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RESUMO

A espécie Eugenia speciosa Camb. pertence ao género Eugenia, familia
Myrtaceae e € conhecida popularmente como laranjinha-do-mato ou aragazeiro.
O oleo essencial das suas folhas foi extraido por hidrodestilagdo e analisado por
CGAR e CGAR-EM, revelando uma composicdo quimica com predominancia de
compostos monoterpénicos. Foram identificados 28 componentes (96% da
constituicdo quimica relativa do O6leo essencial) por comparagdo de seus
espectros de massas com os da literatura e com as bibliotecas de espectros de
massas Willey e NIST e por seus indices de retengdo calculados numa coluna
capilar de silica fundida com baixa polaridade e fase estacionaria 5% difenil e
95% dimetilpolisiloxano (SE-54). Os componentes majoritarios do Oleo essencial
foram o0s monoterpenos: limoneno (33.7%), a-terpineol (18.9%), a-pineno
(5.8%), terpin-4-ol (5.0%) e terpinoleno (4.5%).

Os indices de retencdo calculados para determinadas substancias
usando-se coluna polar de fase estacionaria 100% polietilenoglicol ndo foram
conclusivos, pois existe grande diferenca dos valores destes indices descritos na
literatura. Esta discordancia pode ser atribuida ao uso de diferentes equacdes
para o calculo dos indices de retencdo, pelo tipo de fase estacionaria de
fabricantes diferentes e também pela programacao de temperatura utilizada.

Propostas para os principais ions de fragmentacdo de massas e rotas

biossintéticas sédo sugeridas para os compostos identificados neste trabalho.



ABSTRACT

The specie Eugenia speciosa Camb., belongs to genus Eugenia,
Myrtaceae family, is popularly known as "laranjinha do mato" or "aragazeiro".
The essential oil from its leaves, obtained by hydrodistillation, was analysed by
HRGC and HRGC-MS and revealed a predominance monoterpenoid compounds
in its chemical composition. Twenty eight compounds were identified (96% of our
relative chemical composition) by comparison of their mass spectra with the ones
in the literature and Wiley and NIST mass spectra library and by their Retention
Indexes in a low-polarity fused silica capillary column, 5% diphenyl and 95%
dimethylpolisiloxane stationary phase (SE-54). The monoterpenes limonene
(33.7%), a-terpineol (18.9%), a-pinene (5.8%), terpinen-4-ol (5.0%) and
terpinolene (4.5%) are the majors ones.

The retention indexes calculated for any substances in polar column,
100% poliethyleneglicol 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 retention indexes, by the type of stationary phase of fabricate
different and by temperature programming.

Mass fragmentation proposals for the principais ions and biosynthetic

routes are suggested to the identified compounds in this work.



ABREVIATURAS

* IV: Infravermelho

* UV: Ultra Violeta

« RMN de 1H: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

« RMN de 13C: Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono

« EM: Espectrometria de Massas

+ CGAR: Cromatografia Gasosa de Alta Resolugcédo

*+ CGAR-EM: Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo acoplada a

Espectrometria de Massas
IK: indice de Retencdo de Kovéts

CIT: Cromatograma de lons Totais

* t'r : Tempo de Retengédo

* NIST: National Institute of Standart Technology
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« M*: Pico do ion molecular

* HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA

+ HMGS: 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintase
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« NPP: Nerolidil Pirofosfato

* LPP: Linalil Pirofosfato

* FPP: Farnesil Pirofodfato

e um: microns

« eV: Elétrons-volts
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1-INTRODUCAO

No passado, produtos naturais eram trabalhosamente isolados por meio
da obtencdo de derivados e suas estruturas eram estabelecidas através de
reagbes de degradacdo. O aparecimento de técnicas modernas como V., UV,
E.M., RMN. de H e 13C contribuiram para simplificar e agilizar as analises
estruturais.

O crescente desenvolvimento da cromatografia gasosa de alta resolugéo
(CGAR) e da cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria
de massas (CGAR-EM) foi fundamental principalmente para identificar e
quantificar constituintes quimicos de Oleos essenciais sem a necessidade do
isolamento, preparacdo de derivados ou sintese.

O estudo dos Oleos essenciais tém despertado o interesse de muitos
pesquisadores que buscam, dentre outras coisas, descobrir novos aromas,
sabores naturais, farmacos e conservantes que podem estar presente nestes
produtos naturais, o que demonstra ndo sO sua importancia cientifica, como
também industrial, pois serve de matéria-prima na fabricacdo de perfumes,
cosméticos, alimentos e preparagdes farmacéuticas?.

Constam na literatura varias definicbes para os 6leos essenciais?, por
exemplo, a do Ministério da Saude os define como "produtos volateis de origem
vegetal obtidos por um processo fisico (destilacdo por arraste com vapor de

agua, destilacdo a pressao reduzida ou outro método adequado)".



A constituicdo quimica dos 0leos essenciais € complexa, em alguns casos
chegam a conter mais de uma centena de componentes, distribuido em
quantidades variaveis. Oleos essenciais podem ser extraidos por Vvérias técnicas,
como: hidrodestilacdo, extracdo utilizando gordura, fluido supercritico, por
microondas e por expressdo (“"cold pressed")7.

Nas plantas, os Oleos essenciais localizam-se em 0rgdos especializados
de excrecdo, que podem ser visualizados por uma lente, tais como estruturas
celulares (organelas ou células especializadas), compartimentos ou canais
esquizogenos (originados por desdobramento ou separagdo de tecido celular) e
pélos glandulares, podendo ainda ser depositados no cerne das arvores 3. Nas
frutas citricas, o 6leo essencial localiza-se em pequenas bolsas no flavedo, que
é uma parte compreendida entre a camada epidérmica, e o albedo (parte branca
constituida por células parenquimatosas)S, 0 O6leo pode ser obtido pela
compressao mecanica da casca.

Pode-se considerar que os constituintes sintetizados pela planta durante o
seu desenvolvimento natural e conseqientemente, a composi¢cdo quimica
qualitativa do Oleo essencial € geralmente caracteristica de uma dada espécie.
A proporcdo dos constituintes quimicos de um dado Gleo essencial pode ser
considerada permanente, dentro dos limites previsiveis, desde que a qualidade
do Oleo possa ser expressa em fungdo de um ou mais componentes especificos,

como por exemplo: o linalol (1) no 6leo de Aniba rosaeodora Ducke (pau-rosa).



M

Figura 1 - Linalol, monoterpeno majoritario no dleo de pau-rosa.

1.1- COMPONENTES QUIMICOS PRESENTES EM OLEOS ESSENCIAIS

Os componentes quimicos de Oleos essenciais podem ser classificados
como: terpenos hidrocarbonetos, terpenos oxigenados, finilpropandides e
compostos contendo nitrogénio e/ou enxofre.

A natureza quimica dos inumeros componentes de O6leos essenciais é
relativamente limitada, porém os rearranjos que podem assumir 0s esqueletos
carbbnicos e as posicGes variaveis de determinados grupamentos, proporciona

uma grande variedade de substancias odoriferas diferentes?.

« TERPENOS

A estrutura quimica dos terpenos foi estabelecida inicialmente por

Wallach em 1887, que prop0s a "regra do isopreno”. Esta considerou que o0s



terpenos eram produtos da unido de duas ou mais unidades de isopreno
(CgHg), figura 2.

Os monoterpenos hidrocarbonetos contém 10 atomos de carbono o0s
sesquiterpenos hidrocarbonetos apresentam 15 atomos de carbono, etc. Os
terpendides com mais de 15 atomos de carbono, ndo sdo geralmente

constituintes dos 0leos essenciais?.

Figura 2 — Isopreno, unidade precursora dos terpenéides.

Em funcdo do esqueleto carbbnico, pode-se agrupar 0S mono- e
sesquiterpenos em aciclicos, monociclicos, biciclicos e triciclicos, tabela 1 e 2,

respectivamente.



| TIPOS DE ESQUELETOS

mirceno (2)
Aciclico Cymbopogon citratus Stapf.

(capim-limao)

limoneno (3)

Monociclico Oleos citricos

Biciclico Oleo essencial de Eugenia

Jjambolana Lamk.

FONTE ' EXEMPLO

5-elemeno (5)

Monaociclico Oleo de E. ovalifolia Camb.

y-cadineno (6)

Biciclico Gleo de E. nitida Camb. o

_a-cedreno (7)

Triciclico Oleo de Juniperus virginiana L_..

(cedro)

Tabela 2 - Tipos de esqueletos carbdnicos encontrados para sesquiterpenos hidrocarbonetos.



+ TERPENOS OXIGENADOS

Os derivados oxigenados dos terpenos hidrocarbonetos sdo geralmente
acidos, aldeidos, alcoois, cetonas, ésteres e também O6xidos. Estes compostos
oxigenados sdo 0s maiores contribuintes para os diferentes sabores e odores
contidos nos Oleos essenciais e formam um grande arsenal de aromatizantes
para as inddstrias alimenticia, de bebidas, farmacéutica, de cosméticos e para
perfumaria?.

Alguns exemplos dos tipos de mono- e sesquiterpenos oxigenados

encontram nas tabela 3 e tabela 4, respectivamente.

TIPOS DE ESQUELETOS FONTE EXEM-PLO
acetato de linalila (8)
Aciclico Oleo de Citrus auratum var
OCH;
amara
mentol (9)
Monociclico Oleo de Mentha arvensis Hook
(Menta)
borneol (10)
. . i OH
Biciclico Oleo de E. javanica Lamk. ><):(

Tabela 3 - Esqueletos carbdnicos encontrado para monoterpenos oxigenados.



TIPOS DE ESQUELETO FONTE EXEMPLO ]|
nerolidol (11)

Aciclico Oleo de E. tinguyensis Camb. giE/\J\/
HO

p-bisabolol (12)

Monociclico Oleo de E. ovalifolia Camb. OH
{(Murta)

a-cadinol (13)

Biciclico Oleo E. unifiora L. HO =
S H
(Pitanga)
L
A
cedrol (14)
Triciclico Oleo de J. virginiana L..
(Cedro)

Tabela 4 — Esqueletos carbdnicos encontrados para sesquiterpenos oxigenados.

+  FENILPROPANOIDES

Estes compostos estdo presentes em grande numero nos Oleos
essenciais e apresentam funcdes oxigenadas variadas, como: fenois, alcoois,
cetonas, aldeidos, éteres, ésteres, acidos e lactonas.

Sao originados pela via do &cido chiquimico (15) que conduz a duas
unidades bésicas: o &cido cindmico (16) e o &c. p-cumarico (17). Estes, por

meio de reducdes biolégicas produzem propenilbenzenos (18) el/ou alilbenzenos



(19) que por oxidacBes gradativas podem gerar aldeidos aromaticos (20) e as

ciclizagbes podem gerar as cumarinas (21).

0O,
OH OH
OH  (15)
OH
(o}
{16) R=H
R (17) R=OH
| | | w |
R R R R (6] o]
(18) {19) {20) 21
R=H,OH R=H,0H R=H,0H R=H,0H

Figura 3 — Origem dos fenilpropandides.

Alguns exemplos mais conhecidos sdo: o aldeido cindmico (22),
encontrado no Oleo essencial de Cinnamomum verum Presl (canela); o anetol
(23), um éter importante encontrado no O6leo essencial de Pimpinela anisum L.
(anis); bem como o safrol (24) extraido do 6leo essencial de Ocotea pretiosa

(Ness) Mez (sassafras) e varios outros?, figura 4
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oCH; P\
; o
E
H” o

(22) (23) (24)

Figura 4 — Compostos com estrutura benzenoéide encontrados em alguns dleos essenciais.

« COMPOSTOS CONTENDO NITROGENIO E/OU ENXOFRE

Compostos contendo nitrogénio e/ou enxofre ndo sdo muito abundantes
nos o6leos essenciais, porém materiais vegetais que contenham muita matéria
albumindide e fornecem frequentemente por destilacdo, substancias como a
amdnia, trimetilamina, acido cianidrico, sulfeto de hidrogénio e sulfeto de
dimetila2.

Dentre estes compostos pode-se citar o indol (25), encontrado em 6éleos
de Jasminum officinalis L. (jasmim) e o antranilato de metila (26), que ¢€

encontrado em Oleos essenciais florais e citricos?.

|
O-Me
(25) @ (26) N,

Figura 5 - Indol e antranilato de metila presentes em alguns o6leos essenciais florais.
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A maioria dos compostos sulfurados que estdo presentes nos 0leos
essenciais encontram-se no material vegetal sob a forma glicosidica e séo
liberados através da acdo enzimatica. Como por exemplo, os sulfetos de metila,
propila e alila encontrados nos Oleos essenciais de Allium cepa L. (cebola) e

Allium sativum L. (alho).

1.2- FUNGCOES DOS OLEOS ESSENCIAIS E ALGUNS DE SEUS

CONSTITUINTES

Para a natureza, 6leos essenciais funcionam como sinais de comunicacado
quimica com o reino vegetal e como armas de defesa quimica contra o reino
animal. Os constituintes dos 0leos essenciais estdo envolvidos em todos os
aspectos de interacdo planta-microorganismo, planta-planta, e planta-animal3:4.

A acdo dos oOleos essenciais se relaciona com a volatilidade de seus
componentes, por exemplo, feridas abertas por agentes agressores nas folhas
da arvore, possibilitam a liberagcdo para o ar de pequenas quantidades de
substancias volateis. Estas tém dois destinos: plantas® e animaisi®. Ao penetrar
em outras folhas pelas ceras cuticulares, constituem-se no arsenal quimico que
induz a intensificacdo da sintese de defensivos (fendis, taninos, etc)3, estas
substancias volateis podem também penetrar em insetos, alterando o seu

equilibrio hormonal, com o propésito de afasta-los ou atrai-los11-13,
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Existem exemplos interessantes de interagdo planta-microorganismo, um
deles é a inoculagdo de Ulmus glabra (olmo) com o fungo Ceratocystis ulmi que

induz a formagdo de sesquiterpenos do tipo cadinanol4, figura 6.

S S5G g

Figura 6 - Fitoalexinas do Olmo.

A interacdo planta-planta € bem representada pela acéo aleloquimicag,
por exemplo, os p-mentano-3,8-didis de Eucaliptus citriodora HooK impedem o
crescimento e a germinacdo de sementes de outras espécies de plantas ao seu

redor3, figura 7.

ol

' " oH
Hoj\ H07_\

Figura 7 - Substancias Alelopaticas de E. citriodora.

Estudos demonstraram que certos terpendides oriundos de algas,
possuem forte atividade antimicrobiana, antifungica, ictiotdxicas, antialimentar de
insetos e outros atuam ainda como feroménios>!°. Alguns exemplos estdo nas

figura 8.
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Br

Figura 8 — Terpenos bioativos isolados de algas .

Uma interacdo planta-animal interessante acontece com a flor de Fagraea
berteriana, da familia Loganiaceae, que produz metil eugenol (27), &lcool trans-
3,4-dimetoxicinamila (28), acetato de trans-3,4-dimetoxicinamila (29), trans-3,4-
dimetoxicinamaldeido (30) e alcool trans-coniferilico (31), para atrair machos de
Bactrocera dorsalis (Tephritidae) a fim de que estes a polinizem enquanto se
alimentam com o0s componentes da flor. Depois os machos convertem o0s
componentes em alcool trans-coniferilico, que € armazenado em glandulas retais

servindo de feroméniol3, figura 9.
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CH30 CH30 CH50.
jf».j\/\ j@\/\/o**
CH;0 = CH:0 CH30 OCOCH;
(27) (28) (29)

CH50. HO
CH3O: : A NcHo CH;O: : NP NoH

(30) (31)

Figura 9 — Feromonios de Fagraea berteriana .

Para o homem, o0s 0leos essenciais representam um dos mais
importantes grupos de matéria-prima para diversas industrias, principalmente a
de perfumaria, alimenticia e a farmacéutica, além disso seus constituintes sdo
utilizados como material de partida para quimica final:414.16. Nos dltimos anos,
nota-se uma preferéncia mundial pelo uso de produtos, alimentos, cosméticos e
medicamentos naturais. Os 0leos essenciais, por exemplo, vém sendo
empregados pela aromaterapia que trata as doencas através da inalacdo e
aplicacdo externa dos 6leosl’.

Na industria alimenticia, varios aditivos sdo utilizados para aumentar a
validade do produto e inibir ou retardar o crescimento de microorganismos
patogénicos. Entretanto o limitado uso destes aditivos, promove o interesse por
conservantes alternativos, especialmente de substancias naturais com
propriedade antimicrobiana. Existem estudos que comprovam atividades
importantes em alguns 0leos essenciais, como a acdo inseticida, acaricida e
contra crescimento larval, que sdo altamente relevantes para protecdo de

colheitas e estocagem de alimentosl218-21,
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Algumas plantas aromaticas e seus respectivos 0leos essenciais como
por exemplo: Laurus nobiles (louro), Rosmarinus officinalis L. (alecrim),
Eucaliptos citriodora Hook (eucalipto), Thymus zygis (timo) dentre outras, inibem
0 crescimento de bactérias, leveduras e mofo, podendo com isso ser utilizadas
como conservantes. Em Morocco, estas espécies e seus 6leos essenciais séo
exportados ou empregados em preparagbes farmacéuticas, cosméticos e como
conservantes alimenticios?l. Muitos outros 6leos essenciais estdo sendo
estudados e suas propriedades antifingicas, antimicrobianas e até
antimalarianas estdo sendo constatadas?2-27,

Oleos essenciais sdo classificados pelo Ministério da Salde através da
portaria N° 645 de 16 de dezembro de 1997 como substéncias saborizantes/
aromatizantes/aromas naturais e sdo amplamente empregados nas industrias de
alimentos, bebidas e de remédios®. Existem  porém, alguns
saborizantes/aromatizantes/aromas naturais que contém componentes toxicos
quando empregados em doses elevadas. Um exemplo bastante conhecido é o
safrol (pag. 10), principal componente do Oleo de sassafras que estd presente
também em varios Oleos essenciais, como por exemplo o de Cinnamomum
verum Presl| (canela) e em concentragbes acima de 5.000 ppm produz tumores
hepéticos. O emprego do 6leo de sassafrds e do safrol é proibido em alimentos,
poréem ndo ha nenhuma medida contra o0s outros o0leos que contenham

pequenas quantidades de safrol. A cumarina é hepatotoxica e em estudos de
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longa duracdo mostrou-se carcinogénica e a [-asarona € cardiotoxica e

hepatotoxica®:28.

Por este motivo, o Conselho da Europa e o JECFA ("Joint FAO/Who

Expert Comittee on Food Additives") estabeleceram normas para a Ingestao

Média Diaria

saborizantes/aromatizantes naturais,

(IDA) em

mg/kg

para a

que

principios ativos em alimentos®28, tabela 5.

maioria

das substancias

limitam o conteGdo maximo seus

Substincias

Produtos alimentares
em mg/Kg

Bebidas em mg/Kg

Excegdes e/ou restrigfes
especiais

p-azarona

0.1

0,1

- 1 mg/Kg nas bebidas
alcodlicas e nos condimentos
destinados a salgadinho

cumarina

- 10 mg/Kg para
determinados tipos de doces
com caramelo

-» 50 mg/Kg nas gomas de
mascar

— 10 mg/Kg nas bebidas
alcoolicas

pulegona

25

100

— 250 mg/Kg nas bebidas
aromatizadas com menta

— 350 mg/Kg em confeitos
com menta

safrol e
isosafrol

— 2 mg/Kg nas bebidas
alcodlicas que contenham até
25% em volume

— 5 mg/Kg nas bebidas
alcodlicas que contenham
mais de 25% em volume

- 15 mg/Kg nos produtos
alimentares que contenham
noz-moscada

Tabela 5 — Contelido maximo permitido em alimentos para saborizantes/aromatizantes/aromas

naturais.
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Oleos essenciais despertam também o interesse da indUstria
farmacéutica. Recentemente, experimentos revelaram propriedades
interessantes de alguns O6leos e seus componentes, por exemplo: a acgédo
analgésica periférica e anti-inflatéria do dleo de Salvia sclarea L.2° (Lamiaceae) ;
a atividade antioxidante do sesquiterpeno guaiazuleno30 (32) e 0 uso do |-mentol

(33) como veiculo de penetracdo transdérmica para o cloridrato de propano|o|31,

@

32) (33)
Figura 10 — Alguns terpendides bioativos.

figura 10.

O monoterpeno hidrocarboneto limoneno (3) (pag. 6) é utilizado como
material de partida para varias sinteses organicas € empregado na coOmposi¢ao
de cosméticos, alimentos e remédios. Além disto, € empregado na preparagao
de esséncias artificias do tipo "citrus", como agente dispersante e como solvente
industriall.

As caracteristicas que tornam o limoneno tdo atraente para o
aproveitamento sintético, se devem ao fato deste ser uma das matérias-primas

quirais mais baratas e abundantes existentes, sendo portanto adequado para tal
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estudo quimico32. Além disto, este possui duas duplas ligacBes quimicamente
diferentes, uma endociclica C1-C2 e outra exociclica C8-C9.

O (+)-(4R)-limoneno é o enancibmero mais abundante encontrado nos
6leos de limdo, laranja e outras frutas citricas. Por outro lado, a forma levdgira é
encontrada em Mentha sativa L. (horteld-pimenta) e a mistura racémica esta
presente no 6leo de Terebentina3?2.

Muitas sdo as propostas de aproveitamento do limoneno como substrato
em sinteses, pode-se citar seu uso na sintese de produtos com esqueletos
sesquiterpénicos, pertencentes a familia dos eudesmanos. Estes sesquiterpenos
sdo de interesse farmacoldgico, pois muitos apresentam atividades biolégicas e
propriedades organolépticas (aroma e sabor)32.

Através da reacdo de foto-adicdo de acetilacetona (reacdo de De Mayo),
que ocorre nas duas ligagbes duplas do limoneno, ha producdo de uma mistura
de is6bmeros. Observa-se que ha predomindncia de adicdo a dupla ligacdo
exociclica C8-C9 do substrato, porém, sdo os produtos obtidos da adicdo a dupla
endociclica C1-C2, que favorecem a producdo dos esqueletos eudesmanicos

que se d& ap6s a ciclizagdo em alumina bésica, esquema 1.
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i (29%)

CICLIZAGAO A
EM ALUMINA gﬁ%ﬁﬁ?m
BASICA BASICA
! P
100 H
(1009 o

Esquema 1 - Aproveitamento sintético do limoneno na obteng¢do de estruturas eudesmanicas.

Outro exemplo da utilizacdo do limoneno como substrato, sé@o os
derivados que podem ser produzidos a partir de reacBes de adicdo nas duplas

ligagdes, como hidratacdo, bromacdo, epoxidacdo, entre outras3?, esquema 2.



Br \ T - .OH
—

Esquema 2 - Exemplos de reacgdes ndo radicalares que ocorrem no limoneno.

1.3 - ALGUNS OLEOS ESSENCIAIS PRODUZIDOS NO BRASIL
A producdo de Oleos essenciais, geralmente € muito explorada em
regides pouco desenvolvidas, pois o cultivo € pouco exigente e feito através da

agricultura primaria e/ou extrativista. Pode-se citar alguns exemplos de paises

20
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exportadores de Oleos essenciais como: Guatemala, india, China, Egito,
Indonésia, Sri Lanka, Turquia, Brasil, etc16.

Paises mais desenvolvidos importam Oleos essenciais como matéria-
prima barata e valorizam o produto através purificacdo, isolamento de
constituintes, modificacbes quimicas e sinteses de componentes com alto valor
comercial.

Trés exemplos de Oleos essenciais produzidos no Brasil, cujos
constituintes principais e seus derivados despertam interesse industrial séo

apresentados a seguir:

« Oleo de Eucaliptos citriodora Hook.
« Oleo de Eugenia caryophylla Thumb. (cravo).

« Oleo de Cymbopogon citratus Stapf. (capim-lim&o).

No Brasil, a maior producdo de Eugenia caryophylla Thumb. (cravo-da-

india) vém dos craveiros que estdo situados nas regides de Valenca, Taperoa e

Ituberd, na Bahia. O botdo do cravo contém 17% e o talo 4,5 a 6% de oOleo
essenciall®:33,

O eugenol (34), componente majoritario deste oleo, é largamente utilizado

em preparacbes farmacéuticas (ex. anestésico odontol()gico)l, na perfumaria,

em cosmeéticos, serve também como material de partida para fabricacdo de

alguns ésteres e éteres de interesse comerciall6, esquema 3.
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P
——
OCH3 H3a
OAc OAc
ACETILEBUGENOL ACETIL ISOBUGENOL
(35) (36)
7 CHO
——— —_——
OCH3 H3 H3
OH OH OH
EUGENOL ISOEUGENOL VANILINA
(34) (37) (338)
H3 H3
OCH; QOCHj3
METIL EUGENOL METIL ISOEUGENOL
(39) (40)

Esquema 3 - Principais derivados do eugenol

Um dos derivados do eugenol de interesse industrial é o metil eugenol
(39), largamente utilizado na composicdo de perfumes do tipo oriental, além
disso, existem estudos de atividade desta substancia como hipoanalgésicol.

Entre estes derivados, a vanilina (38) talvez seja um dos mais conhecidos

e importantes, pois € usada como aromatizante em varios tipos de preparacdes
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alimenticias e farmacéuticas e estd sendo cada vez mais utilizada na sintese de

principios ativos de medicamentos®, como mostra o esquema 4.

HN. _H HAN._ _CHs
cHo coH coH
: OCH3
oH

OCH; OH
VERATRALDEIDO L - DOPA L - METIL DOPA
CHO CHO COEt
: OCH3 : OCH3 QMH:;
OEt OH OH
ETIL VANILINA VANILINA VANILATO DE ETILA

Esquema 4 - Utilizagdo da vanilina em sinteses.

— O oOleo essencial de Cymbopogon citratus Stapf. (capim-limao)
produzido principalmente no nordeste, é composto basicamente de citral (41)
(figura 11), sendo que o seu teor nas folhas varia de 60 a 80%, determinando o
preco do 6leol6-33,

O citral trata-se basicamente de uma mistura dos isémeros geranial (41a)

e neral (41b) (figura 11) separaveis por CGAR, é muito utilizado na composicéo
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de aromas sintéticos (tipo limdo, lima, laranja, etc.) e também entra na
composicdo de perfumes e cosméticosl. Alem disto, é utilizado como
intermediario em sinteses e utilizado como aditivo na fabricacdo de bebidas néo

alcodlicas, sorvetes, pudins, doces, gelatinas, goma de mascar, condimentos e

conservasi®,

CHO
l
(41)
\\_-CHO A
* CHO

| |
GERANIAL NERAL
(#1a) (41b)

Figura 11 - Citral, mistura dos isémeros neral e geranial

Na reacdo de condensacdo do citral com cetonas, os derivados obtidos
sdo comercializados como produtos finos ou como substancias de partida para

outras  sinteses, como pode ser observado no esquema 5.



o= METIL - JONONA TETRAIDRO pseudo IONONA (44)

(42) 43) \
St N
|

ISOMETIL - [ONONA CITRAL PpSeudoIONONA
(45) (46)
N AC l

ACETATO DE RETINOL
(48)
B-IONONA

i @7)
02H x CHOH
—_—

ACIDO RETINOICO RETINOL (VITAMINA A)
49) (50)

Esquema 5- Produtos de condensagdo do citral com cetonas de interesse para inddstria.

A isometil-ionona (45) e a a-metil-ionona (42), sdo utlizadas na industria
de alimentos, principalmente em bebidas ndo alcodlicas, sorvetes, doces,
gelatinas, pudins, etc. A pseudo-ionona (46) é utilizada como fragrancia e
intermediario na sintese das a- e pB-iononas (44) e (47). A B-ionona (47) tém

maior valor comercial em comparagcdo com os outros derivados do citral, devido
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a sua utilizacdo como produto de partida para a sintese do acetato de retinol
(48), que é transformado em &cido retindico (49) e em retinol (50)16.

A reacdo de condensagdo simples do citral com alcoois e glicéis, produz
acetais como: citral dietil acetal (51), citral dimetil acetal (52), citral propileno
glicol acetal (53), citral etileno glicol acetal (54), que sdo utilizados nas industrias

de aromas e alimentosl®, esquema 6.

CH(OEt); H(OMe),
CITRAL DIETIL ACETAL / CITRAL DIMETIL ACETAL
HO
CITRAL
(17/ / \ o
| O | OJ
CITRAL PROPILENO CITRAL ETILENO
GLICOL ACETAL GLICOL ACETAL
{53) (54)

Esquema 6 — Produtos da reacgao do citral com alcoois ( acetais ).

Dentre outros produtos derivados do citral que apresentam interesse
industrial, estdo o citral metil antranilato de metila (55), acido geranico (56), o
geranil nitrila (57) e o p-cimeno (58). Este Ultimo destaca-se dos demais, pois é
um intermediario importante na obtencdo de "musks" sintéticos e empregado na

composicdo de essencias artificiais16. Além disto, é utilizado para aromatizar
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uma serie de produtos, devido a sua propriedade de mascarar odores

desagradaveisl? esquema 7.

COMe
N
CH=N coH

CITRAL METIL \ / ACIDO GERANICO
ANTRANILATO
DE METILA (56)

(55

HO
CITRAL Sé: y
P-CIMENO GERANIL NITRILA
8) (57)

Esquema 7 - Derivados do citral importantes na inddstria de fragrancias.

— No oOleo de Eucaliptus citriodora o principal componente € o d-citronelal
(59) que ocorre numa proporcdo entre 65 a 80%. Um alto teor que viabiliza este
6leo como fonte de matéria-prima para inumeras propostas de sinteses. O
d-citronelal € industrialmente usado como aromatizante, serve para compor a
esséncia artificial de rosa e apresenta a propriedade repelente contra

insetos!:4.16,

O esquema 8, mostra alguns produtos derivados do d-citronelal, como o

metoxicitronelal (60), sustancia aromatizante que também € empregado como

intermediario em sinteses, o hidroxicitronelal (61), ac. citronélico (62) e o I-mentol
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(33) que sao utilizados na industria alimenticia. Dos produtos de sintese do

citronelal, o I-mentol é depois da vanilina (38) o aromatizante mais usado pelas

industrias de cosméticos e alimenticia, respectivamentel®.

icoz"' - QHO e ?Oﬁ
OCH,3 d-CITRONELAL OH
METOXCITRONELAL HIDROXICITRONELAL
(59) l (60)
iw _ .
z /=\
ACIDO CITRONELICO ISOPULEGOL MENTOL
61) (62) (33)
Esquema 8 - Alguns produtos derivados do citronelal de interesse industrial

Atualmente, véarios processos para obtencdo do mentol sintético tém sido

propostos®. Dentre eles destacam-se o de Haarmann & Reimer, que parte do

meta-cresol (63) o qual é alquilado a timol (64) e hidrogenado a hexaidrotimol

(65), esquema 9. A mistura de mentol racémico é entdo separada por destilacdo

fracionadal®.
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OH /Xk OH OH
Hidrogenagao
AICI3
CHs CHa CHs
meta-CRESOL TIMOL HEXAIDROTMOL
63 69 (85)

Esquema 9 - Obteng&o do mentol sintético processo Haarmann & Reimer

Outro método de obtencdo do mentol é através da reacdo de reducdo da

I-piperitona16 (66), esquema 10.

[redugao]

0 OH

~piperitona hexaidrotimol
(66) (65)

Esquema 10 — Obtengédo do mentol sintético a partir da e-piperitona.

Embora existam no Brasil plantios de menta, o mentol é sintetizado a
partir do d-citronelal obtido do 06leo de eucalipto, vastamente cultivado em nosso
pais.

O mentol possui trés centros quirais, por conseqliéncia apresenta oito
isbmeros oticos. Porém, quando é obtido a partir do d-citronelal apenas quatro

isdmeros sdo formados devido a manutencdo do centro quiral em 1 na ciclizacéo
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a isopulegol (62), estes sdao: (-)-I-mentol (33), (+)-neomentol (67), (+)-isomentol

(68) e (+)-neocisomentoll® (69), representados na esquema 11.

CHO

|

d - CITRONELAL

l

z
ISOPULEGOL

ll "oH " oH : "oH i "oH
PN

(-)-1- MENTOL (+)- NEOMENTOL (+)- ISOMENTOL (+)- NEOISOMENTOL
2% 2% 12% 3%

l

(33) 67 (68) (69)

Esquema 11 — Isdmeros do mentol obtidos a partir do citronelal.

A mistura racémica do mentol sintético é de grande interesse industrial,
por sua utilizagdo na preparacdo de produtos para higiene bucal. Sabe-se
entretanto, que o isémero I-mentol (33), encontrado no dleo de menta natural,

tém maior valor comercial por ser o responsavel pelas propriedades
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refrescantes, anestésicas e o0 aroma de menta. Tais propriedades refrescantes
do mentol sdo atribuidas a estereoquimica dos grupos metila, hidroxila e
isopropila no anel cicloexanicol®.

Os quatro isdOmeros do mentol mostrados no esquema 11, séo
interconversiveis, desta forma, aquecendo-se qualquer um destes isébmeros com
metdxido de soédio numa temperatura entre 180-200°C, o mentol desejado é
formado numa proporcdo de 62%. Este pode ser separado por destilagéo
fracionada, a resolucdo da mistura racémica pode ser obtida apds a
derivatizacdo a ésteres benzoicos e posterior cristalizagao.

No esquema 12, pode-se observar que pela oxidagdo da mistura de
I-mentol (33) e (+) - neomentol (67) ocorre a producdo da I-mentona (70) e esta
pela reacdo de Bayer-Villiger, produz a mentona lactona (71) ambos produtos

sdo0 utilizados nas industrias de alimentosl®.

4

|l-mentol e I-mentona mentonalactona
(+)-neomentiol
(33) e (67) (70) (71)

Esquema 12 — Produtos derivados da mistura I-mentol e (+)-neomentol
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1.4- A FAMILIA MYRTACEAE E AS ESPECIES DE EUGENIA

ESTUDADAS

A familia Myrtaceae possui cerca de 100 géneros, com aproximadamente
3000 espécies, quase que exclusivamente tropicais. Localizam-se em dois
centros de diversificacdo que s&o os tropicos da América e a Australia®.

Aproximadamente 400 espécies pertencentes a esta familia séo
encontrados no Brasil, onde é muito bem representada em todas as regibes,
desempenhando portanto, uma fungcdo significativa na caracterizacdo da
vegetacdo das restingas brasileiras®®.

O género Eugenia e suas espécies, contribuem com numerosos
representantes para o ecossistema do Estado do Rio de Janeiro, sendo um dos
géneros da familia Myrtaceae mais abundante da América do Sul*"%®,

Uma das espécies de Eugenia mais estudadas € a E. uniflora L.,
conhecida popularmente no Brasil como pitangueira, € bem distribuida pelo
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territério nacional e muito utilizada na medicina popular
encontrada na Austrdlia e em alguns paises da América do Sul e na Nigéria,
onde é usada como planta ornamental e medicinal, com atividades carminativas,
digestivas e eupépticas>>4°.

O o6leo essencial das folhas de E. uniflora L., apresenta propriedades
farmacoldgicas importantes como: reguladora da taxa de colesterol no sangue,

redutora de niveis de acido Urico, anti-reumatica, antitérmica, antimicrobial e

recentemente foi descoberto seu potencial inibidor contra a xantina-oxidase3e.



Estudos da composicdo quimica do Oleo essencial®®, relatam a
predominancia de sesquiterpenos oxigenados (>65%), seguida pelos
sesquiterpenos hidrocarbonetos (>23%) e um baixo percentual de monoterpenos
(4%). Apresenta esqueletos importantes do tipo furénico, por exemplo o
furanodieno (72) e os derivados oxigenados tipo selinénicos, como a

selinatrienona (73), figura 12.

Hs

»
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CH H
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(72 (73)

Figura 12 — Compostos importantes obtidos de E. uniflora L.

Um estudo relatado na literatura mostra a composicdo dos oOleos
essenciais de cinco espécies de Eugenia : E. schuechiana Berg. (nome popular :
guamirim), E. plicato-costata Berg. (nome popular : desconhecido), E. rostrifolia
Legrand (nome popular : batinga), E. involucrata de Candolle (nome popular :
cerejeira) e E. timguyensis Camb. (nome popular : murta). Todas as espécies
apresentam frutos comestiveis e suas folhas sdo utilizadas pela medicina
popular como antidiarreica®,

O grupo de sesquiterpenos hidrocarbonetos e derivados oxigenados com
nicleo aromadendrénico tipo viridifloreno (74), a-gurjuneno (75), ledol (76) ou
globulol (77) fazem parte da composicdo do 6leo de todas as amostras em

diferentes quantidades, figura 13.
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(74) (75) (76) (77)

Figura 13 - Sesquiterpenos triciclicos presentes em algumas espécies do género Eugenia

Vérias outras espécies do género Eugenia tém a analise de seus Oleos
essencias descritos na literatura, como por exemplo:

« E. punicifolia (HBK) DC (nome popular : murta, pedra-hume-cad): o estudo
da composicdo do 6leo essencial*? mostrou o B-cariofileno (78) como
componente majoritario, numa quantidade que variou entre 33 a 24%.

« E. ovalifolia Camb. (nome popular : murta, murtinha): este 6leo essencial?3
apresentou dois componentes majoritarios : globulol (77), em 13% e
viridiflorol (79) em 11%.

« E. nitida Camb. (nome popular : manga-do-brejo) : o estudo?* do 6leo
essencial identificou como componentes majoritarios o y-elemeno (80) e o B-
cariofileno (73) com aproximadamente 8% cada.

« E. banderensis Urb., apresentou na composicdo do oOleo essencial 45

predominancia do sesquiterpeno (23%) de T-muurolol (81), figura 14.
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(78) (79)
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Figura 14- Sesquiterpenos de E. ovalifolia Camb., E. nitida Camb. e E. banderensis Urb.

A tabela 6 mostra espécies do género Eugenia que apresentam

quantidades relevantes de monoterpenos na composi¢do quimica de seus 0leos

essenciais?®4? e a figura 15 mostra quais 0os monoterpenos mais abundantes.

Espécies do género Eugenia

‘| Monoterpenos majoritarios (%)

E. javanica Lamk.

o-pineno  (18.2)
y-terpineno (28.5)
p-cimeno (13.7)

E. jambos L. (nome popular : “rose-apple”)

o-pineno  (25.0)
limoneno (25.0)

E. jambolana Lamk. (nome popular : jambol&o)

a-pineno  (30.1)
B-pineno  (20.5)

E. brasiliensis Lam. (nome popular : grumichama)

a-pineno  (10.9)
limoneno (13.9)

Tabela 6- Espécies do género Eugenia que apresentam monoterpenos.
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a-pinenc y-terpineno p-cimeno

/\8\\s
limoneno B-pineno

Figura 15 - Monoterpenos mais comuns encontrados em algumas espécies do género Eugenia.

1.5 - CARACTERISTICAS BOTANICAS DA ESPECIE EUGENIA SPECIOSA

CAMB.

A espécie Eugenia speciosa Camb., é encontrada no Brasil, desde a
metade norte do Estado do Rio Grande do Sul até o sul de Minas Gerais36:°0-

Seus sindnimos sdo : Phyllocalyx speciosus Camb., Phyllocalyx retusus
Berg., Phylloxcalyx marginatus Berg., Phyllocalyx limbatus Berg. e Eugenia
caldensis Kiaerskou, é popularmente conhecida no estado de Santa Catarina
como laranjinha-do-mato ou aracazeiro. E utilizada na medicina popular por suas
propriedades carminativas, digestivas e tdnicas®C.

Nos campos litordneos assume a forma de um sub-arbusto, enquanto que

na floresta toma forma de arvore silvicola, alcancando de 15 a 20 metros de
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altura e 20-40 cm de didmetro, com raminhos e peciolo jovens pubérulos, plantas
adultas ou frutiferas glabras®0.

Suas folhas sé@o cartaceas até rigidas, discolores. As jovens, evénias com
0 hipofilo grishceo ou amarelado finamente rugoloso, as adultas com a face
superior mais ou menos venosa e a nervura central € pouco impressa. Sua forma
muito constantemente obversa, quase sempre obovado-oblonga, com &pice
geralmente atenuado arredondado, as vezes um pouco retuso ou também
amplamente arredondado, mais raramente angular-obtuso®0.

A base da folha é mais ou menos longamente cuneada. Medem de 3-6 cm
de comprimento por 1-3 cm de largura, com peciolos de 4-5 mm. As formas
subarbustivas campestres costumam ter folhas pequenas, as vezes orbiculares
cuneiformes de 1,5-2,4 cm de comprimento por 1,2-1,4 cm de largura. Bordo da
folha marginado por uma laminazinha cartilaginea amarelada, que se destaca
geralmente muito claramente sobre o fundo escuro epifilo foliar. Possui glandulas
muito densas pouco salientes na superficie superior, enegrecidas por baixo°0.

Seus peddnculos de 1-2 cm isolados nas partes desnudas dos ramos,
com bractéolas subflorais caducas ou persistentes, oblongas as maiores de 6
mm, frequentemente menores, de 3-4 mm, parecendo lineares por enrolamento
de seus bordos. Apresenta alabastros um pouco sobrepassados pelos sépalos
de 8-10 mm ovado-subcordados de até 8 mm de largura ou, freqientemente
também ovado-oblongas até 4 mm de larguras®C.

Possui tronco bastante reto, muitas vezes com pequenas caneluras, casca

lisa do tipo aragazeiro ou cambui, encimado por copa relativamente pequena.
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As formas arbdreas fornecem 6tima lenha. O fruto maduro tém aspecto
alaranjado, pouco verrugoso, globoso e periforme, mede de 1,5 a 2,5 cm, sdo
comestiveis. Floresce durante os meses de outubro, novembro, dezembro e
janeiro. Os frutos maduros sdo encontrados nos meses de janeiro, fevereiro e
margo®0.

Segundo A. Cronquist®l, sua classificacdo sistematica é a seguinte:

Divisdo : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sub-Classe : Rosidae

Ordem : Myrtales

Familia : Myrtaceae

Sub-Familia : Myrtoideae
Género : Eugenia

Espécie: Eugenia speciosa Camb.

Tabela 7 - Classificacéo sistemética da espécie E. speciosa Camb.
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1.6- IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DE OLEOS ESSENCIAIS

A analise de oOleos essenciais € extremamente trabalhosa e dificil, pois
estes possuem uma composicdo complexa que apresenta um grande numero de
constituintes com estruturas e/ou propriedades fisico-quimicas semelhantes,
além disso coexistem substancias em concentracdo variadas®2. As dificuldades
decorrem principalmente dos métodos analiticos tradicionais utilizados para
separacdo e identificacdo os quais se baseiam justamente nas diferencas
estruturais e fisico-quimicas existentes entre as substancias.

Para as andlises qualitativas e quantitativas de 6leos essenciais, existe a
necessidade de métodos analiticos e/ou seletivos para cada um dos
componentes desta mistura aliados a alta sensibilidade que confere exatidao e
preciséoSZ.

Dentre os modernos métodos de andlise, a cromatografia gasosa de alta
resolucdo (CGAR), ocupa sem duvida, um lugar de destaque no que diz respeito
a separacdo de espécies quimicas e de misturas, sem a necessidade do
isolamento destes componentes. A base para esta separacdo € a distribuicdo da
amostra em duas fases: uma fase estacionaria e uma fase gasosa movel®2-54,

Atualmente, a CGAR ¢é a principal ferramenta para analise de misturas
complexas. Um dos principais motivos que destacam esta técnica é sua
sensibilidade, que dependendo da seletividade do detetor utilizado pode chegar
a 10"12g. Além disto, os resultados quantitativos sdo excelentes, sendo possivel

quantificar concentracdes que variam de picogramas a miligramas53.
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Tudo isto permite uma andlise rapida, a utilizacdo de pequenas
quantidades de amostras e a possibilidade de deteccdo de substancias em
pequenas concentracdes. Porém, quando a amostra a ser analisada ndo é
volatil ou é termicamente instavel, ha a necessidade da preparacdo de derivados
com estas caracteristicas®® ou utilizacdo de outras técnicas.

Assim sendo, a CGAR é usada nas mais diversa areas, como a ambiental,
nas indastrias quimicas e farmacéuticas, nas anélises de alimentos, de produtos

petroquimicos, na medicina, na pesquisa, etc. Como exemplo, pode-se citar as

seguintes anélises®3:

Controle de poluicdo do ar, agua, solos, etc.

Controle de qualidade, desde a matéria-prima até o produto acabado.

Controle de alguns constituintes de alimentos, como lipideos e carboidratos.

Controle de adulteracbes, contaminagbes e decomposicdo de alimentos.

Controle terapéutico de certas drogas ou em caso de intoxicagdes.

Separacdo de varios farmacos extraidos de soro, etc.

A andlise de Oleos essenciais tém se fundamentado nesta técnica que
tornou-se ainda mais eficiente com o acoplamento ao espectrdmetro de massas
(CGAR-EM).

A CGAR-EM fornece o0s espectros de massas dos componentes da
amostra analisada, permitindo assim a analise de sua natureza tanto através
dos ions moleculares quanto da analise de seus principais ions de fragmentacdo

de massas. Além disto, a utilizacdo de sistemas informatizados permite a
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comparacdo dos espectros obtidos com aqueles armazenados em bibliotecas de
espectros de massas como por exemplo, as conhecidas NIST, Wiley. Mas,
algumas vezes apenas esta comparacdo ndo é o suficiente, pois ocorrem
espectros de massas idénticos devido a similaridade estrutural dos terpenos ou
as varias fragmentacdes e rearranjos ap0s as ionizacdes. Por isso, sdo
necessarias mais duas etapas: uma delas é propor rotas para 0s principais ions
de fragmentacdes, e a outra é calcular os indices de retencdo para cada
componente do 6leo essencial, bem como compara-los com os da literatura.

Realizada-se entdo uma trabalhosa comparagdo dos indices de retencdo
calculados em duas colunas de fases diferentes, com aqueles encontrados na
literatura especializada, que fornece valores tabelados de centenas de
componentes de 6leos essenciais em diversos tipos de colunas.>2

Um dos métodos usados para auxiliar na identificacdo dos componentes
de Oleos essenciais € o indice de Retengdo de Kovats (IK), que analisa a relacao
entre os valores de retencgdo relativas e a temperatura obtidas em colunas com
condicdes isotérmicas, figura 16.

Kovéats estabeleceu que o tempo de retencdo da amostra desconhecida
guarda uma relacdo logaritmica com os tempos de retencdo das n-parafinas
anterior e posterior a ela no cromatograma obtido. Sugerindo que os logaritmos
dos tempos de retengdo ajustados das n-parafinas aumenta linearmente com o
aumento da cadeia. Prop6s entdo a seguinte formula para o calculo dos indices

de retencdo, que passou a ser conhecida por indice de retencdo de Kovats:
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IK=| logtRrsust —l0gtrn x100| +n
log trn+1 — lOg t'rn

Figura 16 - Formula para o célculo do indice de retencdo de Kovats.

Onde:

¢ IK —indice de retencdo de Kovats sob condi¢des isotérmicas;

e t'Rsubst. — tempo de retencdo ajustado da substéncia desconhecida;

e tRn e tRn+1 — tempos de retencdo ajustados das n-parafinas (padrbes)
anterior e posterior no cromatograma.

e N — numero de carbonos da n-parafina (padrdo) anterior, logo;

t'R (N) < t'Rsubst. < T'Rn+1

O valor 100 foi atribuido arbitrariamente a distancia entre dois n-alcanos,
assim o indice de retencdo deve ser igual a 100 vezes o numero de atomos de

carbono do n-alcano.
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O tempo de retengéo ajustado é obtido pela seguinte equacao :

t'R = tR- tM

Onde :

= t'r=tempo de retencao ajustado;

* tr = tempo de retengao;

* tw = tempo de permanéncia da fase mdvel na coluna (tempo morto), que
é obtido diretamente através da injegdo de um gas, podendo ou n3o ser 0

gas de arraste.



OBJETIVQS
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2- OBJETIVOS

O objetivos deste trabalho foram :

 Identificar os constituintes do Oleo essencial de Eugenia speciosa Camb.
(Myrtaceae), através de técnicas modernas como cromatografia gasosa de
alta resolugdo (CGAR) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CGAR-EM).

» Calcular os indices de retencao de Kovats em duas colunas capilares de
polaridades diferentes para minimizar a margem de erros e correlaciona-los

com os da literatura especializada.

» Comparar também os espectros de massa obtidos com os das bibliotecas de
espectros de massas NIST e Wiley.

« Mostrar as rotas biossintéticas para os componentes identificados, e além

disso, quando necessario, fazer propostas de fragmentacdes para o0s

principais ions de fragmentacdo de massas registrados nos espectros.

Concluidas as etapas acima correlacionar a espécie estudada com outras

espécies do género Eugenia.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1- IDENTIFICACAO DO ESPECIMEM E LOCAL DA COLETA

A identificacdo da planta foi feita pela Dr® Graziela Barroso, pesquisadora
aposentada do Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
Foram colhidas 865g de folhas frescas de E. speciosa Camb., na praia do

Bonfim em Angra dos Reis - Rio de Janeiro - Brasil, em 16 de fevereiro de 1996.

3.1- PROCESSO EXPERIMENTAL PARA A OBTENCAO DO OLEO

ESSENCIAL

O oleo essencial foi obtido das folhas da Eugenia speciosa Camb. logo
apos a coleta, pelo método de arraste a vapor com coobacdo em um dispositivo
tipo de Clevenger modificado. A extragdo durou aproximadamente 4 horas e de
8659 das folhas frescas, obteve-se 2,5g de 6leo essencial com um rendimento
de 0.29%.

O material foi entdo depositado em frascos de cor ambar, a fim de evitar
possiveis degradacfes por foto-oxidacdo e em seguida estocado em um freezer
a baixas temperaturas para prevenir a perda de material volatil.

Para o calculo da umidade, as folhas de E. speciosa Camb. foi utilizado

um aparelho tipo "Dean Stark", onde empregou-se 10g de material e 75 ml de
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tolueno, que serviu como solvente para o experimento, o qual teve duragéo de 4
horas.
Um resumo com os dados obtidos durante o processo de coleta e

extracdo do Oleo essencial se encontra na tabela 8.

Eugenia speciosa Camb.
Quantidade de | Rendimento do 6leo (%) Local da coleta Quantidade de | Umidade
6leo obtido (g) (folhas frescas) folhas frescas | calculada
utilizadas (g) (%)
Praia do Bonfim
2,5 0,29 Angra dos Reis - RJ 865 56

Brasil
Tabela 8 — Resumo dos dados experimentais obtidos de E. speciosa Camb.

3.2- ANALISE CROMATOGRAFICA DO OLEO ESSENCIAL

As andlises por CGAR foram realizadas num aparelho HP- 5890 Série II,
injetor com divisdo de fluxo (Split) na razdo de 1:100 e com detetor de ionizagédo
de chama.

Foram utilizadas duas colunas capilares com diferentes polaridades para
a analise do 6leo essencial e para a série homologa de hidrocarbonetos utilizada
(C4-Cye) oriundos da Aldrich.

Uma das colunas utilizadas possui fase estacionaria 5% difenil e 95%
dimetilpolisiloxano (SE-54) e as seguintes especificagfes: 25m x 0.2 mm d.i. X

0.33 um, considerada pouco polar.
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A programacdo utilizada para analise com a coluna SE - 54 foi a seguinte:

Temperatura inicial da coluna: 60°C por 2 minutos.
- Temperatura final da coluna: 240°C por 20 minutos.
- Velocidade de aquecimento: 4°C por minuto.

- Temperatura de injetor. 280°C.

- Temperatura do detetor: 300°C.

- Volume injetado: 0.02 ml.

- Fluxo do gés de arraste (Hidrogénio): 1 ml/min.

A outra coluna utilizada na andlise do Oleo essencial de E. speciosa
Camb., considerada polar, tém fase estacionaria de 100% polietileno-glicol
(INNOWax) e apresenta as seguintes especificacbes: 30 m. x 0.32 mm d.i. X
0.50 pm.

A programacdo utilizada para analise na coluna INNOWax, obedeceu as
seguintes condic0es:

- Temperatura inicial da coluna: 70°C por 5 minutos.

- Temperatura final da coluna: 200°C por 35 minutos.

- Velocidade de aquecimento: 4°C por minuto.

- Temperatura de injetor: 250°C.

- Temperatura do detetor: 250°C.

- Volume injetado: 0.01 pl.

- Fluxo do gas de arraste (Hidrogénio): 1ml/min.
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Ap6s cada andlise do Oleo essencial, a série homéloga de
hidrocarbonetos (C; - C,¢) foi injetada sob as mesmas condicdes de
programacdo. Esta série homologa, foi utilizada a fim de que fossem efetuados

0s calculos dos IK.

3.3- ANALISE DO OLEO ESSENCIAL POR CGAR-EM

Utilizou-se para esta analise um cromatdgrafo gasoso Shimadzu acoplado
ao espectrobmetro de massas modelo GCMS - QP5000 - Shimadzu, ionizacdo

de chamas, 70eV, quadrupolo.
A coluna utilizada para efetuar esta andlise foi uma DB-1 de fase
estacionaria de 100% dimetilpolisiloxano de 30 m x 0.25 mm d.i. x 0.33 um. A

programacdo  foi:

Temperatura inicial da coluna: 40°C por 5 minutos

Temperatura final da coluna: 270°C por 35 minutos

- Taxa de aquecimento: 4°C por minuto.

Temperatura de injetor: 250°C.

- Temperatura da interface: 200°C

Fluxo do gas de arraste (Hélio): 1 ml/min.
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Os espectros obtidos foram analisados e comparados com aqueles

encontrados nas bibliotecas de espectros de massas Wiley e NIST e também

com os dados da Iiteratura55.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- ANALISE DO OLEO ESSENCIAL POR CGAR E CGAR-EM

A andlise do Oleo essencial de E. speciosa Camb. por CGAR revelou trés
regibes de eluicAo distintas no cromatograma, correspondentes aos
monoterpenos hidrocarbonetos, monoterpenos com fun¢des oxigenadas e a
altima regido revelou a presenca de sesquiterpenos hidrocarbonetos e alguns
derivados oxigenados. Na analise, foram utilizadas duas colunas com
polaridades diferentes: uma pouco polar de fase 5% difenil, 95% dimetil
polisiloxano (SE-54) e outra polar de fase 100% polietilenoglicol (INNOWaXx).

Como pode ser observado, a partir dos dois cromatogramas obtidos
(figura 17 e 18) a regido dos monoterpenos compreendeu 85% de &rea relativa
do cromatograma e apresentou componentes em altas concentra¢cdes onde
destacaram-se o limoneno e o a-terpineol, ja 0s compostos sesquiterpénicos se
limitaram a apenas 15% de é&rea relativa. Estes resultados conferiram um perfil
pouco comum ao Oleo essencial da espécie E. speciosa Camb. comparando-o
com aqueles descritos na literatura para varias espécies do género Eugenia ja
estudadas36-20,

A ldentificagdo dos picos no cromatograma foi feita tomando-se por base
os indices de retencdo de Kovats (IK), calculados a partir dos tempos de
retencdo (tr) de cada componente e dos respectivos tr dos padrdes de
hidrocarbonetos lineares utilizados (C; - Cy), que foram cromatografados em

condi¢cbes idénticas as do 6leo e pela consulta a literatura®6-64,
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Figura 17 : Cromatograma obtido na coluna pouco polar SE-54
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Figura 18 : Cromatograma obtido na coluna polar INNOWax



Figura 19 : Cromatograma de ions totais (CIT)
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Escolheu-se trabalhar com o cromatograma da coluna pouco polar de fase
5% difenil, 95% dimetil polisiloxano (SE-54), figura 17, devido a pequena
variagdo observada entre os IK calculados para esta fase e aqueles encontrados
na literatura®-% para esta fase estacionaria e similares. Desta forma, os IK
puderam ser relacionados, facilitando o trabalho de identificacdo e aumentando a
confiabilidade dos resultados.

Embora o cromatograma obtido da coluna polar apresente uma melhor
separacdo das regides, figura 18, o mesmo procedimento de identificacdo e
comparagdo citado anteriormente torna-se dificil para esta coluna, pois os
valores dos IK da literatura para colunas polares®78 apresentam grande
discrepancia entre si. Porém, este cromatograma serviu para confirmar alguns
dos componentes previamente identificados, tabela 9.

Na coluna pouco polar os picos que apresentaram IK 1036, 1196, 940,
1182, 1092, 978, 1064, 982, 993, 1021, 1029 e 932 sdo relativos aos seguintes
monoterpenos majoritarios: limoneno (33.7%), o-terpineol (18.9%), «-pineno
(5.8%), terpin-4-ol (5.0%), terpinoleno (4.5%), sabineno (3.1%), vy-terpineno
(3.1%), PB-pineno (2.9%), mirceno (2.2%), o-terpineno (1.9%), p-cimeno (1.4%) e
o-tujeno (1.0%), respectivamente, tabela 10.

Dentre o0s sesquiterpenos identificados neste 6leo essencial, 0s mais
significativos foram os que apresentaram IK 1594, 1504, 1428, 1602 e 1448
relativos respectivamente ao globulol (2.7%), biciclogermacreno (2.7%), B-

cariofileno (1.6%), viridiflorol (1.3%) e longifoleno (1.2%), tabela 10.



Estas atribuicbes foram confirmadas pela andlise por CGAR-EM, realizada
numa coluna apolar de fase 100% dimetil polisiloxano (DB-1), figura 19.

Obteve-se um CIT (Chomatograma de ions Totais) com regides de eluicdo
muito semelhante ao do cromatograma obtido da coluna pouco polar de fase 5%
difenil 95% dimetil polisiloxano (SE-54) e, a partir dos respectivos sinais foram
obtidos os espectros de massas de cada constituinte, tabela 11. A andlise destes
espectros foi feita por comparacdes com as bibliotecas de espectros de massas
NIST e Wiley, e com a literatura®%4 além disso, o presente trabalho sugeriu
rotas para os principais ions de fragmentacdes de massas.

A reunido destas técnicas, permitiu a identificacdo de 28 componentes, 0
que representa 96% da area relativa do cromatograma do 6leo essencial de E.
speciosa Camb.

As estruturas dos compostos identificados no 6leo essencial de E.

speciosa Camb. estdo na figura 21.
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Tempo de Componente IK IK Concentracio(%)
retenglio Calculado (literatura)
na INNOWax

2265 a-pineno 1012 1012/1024/1041 8.3
3562 B-pineno 1120 1120/1105/1111 34
3799 sabineno 1133 1130/1128/1115 3.6
4825 a-felandreno 1177 1177/1165/1150 3.0
5221 a-terpineno 1191 1192/1177/1182 21
5768 limoneno 1211 1210/1190/1187 29.9
6000 B-felandreno 1220 1217/1208/1196 0.9
7148 v-terpineno 1259 1251/1244/1231 3.4
7941 p-cimeno 1267 1268/1274/1258 2.0
8312 terpinoleno 1293 1290/1286/1274 5.1
17150 linalol 1501 1502/1533/1555 0.3
18257 trans-p-ment-2-en-1-ol 1599 1697/1628 1.6
18545 B-cariofileno 1609 1606/1577/1588 1.01
18720 terpin-4-ol 1615 1610/1628/1637 54
20485 cis-p-ment-2-en-1-ol 1673 1660/1560 0.2
21680 a-terpineol 1712 1713/1685/1693 20.0
22460 biciclogermancreno 1740 1742/1731/1720 1.9
23217 d-cadineno 1766 1766/1773/1730 04
27894 palustrol 1934 1934 0.1
31799 globulol 2085 2085/2093/2064 1.9
32030 viridifiorol 2094 2091/2103/2112 0.6
32610 espatulenol 2117 2120/2110/2153 0.3

Tabela 9- Valores dos IK calculados na fase 100% polietilenogticol. Onde: IK Literatura =
Referéncias 56, 65-78.
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Componente (calcu!ad::Kna SE-54) (!iterl:mra) Area(%) | Identificagio
a-tujeno 932 934/931 1.03 IK, EM, Lit.
a-pineno 940 941/939 5.81 IK, EM, Lit.
sabineno 978 972/953 3.08 IK, EM, Lit.
B-pineno 982 980 2.83 K, EM, Lit.
mirceno 993 992/991 2.22 IK, EM, Lit.

o-felandreno 1007 1004/1005 0.23 IK, EM, Lit.

a-terpineno 1021 1020/1018 1.1 1K, EM, Lit.
p-cimeno 1029 1026/1026 1.40 IK, EM, Lit.
p-felandreno 1029 1029/1031 0.33 IK, EM, Lit.
limoneno 1036 1032/1031 33.74 1K, EM, Lit.
y-terpineno 1064 1061/1062 3.06 IK, EM, Lit.
terpinoleno 1092 1092/1088 4.54 IK, EM, Lit.
linalol 1101 1094/1140 0.29 IK, EM, Lit.
trans-p-ment-2-en-1-ol 1125 1128/1140 0.28 IK, EM, Lit.
cis-p-ment-2-en-1-ol 1144 1142/1121 0.24 IK, EM, Lit.
terpin-4-ol 1182 11781177 5.00 IK, EM, Lit.
o-terpineol 1196 1191/1189 18.87 IK, EM, Lit.
p-cariofileno 1428 1431/1418 1.58 1K, EM, Lit.
longifoleno 1448 1398/1402 121 EM
o~humuleno 1462 1462/1454 0.16 IK, EM, Lit.
seicheleno 1470 1460 0.27 EM
biciclogermancreno 1504 1490/1494 271 EM
d-cadineno 1522 1524 T IK, EM, Lit.
palustrol 1569 1565/2314 0.34 IK, EM, Lit.
espatulenol 1677 15696 0.42 EM
globulol 1594 1583 273 EM
viridiflorol 1602 1588/1590 1.26 EM
B-eudesmol 1647 1643/1649 0.42 IK, EM, Lit.

Tabela 10 : Composicio do dleo essencial de E. speciosa Camb.
Onde : T = trago; Ik = Indice de Retengdo de Kovats ; EM = Espectros de massas da Wiley e
NIST e da ref. 55 e Lit. = literatura, referéncias 55-64.
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Cromatograma de lons Totais { CIT )

Tempo de retengio na DB-1 Componente
8.697 a-tujeno
8.917 a-pineno
10.236 sabineno
10.336 B-pineno
10.993 mirceno
11.369 a-felandreno
11.868 a~terpineno
11.988 p-cimeno
12.256 B-felandreno
12.464 limoneno
13.454 y-terpineno
14.585 terpinoleno
14,900 linalol
16.592 trans-p-ment-2-en-1-ol
16.242 cis-p-ment-2-en-1-ol
17.692 terpin-4-ol
18.228 a-terpineol
26.504 B-cariofileno
27.164 longifoleno
27.544 a-humuleno
27.774 seicheleno
28.915 biciclogermancreno
29.701 d-cadineno
30.992 palustrol
31.118 espatulenol
31.441 globulol
31.640 viridifiorol
32.532 B-eudesmol

Tabela 11 - Tempo de retengdo dos constituintes do éleo essencial obtidos do Cromatograma de
lons Totais (CIT).



62

-

/\ /\
a -TUJENO o -PINENO SABINENO B -PINENO MIRCENO
Eé A
a—FELANDRENO o -TERPINENO PpCIMENO B-FELANDRENO LIMONENO
OH +, OH
v -TERPINENO TERPINOLENO LINALOL trans-p-MENT-2-EN-1-OL  cis-p-MENT-2-EN-1-OL
i OH :EOH
TERPIN-4-OL a-TERPINEOL B-CARIOFILENO LONGIFOLENO a -HUMULENO
Ho,
H

SEICHELENO BICICLOGERMACRENO 5 - CADINENO PALUSTROL ESPATULENOL

GLOBULOL VIRIDIFLOROL B - EUDESMOL

Figura 20 - Estruturas dos compostos identificados em E. speciosa Camb.
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A composi¢cdo quimica do 6leo essencial de E. speciosa Camb. mostrou-
se predominantemente composta por monoterpenos, este fato diferencia o éleo
essencial da espécie estudada da maioria daqueles obtidos no género Eugenia
(onde predominam os sesquiterpenos®®“°), aproximando-o apenas de algumas
poucas espécies que apresentam concentracdes relevantes de monoterpenos*®
49 tais como: E. brasiliensis Lam., E. jambos L., E. javanica Lamk. e E.
jambolana Lamk., tabela 6 (pag. 35).

Ao analisar detalhadamente tais espécies, foi observado uma similaridade
qualitativa entre os 6leos essenciais da espécie estudada com os de E. javanica
Lamk. e E. brasiliensis Lam.

A espeécie E. javanica Lamk. também apresentou 85% de éarea relativa
equivalente aos monoterpenos na composi¢cdo quimica de seu 6leo essencial e
destes, 15 componentes sdo comuns E. speciosa Camb., porém encontram-se
em diferentes concentracgdes.

Ja a espécie E. brasiliensis Lam. apresentou em sua composi¢cao quimica
51% de éarea relativa equivalente aos monoterpenos, onde o limoneno foi o
componente majoritario. Destes monoterpenos, 11 foram comuns aqueles
identificados no 6leo da espécie estudada. Os componentes comuns a estes
Oleos essenciais estdo mostrados na tabela 12.

Tal resultado sugere que ambas possuam rota biossintética e sistema

enzimatico muito semelhantes.
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Monoterpenos
identificados em
E. speciosa Camb.
a-tujeno
a-pineno
sabineno
B-pineno
mirceno
o-felandreno
a-terpineno
p-cimeno
B-felandreno
limoneno
y-terpineno
terpinoleno
linalol
trans-p-ment-2-en-1-ol
cis-p-ment-2-en-1-ol
terpin-4-ol

o-terpineol

Concentragdo (%) em
E. speciosa Camb.

1.0
5.8
3.1
28
22
0.2
1.9
1.4
0.3
33.7
3.1
45
0.3
0.3
0.2
50

18.9

Concentragio (%) em
E. brasillensis L.am.

0.1

10.9

6.1
0.8

0.6
0.1
13.9
0.3

6.0

0.4

22

Concentracgiio (%) em
E. javanica Lamk.

18.2

43
37
0.9
1.7
13.7
0.1
1.3
28.5
4.1
16
0.1
0.1
5.0

1.3

Tabela 12 — Monoterpenos comuns as espécies E. speciosa Camb., E. javanica Lamk. e E.

brasiliensis Lam.

Existem trabalhos na literatura que comprovam que certos monoterpenos

isolados e alguns 6leos essenciais ricos em monoterpenos de substancias

apresentam funcBes aleloquimicas®,

repelente de

insetos12:18-20

atividade

ictiotoxica®, atividade contra microorganismos patogénicos?t2? e atividades

anti-inflamatérias e analgésicas?®. Partindo destas evidéncias, pode-se vislumbrar
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que o Oleo essencial de E. speciosa Camb., apresente certo potencial de
atividade biologica, devido a seu perfil que se mostrou abundante em compostos
monoterpénicos (85%). Uma das possiveis indicacbes € devido a presenga do
monoterpeno o-terpineol (18.9%) que apresenta atividade anti-séptical. Como

perspectiva, este trabalho levanta a possibilidade de encaminhar o 6leo para

testes de atividade bioldgica.

4.2- ANALISE DOS ESPECTROS DE MASSAS ATRAVES DOS PRINCIPAIS
[ONS DOS COMPONENTES IDENTIFICADOS NO OLEO ESSENCIAL DE

Eugenia speciosa Camb.

A analise dos espectros de massas dos constituintes do éleo € uma tarefa
trabalhosa, uma vez que muitos deles sdo isdmeros e, apresentam espectros de
massas muito semelhantes. Mesmo assim, procurou-se neste trabalho propor
fragmentacdes para os principais ions encontrados nos espectros.

Dos sesquiterpenos identificados no 6leo de E. speciosa Camb., 8 sdo
comuns as espécies E. ovalifolia Camb. e E. nitida Camb., rica em
sesquiterpenos, e suas propostas de fragmentacdes ja haviam sido sugeridas
por Duarte*® e Martins**, respectivamente.

Foi sugerido neste estudo, rotas para os principais ions de fragmentacéo
de massas para 0s monoterpenos identificados.

A tabela 13 mostra os valores dos principais fragmentos (m/z) e suas

respectivas abundancias relativas, referentes aos monoterpenos.



Composto ‘Principais fragmentos no espectro de massas m/z e suas abundancia
relativas (%)
a-tujeno M~ 136(6), 121(2), 107(1), 105(4), 93(100 ), 91(56), 79(12), 77(43), 67(2),
65(7), 43(10), 41(19).
a-pineno M~ 136(9), 121(11),119(2), 107(6), 105(11), 93(100) 92(46), 91(45), 79(26),
77(34), 69(1),67(8), 65(7), 43(14), 41(31).
sabineno M™ 136(14), 121(4), 107(3), 105(2), 93(100), 91(41), 79(30), 77(41), 69(13),
67(4), 65(8), 43(11), 41(41).
B-pineno M 136(9), 121(11), 107(5), 105(2), 93(100), 92(13), 91(27), 79(25), 77(24),
69(39), 67(12), 65(6), 43(7), 41(77).
mirceno M~ 136(3), 121(3), 107(2), 105(1), 93(58), 91(14), 79(7), 77(7), 69(a6),

67(8), 65(3), 43(4), 41(100) .

a-felandreno

M~ 136(21), 119(2), 105(3), 93(100), 92(37), 91(54), 79(7), 77(38), 67(1),
65(7), 43(8), 41(14).

o-terpineno M™ 136(48), 121(96), 107(12), 105(22), 93(100), 91(50), 79(32), 77(38),
67(4), 65(13), 43(27), 41(30).
p-cimeno M 135(2), 134(26), 149(100), 105(3), 92(2), 91(25), 79(2), 77(7), B5(11),

41(11).

p-felandreno

M™136(18), 121(7), 107(3), 105(2), 93(100), 91(42), 79(22), 77(38), 67(2),
65(5), 43(7), 41(19).

limoneno M~ 136(16), 121(16), 107(17), 105(4), 93(d6), O1(15), 79(27), 77(14),
68(100), 67(19), 65(6), 43(4), 41(28).

y-terpineno M™ 136(32), 121(27), 107(8), 105(11), 93(100), 91(47), 79(23), 77(39),
67(3), 65(9), 43(32), 41(26).

terpinoleno M™ 136(70), 121(88), 107(19), 105(25), 93(100), 01(39), 79(45), 77(39),
67(13), 65(12), 43(32), 41(44).
M 139(2),136(4), 121(14), 107(6), 105(4), 96(12), 93(61), 92(13), 91(4),

linalol 83(18), 80(33), 79(8), 77(5), 71(100), 63(40), 67(19), 65(2), 55(69), 43(94),

41(98).

trans-p-ment-2-en-1-ol

M™ 154(3), 139(14), 136(7), 121(10), 111(15), 107(1), 97(4), 93(15), 79(10),
77(8), 71(24), 69(18), 67(10), 65(3), 55(14), 43(100), 41(24).

cis-p-ment-2-en-1-ol

M~ 154(2), 139(15), 136(7), 121(12), 111(12), 107(3), 97(5), 93(16), 91(5),
79(16), 77(4), 71(16), 69(19), 67(9), 65(3), 55(13), 43(100), 41(24).

terpin-4-ol M* 154(8), 139(2), 136(12), 111(41), 107(5), 98(1), 93(43), 91(9), 79(4),
77(9), T1(100), 65(4), 55(26), 43(69), 41(35).
o-terpineol M™139(7), 136(37), 121(44), 107(7), 105(3), 93(58), 91(21), 81(40), 79(15),

77(11), 67(20), 65(4), 59(100) , 43(60), 41(27).

Tabela 13 - Principais ions de fragmentagdo m/z encontrados nos monoterpenos.
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Na comparagédo dos espectros de massas do a-felandreno, B-felandreno e
limoneno, algumas observagdes podem ser levadas em consideracdo, baseadas
na grande semelhanga dos espectros e nas abundancias relativas dos principais

ions de fragmentacdes destes monoterpenos, tabela 14:

Principais ‘
Fragmentos
Encontrados X
a-felandrenc p-felandreno limoneno
(m/z)
% % %

136 20.6 17.5 15.6
121 19 6.2 16.2
119 2.0 - -
107 - 3.1 17.2
105 2.5 28 43
93 100.0 100.0 46.3
92 36.8 124 19.3
91 53.7 41.8 15.5
79 5.0 21.8 26.7
77 38.1 38.1 14.3
68 <1.0 - 100.0
67 <1.0 1.9 18.8
65 6.2 50 6.2
43 11.2 9.9 3.7
41 13.7 19.3 28.1

Tabela 14 : Comparagio entre os principais ions de fragmentagdes do o~ e B-felandreno e do
limoneno em relagao as suas abundéncias relativas.
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De todos estes isdbmeros o0 mais facil de ser identificado é o limoneno, que
apresenta pico base de m/z 68, oriundo de uma tradicional reacdo de retro Diels-

Alder?394 a partir do ion molecular M*" 136.

|-|-
ﬁ
—»>
m/z 68
/i—!;
S R o B
Mt+136 m/z 68

O o-felandreno e p-felandreno podem ser diferenciados pelos seus
espectros de massas através do ion de fragmentacdo de m/z 92 que para o o-
felandreno resulta num composto aromatico. Seus indices de Kovats também
auxiliam na identificacdo da ordem de saida destes compostos, que sdo IK 1007

e 1029, respectivamente.

N '1:*_
,_Q__L> -H
—_—
H 1,4de H
+
M 136 m/z 92 m/iz a1

(36.8%) (53.7%)
o-Felandreno

o A L N4
" 1,4de H

1
M 136 m/z 92 m/z 9N
B-Felandreno (12.4%) (41.8%)



Os isOmeros a-pineno e B-pineno, possuem espectros de massas muito
préximos, diferenciando-se principalmente pelos ions de fragmentacdo de m/z
92, 91 e 69.

Para o a-pineno, pode-se observar que os ions de fragmentacdo de m/z
92 (46.25%) e 91 (45.00%) podem ter origem, a partir de um rearranjo 1,4 de
hidrogénio, seguido da perda de isopropila e de um radical hidrogénio,

respectivamente a partir do ion molecular.
@—ﬂ——» @ — © - ©

m/fz 136 m/z 92 m/z AN
(46.25%) (45.00%)

Para o B-pineno este mesmo raciocinio pode ser aplicado, sendo que 0s
intermediarios formados m/z 92 (13%) e m/z 91 (27%) sdo menos estaveis do
que aqueles propostos para 0 o-pineno, 0 que justifica a baixa intensidade
relativa deste ion de fragmentacdo de massas.

@n’
m/z 92 @

14deH

s o © 5

m/z 136 m/z 92 miz AN
(13.00%) (27.00%)
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O registro do ion de m/z 69 (39%) para o B-pineno pode ser explicado por
um rearranjo inicial tipo 1,4 de H, seguido por uma R.D.A. seguida da perda de

28 u.m.a, e posterior perda de 39 u.m.a. .

. . y
| | o+ £ ™ g
Q0 u __Q._).» Z g
ﬁ \jE
1,4de H N
i
M 136 miz 136 m/fz 108 m/iz 69
(9.00%) ( 9.00%) (11.00%) (39.00%)

A semelhanca entre estes espectros tornam a identificacdo destas
substancias muito dificeis, e a identificagdo sé pode ser realizada, com o calculo
dos indices de retencdo de Kovéats e através da racionalizagdo das estruturas
propostas para os ions de fragmentacdo de cada componente, tendo-se como
base, principalmente a estabilidade destes fragmentos, associadas as

intensidades relativas.

Outros espectros de massas que apresentaram semelhancas sdo o0 y-
terpineno, a-terpineno, terpinoleno, a-tujeno e sabineno, que possuem a mesma
origem biossintética e apresentaram como principais ions de fragmentacdo de
massas m/z 121, 105, 93, 91, 79, 77, 65, 43, 41, sendo 0 m/z 93 o ion base para

todos, tabela 13.
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Principais
Fragmentos
Encontrados
(miz) +TERPINENO | o-TERPINENO | TERPINOLENO a-TUJENC SABINENO
z

% % % % %
136 33.1 48.8 70.6 10.0 14.0
121 27.0 96.3 89.3 2.5 4.0
119 3.0 5.6 6.2 - -
107 - 12.0 18.8 3.0
105 10.7 22.5 26.3 4.3 2.0
93 100.0 100.0 100.0 100.0 100
92 - 13.6 13.7 -
91 50.6 50.0 52.3 56.2 42.0
79 23.8 325 45.9 12.5 30.0
77 - 38.7 39.4 - -
69 - - - - 13.0
68 - - 31 - -
67 - 4.0 13.1 - -
65 9.4 13.7 11.8 6.9 8.0
43 37.5 28.1 32.3 10.0 13.0
41 26.5 30.6 45.0 20.0 61.0

Tabela 15 - Comparagéo entre os principais ions de fragmentagdes do y- e a-terpineno,
terpinoleno, a-tujeno e sabineno em relagdo as suas abundancias relativas.

E facil entender, por exemplo, a abundancia relativa do ion de
fragmentacdo de massas de m/z 121 para 0s monoterpenos o-terpineno (96.3%)
e o terpinoleno (89.3%). Este tem origem na perda de 15 u.m.a., a partir do ion
molecular (M- 136) e conduz em todos os casos a formacdo de um carbocétion

secundério estabilizado por ressonancia (pag. 72).
Com o auxilio do célculo IK, pode-se determinar a ordem de saida do a-

terpineno (IK 1021) e do terpinoleno (IK 1092) e, desta forma conciliar os

espectros de massas correspondentes a cada um deles.
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M 136 miz 121

a -Terpineno
-1+
.CH3 ()
- -
Tacer ®
M 136 miz 121
Terpinoleno

A abundéancia relativa do ion m/z 121 ndo € tdo pronunciada para o
y-terpineno (27%), que embora apresente conjugacdo com uma dupla ligacdo

apresenta menor niumero de estruturas de ressonancia.

CH;

®

Mt 136 miz 121

v -Terpineno

No caso do a-tujeno e sabineno, a perda deste ion radical metila ndo é
favorecida por ndo ser estabilizada por ressonancia, isto é evidenciado pela

baixa intensidade relativa destes 2.5% e 4.0%, respectivamente.

m/z 121 m/iz 121
a-Tujeno Sabineno
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As discussbes em torno das estabilidades dos ions de fragmentacdo de
massas sdo voltadas para as espécies que sdo detectadas no espectrometro de
massas, ou seja, pelos ions positivos (cations) ou pelo ion radical-céation.

Este trabalho ousa propor a discussdo sobre as estabilidades do ion
gerado e ndo detectado pela espectrometria de massas.

O ion de m/z 43 corresponde a perda do cation isopropila, presente na
maioria dos monoterpenos e sesquiterpenos. A estabilidade deste ion é
invariavel em qualquer uma das situacBes aqui relatadas. Por outro lado, o ion
radical gerado a partir da formagcdo do cétion isopropila é variavel em funcdo de
suas estabilidades, como por exemplo:

Para que ocorra a ruptura da ligacdo que conduz a formacdo do ion
(carbocation) isopropila a partir do y-terpineno, é necessario que ocorra um
rearranjo da dupla ligacdo, este ion radical apresenta uma certa estabilidade em

virtude da conjugacéo:

H -0

S o B | m/z 93
1,4de H

(<]
— >
miz 43
(37.5%)

Mt 136 miz 136
y-Terpineno



74

Para o o-terpineno serdo necessario dois rearranjos:

_|4 . _rl _rt __» @

» m/z 93
H 1,4de H 1,4de H | (100%)

®
L
m/z 43

Mt+136 miz 136 miz 136
_ (28.1%)
a-terpineno

E, no caso do tujeno e sabineno o radical gerado ficara localizado sobre
um carbono ciclopropanico, muito pouco provavel o m/z 43 apareceu com

abundancia relativa de (10.0%) e (13.0%), respectivamente.

a-tujeno sabineno

Alguns fragmentos caracteristicos que se repetiram foram observados
tanto nos monoterpenos hidrocarbonetos quanto nos derivados oxigenados. A

tabela 16 sugere as provaveis perdas de massas.



Monoterpenos hidrocarbonetos

lon de origem (M/z) Fragmento registrado (m/z) Massa perdida (u.m.a.)
121 15 ('CHs)
107 29 ("CzHs)
136 94 42 ('C3Hg)
93 43 ('CsH7 )
43 93 ('CsHg )
121 119 2(Hy)
105 16 (CHy4)
119 93 26 (C,H,)
107 105 2(Hy)
105 77 28 (CoHq)
94 79 15 ('CHs)
93 1(H)
77 26 (CoH,)
92 1(H)
93 91 2 (H)
67 26 (CoHy)
92 91 1(H)
91 65 26 (CoHy)
79 77 2(H»)
67 65 2(Hy)
43 41 2(Hz)
Monoterpenos hidrocarbonetos com funcgdes oxigenadas
fon de origem Fragmento registrado Massa perdida
154 139 15 ('CHs)
136 18 (H0)
111 43 (‘'CsHy)
139 121 18 (H0)
111 28 ( H.C=CH,
81 58 (C3HeO)
136 93 43 ('CsHy)
111 71
93 18 (H,0)

Tabela 16: Principais ions de fragmentagao freqilentemente observados nos espectros de

massas de monoterpenos .
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A seguir sdo mostrados os espectros de massas dos monoterpenos e as

respectivas sugestbes para os principais ions de fragmentacées de massas.
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Figura 21 : Espectro de massas do a-tujeno.
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Esquema 13 : Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do a-tujeno.
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Figura 22 : Espectro de massas do o-pineno.

Q- gty

A miz 121 m/z 121 m/z 121 wz 105
0

"3 cH, | CH, ©
M 13 \Q ‘ A

—

14deH
1,4de H _—
' ==
miz 121 /\/mlzg3 \ He o @
= =0
&)

m/z 67 m'z 65 miz 65
miz 136 ”‘” \\4

m/z 136

@

m/z 91

Esquema 14 : Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do a-pineno.
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Figura 23 : Espectro de massas do sabineno.
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Esquema 15 : Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do sabineno.
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Figura 24 : Espectro de massas do $-pineno.
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Esquema 16 : Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do p-pineno.
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Figura 25 : Espectro de massas do mirceno.
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Esquema 17 : Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do mirceno.
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Figura 26 : Espectro de massas do a-felandreno.
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Esquema 18 : Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do o-felandreno.
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Figura 27 : Espectro de massas do o-terpineno.
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Esquema 19 : Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do o-terpineno.
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Figura 31 : Espectro de massas do y-terpineno.
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Esquema 23 : Proposta para os principais ions de fragmentacgoes do y-terpineno.



Scan® (14841482 )
Maes Pask ¥ 45 Ret Tima: ( 14.550-14823)

BassPupk 9310 { 6138110)
ab
121
130
a1 78
108
€
l“ ) , ll | ll .
50 100 150 200 250
Figura 32 : Espectro de massas do terpinoleno.
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Esquema 24 - Proposta para os principais ions de fragmentages de massas do terpinoleno.



Scan® (( 1525-1628 ) BG. Scan#:( 1514-1518)
Mass Pesk¥: 50 Ret Tame : { 14.000 - 14925 )
Bage Pesk (7110 { 325418)
L
o
121
.3
136
3
l i [1I
B0 108 150 200 0

Figura 33 : Espectro de massas do linalof.
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Esquema 25 : Proposta para os principais ions de fragmentages de massas do linalol.
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Esquema 26 : Proposta para os principais ions de fragmentagGes de massas do
trans-p-ment-2-en-1-ol.
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Figura 35 : Esquema de massas do cis-p-ment-2-en-1-ol.
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Esquema 27 : Proposta para os principais ions de fragmentag¢des de massas do

cis-p-ment-2-en-1-ol.
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Esquema 28 : Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do terpin-4-ol.
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Esquema 29 - Proposta para os principais ions de fragmentagdes de massas do a-terpineol.
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Figura 37 : Espectro de massas do a-terpineol.
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5- BIOSSINTESE PARA OS MONOTERPENOS IDENTIFICADOS NO OLEO

ESSENCIAL DE E. SPECIOSA CAMB.

O estabelecimento das rotas biossintéticas para os produtos naturais do
metabolismo secundario das plantas, nos Ultimos anos tém sido feito
principalmente através do isolamento de enzimas que catalisam e promovem as
etapas que levam a produtos especificos, auxiliado ainda pelos estudos com
precursores marcados isotopicamente.

O fato da composicdo quimica do dleo essencial de E. speciosa Camb.
apresentar abundancia e variedade de monoterpenos, além de diferencia-la da
maioria das espécies de Eugenia relatadas pela literatura, despertou o interesse
pela busca de correlacBes biossintéticas entre os constituintes do seu 0leo
essencial.

O caminho biossintético dos monoterpenos caracterizados no 6leo
essencial de Eugenia speciosa Camb. encontra-se bem definido e vastamente
descrito na literatura’®-99,

A condensacdo da Acetoacetil-coenzima A (82) e da Acetil-coenzima A
(83), produz a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG CoA) (84), que apoés
uma reducdo enzimatica da origem ao Acido Mevalénico (MVA -

acido 3-metil-3,5-diidroxi-pentandico) (85). O mevalonato € o precursor original

dos terpendides’®-9, esquema 30.
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Apdls sofrer algumas etapas reacionais enziméticas, o MVA (85), produz
dois isémeros: isopentenil pirofosfato (IPP) (88) que € convertido ao dimetil-alil-

pirofosfato (DMAPP) (89), pela acio de uma isomerase’9-82,

3 o - OoH
- Lo e )
1
+ 1 - 2
MS-COA /u\S-CoA o scS\O?H NADPH COxH
82) (83) (84) 85)
3 ATP
= OH .
PPO. 5 ) 4 -'-._ o
- - —
. \/\( = = h
¢ PPO PO CoH
(87) (86)
9
PPO.
Enzimas : 1- HMG CoA sintase, 2- HMG CoA redutase, 3- Mevalonato quinase,
9) 4Fosfomevalonato quinase, §- mevalonato S-difosfato descarboxilase,
(® 64PP isomerase

Esquema 30 - Biossintese do MVA, IPP e DMAPP.

E interessante mencionar, que todo 0 processo biossintético é catalisado
por enzimas existentes na planta, algumas dependentes de NADPH outras nao,
por vezes é necessario a presenca de O,, sendo geralmente o ATP fornecedor
das unidades de fésforo necessarias para as etapas de fosforilagdo, e em alguns

casos 0s fons Mg*2 e Mn*2 atuam como cofatores enzimaticos.

Os monoterpenos (Cyp) diferem dos sesquiterpenos (Cys), pela biossintese

a nivel de geranil pirofosfato (GPP) (90), o primeiro intermediario a surgir na rota
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classica que conduz aos monoterpenos®?. Por reacdo de adicdo eletrofilica tipo

cabeca-calda do DMAPP (89) ao IPP (88), ocorre a formacdo do GPP (90).

Dependendo da estereoquimica de isomerizacdo inicial, o GPP produz o

(+)-(3S)-linalil pirofosfato (LPP) (92b) ou o (-)-(3R)-linalil pirofosfato (LPP) (92a),

que favorecem a ciclizagdo do (4S)-a-terpinil (94) e este, produz outros

intermedidrios importantes para formagdo da maioria dos monoterpenos ciclicos,

esquema 31.
P - T T Il
H
PPO 2 A oPP o~
PP —_— —— OoPP

uj\ (©8) | |

DMAPP GPP NPP

(89)

(90) 91

(+-3S)-LPP
(92b)

| g

CARBOCATION

' CARBOCATION CARBOCATION
AcicLIcO (48} o-TERPINIL TERPIN-4-IL
(93) (94) (96) "

Esquema 31 - Precursores e intermediérios na biossintese de monoterpenos.
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Extensos estudos tém proposto detalhes da biossintese de monoterpenos,
levando a uma formulacdo mecanistica geral e a hipdteses estereoquimicas, que
contam com a formacdo de protétipos desta classe de substancias, que tém
como precursor universal o GPP (90), que representa uma extensdo da regra do
isopreno, originalmente proposta por Ruzicka®3, a ionizagdo inicial e o rearranjo
suprafacial do GPP (90) conduz a formacdo dos isémeros alilico terciarios (-)-
3R-LPP (92a) e (+)-3S-LPP (92b). A rotacdo sobre a ligacdo C,-C3 do LPP,
(91), seguida de ionizacdo e ciclizacdo do conformero ciséide anti-endo do
intermediario linalil conduz a formacédo dos cétions (4R) (96) ou (4S)-a-terpinil
(94), respectivamente. Este dltimo intermediario pode ser transformado em
varios monoterpenos ciclicos ou biciclicos, através das apropriadas combinacfes
de ciclizagbes eletrofilicas efou rearranjos seguidos de desprotonacdo ou
captura de um nucledfilo externo, tal como a agua ou o ion pirofosfato
origina’82, esquema 32.

Estudos demonstraram que sdo raras as excecdes onde GPP (90) é mais
eficiente como substrato que o NPP (91) na biossintese de monoterpenos
ciclicos, devido aos fatores necessarios para ciclizacdo descritos acima’®82,

Na biossintese de o- e PB-pinenos, Croteau et al®48> consideram que a
conversdo do GPP (90) em (+)-a-pineno (4a) e (-)-B-pineno (97b), acontece pela
isomerizacdo inicial do substrato (-)-3R-LPP (92a) a (+)-3S-LPP (92b), com
subseqgliente ciclizagdo do conformero anti-endo destes intermediarios. Isto

ocorre com uma nitida retencdo de configuracdo em C; do precursor GPP (90).
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Os resultados indicam que a configuragdo C; do substrato foi retida na

transformacdo enzimatica de (+) e (-)-pinanos, que é perfeitamente consistente

com a isomerizacdo syn do GPP para LPP, com a rotacdo transoide para cisoide

e, por ultimo a ciclizacdo anti-endo, esquema 32.

l\”
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Hs 7
He?
Hr <*—
2]

MIRCENO
l a 10
R 4

H

Hs'

Hro+.) - g
Hs

TERPINOLENO

(+)}-B-PINENO
(©7a)

Hs
(-Fo-PINENO

T (4b)

(-)-CATION PINIL

(- }BPINENO
(97b)

(#)- 4S-a-TERPINIL
(94)

’

=

“HR
Hs

TERPINOLENO

MIRCENO

wHR

Hs
(-} - LIMONENO

Esquema 32 - Modelos conformacionais do GPP que conduzem & formacgdo de alguns
monoterpenos hidrocarbonetos enantioméricos, através da ciclase | (caminho a ) e da ciclase |l

(caminho b).
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Um estudo in vitro da velocidade de formacdo dos a- e B-pinenos com o
GPP isotopicamente marcado, confirmou que eles sdo formados a partir de um
intermedidrio comum, o cation pinil (98), pela acdo de uma simples enzima
ciclase. Estudos enzimaticos comprovaram que a enzima (-)-a-pineno ciclase
transforma GPP em uma mistura de 40% de (-)-a-pineno (4b) e 60% de (-)-B-
pineno (97b).

Experimentos demonstraram88 aumento na propor¢do de B-pineno
quando [4-2H,,1-3H] GPP foi usado como precursor, j& 0 aumento na producdo de
o-pineno ocorreu quando [102Hz,1-3H] GPP foi utilizado como precursor. Este
resultado é consequéncia do efeito isotdpico do deutério, durante a perda de um
préton do cétion pinil marcado, afetando a velocidade de formacdo de cada
produto. A formagdo do (-)-B-pineno (97b) requer a perda de H-7, que
originalmente é o H-10 no GPP (90), esquema 33.

Efeitos anéalogos foram observados em Pinus contorta, onde a atividade
de uma unica enzima conduziu a formacdo de uma mistura de (-)-a-felandreno
(99) e (-)-B-felandreno (100). Resultados mostraram que € a felandreno ciclase
a responsavel pela formacdo dos dois isdbmeros, que apresentam como

intermediario comum o carbocation felandril, apés sofrer um rearranjo 1,2 ou 1,3

de hidreto82, esquema 33.
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Esquema 34 - Formacdo dos tujanos, sabinanos, v,-terpineno e «-terpineno pela agéo
enzimatica.

A enzima y-terpineno sintase conduz a formacgdo do y-terpineno (104),
através das reacGes que envolvem um rearranjo 1,2 de hidreto (Cg-C7) do
carbocation 4S-a-terpinil (94) a um intermediario terpin-4-il (95), que € produzido
pela perda de um préton do y-terpineno (104) e outras olefinas relacionadas, ou

pode ainda sofrer ataque eletrofilico sobre a dupla liga¢do do cicloexeno gerando



102

o anel ciclopropanico do sabineno e produtos relacionados®, mostrados no
esquema 34.

A solvolise dos ésteres de (3R)-LPP leva a produgdo do (4R)-a-terpineol,
com grande excesso de um enanciémero®, e a ciclizacdo pode ser efetuada
tanto pelo processo syn-exo, quanto pelo anti-endo, estes estdo representados

no esquema 35.

OR

HRjﬁ\ HR"‘- ik
Hs HO HR
Hs ANTI-ENDO SYN-EXO Hr,
— -
Hs
(-)3R)-LPP (+)-4Re-TERPINEOL (-)-3R-LPP

Esquema 35 - Formacdo do a-terpinil pela solvolise de ésteres do 3R-LPP.

Granger et al®®, propuseram que 0s monoterpenos aromaticos s&o
derivados via aromatizacdo ndo enzimatica do y-terpineno. Em 1978, Croteau e
Polouse® obtiveram resultados da incorporacdo de v-[6-3H] terpineno em folhas
jovens de tomilho e propuseram que o y-terpineno (104) € o precursor imediato
na biossintese do p-cimeno (106) e de outros monoterpenos aromaticos, com

forte evidéncia que esta conversdo é enzimatica, esquema 36.
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LR ¢

a-TERPINIL TERPIN4-L v -TERPINENO P-CIMENO
(94) (95) (104) {106)

Esquema 36 - Conversdo enzimatica do y-terpineno a p-cimeno.

Das folhas de Thymus vulgaris foi purificada®® a enzima y-terpineno
ciclase, que possui habilidade de ciclizar o GPP (111) e produzir pequenas
quantidades de o-tujeno (102), mirceno (2), a-terpineno (105), limoneno (6),
linalol (1), o-terpineol (107) e terpin-4-ol (108). Todos estes monoterpenos
apareceram como co-produtos da sequéncia reacional que conduz ao em fy-
terpineno  (104).

Transformagbes enzimaticas do GPP (90) em monoterpenos ciclicos
simples, por exemplo o (-)-(4S)-limoneno (3a), j& estdo bem estabelecidas®2. Por
intermédio da marcacgdo isotdpica, estudos demonstraram que a biossintese do
limoneno, em Citrus sinensis € realizada por uma Unica ciclase, provavelmente
via carbocéation a-terpinil. Inicialmente ocorre a isomerizacdo do GPP a LPP
seguido da ciclizacdo do carbocation aciclico (93), gerando o (4S)-a-terpenil

(94), o qual perde um préton para produzir limoneno (3a), esquema 37
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PP ___ g
l
PP (- HBRMLPP (*H3SHLPP
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(93) (34) 39) 30)

Esquema 37 — Produgéo de limoneno por atuagio da limoneno sintase sobre o GPP.

Recentes estudos®® relatam o isolamento e a caracterizacdo de enzimas
(4S)-limoneno sintase, localizada em filamentos (pélos) glandulares de ambas
espécies de Mentha piperita e M. spicata. Ambas enzimas sdo monoméricas,
com propriedades idénticas de transformar GPP (90) principalmente a limoneno
(exclusivamente com configuracdo 4S) e em pequenas quantidades de mirceno
(2), a-pineno (4) e B-pineno (97).

Um resumo com as principais rotas biossintéticas que originam 0s
monoterpenos caracterizados na espécie E. speciosa Camb., pode ser visto no

esquema 38.



105

-8 R Qg

\ v “on (108) (1 06)
y-TERPINENO
B—FELANDREN(} f § t (104)
TERPINIL
FELANDRIL . (84) TE(F;:;N‘HL
\ L l

a-TERPINENO
a~FELANDRENO @ (10s)
(89)
LIMONENO
(3)
CATION INTERMEDIARIO
TERPINOLENO ~ CATION (193)
111) PINIL (38) \s

S ie

TRANS- E  CB a-PINENO PINENO (-ra-TUWENO  (+)-SABINENO
PMENTA-2-EN-1-OL Y ] (102) (101)
(109) (110) ENZIMAS : F - FELANDRENO CICLASE

P - PINENO CICLASE

L - LIMONENO SINTASE

S - SABINENO CICLASE

T- y - TERPINENO CICLASE

Hi

Esquema 38- Rotas biossintéticas dos monoterpenos caracterizados em E. speciosa Camb.
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CONCLUSGES
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6- CONCLUSOES

A reunido das tecnicas utilizadas neste trabalho, permitiu a identificacdo
de 28 componentes, cerca de 96% da composi¢cdo quimica do Oleo essencial
de E. speciosa Camb. Dentre os compostos identificados, 0s monoterpenos
foram os mais abundantes com 85% de é&rea relativa no cromatograma e 0S
sesquiterpenos apareceram em apenas 15% de area relativa, todos compostos
apresentaram esqueletos terpénicos originados do geranil pirofosfato.

Tal perfil diferencia este 0Oleo essencial da maioria daqueles relatados
para este género, onde ha na maioria das vezes predominancia de compostos
sesquiterpénicos. Poréem, em relagdo aos compostos monoterpénicos foi
observada uma relacdo qualitativa com o0s O6leos essenciais de E. javanica
Lamk. e E. brasiliensis Lam.

Na anélise por CGAR foi constatada uma melhor separacdo dos
componentes e das regides na coluna polar de fase 100% polietilenoglicol,
porém a comparacdo dos indices de Kovats obtidos nesta fase com os da
literatura € muito discrepante. Este fato ja ndo ocorreu quando utilizou-se a
coluna pouco polar de fase 5%fenil 95%dimetilpolisiloxano.

CGAR, CGAR-EM, IK, comparacdes com bibliotecas de espectros de
massas e com a literatura, bem como as propostas de fragmentacbes de

massas continuam sendo as melhores técnicas para identificacdo de

componentes de Oleos essenciais utilizadas ultimamente.
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