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RESUMO

O dbleo essencial do espécimen Eugenia ovalifolia Camb. familia Myrtaceae
(Tribo Myrteae), extraido das folhas através do método de arraste com vapor
(coobacédo) foi analisado por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) utilizando-se duas colunas de polaridades diferentes, seus
componentes foram identificados através da comparacdo dos indices de Kovats (IK),
tempo de retencdo (tg') obtidos na literatura, espectros de massas da espectroteca
Willey e NIST, auxiliados pela anélise dos fragmentos de massas. A separacdo dos
componentes por Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo com Temperatura
Programada (CGARTP), permitiu a visualizagdo de trés regibes distintas
correspondentes aos monoterpenos, sesquiterpenos hidrocarbonetos e sesquiterpenos
oxigenados. Além de revelar 2 componentes majoritarios, globulol e viridiflorol, de

maiores concentracdes. Propostas biossintéticas dos sesquiterpenos permitiram

correlacionar todos os componentes identificados.



ABSTRACTS

The essential oil from a specimen of Eugenia ovalifolia Camb.family Myrtaceae
(Tribo Myrteae ), extracted from the leaves on steam - distillation was analysed by Gas
Chromatraphy coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) using two columns of different
polaritus. The components this oil now identificed though comparison with literature
data of the Kovats indexes, retention times mass spectro from Wiley and NIST
collections and also by the fragmentation analyses. The separation of the componentes
by High Relation Gas Chromatograpy with Programed Temperature altared the
identification of three different regions corresponding to the monoterpene, identifered.
sesquiterpenes and oxygenated, hydrocarbon sesquiterpenes along with two major
componends, globulol with lower concentratrons and viridiflorol. So substances were

were also. Biosynthetic proporals for the sesquiterpenes allowed the anelation of all

identifed componentes



ABREVIATURAS

CG - Cromatografia gasosa.

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

CGS - Cromatografia gas-sélido.

GS - Cromatografia supercritica.

CG-EM - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

CCF - Cromatografia de camada fina.

GA - Acido giberélico.

HMG-CoA- 3-hidroxi 3-metilglutaril CoA.

HMGS - 3-hidroxi 3-metilglutaril CoA sintase.

MVA - Acido mevalénico.

NADPH - Nicotinamida adenida dinucleotideo.

Pi- Fosfato inorgénico.

ATP - Adenina trifosfato.

| PP - Isopentenil difosfato.

DMAPP - Dimetil alil pirofosfato.

GPP - Geranil difosfato sintase.

FPP - Farnesil difosfato sintase.

R-NPP- R-Nerolidil pirofosfato.

S-NPP - S-Nerolidil pirofosfato.

NPP- Nerolidil pirofosfato.

CGAR - EM-C - Cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria
de massas computadorizada.

eV - Elétrons Volts.

IK- indice de Kovats.

tr- Tempo de retengédo ajustado.

t- Tempo de retencéo.

Ty- Tempo de permanéncia da fase movel na coluna.

CGARTP-Cromatografia gasosa de alta resolucdo com temperatura programada.

m/z - Relacdo massa carga.

um - Microns.
0.e - 6leo essencial.
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OBJETIVO

O presente trabalho de Tese tem como objetivo, a identificagdo dos
componentes volateis do Oleo essencial de Eugenia ovalifolia Camb. utilizando a
técnica de cromatografia gasosa, cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de
massas e comparacdo dos indices de Kovats com os citados na literatura e
comparagcdo dos espectros de massas com aqueles existentes nas espectrotecas

Willey e NIST.



PARTE 1

INTRODUGAO



INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos extraidos de plantas, vem de culturas e
civilizagbes que precedem a nossa era. Como parte de rituais religiosos, na cura de
doencas, no uso de esséncias e perfumes, na conservacdo de alimentos e de
mumias. Os nobres e ricos das antigas civilizacbes gregas e romanas apreciavam
principalmente os perfumes de flores de rosas e laranjeiras.

O dleo essencial extraido das flores de laranjeiras era conhecido pelos
romanos como "Oleo de Nelori" em homenagem a princesa de Nelora, da Italia®.

No final do século passado e inicio do nosso século, estas substancias
despertaram o0 interesse dos pesquisadores. Notadamente, as substéncias que
foram alvo destes pesquisadores eram aquelas envolvidas em principios de terapia
medicamentosa, ou que possuiam propriedades venenosas ou ainda as que faziam
parte dos condimentos. As plantas que continham tais substancias, encontravam-
se largamente distribuidas no comércio e eram facilmente cultivavéis.

O isolamento destas primeiras substancias foi feito através de reacdes
que envolviam a formacdo de sais. Uma vez que na sua grande maioria tratava-se
de bases nitrogenadas, ou seja alcaldides. O isolamento passava por processos de
destilacdo (como no caso dos Oleos essenciais e aromas). A determinacao
estrutural era feita através de reagBes que envolviam a obtengdo de derivados e
reacdes de degradacdo e, em dUltima instancia, partia-se para a tentativa da sintese.
Assim nascia a fitoquimica, que tinha como ferramenta de isolamento e

determinagdo estrutural, os métodos quimicos.



A necessidade de isolamento e determinacdo estrutural de outros
componentes diferentes daqueles (alcaldides e componentes volateis) levaram
rapidamente ao desenvolvimento dos métodos fisico-quimicos e mais recentemente
dos métodos fisicos.

Os processos fisico-quimicos tiveram inicio em 1889 com o surgimento
da cromatografia de placa, seguida pela cromatografia de papel®@.

O termo cromatografia foi usado pela primeira vez pelo russo Tswett, em
1906, quando separou componentes de extratos de folhas e de gema de ovo. Tal
método de separacdo deu-se através do uso de colunas de vidro recheadas, (com
vérios recheios) e utilizando-se como eluente, éter de petréleo®.

O avanco da cromatografia iniciou-se a partir da década de 20, quando
Kuhn® e colaboradores, aperfeicoaram os trabalhos desenvolvidos por Tswett. Em
1952, foi reintroduzida a cromatografia em papel por Consden e Gordon, dando
origem a cromatografia liquida com fase reversa®.

A cromatografia gas-solido (CGS), também surgiu em 1941 com Hesse e
colaboradores,onde o objetivo era a separacdo de &cidos graxos, tendo como gas
de arraste diéxido de carbono®).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
teve seu inicio em 1969 através do prototipo idealizado por Ragner e
colaboradores®. Tornou-se uma arma poderosa na identificagdo de compostos
volateis, sendo um sistema analitico de virtual importancia; onde o CG separa, 0
EM fornece o peso molecular, e a partir deste, a formula estrutural.

Antes do surgimento do CG-EM, a cromatografia gasosa era utilizada

basicamente na andlise de d&leos vegetais derivatizados, 0leos essenciais e



hidrocarbonetos derivados do petroleo (que exigiam o uso de padrdes e técnicas
de co-injecdes).

A cromatografia evoluiu muito nestes Ultimos anos, permitindo a
separacdo e analise de uma grande variedade de substancias. A partir do
aperfeicoamento das colunas (que inicialmente eram de vidro e empacotadas, que
passaram a ser capilares e constituidas de fibra Optica), foi possivel um aumento
na eficiéncia e na resisténcia a altas temperaturas. Com a evolu¢cdo de fases
liquidas tem sido possivel a andlise de substancias mais polares.

A partir de 1972 a técnica CG-EM foi considerada completa e confiavel
na identificacdo de compostos em misturas complexas.

A confiabilidade dos resultados veio assim gradativamente despertando
0 interesse para a andlise de outras classes de substancias. Em 1976, um total de
33 derivados trimetilsilanos de iridéides e secoiridoides glicosideos foram
analisados e identificados por CG-EM. Isto possibilitou ainda, propostas da rota

biossintética dos componentes identificados, como a aucubina, monotropeina,

glicideos e também secoiridoides®.

Em 1984, com o uso do CG-EM, foram identificados nos extratos de
embrides de sementes de Cucurbina maxima, mais de 30 componentes derivados
do &cido giberélico (GA). Entre eles o 12 a-hidroxi GAi12, GA14, GA37 e os 12 B-
hidroxi-derivados do acido 6,7-hidroxi caurendico. Com esta técnica, estes
hormbénios foram identificados em épocas diferentes de maturacdo, tanto para a

semente como para o fruto®.



Usando ainda derivados silanizados, triterpenos pentaciclicos do grupo
dos ursanos e oleananos, saponinas e acidos oleandlicos foram identificados do
extrato das sementes de Chenopodium quinoa Willd.(®)

Patitucci e colaboradores(’-8), tém investigado a composicdo de extratos
brutos vegetais ricos em terpenos, com a utilizacdo de padrdes e a técnica CG-EM.

O acoplamento do cromatdégrafo com fase gasosa ao espectrometro de
massas, tem sido fundamental na deteccdo, identificacdo, e elucidacdo estrutural de
compostos presentes em extratos vegetais (mesmo em quantidades tragos). Um
exemplo importante que merece ser citado, vem da identificacdo de ferédmonios
presentes em Samia cynilhiaricim Donovan (Lepidoptera Satumiidae).(®-10)

A partir do extrato bruto de Populus augustifolia James identificou 60
compostos fendlicos e terpendides!!V). Do extrato de Populus euphratica Oliv. 55
componentes foram separados e identificados(1?), e do extrato de Populus ciliata
Wall.13), 50 componentes. A maioria destes compostos foram caracterizados como

acidos, aldeidos e ésteres fendlicos.



1.1. FAMILIA MYRTACEAE

A familia das Myrtaceae apresenta cerca de 100 géneros e
aproximadamente 3000 espécies. Sua ocorréncia mais comum se da em climas
tropicais, subtropicais e regides maritimas. S&o conhecidos dois centros de
diversificacdo: os tropicos da América e a Australia. No Brasil desenvolveu-se
principalmente na regido sudeste(®).

Seu habitat é muito variado, podendo ser arbusto na Restinga, como
arvore de 15-20 metros na Mata Atlantica. S&o &rvores de desenvolvimento lento,
mas com 2-3 metros de altura ja produzem flores e frutos.

Quase todas as Myrtaceae sdo nativas da América, exceto o género
Tepualia. Uma das caracteristicas das Myrtaceae, € que elas apresentam ovario
infero e frutos carnosos. Outra caracteristica de plantas desta familia é o fato de
serem lenhosas.

A taxonomia desta familia e seu estudo sisteméatico é muito complexo,
devido a falta de informacdes. As referéncias utilizadas datam de aproximadamente
,100 anos atras.

O género Eugenia caracteriza-se por possuir espécies tetrameras, com
embrido conferruminado e cotilédone branco. Apresentam hipanto globuloso ou
ovoide aderente ao ovério, sendo este bilocular. A maioria dos ovarios aparecem
agrupados, de placentacdo axial média e pouca placentacdo subapical. Os

pedunculos unifloros com bracteélas ou proéfilos, sdo estéries.



Segundo o sistema de A. Cronquistl?) apresenta-se da seguinte
forma.

Divisdo: Magnoliophyta.

Classe: Magnoliopsida.

Sub-Classe: Rosidae.

Ordem: Myrtales.

Familia: Myrtaceae.

Sub-familia: Myrtoideae.

Género: Eugenia.

Espécie: Eugenia ovalifolia Camb.

Eugenia ovalifolia Camb. (figura 1) - Arbusto pequeno, folhas opostas,
inteiras, ovais, quase sésseis e glabras. Flores brancas, dispostas aos pares. Fruto
ovéide, pequeno, roxo, adstringente, muito perseguido pelos animais. Encontra-se
distribuida pelos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo (figura 2). Nomes

vulgares: murta, murtinha)



Figura 1. Eugeniaovalifolia Camb.

1.2. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DAS ESPECIES DO GENERO Eugenia.

Eugénias sdo espécies pantropicais. Estima-se que existam
aproximadamente 537 espécies. Deste total, cerca de dois tercos sdo brasileiras.
Na india Ocidental foram encontradas 100 espécies e outra centena na América,

(pouquissima no Uruguai, Argentina e poucas nos Andes e nenhuma espécie nativa

no Chile).



Estado do Espirito Santo

-

Eztado de Minaz Geraiz

_22I -

ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Eztado de $30 Paule

-230L 45 km

Restinga de Maric3

Baia de Guanabara

OCEANG ATLANTICO

Figura 2. Distribuicdo geogréafica da espécie estudada.

No Brasil em 1994, foi feito um levantamento na Reserva de Macaé de
Cima sendo coletadas 15 espécies de Eugénia®®. A espécie Eugenia ovalifolia
Camb. tem sido coletada em restingas do litoral de Maric4, Barra da Tijuca e
Recreio dos Bandeirantes. Dez espécies de Eugenias tém sido estudadas quanto a

anatomia e micromorfologia foliar??). Na tabela 1 (pagina 14) sdo representadas

as substancias predominantes destas Eugenias.
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1.3- ESPECIES DO GENERO EUGENIA MAIS ESTUDADAS.

a. Eugenia uniflora L.

Ela € encontrada na Austrdlia e na América. E conhecida como
pitangueira, sendo comum em quase todo o territério brasileiro, principalmente nas
regibes semi-Umida e semi-arida. Desenvolve-se em regides de clima quente e
umido. Na Nigéria é conhecida como planta ornamental.

Atividades antimicrobiais tem sido encontradas nos Oleos volateis das
folhas e frutos frescos de E. uniflora L(21), Quanto aos estudos da composi¢do
quimica dos 6leos essenciais, dois trabalhos sdo descritos na Iiteratura(22’23), que
descrevem o0s sesquiterpenos furdnicos e os derivados oxigenados selinenicos.
Estudos analiticos e fisicos em polpa e sementes tém sido feitos(?4), o que vem

mostrar o interesse no estudo desta espécie.

b. Eugenia javanica Lamk.

E natural da Tailandia sendo comum na india, Malasia, Indonésia e
paises vizinhos.

Do o6leo essencial das folhas de E. javanica Lamk, foram identificadas 61
substancias, Em maiores concentragdes 0s terpenenos, «-pineno, p-cimeno e

terpineno-4-ol, o cariofileno, cadinol e muurolol(25),
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Do extrato etandlico das flores foram isolados flavandides e B-

sistosterol.(26)

c. Eugenia banderensis Urb.

E uma arvore de 15 metros, natural do Brasil, mas pode ser encontrada
em Cuba, Austrélia e outros paises da Ameérica do Sul.
Do d6leo essencial das folhas foram identificados 18 componentes, sendo

em maior propor¢cdo o T-muurolol@?),

d. Eugenia jambos L.

E uma planta nativa do Oeste da india e cultivada no sudeste da Florida.
E conhecida pelo aroma doce. Os componentes volateis dos frutos identificados em
maiores quantidades foram: cis 3-hexen-1-ol, hexalinalol, 3-fenil, 1-propanol, 4&lcool

cinamilico, e o cinamaldeido(@9),

e. Eugenia caryophyllata Thumb.

lwamuro e colaboradores(?9), identificaram 110 compostos; entre eles
humaladienona,  humalol, humuleno, epd6xido II, humulenol I, alguns
sesquiterpenos, o p-cariofileno e o cariofila-3-(12) e 6 dien-4-0l. O componente

predominante foi o acetato de eugenol.
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f. Eugenia kurzii Duthie.

Nativa da india cresce no Himalaia. Da parte aérea foram isolados os
seguintes compostos: 3-C-metilapegenina  5-0-ramnose, 3-C-metiluteolina, 5-0

ramnose, o 7,4 dimetil-3-C metil-apegenina e 7, 3, 4' trimetil 3-C metiluteolina®%)

g. Eugenia cachoeirensis Berg.

Do extrato etandlico bruto da madeira da E. cachoeirensis Berg foi

isolada uma mistura de dois triterpendides pertencentes ao grupo oleanano e

ursano.(sl)

Henrique e colaboradores(®?), estudaram a composicdo quimica de 6

espécies de Eugenia que ocorrem no Brasil, entre elas a E.scuechiana Berg.

h. Eugenia biflora (L.) DC.

O seu nome vulgar é murta e encontra-se principalmente em Manaus. Foi

analisada pelo método CG-EM e outras técnicas convencionais. As substancias

identificadas foram p-amirina e eucaliptina.(33)
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. Eugenia jambolana Lamk.

E uma planta nativa dos trépicos que foi introduzida no Brasil. A analise do
0leo essencial extraido das folhas e frutos permitiu a identificacdo de 15

componentes, sendo 10 monoterpenos e 5 sesquiterpenos.(34)

j- Eugenia brasilienses Lam.

O dleo volatil extraido das folhas por hidrodestilacdo, e investigado por CG-
EM, revelou a presenca de limoneno (13%), o-pineno (10,9%), 1,8-cineol (7,4%)

B-pineno (6,1%) e linalool (6%) como componentes majoritarios. (3°)



Tabela 1. Substancia predominantes nas espécies Eugenias.
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Nome

Substancias

Referéncias

Eugenia uniflora L.
Eugeniajavanica Lamk.
Eugenia banderensis Urb.

Eugeniajambos L.

Eugenia caryophylata Thunb.

Eugenia kurzii Duthie.

Eugenia cachoeirensis Berg.

Eugenia biflora (L) DC.
Eugenia jambolana Lamk

Eugenia brasiliensis Lam.

furanodieno
a-pineno
T-muurolol
cis-3-hexen-1ol
humuleno
3-C-metilapegenina
triterpenoides
oleananicos
f-amirina
B-pineno

limoneno

22,23
25
27

28
29

30

31
33
34

35

1.4. INDICE DE KOVATS.

O indice de Kovats é um método usado para auxiliar na identificacdo dos

componentes dos Oleos essenciais. Analisa a relacdo entre os valores de retengéo

relativa e a temperatura em colunas em condi¢des isotérmicas.

Este trabalho pioneiro comecou em 1954 com Kovats(36), que criou um

método de comparacdo dos indices de retencdo (tg,) da série de n-parafinas. Kovats
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considerou que a distancia entre as parafinas seria igual a | = 100 n, com aumento

proporcional dos atomos de carbonos de acordo com seu peso molecular.

A equacao idealizada foi a seguinte:

a _ logtR'(subtdancia)-logR'(n)
o g R logR(m) T N x 100

onde: | = indice de retencdo de Kovats;

a = fase estacionaria;

b = temperatura da coluna;
tz'(Substancia) = tempo de retengdo ajustado da substancia a
ser identificada;

t:'(N) = tempo de reten¢do ajustado do padrdo anterior;
t:'(n + 1) = tempo de retencdo ajustado do padrdo posterior;
N = nimero de atomos de carbono do padrdo anterior;

tr'(n) < tg'(substancia) < tg'(n + 1).

Para uma melhor comprovacdo dos valores sdo utilizados varios gases

no ajuste entre eles: ar, metano, etano, propano, butano e outros.

Calcula-se t'r pela equagéo:

ts '= tg - ty

onde: ty = tempo de retengdo ajustado;
tr = tempo de retencgéo;
ty =

tempo de permanéncia da fase movel na coluna.
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Apds varios anos de estudos, analisando a relacdo entre os valores de
retencdo relativa e temperatura em colunas capilares (em condigbes isotérmicas),
0s pesquisadores concluiram que ocorre uma dependéncia dos valores dos indices
com a temperatura. Nas analises de Kovats ndo era considerada esta dependéncia.
Uma generalizacdo da definicho de Kovats foi logo aprimorada por varios
pesquisadores e transformadas em equacdes de Van Dool e Kratz, Guiochon,
Habgood e Harris, Giddings, Golovnya e Uraletz(37). A partir dai, sugiram varias
equacdes em temperaturas isotérmicas como também em condi¢cdes de
temperaturas programadas, conhecidas por Cromatografia Gasosa de Alta
Resolucdo com Temperatura Programada (CGARTP).

A cromatografia gasosa com temperaturas programadas tem auxiliado na
comprovacdo de drogas no corpo humano, na farmacologia, na identificacdo da
origem do petréleo, nos alimentos, no ramo da perfumaria e na identificacdo de

componentes presentes em pequenas quantidades em misturas complexas.(38)



PARTE 2

RESULTADOS E DISCUSSAO
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2. DISCUSSAO

Para o céalculo do IK (indice de Kovats) e tempo de retencdo (tz) das

substancias, foram utilizadas duas colunas de polaridades diferentes.

2.1. CGAR UTILIZANDO COLUNA CAPILAR POLAR NA ANALISE DO OLEO

ESSENCIAL DE Eugénia ovalifolia Camb.

Destilacdo por arraste a vapor (coobacdo) das folhas frescas de E. ovalifolia
Camb., produziu 0,70% de Oleo essencial, calculado com base no peso Umido. Exame
do cromatrograma de ions totais (figura 3, pagina 19) revelou trés regifes distintas, a
primeira representada pelos monoterpenos CioHis a segunda pelos sesquiterpenos
hidrocarbonetos CysH,, € a terceira pelos sesquiterpenos oxigenados CisH,,0 e
CisHo60, e ainda a presenca de mais de 100 componentes; dos quais 53 foram
identificados. A tabela 2, na pagina 22 mostra dados apresentados em ordem de
eluicdo dos componentes na coluna Innowax. No cromatograma de ions totais
observamos ainda que o Oleo caracteriza-se pela sua riqueza em sesquiterpenos,
contendo mais altas concentragcdes de globulol t;' -31.970, IK = 2.105 com (12,8%),
viridiflorol com tg' = 32.208 e IK = 2.115 (11,3%), epi-globulol, tg' = 30.781 e IK=2.057

(5%), o- cadinol tg' = 35.834, IK= 2.263 (3,6%), a-guaieno com tg' =18.220 e IK=1.609

(3,4%) e o monoterpeno foi 0 a- pineno com tg' = 3.248., IK 1.042 (1,9%).
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Figura 3- Cromatograma de fase gasosa do Oleo essencial de E. ovalifolia Camb.
coluna capilar polar fase estacionaria polietileno-glicol (Innowax) com temperatura

programada, 1min a 60° C, 4° C/min até 200° C durante 4min.

Dos outros 53 componentes identificados no oOleo, somente &- elemeno (1,4%),
B-maalieno (1,1%), longifoleno (1,8%), y- muuroleno (1,1%), a- selineno (1,9%)
,palustrol (1,5%), y- eudesmol (1,4%), o- muurolol (1,6%) - bisabolol (1,5%), estdo
presentes com intensidades superiores a 1%, enquanto a- muuroleno e Vviridifloreno

apresentaram concentracdo em torno de 2%. Outros componentes com concentracio
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inferiores a 1% também foram identificados como o valenceno (0,15%) e o &-

cadineno  (0,14%).

2.2. CGAR UTILIZANDO COLUNA CAPILAR APOLAR NA ANALISE DO OLEO

ESSENCIAL DE Eugenia ovalifolia Camb.

A coluna apolar utilizada foi com fase estacionaria 5% difenil 95% dimetil

polisiloxano, e ndo mostrou uma boa distingdo das regides (figura 4).

. |
e il \}u MNMWL&

T T T T T
5 10 15 20 3 30

Figura 4- Cromatograma do Oleo essencial de E.ovalifolia Camb. coluna apolar de fase
estacionaria 5% difenil e 95% dimetil polisiloxano (Ultra-2) com temperatura

programada: 1min a 600 C, 4°C/min até 200°C durante 4 min.
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Foram detectadas aproximadamente 90 substéncias. Nesta coluna 20
substancias apresentaram concentracdes superiores a 1%, sendo o de maior
intensidade globulol com tr' = 22.924, IK = 1.584 com (19,8%), seguido de viridiflorol
tr' = 23.152, IK =1.592 com (15,10%), e nesta mesma regido surge ainda epi-globulol
com tg' = 22.709, IK = 1577 com 2,56%.

O perfil cromatografico do o6leo essencial obtido nas andlises dos
cromatrogramas de ions totais nas colunas Innowax e Ultra-2, permitiram identificar a
maioria dos componentes presentes. O que se pode observar nitidamente, € que no
caso do uso da coluna Innowax a separagdo entre 0S componentes sesquiterpénicos
foi muito mais eficiente, enquanto que na coluna Ultra-2 existe uma aglomeracdo entre

estas substancias.

2.3. ANALISE DAS TABELAS

O indice de Kovats associado ao espectro de massa e dados coletados na
literatura favoreceu a identificacdo de componentes presentes na mistura do Oleo

essencial de E. ovalifolia Camb.

Nas tabelas 2 e 3, constam 42 substancias identificadas, através de
comparacdes entre os indices de Kovats calculados com os (IK) obtidos na literatura

com colunas de polaridade similar & Innowax citadas na literatura; tais como a DB-

WAX.
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Tabela 2. Constituintes do o.e. de E. ovalifolia Camb. ident.por CGAR em coluna polar

¥ Aok e T s o
a-pineno 3.248 1.042 1.021
B-pineno 4.656 1.129 CG-EM 1.120 1.108
limoneno 6.630 1.218 CG-EM 1.206 1.195 WINBS
p-felandrenc 8.575 1.291 CG-EM 1.218 1.202 WINBS
3-glemeno 14.430 1.486 CG-EM 1.469 - 1.472 WINBS
a~copaeno 15.003 1.504 CG-EM 1.526 1.492 WINBS
B-maalieno 15.139 1.509 CG-EM
$-bourboneno 15.980 1.532 CG-EM 1.529 WINBS
Ramaswani
isocomeno 16.260 1.547 CG-EM . Davies
a-gurjuneno 16.763 1.564 CG-EM 1.529 1.528 WINBS
Ramaswani
trans-cariofileno " 17.597 1.590 CG-EM - 1.617 -1.588 W/INBS
y-alemeno 17.731 1.897 CG-EM 1.842 . WINBS
Ramaswani
a-guaieno 18.220 1.609 CG-EM 1.651 - WINBS
Ramaswani
a-himachaleno 19.925 1.618 CG-EM 1.649 WINBS
a-humuleno 20.654 1.690 CG-EM 1.672 W/INBS
allo aromaden- 20.830 1.695 CG-EM 1.683 WINBS
dreno : Davies
y-muuroleno 21.223 1.708 CG-EM 1.692 . Davies Ramaswani
viridifloreno 21.423 1.716 CG-EM 1.697 . Davies
Ramaswani
valenceno 22.049 1738 CG-EM 1.722 1711 WINBS
Davies
y-selineno 22.195 1.744 CG-EM NIST
Davies
a-muuroieno 22295 1.747 CG-EM 1.730 W/NBS
Ramaswani
trans-f3-guaienc 22.705 1.761 CG-EM Davies
S-selineno 22.924 1.769 CG-EM NIST
B-bisaboleno 123316 1.782 CG-EM 1.745 Davies W/NBS
S-cadineno 23.720 1.794 CG-EM 1.761 1.754 WI/NBS
Ramaswani
calarmeneno 23.905 1.802 CG-EM 1.837 1.826 Davies
Ramaswani
cadina-1,4 dieno 24.268 1.836 CG-EM 1.786 Davies
Ramaswani
a-cadineno 25.336 1.855 CG-EM Davies
palustrol 27235 1.923 CG-EM NIST
WINBS
a-calacoreno 28.067 1.955 CG-EM 1.916 1914 Davies
Ramaswani
espatulenol 28.340 2.002 CG-EM 2.153 2120 WINBS
ledol 30.181 2.036 CG-EM 1914 WINBS
epi-globulot 30.781 2.057 NIST
globulol 31.970 2.105 CG-EM 2.104
viridiflorol 32.208 2.115 CG-EM 2112 W/NBS
T-cadinol 32.471 2.126 CG-EM 2.136 2.166 W/NBS
Davies
T-muurclol 32.752 2.135 CG-EM 2.181 W/NBS
Davies
a-muurofol 33.185 2.152 CG-EM WI/NBS
Dravies
p-eudesmotl 33.709 2173 CG-EM 2.248 Davies
a-cadinol 33.804 2178 CG-EM 2.224 WINBS
Davies
B-bisabolof 34.131 2.194 CG-EM Davies
_juniper camphor 34.395 2.200 CG-EM Davies




Tabela 3. Constituintes do o.e.de E. ovalifolia Camb. ident por CGAR em coluna apolar

a-pinenc

B-pineno 4.309 , ]
limaneno 5.450 1.028 CG-EM 1.031 1.030 1.030 WINBS
B-felandreno 5.561 1.032 CG-EM 1.031 1.025 . 1.030 WINBS
S-elemeno 15.195 1.338 CG-EM 1.339 - 1.381 1.342 WINBS
] Ramaswani
a-copaeno 16.322 1.373 CG-EM 1.376 - 1.369 1.375 WINBS
. " Ramaswani
B-maalieno 16.416 1.375 CG-EM 1.380 WINBS
B-bourboneno 16.699 - 1.384 CG-EM 1.384 1.406 WINBS
Ramaswani
isocomeno 16.970 1.391 CG-EM 1.386 Davies
a~gurjuneno 17.509 1.408 - CG-EM 1.409 - 1.400 : 1.403 W/NBS
) Ramaswani
trans-caricfileno . 17.793. 1418 CG-EM 1.418 o 1.428 1.413 WINBS
y-elemenc 18.266 1.433 CG-EM 1433 7 1,425 ) WINBS
) . Ramaswani
a-guaieno 17.504 1.438 CG-EM 1.439 1.454 1.455 WINBS
Ramaswani
a-himachaleno 18.758 1.448 CG-EM 1.447 1.442 WINBS
a-humuleno 18.865 . 1.452 CG-EM 1.454 1.465 1.447 WINBS
allo aromaden- 19.098 1.460 CG-EM 1.459 1.478 1.463 WINBS
dreno . Davies
y-muuroleno 19.482 - 1.472 CG-EM 1.477 1.473 Davies
Ramaswani
viridifiorenc 19.630 1.476 CG-EM 1.480 1.484 Davies
Ramaswani
valenceno 19.740 1.480 CG-EM 1.491 1.482 - 1.488 WINBS
Davies
a-selineno 19.899 1.484 CG-EM 1.484 i 1.497 NIST
Davies
a~muuroleno 20.193 1.493 CG-EM 1.499 WINBS
bulnesenc Ramaswani
&-selineno 20.667 1.506 CG-EM NIST
B-bisaboleno 20.781 1.509 CG-EM 1.508 ‘ Davies WINBS
&-cadineno ' 20.922 1.514 CG-EM 1513 - 1.524 1.518 WINBS
Ramaswani
calameneno 21.085 1.518 CG-EM 1.521 1.502 1.510 Davies
Ramaswani
cadina 1,4 dieno 21.401 1.536 CG-EM 1.532 1.518 Davies
Ramaswani
a-cadinenc 21.912 1.551 CG-EM 1.538 1.556 Davies
B-calacorenc 22.370 1.566 CG-EM 1.563 1.537 Davies
Ramaswani
espatulenol 22.510 1.571 CG-EM 1.576 1.570 WINBS
globulo! 22.709 1.577 CG-EM 1.583 WI/NBS
Davies
vindiflorol 22,924 1.584 CG-EM 1.583 1.582 WINBS
ledol 23.152 1.592 CG-EM 1.565 1.584 W/NBS
NIST
B-eudesmol 24214 1.628 CG-EM 1.649 1.639 WINBS
Davies
T-cadinol 24.480 1.638 CG-EM 1.640 1.637 W/NBS
Davies
T-muurolol 24.605 1.642 CG-EM 1.641 1.637 WINBS
_ . Davies
a-muurolol 24725 1.646 CG-EM 1645 ) 1.632 WINBS
a-cadinol 24.967 1655 CG-EM 1.649 i 1649 : Davies
B-bisabolol . 25.426 1.670 CG-EM 1.671 - Davies

juniper camphor 26.060 1.681 CG-EM 1.681 Davies
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Destas 53 substancias, 4 substancias foram identificadas somente pela
comparacgao dos IK calculados com os tabelados na literatura, (tabela 4) que séo: o

cis thujupseno, cedrol, 3-iso-thujupsenona e o bulnesol.

Quatro substancias foram identificadas pela comparagcdo dos espectros de
massas com o0s contidos na espectroteca NIST e W/NBS que sao os espectros de
massas do esterpureno, isolongifol-8-ol e o 4B-hydrogermacrena, identificado por

comparacdo direta com o espectro de massas citado na literatura (43) e ainda o

capnellano 5 o-ol, (tabela 4).

Tabela 4. Constituintes do Oleo essencial de Eugenia ovalifolia Camb. identi-
ficados através da comparacdo do IK ou

41,42)

Substancia Tempo de indice de Indentificagdo Referéncia(m) Referéncia( Referéncia.
retencéo Kovalts

Davies
cis- thujopseno 18,107 1.428 IK 1.429 1.430

Davies
cedrol 23.625 1.607 IK 1.596 1.609

Davies
3-iso- thujopsanona 24411 1.635 IK 1.637
bulnesol 25.342 1.657 IK 1.666 Davies

Wile
esterpureno EM y

Wile
isolongifol 8-ol EM y
4B-hidroxi EM 3
germacrena M Wiley

capnellano-5-o-ol

Os espectros de massas dos 49 componentes identificados foram

comparados com o0s publicados nos artigos de Ramaswani e colaboradores®®,
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Adams®9 e diversos artigos publicados no Journal Essent.Oil Res(23:27.32.35) e Flavour
and Fragrance(?5:39),

A excecdo destes casos, todas as substancias foram identificadas pelos IK
calculados e comparados aos citados na literatura, pelas espectotecas Wiley e NIST

e interpretacdo dos espectros de massas.

2.4. ESPECTROS DE MASSAS

A grande dificuldade encontrada na identificacdo dos componentes através
de comparacdo dos espectros de massas de sesquiterpenos, parte da observacdo da
invariabilidade dos ions de fragmentacdo de massas como: m/z 204, 189, 161, 159,
147, 134, 133, 119, 111, 107, 105, 104, 95, 93, 91, 81, 79, 69, 67, 55. As
diferenciacdes, podem ser feitas atraveés das intensidades dos ions que correspondem
a maior ou menor estabilidade dos ions formados. A tabela 5, na pagina 26 mostra a
origem dos principais fragmentos de massas e as perdas de massas correspondentes,
na tabela 6, pagina 28 uma lista com todos os compoentes identificados, na tabela 7

pagina 32, podemos verificar a complexidade do problema.
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Tabela 5-Principais ions de fragmentacbes de massas encontrados nos
sesquiterpenos.

fon de origem Massa perdida Fragmentacao registrado
299 18 H50 204
204 15 CHs 189
189 43 CaHy 161
202 43 CaH7 159
189 42 CaHe 147
162 28 C2Ha 134
161 28 C2Ha 133
159 28 CoHg 131
161 42 C3He 119
134 15 CHs 119
133 16 CHa 117
147 40 CaHa 107
133 26 CoHp 107
147 42 C3Hs 105
121 26 CoH2 95
136 43 CaHy 93
133 40 CoHa 93
121 28 CoHo 93
133 42 CaHy 91
119 26 CoHa 91
107 26 CoHp 81
121 42 C3Hg 79
105 26 CoHp 79
81 2 Hp 9
93 16 CHy 77
95 26 CoHp 69
03 26 CoHp 67
81 26 CoHp 55

De um modo geral estes fragmentos podem ser perdidos pela ruptura simples

de uma ligacdo ou apds rearranjo 1,4 de hidrogénio seguida de ruptura. Em outras
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situacbes pode-se também encontrar fragmentacbes do tipo, retro Diels-Alder e
McLacfferty.

Alguns compostos, no entanto, apresentam picos correspondentes a
fragmentacdes muito caracteristicas. Desta forma podemos citar alguns exemplos
importantes. O B-bourboneno (figura 12, pagina 40) apresenta como pico base o ion
m/z 81, que tem como origem o ion m/z 123, obtido apés rearranjo 1,4 de hidrogénio
do ion molecular M 204, com subsequente perda de propeno segundo a proposta de
fragmentacdes de massas no (esquema 8).

No espectro de massas do calameneno (figura 27, pagina 55), o ion de m/z
159 corresponde ao pico base, e as demais fragmentacdes, com pequenas
intensidades demonstra a perda facil do radical isopropila m/z 43 dando origem a
carbocation benzilico que pode ser estabilizado pelos elétrons do anel aromatico que
justifica a estabilidade deste ion (esquema 23). Semelhante ao calameneno é o
espectro de massas do o-calacoreno (figura 32, pagina 60), onde pode-se observar a
perda facil do radical isopropila criando um carbocation benzilico de m/z 157, que
correspondente ao pico base, bastante estabilizado (esquema 27).

Estes sdo exemplos de facil identificacdo através da comparacdo direta dos
espectros de massas, outros casos semelhantes podem ser encontrados, mas a
grande maioria exige habilidade e experiéncia na analise destes espectros e requer
desta forma outros parametros de comparacdo como por exemplo os célculos de

indices de Kovats em duas colunas de polaridades diferentes para evitar davidas para

uma proposta estrutural.



Tabela 6-. Os componentes identificados

1l.a-pineno.. . oo e
2. B-pineno

3. limoneno

4. B-felandreno

5. &-elemeno

6. a-copaeno

7. B-maalieno

8. B-bourboneno
9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.
23.
24
25.
26.

isocomeno
a-gurjuneno
trans-cariofileno
v-elemeno
o-guaieno
a-himachaleno
o-humuleno
allo-aromadendreno
y-muuroleno
viridifloreno
valenceno
a-selineno
a-muuroleno
trans-f-guaieno
5 -selineno
B-bisaboleno
S-Cédineno

trans-calameneno

21
28,
29,
30.
31.
32.
33.
34,
35,
36.
3r.
38.
39.
40.
41,
42.
43,

cad_in_gﬂ A4dieno
a-cadineno

palustrol
a-calacoreno
espatuienol

globulol

viridiflorol

ledol

eudesmol < 10-epi-y >
y-eudesmol

T-cadinol

T-muurolol

a-muurolol
p-eudesmol

a-cadinol

pB-bisabolol

juniper camphor

. cedrol
45,
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.

epi-globulol
3-iso-thujopseno.

cis- thujupseno
bulnesol

esterpureno
isolongifol-8-ol

4 B-hidroxigermacrena

capnellano 5-a-ol / 53-thujpsan-2c-ol
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2.5-DISCUSSAO DOS ESPECTROS DE MASSAS ATRAVES DOS

PRINCIPAIS IONS DE FRAGMENTACAO DE MASSAS.

Das 53 substancias identificadas, 32 estruturas foram propostas através das
analises por comparacdo das espectrotecas, compara¢do dos ions dos IK e
interpretacdo dos espectros de massas.

No espectro de massas do a-pineno, na (figura 5, pagina 33) observa-se
os principais ions de fragmentacdo de massas em M-* 136 fon molecular, m/z 121 que
corresponde a perda de um ion radical CH3 a partir do ion molecular, m/z 93 ion
correspodente ao pico base e os ions m/z 79 e m/z 77 que aparecem representados
pelos fragmentos mostrado no esquema 1.

No espectro de massas do 8- elemeno (figura 8, pagina 36) e do y-elemeno (
figura 16, pagina 44) pode-se observar ions de fragmentacGes idénticas em ambos o0s
espectros como m/z 204, 189, 161, 121, 93, 67 e 41 sendo diferenciados pelo ion de
m/z 136 que aparece com 50% de intensidade no espectro do o&-elemeno. As
propostas dos principais ions de fragmentacdo encontram-se representados nos
(esquema 4) e (esquema 12) para 0 6- elemeno e 0 y-elemeno respectivamente.

No espectro de massas dos isomeros como : palustrol (figura 30, pagina
58), globulol (figura 34, pagina 62 ), viridiflorol (figura 35, pagina 63), ledol (figura 36,
pagina 64), epi-globulol (figura 37, pagina 65); pode-se observar a semelhanca dos

principais ions de fragmenta¢gGes de massas.



palustrol globulol viridiflorol ledol epi-globulol

Na tabela 7 estdo indicados para os is6meros : palustrol, globulol,
viridiflorol, ledol e epi-globulol; seus principais ions de fragmentacdes de massas e
suas correspondes abundancais relativas.

Na analise dos espectros de massas, através dos principais ions de
fragmentagdo dos isomeros acima citados, que se encontram relacionados na tabela
7, ndo levaremos em consideracdo aqueles que apresentam-se com frequéncia para
todos os isomeros. Nossa andlise vai se deter as principais diferengas encontradas
nestes espectros.

Palustrol apresenta espectro de massas muito diferenciado dos demais
isomeros 0 que ndo permite margem de erros. Por outro lado poderia ser confundido
com o6xido- cariofileno que também apresenta pico base com m/z 111. Este portanto é
um exemplo tipico, da necessidade do uso de outros paramétros que levam a solucdo
do problema Desta forma, indiscutivelmente analise comparativa dos indices de
Kovats torna-se um fator importante e indispensavel. Ap0s comparacdo dos espectros

de massas e dos indice de Kovats pode-se concluir tratar-se do palustrol.
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Viridifiorol diferencia-se dos isomeros palustrol e ledol pela auséncia do
ion de fragmentacdo de massas de m/z 107, que esta presente nos espectros dos
outros dois. Diferencia-se do epi-globulol principalmente pela alta intensidade do pico
m/z 119 (53,4%) em viridiflorol e somente (34%) em epi-globulol, e da alta
intensidade do pico m/z 82 (56,9%) em epi-globulol e (17,5%) em viridiflorol. Em
relacdo ao globulol o espectro do viridiflorol apresenta ion de m/z 119 (53,4%), muito
superior ao globulol com intensidade igual a (18,9%) . Enquanto, a principal diferenca
do espectro de massas do ledol (figura 36, pagina 64) pode ser verificada pela
presenca do ion de fragmentagdo de massas em m/z 179 que embora esteja presente
no espectro de massas do palustrol, este UGltimo apresenta espectro muito
caracteristico, com ion de m/z 111 correspondente ao pico base, enquanto ledol o pico
base aparece com m/z 43, (esquema 31).

Globulol (figura 34, péagina 62) e epi-globulol (figura 37, péagina 65)
diferenciam-se entre si pelo ion de fragmentacdo de massas tal como: m/z 207
presente em globulol e ausentes no espectro do epi-globulol. Epi-globulol apresenta
ainda ion de m/z 82 (56,9%), muito caracteristico, que embora apareca nos demais
isomeros este é muito mais intenso para o epi-globulol (esquema 32).

Todas as propostas estruturais foram feitas pelas analises criteriosas de comparacéo
dos espectros de massas e dos indices de Kovats, permitindo assim uma margem de
erro muito pequena. Outros recursos poderiam ser utilizados, como o isolamento de
componentes majoritarios e 0 uso de substancias padrdes, que dificilmente sao

encontrados principalmente no caso dos sesquiterpenos.
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Tabela 7 -Principais ions de fragmentagbes do palustrol, globulol, viridiflorol, ledo! e

epi-globulol, e suas correspondentes abundancias relativas.

207 — 7,0 34 5,1 —
204 43,0 20,7 22,4, 20,7 36,2
189 20,7 24,0 31,0 18,9 29,3
179 6,9 — e 5,1
175 S 86 5.1 — 5,0
161 39,0 430 500 36,2 50,0
147 32,0 17,5 17,2 32,7 15,8
135 —— 17,2 14,0 10,5 12,3
133 — 15,8 17.5 16,7 17,2
122 84,5 27,6 258 51,7 17,5
121 31,6 25,8 258 31,0 32,7
119 24,5 18,9 53,4 17,5 | 34,0
111 100, 0 10,5 52 29,8 10,5
109 43,0 41,4 54,4 55,1 55,1
107 46,5 38,0 345 44,8 327
105 39,6 31,0 36,2 29,5 50,0
95 51,7 31,0 18,9 36,2 33,0
93 43,0 345 36,2 41,4 46,5
91 276 - 24,1 258 27.6 31,0
83 36,2 12,3 8,7 17,5 17,5
82 22,8 15,8 17,5 28,0 56,9
81 448 39,6 38,5 482 32,7
79 31,0 19,0 258 34,5 293
77 20,7 15,8 19,0 19,3 22.4
69 38,0 34,5 50,0 51,0 43,0
67 38,0 35,0 36,2 41,0 41,4
55 53,4 327 31,0 34,5 39,6
43 55,1 100,0 100,0 100,0 100,0

41 72,4 555 58,6 67,2 56,9
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Esquema 1-Principais ions de fragmentagio de massas do a.-pineno.
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Esquema 2- Principais fons de fragmentagio de massas do limoneno
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Esquema 3- Principais ions de fragmentagdo de massas do p-felandreno
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Esquema 4 -Principais ions de fragmentagdo do d-elemeno.
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Figura 9- Espectro de massas do germacreno B.
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Esquema 5- Principais ions de fragmentagdo de massas do germacreno B.
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Esquema 6- Principais ions de fragmentagdo de massas do a-copaeno.
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Figura 11- Espectro de massas do B-maalieno.
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Esquema 7- Principais fons de fragmentagdo de massas do 3-maalieno
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Esquema 10- Principais ions de fragmentagdo de massas do «-gurjuneno.
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Esquema 11- Principais ions de fragmentagdo de massas do trans-cariofileno.
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Esquema 12-Principais ions de fragmentagdo do y-elemeno.
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Figura 17- Espectro de massas do longifoleno.
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Esquema 13- Principais ions de fragmentagdo de massas do longifoleno.
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Esquema 14- Principais ions de fragmentagdo de massas do «-guaieno.
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Figura 19- Espectro de massas do «-himachaleno.
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Esquema 15- Principais ions de fragmentagdo de massas do a-himachaleno.
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Figura 20-Espectro de massas do a-humuleno.
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Esquema 16- Principais ions de fragmentagdo do a-humuleno.
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Figura 21- Espectro de massas do allo-aromadendreno.
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Esquema 18- Principais ions de fragmenta¢do de massas do viridifloreno.
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Figura 24- Espectro de massas do o-muuroleno.

@ oo g

_sl:,\
t oo m/z 161 m/z 133
M too4
\ _].+ o .

CH
3 m/z 94 m/z 93
— .
s
+ 2 - N~
+ m/Z iud
m/z 185 + m/z 147

Esquema 20- Principais ions de fragmentagdo de massas do a- muurateno.
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Figura 25- Espectro de massas do B-bisaboleno.
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Figura 26- Espectro de massas do d-cadineno.
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Figura 27- Espectro de massas do calameneno.
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Esquema 23- Principais ions de fragmentagio de massas do caiameneno.
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Figura 28- Espectro de massas da cadina -1,4 dieno.
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Esquema 24- Principais ions de fragmentac¢do de massas da cadina -1,4 dieno.
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Figura 29- Espectro de massas do a-cadineno.
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Esquema 25- Principais ions de fragmentagdo de massas do a-cadineno.
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Figura 30- Espectro de massas do palustrol.
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Figura 31- Espectro de massas do palustrol, obtido da espectroteca NIST.
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Esquema 26- Principais fons de fragmentacdo de massas do palustrol.
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R Scan 3232 ( 35647 min ).
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Figura 32- Espectro de massas do a- calacoreno.
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Esquema 27- Principais ions de fragmantacdo de massas do a-calacoreno.
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Scan 4181 (46122 min )
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Figura 33 - Espectro de massas do espatulenol.
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Esquema 28-Principais ions de fragmentacdo de massas do espatulenol.
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Esquema 29- Principais ions de fragmentag@o de massas do globulol
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Esquema 30- Principais ions de fragmentagio de massas do viridiflorol.
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Scan 3744 (41.291 min ).
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Figura 36- Espectro de massas do ledol.
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Esquema 31- Principais fons de fragmentagio de massas do ledol.
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Figura 37- Espectro de massas do epi-globulol.
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Esquema 32- Principais ions de fragmentag@o de massas do epi-globulol.
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Scan 4431 (48543 min )
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Figura 38- Espectro de massas do T- muurolol.
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Esquema 33- Principais fons de fragmenta¢do de massas do T- muurolol.
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Figura 39- Espectro de massas do §- selineno.
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Scan 2347 ( 25.907min ).
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Figura 40- Espectro de massas do a- muuroleno.
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Esquema 35- Principais {fons de massas do a- muuroleno.
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Figura 41- Espectro de massas do $-eudesmol.
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Esquema 36- Principais ions de fragmentagdo de massas do B- eudesmol.
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Figura 42- Espectro de massas do T- cadinol.
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Esquema 37- Principais fons de fragmentagio de massas do T-cadinol.
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Esquema 41- Principais ions de fragmentagdc de massas do thujsano-2c-ol.
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Figura 48 - Espectro de massas do 4f3- hidroxygermacrena 1 (10) , 5- diene.
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Figura 47 - Espectro de massas do 4 B-hidroxygermacrena 1 (10) , 5-diene."**’
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Esquema 42- Principais ions de fragmenta¢do de massas do 4-f -hidroxygermacrena 1 ( 10) S
- diene.



PARTE 3

PROPOSTA BIOSSINTETICA DOS SESQUITERPENOS.
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3. PROPOSTA BIOSSINTETICA DOS SESQUITERPENOS

A diversidade e predominancia de esqueletos sesquiterpénicos presentes no
0leo essencial da E. ovalifolia Camb. nos levaram a busca das correlacdes
biossintéticas existentes entre estes compostos.

Algumas revisbes tratam da biossintese de compostos terpénicos Cs-
Co %47 e mais especificamente sobre sesquiterpenos®. As rotas biossintéticas de
um grande numero de sesquiterpenos foram bem estabelecidas nos udltimos anos,
gracas principalmente a trabalhos desenvolvidos envolvendo o isolamento das enzimas
que catalizam determinadas reacdes, e com o0 estabelecimento dos mecanismos
definidos através de experimentos com provaveis precursores marcados
isotopicamente.

O precursor original (esquema 43) na biossintese dos terpenos é o
mevalonato, através da reacdo de condensacdo do acetii CoA e do acetoacetil CoA
levando a 3-hidroxi-3-metil-glutarii CoA (HMG-CoA) que € catalisada pela enzima 3-
hidroxi-3-metil-glutaril CoA sintase, na seqiéncia de reacdo que leva ao &cido
mevalbnico a participagdo da enzima hidroxi-metil-glutarii CoA redutase catalisa a
reducdo do 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA a acido mevalénico na presenca de NADPH.

A enzima mevalonato quinase na presenca de ATP catalisa a fosforilagcdo do

mevalonato para mevalonato-5-fosfato, esta reacdo leva inicialmente ao isopentenil
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difosfato (IPP) e finalmente isopentenildisfosfato: dimetilalildifosfato isomerase (IPP
isomerase) catalisa a reacdo de rearranjo 1,3-alilico que converte IPP em
dimetilalilpirofosfato (DMAPP) via um mecanismo base catidnico postulado no

(esquema 44) resultando na observacdo de uma transposicdo antarafacial de

hidrogénio.
Esquema 43
) OH OH
SCoA “. / “. /
Y 3 ﬁ
co H
o 07 “scon 72 COZH
HMG-CoA MVA-5-FOSFATO
ATPl d
OH

PPO £ PPO e
\/Y -t \/\( <t
—
P PO

DMAPP IPP

MVA-5-DIFOSFATO
a - HMG CoA sintase. d - fosfomevanolato quinase.
b - HMG CoA redutase. e - mevalonato 5-difosfato descarboxilase.

¢ - mevalonato quinase f - IPP isomerase
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Esquema 44

PPO

Farnesildifosfato € formado pela condensacdo sequencial cabeca-cauda de
dimetilalildifosfato com duas unidades de isopentenildifosfato na presenca de enzimas
preniltransferases que ndo s&o especificas, contudo para o alongamento da cadeia
uma enzima especifica tem sido encontrada nas folhas de Pelargonium roseum,
geranildifosfato sintase (GPP sintase) e mostra uma grande distincdo com
farnesildifosfato sintase (FPP sintase) também presentes em plantas.

Experimentos com marcacdo isotopica usando enzimas de Pelargonium roseum
tem confirmado a normal estereoespecificidade do acoplamento, no qual DMAPP é
adicionado na fase si-si da dupla ligacdo do IPP, com estereoespecificidade de perda
do hidrogénio pro-2R do ipp™9). Por outro lado tem sido demonstrado que em Pisum
sativum(®9, o acoplamento ocorre de uma forma anémala no qual o residuo alilico
adicionado a face re-re, mas com a usual perda do hidrogénio pro-2R da unidade IPP

mostrados no esquema 45.



Esquema 45

Obp

QD
1

re-re (andmalo)

b = si-si (normal)

Em geral os precursores dos sesquiterpenos sdo o (E,E)-farnesildifosfato e

(Z,E)-farnesildifosfato, no entanto,

outras propostas biossintéticas sugerem R-

nerolidilpirofosfato (R-NPP) ou S-nerolidilpirofosfato (S-NPP) por um rearranjo syn.

alilico do (E,E) farnesildifosfato com o precursor dos sesquiterpenos (esquema 46).
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Esquema 46

\\T’;:::;:J:::]
CPP

~farnesilpirofosfato

I —

R-NPP

Nerolidilpirofosfato sofre ciclizacdo sobre a dupla ligacdo A®, ou A'° sobre o
C-1 com eliminacdo antialilica do pirofosfato e a conformagdo dos enantibmeros dos
nerolidilpirofosfato que sofre a ciclizagdo, determina a estereoquimica dos produtos.

Andersen e col.5Y sugerem que nerolidilpirofosfato (NPP) seja o substrato
imediato para a ciclizagdo enzimatica, e elimina o mecanismo que distingue entre 0s
derivados (E,E) e (ZE)-farnesilpirofosfato®?. Foi atribuido por Arigoni o conceito de
que a conformagdo de ciclizacdo do substrato é que determina a estereoquimica do
produto.

Humuleno e cariofileno s@o dois sesquiterpenos que ocorrem comumente em

muitas plantas. Na biossintese do humuleno e cariofileno que estd sugerida no
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(esquema 47), o mesmo sistema de enzimas catalisa as seguintes reacgdes: rearranjo
syn-alilico e deslocamento antialilico, mas utiliza 0 S-NPP como substrato de partida.
A conformacdo do S-NPP leva diretamente a biossintese de humuleno e
cariofileno nas suas conformacfes mais estaveis(®3°%). O ataque nucleofilico do C.,
sobre o C-;; como mostra o (esquema 48), ocorre em trés etapas na conversdo in

vitro de humuleno para cariofileno(®®).

Esquema 47

00 TGP
XD - D

cariofileno humuleno

Croteau (57) tem relatado que uma enzima obtida das folhas de Salvia officinalis

converteu [1-*H] FPP em uma mistura 2:1 de humuleno e cariofileno respectivamente.
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A especificidade da marcacdo isotopica foi confirmada pela degradacdo oxidativa
dos sesquiterpenos obtidos enzimaticamente para acido 2,2-dimetilsuccénico e acido

trans-norcariofilénico como mostra o (esquema 48).

Esquema 48

PO — AD

cariofileno
humuleno l

A rota biossintética para obtencdo de longifoleno, que estd suportada na
proposta sugerida por Arigonil), concluida por estudos detalhados de marcagéo
isotopica mostrada no (esquema 41), revela as implicagbes conformacionais e
estereoquimicas, onde a etapa inicial de ciclizacdo € mostrada como um deslocamento
antialilico do pirofosfato do R-nerolidilpirofosfato (R-NPP). Esta € uma reacéo

biossintética conhecida e elimina o segundo rearranjo alilico inicialmente proposto(®®).
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Esquema 49

- 4
|
oy S

longifoleno

Dentro da mesma proposta de ciclizagao do R-NPP hipdteses foram propostas

(59)

para a biossintese de elemenos™ sugeridos no ( esquema 50 ).
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Esquema 50

M +
4/53; — gama-elemeno
= “opp
S
R-N PP
l HO

R S

delta-elemeno

)

beta-elemeno

A formacgao de 4 classes de cadinenos tem sido racionalizada assumindo-se
um processo de cicliza¢do envolvendo um rearranjo 1,3 de hidreto para um carbocation
em C-i; do germacreno, para 0 grupo dos muurolenos e cadinenos e por dois

rearranjos 1,2 de hidretos para formagao do grupo dos amorfenos e bulgaranos®®"
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Esquema 51

2 vezes

/ \
l :*)\j germacreno
P N
/Cb Q&é/—L\

muurolenoc cadineno bulgaranos amozrieno

H

——

jes}

A ciclizacdo enziméatica de (E,E)-FPP para (+)-0-cadineno tem sido
detectada em experimentos com administracdo de (E,E)-[1-3H] farnesilpirofosfato em
Gosssipium hirsutum(®2) catalisada pela enzima (+)-8-cadineno sintase posteriormente
purificada de cotiledons infectadas com Xanthomonas campestris pv. malvecearum
(Smith)(€3),

Duas possiveis solucdes envolvendo a ciclizacdo de farnesilpirofosfato para
cadinenos foram propostas por Arigoni#l), a primeira que envolve a ciclizacdo de
farnesilpirofosfato para formar um anel de dez membros, seguida pela desprotonacdo

levando a um intermediario, germacreno-D, que pode sofrer uma troca conformacional
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para configuracdo cisoide dos carbonos 2 e 3 e posterior protonacao e ciclizagdo para

d-cadineno. Rearranjos de hidretos para o cation germacreno possibilitaria a formacéo

de esqueletos muuroleno e amorfeno mostrado no (esquema 52).

Esquema 52

—_———— E:;::i\l\T/’
l oPp
N

//\ \ +
Cation ggermacreng

set

T /;\\ ’“L\
alfa-copaenc al fa-amorfeno JF—’L_W\

B

deltg-cadineno alfa-muurolens

[
|
SEY

A segunda solucdo para o problema geométrico da dupla ligacéo

2,3-trans envolve a inicial isomerizacdo de farnesilpirofosfato para nerolidilpirofosfato

(NPP), seguida pela rotacdo da ligacdo 2,3 e este leva ao cation germacreno
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(esquema 53) que através de rearranjos de hidretos mencionados anteriormente da

origem aos diversos cadinenos.

Esquema 53

opPP OPP

OPP

S-NPP R-NPP

Em trabalho desenvolvido por Okuyama e Col.(64) com diferentes mevalonatos
deuterado foi mostrado a eficiente incorporacdo em calameneno através da
determinacdo por espectrometria de massas. A distribuicdo da marcacdo isotdpica
pode ser racionalizada pela sequéncia ilustrada no (esquema 54). Inicial ciclizacdo de
FPP para o cation germacradienil com rearranjo 1,3 de hidreto dando origem a

formacdo do biciclico com um novo rearranjo 1,2 de hidreto do C-g5 para C.; com



subsequente eliminacdo de H* para a juncdo do anel, de H.5 para Cg e H., para C.;

dando calameneno.

Esquema 54

calameneno

(E,E)-farnesilpirofosfato também atua como precursor na biossintese de f-
selineno. A parcial purificacdo da enzima p-selineno ciclase dos frutos de
Citrofortunella mitis(®® dando resultados comuns a outros sesquiterpenos ciclases que
requer um metal divalente como cofator revelado no caso da enzima B-selineno ciclase,
onde Mg** tem atuacdo mais efetiva do que Mn**. A proposta da seqliéncia

biossintética esta ilustrada no (esquema 55).
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Esquema 55
H
U,
+
OPP H
H beta-selineno
R-NPP

alfa-selinenco

Estudos feitos por Thakur e col.88) mostraram rearranjos 1,2 de hidrogénio
durante a biossintese de patchoulenos em Pogostemon cablin Benth. o, B, vy € 06—
patchoulenos envolvendo provavelmente cis-farnesilpirofosfato, que sofre ciclizacédo e
subsequente rearranjos 1,2 de hidreto ilustrado na seqiéncia do (esquema 56), que

indica um intermediario comum para estes patchoulenos.
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Esquema 56

—

|

v | l
22 %o oo

alfa-patchouleno beta-patchouleno gama-patchouleno delta-pachouleno

Consideragdes mecanisticas finais foram estabelecidas por Croteau e col .(67.68)
partir de experimentos que demonstraram a sequéncia biossintética de producdo de
patchoulol & partir de [12,13-14C; 1-3H] farnesilpirofosfato mediadas pela enzima
patchoulol sintase, que também requer especificamente Mg** com o cofator. O resumo
destes resultados sugeriu que olefinas ciclicas estruturalmente relacionadas sao
sintetizadas como co-produtos de patchoulol sintase e que este processo pode ser
racionalizado assumindo que as olefinas surgem de um intermediario carbocatiénico na

rota para patchoulol pela desprotonacdo, ou rearranjo de hidreto seguida de

desprotonagdo mostrado no (esquema 57).



Esquema 57

%E B %Df’ go%-—— @D}}»

+
+ .
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\
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i gama-patchoul eno

alfa-bulneseno
OH
-
beta-patchouleno (=) -patchoulol alfa-patchouleno

Proposta biossintética para obtengdo de allo-aromadendreno segue a

hipotese de ciclizagcao do S-NPP citada na literatura como ilustra o ( esquema 58 ).
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Esquema 58

OPP

allo-arcmadendreno

Cane e col.6970) tém estudado o mecanismo que envolve a obtencdo de
pentaleneno através da conversdo de FPP isotopicamente marcado, e relatado o
isolamento e purificagdo de pentaleneno sintase de uma espécie de Streptomices que
catalisa a ciclizacdo de trans-trans-farnesilpirofosfato para pentaleneno. O mecanismo
no qual a ionizacdo inicial, e ciclizacdo do FPP gera humuleno pelo ataque eletrofilico
sobre a face Si do C.q; e a perda de um proton de C.o, esta ilustrado no (esquema 59).
Reprotonagdo do intermediario humuleno para C-10 e ataque intramolecular sobre C.g,
pela dupla ligagdo A’ gera o cation, que pode sofrer migracdo de hidreto seguida de
ciclizacdo com perda de um dos protons H.g do percursor FPP para produzir

pentaleneno.
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Esquema 59
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Por outro lado a biossintese de isocomeno e outros esqueletos afins parecem
ter como precursor cariofileno tendo como intermediario dois carbocations que foram

propostos por Zalkow e Col.172) e por Bohlmann(”® que podem ser visualizado no

(esquema 60).
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Esquema 60
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3.1- CORRELAGAO BIOSSINTETICA ENTRE OS COMPONENTES IDENTIFICADOS

EM Eugenia ovalifolia Camb.

A partir das propostas biossinteticas descritas na literatura para os
sesquiterpenos foi possivel correlacionar os compostos identificados que tém como
precursores a ciclizagdo 2,3 cis-farnesilpirofosfato ( pag. 98 ) e do 2,3 trans-

farnesilpirofosfato ( pag.99 ).
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Ciclizagao 2,3 cis-farnesilpirofosfato.
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Ciclizagao 2,3 trans-farnesilpirofosfato
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. METODOS EXPERIMENTAIS

Eugenia ovalifolia Camb. € conhecida como muro, murtinho, esta espécie foi
coletada na estrada Rio/Santos, Avenida das Américas, entre a Barra e o Recreio dos
Bandeirantes no periodo de outubro de 1995. A identificacdo botanica da espécie
estudada foi realizada pela Dr2 Graziela M. Barroso pesquisadora aposentada do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro, classificou o vegetal como uma Myrtaceae do

género Eugenia ovalifolia Camb.

4.2. OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial da Eugenia ovalifolia Camb. foi extraido das folhas, pelo
método de arraste de vapor com coobacdo em aparelho de Clevenger, logo apés a

coleta, durante 4 horas. Foi usado 849 g das folhas frescas obtendo 0,50 g do oleo

com rendimento de 0,070%.
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4.3. PARTE INSTRUMENTAL

A andlise do 6leo essencial foi feita em duas colunas cromatogréaficas, como
também os padrbes de hidrocarbonetos lineares para o célculo do indice de Kovats
para comparacdo e identificacdo dos constituintes do 6leo essencial da E. ovalifolia
Camb. O método cromatografico utilizado foi Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo
(CGAR) no cromatégrafo HP 5890 série Il, acoplado a Espectrometria de Massas-
Computadorizada CGAR-EM-C modelo HP 5890, MSP 5970 com 7958B e 70 eV.

O gas de arraste foi o hidrogénio na vazao 1 mi/min, com taxa de divisdo de
fluxo 1/100. A temperatura do injetor foi 280°C e a do detector 300°C. Para melhor
identificacdo dos componentes deste Oleo foram utilizadas duas colunas
cromatograficas uma polar e a outra apolar, a primeira (polar) de silica fundida (30 m
x 0,32 mm x 0,50 mm) fase estacionaria polietileno-glicol (Innowax) e a apolar também
de silica fundida (25 m x 0,20 mm x 0,33 mm), fase estacionaria - 5% difenil e 95%
dimetil polisiloxane (Ultra-2). As programacbes de temperatura foram: 60-200°C, taxa
de aquecimento de 4°C/min., programada a 60°C por 1 minuto permanecendo na
temperatura final por 4 minutos.

As condi¢cbes de andlise no CGAR-EM-C foram: a temperatura do injetor
250°C a do analisador de quadrupolo foi 300°.C A coluna utilizada (25 m x 0,2 mm X

0,33 mm) com fase estacionaria polietileno-glicol (FFAP). A programacdo da
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temperatura 70°C-280°C, taxa de aquecimento de 2°C/min., programada a 70°C por 1

minuto elevando a temperatura final e permanecendo por 3 min.

Os padrdes de hidrocarbonetos lineares foram analisados no cromatdgrafo a
gas Hewlett Packard -modelo 5890 série IlI- nas seguintes condi¢bes: o gas de arraste
foi o hidrogénio na vazdo 1 ml/min, injecdo com divisdo de fluxo (1/100) com colunas

capilares ja descritas anteriormente. A programacdo foi de 60° C a 200°C com taxa de

aquecimento de 4°C/min.

4.4, METODOS FiSICO-QUIMICOS

4.4.1. INDICE DE REFRACAO

O aparelho utilizado para medir o indice de refracdo foi o Schimadru Brusch
e Lomb, [0 solvente utilizado foi o tolueno]. O indice de refracdo do 6leo essencial da

Eugenia ovalifolia Camb. foi de 1,5024.

4.4.2. ROTACAO OPTICA

Foi utilizado um polarimetro Perkin-Elmer modelo n° 341, temperatura do
banho de 20°C, a célula polarimétrica foi de 10 mm com desvio a 0°C.

O valor obtido do 6leo essencial da Eugenia ovalifolia Camb. foi [o]p20

= -0,70°.
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4.4.3. CALCULO DA UMIDADE

Para o céalculo da umidade utilizou-se um "Dean starke", empregou-se 10 g
do material vegetal e 75 ml de tolueno como solvente; ap6és o periodo de 4 horas foi

possivel o calculo do teor de umidade que teve como resultado para a Eugenia

ovalifolia Camb. 45% de umidade.

4.5. PADROES UTILIZADOS

Os padrées de hidrocarbonetos lineares utilizados nas duas colunas foram
de Cg9 a C3p para a coluna de fase estacionaria polietileno-glicol (Innowax) e de C; a

Cos para coluna de fase estacionaria 5% difenil e 95% dimetil polisiloxane (Ultra-

2).Estes padrdes foram fornecidos pela Aldrich.
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5. CONCLUSAO

O uso da CGAR, CGAR-EM-C associado as analises dos IK e comparacdo
com as espectrotecas NIST e Wiley, possibilitou a identificacdo de 53 substancias no
6leo essencial da Eugenia ovalifolia Camb.

A coluna capilar polar polietileno-glicol (Innowax), mostrou maior eficiéncia
na separacdo das substancias, o mesmo ndo ocorrendo com a coluna capilar apolar
5% fenil 95% dimetil polisiloxano (Ultra-2).

Os componentes de maiores abundancias na coluna capilar polar foram o
globulol (12,8 %) e o viridiflorol (11,3 %). Na coluna capilar apolar o de maior
abundancia foi o globulol com (19,8 %).

Propostas biossintéticas para sesquiterpenos indicam que 0s sesquiterpenos
identificados de Eugenia ovalifolia Camb. tém origem na ciclizagdo de 2,3 - cis ou 2,3
trans farnesilpirofosfato.

O uso da CGAR-EM com espectrotecas cada vez mais completas, tem-se
revelado a cada dia um poderoso método de andlise para 6leos essenciais, que né&o

requer custos elevados e demasiado tempo.
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