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CAPITULO 01

ESTUDO QUTM]CO DOS COMPOSTOS
ORGANICOS VOLATEIS DE Annona

cortacea Mart. E Xylopia aromatica (Lam.)

Mart. (Annonaceae)



RESUMO

CAPITULO 01: ESTUDO QUIMICO DOS COMPOSTOS ORGANICOS
VOLATEIS DE Annona coriacea Mart. E Xylopia aromatica (Lam.) Mart
(Annonaceae) - Nesta pesquisa realizou-se o estudo do perfil quimico dos compostos
organicos volateis (COVSs) das flores e folhas das espécies Annona coriacea e Xylopia
aromatica (Annonaceae), por meio da extracdo in vivo e in vitro, através das técnicas de
headspace-microextracdo em fase solida (HS-SPME), hidrodestilacdo e caracterizacdo
via cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Pela anélise
da fracdo volatil das flores e folhas de A. coriacea observou-se COVs diferentes, de
acordo com os revestimentos usados, visto que a selecdo da fibra se torna um dos
principais fatores para a andlise de COVs em partes vegetais diferentes. O perfil
quimico das flores de X. aromatica foi obtido via HS-SPME, em que se comparou a
eficiéncia das extragdes in vivo e in vitro, em funcdo do maior numero de COVs
presentes no aroma floral. Uma vez que foram obtidos varios dados quimicos, foi
realizada a andlise multivariada dos mesmos, a qual forneceu informacdes relevantes,
contribuindo para a otimizacéo de algumas condicdes, tais como selecdo da fibra, tempo
de extracdo e temperatura de extracdo que rendessem a caracterizacdo do maior nimero
de COVs. Neste contexto, as condi¢cbes que apresentaram o0s resultados mais
promissores foram: fibras de CAR/PDMS e PA, tempo de extracdo igual a 60 min e
temperatura de extragdo de 29 °C. O dleo essencial das flores de X. aromatica foi
obtido por hidrodestilacdo e caracterizado quimicamente por CG-EM. O composto
majoritario presente foi a pentadecan-2-ona (16,38%). As técnicas de extracdo utilizadas
foram Uteis, entretanto houve variacdo quali e quantitativa dos COVs, 0 que € esperado
devido ao processo de extracdo ser diferente. Assim, observou-se que dependendo do
objetivo da pesquisa ou do que se procura na fracdo volatil, faz-se necessaria a
utilizacdo da técnica que dé os resultados mais promissores para a investigacdo
realizada ou de forma que se complementem. Desta maneira, 0 estudo de A. coriacea e
X. aromatica contribuiu para o conhecimento do perfil quimico dos COVs presentes
nestas espécies, visto que a partir destas investigacdes os mesmos podem ser aplicados

em varias areas industriais, por exemplo cosmético, alimentos, dentre outros.

Palavras-chave: COVs; Annona coriacea; Xylopia aromatica; flores; extracdes in vivo
e in vitro; HS-SPME; Hidrodestilacdo; Quimiometria.



ABSTRACT

CHAPTER 01: CHEMICAL STUDY OF VOLATILE ORGANIC COMPOUNDS
Annona coriacea Mart. AND Xylopia aromatica (Lam.) Mart (Annonaceae) - In this
research was performed the study of the chemical profile of the volatile organic
compounds (VOCs) of flowers and leaves of species Annona coriacea and Xylopia
aromatica (Annonaceae) by means of extraction in vivo and in vitro, through the
techniques headspace-solid phase microextraction (HS-SPME), hydrodistillation and
characterization by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). By the analysis
of the volatile fraction of flowers and leaves of A. coriacea it was observed different
VOCs, according to the coatings utilized, since the selection of the fiber becomes one of
the main factors for VOCs analysis in different vegetables parts. The chemical profile of
the flowers of X. aromatica was obtained through HS-SPME, which compared the
efficiency of in vivo and in vitro extractions, due to the higher number of VOCs present
in the floral aroma. Once were obtained various chemical data, the multivariate analysis
of the data was performed, which provided relevant information, contributing to the
optimization of some conditions, such as selection of fiber, extraction time and
extraction temperature yielded the characterization of the most number of VOC:s. In this
context, the conditions that presented the most promising results were: fibers
CAR/PDMS and PA, extraction time equal the 60 min and extraction temperature of 29
°C. The essential oil of the flowers of X. aromatica was obtained by hydrodistillation
and chemically characterized by GC-MS. The major compound present was the
pentadecan-2-one (16.38%). The extraction techniques utilized were helpful, however
there was qualitative and quantitative variation of VOCs, which is expected due to the
extraction process be different. Thus, it is observed that depending on the objective of
the survey or that searches for in the volatile fraction, it is necessary to use the
technique to give the most promising results for the investigation held or in order to
complement each other. In this way, the study of A. coriacea and X. aromatica
contributed to the knowledge of the chemical profile of VOCs present in these species,
seen from these investigations that the same can be applied in several industrial areas,
for example cosmetic, food, among others.

Keywords: VOCs; Annona coriacea; Xylopia aromatica; flowers; extraction in vivo
and in vitro; HS-SPME; Hydrodistillation; Chemometrics.



1- INTRODUCAO

1.1 - COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS

As plantas em geral possuem capacidade em comunicar com outras
espécies através da emissdo de compostos organicos volateis (COVs), os quais sao
oriundos de vérios 6rgdos como caules, flores, folhas, frutos, raizes e sementes. O
interesse cientifico em analisar os COVs representa um significativo campo de pesquisa
moderna, com interesse direto de diversos seguimentos industriais, como a industria de
alimentos, medicamentos, cosméticos, perfumaria, aromaterapia, pesticida, repelentes,
produtos de uso doméstico, etc (ZHU et al., 2013).

Os COVs produzidos por plantas sdo responsaveis por varias interacoes
entre as mesmas e outros organismos. A fragrancia floral esta diretamente envolvida na
atracdo de polinizadores, além de orienta-los para os 6rgdos reprodutivos. O perfume de
uma flor, juntamente com a sua cor, sdo considerados os principais sinais para atrair
insetos, garantindo assim a polinizacdo. Além disso, alguns COVs tém propriedades
repelentes, ou seja, sdo produzidos e emitidos pela planta contra o ataque de herbivoros
(DA SILVA et al., 1999).

Diversos COVs florais sdo agradaveis para o sistema sensorial humano,
com potencial para emprego em componentes de perfumes. As fragrancias florais
naturais sdo geralmente usadas como ingredientes, sendo assim necessario 0
conhecimento especifico destes componentes (LI, LEE, SHEN, 2006).

Além dos COVs exalados por plantas, ainda € possivel obter os 6leos
essenciais, 0s quais geralmente sdo liquidos, volateis, limpidos e formados por uma
mistura de compostos, como monoterpenos/oides (aciclicos, monociclicos e biciclicos),
sesquiterpenos/oides, derivados do fenilpropano, ésteres, cetonas, etc. (SOUZA,
MELLO, LOPES, 2012), geralmente complexa, caracterizados por um forte odor
(BAKKALI et al., 2008; BIZZO, HOVELL, REZENDE, 2009).

Alguns 6leos essenciais apresentam propriedades medicinais, tais como:
bactericida, fungicida, antimicrobiana, analgésica, sedativa, anti-inflamatdria,
espasmolitica e anestésica; sdo usados também na preservacao de alimentos (BAKKALI
et al., 2008; BIZZO, HOVELL,REZENDE, 2009). Na tabela 1.1 (p. 2-5) sdo descritos
exemplos de substancias isoladas de éleos essenciais amplamente usadas em diversas
areas (B1ZzZO, HOVELL, REZENDE, 2009).



TABELA 1.1 - COVs isolados a partir de varias fontes naturais

Espécie Vegetal Composto Aplicacdes Referéncia
O%
cosmeéticos,
Louro (Laurus alimentos,
nobilis; carobinha perfumaria e JANG et al., 2014
(Memora nodosa) ) pesticida
benzaldeido
_ 0]
Canela = alimentos,
(Cinnamomum cosmeéticos, ZHAO et al., 2014
zeylanicum) medicamentos e
perfumaria
)
cinamaldeido
Orégano
(Origamum alimentos,
vulgare L.); medicamentos, SARPIETRO et al.,
cravo (Eugenia cosmeéticos e 2015
caryophyllata L.) ©) perfumaria
cariofileno
Zimbro selvagem
(Juniperus OLEOS
oxycedrus); perfumaria e ESSENCIAIS, 2015
ylang-ylang cigarros
(Cananga 4)
odorata) cadineno




TABELA 1.1 - COVs isolados a partir de varias fontes naturais

(continuacéo)

Espécie Composto Aplicacdes Referéncia
_ O
alimentos,
/\ medicamentos,
(5) cosméticos e

Horteld (Mentha (R)-carvona perfumaria BUCHBAUER et
spicata Var.); al., 2005; SOUZA

alcaravia (Carum etal., 2013

carvi L.) o) (R)-carvona tém
=
efeito estimulante
em ratos, enquanto
(S)-carvona tem
efeito relaxante
(6)
(S)-carvona
Eucalipto alimentos,

(Eucalyptus smithii)
marmeleiro
prateado (Croton

argyrophylloides)

?
()

medicamentos,
cosmeéticos,
perfumaria e

aromaterapia

MITIC-CULAFIC
et al., 2009

(eucaliptol)

medicamentos,

cosmeéticos,

Pinho (Araucaria perfumaria, BAPTISTELLA et
angustifolia (Bert.) repelentes e al., 2009

Kuntze) OH produtos de uso

(8) domeésticos

terpineol




TABELA 1.1 - COVs isolados a partir de varias fontes naturais

(continuacéo)

Espécie Composto Aplicacoes Referéncia
@]
<
|
9)
geranial (trans-
Capim-liméo citral) alimentos, PARK, HONG,
(Cymbopogon perfumaria e CHOI, 2015
citratus) N repelentes
N
)
|
(10)
neral (cis-citral)
Pau-rosa (Aniba medicamentos, DASILVA etal.,
rosaeodora) (11) cosmeéticos, 2003;
(R)-linalol perfumaria e MITIC-CULAFIC
produtos de uso etal., 2009

(12)
(S)-linalol

doméstico




TABELA 1.1 - COVs isolados a partir de varias fontes naturais

(concluséo)

Espécie Composto Aplicacdes Referéncia
Lapulo (Humulus |
lupulus); louro | medicamentos,
(Laurus nobilis); | cosméticos e produtos | MITIC-CULAFIC
capim-limao de uso domésticos etal., 2009
(Cymbopogon (13)
citratus) mirceno
OH
O\
Cravo (Eugenia
caryophyllata); medicamentos, ITO,
noz-moscada alimentos e perfumaria MURAKAMI,
(Myristica fragrans) YOSHINO, 2005
(14)
eugenol

Para extracdo de constituintes volateis, existe um grande nimero de
métodos, tais como maceracdo com solvente, por Soxhlet, com fluido supercritico
(EFSC) e métodos de destilacdo, incluindo hidrodestilacdo (HD), destilacdo a vapor

(DV) e destilacdo a vacuo (ZHU et al., 2013). Tais métodos sdo detalhados a seguir.

1.1.1 - Hidrodestilagéo

A hidrodestilacdo € um dos procedimentos de maior aplicacdo em escala
laboratorial e industrial e esta dividido em duas técnicas: arraste a vapor e coobacdo
(destilacao repetida do mesmo liquido).

Um exemplo de aparelho usado na coobagdo é o Clevenger (Figura 1.1,
p. 6), cujo principio de funcionamento se baseia na imersao da matriz a ser analisada em
agua na presenca de calor, originando uma mistura entre vapor de dgua e compostos

volateis, os quais sdo conduzidos para o condensador onde ocorre uma troca térmica e




condensacOes dos vapores. Apos este processo, a fracdo insollvel em agua se separa por
densidade, obtendo-se o 6leo essencial (AUGUSTO, LOPES, ZINI, 2003).

FIGURA 1.1 - Hidrodestilag&o via aparelho tipo Clevenger

Fonte: Elaborada pelo autor

Todavia, alguns métodos de extracdo podem resultar em grande perda de
constituintes quimicos durante o pré-tratamento da amostra, devido a sua alta
volatilidade. Desse modo, a técnica de microextracdo em fase solida, descrita a seguir,
tem se tornado cada vez mais atrativa para extracdo rapida de COVs de plantas (ZHU et
al., 2013).

1.1.2 - Microextragdo em Fase Solida

A microextracdo em fase sélida (SPME - solid phase microextraction) foi
desenvolvida pelo grupo de pesquisa do Professor Pawliszyn, em 1990, para facilitar a
répida preparacdo de amostra, tanto em laboratério quanto no sistema onde se deseja
investigar (PAWLISZYN, 2000; SPIETELUN et al., 2013; ZHU et al., 2013; LIU et al.,
2014), por exemplo em uma extragdo de COVs in vivo, realizada no ambiente em que se
encontra a amostra, seja ela planta ou 6rgéo vivo (CACERES et al., 2015).

Por meio da SPME é empregada uma quantidade pequena de fase de
extracdo, a qual é revestida sobre a superficie de uma fibra de silica fundida, sendo
exposta a matriz por um periodo de tempo definido. Além disso, combina

simultaneamente 0s processos de amostragem, extracao, concentracdo e limpeza, sendo,



portanto, considerada uma tecnica simples, versatil, relativamente de baixo custo do
equipamento, com tempo de extracdo pequeno, sensivel e eliminagdo completa de
solventes organicos (PAWLISZYN, 2000; SPIETELUN et al., 2013; ZHU et al., 2013;
LIU etal., 2014).

As fibras para SPME devem ser adequadamente selecionadas para obter
seletividade e sensibilidade (ZHU et al., 2013). Por esse motivo, durante as etapas de
desenvolvimento de métodos analiticos sdo avaliadas diferentes fases poliméricas, em
consequéncia, por vezes, do desconhecimento dos compostos-alvos.

Uma ampla variedade de revestimentos polimericos esta disponivel para
uso (Figura 1.2), sendo os mesmos liquidos puros (homogéneos) ou s6lidos porosos
(heterogéneos) dispersos em matrizes poliméricas liquidas. Em relacdo as fases
poliméricas liquidas, como polidimetilsiloxano (PDMS) e poliacrilato (PA), o
mecanismo fisico-quimico responsavel pela extracdo é a parti¢do. Para os revestimentos
solidos pOorosos, como carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS),
carbowax/divinilbenzeno (CW/DVB), dentre outros, além de absor¢cdo, o processo
também envolve adsorcdo dos analitos pelos revestimentos da fibra (AUGUSTO,
VALENTE, 2002).

FIGURA 1.2 - Esquema representativo dos tipos de revestimentos poliméricos
comerciais para SPME

TIPOS DE REVESTIMENTOS
|

Polaridade Estado Fisico
[ l |
Apolar Semipolar Polar Liquido Solido-Liquido
I I ] I I
PDMS PA
DVF%%%%F(/%MS CWI/DVB PA DVB/CAR/PDMS
POMSDVE PDMS PDMS/DVB CW/DVB
AR/PDM CAR/PDMS

Fonte: Modificado de DAMASCENO, 2007



Os revestimentos poliméricos sdo classificados em homogéneos ou
heterogéneos, conforme sua polaridade: a) polares (PA e CW/DVB), b) apolares
(PDMS) e C) semipolares (CAR/PDMS, PDMS/DVB -
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno) (PAWLISZYN, 1999).

A fibra DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano)
de triplo revestimento tem polaridade média, e apresentou melhor desempenho em
relagdo as fibras CW/DVB, CAR/PDMS e PDMS por extrair o maior numero de
compostos volateis da polpa de seriguela (CEVA-ANTUNES et al., 2006), uma vez que
fibras mistas tém dois ou trés revestimentos com diferentes polaridades; portanto
desempenham maior seletividade na extracdo de analitos com polaridades semelhante.

Devido a extensa variedade de revestimentos com polaridades distintas, é
possivel ganhar seletividade, maior diversidade de compostos e reducdo de interferentes
da matriz de interesse (BICCHI, DRIGO, RUBIOLO, 2000).

H& uma diferenca significativa no desempenho entre os revestimentos
solidos e liquidos, porém em ambos 0s casos, 0 processo de extragdo comeca pela
adsorcdo de analitos na superficie do mesmo, seguida pela difusdo dos analitos para o
seu interior (PAWLISZYN, 2000).

A migracdo dos analitos em diregdo a parte interna do revestimento ou a
retencdo dos mesmos na superficie do revestimento, depende da magnitude do
coeficiente de difusdo do analito nesse recobrimento. Caso o coeficiente de difuséo dos
analitos na fase de extracdo seja elevado, os analitos sdo totalmente particionados entre
as duas fases, e a extracdo realizada é de absor¢do (PAWLISZYN, 2000). Contudo, se 0
coeficiente de difusdo é baixo, os analitos permanecem na interface e o resultado da
extracao € a adsorcao.

Grandes concentracdes de analitos podem fazer com que a resposta nao
seja linear e também saturar as fases estacionarias adsorventes. Deste modo, a interacdo
por absorcdo permite uma resposta mais promissora em termos de linearidade (quatro
vezes superior se comparada com a interacdo por adsorcdo). Todavia, a interacdo por
adsorcdo permite uma maior sensibilidade, seletividade, capacidade de analitos polares
e volateis (LORD, PAWLISZYN, 2000; PAWLISZYN, 2000).

Na fase estacionaria absorvente, os analitos extraidos da amostra sdo
retidos no interior da mesma; logo a capacidade de absorver quantidade especifica de
analito depende particularmente do tamanho do analito e da espessura do filme. Em fase

estacionaria adsorvente, os analitos sdo retidos a superficie de uma estrutura cristalina
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que pode apresentar poros de diferentes diametros. Em consequéncia disso, ha um
namero mais limitado de locais de sor¢do em relagdo as absorventes, podendo acarretar
competicdo entre os analitos (LORD, PAWLISZYN, 2000).

Existem trés tipos de analise por SPME:

)} extracdo direta;

i) extracdo no modo headspace (HS);

iii) extracdo no modo indireto (prote¢do por membrana).

Na extracdo pelo modo direto (Figura 1.3a), a fibra revestida é inserida
na amostra e os analitos sdo transportados diretamente da matriz de amostra para a fase
de extracdo. No modo HS (Figura 1.3b), os analitos precisam ser transportados atraves
da barreira de ar, antes de atingirem o revestimento; diante disso, o principal objetivo
deste modo de extracdo € proteger o revestimento de interferentes ndo volateis da matriz
de amostra, além de danos causados por moléculas com alta massa molecular. No modo
indireto de extracdo (Figura 1.3c), o revestimento polimérico é envolvido por uma
membrana; assim, o revestimento ndo entra em contato com a matriz e ainda protege o
filme polimérico de matrizes complexas. Entretanto, os analitos precisam se difundir
através da membrana, o que dificulta a extracdo dos compostos e consequentemente
maior tempo de exposicdo até o equilibrio ser alcancado (LORD, PAWLISZYN, 2000;
PAWLISZYN, 2000).

FIGURA 1.3 - Modos de extracdo utilizando fibras de SPME: (a) extracdo direta, (b)
extracdo no modo headspace e (c) extracdo no modo indireto

(@) (b) ()

—» membrana

7N 7N

\ ’ N — Y, o

Fonte: Modificado de JACQUES, 2012



O método de HS é utilizado de duas maneiras: estatico ou dindmico. A
anélise no modo headspace estatico (HSE) (Figura 1.4) tornou-se a maneira mais
simples de investigar os constituintes volateis, em razdo da amostra ser fechada em um
recipiente até que o equilibrio entre os analitos no headspace e a fase de extracdo seja
atingida, sem qualquer tratamento previo da amostra (AUGUSTO, LOPES, ZINI,
2003).

FIGURA 1.4 - Sistema utilizado para extragdo dos COVs no HSE

= headspace

- amostra

analitos {

\\ .
Lh—_.'J -
Fonte: Modificado de KUBOTA, 2007

No headspace dindmico (HSD) (Figura 1.5, p. 11), as analises podem
ocorrer tanto em laboratério quanto em campo, com a finalidade de extrair os COVs em
condicBes dindmicas. A parte da qual se deseja extrair os compostos volateis precisa ser
isolada do ambiente, ou seja, a matriz de amostra é enclausurada em um recipiente e
posteriormente um fluxo controlado de ar purificado é passado através da mesma,
transportando os constituintes volateis para um tubo onde contém a fase adsorvente, a
fim de um acimulo dos volateis para posterior analise. Ha uma grande variedade de
materiais adsorventes disponiveis no mercado, entretanto os mais utilizados sdo Porapak
Q®, Tenax GC®, TenaxTA®, carvéo ativado e Carboxen™ (AUGUSTO, LOPES, ZINI,
2003).
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FIGURA 1.5 - Sistema utilizado para extracdo dos COVs no HSD

headspace

. ,”’ i \‘\ /
filtro ; \ '

i
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de ar 5 direcdo do fluxo de ar

L

bomba de vacuo
@ —
i 1

Fonte: Modificado de KUBOTA, 2007

1.2 - AFAMILIA ANNONACEAE

Um grande numero de espécies da familia Annonaceae é odorifera,
devido a presenca de Oleos essenciais volateis emitidos pelos tecidos florais
(GOODRICH, 2012). Em grande parte, 0s constituintes desses 6leos essenciais sao
terpenos  (monoterpenos/oides e sesquiterpenos/oides), compostos aromaticos
(FOURNIER, LEBOEUF, CAVE, 1999; JURGENS, WEBBER, GOTTSBERGER,
2000) ou ésteres de acidos alifaticos (JIROVETZ, BUCHBAUER, NGASSOUM,
1998).

A familia Annonaceae desperta interesse econdémico em razdo dos seus
frutos comestiveis, espécies medicinais e fonte de matéria prima para a industria de
cosméticos e perfumaria (MAIA et al., 2005). Como exemplo, tem-se o0 6éleo essencial
das flores frescas de ylang-ylang [Cananga odorata (Lam.) Hook f. & Thomson], que
significa “flor das flores”, que juntamente com jasmim, rosa e neroli, sdo extraidos e
explorados em grande escala. O 6leo de ylang-ylang € utilizado principalmente pela
perfumaria (inclusive pela conceituada “Chanel”) e indastria de cosmético, desde o alto
grau de perfume, tais como xampu, sabdo, cremes, logdes, a menor grau, na
aromaterapia ou como ingredientes alimentares de sorvete e doces (BROKL et al.,
2013).

Grande parte dos estudos sobre odores florais refere-se as interagdes

planta-polinizador. No entanto, a mistura dos constituintes pode atuar com um sinal
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para outros organismos no ambiente, por exemplo, contra herbivoros. Além disso, 0s
volateis podem representar subprodutos de vias biossintéticas ou fatores ambientais
(GOODRICH, 2012). E importante saber a diferenca ao se abordar as misturas
complexas do aroma floral no meio ecoldgico, porque alguns compostos podem ser
indicativos a polinizadores, enquanto outros podem ser de defesa da planta (RAGUSO,
2008).

O principal modo de polinizagdo da familia Annonaceae é por meio de
besouros, em que as flores adaptaram-se a dois tipos de polinizadores: flores pequenas
(cdmara floral pequena) e delicadas, como das espécies Xylopia aromatica e Guatteria
neglecta, visitadas e polinizadas por besouros pequenos (Figura 1.6a); espécies como
Annona coriacea e A. crassiflora, com flores grandes (camara floral grande) e robustas,
que sdo visitadas e polinizadas por besouros grandes (Figura 1.6b). As camaras florais
desempenham um papel importante na polinizacdo das flores, pois emitem os odores
especificos a fim de atrair os besouros para o interior das mesmas. Apdés a entrada, 0s
besouros estdo a salvo de predadores, além de terem a oportunidade de acasalamento,
comida (tecido da pétala e pdlen) e sem contato com a luz do dia, ja que a maioria deles
tem habito noturno (GOTTSBERGER, 1999).

FIGURA 1.6 - Flores de Annonaceae e adaptacdo ao besouro polinizador: (a) G.
neglecta com polinizador pequeno (Nitidulidae), (b) A. coriacea e A. crassiflora com
polinizador grande (Dynastinae)

A. coriacea™ & W

A. crassiflora

Fonte: GOTTSBERGER, 1999
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Em algumas espécies de Annonaceae, insetos pequenos, de corpo estreito
como os tripes (ordem Thysanoptera) funcionam como polinizadores exclusivos ou
adicionais, e ha trés casos bem relatados para as espécies Bocageopsis multiflora
(Mart.), Oxandra euneura e X. aromatica (Lam.) Mart. No caso da X. aromatica, alguns
nitidulides também estéo envolvidos (GOTTSBERGER, 1999).

1.2.1 - Xylopia aromatica (Lam.) Mart.

O género Xylopia L. é um dos maiores da familia Annonaceae, incluindo
160 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais da América, Africa, Asia e
Oceania (HOCQUEMILLER, CAVE, RAHARISOLOLALAO, 1981).

A espécie X. aromatica (Lam.) Mart. (Figura 1.7a) (sinonimia: X.
grandiflora A. St.-Hil, Uvaria aromatica Lam.) € uma arvore que pode atingir até 10 m
de altura, conhecida popularmente como pimenta-de-macaco, embira, pindaiba ou
pimenta-de-bugre (MAIA et al., 2005). As suas sementes sdo pretas, aromaticas e
usadas como condimento; as flores (Figura 1.7b) sdo grandes, brancas, aromaticas,
isoladas ou em pequenos grupos, e nascem diretamente sobre 0s ramos, proximos as
axilas foliares (MARONI, DI STASI, MACHADO, 2006). As folhas sdo usadas na
medicina popular para edema da pele em forma de banho (MACEDO, FERREIRA
2004).

FIGURA 1.7 - (a) Espécie e (b) flores de X. aromatica

Fonte: (a) TERRA DA GENTE, 2011; (b) Elaborada pelo autor
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volateis de X. aromatica a partir de suas partes.

Alguns trabalhos, descritos na Tabela 1.2, relatam o0s constituintes

TABELA 1.2 - Compostos majoritarios extraidos de diversas partes de X. aromatica

Parte Vegetal | Método de extragao Compostos Referéncia
a-cadineno, a-pineno,
limoneno, B-cariofileno e
folha
a-humuleno SILVA, ROCHA,
1981
limoneno, citronelol, -
pineno, a-pineno, carvona,
fruto _ _
ocimeno e mirceno
destilagdo a vapor i i
a-pineno, pinocarvona,
cis-verbenol, verbenona,
mirteal, mirteol, B-pineno, FOURNIER et
casca cis-carveol, p-cimeno e al., 1994
terpinen-4-ol
espatulenol, p-cimeno, 3-
) . cariofileno, limoneno, o-
destilacdo a vapor ) FOURNIER et
copaeno, a-pineno, p-
) ) ] al., 1994
cimen-8-ol e cuminaldeido
folha
espatulenol PINO et al., 2000
hidrodestilagéo i i
a-pineno, limoneno,
o LAGO et al.,
biciclogermacrene, j3-
_ 2003
pineno e espatulenol
JURGENS,
o WEBBER,
2-feniletil alcool, nerol, e
flor HSD ) GOTTSBERGER,
indol
2000
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TABELA 1.2 - Compostos majoritarios extraidos de diversas partes de X. aromatica
(concluséo)

Parte Vegetal | Método de extracéo Compostos Referéncia
biciclogermacreno,
espatulenol, limoneno, a-
folha ) ) ' ) MAIA et al., 2005
hidrodestilagéo pineno e -pineno
p-felandreno, B-mirceno e
a-pineno
SPME B-felandreno, B-mirceno,
p-menta-(1), 8-diento, a- STASHENKO.
. "
Purge e trap felandreno e p-cimeno JARAMILLO.
fruto 3
_ _ MARTINEZ,
destilagdo simultanea 2004
com solvente
fluido supercritico B-felandreno, B-mirceno e
hidrodestilacdo a-pineno
assistida por micro-
ondas
biciclogemacreno
folha ) ) espatulenol e limoneno
hidrodestilagéo : i
limoneno, a-pineno, o-
frut inol ¢ pi ANDRADE et al.,
ruto terpinol e p-pineno
P P 2004
limoneno, a-pineno a-
copaeno,(E)-cariofileno,
flor SPME )
linalol e B-pineno

* Os COVs sao concentrados em uma fase absorvente, seguido por dessor¢do térmica no CG.

1.3 - QUIMIOMETRIA

A Quimiometria € uma area da Quimica que utiliza ferramentas
estatisticas e matematicas para planejamento e otimizacdo dos parametros

experimentais, bem como para a extracdo de informacdes relevantes de dados quimicos

multivariados.

15



Ao contrario da analise univariada, em que se observa o comportamento
de uma Unica variavel por vez (exemplos: o tempo de extracdo, da for¢a ibnica do meio,
da temperatura, dentre outros), na analise multivariada é possivel lidar com mais de uma
variavel simultaneamente e assim identificar a existéncia ou ndo de correlagdes entre
elas. Este tipo de abordagem permite um entendimento mais completo e sistematizado
dos resultados analiticos (LAVINE, WORKMAN-JUNIOR, 2004; KJELDAHL, BRO,
2010; PEREIRA FILHO, 2015).

Em termos gerais, a Quimiometria pode ser dividida em quatro subareas
que envolvem: a) a Analise Exploratéria de Dados, formada pela Analise de
Componentes Principais (ACP) (do inglés PCA - Principal Component Analysis) e
Andlise Hierarquica de Agrupamentos (AHA) (do inglés HCA - Hierarchical Clusters
Analysis) como principais técnicas; b) a Calibracdo Multivariada, composta pela
Regressdo por Componentes Principais (RCP) (do inglés PCR - Principal Component
Regression) e Quadrados Minimos Parciais (QMP) (do inglés PLS - Partial Least
Squares) como técnicas mais utilizadas; c) a Geracdo de Modelos de Classificacao,
contemplando o método do k-vizinho mais proximo (do inglés KNN - K-Nearest
Neighbor), Modelagem Independente e Flexivel por Analogia de Classes (MIFAC) (do
inglées SIMCA - Soft Independent Modelling of Class Analogy) e a Analise
Discriminante com calibragdo multivariada por Quadrados Minimos Parciais (AD-
QMP) (do inglés PLS-DA - Partial Least Square Discriminant Analysis); e d) o
Planejamento Fatorial, utilizado na otimizacdo das condices experimentais (PEREIRA
FILHO, 2015).

1.3.1 - Analise de Componentes Principais (ACP)

A Andlise de Componentes Principais tem como objetivo projetar o
conjunto de dados em um ndmero menor de variaveis chamadas de Componentes
Principais (CP). Com este pequeno numero de variaveis, este conjunto passa a ser
representado por duas matrizes distintas e complementares: scores e loadings. O gréfico
de scores fornece informacdes sobre as amostras, em que se observa a formacgédo de
aglomerados e amostras discrepantes. Através dos loadings (grafico ou matriz) se
identifica as variaveis mais importantes para a caracterizacdo da amostra. Com estas

duas informacdes, é possivel fazer a selecdo de varidveis, a fim de identificar as
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caracteristicas especificas para um determinado grupo de amostras (WOLD,
ESBENSEN, GELADI, 1987; BRO, SMILDE, 2014).

1.3.2 - Analise Hierarquica de Agrupamentos (AHA)

O objetivo da Andlise Hierarquica de Agrupamentos é exibir os dados em
um grafico bidimensional, de maneira a enfatizar os seus agrupamentos e padrdes
naturais. Os objetos (amostras ou variaveis) mais similares sdo agrupados em primeiro
lugar, e esses grupos iniciais sdo mesclados de acordo com as suas semelhancas. A
fusdo de agrupamentos pode ser realizada considerando-se diferentes critérios de
ligacdo, dentre os quais 0s mais utilizados sdo a ligacdao simples ou euclidiana (distancia
minima ou vizinho mais préximo), a ligacdo completa (maximo de distancia ou vizinho
mais distante) e a ligacdo média (distancia media).

A distancia entre 0s objetos (amostras ou variaveis) indica a similaridade
de suas propriedades; desta forma, quanto mais préximos estiverem os pontos no plano
amostral, mais similares serdo. Os resultados da AHA sdo apresentados na forma de um
grafico chamado dendograma (FERREIRA et al., 2002; MOHAMMADI et al., 2004).

1.4 - JUSTIFICATIVA

Diante do contexto supra relatado, o foco deste trabalho consistiu em
caracterizar, pela primeira vez, os COVs das flores de A. coriacea, e identificar os
constituintes das folhas via HS-SPME para comparagdo do perfil quimico obtido por
esta técnica com a de hidrodestilacdo relatada na literatura (SIQUEIRA et al., 2011).

Além disso, considerando que ndo ha relato na literatura de
caracterizacdo no Oleo essencial das flores de X. aromatica, realizou-se este estudo.
Ressalta-se que no ano de 2004 os compostos volateis do aroma floral de X. aromatica
foram analisados, no modo in vitro, utilizando uma uanica fibra (CAR/PDMS)
(ANDRADE et al., 2004). Por esse motivo, realizou-se a caracterizagdo e comparacao
dos constituintes volateis das flores utilizando quatro fibras diferentes nos modos de
extragdo in vivo e in vitro. Agregou-se a este estudo a analise quimiomeétrica, buscando
a maximizacdo das respostas desta pesquisa, em termos da obtencdo do maior nimero

de compostos.
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O interesse em investigar os COVs pode ser aliado a parte bioldgica,
principalmente porque essas espécies tém polinizadores especificos, além da
importancia destes compostos em diversos seguimentos industriais, podendo ser
aplicados em alimentos, cosméticos e na perfumaria, posto que tais areas industriais tem

um papel consideravel.
2 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL
O presente trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo quimica

dos COVs das espécies A. coriacea e X. aromatica, as quais pertencem a familia
Annonaceae.
2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o perfil quimico da fragdo volatil das flores e folhas de A. coriacea,

por Headspace-Solid Phase MicroExtraction/Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao
Espectrometro de Massas (HS-SPME/CG-EM));

e Aplicar as ferramentas da Quimiometria para analisar a composicao volatil das

flores de X. aromatica nos modos de extragao in vivo e in vitro;

e Caracterizar e comparar a composi¢do volatil das flores de X. aromatica nos
modos in vivo e in vitro por HS-SPME/CG-EM,;

e Obter o 6leo essencial das flores de X. aromatica através da técnica de

hidrodestilacdo e identificar os constituintes quimicos do mesmo via CG-EM.
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 - MATERIAIS UTILIZADOS

3.1.1

3.12

3.1.3

3.1.4

- Para SPME

- Fibras PDMS (100 um), PA (85 pm), CAR/PDMS (75 pum) e DVB/CAR/PDMS
(50/30 um) da marca Supelco® (Bellefonte, PA, USA);

- Holder (Suporte manual de fibra SPME) da marca Supelco® (Bellefonte, PA,
USA);

- Vial para HS (20 mL) da marca Agilent;

- Kit de hidrocarbonetos alifaticos, com n-alcanos de Cg-Cs (Supelco®), para

identificacdo dos constituintes volateis.
- Padrdes:
- (E)-cariofileno (> 98,5%); a-humuleno (> 96%); pentadecan-2-ona (> 98%);

tridecan-2-ona (99%); R-limoneno (padrdo analitico), da marca Sigma-Aldrich;

- diidro-B-ionona, cedida pela empresa Firmenich.

- Solventes

- Acetato de etila, acetona, diclorometano e hexano, grau P.A, das marcas
Quimica Araguaya, Panreac e Synth®;

- Hexano grau CLAE, da marcas Mallinckrodt e ChromAR®.

- Equipamentos

Balanga analitica: OHAUS AR2140
Estufa de secagem: Nova Etica 220 W.
Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas: Agilent, modelo

7820 A - Series MSD 5975, equipado com coluna HP-5 MS da marca Agilent
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(5% fenil - 95% metilpolissiloxano (30 m x 0,250 um x 0,25 um) e ionizacao
por elétrons (70 eV).

3.2 - METODOLOGIA

3.2.1 - Procedimentos de Amostragem HS-SPME para A. coriacea

3.2.1.1 - Extracdo dos COVs das flores in vivo

Os COVs das flores de A. coriacea foram extraidos em agosto de 2013,
por 12 h (18h00min a 060h00min), nas dependéncias da Universidade Federal de Goiés,
Regional Cataldao (UFG/RC), municipio de Cataldo - GO, utilizando fibras com
recobrimentos PDMS, PA e CAR/PDMS, no modo HSE (Figura 3.1), sendo a extracao
realizada em trés dias consecutivos, a temperatura ambiente. Em seguida, as fibras
foram transportadas em tubos de ensaio tampados e mantidas a 7 °C até anélise dos
COVs no CG-EM.

Os dados e as coordenadas da coleta (GPS: S18°09'16.4"; W47°55'43.2")
foram armazenados. Esta parte do trabalho foi realizada em colaboragédo com o Prof. Dr.
Helder Nagai Consolaro (Unidade Académica Especial de Biotecnologia - UFG/RC), o
qual realizou a identificacdo do material vegetal e a catalogacdo do mesmo. Os
espécimes testemunhos foram depositados no Laboratério Integrado de Zoologia,
Ecologia e Botanica (LIZEB) na UFG/RC, sob o numero 47919.

FIGURA 3.1 - Extracdo dos COVs das flores de A. coriacea utilizando a fibra PA
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3.2.1.2 - Extracdo dos COVs das folhas in vitro

As folhas (1,0 g) de A. coriacea foram coletadas em julho de 2014 nas
dependéncias da UFG/RC, conduzidas ao laboratorio de Produtos Naturais desta
instituicdo, cortadas e maceradas com o auxilio de um bastdo de vidro em frascos de
vidro e 0os mesmos foram selados, deixando-0s em repouso por 10 min para equilibrio.
Em seguida, as fibras PDMS, PA e CAR/PDMS foram expostas ao HSE por duas horas
(14h00min a 16h00min), sendo a extracdo realizada em trés dias diferentes a
temperatura ambiente. Posteriormente, as fibras foram recolhidas, colocadas em tubos

de ensaio tampados e mantidas a 7 °C até analise dos COVs no CG-EM.

3.2.2 - CondicBes Analiticas Usadas para Analise de HS-SPME das Flores e Folhas de
A. coriacea

Os COVs extraidos das flores e das folhas de A. coriacea foram
dessorvidos no injetor a 250 °C no modo splitless, nas seguintes condigdes: 75 °C por 1
min - 35 °C/min até 100 °C por 5 min - 45 °C/min até 150 °C por 5 min - 55 °C/min até
200 °C por 15 min - 65 °C/min até 250 °C por 10 min - 50 °C/min até 270 °C por 10
min (tempo total de analise 50 min). O hélio foi usado como gas de arraste na vazédo de
1 mL/min e no modo scan (45-450 u.m.a.). As temperaturas da interface, fonte de
ionizagdo e quadrupolo foram, respectivamente, 280, 230 e 150 °C.

3.2.3 - Procedimentos de Amostragem HS-SPME para X. aromatica

3.2.3.1 - Extragéo in vivo dos COVs das flores

As extracbes in vivo dos COVs das flores de X. aromatica foram
realizadas em outubro de 2014, nas dependéncias da fazenda Pé do Morro, de
propriedade da UFG/RC, municipio de Cataldo - GO. Os dados e as coordenadas da
coleta (GPS: S18°06°29”° - 18°07°34°’e 47°59°33” - 48°00°15°’) foram armazenados. A
identificacdo do material vegetal foi realizada em colaboragdo com a Profa. Me. Larissa
Cavalheiro da Silva da Universidade Federal de Mato Grosso, Campus Sinop. Os
especimes de identificacdo foram depositados no herbario Centro-Norte-Matogrossense
(CNMT) da mesma Universidade, sob o nimero 6554.
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Os procedimentos para extracdo dos COVs de X. aromatica iniciaram-se
as 09h00min, utilizando-se as fibras recobertas com PDMS, PA, CAR/PDMS e
DVB/CAR/PDMS no modo HSE (Figura 3.2).

FIGURA 3.2 - Extragédo in vivo dos COVs das flores de X. aromatica utilizando os
revestimentos: (i) PDMS, (ii) PA, (iii) CAR/PDMS e (iv) DVB/CAR/PDMS

(i) (iv)

Fonte: Elaborada pelo autor

O tempo de equilibrio foi de 15 min e as extragdes dos COVs e o branco,
matriz isenta do composto de interesse (Figura 3.3), foram realizadas em 15, 30, 45, 60
e 120 min, ao longo de seis dias ndo consecutivos, em triplicata a temperatura média de
29 °C. Em seguida, as fibras foram transportadas da fazenda ao laboratério de Produtos
Naturais da UFG/RC em tubos de ensaio tampados dentro de uma caixa térmica a 10,7
°C e depois mantidas a 7 °C até analise dos COVs no CG-EM.

FIGURA 3.3 - Realizagdo do branco para as extragbes in vivo utilizando o0s
revestimentos: (i) PDMS, (ii) PA, (iii) CAR/PDMS e (iv) DVB/CAR/PDMS

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.2.3.2 - Extracdo in vitro dos COVs das flores

As flores de X. aromatica foram coletadas entre dezembro de 2014 e
janeiro de 2015, as 09h00min, nas dependéncias da fazenda Pé do Morro. Os
procedimentos de extracbes dos COVs ocorreram imediatamente ap0s a chegada ao
laboratério de Produtos Naturais da UFG/RC. Os pardmetros selegdo da fibra e tempo
de extracdo foram otimizados para tornar viavel a comparacdo entre os dois modos de
extracao (in vivo e in vitro), a fim de obter as condicGes ideais em termos de nimero de
compostos extraidos, de modo que houvesse a maior representatividade da fracdo volatil
para ambos.

As flores de X. aromatica foram inseridas em vials, os quais foram
lacrados (Figura 3.4a) e permaneceram por 15 min para estabelecimento do equilibrio.
Em seguida, as fibras PA (Figura 3.4b) e CAR/PDMS (Figura 3.4c) foram expostas ao
HSE por 15 e 60 min nas temperaturas de 29 e 40 °C, sendo as extragGes realizadas uma
em cada dia ndo consecutivos e também ocorreu a realizacdo do branco (Figura 3.5, p.
24). Para o controle destas temperaturas, os vials foram inseridos em uma estufa de
circulacdo de ar. Posteriormente, as fibras foram recolhidas, colocadas em tubos de

ensaio tampados e mantidas a aproximadamente 7 °C até analise dos COVs no CG-EM.

FIGURA 3.4 - (a) Flor lacrada no vial de HS-SPME, (b) exposicdo da fibra PA e (c)
CAR/PDMS

A -
lé‘iﬁ-

Fonte: Elaborada pelo autor
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FIGURA 3.5 - Realizagdo do branco para as extragfes in vitro utilizando os
revestimentos: (i) PA e (ii) CAR/PDMS

(1 (ii)

i
B

N
J
_" )

3¢

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2.4 - Extracdo do Oleo Essencial de X. aromatica por Hidrodestilacio

As flores frescas (221 g) de X. aromatica foram coletadas nas
dependéncias da fazenda Pé do Morro. Posteriormente, cortadas em partes pequenas e
submetidas a hidrodestilacdo durante 4 h, utilizando um aparelho do tipo Clevenger. Em
seguida, foi realizada a extracdo liquido-liquido do hidrolato com diclorometano (30
mL), repetindo-se o processo por trés vezes, empregando-se sulfato de sédio anidro para
remocao da agua. O 0Oleo essencial foi armazenado no freezer até andlise via CG-EM do
mesmo.

Todo o material vegetal utilizado neste trabalho estd sob autorizacdo de
acesso e de remessa de amostra de componente do patriménio genético, sob o nimero
010698/2013-2.

3.2.5 - Parametros Analiticos Usados para a Analise por HS-SPME e do Oleo Essencial
das Flores de X. aromatica

Para analise dos constituintes quimicos, a programacgédo da temperatura
do forno foi: 60 °C, por 2 min, variagdo de temperatura de 4 °C/min até 250 °C, 250 °C
por 10,5 min com tempo total de analise 60 min. O hélio foi usado como gas arraste na

vazdo de 1 mL/min e no modo scan (45-450 u.m.a.). As temperaturas do injetor,
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interface, fonte de ionizacgdo e quadrupolo foram, respectivamente, 250, 280, 230 e 150
°C. Para a analise de HS-SPME, os COVs foram dessorvidos no injetor a 250 °C no
modo splitless; no entanto, a anélise do 6leo essencial foi no modo split (razdo 1:10) e

volume de injec¢ao de 1 pL.

3.2.6 - Identificacdo dos COVs

Os COVs foram identificados através de indice de retencdo de Kovats
(IK), comparacdo dos seus respectivos espectros de massas com os da biblioteca NIST
EPA/NIH disponivel no equipamento, com dados da literatura (ADAMS, 2007) e
padrdes comerciais.

O IK foi calculado por meio da relacdo dos tempos de retencdo (tr) de
uma série homdloga de n-alcanos (Cg-Cap), submetidas as mesmas condicdes de analise
cromatogréfica das amostras.

Para o calculo do indice de retengdo utilizou-se a seguinte formula
(ADAMS, 2007):

IK = 100n + 100 log tr(x) - log tz(P,)]
[log tr(P,+1) - log tr(P,)]

Onde:

n = numero de atomos de carbono que antecede 0 composto x (série dos n-alcanos).
tr(X) = tempo de retencdo do composto X.

tr(P,) = tempo de retencdo anterior ao composto x (série dos n-alcanos).

tr (Pz+1) = tempo de retencdo posterior ao composto X (série dos n-alcanos).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - CARACTERIZACAO QUIMICA DOS COVs DE A. coriacea

4.1.1 - HS-SPME das Flores (in vivo)

Neste estudo realizou-se a analise do perfil quimico das flores de A.
coriacea, em que a selecdo da fibra foi uma varidvel importante para a obtencéo e
caracterizacdo do maior numero de constituintes volateis.

Segundo a investigacdo feita por BICCHI e colaboradores (2000), a
selecdo de um revestimento depende dos compostos-alvos a serem analisados, em que
observaram que dentre as fibras PDMS, CW/DVB, CAR/PDMS, PA, PDMS e
DVB/CAR/PDMS utilizadas, os resultados mais expressivos, via HS-SPME, foram
obtidos para o recobrimento liquido (homogéneo), ou seja, PDMS para 0s compostos
menos polares, e 0 recobrimento poroso (heterogéneo), neste caso DVB ou CAR (ou
ambos), para constituintes mais polares.

Sabe-se que a extracdo de compostos volateis por meio de HS-SPME é
fortemente influenciada pela polaridade, volatilidade e estado fisico da matriz vegetal
investigada (BICCHI, DRIGO, RUBIOLO, 2000). Portanto, em consequéncia disso as
fibras PDMS (apolar), CAR/PDMS (semi-polar) e PA (polar) foram usadas neste estudo
com o objetivo de identificar as diferentes classes de compostos volateis.

Analisando a area total do Gréafico 4.1 (p. 27), do perfil quimico dos
COVs das flores de A. coriacea, onde a fibra PA apresentou uma maior capacidade de
retencdo (area total dos picos), em razdo da maior absorcdo dos constituintes volateis.
Este fato pode ser justificado ao considerar que a extracdo é baseada no principio das
forcas intermoleculares, ou seja, os componentes do aroma floral possuem maior
afinidade pela fibra PA (polar), e consequentemente apresentaram maiores interagoes
entre constituintes e revestimento. Além disso, revestimentos liquidos tém maior
eficiéncia quando ha concentragdo elevada de COVs, pois a extragdo ocorre
efetivamente por particdo, isto é, ndo ha competicdo entre os COVs nos poros dos
revestimentos sélidos. No entanto, para a fase liquida PDMS (apolar) ocorreu o

contrario, visto que os COVs apresentaram menor afinidade por este revestimento.
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GRAFICO 4.1 - Efeito do revestimento das fibras de HS-SPME dos COVs das flores
de A. coriacea
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Conforme a Tabela 4.1, p. 28, um total 8, 6 e 5 compostos volateis foram
identificados para PA, PDMS e CAR/PDMS, respectivamente, sendo que 0S
constituintes analisados e identificados nos brancos foram descontados na identificacdo
dos COVs do aroma floral desta espécie. A partir das areas totais dos picos e da
identificacdo dos constituintes volateis pdde-se observar que a fibra PA foi mais
eficiente para caracterizar a fracdo volatil das flores de A. coriacea, porque este
revestimento conseguiu extrair o maior nimero de compostos, de modo que houvesse a

maior representatividade da fracéo volatil.
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TABELA 4.1 - Identificacdo dos COVs do aroma floral da espécie A. coriacea usando os revestimentos PA, PDMS e CAR/PDMS

. L Fibras Identificagéo

n tr™ (min) Compostos » 2 - —
PA PDMS CAR/PDMS IKcy 1K it EM® Padréao

1 4,46 5-etil-metiltiazol X X X 1021 * X *

2 8,71 ionona X - - 1236 * X *

3 10,57 isovalerato de benzila X - - 1252 * X *

4 11,06 n.i. X - X 1418 * * *

5 11,66 diidro-p-ionona X X X 1435 1436 X X

6 12,70 tiglato de benzila X - - 1465 * X *

7 14,56 (2)- jasmonato de metila X X X 1626 * X *

8 14,59 diidrodeidro-p-ionona X X X 1628 * X *

9 14,80 n.i. - X - 1638 * * *

10 14,87 n.i. X X - 1641 * * *

11 15,02 3-oxo0-7,8-diidro-B-ionol X X X 1648 * X *

12 15,91 benzoato de benzila - X - 1688 * X *

Total de compostos identificados por fibras 8 6 5

(X) detectado/identificado; (-) ndo detectado; (n.i./*) ndo identificado; * tempo de retencdo (min); ° indice de retencdo de Kovats
calculado de acordo com a série dos n-alcanos; ® indice de Kovats da literatura (ADAMS, 2007); * Espectrometria de massa (biblioteca
NIST EPA/NIH disponivel no equipamento); ® Padréo cedido pela Firmenich.



Em relacdo ao comportamento da extragdo dos COVs que compdem o
perfil quimico do aroma floral via HS-SPME, outra abordagem pode ser analisada
considerando que alguns compostos mostraram seletividade e sensibilidade para
determinados revestimentos, devido as suas interagdes com a fase de recobrimento. Esse
evento pode ser verificado nas Figuras 4.1a, b e ¢c. O composto (1), por exemplo,
apresentou maior adsorcdo para a fibra CAR/PDMS, em termos de érea (2,15 x 10°),
enquanto que para as fibras PA e PDMS foram de 1,43 x 10° e 7,69 x 10°,
respectivamente. Ou seja, a abundancia do mesmo se comportou de forma desigual;
logo, este composto mostrou-se mais sensivel e seletivo para o primeiro revestimento.

Além disso, € possivel observar no grafico 4.1b a seletividade dos
compostos (9) e (12), os quais foram detectados apenas na fibra PDMS. Portanto, ao
realizar a analise de constituintes volateis € de extrema importancia considerar o efeito
do revestimento para identificar o maior nimero de compostos e caracterizar a fracdo

volatil com o minimo de perda.

FIGURA 4.1 - Cromatogramas de ions totais (CIT) obtidos ap6s anélise de HS-SPME
do aroma floral de A. coriacea com as fibras (a) PA, (b) PDMS e (¢) CAR/PDMS
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A diidro-p-ionona (5) foi a substancia majoritaria (Figura 4.1, 29)

presente no aroma floral de A. coriacea, independente do tipo de fibra utilizada. A

identificacdo deste composto foi realizada usando o padrdo cedido pela empresa

Firmenich (Figura 4.2, p. 31-32).
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FIGURA 4.2 - (a) CIT obtido apds analise de HS-SPME da fibra PA e padrdo da
diidro-B-ionona; (b) espectro de massas do composto (5) e (c) padrdo da diidro-p-

ionona
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(c) Padrao

2200000

2000000

1800000

1600000

1400000

161.1

1200000

1000000

Abundancia

431
800000 136.1

600000 79.1 1751
. 1051

400000

67.1

200000 194.1

55.1
|.‘| | Il \|\m il ‘ . ‘.I‘\ 1511 ‘ Ll L 207.1
WP 11 R St e 2001

| | 281.0
0 b e e Helprel ] v AR maa m e e e A AR
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
m/z

Segundo BELSITO et al. (2007), as iononas possuem amplas aplicacdes,
como em ingredientes para fragrancias, as quais podem ser encontradas em perfumes
finos, cosméticos (xampus, sabonetes, creme facial, locdo corporal e antitranspirante) e
outros produtos de higiene pessoal, bem como em produtos ndo-cosméticos, por
exemplo, produtos de limpeza (detergentes). Estes compostos também foram avaliados
e aprovados para uso como ingredientes de sabor nos alimentos. No estatuto do
Conselho Europeu, a diidro-p-ionona esta listada como uma substancia para 0 uso em
produtos alimenticios.

A forte fragrancia exalada pelas flores de A. coriacea atrai 0s besouros
escaravelhos Dynastinae (principalmente os Cyclocephala) para o interior da flor, em
busca de abrigo, alimento e oportunidade de acasalamento (Figura 4.3, p. 33). Essa
interacdo planta-polinizador é primordial para o equilibrio das espécies, ja que 0s
besouros carregam o polen através do seu corpo e ao visitar outra flor polinizam a
mesma (GOTTSBERBER, 1989).

Possivelmente, a diidro-B-ionona por ser o principal constituinte do odor
floral pode estar relacionada a atracdo de besouros, principalmente da familia
Dynastinae, ou 0 conjunto de todos os compostos detectados, mas para afirmar tal

ocorréncia é necessario um estudo especifico entre inseto e aroma floral.
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FIGURA 4.3 - Flor de A. coriacea e besouros da familia Dynastinae

Fonte: IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012

4.1.2 - HS-SPME das Folhas (in vitro)

A investigacdo de cada matriz (dgua, animal, folha, flor, etc.) precisa ser
analisada de forma individual, em razéo de apresentar resultados diferentes diante dos
compostos-alvos. Ao comparar o Grafico 4.2 (p. 34) que versa sobre a somatoria das
areas totais dos compostos extraidos das folhas com o Gréafico 4.1 (p. 27) referente a
somatoria das areas totais dos picos das flores, observou-se um comportamento
diferente entre os revestimentos. Assim, a sele¢do da fibra se torna um dos principais
fatores para a anélise de COVs em partes vegetais diferentes ou até mesmo de outros

materiais.
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GRAFICO 4.2 - Efeito do revestimento das fibras de HS-SPME dos COVs das folhas
de A. coriacea
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A caracterizacdo dos constituintes extraidos das folhas de A.coriacea foi
realizada pela subtracdo de compostos detectados no branco. Portanto, foram
identificados 29, 30 e 22 compostos (Tabela 4.2, p. 35-37) a partir das fibras PDMS,
CAR/PDMS e PA, respectivamente.

Por meio das fibras PDMS e CAR/PDMS foram possiveis extrair o maior
namero de compostos, com maior capacidade retencdo (Grafico 4.2). Tal fato pode ser
justificado pelas caracteristicas quimicas dos COVs, uma vez gue a maioria pertence a
classe dos sesquiterpenos, os quais apresentaram afinidade por ambas as fibras (apolar e
semi-polar). Contudo, entre as fibras PDMS e CAR/PDMS a eficiéncia em termos de
ndmero de compostos identificados foi semelhante, visto que ambas as fases

poliméricas sdo compostas por polidimetilsiloxano.
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TABELA 4.2 - Identificacdo dos COVs das folhas de A. coriacea usando os revestimentos: PA, PDMS e CAR/PDMS

. L Fibras Identificacéo
n tr~ (min) Compostos , . . _ —
PA PDMS CAR/PDMS K" 1Kt EM Padréo comercial

1 2,19 hexanal - - X * * X *

2 2,51 3-(Z)-hexenol X - X 825 * X *

3 2,57 3-metil-pent-4-en-1-ol X - X 829 * X *

4 4,38 R-limoneno - - X 1020 1029 X X

5 9,54 elixeno X X - 1269 * X *

6 9,70 d-elemeno X X X 1275 * X *

7 9,82 a-ylangeno - X X 1279 * X *

8 10,14 isoledeno - X X 1289 * X *

9 10,21 ciclosativeno - - X 1292 * X *

10 10,29 a-copaeno X X X 1294 * X *

11 10,44 B-bourboneno - X X 1299 * X *

12 10,52 B-elemeno X X - 1402 * X *

13 10,65 longifoleno - X X 1406 1407 X *

14 10,92 a-gurjuneno X X X 1415 1409 X *

15 11,08 (E)-cariofileno X X X 1420 1419 X X

16 11,13 n.i. - X - 1421 * * *

17 11,25 [-copaeno X X X 1425 1432 X *




TABELA 4.2 - Identificagdo dos COVs das folhas de A. coriacea usando os revestimentos: PA, PDMS e CAR/PDMS (continuacéo)

. L Fibras Identificacéo
n° tg (mMin) Compostos 5 . 1 _ —
PA~ PDMS CAR/PDMS IKe® 1K)t EM Padrdo comercial

18 11,38 selina-3,7(11)-dieno X X X 1430 * X *

19 11,47 aromadendreno - X X 1432 1441 X *

20 11,56 y-muuroleno X X - 1434 * X *

21 11,77 a-humuleno X X X 1441 * X X

22 11,93 aloaromadendreno X X X 1445 * X *

23 12,20 cis-cadina-1(6),4-dieno X - X 1453 1463 X *

24 12,34 germacreno D X - X 1457 * X *

25 12,42 p-cubebeno - X - 1459 * X *

26 12,56 longifoleno - X X 1463 * X *

27 12,76 y-elemeno X X X 1468 * X *

28 13,05 trans-cadina-1(6),4-dieno X X X 1476 1476 X *

29 13,20 d-cadineno X X X 1480 * X *

30 13,34 cis-cadina-1,4-dieno - X X 1484 * X *

31 13,41 a-amorfeno - X X 1486 1484 X *

32 13,49 a-calacoreno - - X 1488 * X *

33 13,71 a-selineno - X X 1494 1498 X *

34 13,79 palustrol X X - 1496 * X *
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TABELA 4.2 - Identificacdo dos COVs das folhas de A. coriacea usando os revestimentos: PA, PDMS e CAR/PDMS (conclusao)
Fibras Identificacéo

n° tg' (min) Compostos , ; . _ .
PA PDMS CAR/PDMS K" 1K EM Padréo comercial
35 13,88 espatulenol X X X 1498 * X *
36 14,03 viridiflorol X X X 1603 * X *
37 14,15 ledol X X - 1609 1602 X *
Total de compostos identificados 22 29 30

(x) detectado/identificado; (-) ndo detectado; (n.i./*) ndo identificado; * tempo de retencdo (min); ?indice de retencéo de Kovats calculado de acordo
com a série de n-alcanos; ® indice de Kovats da literatura (ADAMS, 2007); * Espectrometria de massa (biblioteca NIST EPA/NIH disponivel no

equipamento); ® Padrdes comerciais da Sigma-Aldrich.
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A fibra PDMS apresentou maior capacidade de retencdo dos COVs
(Gréfico 4.2, p. 34) e consequentemente maior abundancia dos mesmos em relagcdo as
demais (Figura 4.4a, b, e c, p. 39-40), em razdo da afinidade entre os constituintes e o
revestimento.

Contudo, o revestimento CAR/PDMS apresentou 0 maior numero de
compostos identificados, uma vez que o uso de fibras mistas viabiliza a maior
seletividade, sensibilidade e capacidade de retengdo de componentes mais volateis,
como pode ser observado para os constituintes (1), (2), (3) e (4), com tempo de retengédo
entre 2,19 e 4,38 min. A maioria dos COVs extraidos eluiu em uma faixa de tempo de
retencdo especifica, porque 0os mesmos pertencem a classe dos sesquiterpenos, ou seja,
possuem estruturas quimicas semelhantes. No entanto, apresentam certas diferencas tais
como estereoquimica e numero de ligacGes duplas, o que acarreta em interacdes
diferentes, e consequentemente pontos de ebulicdo distintos.

Com base no estudo supramencionado e considerando que ha na
literatura apenas um estudo sobre dleo essencial das folhas de A. coriacea utilizando a
técnica de hidrodestilacdo, foi de suma importancia propor outro método de
identificacdo dos constituintes quimicos, como a analise por SPME, para efeito de
comparacao entre os mesmos. Vale ressaltar que métodos que atendam aos principios da
Quimica Verde sdo primordiais e neste quesito a SPME é desejavel, por ndo requerer
tratamento prévio da amostra, além de ser livre de solvente, evitando a geracdo de
residuos.

Entretanto, é importante que a técnica seja eficiente e neste sentido o0s
dados deste estudo foram comparados com aqueles presentes na literatura que versam
sobre a utilizacdo da hidrodestilacio como método de extracdo do Oleo essencial das
folhas de A. coriacea. O resultado em termos de classes de COVs extraidos entre as
técnicas SPME e hidrodestilagdo mostrou-se condizente, pois em ambos os métodos de
extracdo 0s compostos volateis majoritarios foram 0s sesquiterpenos, visto que ao
utilizar a hidrodestilacdo constatou 76,7% sesquiterpenos, 20,0% monoterpenos e 3,3%
de outros compostos (SIQUEIRA et al., 2011).

No entanto, vale ressaltar que embora tenha sido feita a comparacéo, as
folhas foram coletadas em Aguas de Santa Barbara - S&o Paulo, na Estacdo Ecolégica
(Reserva Natural) do Instituto Florestal de S&o Paulo, enquanto que a espécie de estudo
deste trabalho esté localizada na cidade de Cataldo - Goias; desta forma, diversos fatores

podem influenciar no conteldo dos seus metabolitos secundarios, como por exemplo,
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sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura, nutrientes, inducdo por estimulos
mecanicos, ritmo circadiano, etc (GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

FIGURA 4.4 - CIT obtido ap6s analise de HS-SPME com as fibras (a) PA, (b) PDMS e

(c) CAR/PDMS
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4.2 - CARACTERIZACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DAS FLORES DE
X. aromatica

Os resultados descritos aqui foram obtidos atraves das extracdes in vivo e
in vitro por HS-SPME, em consequéncia do maior niumero de COVs identificados do
aroma floral de X. aromatica. O tempo de extracdo, temperatura de extracao e tempo de
equilibrio sdo varidveis que influenciam a pressdo de vapor e o equilibrio dos
constituintes volateis entre o headspace e o revestimento da fibra (PELLATI et al.,
2005), por isso os mesmos foram selecionados e otimizados, no entanto, o tempo de
equilibrio de 15 min se manteve inalterado neste estudo.

A otimizacdo dos experimentos avaliou o efeito do tempo de extracéo e
fibra simultaneamente, mantendo as outras variaveis constantes. Além disso, uma vez
que a selecdo da fibra de SPME mais adequada depende dos compostos-alvo (BICCHI,
DRIGO, RUBIOLO, 2000), utilizou-se fibras com polaridades diferentes, visando a

extracdo do maior nimero de compostos.

4.2.1 - Extracéo in vivo dos COVs das Flores de X. aromatica

O tempo de extracdo é uma variavel que interfere na transferéncia de
massa dos analitos entre as fases do filme polimérico, fase gasosa e matriz do sistema

no modo headspace. Portanto, o tempo ideal de extragdo é atingido quando ocorre 0
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equilibrio entres tais fases (ZHANG et al.,, 2007; FERREIRA, PERESTRELO,
CAMARA, 2009). Diante disso, realizou-se 0s experimentos in vivo com as exposicoes
das fibras CAR/PDMS, DVB/CAR/PDMS, PA e PDMS por 15, 30, 45, 60 e 120 min e
aplicou-se a analise quimiométrica com a finalidade de selecionar o intervalo de tempo

ideal para a maxima extracao de COVs.

4.2.1.1 - Avaliacdo quimiomeétrica das quatro fibras empregadas no estudo do tempo de
extracao in vivo

A etapa de pré-processamento dos dados é fundamental para o sucesso da
analise multivariada, uma vez que elimina informaces ndo relevantes, do ponto de vista
quimico, e torna a matriz de dados melhor condicionada para a analise (SOUZA,
POPPI, 2012).

Na ACP dos experimentos in vivo foram utilizados os cromatogramas
médios de cada experimento (trés réplicas reais para cada combinacao de fibra e tempo
de exposicdo avaliado) para a constru¢do da matriz de dados X (n x m), onde n = 20
corresponde ao nimero de experimentos e m corresponde aos 12.441 sinais obtidos pelo
detector do espectrémetro de massas, 0s quais foram adquiridos ao longo dos 60 min de

cada andlise no equipamento, conforme ilustrado na Figura 4.5.

FIGURA 4.5 - Representacdo da matriz de dados utilizada nas analises de ACP para 0s
experimentos in vivo
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Onde:
N = namero de experimentos.

m = resposta do detector para cada tempo de retencgdo (varidveis independentes).

Os dados obtidos através dos experimentos foram normalizados, ou seja,
o valor de cada variavel foi dividido pela soma dos valores de todas as variaveis e

centrados na média, isto é, calculou-se a média das intensidades de cada resposta - sinal
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de cada tempo de eluicdo - neste caso, as variaveis de todos 0s cromatogramas
utilizados e subtraiu-se cada uma das intensidades deste valor médio. Desta maneira,
cada varidvel passou a ter média zero e entdo a ACP foi realizada.

O Gréfico 4.3 apresenta os scores resultantes da ACP realizada na matriz
supracitada, em que foi possivel observar a segregacdo para os scores de cada fibra ao
longo do eixo da Componente Principal (CP) 1, enquanto que ao longo do eixo da CP2
observou-se as diferencas nos perfis dos compostos extraidos com uma mesma fibra em

relacdo ao tempo de extracdo empregado.

GRAFICO 4.3 - Scores dos experimentos in vivo com exposicdo das fibras
CAR/PDMS, DVB/CAR/PDMS, PA e PDMS por 15, 30, 45, 60 e 120 min
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A quimiometria oferece na mesma andlise informacdes relativas ao
comportamento das fibras em diferentes tempos de exposicdo. Nota-se que no grafico
4.3, os scores da fibra PA para exposicdes de 45 e 60 min agruparam-se e separaram-se
das exposicoes a 30 e 120 min, os quais também desmembraram-se da exposicéo a 15
min. Este padrdo pode ser observado também para as demais fibras.

Neste contexto, ainda é possivel observar que para as fibras PA, PDMS e
CAR/PDMS os tempos de 15 e 60 min estdo ao extremo, enquanto os demais estio

compreendidos nesse intervalo. Assim, o emprego de tempo de 15 e 60 min torna
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possivel o englobamento da maior diversidade de compostos, até mesmo aqueles
constituintes que foram seletivos para uma determinada fibra. A fibra
DVB/CAR/PDMS apresentou um comportamento diferente das demais, porém esta
divergéncia ndo possui grande relevancia, ja que os tempos de 30, 45 e 60 min estdo
préximos ao longo da CP1, o que significa que ndo ha grandes desigualdades em termos
de compostos para estas condigdes utilizadas.

Diante disso, a maior parte dos compostos extraidos em todas as fibras
utilizadas foram identificados no tempo de extracdo de 60 min, porque o tempo de 15
min ndo foi suficiente para obtencdo de todos os COVSs, ja que alguns apresentaram
baixas intensidades, dificultando a identificacéo.

Portanto, o tempo de extragdo dos COVs das flores de X. aromatica de
60 min apresentou-se promissor em relacdo aos demais, sem a necessidade de um tempo
maior, pois quando realizou-se 0s experimentos empregando 120 min houve perda do
namero de constituintes volateis extraidos, resultado de uma dessor¢do parcial dos
compostos que apresentaram menores interagdes com os diferentes tipos de filmes que
recobrem estas fibras (ZHANG et al., 2007; FERREIRA, PERESTRELO, CAMARA,
2009).

4.2.1.2 - Selecéo da fibra de SPME

Para situacdes em que a caracterizacdo quimica da fracdo volatil de uma
espécie, em termos do nimero maximo de compostos que podem ser extraidos, é o
principal objetivo de uma investigacédo, a selecdo de uma fibra deve ser em funcéo da
seletividade que cada revestimento pode promover.

Assim, a selecdo da fibra no presente estudo foi feita com base na
extracdo de 37, 32, 31 e 33 constituintes volateis para CAR/PDMS, PDMS, PA e
DVB/CAR/PDMS, respectivamente, no tempo de extracdo de 60 min (Tabela 4.3, p. 44-
47), sendo que os constituintes analisados e identificados nos brancos foram subtraidos

na identificacéo.
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TABELA 4.3 - Identificagcdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica usando diferentes revestimentos

Fibras Identificacéo
n° tg! (min) Compostos . . 2 " =
PA PDMS CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS IKe® IK;i® EM® Padrédo comercial
1 9,36 (2)-B-ocimeno - - X X 1030 1037 x *
) 12,04 1,3-ciclohexadieno, 1,3,5,5- ) ) y y 1071 . y .
tetrametil
3 12,46 neo-allo-ocimeno - - X X 1077 * X *
4 17,65 indol X - X X 1255 * X *
5 19,37 a-cubebeno X X X X 1279 * X *
6 20,05 a-ylangeno - - X - 1289 * X *
7 20,21 a-copaeno X X X X 1291 * X *
8 20,50 -bourboneno X X X X 1294 * X *
9 20,67 -cubebeno - X X X 1297 * X *
10 20,72 B-elemeno X - X - 1297 * X *
11 21,59 (E)-cariofileno X X X X 1412 * X X
12 21,89 -cedreno X X X X 1417 1420 x *
13 22,38 longifoleno X X - - 1426 * X *
14 22,43 cis-muurola-3,5-dieno - X X X 1427 * X *
15 22,56 [-copaeno X X X X 1430 1432 X *
16 22,66 a-humuleno X X X X 1431 * X X
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TABELA 4.3 - Identificacdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica usando diferentes revestimentos

(continuagéo)

Fibras Identificacéo
n® tg' (min) Compostos 5 2 4 N .
PA PDMS CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS 1K~ |IKiii® EM™ Padrao comercial
17 22,89 B-gurjuneno X X X X 1435 1433 X *
18 22,96 epi-biciclosesquifelandreno - X - X 1437 * X *
19 2312 aromadendreno - - X - 1439 1441  x *
20 23,28 trans-cadina-1(6),4-dieno X X X X 1442 * X *
21 23,39 y-muuroleno X X X X 1444 * X *
22 23,50 sibireno X X X X 1446 * X *
23 23,84 trans-muurola-3,5-dieno X X X X 1451 1453 X *
24 23,93 y-elemeno X - X X 1453 * X *
25 24,03 n.i. - X - - 1455 * * *
26 24,08 o-muuroleno X X X X 1455 * X *
27 24,34 (E,E)-a-farneseno - X X - 1460 * X *
28 24,50 y-cadineno - - X - 1462 * X *
29 24,58 cis-cadina-1(6),4-dieno - - - X 1463 1463 X *
30 24,62 epi-cubebol X X - - 1464 * X *
31 2481 [-cadineno X X X X 1467 * X *
32 24,87 cis-B-guaieno X X - X 1468 * X *
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TABELA 4.3 - Identificacdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica usando diferentes revestimentos (continuacéo)

trt Fibras Identificacéo

n° ) Compostos ]
(min) PA PDMS CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS IKe?® IKie EM* Padrdo comercial®

33 25,06 cis-cadina-1,4-dieno X X X X 1471 * X *

34 25,20 a-cadineno - X X X 1473 * X *

35 25,37 a-calacoreno X X X X 1476 * X *

36 26,24 a-acorenol X - - - 1489 * X *

37 26,32 amorfa-4,7(11)-dieno X X X X 1491 * X *

38 26,60 gleenol X - X - 1495 * X *

39 26,64 cadina-1(10),6,8-trieno - - X - 1495 * X *

40 27,29 B-oplopenona X - - X 1607 1607 x *

41 27,66 a-corocaleno - - X - 1614 * X *

42 27,82 cubedol X X X X 1617 * X *

43 27,98 epodxido de allo-aromadendreno X - - - 1620 * X *

44 28,08 n.i. X X - X 1622 * * *

45 28,19 epi-a-cadinol X X X X 1624 * X *

46 28,57 a-cadinol - - X - 1632 * X *

47 29,13 cadaleno - - X - 1642 * X *

48 29,46 oxido de ledeno (I1) X X - X 1648 * X *




TABELA 4.3 - Identificacdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica usando diferentes revestimentos (concluséo)

Fibras Identificacéo
n° tg* (min) Compostos ; ; . N —
PA PDMS CAR/PDMS DVB/CAR/PDMS 1Ky IKii© EM™ Padrao comercial
49 29,58 epi-a-muurolol - X - - 1651 * X *
50 29,72 pentadecan-2-ona X X X X 1653 * X X
51 30,86 n.i. X X - X 1674 * * *
52 31,75 n.i. - - - X 1689 * * *
53 32,63 n.i. X - - - 1805 * * *
54 34,98 heptadecan-2-ona X X - X 1853 * X *
55 39,64 n-heneicosano - X - - 2051 * X *
Total de compostos identificados 31 32 37 33

(X) detectado/identificado; (-) ndo detectado; (n.i./*) ndo identificado; * tempo de retencdo (min); * indice de retencéo de Kovats calculado de acordo
com a série dos n-alcanos; * Iindice de Kovats da literatura (ADAMS, 2007); * Espectrometria de massa (biblioteca NIST EPA/NIH disponivel no
equipamento); ® Padrdes comerciais da Sigma-Aldrich.
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4.2.1.3 - Avaliacdo quimiométrica entre selecdo da fibra e tempo de extracdo

Através dos loadings de CP1 e CP2 apresentados no Grafico 4.4
observou-se as variaveis fibra e tempo de extracdo mais associados a determinados
compostos e, consequentemente, tempo de eluigdo. A contextualizacdo deste fato pode
ser realizada tomando como exemplo o valor dos loadings para o intervalo de tempo de
9,15 a 9,86 min, destacado no gréfico de loading para a CP2.

GRAFICO 4.4 - Loadings dos experimentos in vivo com tempo de exposicdo das fibras
CAR/PDMS, DVB/CAR/PDMS, PA e PDMS por 15, 30, 45, 60 e 120 min
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Como para ambas as CPs neste intervalo, os valores de loadings sdo
positivos, a primeira informacdo obtida é que as fibras com scores (Gréfico 4.3, p.42)
no primeiro quadrante sdo as que estdo mais associadas com o composto eluido neste
intervalo de tempo, como o monoterpeno (Z)-B-ocimeno (1), tg: 9,36 min. Portanto, o
respectivo valor de loading para CP2 é aproximadamente 2,5 vezes maior
(0,0632/0,0267) que para CP1, dentre os experimentos realizados. Assim, inferiu-se que
a fibra DVB/CAR/PDMS exposta por 15 min esta mais associada a este composto. Esta
analise esta exemplificada na Figura 4.6 (p. 50), em que sdo apresentados o0s
cromatogramas (media de trés réplicas reais) obtidos pela exposicdo da fibra
DVB/CAR/PDMS exposta por 15 e 120 min e CAR/PDMS por 15 min, e pode ser
estendida para qualquer outro tempo de retencao considerado.

O tempo de extracdo de 60 min foi selecionado; porém os compostos (1),
(2) e (3) ndo foram extraidos, mas identificados no intervalo de 9,15 a 9,86 min de
andlise para as extracGes nos tempos de 15 e 120 min de exposicdo das fibras, com a
finalidade de identificar o maximo de COVs para ter maior representatividade da fracéo
volatil do aroma floral de X. aromatica. Tal fato provavelmente aconteceu porque as
flores ndo estavam no mesmo estado fisioldgico, ou seja, a idade e o desenvolvimento
da planta podem influenciar na quantidade total de metabdlitos secundarios, e ainda nas
proporcOes de determinados compostos ou misturas deles (GOBBO-NETO, LOPES,
2007), pois se trata de uma extracdo in vivo em que estagios diferentes do material
vegetal foram considerados, e consequentemente estes compostos nao foram liberados

neste dia de analise.
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FIGURA 4.6 - Cromatogramas normalizados para as extra¢coes de DVB/CAR/PDMS 15 e 120 min e CAR/PDMS 15min
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Por meio da analise quimiométrica dos dados € realizada uma abordagem
diferente, em relacdo aquela que prioriza o nimero de compostos detectados, como no
caso da obtencdo de 37 COVs com o emprego da fibora CAR/PDMS. Ao contrério da
informacdo qualitativa, a avaliacdo quimiométrica proporciona informacgdes sobre a
fibra e o tempo de exposicdo que estdo mais associados aos diferentes compostos
eluidos. Desta forma, é possivel priorizar compostos (ou suas classes) de acordo com o
interesse de investigacao.

Por esse motivo, selecionaram-se as fibras CAR/PDMS e PA para dar
continuidade aos experimentos a serem realizados in vitro, de modo que os resultados
pudessem ser comparados, pois no gréfico de scores 4.3 (p. 42) as mesmas estdo no
extremo ao longo da CP2, indicando que tais fibras podem extrair compostos variados.
Isso significa que, diante das condicbes testadas, as fibras apresentaram
comportamentos diferenciados, e consequentemente, maior seletividade para
determinados constituintes. Assim, pode-se extrair o0 maximo de informacédo possivel do
aroma floral, uma vez que a anélise quimiométrica mostrou duas fibras como sendo as
mais promissoras para se conhecer o0 maior numero de constituintes diferentes entre si.

A partir da andlise conjunta dos graficos de scores e loadings, os quais
explicam, respectivamente, a varidncia dos dados e o peso de cada variavel, inferiu-se
que os resultados mais promissores na extracdo in vivo para a analise do perfil volatil
das flores de X. aromatica foram as fibras CAR/PDMS e PA, com tempo de extracdo de
60 min, através dos resultados mais promissores em funcdo do maior nimero de
compostos identificados. Portanto, estas condi¢cdes foram utilizadas no estudo da
extracdo in vitro dos constituintes volateis do aroma floral, com acréscimo da variével

temperatura.

4.2.2 - Extragéo in vitro dos COVs das Flores de X. aromatica

As analises de otimizacdo avaliaram as fibras e o tempo de extracdo
concomitantemente durante a extragdo in vivo; entretanto a temperatura € uma variavel
que foi otimizada através da extracdo in vitro, sendo que in vivo o controle da mesma é
complexo, ainda que se tenha realizado o controle em todos os dias de analise, com
média de 29 °C.

A fim de reproduzir a temperatura de 29 °C de modo que os constituintes

extraidos fossem comparados nos modos in vivo e in vitro, utilizou-se uma estufa. Além
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disso, uma temperatura maior (40 °C) foi avaliada para verificar o real efeito dessa

variavel na extragdo dos COVs do aroma floral de X. aromatica.

4.2.2.1 - Temperatura de extracdo in vitro dos COVs

A temperatura tem um papel relevante na extragdo dos constituintes
volateis, visto que pode influenciar os coeficientes de distribuicdo entre a
amostra/headspace e headspace/fibra. Assim sendo, é um parametro significante no
controle da taxa de difusdo dos analitos de interesse para o revestimento (LI, LEE,
SHEN, 2006; ZHANG et al., 2007).

Neste contexto, avaliou-se as temperaturas de 29 e 40 °C durante a
extracdo in vitro dos COVs do odor floral de X. aromatica, visando avaliar o quanto as
mesmas influenciariam no estudo do perfil quimico dos constituintes volateis.

Como resultados desta analise, observou-se que com o aumento da
temperatura o numero de COVs extraidos reduziu, uma vez que em temperaturas
elevadas os coeficientes de distribuicdo diminuem, e consequentemente ha menor
difusdo dos compostos nos revestimentos. Tal fato influencia diretamente na capacidade
de retencéo dos COVs.

Portanto, a temperatura de 29 °C apresentou o0s resultados mais
expressivos em termos de numeros de compostos extraidos, em que foi possivel
identificar 46 e 41 compostos para as fibras PA e CAR/PDMS, respectivamente,
enquanto que na temperatura de 40 °C identificou-se 39 constituintes em ambas as
fibras.

4.2.2.2 - Avaliacdo quimiométrica das fibras, temperatura de extracdo e tempo de
extracdo no modo in vitro

Com base nos resultados da ACP descritos anteriormente, as fibras PA e
CAR/PDMS foram selecionadas para os estudos in vitro, em que o fator temperatura de
extracdo passou a ser considerado. Trés réplicas reais de cada fibra para as temperaturas
de 29 e 40 °C foram realizadas em tempos de 15 e 60 min, perfazendo um total de 24
extracOes. A matriz de dados resultante foi constituida pelos oito cromatogramas

médios (amostras) x 12.441 sinais adquiridos em 60 min de corrida cromatografica

52



(variaveis). Para a execuc¢do das analises quimiométricas, os dados foram normalizados
e centrados na média.

No gréafico de scores (Gréfico 4.5) resultante da ACP, observou-se a
segregacdo das fibras ao longo do eixo da CP1l, em consequéncia das diferentes
caracteristicas das mesmas, principalmente quanto a polaridade (PA - polar;
CAR/PDMS - semi-polar). Ao longo do eixo de CP2, sdo apresentadas as variagdes no
perfil de extracdo de cada fibra em funcdo das varidveis tempo e temperatura.

GRAFICO 4.5 - Scores dos experimentos in vitro: fibras (CAR/PDMS e PA), tempo de
exposicdo (15 e 60 min) e temperatura (29 e 40 °C)
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Através deste grafico observou-se que os scores da fibora CAR/PDMS
estdo mais préximos, mostrando que o perfil de adsorcdo é menos susceptivel as
variacdes de tempo/temperatura nos intervalos avaliados do que a fibra PA. Em relagéo
a fibora CAR/PDMS, a maior variacdo no perfil dos compostos adsorvidos ocorreu na
condicdo de extragdo a 40 °C por 15 min, em que a varidvel tempo de retencéo esta
mais associada com valores negativos de CP2. Isto discrimina esta condi¢do de extragdo
das demais, apesar de ser a mesma fibra e varidvel, esta possui valores positivos em

CP1. Considerando os scores referentes a fibra PA, estes apresentaram uma maior
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dispersdo, e consequentemente estdo mais associados as variaveis com valores
negativos de CP1 e positivos para CP2.

De forma anéloga, ao apresentar e contextualizar a ACP in vivo,
utilizando a triagem das fibras que mais se adequaram para determinar o perfil de
volateis de X. aromatica, foi realizado os graficos de loadings resultantes desta ACP in
vitro (Gréfico 4.6), que em conjunto com os graficos de scores fornecem a condicao
fibra/temperatura/tempo que podem ser utilizados para maximizar a resposta em termos
de maior nimero de compostos.

GRAFICO 4.6 - Loadings para CP1 e CP2 obtidos a partir da ACP realizada com os
dados dos experimentos in vitro
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Com relacdo a AHA realizada na mesma matriz de dados, o dendograma
resultante (Grafico 4.7) que classifica as amostras (fibras/tempo/temperatura) em
relacdo as suas semelhancas é concordante com o grafico de scores. Neste gréfico, as
amostras mais semelhantes estdo agrupadas a partir da extremidade direita. Portanto, as
amostras denominadas de PA (40 °C 60 min) e PA (29 °C 15 min) séo classificadas
como mais semelhantes entre si; em seguida formam um primeiro grupo com a PA (29
°C 60 min), o que é totalmente concordante com a dispersdo dos scores (Grafico 4.5, p.
53).

GRAFICO 4.7 - Dendograma obtido a partir da AHA realizada com os dados dos
experimentos in vitro
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Da mesma forma, as amostras referentes as fibras CAR/PDMS (40 °C 60
min), (29 °C 15 min) e (29 °C e 60 min) formam um segundo agrupamento, que é unido
a CAR/PDMS (40 °C 15 min), assim como na ACP; essa Ultima amostra é a mais
distinta para este tipo de fibra. Estes dois grupos por sua vez, ndo mostram semelhanca
com PA (40 °C 15 min), conforme os resultados de ACP, por isso esta amostra é Unica e
caracterizada por valores negativos em CP1 e CP2.
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4.2.3 - Comparagédo dos COVs Utilizando HS-SPME nos Modos in vivo e in vitro

A extracdo dos COVs das flores de X. aromatica foi investigada
aplicando a técnica HS-SPME nos modos in vivo e in vitro, a fim de comparar o perfil
quimico através dos mesmos. Ressalta-se que a andlise in vivo € realizada sem a coleta
do material; assim é possivel identificar os constituintes volateis do espécime em seu
habitat natural, sem que haja modificacGes por estimulos mecanicos ou outros fatores,
além de preservar o material vegetal, mostrando, portanto, a importancia desta técnica
para a Quimica Verde. Na extracdo in vitro torna-se necesséria a coleta da amostra, e
provavelmente alguns constituintes podem sofrer modificagdes quimicas ou fisicas e
ndo serem detectados na analise.

Neste contexto, as condicBes que apresentaram o0s resultados mais
promissores foram: fibras de CAR/PDMS e PA, tempo de extragdo igual a 60 min e
temperatura de extragdo de 29 °C.

Um total de 41 e 46 constituintes volateis foram identificados para
CAR/PDMS e PA na extracdo in vitro, respectivamente (Tabela 4.4, p. 57-61), sendo
que os constituintes analisados e identificados nos brancos foram descontados na
identificacdo. Ao contrario da extracdo in vivo, um nimero maior de compostos foi
determinado para o revestimento de poliacrilato (PA), o qual é considerado polar. Desta
forma, compostos como nerol, citronelol, geraniol, neral e geranial, que apresentam
certa polaridade, tiveram afinidade por este revestimento.

O numero de compostos identificados na extracdo in vitro foi superior a
in vivo. Tal fato supostamente ocorreu porque 0s metabdlitos secundarios sao
dependentes de varios fatores, tais como: sazonalidade, ritmo circadiano,
desenvolvimento, idade, radiacdo ultravioleta, indugdo mecénica (GOBBO-NETO,
LOPES, 2007), entre outros. Em relacdo ao ritmo circadiano, todas as anélises
comecaram as 9 h, impreterivelmente, a fim de minimizar o efeito deste fator no
contetdo dos COVs. Nas extrac@es in vivo houve a incidéncia de radiagdo ultravioleta
na matriz de andlise, enquanto que in vitro as amostras foram mantidas dentro de uma
estufa sem nenhum tipo de radiacdo. Com relacdo ao fator inducdo por estimulo
mecanico, este possivelmente teve grande importancia na producdo de um maior
namero de compostos, visto que as flores sofreram algum tipo de dano superficial nas

suas partes ao serem coletadas.
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TABELA 4.4 - Identificacdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica extraidos nos modos in vivo e in vitro

" Fibras Identificacdo
n° ) Compostos PA CAR-PDMS
(min) Invivo Invitro Invivo Invitro IKa® IKie EM* Padrdo comercial®

1 746 -pineno - - - X 895 * X *
2 7,69 mirceno X 899 * X *
3 8,62 R-limoneno - - - X 1017 * X X
4 8,80 silvestreno - X - - 1020 1030 X *
5 891 d-2-careno - - - X 1022 * X *
6 9,36 (2)-B-ocimeno - X X X 1030 1037 X *
7 1081 terpinoleno - - - X 1054 * X *
8 11,53 fenil etil alcool X - X 1064 * X *
9 12,04 1,3-ciclohexadieno, 1,3,5,5-tetrametil - - X X 1071 * X *
10 12,46 neo-allo-ocimeno - - X X 1077 * X *
11 15,48 nerol - X - - 1220 1229 X *
12 15,79 citronelol - X - - 1226 1225 X *
13 16,31 geraniol - X - - 1234 * X *
14 16,49 neral - X - - 1237 1238 X *
15 16,77 geranial - X - - 1241 * X *
16 17,65 indol X X X X 1255 * X *
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TABELA 4.4 - Identificacdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica extraidos nos modos in vivo e in vitro

(continuacéo)

Fibras
o vy Identificacéo
n° tg~ (Min) Compostos PA CAR/PDMS
Invivo Invitro Invivo Invitro IKg® IKi® EM* Padrdo comercial®

17 19,37 a-cubebeno X X X X 1279 * X *
18 19,83 neril acetato - X - - 1285 * X *
19 19,89 ciclosativeno - - - - 1286 * X *
20 20,05 a-ylangeno X X X 1289 * X *
21 20,21 a-Copaeno X X X X 1291 * X *
22 20,50 B-bourboneno X - X - 1294 * X *
23 20,67 [-cubebeno - - X X 1296 * X *
24 20,72 [-elemeno X X X X 1297 * X *
25 2091 cis-tujopseno - - - X 1300 * X *
26 21,59 (E)-cariofileno X X X X 1412 1419 X X
27 21,89 B-cedreno X X X X 1417 1420 X *
28 22,38 longifoleno X X - - 1426 * X *
29 2243 cis-muurola-3,5-dieno - - X X 1427 * X *
30 22,56 [-copaeno X X X X 1430 1432 X *
31 22,66 a-humuleno X X X X 1431 * X X
32 22,89 B-gurjuneno X X X X 1435 1433 X *
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TABELA 4.4 - Identificacdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica extraidos nos modos in vivo e in vitro

(continuacéo)

Fibras
o e dp Identificacéo
n° tg- (min) Compostos PA CAR/PDMS
Invivo Invitro Invivo Invitro IKg® 1K EM* Padrdo comercial®

33 22,96 epi-biciclosesquifelandreno - X - - 1436 * X *
34 2312 aromadendreno - - X X 1439 1441 X *
35 23,28 trans-cadina-1(6),4-dieno X X X X 1442 * X *
36 23,39 y-muuroleno X X X X 1444 * X *
37 23,50 sibireno X X X X 1446 * X *
38 2384 trans-muurola-3,5-dieno X X X X 1451 1453 X *
39 2391 tridecan-2-ona - X - - 1453 * X X
40 23,93 y-elemeno X - X X 1453 * X *
41 24,03 n.i. - X - - 1455 * * *
42 24,08 a-muuroleno X X X X 1455 * X *
43 24,34 (E,E)-a-farneseno - X X X 1459 * X *
44 24,50 y-cadineno - X X X 1462 * X *
45 24,58 cis-cadina-1(6),4-dieno - X - - 1463 1463 X *
46 24,81 B-cadineno X X - - 1467 * X *
47 24,87 cis-pB-guaeino X - X X 1468 * X *
48 25,06 cis-cadina-1,4-dieno X X X X 1471 * X *
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TABELA 4.4 - Identificacdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica extraidos nos modos in vivo e in vitro

" Fibras Identificacdo
n° ) Compostos PA CAR/PDMS
(min) Invivo Invitro Invivo Invitro I1Kg? 1K EM* Padrdo comercial®

49 25,20 a-cadineno - X X X 1473 * X *
50 25,37 a-calacoreno X X X X 1476 * X *
51 26,24 a-acorenol X - - - 1489 * X *
52 26,32 amorfa-4,7(11)-dieno X X X X 1491 * X *
53 26,60 gleenol X - - - 1495 * X *
54 26,64 cadina-1(10),6,8-trieno - - X X 1495 * X *
55 26,88 tretadecan-2-ona - X - - * X *
56 27,29 -oplopenona X X - - 1607 1607 X *
57 27,66 a-corocaleno - - X - 1614 1623 X *
58 27,82 cubedol X X X X 1617 * X *
59 27,98 epoxido de allo-aromadendrene X - - - 1620 * X *
60 28,08 n.i. X - - - 1622 * * *
61 28,19 epi-a-cadinol X X X X 1624 1624 X *
62 28,57 a-cadinol - X X X 1631 * X *
63 28,69 n.i. - X - - 1634 * * *
64 28,96 1,5-dodecadieno - X - - 1639 * X *

(continuagéo)
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TABELA 4.4 - Identificacdo dos compostos volateis das flores de X. aromatica extraidos nos modos in vivo e in vitro

(concluséo)

tr! Fibras Identificacdo
n° ) Compostos PA CAR/PDMS
(min) Invivo Invitro Invivo Invitro IKg? 1K EM* Padrdo comercial®
65 29,13 cadaleno - - X X 1642 * X *
66 29,46 oxido de ledeno (1) X - - - 1648 * X *
67 29,72 pentadecan-2-ona X X X X 1654 * X X
68 30,86 n.i. X - - - 1674 * * *
69 32,63 n.i. X - - - 1805 * * *
70 34,15 (92)-octadeca-9,17-dienal - X - - 1837 * X *
71 34,98 heptadecan-2-ona X X - - 1854 * X *
72 39,64 n-heneicosano - X - - 2051 * X *
Total de compostos identificados por fibra 31 46 37 41

(x) detectado/identificado; (-) ndo detectado; (n.i./*) ndo identificado; * tempo de retencdo (min); ? indice de retencdo de Kovats calculado de acordo
com a série dos n-alcanos; ® indice de Kovats da literatura (ADAMS, 2007); * Espectrometria de massa (biblioteca NIST EPA/NIH disponivel no

equipamento); ® Padrdes comerciais da Sigma-Aldrich.
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Assim, por meio dos estudos in vivo e in vitro das flores de X. aromatica
realizados via HS-SPME constatou-se diferenca no perfil dos constituintes em funcao
do modo de extracdo utilizado. Além disso, a selecdo do revestimento polimérico foi um
fator importante, pois determinados compostos sdo especificos para certas fibras,
mostrando a seletividade existente entre constituinte quimico e fibra.

Diante disso, conclui-se que é de suma importancia a definicdo do foco
de estudo de COVs, pois uma fracdo volatil pode ser modificada e ter a sua
aplicabilidade comprometida, dependendo da abordagem de extracdo e caracterizacéo.

No contexto supracitado, considerando, por exemplo, que a investigagdo
seja voltada ao estudo de COVS na relacdo planta-polinizadores ou entdo no uso destes
compostos como notas para a producdo de um cosmético/perfume, a extracdo no modo
in vivo serd a maneira mais viavel de representar o perfil quimico dos mesmos, de forma

a ndo alterar sua constituicéo.

4.2.4 - Obtenco e Caracterizacdo Quimica do Oleo Essencial de X. aromatica

O oOleo essencial das flores de X. aromatica foi  obtido por
hidrodestilacdo, através do aparelho tipo Clevenger, e apresentou-se incolor, com
rendimento de 0,02% (m/m). A caracterizacdo quimica foi realizada por CG-EM e o
cromatograma, ilustrado na Figura 4.7 (p. 63), apresenta 0s principais compostos
identificados.
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FIGURA 4.7 - CIT obtido ap6s analise do 6leo essencial via CG-EM
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Um total de 28 compostos foi identificado, em que o0s
sesquiterpenos/oides representaram 62,06% do total. Os sesquiterpenos principais foram
os y-elemeno (9,74%), viridifloreno (3,13%) ¢ B-vetispireno (3,00%), enquanto o0s
sesquiterpenoides foram os a-cadinol (7,76%), epoxido de alloaromadendreno (7,23%)
e muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol (4,40%). O composto majoritario deste 6leo essencial
foi a pentadecan-2-ona (16,38%). As cetonas, os hidrocarbonetos, os diterpenos e
monoterpenoides representaram 13,80%, 10,34%, 6,90% e 3,45%, nesta ordem, do total

do 6leo essencial (Tabela 4.5).

TABELA 4.5 - Composicdo quimica (%) do 6leo essencial das flores de X. aromatica

Identificacéo

1,
N° tg™ (min) Compostos % T K EM
1 15,81 citronelol 1,51 1226 1225 X
2 18,93 elixeno 0,76 * * *
3 23,49 sibireno 1,33 1445 * X
4 23,97 y-elemeno 9,74 1453 * X
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TABELA 4.5 - Composicado quimica (%) do 6leo essencial das flores de X. aromatica
(concluséo)

Identificacéo

1,
N° tg™ (min) Compostos % T KT BV
5 24,54 cis-cadina-1(6),4-dieno 2,40 1463 1463 X
6 24,76 B-cadineno 2,90 1466 * X
7 26,38 B-vetispireno 3,00 1491 1493 X
8 26,56 viridifloreno 3,13 1494 1496 X
9 26,79 trans-p-guaieno 1,93 1498 1502 X
10 26,96 guaiol 1,36 1600 1600 X
11 27,10 n.i. 0,90 1603 * X
12 27,23 B-vatireneno 1,70 1605 * X
13 27,41 isolongifolan-7-a-ol 1,14 1609 1619 X
14 27,61 zierona 2,32 1613 * X
15 27,82 cubedol 2,52 1617 * X
16 28,22 epi-a-cadinol 3,44 1625 * X
17 28,28 muurola-4,10(14)-dien-1-p-ol 4,40 1626 1631 X
18 28,46 y-eudesmol 1,68 1630 1632 X
19 28,56 a-cadinol 7,76 1631 * X
20 28,80 dxido de ledeno Il 1,88 * * *
21 29,01 epoxido de allo-aromadendreno 7,23 * * *
22 29,72 pentadecan-2-ona’ 16,38 1653 * X
23 30,38 geranil-a-terpineno 4,46 1665 * X
24 30,78 mustacona 0,60 1672 1677 X
25 34,98 heptadecan-2-ona 5,83 1854 * X
26 38,73 biformeno 0,77 2031 * X
27 39,63 n-heneicosano 2,92 2051 * X
28 43,98 hexacosano 6,17 2251 * X
29 47,99 heptacosano 1,10 2450 * X

(x) identificado; (n.i./*) ndo identificado; ' tempo de retencdo (min); * indice de retencio de
Kovats calculado de acordo com a série dos n-alcanos; ® indice de Kovats da literatura
(ADAMS, 2007); * Espectrometria de massa (biblioteca NIST EPA/NIH disponivel no
equipamento); * Identificado por comparag&o com padr&o comercial da Sigma-Aldrich.
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Ao considerar todos os estudos apresentados anteriormente, ressalta-se
que o emprego de métodos de extracdo diferentes entre si, como HS-SPME e
hidrodestilacdo, teve por finalidade a caracterizagcdo dos COVs de X. aromatica atrelada
a comparacdo de qual seria a técnica mais viavel para a obtencdo de um perfil quimico
mais completo. No entanto, ndo foi possivel observar relacfes diretas entre as mesmas
que tornasse possivel a selecdo de uma em detrimento da outra, uma vez que as
extracdes in vivo e in vitro por HS-SPME apresentaram um maior numero de compostos
identificados em relacdo a hidrodestilacdo, mas tem-se de considerar alguns fatores
como: perda de analitos durante o pré-tratamento da matriz, em razdo da volatilidade
dos constituintes; e modo de extragcdo diferente, visto que por SPME se extrai
constituintes mais volateis, enquanto pela hidrodestilagdo é possivel extrair compostos
menos volateis, por empregar temperatura elevada. Assim, ambas as técnicas podem ser
usadas, de forma a se complementarem, ndo sendo possivel definir quais seria a técnica

mais recomendada para o estudo do perfil quimico de COVs.

5- CONCLUSAO

Os compostos volateis das flores e folhas de A. coriacea foram
caracterizados pela primeira vez atraves da andlise por HS-SPME; por meio da
associacdo destes dados com aqueles presentes na literatura sobre os COVs das folhas
obtidos por hidrodestilacdo, observou-se que 0s sesquiterpenos foram os compostos
majoritarios, independente da técnica utilizada, mesmo considerando questfes
relacionadas a sazonalidade.

De maneira geral, as técnicas de extracdo utilizadas foram Uteis para
obter e caracterizar os compostos volateis das flores de X. aromatica. No entanto, houve
variaces quali e quantitativa de compostos entre as técnicas utilizadas, o que é
esperado devido ao processo de extracdo ser diferente. Com isso, foi possivel observar
que dependendo do objetivo da pesquisa ou do que se procura na fracdo volatil, faz-se
necessaria a utilizacdo da técnica que dé os resultados mais promissores para a
investigacao realizada.

A investigacdo por HS-SPME nos modos in vivo e in vitro se mostraram
condizentes por extrair 0s mesmo compostos; contudo pela extracdo in vitro obteve-se
maior nimero de constituintes, pois a planta sofreu estresse por determinados fatores e

estes podem ter influenciado na composic¢éo dos metabolitos secundérios.
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A Quimiometria corroborou com a analise dos dados, posto que através
desta ferramenta obteve-se informagdes relevantes de dados quimicos multivariados, e
assim otimizou-se algumas condigdes em razdo de maior nimero de compostos a serem
obtidos.

Portanto, o estudo de A. coriacea e X. aromatica contribuiu para o
conhecimento quimico dos COVs destas espécies, visto que a partir destas investigacdes
0s mesmos podem ser aplicados em vérias &reas industriais, como perfumaria,

cosmético, alimentos, produtos de uso doméstico, dentre outros.
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RESUMO

CAPITULO 02: ESTUDO QUIMICO DO CAULE E DAS FOLHAS DE Annona
coriacea Mart. (Annonaceae) - O presente trabalho teve como objetivo principal a
realizacdo do estudo quimico dos extratos etandlicos do caule e das folhas de Annona
coriacea, na perspectiva de isolar os metabolitos secundarios através de técnicas
cromatogréficas e elucidar por meio de RMN uni e bidimensional. Desta forma, estes
extratos foram fracionados, por meio de técnicas cromatogréaficas, levando ao
isolamento de duas substancias, o &cido vanilico e o alcaloide liriodenina. Portanto, o
estudo de A. coriacea contribuiu para o conhecimento quimico desta espécie, visto que

este é o primeiro relato desses metabdlitos secundarios para a espécie em estudo.

Palavras-chave: Annona coriacea; metabolitos secundarios; alcaloide



ABSTRACT

CHAPTER 02: CHEMICAL STUDY OF THE STEM AND LEAVES OF Annona
coriacea Mart. (Annonaceae) - The present work aimed to main carrying out the
chemical study of the ethanol extract of the stem and leaves of Annona coriacea in the
perspective to isolate the secondary metabolites through chromatographic techniques
and elucidate by one- and two-dimensional NMR. This way, these extracts were
fractionated by chromatographic techniques, leading to the isolation of two substances,
vanillic acid and alkaloid liriodenine. Therefore, the study of A. coriacea contributed to
the chemical knowledge of this specie, since this is the first report of these secondary

metabolites for the specie under study.

Keywords: Annona coriacea; secondary metabolites; alkaloid



1- INTRODUCAO
1.1 - PRODUTOS NATURAIS

A contribuicdo dos produtos naturais (PNs) para a descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos é incontestavel, pois os mesmos foram a
principal fonte de matéria-prima ao longo do século passado como resultado direto da
diversidade quimica (MISHRA, TIWARI, 2011; SOUZA, MELLO, LOPES, 2012). Na
década de 1990, cerca de 80% dos novos farmacos introduzidos na terapéutica eram de
origem natural ou anédlogos sintéticos obtidos a partir de protétipos naturais, tais como
Taxol® (antitumoral), ciclosporina (imunossupressor), artemisinina (antimalarico) e
avermectina (antiparasitario) (SOUZA, MELLO, LOPES, 2012).

Um total de 25 medicamentos foi aprovado para comercializacdo a partir
de janeiro de 2008 em todo o mundo, sendo que cinco destes sdo classificados como
PNs, dez como semissintéticos de PNs e dez como medicamentos derivados de PNs, por
exemplo, a capsaicina (1) (Figura 1.1) comumente encontrado em plantas do género
Capsicum (Solanaceae), o qual foi lancada em 2009 como Qutenza® nos Estados
Unidos pela industria NeurogesX, contendo adesivos transdérmicos para tratar dores em
determinadas regides (BUTLER, ROBERTSON, COOPER, 2014).

FIGURA 1.1 - Estrutura quimica de capsaicina

A zucapsaicina (2) (Figura 1.2, p. 71), derivada do PN capsaicina (1), foi
desenvolvida pela inddstria farmacéutica Winston e aprovada no Canada em julho de
2010, como Zuacta®, para o tratamento de dores graves em adultos com osteoartrite no
joelho (BUTLER, ROBERTSON, COOPER, 2014).
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FIGURA 1.2 - Estrutura quimica de zucapsaicina
HO
QY
H3CO N

Os PNs oriundos de plantas sdo considerados fontes inesgotaveis de
moléculas bioativas para a inovacdo farmacéutica, por causa de suas caracteristicas
singulares, incluindo diversidade estrutural e mecanismos de acdo especificos. Por esse
motivo, o Brasil como um dos maiores detentores da biodiversidade vegetal, em
particular o Cerrado, torna-se muito promissor para identificacdo de plantas com
potencial terapéutico e econdmico. Desta forma, o estudo quimico-biolégico desta flora
se faz necessario para a descoberta de novos medicamentos (SOUZA, MELLO,
LOPES, 2012).

1.2 - O CERRADO

O Cerrado originalmente ocupava uma area de cerca de dois milhdes de
km?, sendo o segundo maior dominio no Brasil; isto representava 23% em extensio
territorial (RATTER, RIBEIRO, BRIDGEWATER, 1997). Ocupava a totalidade do
Distrito Federal, mais da metade dos estados de Goias, Maranh&o, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, S80 Paulo, Tocantins, Bahia Parana e Piaui, além de
porgdes em outros estados (BATLLE-BAYER, BATJES, BINDRABAN, 2010) (Figura
1.3, p. 72).

No entanto, até 2005, 55% da area original do Cerrado foi transformada
em pastagens, culturas anuais (agricultura), areas urbanas, dentre outros (KLINK,
MACHADO, 2005); nos dias atuais esse valor provavelmente aumentou, posto que o

Cerrado possui a menor porcentagem de areas sobre protecdo integral (MMA, 2015).
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FIGURA 1.3 - O Cerrado brasileiro e suas regides

Cerrado

0 600 km
—_

Fonte: Modificado de BRANNSTROM, FILIPPI, 2008" apud BATTLE-BAYER, BATIJES,
BINDRABAN, 2010

Do ponto de vista da diversidade biol6gica, o Cerrado possui a mais rica
flora dentre as savanas do mundo, com nivel elevado de endemismo, abrigando 11.627
espécies de plantas nativas ja catalogadas (KLINK, MACHADO, 2005; MMA, 2015).
Por isso, € considerado um dos 35 hotspots mundiais prioritarios para preservacao da
biodiversidade. Entende-se por hotspots areas que concentram um grande numero de
espécies e endemismo; além disso, outro fator é a perda de 70% ou mais da vegetacdo
primaria (GORENFLO et al., 2012; MYERS et al., 2000; SOUZA, MELO, LOPES,
2012).

A biodiversidade, definida como a variedade e a variabilidade existente
entre 0s organismos vivos do planeta, estd presente no Cerrado especialmente por

espécies vegetais, sendo reconhecida como uma importante fonte de riqueza e potencial

! BRANNSTROM, C. & FILIPPI, A.M. “Remote classification of Cerrado (Savanna) and
agricultural land covers in northeastern Brazil”. Geocarto Int. 23: 109, 2008
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etnofarmacoldgico e quimico para a descoberta e o desenvolvimento de novos
medicamentos (SOUZA, MELO, LOPES, 2012).

1.3 - A FAMILIA Annonaceae

H4 relatos de inUmeras espécies desta familia que sédo usadas na medicina
popular para diversos fins, além da ampla diversidade de compostos quimicos, tais
como: acetogeninas, alcaloides, aminoacidos, carboidratos, carotenoides, esteroides,
flavonoides, lignanas, lipideos, Oleos essenciais, proteinas, saponinas, taninos,
terpenos/oides e vitaminas (LEBOEUF et al., 1982; ALALI, LIU, MCLAUGHLIN,
1999).

A Annonaceae é uma familia com distribuicdo predominantemente
tropical, que inclui aproximadamente 130 géneros e 2200 espécies. No Brasil, ocorrem
33 géneros e cerca de 250 espécies (LEBOEUF et al., 1982; SOUZA, LORENZI,
2008). Economicamente, o género Annona é o mais importante da familia Annonaceae
devido aos seus frutos comestiveis, propriedades medicinais, além de suas espécies
serem usadas para o tratamento de varias doencas na medicina tradicional (SANTOS,
SANT’ANA, 2001; VENDRAMIN et al., 2013

1.4 - O GENERO Annona

O nome do género Annona, descrito por Carl Linnaeus, deriva de Anon,
nome popular da planta no Haiti que significa colheita do ano. Este género inclui
aproximadamente 140 espécies tropicais, sendo varias nativas. Algumas sdo conhecidas
popularmente por araticum (A. crassiflora), fruta-do-conde (A. squamosa), graviola (A.
muricata) (Figura 1.4, p. 74), dentre outras.

O principal valor econémico das espécies deste género se da pelo
fornecimento de frutos comestiveis, 0s quais sdao amplamente consumidos,
especialmente na producgéo de sucos, sorvetes e geleias (DI STASI, HIRUMA-LIMA,
2002).
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FIGURA 1.4 - Frutos de (a) A. crassiflora, (b) A. squamosa e (c) A. muricata

Fonte: (a) CARPOTECA, 2015; (b) REMEDIO CASEIRO, 2015; (c) ETSY, 2015

A flora do Brasil é rica em plantas da familia Annonaceae, e muitos
extratos de Annona mostraram propriedades bioldgicas, tais como anti-inflamatoria,
antitumoral, inseticida, antiparasitaria e antibidtica (MESQUITA et al., 2007).

Por meio de estudos quimicos das espécies do género Annona encontrou-
se uma variedade de compostos quimicos, pertencentes a diferentes classes de
metabdlitos secundarios, tais como: acetogeninas (ALVES et al., 2014; QUEIROZ et
al., 1999), alcaloides (COSTA et al., 2006), diterpenos/oides (MATSUMOTO et al.,
2014), esteroides (DUTRA et al., 2014), flavonoides (VEGA et al., 2007),
monoterpenos/oides (LEBOEUF et al., 1982; SIQUEIRA, 2010) e sesquiterpenos/oides
(DUTRA et al., 2014).

1.4.1 - Acetogeninas

As acetogeninas constituem uma classe de PNs isolada exclusivamente
de espécies pertencentes a familia Annonaceae (BERMEJO et al., 2005). Com a
descoberta de uvaricina (3) (Figura 1.5, p. 75), primeira acetogenina isolada em 1982 a
partir do extrato etandlico das raizes de Uvaria accuminata, conjuntamente com a sua
atividade antileucémica in vivo expressiva, revigorou ainda mais o interesse por esta
familia. Antes de 1982, a maior parte das investigacdes era voltada aos alcaloides
isoquinolinicos desta familia (ALALI, LIU, MCLAUGHLIN, 1999).
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FIGURA 1.5 - Estrutura quimica de uvaricina

©)

A bulatacina (4) (Figura 1.6), isolada a partir de plantas da familia
Annonaceae, e seu analogo bulatacinona (5) mostraram potencial in vivo como agentes
antitumorais, com base em testes realizados em células leucémicas L1210 e carcinoma
do ovario A2780.

Além disso, estes compostos tém um potencial relevante como
inseticidas; a toxicidade, nos casos em estudo, supostamente decorre da forte inibicao
do transporte de elétrons mitocondrial, com acdo especifica no complexo |
(AHAMMADSAHIB et al., 1993). No entanto, a auséncia de um modelo estrutural
completo do sitio de ligacdo do inibidor do complexo | dificulta a previsdo do potencial

para novas moléculas de acetogeninas (CHEN, CHEN, LI, 2011).

FIGURA 1.6 - Estruturas quimicas da bulatacina (4) e bulatacinona (5)

()

As acetogeninas sdo moléculas que tém atraido muita atencdo, devido as

diversas atividades bioldgicas relatadas, por exemplo, anti-helmintica in vivo,
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antioxidante, antiparasitaria, antitumoral, antimicrobiana, citotdxica, imunossupressora
e pesticida.

Neste contexto, as acetogeninas tornam-se uma fonte promissora para
modelos bioldgicos, principalmente para agentes antitumorais e pesticidas (ALALI,
LIU, MCLAUGHLIN, 1999; BERMEJO et al, 2005; LIMA, PIMENTA,
BOAVENTURA, 2010).

1.4.2 - Alcaloides

Os alcaloides sdo metabdlitos secundarios abundantes em plantas e
representam uma das classes mais amplas de compostos com varias propriedades
farmacologicas. A classe dos aporfinicos (ou aporfinoides), derivados do nucleo
isoquinolinico, caracteriza-se por apresentar esqueleto aporfinico (Figura 1.7a) e um de
seus subgrupos, o oxoaporfinico (Figura 1.7b), possui esqueleto totalmente aromatico e
com presenca de grupo carbonilico em C-7.

Sdo largamente encontrados em um grande nimero de familias, tais
como Annonaceae, Lauraceae, Monimiaceae, Menispermaceae, Hernandiaceae e
Ranunculaceae (STEVIGNY, BAILLY, QUETIN-LECLERCQ, 2005; SILVA et al.,
2007).

FIGURA 1.7 - Estruturas basicas dos esqueletos de alcaloides: (a) aporfinicos e (b)
oxoaporfinicos

(@) (b)

A relacdo estrutura-atividade dos alcaloides aporfinicos normalmente
envolve o padréo de substituicdo, principalmente os oxoaporfinicos, pois a planaridade

da molécula em relagdo aos demais é notoria, visto que mesma acontece em funcédo da
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presenca da carbonila em C-7, a qual favorece a extensdo da conjugacdo no sistema
aporfinico.

O efeito citotdxico dos alcaloides liriodenina (6) e O-metilmoscatolina
(7) foram avaliados em células Hep, (carcinoma de laringe) e foram obtidos valores de
Clso de 44,3 ¢ 12,4 uM, respectivamente (SILVA et al., 2007). A kuafumina (8), um
alcaloide oxoaporfinico isolado de Fissistigma glaucescens (Annonaceae), demonstrou
citotoxicidade in vitro expressiva frente a células KB (carcinoma de epidermoide) (Clsg
de 0,5 uM) (Figura 1.8) (STEVIGNY, BAILLY, QUETIN-LECLERCQ, 2005).

FIGURA 1.8 - Estruturas quimicas de (6) liriodenina, (7) O-metilmoscatolina e (8)
kuafumina

(6) ()

Um nimero muito grande de alcaloides aporfinicos isolados ou obtidos
por sintese total apresentaram atividade contra linhagens de células tumorais in vitro e
ha indicagBes de atividades anti-cancer in vivo. Porém, com a falta de conhecimento
consistente do mecanismo de acdo destes compostos ha dificuldade no desenvolvimento
de novos medicamentos para o tratamento de cancer. Além desta atividade, estes
alcaloides também apresentam propriedades antimicrobianas, antifungicas e
antioxidantes (STEVIGNY, BAILLY, QUETIN-LECLERCQ, 2005; SILVA et al.,
2007; COSTA et al., 2010).

1.5 - Annona coriacea Mart.

A Annona coriacea Mart. (Annonaceae), popularmente conhecida como

araticum, araticum-liso, araticum-do-campo e marolo (Figura 1.9, p. 78), tem ocorréncia
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no Cerrado da Bahia até Sdo Paulo, Minas Gerais, Goids e Mato Grosso do Sul
(LORENZI, 2002). A literatura etnofarmacoldgica registra varias propriedades
medicinais de suas folhas como medicacdo, tais como carminativa, estomaquica,
antirreumatica e anti-helmintica por via oral e, externamente, em compressas e
bochechos, no tratamento de estomatite, nevralgias e cefaleias, bem como, na forma de
cataplasma em furdnculos e Ulceras para induzir a supuracdo (LORENZI, MATOS,
2008).

As folhas sdo aplicadas sobre ferimentos e Ulceras, para evitar o ataque
de insetos e suas larvas. As sementes trituradas sdo toxicas e consideradas como um
meio eficiente para eliminacdo de piolhos e outros exoparasitas, devendo-se evitar seu
contato com os olhos pelo risco de causar cegueira. Suas raizes sdo consideradas
purgativas, porém raramente sao utilizadas (LORENZI, MATOS, 2008).

FIGURA 1.9 - Espécie de A. coriacea, com sua flor, situada nas dependéncias da
UFG/RC

Fonte: Elaborada pelo autor

Do ponto de vista quimico, existem alguns estudos da espécie A.
coriacea, 0s quais estdo descritos nas Tabelas 1.1, 1.2 e 1.3 (p. 79 - 86).
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TABELA 1.1 - Diterpenoides isolados de A. coriacea

) ) Parte do o
Diterpenoides Referéncia
Vegetal
9)
FERRARI, PELIZZONI,
FERRARI, 1971
bulbo

HO™"

MUSSINI et al., 1973
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TABELA 1.2 - Acetogeninas isoladas de A.coriacea

_ Parte do L
Acetogeninas Referéncia
Vegetal
YUetal.,
sementes
1994
(13)
gigantecina
) SILVA et
raiz
al., 1996

(14)

coriadienina

84




TABELA 1.2 - Acetogeninas isoladas de A. coriacea

(continuacéo)

] Parte do )
Acetogeninas Referéncia
Vegetal
OH OH OH OH OH
(15)
coriaheptocina A )
raiz etal.,
1997

OH

OH OH OH

(16)
coriaheptocina B

OH
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TABELA 1.2 - Acetogeninas isoladas de A. coriacea

(continuacéo)

. Parte do )

Acetogeninas Referéncia
Vegetal
OH OH OH OH OH 0
OH
17
annoheptocina A ) SILVA et
raiz
al., 1998

OH OH OH OH

OH

(18)

annoheptocina B

OH @)
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TABELA 1.2 - Acetogeninas isoladas de A. coriacea

(continuagéo)

_ Parte do ]
Acetogeninas Referéncia
Vegetal
OH OH
OH OH
(19)
coriapentocina A semente ALVES et al.,
2014

(20)
coriapentocina B
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TABELA 1.2 - Acetogeninas isoladas de A. coriacea

(concluséo)

_ Parte do .
Acetogeninas Referéncia
Vegetal
ALVES et al.,
semente
2014

(21)

bulacina
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TABELA 1.3 - Alcaloides identificados de A. coriacea

Alcaloides Parte do Vegetal Referéncia
OH
(22)
boldina
caule SIQUEIRA, 2010

HO
‘ N
\O ‘ \H
(23)

asimilobina

1
~o I "~
Y/
O/

(24)

pronuciferina
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TABELA 1.3 - Alcaloides identificados de A.coriacea (concluséo)

Alcaloides Parte do Vegetal Referéncia
8¢
N
N 0 ‘ ~ H
(25)
nornuciferina
folha SIQUEIRA, 2010
8¢
N
\O : .
¥/
O/
(26)
estefarina

De acordo com o descrito anteriormente, a caracterizacdo quimica de A.
coriacea se faz importante, visando ampliar o conhecimento das classes de metabdlitos

secundarios produzidos pela mesma.

2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principal realizar o estudo
quimico dos extratos etandlicos do caule e das folhas de A. coriacea, na perspectiva de

isolar e identificar os metabdlitos secundarios.
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2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Fracionar os extratos etandlicos do caule e das folhas de A. coriacea, por meio
de técnicas cromatograficas;
e Elucidar estruturalmente as substancias isoladas, utilizando-se técnicas de RMN

uni e bidimensional.
3-PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 - MATERIAIS
3.1.1 - Fases Estacionarias
Cromatografia em Pressdo Atmosférica (CPA):
- Silica gel 60 (70-230 mesh), denominada silica comum, marca Macharey-
Nagel;
- Silica gel 60 (230-400 mesh), denominada silica do tipo flash, marca
Macharey-Nagel;
- Sephadex LH-20, marcas Sigma-Aldrich e Amershan Pharmacia Biotech®;
- Cartucho de SPE (SiliaPrep™ Cyg 500 mg/6 mL), marca SiliCycle® Inc.

Cromatografia em Camada Delgada (CCD):

-Silica gel 60 com Fy45 (@ = 0,2 mm), em folhas de aluminio, marcas Whatman
e Fluka.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

-C1g Luna (100 A e 10 um) 15 x 0,46 cm;
- Cig Luna (100 A e 10 um) 25 x 0,7 cm.
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3.1.2 - Solventes
Eluentes para cromatografia:
- Hexano, acetato de etila, diclorometano, acetona e metanol grau P.A., marcas
Quimica Araguaya, Panreac e Synth®;
- Agua deionizada, &cido acético, metanol e acetonitrila grau HPLC, marca
Panreac e J. T. Baker;
- Cloroférmio e metanol deuterados, marcas (Sigma-Aldrich e Merck),

utilizados para a obtencdo dos espectros de RMN.

3.1.3 - Reveladores:
- Solucgdo acida de vanilina, preparada a partir da dissolucdo de 3,0 g de vanilina
em solucdo contendo 135 mL de H,O destilada, 135 mL de MeOH e 5 mL de
H,SO, (concentrado);
- Solucdo de Dragendorff preparada a partir de 1 mL de solucdo estoque do
reagente com 2 mL de &cido acético glacial e 10 mL de &gua destilada.

3.1.4 - Equipamentos

- Camara de luz ultravioleta com irradiacdo de luz no comprimento de onda de

254 e 365 nm, marca Spectroline®, modelo CM-10.

- Balanca analitica: OHAUS AR2140

- Banho de ultra-som, marca Branson 2510E - MTH.

- Estufa de secagem, marca Nova Etica.

- Evaporator rotativo, marca FISATOM, modelo 801, com banho de aquecimento
IKA HB 05.06 CN e bomba de vacuo da marca Vacuubrand, modelo ME-1C.
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- Liofilizador, marca Labconco, modelo FreeZone 4.5 L.

- Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia: sistema analitico, marca Agilent,
modelo 1260 Infinity, bomba quaternaria, com detector de arranjo de diodos

(DAD), injetor manual e software EZChromEdition.

- Espectrémetros de Ressonéncia Magnética Nuclear, sendo um da marca
Bruker, modelo AVANCE IIl, 14,1 Tesla (600 MHz para frequéncia de 'H),
cujos experimentos foram realizados sob colaboracdo do Prof. Dr. Antonio
Gilberto Ferreira do Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o
Carlos, Séo Carlos — SP; e o outro da marca Bruker, modelo Avance Ill, 11,75
Tesla (500 MHz para frequéncia de *H), cujos experimentos foram realizados
sob colaboracdo com o Prof. Dr. Luciano Morais Lido do Instituto de Quimica

da Universidade Federal de Goias, Regional Goiania - GO.

3.2 - METODOLOGIA DO ESTUDO QUIMICO DOS EXTRATOS ETANOLICOS
DO CAULE E DAS FOLHAS DE A. coriacea

3.2.1 - Coleta do Material Vegetal

O caule e as folhas de A. coriacea foram coletados em 2013, nas
dependéncias da Universidade Federal de Goias, Regional Cataldo (UFG/RC),
municipio de Cataldo - GO. Os dados e as coordenadas da coleta (GPS: S18°09'16.4";
W47°55'43.2") foram armazenados. Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracéo
com o Prof. Dr. Helder Nagai Consolaro (Unidade Académica Especial de
Biotecnologia - UFG/RC), o qual realizou a identificacdo do material vegetal e a
catalogacdo do mesmo. Os espécimes testemunhos foram depositados no Laborat6rio
Integrado de Zoologia, Ecologia e Botanica (LIZEB) na UFG/RC, sob numero 47919.

3.2.2 - Obtencéo dos Extratos

As partes vegetais (caule e folhas) de A. coriacea foram secas

separadamente em estufa de circulacdo a 45°C, moidas e submetidas a macera¢do com
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etanol, em repouso e a temperatura ambiente, para extracdo de metabdlitos secundarios.
O periodo de extracdo perpassou-se vinte e um dias, efetuando-se a troca do solvente a
cada sete dias. Apds a filtracdo, foi realizada a evaporacdo do solvente em evaporador
rotativo, a baixa pressdo, obtendo-se o extrato etanolico para cada parte vegetal. As

massas das partes vegetais e dos extratos obtidos estdo descritas na Tabela 3.1.

TABELA 3.1 -Massa obtida do material vegetal e extrato

Parte Cddigo do Material seco Extrato etandlico  Rendimento
vegetal extrato (9) (9) (%)
Folhas EEF® 619,1 57,5 9,2
Caule EEC® 956,1 6,7 0,7
®EEF - Extrato etandlico das folhas PEEC - Extrato etandlico do caule

3.2.3 - Extracdo Liquido-Liquido de EEF e EEC

Os extratos EEF e EEC foram solubilizados em uma mistura composta
por metanol e agua (400 mL, 3:7 v/v) e submetidos a extracdo liquido-liquido (ELL)
com hexano (300 mL) e acetato de etila (300 mL), repetindo 0 processo por trés vezes.
Os solventes foram evaporados em evaporador rotativo de baixa pressao, obtendo-se as
fracdes hexano (H), acetato de etila (A) e hidroalcodlica (W). Na Tabela 3.2 sédo

apresentadas as massas das fragoes.

TABELA 3.2 - Massa obtida para as fragdes dos diferentes extratos

Parte vegetal Fracdo Cadigo Massa ()
Hexano FHF® 12,3
Folha acetato de etila FAF® 20,5
hidroalcodlica FWF* 5,0
hexano FHC® 0,01
Caule acetato de etila FAC® 0,6
hidroalcodlica Fwc’ 1,2
*FHF - Fracdo hexano das folhas %FHC - Frago hexano do caule
°FAF - Fracdo acetato de etila das folhas *FAC - Fracdo acetato de etila do caule
‘FWF - Fracéo hidroalcodlica das folhas 'FWC - Frac#o hidroalcoélica do caule
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3.2.4 - Fracionamento Cromatografico da Fracdo Acetato de Etila do Caule (FAC) de A.

coriacea

A FAC (610,0 mg) foi fracionada utilizando cromatografia em pressao
atmosférica (CPA) e sistema de eluicdo gradiente (Hex/AcOEt/MeOH), sendo as
fracOes oriundas deste fracionamento submetidas & CCD e agrupadas de acordo com as
similaridades quimicas (Figura 3.1). A partir deste procedimento isolou-se a substancia

acido vanilico (acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) (Substancia 01).

FIGURA 3.1 - Fluxograma do fracionamento da FAC

FAC
610,0 mg

Fase estacionaria: Silica 70-230 mesh
Eluicdo gradiente (Hex/AcOEt/MeOH)

I |
1-2 3
162,1 mg 322,7mg

Fase estacionaria: Silica 70-230 mesh
Eluicdo gradiente (Hex/AcOEt/MeOH)

1.1
78,3 mg

Fase estacionéria: Silica 70-230 mesh
Eluicdo gradiente (Hex/AcOEt/MeOH)

I |
1.1.1 1.1.2
13,2mg 21,9 mg
®=2,0cm; h=21,5cm

Fase estacionaria: Sephadex LH-20
Eluicéo isocratica: MeOH 100%

| | |
1121 1122 11.2.3

3,8mg 11,8mg 2,8mg
®=0,9 cm; h=31,0cm
Fase estacionéria: Sephadex LH-20
Eluicéo isocratica: MeOH/Dic (8:2 v/v)
I I I

1.1.221 11222 1.1.2.2.3
1,2mg 3,8mg 4,9mg

—  Substancia 01
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3.2.5 - Fracionamento Cromatogréafico da Fracdo Acetato de Etila das Folhas (FAF) de

A. coriacea

A fracdo FAF (20,46 g) foi submetida a CPA, utilizando silica gel (70-
230 mesh) como fase estacionaria e modo gradiente de eluicdo (Hex/AcOEt/MeOH).
Apos o fracionamento, as amostras foram analisadas por CCD utilizando trés diferentes
sistemas de solventes: a) Hex/AcOEt (6:4 v/v); b) AcOEt (100%) e ¢) AcOEt/MeOH
(1:1 v/v) e reveladas com solucdo acida de vanilina. De acordo com as caracteristicas
apresentadas por meio de CCD, a fracdo cinco foi submetida a cromatografia por
exclusdo (CE), empregando como fase estacionaria Sephadex LH-20 e modo isocratico
de eluicdo, empregando MeOH. Posteriormente, foi realizado experimento de RMN de
'H da fragdo 5.4, em que se observou sinais referentes a classe dos alcaloides.

Desta forma, a fracdo 5.4 foi pré-purificada empregando-se o seguinte
procedimento: o preparo da amostra para injecdo no cromatografo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) foi realizado atraves de um cartucho de SPE, com fase estacionaria
Cis, originando a fracdo 5.4.1. Para a analise via CLAE, 1,0 mg de amostra foi
solubilizada em 1 mL de MeOH e injetada no loop de 50 pL. Utilizou-se uma coluna de
Cig Luna (100 A e 10 um - @ = 0,46 cm; h =15,0 cm), com gradiente de eluicio de
acordo com a Tabela 3.3, e detector DAD na regido de 264 e 365 nm. O procedimento
cromatografico com gradiente exploratorio foi adaptado daquele adotado por CHEN,
ZUO, DENG (2001).

TABELA 3.3 - Eluigdo gradiente empregado no modo analitico

tempo (min) Al [%] B* [%] vazdo (mL/min)
0 100 0 0,90
10 90 10 1,00
25 60 40 1,00
40 30 70 0,90
47 0 100 0,90
50 100 0 0,90
55 100 0 0,90

solvente A: H,0/CH;COOH (97:3 viv); 2solvente B: CH;OH
Fonte: Modificado de CHEN, ZUO, DENG, 2001
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O cromatograma obtido da analise esta ilustrado na Figura 3.2, em que se

observou a presenga de um pico majoritario e outros picos com menor intensidade.

FIGURA 3.2 - Cromatograma da fracdo 5.4.1 obtido por CLAE no modo analitico

300 |- 300

== 254 NM

2504

= 365nmM \

200+ r 200

1504 150

mAU

100

50+

minutos

Condigdes analiticas: Eluigdo gradiente descrita na Tabela 3.3, p. 91; Cig Luna (100 A e 10 pm
- h: 15,0 cm x @ :0,46 cm); volume de injecéo e loop: 50 pL.

Com o propdsito de realizar a separacdo do composto majoritario da
fracdo 5.4.1, usou-se a coluna semi-preparativa Cig Luna (100 A e 10 pm - ® = 0,70
cm; h = 25,0 cm) com gradiente de eluicdo apresentado na Tabela 3.4 (p. 94) e detec¢édo
em 254 e 365 nm. Uma aliquota de 4,0 mg de amostra foi solubilizada em 300 pL de
metanol e injetada no loop de 200 uL. O cromatograma obtido da anélise € mostrado na
Figura 3.3, p. 94.

A partir do procedimento apresentado, isolou-se a substancia liriodenina
(Substancia 02), correspondente ao pico com tempo de retencdo de 33,5 min (Figura
3.4,p. 95).
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TABELA 3.4 - Eluicdo gradiente empregada no modo analitico

tempo (min) A [%] B* [%] vazao (mL/min)
0 100 0 3,60
10 90 10 4,00
25 60 40 4,00
40 30 70 4,90
47 0 100 3,60
50 100 0 3,60
55 100 0 3,60

Isolvente A: H,O/CH;COOH (97:3 V/v); 2solvente B: CH;OH
Fonte: Modificado de CHEN, ZUO, DENG, 2001

FIGURA 3.3 - Cromatograma obtido por CLAE no modo analitico
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Condicdes analiticas: Eluicio gradiente descrita na Tabela 3.4; C;g Luna (100 A e 10 pm - h:

25,0 cm X @ :0,70 cm); volume de inje¢ao: 300 uL e loop: 200 pL.
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FIGURA 3.4 - Fluxograma do fracionamento da FAF

FAF
20,49

®=5,0cm; h=13,0cm
Fase estacionaria: Silica 70-230 mesh
Eluicdo gradiente (Hex/AcOEt/MeOH)

3 4 5
829 6,59 280,0 mg

®=2,5cm; h=50,0 cm
Fase estacionaria: Sephadex LH-20
Eluicdo Isocratica: MeOH 100%

1 2
10,0 mg 409
5.1
61,7 mg

5.2 5.3 54
120,0 mg 20,8 mg 4,2 mg
Cartucho SPE

Fase estacionaria: C15(500 mg/6 mL)

54.1
4,0 mg
CLAE*
o 54.1.1
Substancia 02 ¢— 1,7 mg

*Coluna semi-preparativa C,5 Luna (100 A e 10 pm - 25 x 0,7 cm). Loop: 200 pL. Fase movel:
H,O/CH;COOH (97:3 v/v) (Solvente A) e CH;0OH (Solvente B).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DA ESPECIE A. coriacea

HO_ _O acido vanilico (01)

Origem: Fracdo acetato de etila do caule
Isolamento: p. 91

Identificacéo: p. 96-104

OCHj
OH

liriodenina (02)

Origem: Fracdo acetato de etila das folhas
Isolamento: p. 92 e 95

Identificagéo: p. 105-115

4.2 - IDENTIFICACOES ESTRUTURAIS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE A.

coriacea

4.2.1 - Identificagdo Estrutural da Substancia 01

A substancia 01 foi isolada da fracdo acetato de etila do caule de A.
coriacea e teve sua estrutura identificada por meio de experimentos de RMN de *H, *3C,
HSQC e HMBC e comparacgdo com dados da literatura (CHANG et al., 2009). Os dados
espectroscopicos sao apresentados na Tabela 4.1 (p. 98). Este € o primeiro relato desta

substancia para a espécie em estudo.
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Substéncia 01

Pela anélise do espectro de RMN de *H (Figura 4.1, p. 99) da substancia
01 observou-se trés sinais integrando para um hidrogénio cada na regido aromatica,
sendo um dubleto em & 7,56 (H-2; J = 1,8 Hz), um duplo dubleto em 6 7,53 (H-6; J =
8,2 ¢ 1,8 Hz) e um dubleto em 6 6,81 (H-5; J = 8,2 Hz), além de um sinal referente a um
singleto integrando para trés hidrogénios em 6 3,89, 0 qual foi atribuido & metoxila.

Pelo espectro de RMN de *3C (Figura 4.2, p. 100) observou-se sinais
referentes a seis carbonos. No mapa de contorno de HMBC pdde-se observar o sinal do
carbono carboxilico C-7 em 6 170,3, que sugere a presenca de uma funcdo acido
carboxilico ou éster na molécula.

O experimento de HSQC (Figura 4.3-4.4, p. 101-102) mostrou a
correlacdo a J* do sinal de H-2 em & 7,56 com o sinal de C-2 em & 113,9, do sinal em &
7,53 com o sinal d 124,9 e do sinal de H-5 em 6 6,81 com o sinal de C-5em o 115,6. A
metoxila em ¢ 3,89 (H-1") mostrou correlagdo com um sinal em & 56,4 atribuido ao C-
1.

No experimento de HMBC (Figura 4.5-4,6, p. 103-104), o sinal de H-2 (6
7,56) mostrou correlagdes com os sinais de C-6 (6 124,9), C-3 (6 148,4), C-4 (5 151,8) e
com o sinal do carbono carboxilico em & 170,3, atribuido ao C-7. O sinal referente a um
duplo dubleto (H-6) em & 7,53 mostrou correlagdo com o sinal em & 113,9 (C-2), com 0
sinal de C-4 (8 151,8) atribuido ao carbono ligado a0 oxigénio da hidroxila e também
com o sinal em 6170,3. A presenca de um sinal em 6 6,81 (1H, d) mostrou correlagdes
com os sinais em 6 124,9 (C-6), 6 148,4 (C-3) ¢ 6 151,8 (C-4). O sinal da metoxila em
3,89 mostrou correlagdo com o sinal de C-3 (5 148,4). A comparacgéo destes dados com
os da literatura (Tabela 4.1, p. 98) permitiu identificar a estrutura como sendo o &cido 3-

metoxi-4-hidroxibenzoico ou acido vanilico.
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TABELA 4.1 - Dados de RMN de *H e *C da substancia 01 e comparacdo com dados
da literatura.

SUBSTANCIA 01 (CHANG et al., 2009)
(CDs0OD, 500/125 MHz) (CDs0D, 500/125 MHz)

H/C o1 (ppm), J (H2) dc o (ppm), J (H2) dc
(PpM) (ppM)
1 - - - 1249
2 7,56 (d, J= 1,8, 1H) 1139 7,57 (d, J=2,0, 1H) 114,0
3 - 148.4 - 148,5
4 - 151,8 - 152,6
5 6,81 (d, J= 8,2, 1H) 1156 6,82 (d, J= 8,0, 1H) 1157

6 7,53 (dd, J=8,2;1,8,1H) 1249 7,54 (dd, J=8,0; 2,0, 1H) -
7 - 170,3* - 172,1
1’-OCHj 3,89 (s, 3H) 56,4 3,89 (s, 3H) 56,4

(*) valor obtido via experimento de HMBC (500 MHz).
(-) valores nao fornecidos.
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FIGURA 4.1- Espectro de RMN de *H (CD;0D, 500 MHz) da substancia 01
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FIGURA 4.2- Espectro de RMN de **C (CDs;0D, 125 MHz) da substancia 01
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FIGURA 4.3- Mapa de contorno de HSQC da substancia 01 (CD3;0D, 500 MHz)
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FIGURA 4.4- Expansdo do mapa de contorno de HSQC da substancia 01 (CDs;0OD, 500 MHz)
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FIGURA 4.5- Mapa de contorno de HMBC da substancia 01 (CD;0OD, 500 MHz)
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FIGURA 4.6- Expansdo do mapa de contorno HMBC da substancia 01 (CDs0D, 500 MHz)
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4.2.2 - Identificacdo Estrutural da Substancia 02

A substancia 02 foi isolada da fracdo acetato de etila do caule de A.
coriacea e teve sua estrutura identificada através de experimentos de RMN de *H, **C,
HSQC, HMBC, COSY e comparacao com dados da literatura (GUO et al., 2011). Os
dados espectroscopicos sao apresentados na Tabela 4.2 (p. 106-107). Este é o primeiro

relato desta substancia na espécie em estudo.

Substancia 02

O espectro de RMN de *H de 02 (Figura 4.7, p. 108) apresentou sete
sinais relativos a hidrogénios aromaticos, sendo quatro em 6 8,69 (1H, d, J= 8,2 Hz), &
8,61 (1H, dd, J= 7,8 Hz), 6 7,77 (1H, m) e & 7,60 (1H, ddt, J= 7,8 Hz), os quais foram
atribuidos aos hidrogénios H-11, H-8, H-10 e H-9, respectivamente, tipicos dos
hidrogénios aromaticos do anel D ndo substituido; um singleto em & 7,23 caracteristico
de H-3 do anel A do sistema oxoaporfinico dissubstituido, além de dois dubletos em
8,91 (H-5, 1H) e &6 7,80 (H-4, 1H) com J= 5,3 Hz, constante de acoplamento
caracteristica de um sistema piridinico, compativel com o anel B do sistema
oxoaporfinico. Além disso, este espectro apresenta um sinal de singleto em 6 6,36 (2H),
tipico de grupo metilenodidxi substituido em C-1 e C-2 do anel A.

Através da analise conjunta dos espectros de RMN de *C (Figura 4.8, p.
109) e HMBC (Figura 4.11-4.12, p. 112-113), atribuiu-se 15 sinais de carbonos
aromaticos entre 6 103,3 ¢ 6 151,7, um carbonilico em ¢ 182,5 (C-7) e um metilenodioxi
em & 102,4 (-OCH,0-).

As correlagdes diretas entre *H e **C pelo experimento de HSQC (Figura
4.9-4.10, p. 110-111) e as correlagbes observadas por HMBC estdo compiladas na

Tabela 4.3 (p.107).
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Pelo espectro de COSY (Figura 4.13-4.14, p. 114-115) p6de-se observar

0 acoplamento dos sinais de H-9 com dois sinais, sendo um em 6 7,77 (1H, m) e outro

em 6 8,61 (1H, dd), referentes a H-10 e H-8, respectivamente. Outras duas correlacfes

foram observadas, sendo do sinal de H-10 em & 7,77 com um sinal em 6 8,69 (1H, d),
atribuido ao H-11, e H-4 em 6 7,80 (1H, d) com o sinal de H-5 em 6 8,91 (1H, d). A

andlise dos dados espectroscopicos em comparagdo com os dados da literatura (Tabela

4.2) confirma a identificacdo da substancia como sendo a liriodenina.

TABELA 4.2 - Dados de RMN de *H e *C da substancia 02 e comparaco com dados

da literatura.

SUBSTANCIA 02

(CDCls, 600/150 MHz)

(GUO et al., 2011)
(CDCl3, 500/125 MHz)

e on(Ppm), I (FZ)  oc(ppm)  om (ppm), I (H2)  dc(ppm)
1 - 147,9* - 1479
la - 108,2 - 108,4
2 - 151,7* - 151,8
3 7,23 (s, 1H) 103,3 7,19 (s, 1H) 103,3
3a - 145,5 - 145,5
3b - 123,7* - 123,3
4 7,80 (d, J=53, 1H) 1243 777(d,J=51,1H)  124,2

8,91(d, J=5,3, 1H) 1450  889(d,J=51,1H) 1450
6a - 135,8 - 135,8
7 - 182,5* - 182,4
7a - 131,5* - 131,4
8 8,61 (dd, J=7,8:1,05 1H) 1286  858(d, J=7.8,1H)  128,6
9 7,60 (ddt, J=7,8:0,63, 1H) 1289  757(tJ=7.8 1H) 1289
10 7,77 (m, 1H) 1339  776(tJ=81,1H) 1339
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TABELA 4.2 - Dados de RMN de *H e *C da substancia 02 e comparacéo com dados

da literatura (Concluséo)
11 8,69 (d, J=8,2, 1H) 127,4 8,65 (d, J=8,1,1H) 127,4
1l1a - 133,5* - 132,9
-OCH,0- 6,36 (s, 2H) 102,4 6,37 (s, 2H) 102,4

(*) valores obtidos via experimento de HMBC (150 MHz).
(-) valores néo fornecidos.

TABELA 4.3 - CorrelacGes observadas nos experimentos de HSQC e HMBC para
substancia 02

SUBSTANCIA 02
Correlacdes observadas
(CDCl3, 600/150 MH2z)

Posicdo
on (ppm), J (Hz) oc (ppm) HSQC HMBC
3 7,23 103,3 C-3 C-1,C-2,C-4
4 7,80 124,3 C-4 C-3,C-3a, C-3b
8,91 145,0 C-5 C-3a, C-4, C-6a
8 8,61 128,6 C-8 C-10
9 7,60 128,9 C-9 C-7a, C-8
10 7,77 133,9 C-10 C-9, C-11a
11 8,69 127,4 C-11 C-1a, C-7a, C-11a
-OCH,0- 6,36 102,4 -OCH,0- C-1,C-2

111



029¢'1—

0.5

1.0

112

ve62 1/
TIVET

15

2.0

CHLOROFORM-d

8£9€°9~ _J

3.0 2.5

3.5

4.0

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5
Chemical Shift (ppm)

7.0

7.5

FIGURA 4.7 - Espectro de RMN de *H (CDCls, 600 MHz,) da substancia 02

H-8
H-11 1
o w5
T el
g 2 ST
M
M

8.0

8.5

9.0



FIGURA 4.8 - Espectro de RMN de **C (CDCls, 600 MHz) da substancia 02
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FIGURA 4.9 - Mapa de contorno de HSQC da substancia 02 (CDCl3, 600 MHz)
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FIGURA 4.10 - Expansdo do mapa de contorno de HSQC da substancia 02 (CDCl3, 600 MHz)
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FIGURA 4.11 - Mapa de contorno de HMBC da substancia 02 (CDCl3, 600 MHz)
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FIGURA 4.12 - Expansdo do mapa de contorno de HMBC da substancia 02 (CDCl3, 600 MHz)
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FIGURA 4.13 - Espectro de COSY da substancia 02 (CDCl3, 600 MHz)
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FIGURA 4.14 - Expanséo do espectro de COSY da substancia 02 (CDCl3, 600 MHz)
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5- CONCLUSAO

O estudo quimico do extrato etandlico do caule e folhas de A. coriacea
proporcionou 0 isolamento e a elucidagdo estrutural de duas substancias,
compreendendo um 4&cido carboxilico aromatico (substancia 01) e um alcaloide
(substancia 02).

A presenca do alcaloide liriodenina reforga o posicionamento desta classe
de substancia em plantas do género Annona, visto que alcaloides do tipo aporfinicos sdo
frequentemente encontrados no mesmo. O primeiro relato da liriodenina na espécie A.
coriacea foi no presente trabalho, corroborando com o uso desta substancia como um
marcador quimiotaxonémico, dado que esta substancia € muito comum em espécies do
género (ACHENBACH, HEMRICH, 1991).

Desse modo, o estudo da composi¢cdo quimica de A. coriacea contribuiu
para o conhecimento quimico de A. coriacea, e consequentemente, do género ao qual
pertence, a fim de conhecer as classes de metabdlitos secundarios produzidos pela
mesma.

Novos trabalhos voltados a ensaios bioldgicos dos compostos isolados
serdo realizados, visto que h& diversos relatos dessa planta em uso medicinal popular,
bem como atividades bioldgicas relevantes.
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