Z,Z)a- 1697 1697
farneseno
Borneol 1698, 1735 1696 1694
Verbenona 1697 1733
Lavandulol 1698 1662, 1707
a-terpineol 1713 | 1718 1700 1672 1693 1685 1662 1705 1735
Viridifloreno 1695 1697 1697 1694
a-muuroleno 1690 1714 1685 1692 1727, 1730 | 1727 1726
a-bulneseno 1613 1729 1729
p-himacha- 1718 1718
leno
Germacre- 1721 1696, 1707 | 1678 1679 1720 1712, 1718 [ 1712 1708 1714
no-D
y-cadineno 1761 1714, 1734 1766 17863 1765 1769
1724, 1823
a-selineno 1737 1725 1700, 1753 1729
1705, 1718
B-selineno 1729 1720 1715, 1704 1684 1767 1727
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Substéincia Ref.58 | Ref. 59 | Ref. 60 | Ref. 61 | Ref. 62 Ref. 63 | Ref. 64 | Ref. 65 | Ref. 66 Ref.67 Ref. 68 | Ref.60 [ Ref.70 | Ref.71 | ReLI2

B-bisaboleno 1745 1735 1734 1733

Biciclogerma- 1745 1732 1731, 1720 1738, 1744 1744 1741 1740

creno

Valenceno 1711 1722, 1751 1722

(E,E)-a-farne- 1739 1735, 1756 1753

seno

Geranil 1751 1734 1758 1754 1754 1733

acetato

Nerol 1817 1761 1757, 1856 1755 1806

5-cadineno 1760 1758 1743, 1730 1729 1773 | 1784, 1791 1763 1761 1766
1744, 1754

Citronelol 1772 1760, 1765 1754 1719 1773

B-sesquifelan- 1768 1776 1778

dreno

7-epi-a- 1775 1775

selineno

ar-- 1774 1772 1777, 1787 1781

curcumeno

Selina-3,7(11)- 1793 1791

dieno

Geraniol 1856 1836 1868 1842 1795 1855

GermacrenoB| 1812 1839 1837

Calameneno 1834 1826 1800 1797 1832, 1837 1837

a-ionona 1839

Safrol 1903

p-ionona 1926

Palustrol 1934

E-nerolidol 2042 2043, 2056 | 2009 2007 2000, 2044 2003 | 2044

Cariofileno 1965 1983 1963, 2005 1934 2000, 1996 1981

6xido

Cubenol 2084, 2085 2015

a-calacoreno 1901, 1914 1877 1916, 1926 1016

Epi-a-cubenol 2021 2037

Elemol 2073 2098 2078 2089
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Substancia Ref.58 | Ref. 59 | Ref. 60 | Ref. 61 | Ref. 62 Ref. 63 | Ref. 64 | Ref. 65 | Ref. 66 Ref.67 Ref. 68 | Ref.69 | Ref.70 | Ref.71 | Ref.72
Farnesol 2300 2054 2277 2188
Cedrol 2066 2100
Globulol 2064 2086 2104 2093
Viridiflorol 2091 2103, 2112
Eugenol 2198 2113 2175
Espatulenol 2151 2110, 2120 2153 2103 2139
d-cadinol 2187 2123 2150
Epi-a-cadinol 2161 2167 2155 2124 2136 2188
y-eudesmol 2176 2182 2182
Epi-c- 2177 2171, 2140 2202
muurolol 2165, 2181
Selina-11-en- 2200
4-a-ol
p-eudesmol 2238 2246 2182 2248, 2258 2248
Germacrona 2209, 2212
10-epi-o.- 2121
eudesmol
Epi-- 2210, 2218
bisabolol
Valerianol 2231 2231
7-epi-c- 2244 2244
eudesmol
a-eudesmol 2229 2235 2237, 2237

2249, 2248
a-cadinol 2218 2137 2182 2224 2249
Juniper 2319

canfora




MATERIAIS E METODOS
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4- Material e Métodos

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico e obtencdo do Oleo
essencial

A espécie Eugenia nitida Camb. pertence ao género Eugenia, familia
Myrtaceae, segundo a Dra. Graziela Barroso, pesquisadora aposentada do Jardim
Boténico do Rio de Janeiro, que procedeu a identificacdo da planta.

Em outubro de 1995, foram coletadas 756 g de folhas frescas de Eugenia
nitida Camb. em uma é&rea de restinga situada entre os bairros da Barra da Tijuca
e do Recreio dos Bandeirantes, a beira da Avenida das Américas, na cidade do
Rio de Janeiro, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

Apds a coleta, o material (746 g) foi imediatamente reunido para se fazer a
extracdo por coobacdo pelo método de arraste de vapor utilizando um aparelho
do tipo Clevenger. A duracdo da extracdo foi de 4 horas e o rendimento do 6leo
essencial foi de 0,060%, obtendo-se uma quantidade de 0,45 g do mesmo. O 6leo
essencial foi acondicionado em frascos ambar para evitar degradacdo por foto-
oxidagdo do material e depois colocados em um freezer sob baixas temperaturas,

para evitar maior perda dos compostos volateis.
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4.2 - Calculo da Umidade

Para se verificar o teor de umidade das folhas de Eugenia nitida Camb. foi
utilizado um aparelho do tipo Dean Stark. Empregou-se 10 g de material triturado
e 75 ml de tolueno, como solvente, na operacdo que teve duracdo de 4 horas. O

resultado indicou um percentual de 50 % de umidade nas folhas coletadas.

4.3 - Analise cromatografica do o6leo essencial

Para a identificagdo dos constituintes quimicos do Oleo essencial, 0 mesmo
foi submetido a andlises por CGAR e CGAR-EM.

Na Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo utilizou-se um Cromatografo
Gasoso modelo HP - 5890 Série Il, de injetor com divisdo de fluxo (Split) e
detector por ionizacdo de chama (FID). O integrador é modelo HP-3396.

Duas colunas cromatograficas capilares de diferentes polaridades foram
usadas para a obtencdo dos cromatogramas da série homdloga de
hidrocarbonetos CgaCyge do Oleo essencial : uma com fase estacionaria polar e
outra de baixa polaridade.

A coluna de baixa polaridade utilizada foi a SE-54, que tem fase
estacionaria constituida de 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano, de dimensdes
25m x 0,20 mm x 0,33 um.

A coluna polar utilizada foi a INNOWAX, constituida de fase estacionaria

polietileno-glicol (100%) com dimensdes de 30m x 0,32 mm x 0,50 um.



106

Os hidrocarbonetos da série homologa C9 a C26 foram fornecidos pela
Aldrich e injetados sob a forma de uma mistura homogénea. Esta série € utilizada
para o calculo dos indices de retencdo, que requer os tempos de retencdo dos
hidrocarbonetos da série.

O oOleo essencial e os padrées da série homéloga foram analisados em
sequéncia por cromatografia gasosa nas seguintes condicoes:

Coluna SE-54 :
» Temperatura Inicial : 60°C por 1 minuto
* Velocidade de aquecimento :4°C / minuto
* Temperatura final: 200°C por 32 minutos
* Gas de arraste utilizado : H,
* Fluxo do gés de arraste : 2 mL / minuto
» Divisdo de fluxo : 1/100
* Volume de injegdo : 1L
* Temperatura do injetor : 280°C
* Temperatura do detector : 300°C
A mesma metodologia foi empregada para a analise na coluna INNOWAX,

sendo que a programacdo foi a seguinte:

* Temperatura inicial: 70°C por 1 minuto

* Velocidade de aquecimento : 4°C/minuto

* Temperatura final : 210°C por 10 minutos
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Fluxo do gas de arraste (H2) : 1 mL / minuto
Divisdo de fluxo : 1/100

Volume de inje¢do : 1 pulL

Temperatura do injetor : 280°C

Temperatura do detector : 300°C

4.4 - Andlise cromatografica acoplada a espectrometria de massas do Oleo

essencial.

Para a andlise em CGAR-EM, utilizou-se um cromatografo gasoso acoplado a
um espectrometro de massas computadorizado CGAR-EM-C modelo HP-5890
integrador HP-3396, MSBD 5970 com 7958 B e 70 eV quadrupolo.

Utilizou-se uma coluna cromatografica capilar de fase estacionaria 100%
polietileno-glicol modificada (HP-FFAP) de dimensdes 25m x 0,2 mm x 0,33um.
A programacgdo de andlise para CGAR-EM foi a seguinte:

Temperatura inicial: 70°C por 1 minuto.

Taxa de aquecimento :2°C/minuto.

Temperatura final : 280 °C por 40 minutos.

Temperatura do injetor : 250°C.

Temperatura da fonte : 300°C.
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Ao final da andlise obteve-se um cromatograma de ions totais do oleo
essencial, bem como os espectros de massas de cada um dos sinais relativos

aos componentes individuaimente.



BIOSSINTESE DOS CONSTITUINTES
QUIMICOS DO OLEO ESSENCIAL DE

EUGENIA NITIDA CANB.



110

5- Biossintese dos constituintes quimicos do O6leo essencial de E.
nitida Camb.

5.1 - Origem das unidades precursoras dos compostos terpénicos

O dbleo essencial extraido das folhas de Eugenia nitida Camb. tem na sua
composi¢cdo quimica a predominancia macica de sesquiterpenos hidrocarbonetos

e derivados oxigenados.

A grande maioria destes compostos identificados tem como origem o acido
mevalbnico (MVA, acido 3-metil-3,5-di-hidroxi-pentandico), que é formado pela
condensacao de trés moléculas de acido acético e, posteriormente, da origem as
unidades isoméricas isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetil-alil-pirofosfato
(DMAPP), que sédo os precursores diretos da classe dos terpenos(75) (esquema
20). Essas reacgdes sdo todas catalizadas por enzimas existentes nos sistemas
vegetais com funcdes especificas e que vém sofrendo tentativas de isolamento e
caracterizacdo, muitas vezes com sucesso, para a atribuicdo de suas funcdes no

metabolismo secundéario dos organismos vegetais.
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- OH
(o} o fo) -
—_— L
SCoA SCoA NADPH COOH
Acetoacetil coenzima A acetil coenzima A HO'
HMG - CoA MVA

ATP
- OH n e
. PO
PFO, Vi -
— COOH
PPO’
IPP

DMAPP MVA-5-DIFOSFATO

Reacdes:
i - Condensacdo de acetil e acetoacetil coenzima A por HMG-CoA sintase
i - Reducdo por meio de NADPH e HMG-CoA redutase

iii e iv - Fosforilagdo do &cido mevaldnico pelas enzimas mevalonato quinase e fosfomevaionato quinase
em presenca de ATP

v - Descarboxilagdo e concomitante perda de agua catalisada por mevalonato 5-difosfato descarboxilase

vi - Isomerizacdo de IPP a DMAPP pela enzima IPP isomerase

Esquema 20: Formacdo das unidades IPP e DMAPP a partir do MVA

A condensacgdo das unidades IPP e DMAPP entre si forma compostos de
diferentes conformacBes que vao originar cadeias hidrocarbénicas que resultam
em diversos grupos de compostos organicos terpénicos.

Para os monoterpenos, tem-se como principal precursor o geranil
pirofosfato (GPP), originado pela condensagdo de duas unidades de IPP via

enzimas preniltransferases (esquema 21).
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H
'\
i X OPP
OFP
IPP
PPO

GPP
DMAPP

Esquema 21 : Formagdo do geranil pirofosfato (GPP)

A reacdo de GPP com uma posterior unidade de IPP ou DMAPP origina o
farnesil pirofosfato (FPP, ou farnesol), que é o precursor direto da classe dos
sesquiterpenos. Por isomerizacdo do E-farnesil pirofosfato, ocorre a formacdo do
nerolidil pirofosfato (NPP ou nerolidol), que é o alcool terciario correspondente ao
linalool. O nerolidol, por sua vez, sofre uma nova etapa de isomerizacdo
enzimatica e forma o Z-farnesil pirofosfato. Estes trés isdbmeros sdo responsaveis

pela formacdo dos diversos esqueletos sesquiterpénicos ja encontrados(75).

N
Z F ‘T>J:<¥__ . \\r%\\/”\Téﬁ\v/A\T¢¢\Cwow
OFP oPP

E- farnesil pirofosfato

|

CH,OFP
OFP

Z- farnesil pirofosfato o
Nerolidil pirofosfato

Esquema 22 : Formacdo do Farnesil pirofosfato e de seus isdmeros
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A partir da ciclizagdo do farnesil pirofosfato é possivel existir dois
carbocations intermediarios, dependendo se o precursor € ZE (A e B) ou E,E-

farnesil pirofosfato (C e D) (esquema 23).

Z,E-farnesil pirofosfato (A) (B)
AN
_..._.—> )
~ L (;b\( %
OPP
(C)

E,E-farnesil pirofosfato

(D)

Esquema 23: Formacdo dos carbocations a partir dos isdmeros do FPP

5.2 - Propostas para a ciclizacdo do FPP

De acordo com a hipotese concebida por Ruzicka et al. e mais tarde
aperfeicoada por uma série de autores(76'78), a formacdo de todos os
sesquiterpenos ciclicos pode ser atribuida a ionizacdo do farnesil pirofosfato e
ataque nucleofilico do cation alilico resultante a dupla ligagdo central ou distal,
acompanhada de transformacgdes catidnicas que envolvem ciclizagbes posteriores

e rearranjos (esquema 24). Os rearranjos compreendem migracbes de grupos
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metila e deslocamentos de hidretos, culminando na extingdo da carga positiva
através da perda de um préton ou captura de um nucledfilo externo como a agua,

Ou mesmo o anion pirofosfato original(79).

Esquema 24 : Ciclizacdo do FPP por varios caminhos

A barreira estereoquimica que direciona a ciclizacdo do substrato
trans,trans - farnesil pirofosfato € superada pela isomerizacdo inicial ao composto
terciario alilico correspondente, NPP, que possui a reatividade e flexibilidade
conformacional adequados para permitir a formacdo dos produtos ciclicos(79)

(esquema 25).
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oPP

l NPP

Esquema 25 : Formagao e ciclizacdo do NPP

Muitos esqueletos sesquiterpénicos podem derivar da ciclizacdo dos
isbmeros do FPP. Algumas enzimas especificas catalizam a formacdo de
produtos com estereoquimicas diferentes nos centros quirais possibilitando a
distincdo entre as vérias formas derivadas do mesmo esqueleto.

Segundo Berry(so), a formacdo dos sesquiterpenos segue as seguintes
regras:

1. O precursor geral dos sesquiterpenos, E,E-FPP ¢é isomerizado ou para
R-NPP ou para S-NPP por um rearranjo syn anti-alilico.

2. NPP sofre ciclizagdo por ataque da dupla ligacdo 6,7 ou 10,11 em C-1
por um deslocamento anti-alilico do pirofosfato.

3. A conformacdo do enancibmero de NPP que cicliza determina a
estereoquimica do produto.

Observacao: O sistema de numeracdo da cadeia carbbnica observado no

esquema 23 e sugerido pela IUPAC para o FPP é mantido apds a ciclizacdo para

opPP
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melhor visualizagdo dos carbonos onde acontecem as reagbes. Na verdade, tal
numeracdo € alterada quando os produtos finais sdo formados, embora a
sequéncia mude de acordo com cada esqueleto sesquiterpénico, muitas vezes
explicando a origem da nomenclatura dos compostos, por mostrar a posicdo de
um grupo funcional na estrutura da molécula.

Muitos estudos utilizando FPP marcado estdo sendo realizados para
verificar os mecanismos de ciclizagdo e a formacdo dos diversos intermediarios

que originam 0s muitos esqueletos sesquiterpénicos(81'83)

5.3 - Biossintese dos derivados do ZE-farnesil pirofosfato e do Nerolidil

pirofosfato

Entre os grupos de sesquiterpenos encontrados no Oleo essencial de
Eugenia nitida Camb., poucos sdo derivados da ciclizacdo direta do Z,E-FPP ou
de seu isbmero nerolidil pirofosfato a partir do Z,E-FPP. Como exemplos
aparecem os cadinanos, representados pelo T-cadinol, a-cadinol e o &-cadineno;
0s muurolanos y-muuroleno e T-muurolol (epi-a-muurolol); o o-humuleno e o E-
cariofileno.

Os cadinanos e muurolanos fazem parte do grupo dos cadinenos e sao
tidos como classes de substancias derivadas do processo de ciclizacdo do Z,E-
FPP envolvendo um rearranjo 1,3 de hidrogénio para o carbocation em C-12 do

germacreno (esquema 26)(84).
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H
—
H
Rearranjo 1,3de H
» Grupo
+ muurolano

Grupo
Cadinano

Esquema 26: Formagdo dos grupos cadinano e muurolano

Em relacdo ao grupo dos muurolanos, existem duas alternativas para a
biossintese do T-muurolol e do y-muuroleno (esquema 27). A primeira hipétese é
a ciclizacdo do FPP por meio do ataque eletrofilico de C-10 ao carbono C-1, que
sustenta o grupo pirofosfato. A carga positiva, que se localiza em C-11 apés a
ciclizagdo, migra para C-1 por intermédio de um rearranjo 1,3. Posteriormente,
uma segunda ciclizac@o eletrofilica proporciona a formacdo do sistema biciclico e

a localizacdo da carga em C-7, resultando no céation cadinanil. Perda de
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hidrogénio em C-15 vai levar a formagdo do y-muuroleno e por um ataque syn da
agua ocorre a formacdo do T-muurolol.

A segunda proposta, defendida por Cane e Tandon (85), sugere que haja
uma isomerizacdo do Z,E-FPP a R-NPP para que ocorra a ionizagdo e 0 ataque
eletrofilico a C-10 da dupla ligacdo. A partir da formacdo do cation cadinanil, a
proposta para a formacdo dos dois muurolanos concorda com a primeira.

Para a biossintese do grupo dos cadinanos (esquema 28), um dos grupos
mais comuns de sesquiterpenos encontrados na natureza, também € aceita a
proposta de ciclizacdo do R-NPP com a formacdo do cation cadinanil e posterior
perda de hidrogénio e rearranjo 1,4 para a formacdo do cadina-1,4-dieno. O
cation cadinanil também pode sofrer perda de hidrogénio em C-15 para formar o
y-cadineno. Um ataque de modo syn pela agua fornece a estereoquimica no qual
¢ achado o epi-a-cadinol, enquanto que o ataque anil da molécula de agua a
dupla ligagdo A’ produz o a-cadinol. O §-cadineno é formado a partir de um
diastereoisobmero do cation cadinanil que difere deste pela estereoquimica de
C-1. Este isbmero sofre perda de hidrogénio em C-6 e forma o &-cadineno.

A formacdo do diastereoisdmero do cation cadinanil pode ser proveniente
do segundo ataque eletrofilico, aquele que forma o biciclo. O rearranjo 1,3 de
hidrogénio de C-1 para C-11 pode ocorrer com o hidrogénio equatorial de C-1 e
nao com o axial, que é o que rearranja na formacao do cadinanil.

Ainda em relacdo aos 6-cadineno, uma enzima relacionada a ciclizagdo do
FPP para a formacdo deste composto foi isolada de Xanthomons campestris var

malvacearum (Smith) Dye (X cm) (86).
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R-NPP
Cation cadinanil

|

Epi - « — muurolol
( T - muurolol ) v — muuroleno

Cation
Cadinanil

Esquema 27 : Proposta de caminhos biossintéticos para 0s muurolanos
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R-NPP

o e

H
2 i IH
Cadina-1,4-dieno /\

/ ¥ - cadineno \ & — cadineno

a - cadinol epi - a - cadinol
(T-cadinol)

Esquema 28: Proposta de caminho biossintético para os cadinanos
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Os sesquiterpenos a-humuleno e E-cariofileno chamam atencdo por suas
estereoquimicas singulares. Sdo ambos formados a partir do cation humulil,
derivado da ciclizacdo pelo ataque eletrofilico direto a dupla ligacdo 2,3 e
consequente expulsdo do grupo pirofosfato (esquema 29).

Um rearranjo 1,4 de hidrogénio no cation humulil e posterior ciclizacdo a
formacdo de um carbocation terciario, que por reducdo nas posicbes 7 e 11 vai
produzir o E-cariofileno.

O oa-humuleno tem uma rota biossintética mais simples, sendo formado
simplesmente pela perda de hidrogénio de C-9, que gera a dupla ligacéo A8. Com
a dormacdo do humuleno apds tal processo, a epoxidacdo da dupla ligacdo 6 da
origem ao humuleno epoxido II.

Existe uma teoria de que um sistema enzimatico catalisa as reacdes de
ciclizacdo para o S-NPP para a formacgao do cation humulil (rearranjo syn alilico e
deslocamento anti-all’lico)(79)e alguns grupos de quimicos bioorganicos realizam
estudos com relacdo as enzimas utilizadas no processo de formacdo destes dois
sesquiterpenos, bem como no estudo de conformagbes mais estaveis para ambos

devido a sua grande flexibilidade estrutural(78).
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Esquema 29: Proposta de caminho biossintético para o o -humuleno, humuleno

epoxido Il e o E-cariofileno
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5.4 - Biossintese dos derivados do E,E-Farnesil Pirofosfato

A maior parte dos sesquiterpenos identificados no o6leo essencial de
Eugenia nitida Camb. tem sua origem atribuida a forma E,E do farnesil pirofosfato.
Possuem estruturas diversas que sdo formadas a partir de processos envolvendo
enzimas especificas.

Muitos destes grupos de compostos se originam de reacBes do cation
germacradienil, uma forma ibnica gerada pelo ataque eletrofilico direto de C-10 a
dupla ligagdo 2,3, com a caracteristica de manter a carga positiva conseqiiente no
grupo isopropil ligado a C-10 (esquema 30). Segundo a proposta de Lorimer(gg),

no entanto, o cation germacradienil é formado pela ciclizacdo do R-NPP e néo

diretamente pelo E,E-FPP.

=
FPO
< J— (;@\( ™
|
PPO

Cation germacradienil R-NPP

E,E- FPP
Esquema 30: Formacdo do cation germacradienil
O cation germacradienil também é o precursor de uma importante classe
de sesquiterpenos, que é a dos germacranos, de onde possivelmente vem a

origem do seu nome, ja que forma diretamente 0s germacrenos.
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Na biossintese do germacreno D (87), verifica-se um rearranjo 1,4 de
hidrogénio que localiza a carga em C-1 e posteriormente, um novo rearranjo 1,4
propicia a formacdo da dupla ligagéo A2. 0 germacreno D é formado pela perda
de hidrogénio em C-15, que vai gerar uma dupla ligacdo (esquema 31).

Ataque anti e H,O ao germacreno D, catalizado por uma enzima hidrolase,

leva ao produto 4B-hidroxi-germacra-1(10)5-dieno.

4
— —
A>T
OFP

Q

H,O
‘_
Enzma
* OH
4B-hidroxi-germacra- Germacreno-D

1(10)5-dieno

Esquema 31: Proposta do caminho biossintético para 0s germacranos

Os eudesmanos também sdo um grupo de sesquiterpenos muito comuns

em plantas. S&o formados pelo ataque nucleofilico da HoO a C-11 que sustenta a
carga positiva, formando o grupo isopropanol, caracteristico nesta classe de
substancias. Pela captura subseqiente de um hidrogénio catalisada por NADP,
ocorre a formacdo do carbocation eudesmano, que tem a carga positiva

localizada em C-3. A remocdo de um hidrogénio de qualquer das posicdes (C-2,
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C-4 ou C-15), adjacentes a C-3 produz os sesquiterpenos a-eudesmol, y-

(81)

eudesmol e P-eudesmol, respectivamente (esquema 32).

“ @Q({H___ ;f ;H:
(OPP ) l OH

FPP

OH

B —eudesmol Carbocation eudesmano

OH

v —eudesmol

o —eudesmol

Esquema 32: Proposta de caminho biossintético para o grupo dos eudesmanos

A biossintese dos selinenos também tem sido explorada sob o ponto de

vista de diversos autores (6’13’14).

O a- e 0 B-selineno também sd@o formados a partir do cétion germacradienil,
que cicliza, perde um hidrogénio em C-12 para formar uma dupla ligacdo e, com a
localizacdo da carga em C-3, sofre nova perda de hidrogénio nas posicbes 2 e 15

para produzir os respectivos compostos.
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Belingheri et al (14)descobriu que a enzima formadora do p-selineno, que
cataliza os processos de perda de hidrogénio e ciclizagdo, a [-selineno ciclase,
isolada dos frutos de Citrofortunella mitis € dependente de metais divalentes como
Mg+2 e de outras importantes propriedades estruturais para produzir o composto
na estereoquimica adequada.

O sesquiterpeno 3-selineno é pouco encontrado em Oleos essenciais e uma
proposta de biossintese é sugerida neste trabalho para esta substancia. Ocorre
um rearranjo 1,4 de hidrogénio que vai proporcionar, posteriormente, uma dupla
ligacdo na posicdo 1,2 apds a segunda ciclizacao.

O cation germacradienil pode ainda sofrer ciclizacdo para formar os anéis
fundidos de seis membros e a carga positiva ser estabilizada em C-3. A saida de

um dos hidrogénios de C-4 forma a dupla ligagéo A3

e a perda de outro hidrogénio
em uma etapa subseqiente conduz a formacdo do selin-4(14),7(11)-dieno.

Um sesquiterpeno oxigenado, juniper céanfora, muito comum entre
sesquiterpenos encontrados em 0leos essenciais, possui uma rota biossintética
semelhante & dos selinenos. O cétion germacradienil perde hidrogénio em C-11 e
forma a dupla ligacéo A0 A carga positiva que se instala em C-2 ap6s o ataque
syn de HoO migra para a posicdo 6 apés o segundo ataque eletrofilico e a captura
de um proton para sua estabilizacdo vai fornecer o composto com a
estereoquimica adequada.

O élcool terciario selin-11-en-4a-ol surge a partir de um ataque syn de

dgua a C-3 do cation germacradienil, sendo que este captura um hidrogénio e
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proporciona a segunda ciclizagdo que vai dar origem ao sistema biciclico.
Também ocorre formacgado da dupla ligagao
O esquema 33 sugere uma rota biossintética tanto para os selinenos

quanto para o juniper canfora.

TN
%bx

germacradleml B - selineno
HzO0"

a — selineno
H+

H

& — selineno

Juniper canfora

Esquema 33: Proposta de caminho biossintético para os selinenos e para o

juniper canfora
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+

Selin-11en4a-ol

Selin-4(14),7(11)-dieno

Esquema 33.1: Formacdo do selin-11-en-4a-ol e do selin-4(14),7(11)-dieno

O grupo dos elemanos, que compreende o y-elemeno, o &-elemeno e seus
isdmeros, encontrados neste estudo, tem uma origem semelhante & dos selinenos
(esquema 34). Também acontece a ciclizacdo do R-NPP com a carga positiva
localizando-se em C-11. Conformacbes estruturais vao formar o &-elemeno e por
meio de um rearranjo 1,4 ha a posterior formacéo da dupla ligacdo A°.

O shyobunol € formado pelo ataque nucleofilico de uma molécula de H,O
ao carbono 10 da dupla ligacdo. Outros isdmeros do shyobunol sdo formados
pelo mesmo ataque da &gua as posicdes 11 (formacdo do elemol) ou A®.

Diferentes enzimas catalisam o processo e a existéncia destas pode levar a
novos estereoisdbmeros hipotéticos como o0s que possuem diferencas de
configuracdo nos carbonos quirais C-1 e C-7. O proprio elemol pode ter

diferencas de configuragdo nos centros quirais e possuir outros estereoisomeros.
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O grupo dos elemanos também se caracteriza por conter apenas um anel
cicloexanico em sua estrutura, ao contrario da maioria dos sesquiterpenos, que

possui dois ou mais anéis, geralmente fundidos.

Y V% \Q\K\
G =
N > G

p
‘U Q)fp

J
///" i 1y,
- ——————

S =
+
Shyobunol 5 — elemeno l
=z
-
S

Esquema 34: Proposta de caminho biossintético para os elemanos

v — elemeno

O valenceno € formado pela ciclizacdo do E,E-FPP devido a um ataque

eletrofilico de C-11 a dupla ligacdo. Rearranjo 1,4 de hidrogénio faz com que a
dupla ligacdo se desloque para os carbonos 1,2 e a captura de um &atomo de
hidrogénio pelo carbono nucleofilico C-6 desencandeia a ciclizagdo para dois
anéis de seis membros e um anel de trés membros fundidos entre si, 0 que é uma

caracteristica do composto (esquema 35).
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S —
P \ . — —
OFP H

Valenceno

Esquema 35: Proposta de caminho biossintético para o valenceno

A observacdo das caracteristicas estruturais dos sesquiterpenos
encontrados no 6leo essencial de Eugenia nitida Camb. mostra a existéncia de
alguns compostos que trazem em sua estrutura o sistema de anéis de 5 e 7
membros fundidos.

Cane (5), a partir das observacdes dos estudos de Croteau envolvendo
enzimas especificas para uma série de biossinteses, propds uma rota
biossintética para alguns destes compostos. Tal rota pode ser extendida para a
biossintese de compostos com estruturas similares com diferengas em pequenos
detalhes. Observa-se durante a etapa inicial de ciclizagdo o papel importante da
enzima patchoulol sintase que favorece a formagdo de sesquiterpenos como 0 a-

bulneseno e o a-guaieno (esquema 36).

/w -
e —— T + » =
oPP
.

o-buineseno o-guaieno

Esquema 36: Proposta de caminho biossintético para 0 oa-guaieno e o-bulneseno
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O isoledeno assemelha-se estruturalmente a estes compostos, em especial
ao oa-guaieno, pois também possui a dupla ligacdo na juncdo dos anéis. A
diferenga é observada na estereoquimica de C-3 e no anel ciclopropanico ligado
ao cicloepteno da esturtura pelos carbonos 1 e 10. O anel é formado pelo
rearranjo que se da apoOs a ciclizagdo do E,E-FPP que situa a carga positiva do
intermediario em C-11. Com o rearranjo, a dupla ligagdo 2,3 passa para a posi¢ao
1,2. O ataque nucleofilico da extremidade C-6 da dupla ligacdo A® a C-2 e de C-3
a C-11 leva a formacdo de uma estrutura que sustenta a carga em C-7.
Rearranjos posteriores e perdas de hidrogénio conduzem a formagdo do
isoledeno.

O cis-B-guaieno difere da formagdo do o-guaieno devido ao rearranjo 1,4
de hidrogénio ap6s a segunda ciclizacdo do E,E-FPP. Com este rearranjo, forma-
se o carbocétion terciario C-2 e a saida de hidrogénio de C-6 forma o cis-f-
guaieno.

O esquema 37 apresenta uma proposta de biossintese para estes dois

sesquiterpenos, evidenciando sua origem comum.
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N\

+ cis-f—guaieno

Isoledeno

Esquema 37: Proposta do caminho biossintético para o cis-B-guaieno e para o

isoledeno

A proposta de biossintese para o espatulenol acompanha a de formacdo do
isoledeno, segundo o esquema 38. Neste caso, a dupla ligacdo 2,6 migra para 0s
carbonos 2 e 3 por meio de rearranjo. Também ocorre perda sucessiva de
hidrogénio por acdo de NADP e assim ha a formacdo da dupla ligacdo A% A
etapa final é marcada pelo ataque syn da agua para dar origem ao espatulenol.

Esta € uma proposta simplificada para a formagdo do espatulenol. Outras
rotas podem ser utilizadas sugerindo outras explicacdes para a formagdo da

dupla exégena Al4 diferentes da acdo repetida de NADP sobre a metila externa.
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14deH

Isoledeno

Espatulenol

Esquema 38: Proposta de caminho biossintético para o espatulenol

Entre o0s muitos sesquiterpenos oxigenados de origem terpendide
encontrados nos O6leos essenciais em geral e neste estudo especificamente,
encontra-se 0 ent-maalian-5-ol. Originario da ciclizacdo do E,E-FPP pelo ataque
de C-1 a extremidade C-11 da dupla ligacdo 10, 11 a estrutura sofre rearranjo da
dupla ligacdo 2,3 que vai atacar a carga positiva localizada em C-10 e forma o
anel ciclopropanico ligado ao sistema biciclico. Ocorre migracdo da carga para
C-2 para haver maior estabilidade e favorecer a entrada direta de agua, formando

assim o composto em definitivo (esquema 39).



-Gt o
HoR

Ent-maalian-5-ol H,0

Esquema 39: Proposta do caminho biossintético para o ent-maalian-5-ol

(16) a partir de

O sativeno tem uma biossintese proposta por Arigoni
precursores marcados e se caracteriza por ser proveniente de uma forma
retorcida do E,E-FPP.

Ele é gerado a partir de intermediarios obtidos pela ciclizacdo da espécie
hipotética I. No entanto, um dos ion intermediarios também pode ser gerado de
maneira plausivel a partir de uma conformacé@o antipoda do precursor via 0s ions

triciclicos 1l e 1, que levam ao intermediério V por uma migracdo 1,2 da ponte de

trés carbonos (esquema 40).
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(h) Sativeno

(i

! l

1,2 1,2
+ - 1,2
[ -
T
1,2

V) (V) (I

Esquema 40: Proposta de caminho biossintético para o sativeno

Todas as rotas biossintéticas particulares para cada composto ou grupo de
compostos foi proposta com base em dados da literatura. E necessario um estudo
experimental mais aprofundado para afirmar com seguranca quais sdo o0s
processos enzimaticos que atuam no metabolismo vegetal, fornecendo a grande
variedade de produtos do metabolismo secundario. Deve-se ressaltar a
multiplicidade de enzimas encontradas nos sistemas vegetais e que levam a

individualidade da formacdo das estruturas sesquiterpénicas.



CONCLUSAO
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6-Concluséo

A analise do dleo essencial de Eugenia nitida Camb. permitiu a
identificacdo de 32 compostos (74% da constituicdo total), sendo o constituinte
majoritario 0 sesquiterpeno alcoodlico  4B-hidroxi-germacra-1(10)5-dieno  (9,81%),
confirmado pela andlise dos seus fragmentos de massas, seguido pelo
sesquiterpeno hidrocarboneto y-elemeno (7,8%). Os cromatogramas obtidos
mostraram a predominancia de sesquiterpenos na constituicdo do 6leo essencial,
perfazendo um total de 97% do mesmo, considerando 0s picos nao identificados
como sendo pertencentes a regido dos sesquiterpenos. Os Unicos monoterpenos
identificados foram o terpinoleno e o E-B-ocimeno.

Os grupos de substancias presentes em maior quantidade foram os
selinenos (11%) e os elemenos (10%), sendo que estes vém sendo utilizados,
e com sucesso, no tratamento de tumores malignos do cérebro, sugerindo que o
6leo essencial de Eugenia nitida Camb. pode ser uma fonte em potencial deste
tipo de substancias.

Observou-se que todas as substadncias encontradas possuiam um
esqueleto terpénico, originado do geranil pirofosfato, no caso dos monoterpenos e
do farnesil pirofosfato e nerolidil pirofosfato, no caso dos sesquiterpenos. No
entanto, foram observadas as presencas de diversos grupos estruturais como
sistemas biciclicos de 6 membros e de anéis fundidos de 5 e 7 membros. Ndo se

observou um caminho comum para a ciclizacdo das unidades precursoras na
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formacdo dos sesquiterpenos, podendo as substéncias serem originarias tanto da
ciclizacdo do E,E-FPP (farnesil pirofosfato) quanto do E,Z-FPP.

Os métodos de CG e CG-EM ainda sdo os melhores instrumentos para
este tipo de andlise, entretanto, a utilizagdo do indice de Retencdo deve obedecer
a alguns critérios para que os resultados sejam confiaveis. A utilizacdo de dados
provenientes de andlises em colunas polares mostra-se dificil, haja visto a grande
variacdo de valores de indices de Retengcdo encontrados na literatura para a
mesma fase estacionaria, e que pode estar relacionada com atividades de grupos
polares ligados a fase, ou com as taxas de aguecimento.

As colunas cromatogréficas de baixa polaridade sdo as mais indicadas
para se realizar o célculo dos indices de Retencdo ja que ndo permitem grande
variagdo de valores, pois leva em consideracdo principalmente o ponto de
ebulicdo dos eluentes. Porém, para se observar melhor separa¢cdo dos sinais no
cromatograma, € preferivel a utilizacdo de uma coluna de fase estacionaria polar.

Associando o caso estudado a outras analises cromatogréficas gasosas, €
aconselhavel que a formula do indice de Retengcdo de Kovats deva ser usada
apenas em analises que utilizem taxas de aquecimento lentas, pois a formula
proposta foi idealizada para andlises cromatograficas sob condi¢cdes isotérmicas.
A utilizacdo da férmula para andlises realizadas com taxas de aquecimento muito
elevadas pode levar a valores equivocados, tanto para colunas polares quanto

para as de baixa polaridade.
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A formula ideal para o céalculo de indices de Retencdo em temperatura
programada com taxas de aquecimento superiores a 2°/min é a de Van Den
Doole e Kratz, que ndo faz uso de logaritmos dos tempos de retencdo dos sinais
no cromatograma do oOleo essencial e dos sinais relativos a série homologa de
hidrocarbonetos.

Enfim, & seguro caracterizar um constituinte de O6leo essencial pelo indice
de Retencdo em coluna de baixa polaridade, pelo espectro de massas e pela

fragmentagdo de massas do mesmo.
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