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RESUMO

Estudo de fragrancias amadeiradas da Amazonia

Autor: Eduardo Mattoso
Orientadora: Prof* Dr* Anita J. Marsaioli

O trabalho apresenta uma breve descricio do mercado mundial de oleos
essenciais dentro da industria de Aromas e Fragrancias (A&F). Como sera
explicitado, os produtos oriundos da flora Brasileira sdo poucos e estdo no mercado
ha mais de 50 anos. Isto €, apesar de contarmos com uma grande biodiversidade, o
namero de inovagdes para o mercado de A&F ¢ insignificante.

Com a proposta de apresentar novos 6leos essenciais, estudamos 3 espécies
produtoras de material aromatico: dois 6leos essenciais (Aniba parviflora e Cyperus
articulatus) e um balsamo (Protium rubrum). A anélise preliminar dos trés materiais
nos permitiu selecionar compostos nao identificados pela biblioteca do
cromatdgrafo, motivando o trabalho de isolamento e caracteriza¢io por RMN de 'H
e °C.

Do 6leo essencial das folhas de A. parviflora foram isolados e caracterizados
3 compostos, sendo um deles ainda ndo relatado para a familia, ou mesmo isolado
de plantas brasileiras. Devido a semelhanca deste composto com o produto
comercial valenceno, isomeros de posi¢ao, foi feita a hidratacdao seletiva deste
ultimo com fins de comparacao do valor olfativo.

O balsamo exsudado do caule de P. rubrum nos forneceu dois compostos de
mesma estrutura basica, também nunca antes isolados no Brasil ou mesmo na
familia Burseraceae.

O terceiro e ultimo dleo, extraido dos rizomas de C. articulatus, nos permitiu
isolar, através das respectivas 2,4-dinitrofenil-hidrazonas, um aldeido

monoterpénico € uma cetona sesquiterpénica.
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ABSTRACT

Study on Amazon woody fragrances

Author: Eduardo Mattoso
Advisor: Prof* Dra. Anita J. Marsaioli

This work presents a brief description of the essential oils world market inside
the Flavor and Fragrances (F&F) industry. As will be explained, the actual Brazilian
products are quite a few and are available for more then 50 years. That means,
although our fabulous biodiversity, the number of innovations for the F&F market is
insignificant.

In an attempt to present new essential oils, we studied 3 aromatic raw material
supplier species: two essential oils (Aniba parviflora and Cyperus articulatus) and a
balsam (Protium rubrum). The preliminary GC-MS analysis of the three extracts
permited us to select non-identified compounds by the chromatograph library,
motivating the isolation and "H and >C NMR characterization work.

From the A. parviflora essential oil 3 compounds were isolated and
characterized, one of them not yet reported from this family or isolated from
Brazilian plants. Due to the similarity of this molecule to the commercial compound
valencene, position isomers, a selective hydration was done in this last, for olfactory
comparison purposes.

From P. rubrum balsam two compounds with the same basic structure were
isolated. They were also never before identified in Brazil or from the Burseraceae
family.

The third and last oil, extracted from C. articulatus roots by steam
distillation, gave us, through the respective 2,4-dinitrophenyl-hydrazones, one

monoterpenic aldehyde and a sesquiterpenic ketone.
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1 — Introduciao



1.1 — Mercado global

O mercado de aromas e fragrancias (A&F) movimentou, em 2002, cerca de
US$ 15,1 bilhdes, sendo que as dez maiores empresas do setor (Givaudan, IFF,
Firmenich, Symrise, ICI (Quest), Takasago, Sensient Flavors, T. Hasegawa, Mane e
Danisco) movimentaram 65,5 % do total, ou seja, US§$ 8,3 bilhdes'. Deste valor,
cerca de 12 % (US$ 1,8 bilhdes) referem-se ao mercado de oOleos essenciais e
extratos naturais (resindides, concretos e absolutos)®.

No mesmo periodo, as exportagdes brasileiras compreendendo Oleos
essenciais, extratos vegetais para perfumaria e oleoresinas somaram US$ 50,8
milhdes’, isto representa aproximadamente 2,8 % do mercado global. Entretanto,
cerca de US$ 38,9 milhdes referem-se as exportagcdes de 6leo de laranja doce,
subproduto da expressiva industria brasileira de suco, a maior do mundo.

Considerando a exportacdo de produtos voltados primariamente ao mercado
de A&F, temos aproximadamente US$ 11,9 milhdes, ou 0,7% do total
movimentado. Percentual este devido principalmente aos 6leos citricos como limao,
lima, bergamota, pomelo, cidra (US$ 6,9 milhdes) e eucalipto (US$ 1,8 milhdes).

A distribui¢do de vendas de A&F apresenta-se conforme dados mostrados na
Tabela 1, indicando forte predominancia de blocos formados por paises fortemente

industrializados e com alto poder de consumo.

Tabela 1: distribui¢ao de vendas de A&F por continente em Junho 2000.

. fatia do mercado . fatia do mercado
Continente (%) Continente (%)
América do Norte 32 ergnte Médio e 6
Africa
Asia — Pacifico 26 América do Sul 6
Europa Ocidental 25 Europa Oriental 5

" http://www.leffingwell.com/top_10.htm, dados de junho 2000.
2 SHORT, P.L.; “Reshaping Flavors and Fragrances”, Chemical &Engineering News 2002, 80, 18, pp 32-37.
3 http://aliceweb.mdic.gov.br/. MDIC, Secex, soma dos itens de 33011100 até 33019010 mais 33019040.



A industria de A&F divide-se em dois segmentos principais (dados de 2000):

1. Fragrancias: € o setor da industria voltado ao odor de produtos como sabdes,
sabonetes, cosméticos em geral, desinfetantes, aromatizantes de ambiente e
perfumes. Movimenta cerca de 51% do total do mercado, dividido de acordo
com a Tabela 2.

2. Aromas: ¢ o setor responsavel por dar sabor a bebidas e alimentos (Tabela 3).
Possui legislagdo propria e mais rigorosa. Apesar da grande semelhanga entre
as matérias primas de cada segmento, a composi¢ao e a concentracdo de cada

ingrediente no produto formulado sdo muito diferentes.

Tabela 2: distribuicdo de vendas Tabela 3: distribuicdo de vendas por
por familia de produtos do mercado familia de produtos do mercado de
de fragrancias. aromas.
Setor % do mercado Setor % do mercado
Sabdes e detergentes 34 Bebidas 31
Cqsméticos e 25 Salgados 23
toozltetrzes Al Laticinios 14

Utros Outros 32

1.2 — Brasil

Apontado como o Pais de maior diversidade bioldgica do mundo, o Brasil
pouco tem contribuido com novas matérias primas para a industria mundial de aromas
e fragrancias. Mesmo com o crescente numero de publicacdes na area de plantas

aromaticas, principalmente no Norte e¢ Nordeste, a contribuigdao

efetiva para a geracdo de renda no Pais ainda ¢ muito pequena. Vale | S
ressaltar contudo, a acdo de um grupo brasileiro que pediu a patente, Z on
dos extratos da planta Lippia sidoides, conhecida popularmente

como alecrim pimenta, para uso em fitoterapicos e fitocosméticos. A 1

planta ¢ produtora de timol (5-metil-2-(1-metil-etil)-fenol), 1, em alta concentragao,

um composto fendlico de forte acao bactericida.



Atualmente, as exportagdes brasileiras de produtos nativos, resumem-se a 6leo
essencial de pau-rosa (Aniba rosaeodora; US$ 700 mil®) e pau santo (Bulnesia
sarmiento; US$ 375 mil’), balsamo de copaiba (Copaifera sp.; US$ 340 mil®) e
sementes de cumaru (Dipteryx odorata; US$ 170 mil’). Com estes valores,
concluimos que a participacao de produtos brasileiros no mercado global em 2002 foi
algo proximo de US$ 1,6 milhdes, ou 0,09%.

Ainda hd uma pequena exploracdo de oleo essencial de cabritiva, porém as
arvores sdo abatidas no Paraguai por questdes que envolvem a legislagdo florestal,
sendo entdo processadas e comercializadas no Brasil’. Também ha uma pequena
producdo de resindide de almecega ou breu branco, que ¢ o extrato alcoolico seco da
resina exsudada por arvores do género Protium, abundante na Amazonia, ¢ de 6leo
essencial de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia).

Até o inicio da década de 90, havia exploracdo de canela sassafras (Ocotea
pretiosa (Ness) Mez, ex-O.odorifera (Vell.) Rohwer; US$ 480 mil®), fonte de safrol 2
para a sintese de heliotropina (piperonal) 3, butoxido de piperonila 4, e outros.
Contudo, a exploracdo predatéria levou o IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) a inclui-la na lista de espécies
ameacadas de extingdo, proibindo a atividade em 1991. Uma fonte alternativa de
safrol, muito citada na literatura popular por sua sustentabilidade ¢ a pimenta-longa
(Piper hispidinervium), piperdcea endémica do estado do Acre, de rapido crescimento

4 * 9
e com altos teores de safrol em seu 6leo essencial’.

* http:/aliceweb.mdic.gov.br/. MDIC, Secex, 2002.

> http:/aliceweb,mdic.gov.br/. MDIC, Secex, 1999. Nio aparece em datas mais recentes.

6 http:/aliceweb.mdic.gov.br/. MDIC, Secex, 1996. Devido a criagdo da NCM, essas categorias foram inseridas em
grupos maiores, impossibilitando o detalhamento.

’ Dado do produtor.

¥ http:/aliceweb,mdic.gov.br/. MDIC, Secex, 1995 . Apesar da proibigdo da explora¢io em 1991 o produto consta na
pauta de exportagdes até 1996, porém com volume bem menor (US$ 90 mil).

? MAIA, J.G.S.; ZOGHBI, M.G.B.; ANDRADE, E.H.A.; “Plantas aromaticas na Amazonia e seus 6leos essenciais”, 1°

ed., Goeldi Editoragdo, 2001, 136, Belém.
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Se a exploragao de espécies nativas ainda € incipiente, 0 mesmo nao acontece
com algumas plantas introduzidas e bem adaptadas. O Pais destaca-se na
producdo de oleo essencial de laranja-doce, fonte de d-limoneno 5, para a
indastria quimica. O 6leo ¢ obtido como um subproduto da expressiva

industria de suco, com exportacdes da ordem

de US$ 38 milhdes. Também destacam-se

comercialmente as producdes de oOleo de

i

1y, II/I

eucalipto (US$ 1,8 milhdes) e de terebintina, mistura de
6 " alfa e beta-pineno, 6 e 7, a partir da resina de Pinus
elliottii (US$ 9 milhdes). Outros 6leos citricos (US$ 8
milhdes) e de coniferas produzidos e comercializados pelo Brasil t€ém expressao
menos significativa.
Os produtos genuinamente brasileiros ainda siao frutos de
extrativismo florestal (com excec¢ao do alecrim pimenta) e enfrentam os
problemas referentes a essa pratica. No caso do pau-rosa, fonte de

. 10 . . ~
linalol natural™”, 8, podemos dizer que mesmo com a classificagdao

120 pau-rosa produz o tanto o linalol dextrogiro como o levogiro a rotagdo 6ptica aceita comercialmen
+5°.



botanica bem definida pela academia (Aniba rosaeodora Ducke), os pau-roseiros,
aqueles que fazem a prospeccdo da espécie para uma destilaria, classificam 4 ou 5
tipos (itatiba, imbauba, preciosa, mulatinho e abacate) analisando variagdes na cor e
densidade da madeira, cheiro e formato das folhas e frutos, dependendo da regido.
Faltam dados cientificos a respeito de tais informagdes, mas ¢ conhecida
mundialmente a falta de padrao de qualidade no 6leo de pau-rosa brasileiro.

Caso analogo se verifica na exportacdo do balsamo de copaiba. Apesar de haver
grandes diferencas de cor, odor e viscosodade entre os diversos tipos de oleo, o
material coletado costuma ser misturado, dificultando a padroniza¢ao do produto final.
Nos ultimos anos porém, respondendo as pressdes do mercado externo, alguns
fornecedores iniciaram uma selecdo primdria, baseadas em avaliagdo de odor e
aspecto, buscando minorar os efeitos da falta de conhecimento da relagdo
espécie/qualidade de 6leo.

O mesmo se verifica no caso do cumaru, rico €m cumarina,

0 o
9. Em algumas regides, sdo coletadas sementes grandes (4-5 cm)
que, ao secarem, adquirem coloragdo preta. Em outras =
localidades, as sementes recolhidas sao pequenas (2-3 cm) de cor 9

castanha quando secas. Segundo os comerciantes, a procura pelas sementes castanhas
¢ maior devido ao elevado teor de cumarina, contudo a classificacdo botancia ¢ a
mesma (Dipteryx odorata Willd.).

Nos trés casos citados, a auséncia de estudos aprofundados e de uma politica
governamental direcionada e efetiva, impede o uso racional e sustentavel destas
espécies. A falta de comunicacao entre universidades e empresas no Brasil somadas ao
baixo nivel educacional da populacdo ligada as atividades extrativas sdo, sem duvida

alguma, grandes empecilhos para a resolugdo destes problemas.



2 — Formas de apresentacao de matérias-
primas naturais na industria de Aromas e

A . 11
Fragrancias

" Informagdes obtidas de comunicado verbal com profissionais da indéstria de A&F.



As matérias-primas naturais usadas pela indistria de A&F podem ser

classificadas em:

Oleo _essencial: originado a partir da passagem de vapor, pressurizado ou nao,

através de material vegetal e por prensagem ou raspagem da casca, sendo estas ultimas
um caso exclusivo dos citricos. Apresenta-se como um liquido de baixa viscosidade,
densidade entre 0,8 e 1,2 g/ml, de coloragdo variada do incolor como a terebintina
(destilado de resina de Pinus elliottii) até o preto como 6leo de Cadé (Juniperus
oxycedrus). Constituem-se basicamente de mono e sesquiterpenos. Como exemplos de
6leos essenciais conhecidos citamos a lavanda (flores), o eucalipto (folhas), o vetiver

(raizes), a canela (tronco e folhas) e o zimbro (frutos).

Concreto: recebe esse nome o extrato produzido com solventes de baixa
polaridade. Nos primordios da perfumaria, o concreto era produzido com uma mistura
de gorduras de origem animal através da técnica ‘enfleurage’. As flores de aroma mais
delicado eram colocadas sobre uma fina camada de gordura fria e trocadas
periodicamente por um periodo que podia chagar a 60 dias. As flores mais resistentes
podiam ser maceradas na gordura quente, acelerando o processo extrativo para 2 ou 3
dias. Hoje sdao usados solventes como hexano, ciclohexano, acetona e diclorometano.
E um produto gorduroso que contém, além das moléculas volateis que compde o
aroma, todas as ceras e triglicérides da planta. Por questdes de solubilidade ¢ pouco

usado como tal, sendo basicamente um intermediario para a obtengao do absoluto.

Absoluto: ¢ o resultado da extracdo etandlica do concreto. Desta forma,
consegue-se separar a maior parte do material graxo e olfativamente inerte, obtendo-se
um produto com alta concentracdo de compostos volateis. Os absolutos figuram entre
os produtos mais caros da perfumaria e sdo cada vez mais substituidos por

composicoes sintéticas por questdoes de preco, dificuldades de incorporagdo e

-11 -



estabilidade de cor. Como exemplo, citamos os absolutos de jasmim, mimosa e folhas

de violeta.

Resinoide: ¢ simplesmente um extrato etanodlico seco. Inicialmente produzido a
partir de resinas como incenso, mirra € olibano. Hoje ¢ usado genericamente para
designar o extrato etanolico de qualquer matéria-prima como, por exemplo, a

baunilha.

Oleo-resina: ¢ uma denominagido mais usada na area de aromas. Assim como o
resinoide, a Oleo-resina € simplesmente um extrato etanolico. Vale ressaltar que este
extrato contém particularidades que ndo estdo presentes nos o0leo essenciais, mas que
tém suma importancia para a aromatizacao de alimentos. Como exemplo, citamos o

caso do gengibre, das pimentas e do curry.

Extratos CQO,, propano/butano e gases fluorados: a extracio com gas

carbonico pressurizado ¢ uma boa alternativa a extragdo com solventes organicos.

Suas principais vantagens sdo a seletividade e a auséncia de residuo de solvente
no produto extraido. Através desta técnica, podemos obter tanto um produto
semelhante ao dleo essencial, liquido e solivel em misturas polares, como um produto
semelhante ao concreto, mais graxo e de polaridade mais baixa. Como desvantagem,
podemos citar o alto custo dos equipamentos, que devem ser dimensionados para
trabalhar a uma pressao de até 350 bar.

Hidrocarbonetos como propano e butano também sdo usados como agentes
extratores com bastante sucesso. Além de serem gases naturais e baratos, trabalham
em pressdes muito inferiores ao gads carbonico, diminuindo bastante o custo com
dimensionamento de equipamentos. Por outro lado, sua alta inflamabilidade exige
cuidados com seguranca que acabam anulando os beneficios anteriores.

A extracdo com gases fluorados surgiu no final da década de 1980 e véarios

modelos foram testados. O gés mais promissor at¢ o momento ¢ o HFC134a ou

-12 -



1,1,1,2-tetrafluoretano (CH,FCF;). Além de operar a pressdao da ordem de 5 bar, € um
gas nao flamavel e atoxico. A extragdo de material vegetal com o gas HFC134a ¢
patenteada pelo pesquisador britanico Dr. Peter Wilde através da empresa Advanced
Phytonics Limited. Atualmente, apenas a empresa tailandesa Phurua Natural Oils,
também de propriedade do Dr. Wilde, trabalha com esse método de extracdo. Vale

ressaltar que apesar do gas em questdo ser de origem sintética, o material extraido ¢

considerado totalmente natural.

-13 -



3 — Classificacao olfativa de matérias-primas
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Atualmente, um perfumista tem cerca de 3000 matérias primas a disposi¢ao
entre naturais (0leos essenciais, concretos , absolutos, resindides e balsamos) e
sintéticos. Classificar olfativamente as diversas matérias primas nao ¢ uma tarefa facil
e muito menos definitiva, pois possuem caracteristicas variadas que as incluem em
mais de uma familia olfativa. Além disso, por ser uma classificacdo totalmente
subjetiva, estd sujeita a percepgdes € opinides pessoais de avaliadores e perfumistas
das mais diferentes origens. Aqui apresentamos a classificacdo olfativa de notas e

. 12
acordes encontrada no site osmoz “.

3.1 — Notas

O termo nota ¢ usado para classificar as matérias primas, que misturadas
adequadamente formardo um acorde. Segundo a classificagdo da osMoz as notas

podem ser classificadas em 16 familias:

Ambarada

Originalmente produzida a partir da secre¢do estomacal de baleias cachalote, ¢ a
unica nota de origem animal que nao causa danos a espécie. Possui caracteristicas
quentes, sensuais ¢ delicadas.

Ex: ambergris, ambrette, angélica.

Animal

Devido a baixa volatilidade, sdo usadas como notas de fundo, conferindo
sensualidade a fragrancia. Por questdes econdmicas e ecologicas, estdo sendo
substituidas por analogos sintéticos.

Ex: castoreum (Castor fiber) e civet (Viverra civettina).

2 http://www.osmoz.com
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Aquatica

Uma classificacdo recente. Remete a quedas d’agua, mar e vento. E
transparente, fresca, natural e persistente. Em sua maioria sd3o compostos de origem
sintética.

Ex: alga (Fucus vesiculosus).

Aromatica
Responsavel por caracteristicas viris e enérgicas, muito usadas para produtos
masculinos.

Ex.: lavanda, alecrim, camomila, feno grego, thuia e eucalipto.

Balsamica
Notas amadeiradas e doces, comumente usadas para composi¢des de notas
orientais.

Ex. baunilha, benjoim e cabritva.

Florais

A propria natureza da familia floral torna seu uso essencial em perfumaria
feminina. A grande variagdo olfativa permite a criacdo de notas que evoquem desde
inocéncia (lirio do vale) até a sensualidade mais carnal (tuberosa e ilangue-ilangue).

Ex.: jasmim, mimosa, narciso, néroli, rosa, palma-rosa.

Verde
As notas verdes tornaram-se mais conhecidas a partir da metade da década de
20 (séc XX). Denotam natureza, frescor e juventude.

Ex.: galbanum, jacinto e cassis.

- 18-



Herbal
Muito usada em produtos cosméticos masculinos por suas caracteristicas
frescas, limpas e revigorantes.

Ex.: manjericdo, menta, manjerona, poejo, orégano.

Hisperidica ou citrica

E composta por 6leos extraidos por expressio a frio da casca de citricos. De
caracteristicas frescas e revigorantes, sdo usadas como notas de topo em composi¢des
perfumisticos.

Ex.: laranja, limao, bergamota, mandarina, toranja.

fris

Esta elegante familia consiste de notas de violeta e outras mais sutis como a
propria iris. Sdo usadas apenas em fragrancias finas e de muito prestigio, devido ao
alto custo.

Ex: violeta, iris, sementes de cenoura.

Couro
E uma das notas mais antigas. Tem um carater doce, defumado, de alcatrdo usado em
composi¢ao de tendéncias Chipre.

Ex.: cedro Atlas, estoraque.

Musgo
Lembra floresta, himus, terra imida com matéria organica. Confere substancia, calor
e riqueza a fragrancia.

Ex.: balsamo de gurjun, musgo de carvalho (oak moss), musgo de arvore (tree moss).

-19-



Musk

E uma nota essencial em perfumaria por suas propriedades difusoras e poder de
permanéncia. Originalmente, fazia-se uma tintura com as glandulas abdominais do
veado almiscarado macho, que era sacrificado para tal. Fragrancia semelhante pode
ser encontrada em bovinos, patos, besouros, jacaré e outros.

Ex.: veado almiscarado.

Especiarias
Sao notas ligadas aos temperos culinarios e a algumas flores como encarnagao.
Conferem carater, calor e corpo a fragrancia.

Ex.: pimenta do reino, cravo, pimenta da Jamaica, canela folhas, noz moscada.

Tabaco
De caracteristica doce, de serragem, com toques de mel. Confere maciez e
riqueza a uma fragrancia.

Ex.: arnica, cera de abelhas, erva mate, feno.

Madeiras
Notas de madeira serrada. Muito utilizada em perfumaria masculina. Confere
masculinidade a fragrancia.

Ex.: cedro Virginia, pinho, patchouli, sandalo, vetiver, amyris.
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3.2 — Acordes

O acorde por sua vez, ¢ o resultado da mistura equilibrada de diversas notas.
Dividem-se em 4 categorias femininas e 4 masculinas, que sdo as mesmas usadas para

designar a familia olfativa de um perfume acabado.

Femininos

Chipre
Possui notas amadeiradas, de musgo e florais, podendo incluir tragos de couro e
frutas.

Subgrupos: floral e frutado.

Citrico
Sdo composi¢des a partir de notas citricas e derivadas de laranja como flor de
laranja doce, petitgrain e néroli.

Subgrupo: aromatico.

Floral
E a maior familia incluindo desde bougquets florais complexos até notas simples.
Subgrupos: aldeidico, aquatico, encarnado, frutado, verde, muguet, jasmim, laranja-

tuberosa, rosa-violeta, amadeirado-musk.

Oriental
Também chamada de ambar, sdo composi¢des quentes e sensuais compostas de
musk, baunilha, madeiras associadas a notas florais e especiadas.

Subgrupos: floral, spice, baunilha, madeira.
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Masculinos

Aromatico
Acordes compostos majoritariamente por alecrim, salvia, tomilho e lavanda,
complementados com notas citricas ou spice.

Subgrupos: aquatico, fougere, fresco e rustico.

Citrico

Composto de notas de laranja, bergamota, toranja, limao tangerina, etc...com
caracteristicas frescas e leves. A primeira “Agua de Colonia” pertence a essa
categoria. O carater masculino ¢ dado por notas aromaticas e especiadas.

Subgrupo: aromatico.

Oriental

Caracterizados por notas ambaradas, de tabaco, resinosas, spice, amadeiradas e
abaunilhadas formando acordes intensos e sofisticados, muitas vezes refrescados com
citricos e aromaticos.

Subgrupos: fougere, spice, amadeirado.

Amadeirado

Acordes com notas de madeiras como sandalo, patchouli dando calor e
opuléncia; e cedro e vetiver com toques mais secos. Sao acordes quentes ¢ elegantes
que podem conter tracos de notas citricas e aromaticas.

Subgrupos: aquatico, aromatico, Chipre, floral-musk, especiado.
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4 — Revisao bibliografica das espécies

estudadas
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4.1 — Aniba fragans Ducke (Lauraceae)

Espécie arborea, caracteristica de floresta pluvial, solos argilosos e ndo
inundaveis. As arvores atingem até 30m e todas as suas partes sdo aromaticas; casca
pardo-amarelada, folhas coriaceas, inflorescéncia lateral de até 2,5 cm de
comprimento, multifloral, de flores pequenas, ctipula do fruto espessa, ferruginea,
fruto do tipo baga, de aproximadamente 25 x 20 mm, cor vinho-escuro quando
maduro.

A familia lauraceae é composta por cerca de 52 géneros e 1900 espécies” bem
distribuidas pelos trépicos. Sdo reconhecidamente plantas aromadticas, pois tanto a
madeira como as folhas possuem oleo essencial. Como exemplo de laurdceas usadas
na industria de A&F podemos citar o louro (Laurus nobilis), a canela (Cinnamomum
zeylanicum), a canfora (Cinnamomum camphora) € o sassafras (Ocotea pretiosa).
Aniba ¢ um género presente apenas no neotropico, principalmente na regido
amazonica. O pau-rosa, A. rosaeodora, ¢ a espécie mais conhecida do género em
funcdo do oleo essencial extraido de seu tronco e largamente usado em aromas e
fragrancias internacionais.

A espécie A. fragans ¢ uma arvore de médio porte, encontrada nos arredores de
igarapés da floresta amazonica ocidental. Freqiientemente confundida com o pau-rosa
(A. rosaeodorea Ducke) pela semelhanga das folhas e flores, esta espécie apresenta
aroma diferenciado tanto no tronco como nas folhas. Sua casca ¢ comercializada no
mercado Ver-O-Peso, em Belém-PA, com o nome de macacaporanga ou louro rosa.
Sua infusdo ¢ usada nos tradicionais banhos-de-cheiro, comuns na €época dos festejos
de Sao Jodao (Junho).

Dados do Departamento de Ciéncias Florestais da UFRA (Universidade Federal
Rural da Amazodnia, ex-FCAP) tratam esta espécie como A. fragans, porém a literatura

existente € escassa € ndo foram encontratadas citagdes de ocorréncia desta espécie fora

" http://www.rbgkew.org.uk/herbarium/ftea/laur.html - Royal Botanical Garden - Kew.
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do Estado do Para. Entretanto, foi encontrada espécie muito semelhante, tanto

morfoldgica quanto olfativamente, na regiao de Silves-AM, Amazonia Ocidental.

Area do cultivo experimental de 4. parviflora

Figura 1: mapa do Estado do Pard e expansdo mostrando a regido da Estacdo

Experimental da UFRA e a area que circunda o plantio experimental de A. parviflora.
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ApoOs consulta ao botanico do INPA Ms José Eduardo L. S. Ribeiro, que nos
apresentou uma revisao para o género Aniba, verificamos a sinonimia entre A. fragans
e A. parviflora em artigo de Kubitzki e Renner'®. Originalmente, foram descritas pelo
taxonomista Adolpho Ducke como espécies distintas. O critério de diferenciacao foi,
entre outras caracteristicas morfologicas, a fragrancia exalada pelas folhas e pela casca
da planta.

A literatura cientifica contém diversos artigos que relatam o isolamento de
neolignanas'’, flavonoides'®, estirilpironas, ésteres e amidas'~ de Lauraceas nativas do
Brasil. Uma pesquisa bibliografica na rede mundial de computadores indicou
erroneamente A. parviflora (louro rosa) como sinonimia de A. roseaodora (pau-rosa),
mostrando que, ainda hoje, h4 problemas na identificagdo correta da espécie da qual o
0leo de pau-rosa € extraido, principalmente no mercado externo.

Em periodicos indexados foram encontrados
apenas 2 artigos citando A. parviflor, ambos relatando

a presenca de 6-(4'-hidroxi-trans-estiril)-2-pirona'®'”,

10. H4 ainda uma publica¢do no livro de resumos da
Reunido Anual Sociedade Brasileira de Quimica 10
2003, relatando a presenca das kavapironas20 di-hidrometisticina, 11, e iangoninas, 12-

a, 12-b. Uma analise cromatografica do 6leo essencial de A. fragans extraido de

" KUBITZKI, K.; RENNER, S.; “Lauraceae I (Aniba and Aiouea)”, Flora Neotropica 1982, 31, 125.

S FERNANDES, J.B.; GOTTLIEB, O.R.; MAIA, J.G.S.; “Neolignans from an Aniba species”, Phytochemistry 1976, 15
(6), 1033-1036.

16 ROSSI, M.H.; YOSHIDA, M.; MAIA J.G.S.; “Neolignans, styrylpyrones and flavonoids from an Aniba species”,
Phytochemistry 1997, 45(6), 1263-1269.

" BARBOSA-FILHO J.M.; YOSHIDA, M.; GOTTLIEB, O.R.; BARBOSA, R.C.S.B.C.; GIESBRECHT, A. M.;
YOUNG, M.C. M.; “Benzoyl esters and amides, styrylpyrones and neolignans from the fruits of Aniba riparia”,
Phytochemistry 1987, 26(9), 2615-2617.

' BITTENCOURT, A.M.; GOTTLIEB, O.R.; MORS, W.B.; MAGALHAES, M.T.; MAGESWARAN, S.; OLLIS,
W.D.; SUTHERLAND, 1.0.; “The natural occurrence of 6-styryl-2-pyrones and their synthesis”, Tetrahedron 1971, 27
(5), 1043-1048.

' REZENDE, C.M.A.M.; VON BULOW, M.V.; GOTTLIEB, O.R.; PINHO, S.L.V.; ROCHA, A.L; “The 2-pyrones of
Aniba species”, Phytochemistry 1971, 10 (12), 3167-3172.

2 LUCA, A. N.; NUNOMURA, S. M.; YOSHIDA, M.; “Kavapironas de Aniba parviflora (Meissn.) Mez”, Livro de
Resumos SBQ, 2003, Sio Paulo.
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material botanico da Estagao Experimental de Curua-una (Figura 1) foi publicada por

Maia et al. (2001)*".

11 12-a 12-b

O ¢6leo essencial de macacaporanga foi apresentado a uma empresa da area de
A&F em 2001 que, através de CG-EM identificou um alcool sesquiterpénico (5% de
abundancia relativa) cujo padrao de fragmentag¢do ndo foi reconhecido pela biblioteca

especializada da empresa, gerando o interesse no seu isolamento e caracterizacgao.

2 MAIA, J.G.S.; ZOGHBI, M.G.B.; ANDRADE, E.H.A.; “Plantas arométicas na Amazonia e seus 6leos essenciais”, 1°
ed. Goeldi Editoragdo, 2001, 52, Belém.
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4.2 — Protium rubrum Cuatrec (Burseraceac)

Espécie arborea, de 6 a 30 metros de comprimento, didmetro de tronco variando
de 10 a 45 cm, folhas compostas, foliolos coriaceos, elipticos ou oblanceolados,
inflorescéncias localizadas préximo ao apice dos ramos, congestas, compreendendo
minusculas e delicadas flores de aproximadamente 1 a 3 mm de comprimento, quando
abertas.

A familia Burseraceae compreende aproximadamente 600 espécies arbdreas
com distribuicdo pantropical, sendo a Amazonia, o Oeste da Africa e o Arquipélago
Malasiano os centros de diversidade da familia. O género Protium possui cerca de 35
espécies, das quais 90% ocorrem em regides tropicais. Aproximadamente 15 espécies
de Protium encontram-se espalhadas pela Amazonia. Algumas ocorrem no Planalto
Brasileiro e, outras, na mata Atlantica. Porém a grande concentragdo de espécies e
individuos da-se na Amazdnia. O breu vermelho, ou Protium rubrum, pode ser
encontrado em areas de terra firme, em savanas ¢ areas de transicdo entre esses dois
ambientes nos estados do Pard, Amazonas, Amapa, Rondonia, Mato Grosso ¢ nos
paises vizinhos Colombia, Venezula e Guianas™.

A familia ¢ reconhecida como produtora de resina aromatica usada em
aromatizacdo e na medicina popular. Seus espécimes mais conhecidos sdo o incenso
(Boswellia carteri) a e mirra (Commiphora abyssinica, C. molmol). O género Protium
mantém a caracteristica de exsudar uma resina terpénica de seu tronco. Nas espécies
encontradas no Brasil ja foram identificados cumarinas, mono, sesqui ¢ tri-
terpenos”>***. Por hidrodestilagio das resinas é obtido 6leo essencial composto mono

e sesquiterpenos com relatada atividade biologica.

2 DALY, D.C.B.; “A taxonomic revision of Protium (Burseraceae) in eastern Amazonia and the Guianas”, Tese de
Doutoramento, 1987, City University of New York, N.Y..

# SIANI, A.C.; RAMOS, M.F.S.; LIMA JR., O.M.; SANTOS, R.R.; FERREIRA, E.F.; SOARES, R.0.A.; ROSAS,
E.C.; SUSUNAGA, G.S.; GUIMARAES, A.C.; ZOGHBI, M.G.B.; HENRIQUES, M.G.M.O.; “Evaluation of anti-
inflammatory-related activity of essential oils from the leaves and resin of species of Protium”, Journal of
Ethnopharmacology 1999, 66, 57—69.

* ALMEIDA, E.X.; CONSERVA, L.M.; LEMOS, R. P. L.; “Coumarins, coumarinolignoids and terpenes from Protium
heptaphyllum”, Biochemical Systematics and Ecology 2002, 30, 685-687.
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Comunidade Siio Pedro Sede do Municipio

Figura 2: mapa do Estado do Amazonas e expansdao mostrando o Municipio de Silves,
sua cidade sede, na Ilha de Silves, e a Comunidade Sao Pedro, onde foi encontrado o
exemplar de breu vermelho, cujo balsamo foi estudado no presente trabalho.

Nio foram encontrados relatos da composi¢do quimica desta espécie. E
apresentada na literatura como espécie rara”®. O balsamo analisado é proveniente de
um exemplar encontrado na regido de Silves - AM, mais precisamente na comunidade
Sao Pedro na confluéncia do igarapé Capivara com o rio Urubu (Figura 2). A arvore
foi cortada para a implantagdo de um cultivo de mandioca. Do interior de seu tronco,
verteu abundantemente mais de 1 litro de oleoresina translucida, castanha
avermelhada, de odor balsamico e aromatico. Uma amostra botanica estéril foi
coletada e entregue aos cuidados do botanico José Eduardo L. S. Ribeiro, no INPA em
Manaus. A identificag¢do foi feita pelo norte americano Douglas C. Daly (New York
Botanical Garden, EUA), especialista em Burseraceae. Um outro exemplar foi
encontrado no Vale do Jari, distrito de Monte Dourado, municipio de Almeirim — PA.
E pouco conhecido pela populagdo local, porém quando identificado, recebe o nome

de breu vermelho devido a coloragao de sua entrecasca.

2 SUSUNAGA, G.S.; SIANL, A.C.; PIZZOLATTI, M.G.; YUNES, R.A.; DELLE MONACHE, F.; “Triterpenes from
the resin of Protium heptaphyllum”, Fitoterapia 2001, 72(6), 709-711.

2 RIBEIRO, J. E. L. S. e colaboradores, “Flora da Reserva Ducke: Guia de identificagdo das plantas vasculares de uma
floresta de terra-firme na Amazonia Central”, 1° ed., INPA, 1999, Manaus.
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4.3 — Cyperus articulatus L. (Cyperaceae)

Planta perene, rizomatosa, de colmos circulares, as vezes, trigonos na regiao
proxima ao apice, 1-2 m de comprimento, com septos transversais conspicuos.
Bainhas, geralmente, sem laminas foliares. De 2 a 4 bracteas das inflorescéncias,
eretas, inflorescéncias arredondadas ou subumbeladas, espiguilhas laxamente
ascendentes, linear-elipticas, comprimidas, castanho-claras; 3 estames; 3 estigmas;
aquénios trigonos, 1,0 - 1,6 mm de comprimento, apiculados, sé€sseis, com superficie
pontuada®’.

A familia Cyperaceae ¢ composta por cerca de 70 géneros e 4000 espécies. Sao
plantas herbaceas, de pequeno porte, conhecidas por sua agressividade, sendo C.
rotundus (tiririca) a erva daninha mais disseminada e nociva do mundo®. O género
Cyperus ¢ composto por cerca de 900 espécies entre terrestres, aquaticas e semi-
aquaticas.

Integrada a cultura popular na regido amazonica, principalmente em Belém-PA,
com o nome de priprioca, piripirioca ou mesmo pipioca, estd espécie ¢ citada como
Kilinga odorata, Cyperus odoratus e Cyperus rotundus em trabalhos publicados pela
UFPA (Universidade Federal do Pard) e MPEG (Museu Paraense Emilio Goeldi).
Porém segundo Lorenzi®’, cada uma destas trés nomenclaturas refere-se a uma espécie
diferente. A priprioca ¢ cultivada na comunidade de Boa Vista, municipio de Acara-
PA (Figura 3, p.32), em pequenos plantios que servem a demanda do mercado Ver-O-
Peso em Belém. Em 2003, estimulados pela demanda criada pela Natura para sua
linha de perfumes, esta e outras duas comunidades iniciaram o cultivo de priprioca em
grande escala.

A amostra botanica do material estudado foi identificada pela taxonomista Dr*
Maria Aparecida Donizete de Faria, pesquisadora associada do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazonia — INPA em Manaus. A espécie ¢ freqiiente em zonas tropicais

*7 Descrigio botanica da Dr* Maria Aparecida Donizete de Faria, pesquisadora associada do INPA (Manaus).
2 LORENZI H., “Plantas Daninhas do Brasil” , 3° Ed, Editora Plantarum, 2000, 251, Nova Odessa.
* LORENZI H., “Plantas Daninhas do Brasil” , 3° Ed, Editora Plantarum, 2000, 244, 251, 252, Nova Odessa.
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e temperadas, sendo encontrada em estado selvagem tanto na América como na

Africa. E valorizada pela populacio por suas propriedades aromaticas e medicinais™’.

Comunidade de Boa Vista - Acara

Figura 3: mapa do Estado do Par4 e expansdo mostrando a regido metropolitana de
Belém e parte do Municipio de Acard, onde foram encontrados os plantios de C.
articulatus.

Analogamente ao caso de A. parviflora, analises por CG-EM equipado com
bibliotecas especializadas em compostos voldteis ndo identificaram algumas
moléculas do o6leo essencial, despertando o interesse para o presente estudo. As
cetonas presentes no Oleo essencial de C. articulatus ja foram alvo de atengdao da
comunidade cientifica entre os anos de 1960 e 1970°**'? através de suas respectivas
dinitro-fenil-hidrazonas. Ha ainda outras publicagdes datadas de 1988 sobre o mesmo

33,34
tema .

3 COUCHMAN, F.M.; PINDER, A R.; BROMHAM, N.H.; “Studies on the essential oil of Cyperus articulatus L.”,
Tetrahedron 1964, 20, 2037-2045.

3 HIKINO, H.; AOTA, K.; TAKEMOTO, T.;”Identification of ketones in Cyperus”, Tetrahedron 1967, 23, 2169-2172.
32 NEVILLE, G.A.; NIGAM, L.C.; “Identification of ketones in Cyperus (NMR and mass spectral examination of the 2,4-
dinitrophenylhydrazones)”, Tetrahedron 1968, 24, 3891-3897.

3 NYASSE, B.; TIH, R.G.; SONDENGAM, B.L.; MARTIN, M.T.; BODO, B.; “Isolation of a-corymbolol, an
eudesmane sesquiterpene diol from Cyperus articulatus”, Phytochemistry 1988, 27(1), 179-181.

* NYASSE, B.; TIH, R.G.; SONDENGAM, B.L.; MARTIN, M.T.; BODO, B.; “Mandassidione and other
sesquiterpenic ketones from Cyperus articulatus”, Phytochemistry 1988, 27(10), 3319-3321.
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5 — Objetivos

1. Identificar e caracterizar novas matérias primas da biodiversidade brasileira
para a industria de fragrancias.

2. Isolar e identificar moléculas em oOleos esséncias de Aniba fragans, Protium
rubrum e Cyperus articulatus.

3. Avaliar o potencial olfativo dos O6leos essenciais e compostos isolados

estudados.
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6 — Resultados e discussao

6.1 — Aniba fragans Ducke ou
Aniba parviflora (Meissner) Mez
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O ¢leo estudado foi extraido de folhas e galhos finos proveniente da Estacdo
Experimental de Curua-una (Figura 1), Municipio de Prainha, Estado do Par4, 6rgao
pertencente a Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA). O material foi
transportado por via fluvial, da Estacdo Experimental até¢ a cidade de Santarém, onde
foi extraido em um destilador de ferro com capacidade para 3000 litros, com
rendimento de 0,2 %. O tempo entre 0 momento da poda e a destilagdo foi de 3 dias. A
agua usada na destilacao foi fornecida por pogo artesiano na propria destilaria. O 6leo
foi filtrado e seco com Na,SO, anidro cerca de 5 dias apds sua extracao.

O perfil cromatografico ¢ apresentado na Figura 4, abaixo.

a0

anmdineia (%)

&0

40 pentadscanc

\ )[
o gn..‘i . 11.'. 1. paey ..fll . ST i | h.l\.&aJ.....“. b ﬁ . .

I
20,00 40.00 tempo (min.)

Figura 4: cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Aniba fragans co-injetado
com pentadecano, coluna HP5, condi¢des 50°C (2 min), 50-290 (3°Cemin™"), 290 °C (5
min), fluxo de He a 0,7 mlemin™ e injetor a 200 °C.

A andlise de CG-EM, apresentada na Tabela 9 (ANEXO 1, p.127), revelou a
presenga dos hidrocarbonetos monoterpénicos o-pineno, 3-pineno, a-felandreno, B-
felandreno, p-cimeno, mirceno, E-B-ocimeno; dos monoterpenos oxigenados como
eucaliptol, linalol e oa-terpineol; dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos como [3-
cariofileno, aromadendreno, germacreno D, B-selineno, biciclogermacreno; e dos

sesquiterpenos oxigenados espatulenol, 6xido de cariofileno, a-eudesmol e [-

cudesmol; entre outros de menor concentracdo. Olfativamente, o oleo de
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macacaporanga possui notas de saida aromadticas levemente especiadas e notas de

fundo amadeiradas e balsamicas.

Os compostos identificados apresentam ainda a seguinte distribuicado
cromatografica:
Monoterpenos hidrocarbonetos (39,51 %); entre 6,76 — 12,98 min..
Monoterpenos oxigenados (16,78 %); entre 10,57 — 17,47 min..
Sesquiterpenos hidrocarbonetos (24,11 %); entre 24,34 — 32,63 min..
Sesquiterpenos oxigenados; (18,55 %); entre 32,41— 40,24 min..

O alcool sesquiterpénico nao identificado pela empresa Givaudan (Casa de
Fragrancias de origem suica), também ndo o foi pela biblioteca do equipamento
disponivel ao grupo (Wiley 275) ou pelo indice de Kovats. Detectado como o pico de

numero 58 de acordo com a Tabela 9 (ANEXO 1, p.127) e denominado de AF 105,

0 composto apresentou ion molecular M+ 222, pico base m/z 105 e estava presente na
concentracao de 5%.

Apos alguns insucessos no isolamento envolvendo diversas técnicas, obtivemos
2 mg do composto concentrado em 80% através da metodologia apresentada no
fluxograma da Figura 5. Numa segunda tentativa de isolamento, com 80 ml de o6leo
essencial, a separagdo na coluna 1 foi precedida de uma destilacdo fracionada. O
resultado foi satisfatorio possibilitando o acimulo de 60 mg do composto a 93% de

pureza.
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Fluxograma de isolamento de
AF 105

Oleo bruto 10 g

Coluna 1
Silica
20 fragdes 50 ml

Fragao 20 (900 mg) Fragoes 1 a 19
Coluna 2 reserva
10% AgNO3
120 fragdes 10 ml

Fracdes 38-41 Fragoes 1-37, 42-180
2 mg AF 105 reserva
80%

CG-EM
RMN 1H, 13C, DEPT,
COSY, HETCOR, COLOC

Figura S: fluxograma das etapas que permitiram a concentracdo do composto AF 105
a 80%.
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6.1.1 — Identificacdo do composto AF 105

O espectro obtido pelo experimento de absor¢dao no infravermelho (Figura 6),
nos mostra, além dos sinais caracteristicos de deformagdes axiais (2800-3000 cm™) e
angulares (650-1500 cm™), um sinal largo em 3385 cm™, representando estiramento de
grupos O-H ligados por pontes de hidrogénio ¢ um sinal fraco em 1640 cm™,
indicando estiramento da ligagdo C=C. A auséncia de sinais tipicos de estiramento de
carbonila na regidio de 1600-1800 cm™ nos e de estiramento de hidrogénios aromaticos

entre 1400-1600 cm™, nos leva a crer que o composto AF 105 é um alcool.

70

60

50 +

Transmitancia

40 -

30

20
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0 ! T ! T ! T ! T ! T ! T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 6: espectro de absor¢ao no infravermelho do composto AF 105.
O Indice de Kovats (KI=1626) ¢ o espectro de massas nos sugerem um provavel
sesquiterpeno de ion Me+ 222, O fragmento de m/z 204 caracteriza a eliminagdao de

uma molécula de H,O, fato bastante comum em alcoois terciarios. Estes dados sdo

compativeis com a formula molecular C;sH,sO, que representa um alcool
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. A . , . ~ ,. . 35
sesquiterpénico com numero de insaturagdes (ou anéis) igual a 37 (15-13+1=3).
~ . . , . . 36
Comparacoes do espectro de massas obtido com outros disponiveis na literatura
revelaram uma certa semelhancga nos padroes de fragmentagdo, sugerindo uma certa

analogia estrutural entre AF105 e valenceno 2, guaieno, 3, ou viridifloreno, 4.

Através do espectro de RMN de 'H, apresentado na Figura 7, descartamos a

hipotese de viridifloreno, devido a auséncia de sinais tipicos de hidrogénios ligados a

grupo ciclopropil (0,40 <6< 1,00).

Eduardo AF105 cdcl3/nano dezO3emrA

Figura 7: expansdo do espectro de RMN de 'H do composto AF 105 obtido a 499,88
MHz em CDCI;/TMS.

33 SOLOMONS, T.W.G.; FRYHLE, C.B.; ”Organic Chemistry”, 8th Edition, Wiley, 2004, p. 318, Indianapolis.
3% ADAMS, R. P., “Identification of Essential Oils Components by Gas Cromatography/Mass Spectroscopy”, 2 ed.,
Allured Publishing Coorporation, 1995, Carol Stream.
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Eduardo AF105 cdel3/nano  dez03emrC

-
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Figura 8: espectro de RMN de “C{'H} do composto AF105 obtido a 125,71 MHz
em CDCL;/TMS.

13/na
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DEPT 133
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Figura 9: espectro de RMN de °C DEPT 90 e 135 do composto AF 105 adquiridos a
125,71 MHz em CDCI3/TMS.
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Percebemos inicialmente os sinais de um hidrogénio vinilico e 4 metilas, sendo
3 delas ligadas a carbonos quaternarios (dy 0,93; 1,18; 1,19; singletos) e uma ligada a
um carbono terciario (3 0,80; dubleto *J=6Hz). Os sinais restantes apresentam-se
pouco definidos, dificultando as atribui¢des. Pelos espectros de RMN de “C{'H} e
DEPT 90 e 135 apresentados na Figura 8 e Figura 9, notamos dois carbonos em
sistemas © em Oc 146,48 (quaterndrio) e O6c 117,49 (tercidrio). Temos ainda um C
carbindlico em o¢ 72,29, também quaternario, mostrando que o alcool em questao ¢ do
tipo terciario. Temos ainda 4 metilas, 5 metilenos e 3 metinos, além de um terceiro C
quaternario.

A correlagdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 10 ¢ Figura 11, p.44), entre
os hidrogénios vinilico em oy 5,32 e alilicos em oy 2,01 ¢ oy 1,77 nos indica sua
relagdo vicinal, e por correlagdo heteronuclear 'H-"C (HETCOR) de uma ligagio,

determinamos os carbonos correspondentes (Figura 12, p.46).
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Figura 10: mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo homonuclear 'H-'H (COSY)
do composto AF 105 (CDCIl;/TMS) adquirido a 499,88 MHz.
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Figura 11: expansdao do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo homonuclear
'H-"H (COSY) do composto AF 105 (CDCly/TMS) adquirido a 499,88 MHz.
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Tabela 4: atribuicio dos sinais de 'H e "°C obtidos através do mapa de contorno
RMN 2D de correlagdo heteronuclear 'H-"C a uma ligacdo (HETCOR) do
composto AF 105 em solucdo de CDCI;/TMS adquiridos a 499,88 MHz e
125,71 MHz respectivamente.

N° &c (ppm) CHx oy (ppm)

12 15,52 CH; 0,80 (3H, d, J=6,5 Hz, H-12)

13 20,76 CH; 0,93 (3H,s, H-13)

10 26,56 CH; 1,18 (3H,s, H-10)

1 2697 CH; 1,19 (3H,s, H-11)
27,43 CH, 2,01 (1H, m, H-3¢); 1,77 (1H, m, H-3a)
29,19 CH, 1,77 (1H, m, H-6a); 1,26 (1H, m, H-6¢)
31,13 CH, 1,42 (1H, m, H-7a); 1,50 (1H, m, H-7¢)

2,20 (1H, ddd, *J = >Jysanea = 13 Hz, *Jiysariee = 3,5 Hz, H-

31,97 CH, 5a); 1(,91 (1H, m, HSIS " e
35,42 CH, 1,95 (1H, m, H-1e); 0,95 (1H, m, H-1a)

8 38,30 CH 1,65 (1H, m, H-8)

8a 39,29 Co -

DN 3 O W =

1,57 (1H, dddd, 3JHz-Hza = 3JH2-H1a ~ 13 Hz, 3JHz-Hle =5 Hz,

2 41,13 CH s = 3 Hz: H-2)

9 7229 Co -
4 117,49  CH 532(1H,d, J=5,8 Hz; H-4a)
4a 146,48 C, -

Assim, alternando informacdes extraidas dos
espectros de RMN de correlagdo homonuclear (‘H-'H-
COSY) e heteronuclear ('"H-""C-HETCOR) (ANEXO)

foi possivel evidenciar a presen¢a do fragmento A.

_45.



|

7|‘\|\|‘\|\|
130

120

T
110

100

T
g0

80 70 6D 50 40

F2 (ppm)

L
20

Figura 12: mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo heteronuclear 'H-"C a uma
ligagdo (HETCOR) do composto AF 105 adquirido a 488,99 MHz e 125,71
respectivamente, em CDCl;/TMS.

Eduardo AF105 cdol3fnano daz03emrCOLOC

_

o
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2{ 5g1,50
3 2] ‘
4] 539,29
5 g 5,32 l
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Figura 13: expansdo do mapa de contorno de RMN bidimensional de correlagio 'H-
PC de longa distancia (COLOC) do composto AF 105 em CDCls, obtido a 499,88
MHz e 125,71MHz respectivamente.
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Na seqiiéncia, o hidrogénio alilico em oy
2,20, representado no espectro de RMN de 'H
por um falso tripleto (duplo-duplo-dubleto -
Figura 14), apresenta correlacio homonuclear

- 'H-'"H-COSY com outros 3 nucleos em &y 1,91;

Figura 14: expansio do espectro de on 1,77; oy 1,26 (Figura 11), sendo que o
RMN de 'H do composto AF 105,

na regido de &y 2,20, adquirido a
499,88 MHz. (HETCOR, Figura 12).

primeiro (0y 1,91) ¢ o hidrogénio geminal

Novamente, alternando  informagdes  dos -
IEY

espectros de RMN de correlagdo homonuclear (‘H-'H- e
COSY) e heteronuclear (‘H-">C-HETCOR), chegamos e L H H
14645
ao fragmento B. A estrutura plana do composto ¢ e H H“CD z
finalizada através do espectro de correlacao H 1,65
. e 13 31,13 3&}Cu4
heteronuclear de longa distancia "H-"C (COLOC) Hga H q s
(Figura 13), onde os sinais em (¢ 31,97, dy 5,32); (6¢ e
15,32
39,29, oy 1,50) representam a juncao dos fragmentos 0.5
B

A ¢ B e os sinais em (0¢c 41,13, 651,18 ¢ 1,19) indicam
a ligagdo do anel B com o radical isopropanol-il. Com estes dados, e comparando os
deslocamentos quimicos de outros sesquiterpenos descritos na literatura, sugerimos
inicialmente uma estrutura biciclica [4,4,0] com uma dupla ligacdo na fusdo dos anéis
A e B, permitindo que estes assumam posigoes cadeira e semicadeira respectivamente.
Desta forma, ¢ possivel sugerir a configuragdo relativa (axial/equatorial) dos
substituintes através dos acoplamentos dos hidrogenios, concluindo que os
hidrogénios em oy 1,57 (H-2) e oy 1,65 (H-8) estdo em posicao axial. Logo, tanto o
grupo isopropanol-il quanto a metila em 8¢ 15,52 (6y 0,80) estdo em posicdo

equatorial.
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G 2,20

L17%:

O 093

Figura 15: incidindo um pulso seletivo no hidrogénio axial em oy 2,20, observamos
um incremento de 1,17 % no sinal da metila angular 13 do composto AF 105.

Lol % B 053

Figura 16: incidindo um pulso seletivo na metila em oy 0,80, observamos um
incremento de 1,01 % no sinal da metila angular 13 do composto AF 105.
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A estereoquimica relativa da metila em oc 20,76 foi determinada em um
experimento de NOE (NOESY 1D) pela incidéncia de um pulso seletivo sobre o
hidrogénio axial H-5a (dy 2,20). O resultado foi um incremento de 1,17% no singleto
em oy 0,93 (Figura 15), indicando a configuracgdo cis entre o hidrogénio em questao e
a metila. Analogamente, irradiando a metila em 6y 0,80, notamos um incremento de
1,01% na intensidade do singleto em oy 0,93 (Figura 16). Isto demonstra que as duas
metilas possuem uma configuracdo relativa 1,2 cis, encerrando a determinagdo
estrutural relativa do composto.

Desta forma, as anélises por RMN de 'H e °C {'H} em uma e duas dimensdes
(DEPT 90 e 135, COSY, HETCOR, COLOC e NOESY 1D), a rotagdo Optica
especifica e a comparacdo dos deslocamentos de ’C fornecidas pela literatura nos
permitiram sugerir que o composto em questdo ¢ o 2-[(2R, 8R,8aS)-8,8a-dimetil-

1,2,3,5,6,7,8, 8a-octa-hidronaftalen-2-il]-propan-2-ol, de nome popular Jinkoh-

eremol .

» A estrutura, juntamente com os
;1599; 1‘1};39 deslocamentos dos sinais (em ppm)
2o N N\g s nos experimentos de RMN de 'H e
:: | @ | | . . PC, & apresentada na Figura 17. A
v 7%8 ﬁga\‘] ﬁ 5”92:/11 v série de fragmentagdes que resulta no
W= 13 %f;f: s 110 OH pico base de m/z 105 do espectro de
lg w7 v massas ¢ apresentada na (Figura 18,

v p. 50).

Figura 17: estrutura do jinkoh-eremol com _
deslocamentos quimicos (em ppm) dos Em  termos  olfativos, o

o i 13
sinais de RMN de "H e de "C. composto apresenta odor floral,

levemente amadeirado e com caracteristicas ambaradas. Ndo foi encontrado qualquer
fornecedor comercial do composto em questdo, seja para a industria de A&F ou para a

. , . , . 3
industria quimica®’.

372000 Allured’s Flavor and Fragrance Materials, Allured Publishing
Corporation, 2000, EUA; http://www.merck.com; http://www.sigmaaldrich.com; http://www.acros.be.
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m/z 105 (100 %) m/z 105

Figura 18: fragmentacdo do composto jinkoh-eremol isolado do 6leo essencial de A.
parviflora originando o pico base de m/z 105.
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A comparagdo da rotagdo Optica especifica deste composto, [a]; - (5,4 + 0,9)°
(CHCI;, c. 5,1) com dados da literatura®®*** revelam uma certa discrepancia de
valores, que pode ser atribuida aos diferentes excessos enantioméricos em cada uma
das amostras. Contudo, os artigos consultados tratam do composto levégiro, resultado

analogo ao nosso.

6.1.2 — Preparacao de um isomero de Jinkoh-eremol

Dada a semelhanca do composto jinkoh-eremol com hidrocarboneto
sesquiterpénico de nome comercial valenceno, 5, encontrado em 6leos citricos, foi
feita a hidratacdo seletiva da dupla terminal do segundo com fins de comparacao do
valor olfativo. O composto obtido recebe o nome de valerianol, 7. As atribui¢des dos
deslocamentos quimicos do valenceno e do valerianol foram determinadas através de
RMN de 'H e de °C {'H} em uma e duas dimensdes. Os resultados obtidos para o

. . , . . 41
valerianol foram comparados com dados disponiveis na literatura™ .

1,20 - 2.27a
534 1,77 . 2,10e
120,10 Exhy 119,86 32,60

4 5 S 4
150,75/ 2586 / 143’14/ 28,95
wa” da” e we” 4T e
203 | 23 . ;
37.83 091 10827 27,20 37.62 44,40 27,05
27,14 :
143 8a N 143 10/10 470 141 8a 183, 2 _ 1159
143 = - 470 124 = '
E1/—\8/ 9/ hg/z\»]/ 9
148 = - 493 4 = 13 40,50 .
- = 0,51
g 1% ?gg | —_ gae 2% | O H
13 o 11 12 ont T2 10
1564 ez 15,71
ES 173 027
5 7

38 ITOKAWA, H.; MORITA, H.; WATANABE, K.; MIHASH]I, S.; [ITAKA, Y.; "Agarofuran-, Eudesmane- and
Eremophilane- Type sesquiterpenoids from Alpinia japonica (Thunb.) Miq.”, Chem. Pharm. Bull. 1985, 33(3), 1148-

1153. [@],, -14.9° (CHCL,, c. 0.45)

39 ISHIHARA, M.; TSUNEYA, T.; UNEYAMA, K.; “Fragrant sesquiterpenes from agarwood”, Phytochemistry 1993,
33(5), 1147-1155. [ -74.5° (CHCL;, ¢.1,33)

“ NAKANISHI, T.; YAMAGATA E.; YONEDA, K.; “Jinkoh-eremol and Jinkohol II, Two New Sesquiterpene alcohols

from agarwood”, J. Chem. Soc.Perkin Trans I 1983, 601-604. [ex],, - 66° (CHCL, c. 0,13)

* ARANTES, S.F.; HANSON, J.R.; HITCHCOCK, P.B.; “The hydroxylation of the sesquiterpenoid valerianol by
Mucor plumbeus”, Phytochemistry 1999, 52 (6), 1063-1067.
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Figura 19: reacdo de limoneno
com acido tri-fluoro acético
resultando em tri-fluoro acetato de
terpenila.

A adi¢ao seletiva de uma molécula de
agua a uma dupla ligagdo em posi¢ao terminal,
seguindo a regra de Markovnikov, pode ser
realizada através de reacOes com sais de
mercurio. Entretanto a aplicagdo desta reagdo
em larga escala envolveria quantidades
significativas de material poluente (Hg),

contrariando a tendéncia da “quimica verde”

ou ecologicamente correta. Num levantamento das informagdes disponiveis na

literatura, encontrou-se metodologia descrita por Mattos ef al. (2004)* na qual, a

partir de limoneno e de 4cido tri-fluoro acético, obtém-se tri-fluoro acetato de

terpenila (Figura 19).

Utilizando o mesmo procedimento descrito para o limoneno, foi feita a reagao

do valenceno com 4acido tri-fluoro acético, resultando no tri-fluoro acetato de

valerianila, 6. Uma posterior hidrolise basica, forneceu- nos o valerianol (Figura 20).

5
Valenceno 70%

F30C00H

LiOH - Hy0
THF M eQH:HL0 (31:1)

7

. Tl = 2%
Valerianol T

Figura 20: reagdo do valenceno com acido tri-fluoro acético e posterior
hidrolise para obtencao do valerianol.

2 MATTOS, M.C.S.; COELHO, R.B.; SANSEVERINO, A.M.; “Chemospecific Preparation of Both Enantiomers of
alpha-Terpinyl Trifluoroacetate”, Synth. Commun. 2004, 34, 525-529.
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A andlise do composto por absor¢do no infravermelho (Figura 21) mostrou uma
banda larga de absor¢do em 3386 cm™, tipica de estiramento de OH ligados por ponte
de hidrogénio. A auséncia do sinal tipico de estiramento de carbonila entre 1600 cm™
e 1800 cm™ mostra que a reagdo de hidrolise foi bem sucedida. Em 1665 cm™ temos

sinal referente ao estiramento da ligagao C=C.

70

60

Transmitancia

1655

50

3386

40 -

30

20 —
4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 21: espectro de absorcao no infravermelho do valerianol.

O valerianol ¢ um constituinte do oleo essencial de Valeriana officinalis L.
(Valerianaceae), Jommi er al (1969)*, familia com representantes autoctones na
América, Europa e Asia. Pode estar presente em concentragdes de até 34 %™*.

A comparagdo olfativa entre os compostos jinkoh-eremol e valerianol revelou
grande semelhanga olfativa, sendo que o primeiro apresenta um carater floral mais
distinto que o segundo. Por sua vez, o valerianol apresenta tracos balsdmicos mais

acentuados.

S JOMMI, G.; KREPINSKY, J.; HEROUT, V.; SORM, F.; Collection of Czechslovak Chemical Communications 1969,
34, 593, citado por ARANTES, F.A.; HANSON, J.R.; HITCHCOCK. P.B.; “The hydroxylation of the sesquiterpenoid
valerianol by Mucor plumbeus”, Phytochemistry 1999, 52 (6), 1063-1067.

* BOS, R.; WOERDENBAG, H.J.; HENDRIKS, H.; SCHEFFER, J.J.C.; “Composition of the essential oils from
underground parts of Valeriana officinalis L. s.1. and several closely related taxa”, Flavor and Fragrance Journal 1998,
12 (5), 359-370.
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6.1.3 — Outros compostos isolados do dleo essencial de A.parviflora

O procedimento descrito para isolar o jinkoh-eremol nos permitiu isolar e
caracterizar outros dois compostos bastante comuns em 0leos essenciais: espatulenol,
8 ¢ B-eudesmol, 9. Ambos os compostos aparecem na listagem com a composicao
centesimal do 6leo bruto de A.parviflora, porém os compostos isolados nao foram
identificados pela biblioteca do equipamento, motivando-nos a dar seqiiéncia no
processo de identificacdo via RMN. As atribuicdes foram feitas através da analise dos
espectros de RNM de 'H e de °C em uma e duas dimensdes, do espectro de massas e

~ . 45,46
por comparacdo com dados da literatura™".

H 67
460 H ~
10 1ps2
163
1o A \ 071
#em  H 4 1530 - 1830,
5 el 3882 154 12 128
xz v \""'3 204 41,12 41,83
40,70 6/ 5z ¥a \2’42 5 I /4
1,56
, 2473 23,48 / \ \ 22,37
L7 ’ 2 im 162 6 4a 3 i
094 7g 54T 087 165 3539 1

7,17
’ 36,38 49,44 .
HO - 1|_3|1 \\? —— I, H 231 ? 4079 8a 132 2 1 1 1,21
— N Z0 - ?2,9/
11 H o NNV
0,47 151,15 -
216,2095 1 0,23 —_ 2502 \
N\ H OH
-~ 16,30 177 ’
218’66§ Lo4 13 ' 712 ()
’ 105,32 1,21
4,45
472

4 GOUD, T.V.; REDDY, N.S.; KRISHNAYAH, P.; VENKATESWARLU, Y.; “Spathulenol: a rare sesquiterpene from
soft coral Sinularia kavarattiensis”, Biochem. Syst. Ecol. 2002, 30, 493-495.

* MASH, E.A.; FRYLING, J.A.; “Homochiral ketals in organic synthesis. Enantioselective synthesis of (+)-p-
Eudesmol”, J.Org.Chem 1987, 52, 3000-3003.
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Figura 22: espectro de absorcao no infravermelho do espatulenol.

Bduardo ESZF67 cdcl3/bbl05 dezzSemrf

Pulse Sequence: sZpul

1.0 1.268 1.40 2.70 1.35

Figura 23: espectro de RMN de 'H de espatulenol, adquirido a
488,99 MHz em CDCl;/TMS.
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6.1.3.1 — Pontos principais na caracterizacio de espatulenol

A andlise por CG-EM revelou um composto com indice de Kovats 1576 e ion
molecular Me+ 220, porém a sugestao da biblioteca ndo foi conclusiva, com indices de
certeza inferiores a 50%, o que nos fez enviar a molécula isolada para analise de RMN
de 'H ¢ °C uni e bidimensional. Ainda assim, os dados obtidos por CG-EM nos
permitiram sugerir a férmula molecular C;sHy;O e um composto com numero de
insaturagdo (ou anéis) igual a 4.

Os sinais mais significativos do espectro de IV mostrado na Figura 22 referem-
se ao estiramento da ligagdo O—H, de hidroxilas ligadas por pontes de hidrogénio
intermolecular em 3385 cm™ e ao estiramento de hidrogénio vinilico terminal 3081
cm’'. Somadas, as informagdes obtidas por CG-EM e IV nos mostram que o composto
¢ um alcool sesquiterpénico.

Os espectro de RMN de 'H (Figura 23) nos mostra um duplo-dubleto em 3y
0,47 caracteristico de hidrogénio ligado a ciclopropano com acoplamentos de 9,5 Hz
com o hidrogénio H-7a ¢ 12 Hz com o H-1a (ver 8). A seu lado, em 6y 0,71, temos o
outro hidrogénio ligado ao ciclopropano H-la representado por um duplo-duplo-
dubleto. Vemos ainda duas metilas em oy 1,04 ¢ 1,06 além de uma terceira um pouco
mais desprotegida em oy 1,29. Em &y 4,67 e 0y 4,69 vemos os sinais dos hidrogénios
ligados a dupla terminal com um acoplamento da ordem de 1 Hz.

Os espectros de RMN de *C{'H} ¢ DEPT 90 e 135 (Figura 24 ¢ Figura 25, p.
58) nos mostram ainda 3 metilas, 5 metilenos, 4 metinos e 3 carbonos quaternarios.
Somando as informacdes obtidas por CG-EM e por RMN 'H podemos afirmar que o
referido composto apresenta 1 ligacdo dupla terminal e 3 anéis, sendo um deles de 3

membros. O perfil cromatografico do 6leo de macacaporanga apresentada na Tabela 9
(ANEXO 1, p.127) apresenta o composto espatulenol que possui as caracteristicas do

composto isolado.
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Eduardo E52F67 c©dcl3/bbl05 dezZGemrC

Pulse Sequence: sZpul

| ki Jl]ul

e e e s e e By e B B e B B B e B S B N R S
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 24: espectro de RMN de “C{'H} de espatulenol adquirido a
488,99 MHz em CDCI;/TMS.

Eduardo E52F67 cdol3/bbl05 dazZBemrD

Pulsa Sequence: dept

DEPT 135

DEPT 90 \

| |

L e B o e e e B B B B 5 s B s B B e B B e B e B B s B B
150 140 130 120 110 100 90 80 &0 50 40 30 20 ppm

Figura 25: espectros de RMN de °C DEPT 90 ¢ DEPT 135 de
espatulenol adquiridos a 125,71MHz em CDCI;/TMS.
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A confirmacao estrutural foi feita através das correlagdes apresentadas nos
espectros de RMN bidimensional 'H-'"H-COSY e 'H-">C-HSQC ¢ HMBC (ANEXO 2,
p-129) e de comparacao com dados disponiveis em literatura.

Vale notar a diferenca de cerca de 12 ppm nos deslocamentos quimicos das
metilas geminais 8 e 9. Isto € justificado ao analisarmos o ambiente eletronico em
torno de cada uma. A metila de nimero 9, alfa ao plano, estd espacialmente proxima a
hidroxila ligada a C-7, rica em elétrons os quais acabam por proteger eletronicamente
a regido circunvizinha. Além disso, temos ainda um efeito pseudo gauche entre a
mesma metila e o carbono de niimero 2, causando protecio por efeito gama®’.

A rotagdo Optica medida foi de [a]; (+10,5+0,6)°, (CDCl;, c. 1,3), sendo que a

literatura consultada apresenta valor de [«], (+7,2)° (CDCls, c. 1,3)*.

* BREITMEIER, E.; VOELTER, W._; Carbon 13 NMR Spectroscopy, 3° ed., Graphischer Betrieb Konrad Triltsch,
1987, Wiirzburg.
* TRINGALL C; PIATTELLI, M.; SPATAFORA, C.; “Sesquiterpenes and geranylgeranylglicerol from the brown algae

Taonia lacheana and Taonia atomaria f. ciliata: their chemotaxonomic significance”, Phytochemistry 1995, 40 (3), 827-
831.
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Figura 26: espectro de absorcdo no infravermelho do composto [3-
eudesmol.

Eduarde ESZF53 cdel3/bbl05 dezZ3amrBl
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Figura 27: espectro de RMN de 'H de B-eudesmol adquirido a 499,88
MHz em CDCI;/TMS.
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6.1.3.2 — Pontos principais na caracterizacao de -eudesmol

Analogamente ao composto anterior, a sugestao da biblioteca do equipamento
para a molécula isolada nao foi conclusiva e a amostra foi enviada para analise por
RMN de 'H e "°C uni e bidimensional.

Por CG-EM obtivemos o indice de Kovats de 1649 ¢ ion molecular Me+ 222,
dados que nos levaram a sugerir a formula molecular de C;sHysO e nimero de
insaturagdes ou anéis igual a 3, analogamente ao composto jinkoh-eremol.

Os sinais mais significativos do espectro de IV mostrado na Figura 26 sdo
relativos ao estiramento de uma banda de OH em 3298 cm™ (ligados por ponte de H
intermolecular), da dupla ligagdo em 1644 cm™ (C=C) e 3079 cm™ (C-H).

Pela analise do espectro de RMN de 'H (Figura 27) vemos os sinais de 3
metilas sendo uma em oy 0,71, H-12 (ver 9), e as outras duas superpostas em oy 1,21.
Temos também o sinal de hidrogénios de metileno terminal em oy 4,45 e 0y 4,72 com
acoplamento da ordem de 1 Hz. Os espectros de RMN de “C{'H} e DEPT 90 e 135
(Figura 28 ¢ Figura 29, p. 62) nos mostram sinais de 3 metilas, sendo duas
superpostas em oy 27,12, 7 metilenos, 3 metinos e 3 carbonos quaternarios, sendo um
carbindlico em o¢ 72,91, H-9, um sp2 em oc 151,15, H-13 e o terceiro na jun¢do dos
anéis em Oc 35,89, H-4a.

Os dados fornecidos pelas analises em CG-EM, IV ¢ RMN de 'H e "C{'H} nos
permitem concluir que o composto em questdo ¢ um alcool biciclico com uma dupla

ligagdo em posic¢do terminal. Novamente recorremos a Tabela 9 (ANEXO 1, p.127),

onde ha um composto com as caracteristicas apresentadas: P-eudesmol. A
confirmacdo estrutural foi feita a partir da andlise dos espectros de 'H e "°C
bidimensionais (ANEXO 4, p.135) e de dados disponiveis na literatura.

Devido a pequena quantidade de amostra disponivel (~ 5 mg) nao foram feitas

medidas de rotagdo Optica ([],), € sim um experimento de dicroismo circular. O

grafico resultante ¢ apresentado na Figura 87, p.93 (ANEXO 4). A auséncia de um
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padrao deste composto nao nos permitiu determinar qual o enantidmero em questao.

Contudo, o espectro fica registrado para eventual comparagao.

Pulse Sequence: sZpul

Ll J 4 | | Wyl | ) }.IH\I Ll

L L I e B I B B e
150 140 130 120 110 100 90 80 70 &0 50 40 30 20 ppm

Figura 28: espectro de RMN de C{'H} de B-eudesmol adquirido a
125,71 MHz em CDCIl5;/TMS.

Eduardo E52F59 cdcl3/bbl05  dez23emrDl

Pulse Saquenca: dept
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l . L )
i ! 1 T
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100 90 80 70 [ 50 40 30 20 PEm

Figura 29: espectros de RMN de °C DEPT 90 ¢ DEPT 135 de B-eudesmol
adquiridos a 125,71 MHz em CDCI;/TMS.
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6.1.4 — Conclusao do estudo de Aniba parviflora

O composto AF 105 isolado de Aniba parviflora e agora denominado jinkoh-
eremol foi isolado e caracterizado primeiramente em 1983, a partir de planta do
género Agquilaria, provavelmente Aquilaria malaccensis Benth (problemas de
identificacdo botéanica), familia Thymelaeceae, nativas do sul e sudeste da Asia. Ha
relatos de efeitos deste composto sobre o sistema nervoso central de ratos® e sobre
receptores de dopamina D2 e serotonina 5-HT2A’, o que pode sugerir o uso deste
0leo essencial como um calmante nas praticas de aromaterapia. Nao foram
encontradas referéncias do isolamento, ou mesmo de detec¢do por CG-EM, do
composto em plantas brasileiras ou mesmo em espécies de Lauraceae. A dificuldade
de deteccao encontrada por bibliotecas de espectrometria de massas, ¢ justificada pela
baixa freqiiéncia do composto em produtos comerciais de grande escala, constatada,
até o presente estudo, apenas em Oleos do género Aquilaria, onde pode estar entre os

. e e, . 5]
constituintes majoritarios™ .

¥ OKUGAWA, H.; UEDA, R.; MATSUMOTO, K.; KAWANISHI, K.: KATO, K_; “Effect of Jinkoh-eremol and
Agaspirol from Agarwood on the Central Nervous System in Mice”, Planta Med. 1996, 62, 2-6.

50 OKUGAWA, H.; UEDA, R.; MATSUMOTO, K.; KAWANISHI, K.; KATO, K.; “Effects of sesquiterpenoids from
"Oriental incenses" on acetic acid-induced writhing and D2 and 5-HT2A receptors in rat brain”, Phytomedicine 2000,
7(5), 417-422.

' MEIER, M.; KOHLENBERG, B.; BRAUN, N.A.; “Isolation of anisyl acetone from agarwood oil”, Journal of
Essential Oil Research 2003, 15(1), 54-56.
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6.2 — Protium rubrum Cuatrec
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Figura 30: cromatograma de ions totais do oleo essencial de Protium rubrum
co-injetado com pentadecano, coluna HPS5, condi¢des 50°C (2 min), 50-290

I
20.00

|
40.00

(3°Cemin™), 290 °C (5 min), fluxo de He a 0,7 mlemin™ e injetor a 200 °C.

Tabela 5: compostos identificados no balsamo de P. rubrum por CG-EM. Em
negrito estdo os compostos de interesse deste trabalho. Compostos nao

identificados aparecem como NI.

N° Tr

1 114,60
2 130,65
3 131,83
5 1325
6 /33,18
7 133,42
8 134,79
9 135,94
10 136,06
11 136,19
12 136,30
13 | 38,19

Area %

1,85
0,77
0,32
0,65
84,18
2,17
0,30
0,00
0,69
2,16
0,85
6,07

KI KI

calculado literatura
1030 1031
1375 1376
1401 1398
1418 1415
1434 -
1440 -
1472 -

1500
1503 -
1506 1509
1509 1515
1557 -

tempo (min.)

Composto
(% de similaridade do EM)

Limoneno (99)

alfa-copaeno (97)

Cipereno (90)

Z-alfa-bergamopteno (95)

PR 192

NI

NI

Pentadecano

NI

beta-bisaboleno (95)

Z-gama-bisaboleno

PR 210
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O espectro de CG-EM (Figura 30), revelou dois compostos de fragmentagao bastante
semelhante e que ndo foram identificados pela biblioteca do equipamento ou por
pesquisa bibliografica baseada nos indices de retengdo. Um deles ¢ majoritario,
presente cerca de 84 %, de M++ 192, denominado PR 192. O segundo composto, PR
210, apresenta M+e 210 stava presente em cerca de 6 %. A composi¢do do oleo ¢
apresentada na Tabela 5.

Apo6s a andlise do oleo bruto por CCD, optamos pela separacdo dos composto
usando coluna de silica gel. Obtivemos enriquecimento de 90% de PR 192 e 92% de
PR 210. O material foi enviado para espectroscopia de RMN de 'H e de °C {'H} em
uma ¢ duas dimensdes. A partir da fragmentagdo de massas e dos espectros de RMN,
sugerimos a formula molecular C,H 0, para PR 192 e C|;H,30; para PR 210. O
calculo do numero de insaturagdes (12 — 8 + 1 = 5) nos mostra que PR192 ¢ um
composto altamente insaturado, sugerindo a presenca de um anel aromatico (4
insaturagdes) ¢ uma ligacdo dupla. No caso de PR 210 o niimero de insaturacdes
calculado foi de 4 (12 — 9 + 1 = 4). A anélise dos dados obtidos nos experimentos
supracitados nos levou a identificar o composto PR 192 como 1-isopropenil-2,5-
dimetoxi-4-metilbenzeno, 10. Por sua vez, o composto PR 210 foi identificado como

1-isopropanol-2,5-dimetoxi-4-metilbenzeno, 11.

/\/O\ 377 57 N2
3 5 12
|| | 10_ /2‘\?//,6
10\0/2\1%6 o ‘|
/l\ Q/T\g
o e HO
10 11
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Figura 31: espectro de absorc¢ao no infravermelho do composto
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Figura 32: espectro de RMN de 'H do composto PR 192
adquirido a 499,88 MHz em CDCIl;/TMS.
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6.2.1 — Identificacdo do composto PR 192

O espectro de absor¢dao no infravermelho mostrado na Figura 31 nos mostra
sinais em 3079 cm™, caracteristico de estiramento C-H de ligacdo dupla em posic¢io
terminal ¢ 1631 cm™ relativo a estiramento C=C. Sinais tipicos de estiramento de
ligagdo dupla em anel aromatico, bem como vibragdes do esqueleto sdo percebidas na
regido de 1400-1500 cm™. Entre 2000 e 1650 ¢cm’, temos sinais de ressonancia,
também tipicos de anéis aromaticos. Por fim, vemos sinais de estiramento assimétrico
de ligagdes do tipo C—O—C em 1211 cm™ e simétrico em 1046 cm’.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 32), °C {'H} (Figura 33, p. 70) ¢ DEPT
90 e 135 (Figura 34, p. 70) nos permitem identificar duas metilas (6¢c 16,10; d¢ 23,23;
Oy 2,15; 0y 2,25), um metileno (O¢c 114,74; 6y 5,10; 6y 5,16), duas metoxilas (d¢ 55,94,
Oc 56,28; oy 3,81; 0y 3,82 ), além de dois hidrogénios aromaticos (0y 6,72; oy 6,73).
Notamos ainda, que o composto apresenta 5 carbonos quaternarios (6¢c 126,14; Oc
130,52; oc 144,32; 6c 150,22; 6c 151,50). Na regido dos hidrogénios aromaticos,
notamos apenas dois singletos (dy 6,72; dy 6,73) indicando um anel tetrasubstituido e
H’s em carbonos nao adjacentes. A presenga de um quinto carbono quaterndrio nos
remete a idéia de um grupo isopropenil como um dos substituintes do anel aromatico.
Isso ¢ confirmado através da correlacdo 'H-'H COSY (Figura 35, p. 72) entre os
hidrogénios vinilicos e a metila cujos hidrogénios estdo mais protegidos (6y 5,10 € dy
5,16; 8y 2,15; “J).

Temos ainda no espectro de 'H-'H COSY, uma he
correlagdo entre um hidrogénio aromatico (dy 6,73) ¢ a metila
de H’s mais desprotegidos (6y 2,25) através de um H -
acoplamento benzilico (*J). Por fim, nio h4 outros sinais
ligados a este, o que nos leva a propor o fragmento 12. O Ri

substituinte R, pode ser uma metoxila ou o isopropenil.
12
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Figura 33: espectros de °C {'H} do composto PR 192 obtidos a 125,71
MHz em CDCl;/TMS.
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Figura 34: espectros de °C DEPT 90 e DEPT 135 do composto PR 192
obtidos a 125,71 MHz em CDCI;/TMS.
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Os dados obtidos a partir do mapa de contorno de RMN de correlagdo 'H-"C
(HSQC, Figura 90, ANEXO 3, p.139) sio apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: atribuicdes dos sinais de RMN de 'H e de *C do composto PR 192 em
solucdo de CDCIl; com TMS adquiridos a 499,88 MHz e 125,71 MHz
respectivamente.

N° | &c (ppm) | CHx ou (ppm)
11 (16,10 CH; |2,25 (3H, s, H-11)
9 2323 CH; [2,15 (3H,m, H-9)

10 |55,94 CH; 3,81 (3H, s, H-10)

12 56,28 CH; (3,82 (3H, s, H-10)

3 111,94 CH 6,73 (1H,s, H-3)

114,59  |CH |6,72 (1H,s, H-6)

5,10 (1H, m, H-82); 5,16 (1H, qd, *J=1,5 Hz; *J=2,1 Hz,

oo

114,74 CH,

H-8e)
4 1126,14 Co
7 130,52 Co
1 144,32 Co
2 150,22 Co
5 |151,50 Co

Analisando as correlagdes entre 'H e "C reveladas no espectro de RMN de
correlacdo 'H - °C de longa distancia (HMBC) (Figura 36, p. 72), vemos a correlagio
entre o carbono da metila sobre o anel (6¢c 16,10, C-4) e um hidrogénio aromatico (dy

6,73, H-3). Temos ainda, correlagdes entre o carbono vinilico (6¢c 114,74) ¢ os H’s da
metila em oy 2,15; e entre o C aromatico em O¢c 114, 59 ¢ a metila em oy 2,25. Ha

ainda uma correlagdo entre o C em 8¢ 126,14 e um H aromatico em oy 6,73.
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Figura 35: mapa de contorno de RMN 2D de correlagio 'H-'H (COSY) do
composto PR 192 obtido a 499,88 MHz (CDCIl;/TMS).
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Figura 36: mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo 'H-">C de longa
distancia (HMBC) do composto PR 192, obtido a 499,88 MHZ (CDCIl;/TMS)
e 125,71 MHz respectivamente.

-72 -



Também ha acoplamento de longa distancia entre o carbono quaterndrio (d¢
126,14), e os hidrogénios da metila sobre o anel em oy 2,25 (H-11), justificando sua
atribui¢do como C-4. O carbono em 8¢ 150,22 apresenta correlagdo °J com H-6 (3y
6,72) ¢ com os H’s da metoxila em oy 3,81, sendo classificado como C-2. Usando
dados do espectro de 'H-">C HSQC temos que o carbono ligado a metoxila em y 3,81
apresenta d¢ 56,28 , logo, ¢ o C-10. J4 o carbono em 6c 151,50 apresenta correlacao
de longa distancia °J com o H aromatico H-3 (8 6,73), com os H’s da metoxila em &y
3,82 € com os H’s da metila em &y 2,25. Isso nos leva a classifica-lo como C-5.
Sabemos ainda pelo espectro 'H-">C HSQC, que os H’s da metoxila em & 3,82 estdo
ligados ao C de d¢ 55,94, designado entdo como C-12.

As demais correlagdes presentes no espectro 'H - °C HMBC ndo nos permitem
atribuir os deslocamentos quimicos dos carbonos 1 ¢ 7 (ver 10, p.63) de maneira
inequivoca. Desta forma, utilizamos-nos de comparagdes com dados de RMN
disponiveis na literatura para o composto 1-isoprepenil-4-metilbenzeno, 13, o que nos

sugere atribuir o valor de d¢ 130,52 ao carbono 1 e o valor de 6¢ 144,32 ao carbono 7.
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Eduardo PRRUO2 cdcl3/tri_res mail4emrNOESY1D2

Pulse Saquence:

NOESYLD

Figura 37: a diferenga de espectros de NOE (NOESY1D) com incidéncia
de pulso seletivo em oy 2,25 a 499,88 MHz.

Eduardo PRRUOZ cdcl3/tri_res maildenrNCESY1D3

Pulsze Saquenca: NOESY1D

Figura 38: diferenca de espectros de NOE (NOESY1D) com incidéncia
de pulso seletivo em oy 5,16 a 499,88 MHz.
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Um experimento de NOE (NOESY1D) nos permitiu confirmar as
atribuicoes dos hidrogénios aromaticos e vinilicos afirmadas na Tabela 6.
Foi incidido um pulso seletivo em &y 2,25, que resultou num incremento
do sinal em 6y 6,73 (0,89%) (Figura 37, p. 74). Ao incidirmos um novo
pulso seletivo em oy 5,16, notamos incrementos nos sinais em oy 2,15
(0,69%), 5,10 (1,07%), 6,72 (0,07%) (Figura 38, p. 74).

Assim, pudemos atribuir os deslocamentos de carbono e hidrogénio

como apresentado em 14.

I1
6144 Lo O
142 3” %T 125
56,28 150,22 111,94
10 e 2 6 "
N \\\1¢§$ 672
O Bun|
14432 7
23,23 9/ %\8 51,11%’?(%
215 516
14
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Figura 39: espectro de absor¢do no infravermelho do composto PR 210.

Eduardo PR210 cdcl3/bbl05 agolzemrf

Pulse Sequence: s2pul
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Figura 40: espectro total de RMN 'H do composto PR 210 adquirido a

499,88 MHz (CDCl3/TMS).
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6.2.2 — Identificacao do composto PR 210

A andlise do espectro de absorcao no infravermelho apresentado na Figura 39
nos mostra um pico largo na regido de 3448 cm™ relativo ao estiramento de ligagdes
O-H de hidroxilas ligadas por ponte de hidrogénio. Assim como para o composto
anterior, PR 192, o espectro de infravermelho de PR 210 apresenta sinais tipicos de
estiramento de ligacdo dupla em anel aromatico, bem como vibragdes do esqueleto na
regido de 1400-1500 cm™. Sinais de estiramento de ligagdes do tipo C—O—C aparecem
em 1209 cm™ (assimétrico) e em 1045 cm™ (simétrico).

A fragmentagdo de massas (apresentada em 8.7.6, p.125) e os espectros de
RMN 'H (Figura 40), °C {'H} (Figura 41, p. 78) ¢ DEPT 90 ¢ 135 (Figura 42, p.
78) do composto PR 210, mostraram-se muito semelhantes ao composto anterior, PR
192, exceto pela auséncia da dupla ligacao no grupo isopropenilico (g 5,10 € 5,16, d¢
114,74, 144,32). Por outro lado, temos a presenca de duas metilas em oy 1,61; ¢
29,76 e um carbono carbinodlico em d¢ 72,50., justificando a sugestdo do composto 1-
isopropanol-2,5-dimetoxi-4-metilbenzeno, 15.

A comparacao das atribui¢des do composto 14 com seu andlogo hidratado 15,

comprova-nos a correta atribuicdo do carbono 1.

IH
12579 4 0O
114,44 3/ \\géﬁ/' \12 Sgség?l
6,74 ,
56,12 | | |
3811Q\“C;?f§2\\\11§;;61?£3
| 133,84
72,50 7\
29.76
219;75?16 9/‘ 8 Tk
HO
15
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Figura 41: espectro de RMN de "C {'H} do composto PR 210
adquiridos a 125,71 MHz (CDCI;/TMS).
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Figura 42: espectro de RMN de "°C e DEPT 90 e 135 do composto PR
210 adquiridos a 125,71 MHz (CDCIl;/TMS).
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6.2.3 - Conclusao do estudo de Protium rubrum

Os compostos aromaticos isolados da espécie Protium rubrum identificados
como l-isopropenil-2,5-dimetoxi-4-metilbenzeno e 1-isopropanol-2,5-dimetoxi-4-
metilbenzeno, aparentemente sem nomenclatura comum, foram citado como derivados
de timol, 1, presentes na espécie indiana Calea pilosa Baker’’, Compositae. Sua
sintese é apresentada em artigo de 1988,

Vale notar que ndo foram encontradas ocorréncias dos compostos em questiao
em espécies do género Protium, ou mesmo na familia Burseraceae. Olfativamente, o
composto 14 apresenta-se pouco intenso, com leve caracteristica amadeirada. Por
outro lado, seu andlogo hidratado, 15, possui odor de carater amadeirado lembrando

madeira seca, vetiver e copaiba.

> METWALLY, M.A.; KING, R.M.; “A thymol derivative from Calea pilosa”, Indian J. Chem. B. 1985, 24(9), 982-
982.

3 SUDALALI A.; RAO, G.S.K.; “Synthesis of Two Monoterpenic Hidroquinone Dimethyl Ethers Occuring in Calea
pilosa Baker”, Indian J. Chem. B. 1989, 28(6), 520-521.
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6.3 — Cyperus articulatus L.

-81 -



&0

Pentadecano

/

40

20

: Et . ﬁ. T J(h ﬁf i . ﬂMul Jhl , LN

I
20.00 40.00

Figura 43: cromatograma de ions totais do 6leo essencial de Cyperus articulatus co-
injetado com pentadecano, coluna HP5, rampa de aquecimento de 50 - 250°C
(3°Cemin™"), 250 °C (5 min), fluxo de He a 0,7 ml*min™' e injetor a 200 °C.
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Matrizes de Cyperus articulatus foram trazidas da comunidade de Boa Vista no
municipio de Acarda — PA e cultivadas em Campinas. O material foi plantado em
terreno pobre, arenoso € bem drenado na regido de Santa Maria, distrito de Joaquim
Egidio, municipio de Campinas — SP e colhido apds 8 meses. O 6leo essencial foi
extraido por arraste a vapor com pressdo interna de 1 kgf/em® (acima da pressdo
atmosférica ambiente) a partir de 5 kg de tubérculos triturados, o que gerou 13 g de
0leo essencial marrom claro com odor amadeirado (rendimento de 0,26 %).

Seu perfil cromatografico e o resultado da andlise qualitativa por EM sdo
apresentados na Figura 43 ¢ Tabela 10 (ANEXO 6, p.141) respectivamente. A
analise dos dados revela que o 6leo ¢ composto por hidrocarbonetos monoterpénicos
como alfa e beta-pineno, pelo monoterpeno aldeidico alfa-mirtenal, além de
hidrocarbonetos sesquitepénicos como alfa-copaeno, cipereno, beta-selineno e (Z)-
calameno, alfa-calacoreno e a cetona sesquiterpénica alfa-ciperona. Entretanto,
notamos incompatibilidades entre a fragmentacdo de massas de alguns compostos de
[M+e] 218 (sesquiterpenos carbonilicos), a sugestoes da biblioteca Wiley 275 e seus
respectivos indices de KOVATS. Isso nos motivou a iniciar o processo o isolamento e
caracterizacao destes compostos, na busca de estruturas inéditas.

Tentativas de isolamento através de coluna de silica gel nao foram bem
sucedidas. Derivatizacdes com p-dinitro-fenil-hidrazina™ ndo deram o resultado
esperado, uma vez que as eventuais hidrazonas formadas nao precipitaram. Obtivemos
sucesso ao utilizarmos a 2,4-dinitrofenil-hidrazina (2,4-DNP-hidrazina), seguindo
metodologia disponivel na literatura. A quantidade de cristais obtidos foi muito
inferior a esperada, uma vez que a reagdo foi bem sucedida, conforme verificado por
CCD. Acreditamos que houve alguma interagdo das hidrazonas formadas com os
demais compostos nao carbonilados presentes na fracdo, o que atrapalhou a
cristalizacdo. Na tentativa de concentrar o produto reacional, e considerando que sua
polaridade deveria ser maior que a dos demais compostos terpénicos da fracado,

fizemos sucessivas extragdes liquido-liquido envolvendo hexano e acetonitrila. A

* VOGEL, A.; Vogel’s Textbook of Practical Organic Chemistry, 4° ed., Longman, 1978, Nova lorque, EUA
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fracdo extraida com acetonitrila apresentou alto teor de 2,4-DNP-hidrazona
(qualificacao por CCD). A separacao foi feita em coluna de silica gel, resultando no
1solamento de dois compostos. Os compostos foram enviados para andlise por CG-
EM, porém nao foram obtidos quaisquer sinais no detector do EM.

Na seqiiéncia, foram feitos experimentos de RMN de 'H e ’C em uma e duas
dimensdes. A andlise dos dados nos permitiu identificar as hidrazonas E59F2 e
E59F15 como derivados da cetona sesquiterpénica ciperona, 16 e do aldeido

monoterpénico mirtenal, 17, previamente identificados no 6leo bruto.
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Figura 44: espectro de absor¢ao no infravermelho o composto ES9F2.

Eduardo E59FZ cdel3/bbl05 abrzYemrf

Pulse Sequenca: s2pul

SR N 15 N

T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
v y Wy ! WGy
L.00 1.18 1.24 1.27 5.233.8906 3.87
0.57 l.04 1.39 1.&67 4.833%.53

Figura 45: espectro de RMN de 'H do composto E59F2 obtido a
499,88 MHz em CDCI;/TMS.
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6.3.1 — Identificacao de ES9F2

A andlise do espectro de absor¢do no infravermelho do composto E59F2
(Figura 44) nos mostra o estiramento de ligacdes N-H em 3314 cm™, de ligagdes C-H
de hidrogénios aromaticos em 3109 cm™, além dos estiramentos simétricos e
assimétricos de metilas e metilenos na regido de 2800-3000 cm™. Temos também
sinais em 1616 cm™ e 1590 cm™ referentes a deformacdes angulares da ligagdo N-H.
Em 1509 cm™ e 1336 cm™, aparecem sinais relativos ao estiramento assimétrico e
simétrico de ligagdes N=0O respectivamente.

O espectro de RMN de 'H do composto E59F2 apresentado na Figura 45 nos
permite identificar rapidamente, sinais caracteristicos de hidrogénios aromadticos da
2,4-dinitrofenil-hidrazona (2,4-DNP-hidrazona) em 6y 8,01 (dubleto), oy 8,31 (duplo-
dubleto), oy 9,15 (dubleto) e dy 11,12 (singleto). Em relacdo ao composto original, os
sinais mais evidentes referem-se a 3 metilas em oy 1,18, oy 1,82, oy 2,04 ¢ um
hidrogénio vinilico em &y 4,80.

Os espectros de RMN de C{'H}, DEPT 90 e DEPT 135 mostrados na Figura
46 ¢ Figura 47 respectivamente, nos mostram que a hidrazona em questao possui 21
carbonos sendo 3 metilas em 3¢ 12,62, dc 20,73 e dc 22,75, 6 metilenos em o¢ 21,21,
Oc 27,02, ¢ 32,52, d¢ 36,28, d¢ 41,63, 6c 109,05, 4 metinos em O¢ 45,92, d¢ 116,59,
Oc 123,63, d¢ 129,96, e 8 carbonos quaternarios. O nimero de carbonos identificados
somados a auséncia de um sinal entre o0y 7 ¢ Oy 8 no espectro de RMN de 'H
(caracteristico de 2,4-DNP-hidrazona de aldeido), leva-nos a sugerir que o composto

E59F2 seja uma 2,4-DNP-hidrazona derivada de cetona sesquiterpénica.

> MOGHIMI, A.; RASTEGAR, M. F.; GHANDI, M.; “2,4-Dinitrophenylhydrazine-benzo-9-crown-3", Molecules 2000,
5, M175.
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Figura 46: espectro de RMN de “C{'H} do composto E59F2 adquirido a
125,71 MHz em CDCIl;/TMS.
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Figura 47: espectros de RMN de °C DEPT 90 ¢ DEPT 135 do composto
E59F2 adquiridos a 125,71 MHz em CDCl;/TMS.
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O mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo heteronuclear 'H-"C a uma
ligagdo (HSQC) apresentado na Figura 48 nos permitiu montar a Tabela 7

relacionando cada carbono do composto aos respectivos hidrogénios.

6 /NH § A fim de facilitar a interpretacdo dos
e R TN 2 : ~
T| \i N7 dados relativos ao composto em questdo,
4 o o faremos 1nicialmente a atribui¢do do segmento

| I conhecido da molécula, que corresponde a 2,4-
ol O DNP-hidrazina, 18.

18

Eduardo ES59F2 ecdel3/tri_ras mail4amrASQC

W

. ! -

LI ) B B I
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
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Figura 48: mapa de contorno de RMN 2D correlagio heteronuclear 'H-
PC de uma ligagdo (HSQC) do composto E59F2 adquirido a 499,88
MHz e 125,71 MHz respectivamente em CDCl;/TMS.
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Tabela 7: correlacio 'H-">C a uma ligagio (HSQC) de E59F2 — 2.4-dinitrofenil-

hidrazona.
N® | dc (ppm) | Tipo on (ppm)

12| 12,62 |CH; |2,02 (3H, s, H-12)
11| 20,73 |CH; |1,81 (3H, s, H-11)
3 21,21 |CH, ?ISLI()Z,(31}{H,3$4}=I-232;Z ,2,}16323}1, ddd, *Juze3a =16 Hz; *Jzens =
13| 22,75 |CH; |1,18 (3H, s, H-13)
6 27,02 |CH, |1,65 (1H, m, H-6a); 1,73 (1H, m, H-6¢)
9 32,52 | CHL ?1%7 Igllfll{g;l) *Jiterta =10 Hz, *Jiiep= 2 Hz, H-8e); 2,03
4a| 34,93 |C
4 36,28 |CH, |1,65 (1H, m, H-4a) ; 1,81 (1H, m, H-4¢)
5 41,63 |CH, }:‘7% 83: ;[g: ;-Ilfissz-)HSeN}JHsa-Héa: 12 Hz; 3JH5a—H6e: 3 Hz, H-5a);
7 45,92 |CH 2,03 (1H, m, H-7)
10|  109,05|CH, |4,80 (2H, sl, H-10)
6| 116,59|CH |8,01 (1H, d, %/ =14 Hz, H-6")
3" | 123,63|CH |9,15(1H, d, /=5 Hz, H-3")
1 125,20|C,
8a| 129,20|C,
5| 129,96|CH |8,32 (1H, dd,*J =14 Hz,’J =5 Hz, H-5")
2’| 137,58|C,
4| 144,99|C,
9 149,50|C,
2 152,19|C,
1’| 155,16|C,
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6.3.1.1 — Atribuicao do segmento originado da 2,4-dinitrofenil-

hidrazina

Os sinais na regido de aromaticos presentes no espectro de RMN de 'H
apresentado na Figura 45 (p. 85) e expandidos na Figura 49 nos mostram, através da
multiplicidade dos sinais, as posi¢oes relativas dos hidrogénios 3°, 5°, 6’ no anel (dy
8,01 dubleto, °J = 14 Hz, H-6; &y 8,32, duplo-dubleto, >J = 14 Hz, °J = 5 Hz, H-5"; ¢
811 9,15 dubleto, °J = 5 Hz, H-3").

e

Figura 49: expansio do espectro de RMN de 'H na regido dos
hidrogénios aromaticos de ES9F2 obtido a 499,88 MHz em CDCIl;/TMS.

As correlagdes mostradas no mapa de contorno de RMN 2D de correlagao
homonuclear 'H-'H (Figura 50, p. 91) e sua expansdo na regido de hidrogénios
aromaticos (Figura 51, p. 91) nos confirmam a atribuicdo dada acima através das
correlagdes entre oy 8,01 (H-6"): oy 8,32 (H-5") e oy 8,32: 0y 9,13 (H-3"). Os carbonos
quaternarios faltantes t€ém seus deslocamentos quimicos determinados através das
correlacdes apresentadas no mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo
heteronuclear 'H-""C HMBC (Figura 52, p. 93).
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Figura 50: mapa de contorno de RMN 2D de correlagio homonuclear 'H-
'H (COSY) do composto ES9F2 adquirido a 499,88 MHz em

CDCIl5/TMS.
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Figura 51: expansdao do mapa de contorno de RMN 2D de correlacao
homonuclear "H-"H (COSY) do composto ES9F2 adquirido a 499,88 MHz
em CDCL;/TMS.
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A correlagdo verificada entre o hidrogénio em 6y 8,32 (H-5") e o carbono em d¢
144,99 (Figura 53, p. 93), sugere-nos que o referido carbono seja C-4’. De maneira
analoga, ao carbono de ¢ 137,58 (&¢ 137,58: oy 8,01) atribuimos a posigao C-6’.

Desta forma, para a atribui¢dao do carbono C1°, temos as opcoes de d¢ 152,19 ou
Oc 155,16 que sdo os carbonos mais desprotegidos do espectro. Porém o sinal em d¢
152,19 apresenta correlagdo heteronuclear de longa distdncia com os hidrogénios da
metila em dy 1,18, nos indicando que tal carbono ¢ parte da molécula original e ndo do
segmento adicionado. Assim, atribuimos ao carbono C-1’ o deslocamento quimico de
Oc 155,16, o que nos leva a atribuig¢do final do segmento relativo a 2,4-dinitrofenil-

hidrazina, 19.

201
116,59 11,32 ;
;' NH
232 , 2
FONT
14499 ' ek 137,38 O-
-~
Oxpt” 27 SN*
| 123,63 [
o 015 O
19
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Figura 52: expansdao do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo
homonuclear 'H-">C de longa distincia (HMBC) do composto E59F2,
adquirido a 499,88 MHz e 125,71 MHz respectivamente, em
CDCI;/TMS.
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Figura 53: expansﬁo do mapa de contorno de RMN 2D de correlagao
heteronuclear 'H-""C (HMBC) de longa distancia do composto E59F2,
adquirido a 499,88 MHz e 125,71 MHz respectivamente (CDCl;/TMS).
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6.3.1.2 — Atribuicao do segmento terpénico

Partindo dos hidrogénios vinilicos em 6y 4,80 (H-10) no mapa de contorno de
RMN 2D de correlagio homonuclear 'H-'"H (Figura 54), observamos correlacio com
os hidrogénios metilicos em & 1,81 (H-11) e correlagdo heteronuclear 'H-"C a longa
distancia (HMBC) com os carbonos em 6¢ 20,73 (C-11) e 6c 45,92 (C-7) (Figura 55,
p. 95). Analogamente, os hidrogénios metilicos em oy 1,81 também apresentam
correlacao a longa distancia (HMBC) com o carbono em 6c 149,50 (C-9) (Figura 56,
p. 95).

05emrgCosY

5g 430

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
Fl (ppm)

Figura 54: expansdao do mapa de contorno de RMN 2D de correlacao
homonuclear '"H-'H (COSY) do composto ES9F2 obtido a 499,88 MHz
em CDCL;/TMS.
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Figura 55: expansdo do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo
heteronuclear 'H-""C (HMBC) do composto ES9F2 adquirido a 499,88
Mhz e 125,71 MHz respectivamente em CDCl;/TMS.
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Figura 56: expansﬁo do mapa de contorno de RMN 2D de correlacao
heteronuclear 'H-"C de longa distancia (HMBC) do composto E59F2
adquirido a 499,88 MHz e 125,71 MHz respectivamente em CDCl;/TMS.
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Desta forma, evidenciamos a presenca de um

fragmento isopropenilico na molécula, 20. Nao ha 203 |
lacdes h 1 ir de C-7 2T 0 1398,35
- 4 ]
outras correlagoes heteronucleares a partir de € as : - H‘“ﬂg --f___,-’
correlacoes presentes no mapa de contorno de RMN 148,50 |
2D de correlagio homonuclear (‘H-'H-COSY) na 11 20,73

regido de dy 2,03 representam mais de um hidrogénio
(superposicao de sinais), o que nos impede de 20
identificar suas correlagdes de maneira confiavel.

As correlacdes homonucleares 'H-"H entre 4 hidrogénios metilénicos em 8y
2,76: 0y 2,50 (&¢ 21,21, C-3) e 6y 1,65: 6y 1,81 (3¢ 36,28, C-4) (Figura 57, p. 97) nos
permitem inferir a presenga de um segmento de 2 carbonos CH, cujos hidrogénios nao
apresentam outras correlagdes homonucleares, formando um sistema isolado de 4
spins. A conexdo deste sistema com o restante da molécula foi possivel através das
correlacoes heteronucleares a longa distancia (HMBC) entre o hidrogénio em oy 2,76
(H-4.y) ¢ o carbono em d¢ 34,93 (C-4a). O carbono C-4a tem ainda correlacdo de
longa distancia (HMBC) com os hidrogénios da metila em oy 1,18 (H-13) (Figura 58,
p. 97).

A continuagdo deste segmento pode ser verificada através das correlagdes
heteronucleares de longa distancia (HMBC) dos hidrogénios da metila, oy 1,18 (H-
13), com o carbonos metilénicos em oc 41,63 (Oysa 1,42: dyse 1,73, C-5) e o¢ 36,28
(On4a 1,65: Opye 1,81, C-4) (Figura 58, p. 97). O hidrogénio em oy 1,42 (H-5) por sua
vez, apresenta correlacdo homonuclear 'H-"H com hidrogénios diastereotopicos em 8y
1,65 (H-644) € oy 1,73 (H-6¢,) (Figura 57, p. 97) sugerindo que os carbonos em 8¢
41,63 (0y 1,42: 6y 1,73, C-5) € 8¢ 27,02 (0 1,65: 6y 1,73, C-6) sdo adjacentes.
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Figura 57: expansdo do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdao
homonuclear 'H-"H (COSY) do composto E59F2 obtido a 499,88 MHz em

CDCIy/TMS.
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Figura 58: mapa de contorno de RMN 2D de correla¢io heteronuclear 'H-
PC a longa distancia (HMBC) do composto E59F2 adquirido a 499,88
MHz e 125,71 MHz respectivamente em CDCl;/TMS.
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De acordo com a Tabela 7 (p. 89), a regido entre 2,00 ¢ 2,05 apresenta
superposicdo de sinais relativos a uma metila (H-12), um metino (H-7) e um
hidrogénio diastereotdpico de C-8. Apds algumas tentativas envolvendo um eventual
acoplamento do hidrogénio em o6y 1,65 com os hidrogénios da metila (H-12),
concluimos que a correlacio homonuclear em dy 1,65: dy 2,03 refere-se ao acopla-
mento deste com o hidrogénio metinico H-7, ligado ao carbono em 06c 45,92. Vale
lembrar que € neste carbono em o¢ 45,92 (C-7) que esta ligado o grupo isopropenil,
conforme visto em 20. Ha ainda, uma correlagdo homonuclear "H-"H em 8y, 2,03: 8y
2,87 referente a correlagdo entre o ja mencionado H-7 e o hidrogénio vicinal ligado a

118 C-8 em posicao axial, H-8,. As
l65a 2275 1.42a

181 13 173 posicoes relativas dos
638 - 4163 658
4 z 5 1,738 hidrogénios no anel foram
21,21, \j P N X
2,502 9 a timad 1 Itiplicidad
: 103 estimadas pela multiplicidade
L v )
45,92 10 10905 dos sinais, considerando
2038 /., 490
o ARl 14950 : o
£ -
g o~ ;,9/ acoplamentos pseudo di-axiais
2 (fortes, ~ 10 Hz) e pseudo axiais-
2,87 0,73 .
o T 81 equatoriais (fracos, ~ 2-5 Hz) e

confirmadas por experimentos de
NOE (NOESY 1D) apresentados

adiante. Assim, pudemos atribuir os sinais relativos ao fragmento 21.

21

Para concluirmos a estrutura do composto, voltamos ao espectro de RMN 2D de
correlacdo heteronuclear 'H-">C de longa distancia (HMBC) mostrado na Figura 59
- - (p- 99), onde notamos correlacdes entre os hidrogénios

152,19 L . éalzg,zn da metila em oy 2,02 (H-12) e os carbonos de ¢ 125,20
i \i NP (C-1) e 8¢ 152,19 (C-8a).

\

Consideramos ainda a existéncia de um carbono

12

1223’22 quaternario em o¢ 129,20, C-8a (ver 16, p.79), que por
ndo apresentar qualquer correlagdo 'H-"C, nos sugere

22

uma ligagdo dupla tetra-substituida, dando origem ao
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fragmento 22.
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Figura 59: expansdao do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo
heteronuclear 'H-"C de longa distancia (HMBC) do composto E59F2
adquirido a 499,88 MHz e 125,71 MHz respectivamente em CDCIl;/TMS.
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Figura 60: representacdo dos resultados da irradiacao dos hidrogénios da
metila em oy 1,18, em um experimento de NOE (NOESY 1D) em
CDCIL/TMS.
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Para confirmar as atribuicdes sugeridas, foram feitos experimentos de NOE
(NOESY-1D). A irradiacdo do sinal da metila H-13 em &y 1,18 (Figura 60) temos
incrementos em Oy 1,73 (H-6.4) (2,79 %), on 2,03 (H-8,) (0,85 %) e dy 2,50 (H-3,)
(1,04 %).

Irradiando o sinal do hidrogénio H-3,, em &y 2,50, os principais incrementos
aparecem em oy 11,32 (H-7°) (2,18 %), 6n 1,81 (H-4.) (2,65 %) e 6n 1,65 (H-4,)

(0,64 %), como mostrado na Figura 61.

G 165
Ber 1Al (054 %)
{265 %)

G113
(2,18 %)

Figura 61: representacao do resultado da irradiagdo do hidrogénio em oy
2,50 (H-3,,) em um experimento de NOE (NOESY 1D) em CDCIl;/TMS.

Ao irradiarmos o hidrogénio em oy 2,76 (H-3,,) os incrementos mais
significativos aparecem em oy 11,32 (H-7") (9,35 %) e oy 1,65 (H-4.) (2,85 %), 1,81
(H-4.9) (2,09 %) conforme apresentado na Figura 62.

B 276 Gwlpl oW lAs

200y (A3
ﬁnllj;Rkkh%ﬂ

Figura 62: representacao do resultado da irradiacdo do hidrogénio em oy
2,76 (H-3.y) em um experimento de NOE (NOESY 1D) em CDCl;/TMS.
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Tanto a irradiagdo de H-3,4 (6 2,50 - Figura 61) como a irradiagdo de H-3.4 (dn
2,76 - Figura 62) nos dao incrementos significativos para o hidrogénio H-7" em 0oy
11,32, revelando que o composto apresenta configuragao E (no caso de configuragdo Z
poderia haver incremento no sinal da metila em oy 2,02, H-12). O incremento
observado no sinal dos hidrogénios H-13 da metila em dy 1,18, aparece apenas quando
a irradiagdo ocorre em Oy 2,50, H-3,. Isso nos mostra que a metila C-13 e o
hidrogénio H-3,, estdo do mesmo lado do plano (cis).

Ha ainda, incrementos nos sinais dos hidrogénios vicinais H-4,, e H-4.,, tanto
na irradiagdo em Oy 2,50 (H-3,), quanto em oy 2,76 (H-3y). Porém, enquanto o
incremento no sinal do hidrogénio em oy 1,81 tem magnitude semelhante nos dois
casos (2,65 % para irradiagdo em oy 2,50 e 2,09 % para irradiacdo em dy 2,76), o
incremento no sinal do hidrogénio em oy 1,65, H-4,, ¢ maior quando a irradiagdo
ocorre em Oy 2,76 (2,65 % contra 0,64 %). Isso nos confirma as posicoes relativas
entre eles, de modo que os hidrogénios em oy 2,50 e oy 1,65, espacialmente mais
distantes, encontram-se em posi¢do pseudo-axial, H-3,, e H-4,,, respectivamente.

Ao irradiarmos o hidrogénio em oy 2,87, notamos um grande incremento em Jy
2,02 (18,13 %), singleto, relacionado a metila C-12, nos indicando tratar-se de H-8 em

posicado equatorial (Figura 63).

Ger 2002 2
(18,13 %)

O 287

Figura 63: representacao do resultado da irradiagdo do hidrogénio em oy
2,87 em um experimento de NOE (NOESY 1D) em CDCIl;/TMS.
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Unindo os fragmentos 19, 21 e 22, podemos sugerir a estrutura 23, 7-
1sopropenil-1,4a-dimetil-3,4,4a,5,6,7,8-hepta-hidronaftalen-(3H)-(2°,4’-dinitrofenil-

hidrazona) para o composto isolado ES9F2.

1,18
1.65a zijj 1,42a
1,2le 13 1,73e

%38 - 4163
4 : /5 37.02

21,21 - :

S 30 3/ \éla \\-6 1652

.01 g 2,76e | | /28
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6 esis N 152,19 7 sa 5 10 50
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Figura 64: espectro de absorcao no infravermelho do composto ES9F15.
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6.3.2 — Identificacao de ES9F15

O espectro de absor¢do no infravermelho (Figura 64) nos mostra, de forma
semelhante ao observado no espectro de IV da hidrazona anterior, o estiramento de
ligagdes N-H em 3281 cm™', de ligacdes C-H de hidrogénios aromaticos em 3109 cm™,
além dos estiramentos simétricos e assimétricos de metilas e metilenos na regiao de
2800-3000 cm™'. Temos ainda um sinal em 1615 cm™ referente a deformagio angular
da ligagdo N-H e estiramento assimétrico e simétrico de ligagdes N=0 em 1513 cm™ ¢
1310 cm™' respectivamente.

O espectro de RMN de 'H apresentado na Figura 65 nos permite identificar
rapidamente os sinais caracteristicos dos hidrogénios aromaticos da 2,4-DNP-
hidrazona em o6y 7,93 (dubleto), dy 8,31 (duplo-dubleto), 6y 9,13 (dubleto largo) e oy
11,12 (singleto).

F15/CDC13/tTi_ras abrO3emrf

Figura 65: espectro de RMN de 'H do composto E59F15 adquirido a
499,88 MHz em CDCI;/TMS.
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Figura 66: espectro de RMN de "C {'H! do composto E59F15
adquirido a 125,71 MHz em CDCIl;/TMS.
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Figura 67: espectro de RMN de °C DEPT 90 ¢ DEPT 135 do composto
E59F15 adquirido a 125,71 MHz em CDCl;/TMS.
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O sinais do segmento terpénico mais evidente estdo em oy 0,85 (singleto) e oy
1,40 (singleto) indicando a presenca de duas metilas; em dy 3,06 (duplo-tripleto), um
hidrogénio; em oy 6,16, mostrando um hidrogénio vinilico € em oy 7,75 (singleto),
referente a um hidrogénio que poderia caracterizar uma 2,4-DNP-hidrazona de
aldeido. E interessante notar que na regido dos hidrogénios arométicos ha sinais
duplicados (pouco intensos), revelando a existéncia dos dois isomeros (cis € trans) da
DNP-hidrazona. De acordo com a literatura consultada®® os sinais mais desprotegidos
referem-se ao isomero (E), favorecido termodinamicamente.

A analise dos espectros de RMN de “C{'H} ¢ DEPT 90 e 135 apresentados na
Figura 66 ¢ Figura 67 respectivamente, nos mostra um composto de 16 carbonos,
sendo 6 originarios da 2,4-DNP-hidrazina. Identificamos ainda duas metilas em J¢
20,94 e d¢ 26,05; dois metilenos em d¢ 31,15 e O¢ 32,77 e 7 carbonos metinicos (3
referem-se ao anel aromatico). Restam entdo, 5 carbonos quaternarios, 3 deles da 2,4-
DNP-hidrazona.

Com essas informagdes iniciais, podemos afirmar que o composto que originou
o derivado em questdo parece ser um aldeido de férmula molecular C,oH ;40 e ntimero

de insaturagdes ou anéis igual a 4. Uma consulta a listagem de compostos

H -0 identificadas por CG-EM do 6leo bruto, Tabela 10 (ANEXO 6, p.141),

nos revela a presenca do aldeido mirtenal, 24, que apresenta as

N caracteristicas supracitadas.
N
A estrutura do mirtenal foi confirmada através dos mapas de
. q- . . ~ 1 1
24 contorno de RMN bidimensionais de correlagdio homonuclear H-'H

COSY, e heteronuclear 'H-C HSQC e 'H-"C HMBC. Através do
experimento de 'H-">C HSQC, determinamos as ligagdes entre carbonos e hidrogénios

apresentadas na Tabela 8 (p. 107).

 TAYYARL, S. F.; SPEAKMAN, J. L.; ARNOLD, M. B.; CAI, W.; BEHFOROUZ, M.; “A comprehensive
investigation of variations in melting ranges and NMR data of 2,4-dinitrophenylhydrazine derivatives”; J. Chem. Soc.
Perkin Trans., 1998, 2, 2195.
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Figura 68: mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo homonuclear
'H-'"H (COSY) do composto E59F15 adquirido a 499,88MHz em
CDCIL/TMS.
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Figura 69: expansdo do mapa de contorno de RMN 2D de correlagao
homonuclear 'H-'H (COSY) do composto E59F15 adquirido a
499,88MHz em CDCl;/TMS.

- 106 -



Tabela 8: correlagio 'H-">C de uma ligacdo (HSQC) de E59F15 — 2.4-dinitrofenil-
hidrazona.

C Tipo (H
20,94 CH; |0,85 (3H, s, H-8)

9 26,05 CH; |1,42 (3H, s, H-9)

I T
32,777 CH, |2,54 (3H, m, H-4.,40, H-4cx0, H-7cndo)

6 37,80 Co

3 3 _ .
1 40,38 CH 3}216 H(Slejlft}(Il;, -ﬁl_li1;7exo JH1-H7endo = 6 Hz;
5 40,72 CH |2,22 (1H, m, H-5)

6’ 116,72 CH 7,93 (1H, d, 3 Jues = 10 Hz, H-6)
3 123,54 CH 9,13 (1H, d, Ty s =3 Hz, H-37)

3 _ .4 —
5> 129,87 CH %illg?’s dd, "Jus.ne = 10 Hz; "Jysouz =3
3 135,44 CH 6,1 (1H, s, H-3)

2’ 137,83 Co
4’ 144,87 Co
2 145,16 Co
10 149,50 CH 7,75 (1H, s, H-10)
1’ N3ao detectado Co

O espectro de RMN de correlagdo homonuclear 'H-'"H COSY (Figura 68) ¢ sua
expansao (Figura 69) nos mostram sinais na regido de 7-9 ppm referentes ao
segmento aromatico-nitrogenado da 2,4-DNP-hidrazona E5S9F15, com excecao do
sinal em oy 7,75 referente ao hidrogénio aldeidico. Nao faremos um detalhamento das
correlagcdes homo e heteronucleares envolvendo os sinais do segmento relativo a 2,4-
DNP-hidrazona, uma vez que isso foi feito anteriormente para o composto ES9F2 e as

eventuais diferengas sdo bastante pequenas.
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Figura 70: expansdao do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo
homonuclear 'H-'H (COSY) do composto E59F15 adquirido a
499,88MHz em CDCl;/TMS.
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Figura 71: expansdo do mapa de contorno de RMN 2D de correlagao
homonuclear 'H-'H (COSY) do composto E59F15 adquirido a
499,88MHz em CDCl;/TMS.
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As expansdes do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo homonuclear 'H-
'H (COSY) apresentadas na Figura 70 e Figura 71 nos mostram correlagdes relativas
ao segmento terpénico da molécula. Partindo do hidrogénio vinilico em 6y 6,16 temos
correlacdo com um multipleto na regido de oy 2,54 (Figura 70), o qual, segundo a
integracio do espectro de RMN de 'H, refere-se a 3 hidrogénios.

Temos ainda correlagdo dos hidrogénios em oy 2,54 (H-4, H-7cn40, 3H) com o
hidrogénio em dy 2,22 (H-5) (Figura 71). Este hidrogénio em oy 2,22 também
apresenta correlagao pouco intensa com o outro hidrogénio metinico em oy 3,06 (H-1).

Pela expansdo do espectro de RMN de 'H  =um -
na regido 8y 3,06 (Figura 72), vemos um falso ,“
tripleto-duplo com um pequeno acoplamento da
ordem de 1 Hz, que indica um acoplamento em \\ f

“W” entre os hidrogénios H-1 ¢ H-5. Temos J N

ainda correlagio homonuclear 'H-'H ) S
¢ Figura 72: expansdo do espectro de

hidrogénio em &y 3,06 com outro em 8y 2,56 RMN de 'H do composto E59F15,
obtido a 499,88 MHz em

(H-7) (Figura 71), justificando o acoplamento CDCL/TMS.

de 6 Hz observado na Figura 72. O mapa de
contorno de RMN 2D de correlagido homonuclear 'H-'"H da Figura 71 nos mostra
também um acoplamento fraco das metilas em oy 0,85 (H-8) e 1,42 (H-9).

Pelo mapa de contorno de RMN 2D de
correlacdo heteronuclear 'H-"C de longa
distancia (HMBC) (Figura 74, p. 110) notamos
correlacdo entre o hidrogénio em oy 7,75 (H-
10), e os carbonos quaternarios sp° em d¢

Figura 73: fragmento sugerido a 145,16 (C-2), 6c 135,44 (C-3), e com o carbono

partir das informagdes fornecidas metinico em 6c 40,38 (C-1). Isso nos permite
Pelos experimentos de RMN de 'H e
3C em uma e duas dimensdes.

sugerir um segmento de estrutura similar a

apresentada na Figura 73.
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Figura 74: mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo heteronuclear
'H-"C de longa distdncia (HMBC) do composto E59F15 adquirido a
499,88 MHz e 125,71 MHz respectivamente, em CDCl;/TMS.
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Figura 75: expansao do mapa de contorno de RMN 2D de correlagao
heteronuclear 'H-"C de longa distdncia (HMBC) do composto E59F15
adquirido a 499,88 MHz e 125,71 MHz respectivamente, em
CDCIy/TMS.
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A expansio do mapa de contorno de RMN 2D de correlagio heteronuclear 'H-
C HMBC (Figura 75) mostra sinais entre os carbonos em 8¢ 37,80 (C-6), d¢ 40,38
(C-1) e 6¢c 40,72 (C-5) e os hidrogénio das metilas em oy 0,85 (H-8) e oy 1,42 (H-9).
Vemos também sinais de um hidrogénio em oy 1,21 (H-7) acoplado a dois carbonos,
um deles em d¢ 32,77 (C-4) e o outro em oc 37,80 (C-6). Com estes dados em maos,

sugerimos a estrutura do mirtenal-2’,4’- DNP-hidrazona, 25, para o composto ES9F15.

793
11672 5 1ag7 NO
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' 1" 3 ois
P?IdH/ % |/
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6.3.3 — Conclusao do estudo de Cyperus articulatus

A reacdo da fracdo enriquecida de compostos carbonilicos com a 2,4-DNP-
hidrazina foi bem sucedida e nos permitiu isolar dois compostos carbonilicos: um
aldeido e uma cetona. Apds a reagdo com 2,4-DNP-hidrazina a separagdao dos
compostos em coluna de silica ndo pdde ser acompanhada por CG-EM, o que nos
levou a isolar dois compostos previamente identificados no 6leo bruto (Tabela 8,
p.107).

A contribuicao olfativa do mirtenal e da a-ciperona nao pode ser avaliada, uma
vez que isolamos as respectivas 2,4-DNP-hidrazonas. Entretanto o isolamento destes
compostos permitira futuramente a determinagdo de suas configuragdes absolutas,
possibilitando um maior entendimento da contribuicao olfativa de cada composto no

oleo completo.
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7 — Conclusao final

O trabalho desenvolvido apresentou resultados positivos em relagdo a ampliagao
do conhecimento da composicdo do 6leo essencial extraido das folhas de Aniba
parviflora. O composto isolado, agora identificado como jinkoh-eremol, ndo fora
descrito anteriormente em literatura nacional, seja proveniente de plantas nativas ou
introduzidas. Tampouco foram encontrados relatos de sua presenga na familia
botanica da qual foi isolado (Lauraceae). A avaliacdo olfativa do composto isolado
nos permitiu estimar, ainda que subjetivamente, sua contribui¢do para o valor olfativo
do 6leo essencial bruto.

O trabalho desenvolvido com o balsamo de Protium rubrum nos permitiu
conhecer um produto originario da flora brasileira, com potencial de aplicagdao na
industria de fragrancias e, até entdo, ndo descrito na literatura cientifica.
Analogamente ao caso anterior, ndo foram encontradas referéncias aos compostos
isolados do balsamo de P.rubrum na literatura nacional, em espécies origindrias da
flora brasileira, ou mesmo dentro da familia Burseraceae.

A tentativa de isolar compostos ndo identificados pela biblioteca do
espectrometro de massas no 6leo essencial de priprioca nos levou ao isolamento de
derivados de 2,4-DNP-hidrazona de dois produtos conhecidos: mirtenal e a-ciperona.
Entretanto somente com a determinagcdo da configuragdo absoluta dos compostos
poderemos ter um melhor entendimento do valor olfativo de cada um no 6leo bruto.

Todo o trabalho de isolamento e analise, envolvendo diferentes técnicas como
IV, CG-EM e RMN, bem como as etapas reacionais envolvidas no trabalho,
esterificacdo, hidratagdo e formacdo de hidrazonas, deram-nos a oportunidade de
trabalhar com metodologias até¢ entdo ndo dominadas, em virtude da formagao
académica deste aluno. Desta forma, acredito que o trabalho, como um todo, trouxe

muito mais propriedade a minha atuagao como profissional no mercado de A&F.
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8 — Experimental

8.1 — Cromatografia em coluna (CC) e cromatografia em camada

delgada (CCD)

As colunas foram feitas com silica gel de granulometria de 0,035-0,070 mm e
didmetro do poro de 6mm da marca Acros. A relacdo silica:amostra variou de 30:1 a
100:1 e as frag¢des recolhidas tinham o volume de metade da massa de silica usada (ex:
30 g silica — fracdes de 15 ml). As colunas de separacao foram eluidas com gradiente
de solvente, exce¢do feita ao d6leo de P. rubrum que devido a sua simplicidade foi
concentrado com a metodologia flash®” e apenas um solvente (Hexano/Acetato de
etila, 8/2).

As placas de CCD utilizadas foram da marca Merck, com refletancia para luz
ultravioleta de 254 nm. Os diversos solventes usados como hexano, acetato de etila,
diclorometano, metanol e cloroformio foram da marca Synth com qualidade PA
destilados no laboratorio. As placas preparativas foram montadas no proprio
laboratério com espessura de 1mm, de silica de placa da marca Acros sobre lamina de
vidro.

A visualizagdo dos compostos em CCD foi verificada apos irradiacdo de luz
ultravioleta (UV) no comprimento de onda de 254 e 365 nm, seguida de pulverizagao
com revelador de terpenos (p-anisaldeido/H,SO,/HOAc (0,5:1,0:0,5), seguida de

aquecimento.

8.1.2 — Detalhamento do procedimento apresentado no fluxograma da

Figura 5
Em uma coluna (coluna 1) de vidro de 40 mm de diametro foram colocados 100
g de silica da marca Acros (altura de 210 mm, volume de silica: 270 ml) e 10 g de 6leo

esséncial de A. parviflora. Foram eluidos 100 ml de cada mistura de solventes na

>’ CASEY, M., LEONARD, J., LYGO, B., PROCTER, G.; Advanced Practical Organic Chemistry, Blackie & Son Ltd,
1990, 166.
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seguinte ordem: hexano 100 %; hexano — diclorometano 1 %; hexano — diclorometano
2 %; hexano — diclorometano 5 %; hexano — diclorometano 10%; hexano —
diclorometano 20 %; hexano — diclorometano 50 %; diclorometano 100 % (2x);
diclorometano — metanol 50 % (2x); metanol 100% (2x). O processo nos forneceu 20
fracdes de 50 ml. O composto AF 105 foi encontrado na fracdo 20 de massa 2,3 g.

A segunda coluna de silica foi preparada com 22,5 g de silica gel Acros
adicionado a de 2,5 g de AgNO;. O nitrato de prata foi solubilizado em agua destilada
e misturado a silica. A suspensdo foi posta para secar em sistema de aquecimento e
vacuo, na auséncia de luz. A coluna de vidro foi envolvida em papel aluminio para
evitar a luminosidade. A mistura silica + nitrato foi colocada na coluna usando
benzeno como solvente de arraste, também em ambiente de pouca luminosidade.

Foram usados 440 mg da fracdo 20 e as fragdes recolhidas tinham 10 ml. O
gradiente de solventes foi o seguinte: 500 ml benzeno; 200 ml benzeno -
diclorometano 0,5 %; 100 ml benzeno — diclorometano 1,5 %; 100 ml benzeno —
diclorometano 3 %; 100 ml benzeno — diclorometano 5 %; 200 ml benzeno —
diclorometano 10 %; 100 ml benzeno — diclorometano 15 %; 50 ml benzeno — acetato
de etila 5 %; 50 ml benzeno — acetato de etila 10 %; 50 ml benzeno — acetato de etila
20 %; 50 ml benzeno — acetato de etila 50 %; 50 ml benzeno — metanol 5 %; 50 ml
benzeno — metanol 10 %; 50 ml benzeno — metanol 20 %. O monitoramento das
fragdes foi feito por CG-EM. O composto AF 105 foi encontrado nas fragdes 38, 39,

40 e 41, resultando em 2 mg a 80 % de pureza.

8.2 — Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

Os oOleos foram analisados em um cromatdgrafo Hewlett Packard 6890,

acoplado a um espectrometro de massas Hewlett Packard 5973; coluna capilar de
silica fundida do tipo J & W Scientific HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) cuja fase

estacionaria consiste de 5% de fenil-metil-silicone; hélio de alta pureza foi empregado
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como gas de arraste; ionizador por impacto de elétrons a 70 eV a 280°C na interface,
seletor de massas quadrupolar e detecg¢ao por célula eletromultiplicadora.

As amostras de Oleos brutos foram dissolvidas em acetato de etila, a
concentracdo aproximada de 5 mg/ml, e os compostos isolados a cerca de 1 mg/ml.
Todas as amostras foram co-injetadas com padrdo interno de pentadecano solubilizado
em hexano a 0,1 mg/ml. As amostras injetadas consistiram em misturas de 0,8 pl da
solu¢do do material a ser analisado e 0,2 ul da solugdo de pentadecano, retirados
diretamente com a microseringa. A rampa de aquecimento foi:

50°C (2 min.) 50°C — 210°C (3°C-min™") — 290°C (30°C-min"")(5 min.)

totalizando 60,33 minutos por injecao.

8.3 — Espectroscopia no infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram adquiridos
empregando-se um espectrofotometro Perkin-Elmer 298 e 1660 FTIR. Como padrao
de referéncia, utilizamos a absor¢io em 1601 cm-' de um filme de poliestireno

fornecido pelo fabricante.

8.4 — Dicroismo circular

A amostra de B-eudesmol foi analisada em um espectropolarimetro da marca
JASCO modelo J-720 a concentragao de 2,25- 10 M, em célula de vidro de 10 mm de

comprimento solubilizada em etanol Synth 99,5%, & temperatura de 20 °C. O
comprimento de onda da radiagdo incidente variou de 205 a 250 nm, a 100 nm/min.,

totalizando 16 acumulagdes para a amostra.

8.5 — Reac¢oes quimicas
8.5.1 — Trifluoro-acetilacao do valenceno
Dois gramas de valenceno comercial da marca Acros foram solubilizados em 20

ml de hexano. A mistura foi homogeneizada acrescentando-se entdo 1,6 gramas de
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acido trifluoro-acético. Imediatamente a solugdo passou de incolor para violeta. A
mistura permaneceu em agitagdo magnética a cerca de 50 °C por 120 minutos. Devido
ao baixo rendimento verificado por CCD, a reag¢do foi mantida por mais 24 horas a
temperatura ambiente.

A mistura foi lavada com solugdo saturada de bicarbonato de sdédio (NaHCOs),
extraida com acetato de etila e seca com sulfato de sdédio anidro (Na,SO,). O solvente
foi evaporado inicialmente em evaporador rotativo e posteriormente em linha de gas
N,. O produto gerado, trifluoro-acetato de wvalerianila, foi isolado através de

cromatografia em coluna.

8.5.2 — Hidrdlise do trifuolo-acetato de valerianila

A 31,8 mg de trifluoro-acetato de valerianila foram adicionados 4 ml de
solvente da seguinte maneira: 2,4 ml de tetra-hidrofurano, 0,8 ml de metanol, 0,8 ml
agua. Apos homogeneizagdo, adicionou-se 16,8 mg de hidroxido de litio hidratado
(LiOH-H,0). A mistura permaneceu sob agitacao a temperatura ambiente por 2 horas.

Foi entdo, lavada com solucao de acido cloridrico a 10 %, extraida com acetato
de etiala e seca com sulfato de so6dio. O solvente foi removido de maneira analoga a
reacdo anterior. O alcool formado, valerianol, foi isolado por cromatografia em

coluna.

8.5.3 — Formacao das 2,4-dinitro-fenil-hidrazonas

O reagente foi preparado com 250 mg de 2,4-dinitrofenil-hidrazina em 5 ml de
metanol e 0,5 ml de &cido sulfurico. Foi entdo, lentamente adicionado a 1 g de 6leo de
priprioca em um baldo. Seguiu-se leve agitacdo e repouso. Apos 1 hora o baldo
encontrava-se com uma pequena quantidade de cristais precipitados. Neste ponto deu-

se a extragdo liquido-liquido, seguida de cromatografia em coluna.
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8.6 — Condic¢oes dos experimentos de RMN

Todas as amostras foram solubilizadas em CDCl; com tetrametilsilano a 0,03 %.
Os experimentos foram realizados em ambiente com ar condicionado (20°C <t <
25°C) nos espectrometros Varian INOVA-500 (B, = 11,7 T), operando a 499,88 MHz
para 'H e 125,71 MHz para “C ou Gemini 300P-Varian (By = 7,05 T), operando a
300,07 MHz para 'H ¢ 75,45 MHz para °C. O equipamento Varian INOVA-500 ¢
equipado com sondas de 5 mm para deteccdo direta e indireta (ambas com acessorios
de gradiente de campo linear pulsado localizado na coordenada z), pulso seletivo e
estacoes de trabalho Sun para processamento de espectros via rede. Para
desacoplamentos em faixa larga, foram utilizados métodos de pulsos compostos
(seqiiéncias WALTZ e MLEV).”®

As amostras foram analisadas em tubos de vidro de 5 mm de didmetro. O sinal
de deutério do solvente foi utilizado como trava.

Os experimentos unidimensionais foram adquiridos utilizando “softwares”
padroes Varian sob condigdes tipicas, como seguem. Os espectros foram processados

nas estagoes de dados utilizando o programa VNMR do equipamento (Varian, Inc.).

8.6.1 — Técnicas unidimensionais

RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos com pulsos de 30° (largura: 2,5-
4,0 ps), largura de varredura de 8 kHz (niumero de pontos 32 K), tempos de aquisi¢do
(at) e espera de reciclagem (d1) de 3,0 s e 1,0 s, respectivamente. Foram acumuladas
cerca de 32-64 transientes e a resolugdo digital do espectro de 0,25 Hz/ponto. Os
deslocamentos quimicos foram registrados em ppm, tomando-se como padrdes de

referéncia interna o tetrametilsilano 0,03% (TMS, 0,00 ppm).

*¥ 2) GUNTHER, H.; NMR Spectroscopy, 2ed., Jonh Wiley & Sons, 1994, Chichester, cap. 6 ¢ 10. b) SANDERS, J. K.
M.; HUNTER, B. K.; Modern NMR Spectroscopy - A Guide for Chemists, 2ed. Oxford University Press, 1994, Oxford,
cap. 4, 6 ¢ 8. ¢) BRAWN, S.; KALINOWSKI, H. O.; BERGER, S.; 150 and more Basic NMR Experiments - a practical
course, 2ed., Wiley, 1998, Weinheim, cap. 6, 10 ¢ 12.
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RMN de “C{'H]}

Os espectros de RMN de °C foram adquiridos com pulsos de 45° (largura: 4-6
us), empregando desacoplamento em faixa larga (seqliéncia de WALTZ), sob uma
janela de 32 kHz, com um namero de 64 k pontos (tempo de aquisi¢ao: 1-2 s) e tempo
de espera para reciclagem (d1) de 2,0-3,0 s. Nestes experimentos foram acumulados
entre 256 a 5000 transientes, com resolugdo digital de 1,0 Hz/ponto. Os deslocamentos
quimicos foram registrados em O (ppm), tomando-se como padrdes de referéncia

interna o tetrametilsilano (TMS, &¢ 0,00) ou CDCl; (8¢ 77,00).

RMN de " C (DEPT)

A diferenciagdo entre os carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e carbonos
ndo ligados a hidrogénios, foi estabelecida via aquisi¢do de espectros de DEPT (90° ¢
135°, onde CH; e CH = sinal positivo, CH, = sinal negativo ¢ Cy = ausente). Os
parametros empregados na aquisi¢ao dos espectros de DEPT foram praticamente os
mesmos de RMN de "°C, com excegiio do namero de transientes (nt = 128-1024). A
resolugdo digital média foi de 1,0 Hz/ponto, para um nimero de dados de cerca de 30

k pontos.

8.6.2 — Técnicas bidimensionais

RMN de 'H-'"H gCOSY

Os experimentos de g-COSY>’ foram adquiridos com uma seqiiéncia de pulsos
padrao 90°-90° e gradientes de campo pulsados. Os espectros foram obtidos sob janela
espectral de 4 KHz em ambas as dimensdes, com um conjunto de pontos de 1K e 128
incrementos (FIDs). Foram adquiridos entre 16 ¢ 32 transientes para cada bloco de
128 FIDs, com tempos de aquisi¢do e espera para reciclagem de 0,1-0,2 e 1,0 s,

respectivamente. Antes da transformada de Fourier, ambos dominios (¥, e F,) foram

59 a) HURD, R. E.; J. Magn. Reson. 1990, 87, 422. b) KIENLIN, M.; MOONEN, C. T. W.; TORN, A.; J. Magn. Reson.
1991, 93, 423.
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multiplicados por uma fung¢do seno sino e preenchidos com zeros para 1K, produzindo
uma matriz quadrada de dados (1K x 1K). A transformada de Fourier foi aplicada e os

dados transformados foram entao simetrizados.

RMN de 'H-"C g-HSQC

Os experimentos de correlacdes heteronucleares foram obtidos através da
seqiiéncia de g-HSQC® com auxilio de gradientes de campo pulsados. O
desacoplamento dos atomos de carbono durante a aquisicdo foi realizado com uma
seqiiéncia GARP. Os sinais de hidrogénios ligados a °C foram filtrados (separados)
daqueles ligados a '*C através da seqiiéncia TANGO.®' O tempo de mistura para a
transferéncia de polarizacdo foi calculado a partir de 1]C,H = 140 Hz. Foram
empregadas larguras espectrais de 4 KHz em F, (numero de dados: 1 K pontos) e 14
KHz em F,. Para cada bloco de 128 incrementos foram adquiridos entre 48 ¢ 64
transientes. Os tempos de aquisi¢cdo e espera para reciclagem foram de 0,15-0,20 e 1,5
s, respectivamente. Antes de aplicar a transformada de Fourier, os dados foram
multiplicados em ambas dimensdes por uma fung¢ao do tipo seno sino e sofreram
previsao linear em F; para 256 pontos, seguida de preenchimento com zeros para 1 K

pontos.

RMN de 'H-C g-HMBC

Os experimentos de correlagdes heteronucleares foram obtidos através da
seqiiéncia de g-HSQC® com auxilio de gradientes de campo pulsados. Os sinais de
hidrogénios ligados a >C foram filtrados (separados) daqueles ligados a '*C através da
seqiiéncia TANGO.” O tempo de mistura para a transferéncia de polarizagdo foi

calculado a partir de 'Jcy = 10 Hz. Foram empregadas larguras espectrais de 6 KHz

% a) BODENHAUSEN, G.; RUBEN, D.; J. Chem. Phys. Lett. 1980, 69, 185. b) BODENHAUSEN, G.; RUBEN, D. J ;
J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10663.

' WIMPERIS, S.; FREEMAN, R.; J. Magn. Reson. 1984, 58, 348.

62 2) BODENHAUSEN, G.; RUBEN, D.J.; Chem. Phys. Lett. 1980, 69, 185. b) BODENHAUSEN, G.; RUBEN, D. I.; J.
Am. Chem. Soc. 1992, 114, 10663.

8 WIMPERIS, S.; FREEMAN, R.; J. Magn. Reson. 1984, 58, 348.
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em F, (nimero de dados: 2 K pontos) e 28 KHz em F,. Para cada bloco de 128
incrementos foram adquiridos entre 128 e 256 transientes. Os tempos de aquisi¢cdo e
espera para reciclagem foram de 0,15-0,20 e 1,5 s, respectivamente. Antes de aplicar a
transformada de Fourier, os dados foram multiplicados em ambas dimensdes por uma
funcdo do tipo seno sino e sofreram previsao linear em F para 256 pontos, seguida de

preenchimento com zeros para 2 K pontos.

8.7 — Compostos identificados

8.7.1 - Dados espectroscopicos e espectrométricos de jinkoh-eremol
RMN de 'H (499,88 MHz; CDCL/TMS) &: 0,80 (3H, d, °J = 6,5 Hz, H-12); 0,93
(3H, s, H-13); 0,95 (1H, H-1a); 1,18 (3H, s, H-10); 1,19 (3H, s, H-11); 1,26 (1H, m,
H-6¢); 1,42 (1H, g*, 2JH7a-H7e = 3JH7a-H6a = 3JH7a-H8 = 12,2 Hz, 3JH7a-Hée = 4,5 Hz, H-7a);
1,50 (1H, m, H-7e); 1,57 (1H, dddd, *Jip-nsa = Jronia = 13 Hz, *Jioan = 5 Hz , *Jipoise
= 3 Hz; H-2); 1,65 (1H, m, H-8); 1,77 (2H, m, H-3a, H-6a); 1,91 (1H, dt*, *J = 12,5
Hz, *Jiseniea = JHsenee = 2,5 Hz, H-5¢); 1,95 (1H, dd, *J = 13,3 Hz, *Jyiean = 2,5 Hz,
H-1e); 2,01 (1H, m, H-3e); 2,05 (1H, s, OH); 2,20 (1H, bt*, *J = *Jyys, .6 = 13 Hz, H-
5a); 5,32 (1H, d, *Jiamsa = Juamse = 6,0 Hz, H-4)

RMN de “C (125,71 MHz, CDCl; TMS) §: 15,52 (CHs, C-12); 20,76 (CHs, C-13);
26,56 (CHs, C-10); 26,97 (CHj, C-11); 27,43 (CH,, C-3); 29,19 (CH,, C-6); 31,13
(CH,, C-7); 31,97 (CH,, C-5); 35,42 (CH,, C-1); 38,30 (CH, C-8); 39,29 (C,, C-8a);
41,13 (CH, C-2); 72,29 (Cy, C-9); 117,49 (CH, C-4); 146,48 (C,, C-4a).

IV (filme) Vimax (cm™): 3385, 2967, 2927, 2855, 1466, 1442, 1378.

CG/EM: 222 [Me+] (1), 204 (35), 189 (34), 161 (66), 147 (32), 133 (19), 119 (15),
105 (100), 91 (34), 59 (35), 43 (22).

KI = 1626.
[a]} = — (5,4+0,9)°, (CHCl,, c. 5,1).
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8.7.2 - Dados espectroscopicos e espectrométricos do Espatulenol

RMN de 'H (499,88 MHz; CDCly/TMS) &: 0,47 (1H, dd, *Jim-n7a= 12 Hz; “izbm1a =
10 Hz, H-7b); 0,71 (1H,m, H-1a); 0,87 (1H, m, H-2); 1,04 (3H, s, H-9); 1,06 (3H, s,
H-8); 1,29 (3H, s, H-11); 1,31 (1H, dd, *Ju7anm ~ “Ju7ansa = 10 Hz, H-7a); 1,56 (1H,
m, H-6); 1,63 (1H, , H-5); 1,78 (1H, ddd, H-6); 1,90 (1H, , H-5); 1,98 (1H, , H-2);
2,04 (1H, ft , °J ~ *Jizp =12 Hz, H-3); 2,20 (1H, ddd , *Jiuenra ~ “Jiaans = 10 Hz;
3 Jsans = 6, H-4a); 2,42 (1H, dd, J = 12 Hz; *Jysa0 = 6 Hz, H-3); 4,67 (1H, d, *J=1
Hz, H-10Z); 4,69 (1H, sl, H-10E).

RMN de C (125,71 MHz, CDCly/TMS) &: 16,30 (CHj, C-9); 20,23 (C,, C-1); 24,73
(CH,, C-2); 26,05 (CHs, C-11); 26,69 (CH,, C-5); 27,44 (CH, C-1a); 28,62 (CH;, C-
8); 29,89 (CH, C-7b); 38,82 (CH,, C-3); 41,70 (CH,, C-6); 53,38 (CH, C-4a); 54,27
(CH, C-7a); 80,94 (Co, C-7); 106,23 (CH,, C-10); 153,40 (C,, C-4).

IV (filme) Vo (em™): 3385, 3081, 2950, 2927, 2864, 1743, 1729, 1636, 1456, 1375.
CG/EM: 220 [M++] (3), 205 (46), 202 (49), 187 (45), 159 (100), 145 (51), 131 (74),
117 (42), 119 (44), 105 (58), 91 (68), 79 (34).

KI=1576
[a]}) = (10,5+0,6)°, (CHCL;, c. 1,3)

8.7.3 - Dados espectroscopicos e espectrométricos do B-eudesmol

RMN de 'H (499,88 MHz; CDCly/TMS) &: 0,71 (3H, s, H-12); 1,01 (1H, s, H-3);
1,14; (1H, m, H-1a); 1,21 (6H, s, H-10, H-11); 1,28 (3H, m, H-3, H-4, H-5); 1,38 (1H,
m, H-2); 1,45 (1H, m, H-4); 1,54 (1H, ftd, *J~"Jusanea = 12 Hz, *Jusanee = 3 Hz , H-
5a); 1,62 (3H, m, H-1e, H-6, H-6"); 1,77 (1H, dd, *Jugaria= 12 Hz, *Jysaiic= 3 Hz, H-
8a); 2,00 (1H, m, H-7a); 2,31 (1H, m, H-7e); 4,45 (1H, d, 2J= 1,5, H-13); 4,72 (1H, d,
J=1,5, H-13).

RMN de C (125,71 MHz, CDCL/TMS) 8: 16,30 (CHs, C-12); 22,37 (CH,, C-3);
23,48 (CH,, C-6); 25,02 (CH,, C-1); 27,12 (CHs, C-10); 27,17 (CHs, C-11); 35,89 (C,
C-4a); 36,88 (CH,, C-7); 41,12 (CH,, C-5); 41,83 (CH,, C-4); 49,44 (CH, C-2); 49,79
(CH, C-8a); 72,91 (C,, C-9); 105,32 (CH,, C-8); 151,15 (C,, C-13).
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IV (filme) Vimay (cm™): 3298, 3079, 2971, 2935, 2844, 1644, 1441, 1376.

CG/EM: 222 [M++] (4), 204 (100), 189 (80), 161 (92), 149 (89), 133 (66), 121 (59),
105 (92), 93 (82), 91 (86), 79 (73).

KI = 1649

8.7.4 - Dados espectroscopicos e espectrométricos de Valerianol

RMN de 'H (499,88 MHz; CDCl1;/TMS) o: 0,81 (1H, H-); 0,87 (3H, H-12); 0,91
(3H, H-13); 1,01 (1H, H-3); 1,16 (3H, H-10); 1,17 (3H, H-11); 1,24 (1H, H-7); 1,41
(2H, H-7, H-8); 1,63 (1H, H-2); 1,84 (1H, H-3); 1,96 (3H, H-1, H-6, H-6"); 2,10 (1H,
H-4e); 2,27 (1H, H-4a); 5,31 (1H, H-5).

RMN de "C (125,71 MHz, CDCl/TMS) &: 15,71 (CHs, C-12); 18,48 (CH;, C-13);
25,86 (CH,, C-6); 26,91 (CHs;, C-10); 27,05 (CHs, C-11); 27,20 (CH,, C-7); 28,95
(CH,, C-3); 32,60 (CH,, C-4); 37,62 (C,, C-8a); 40,50 (CH,, C-1); 41,08 (CH, C-8);
44,40 (CH, C-2); 72,84 (C,, C-9); 119,86 (CH, C-5); 143,14 (C,, C-4a).

IV (filme) vimax (cm™): 3386, 2967, 2927, 2876, 1480, 1437, 1375.

CG/EM: 222 [M++] (1), 204 (35), 189 (15), 161 (100), 149 (14), 135 (24), 119 (15),
107 (18), 105 (18), 93 (16), 91 (18), 59 (29).

KI=1631"

8.7.5 - Dados espectroscopicos e espectrométricos de 1-isopropenil-2,5-

dimetoxi-4-metilbenzeno

RMN de 'H (499,88 MHz; CDCly/TMS) &: 2,15 (3H, m, H-9); 2,25 (3H, s, H-11);
3,81 (3H, s, H-10); 3,82 (3H, s, H-12); 5,10 (1H, m, H-8¢%); 5,16 (1H, dq deformado,
*J=1,5Hz, “J=2,1 Hz , H-82); 6,72 (1H, s, H-3); 6,73 (1H, s, H-6).

RMN de “C (125,71 MHz, CDCly/TMS) &: 16,10 (CH;, C-11); 23,23 (CHs, C-9);
55,94 (CH3, C-12); 56,28 (CH3, C-10); 111,94 (CH, C-6); 114,59 (CH, C-3); 114,74

64 Segundo MORONGIU, B.; PIRAS, A.; PANI, F.; PORCEDDA, S.; BALLERO, M.; “Extraction, separation and
isolation of essential oils from natural matrices by supercritical CO2”, Flavour Frag. J. 2003, 18, 505-509, KI = 1633

5 As posigdes relativas dos hidrogénios do sistema vinilico referem-se ao anel. Logo H-8z esta do mesmo lado do anel e
H-8e do lado oposto.
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(CH,, C-8); 126,140 (Cy, C-4); 130,52 (Co, C-1); 144,32 (Co, C-7); 150,22 (Co, C-2);
151,50 (Co, C-5).

IV (filme) Viax (cm™): 3079, 2994, 2950, 2832, 1630, 1502, 1465, 1398, 1375.
CG/EM: 192 [M++] (100), 177 (78), 162 (19), 161 (11), 149 (36), 147 (15), 134 (11),
119 (16), 105 (8), 91 (30), 77 (14), 65 (10), 51 (7).

KI = 1434,

8.7.6 - Dados espectroscopicos e espectrométricos de 1-isopropanol-

2,5-dimetoxi-4-metilbenzeno

RMN de 'H (499,88 MHz; CDCLy/TMS) &: 1,61 (6H, s, H-8, H-9); 2,22 (3H, s, H-
11); 3,81 (3H, s, H-10); 3,87 (3H, s, H-12); 6,74 (1H, s, H-3); 6,84 (1H, s, H-6).

RMN de “C (125,71 MHz, CDCL;, TMS) &: 15,96 (CH;, C-11); 29,76 (2 CH;, C-8 ¢
C-9); 55,81 (CH3, C-12); 56,12 (CH3, C-10); 72,50 (CH, C-7); 109,00 (CH, C-6);
114,44 (CH,, C-3); 125,79 (C,, C-4); 133,84 (C,, C-1); 150,38 (Co, C-2); 151,55 (C,,
C-5).

IV (filme) Vpnax (cm™): 3448, 2934, 2852, 1502, 1465, 1396, 1373.

CG/EM: 210 [M++] (10), 195 (27), 192 (100), 177 (75), 162 (18), 161 (11), 149 (34),
147 (13), 134 (10), 119 (15), 105 (8), 91 (29), 77 (13), 65 (10), 51 (6).

KI = 1557.

8.7.7 - Dados espectroscopicos de a-ciperona-2,4-dinitrofenil-hidrazina
RMN de 'H (499,88 MHz; CDClLy/TMS) &: 1,18 (3H, s, H-13); 1,42 (1H, td, *Jysa.
tse~Jusanie= 12 Hz; *Jysanee= 3 Hz, H-5ax); 1,65 (1H, m, H-4ax, H-6ax); 1,73 (1H,
m, H-5eq, H-6eq); 1,78 (1H, m, H-4eq); 1,81 (3H, s, H-11); 2,02 (3H, s, H-12); 2,03
(1H, m, , H-7, H-8ax); 2,50 (1H, m, H-3ax); 2,76 (1H, ddd, *Jize.i132 =16 Hz; *Jipzen1s =
5 Hz, *J y3eis = 2 Hz, H-3eq); 2,87 (1H, dd, *Juie1a =10 Hz, *Jiieq= 2 Hz, H-8eq);
4,80 (2H, sl, H-10); 8,01 (1H, d, °J = 14 Hz, H-6"); 8,32 (1H, dd,*J = 14 Hz, °J = 5
Hz, H-5);9,15 (1H, d, °J =5 Hz, H-3").
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RMN de "*C (125,71 MHz, CDCl/TMS) &: 12,62 (CHs, C-12); 20,73 (CHs, C-11);
21,21 (CH,, C-3); 22,75 (CHs, C-13); 27,02 (CH,, C-6); 32,52 (CH,, C-8); 34,93 (Co,
C-4a); 36,28 (CH,, C-4); 41,63 (CH,, C-5); 45,92 (CH, C-7); 109,05 (CH,, C-10);
116,59 (CH, C-6"); 123,63 (CH, C-3); 125,20 (C,, C-1); 129,20 (C,, C-8a); 129,96
(CH, C-5"); 137,58 (C,, C-2°); 144,99 (Co, C-4°); 149,50 (C,, C-9); 152,19 (C,, C-2);
155,16 (C,, C-1°).

IV (filme) Vamax (cm™): 3314, 3109, 2925, 2856, 1616, 1591, 1509, 1418, 1336, 1308,
1256, 1219, 1131, 1061.

8.7.8 - Dados espectroscopicos de mirtenal-2,4-dinitrofenil-hidrazina
RMN de 'H (499,88 MHz; CDCL;/TMS) §: 0,85 (3H, s, H-8); 1,42 (3H, s, H-9); 1,21
(1H, d, >J= 9 Hz, H-7cxo); 2,54 (3H, m, H-7engo, H-4endo, H-4exo); 2,54 (3H, m, H-4¢pao,
H-4x0, H-7cna0); 3,06 (1H, ftd, iitrexo ~ JH1-H7endo = 6 HZ; “Jyins = 1 Hz, H-1); 2,22
(1H, m, H-5); 7,93 (1H, d, *Jyg-.us- = 10 Hz, H-6"); 9,13 (1H, d, *Jyy3-ns = 3 Hz, H-3");
8,31 (1H, dd, *Jus-ne = 10 Hz; *Jys-3» = 3 Hz, H-5"); 6,1 (1H, s , H-3); 7,75 (1H, s,
H-10);

RMN de “C (125,71 MHz, CDCly/TMS) &: 20,94 (CHs, C-8); 26,05 (CH;, C-9);
31,15 (CH,, C-7); 32,77 (CH,, C-4); 37,80 (C,, C-6); 40,38 (CH, C-1); 40,72 (C,, C-
5); 116,72 (CH, C-6"); 123,54 (CH, C-3’); 129,87 (CH, C-5"); 135,44 (CH, C-3);
137,83 (Co, C-2°); 144,87 (Co, C-47); 145,16 (Co, C-2); 149,50 (CH, C-10); nio
detectado (Cy, C-17);

IV (filme) Vmax (cm™): 3281, 3109, 2925, 1615, 1513, 1416, 1327, 1310, 1212, 1140,
1071.
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ANEXO 1

Tabela 9: compostos identificados no oleo de A.parviflora por CG/EM. O composto
de interesse deste trabalho estd marcado em negrito. Compostos nao identificados
aparecem como NI.

0 1 o Ki Ki Composto (% de similaridade do

N Tr Area % calculado | literatura EM)

1 6,62 0,31 - 931 alfa-tuieno (94)

2 6,82 2,86 - 939 alfa-pineno (96)

3 7,30 0,80 - 953 Camfeno (98)

4 8,20 0,21 - 976 Sabineno (96)

5 8,28 1,52 - 980 beta-pineno (97)

6 8,90 1,70 - 991 Mirceno (96)

7 9,36 7,98 1001 1005 alfa-felandreno (95)

8 9,58 0,15 1006 1011 delta-3-careno (97)

9 9,84 0,18 1012 1018 alfa-terpineno (98)
10 10,18 4,02 1020 1026 p-cimeno (95)

11 10,36 15,12 1024 1031 beta-felandreno (93)
12 10,42 0,86 1026 1033 Eucaliptol (99)

13 10,79 0,16 1034 1040 cis-beta-ocimeno (97)
14 11,21 3,81 1044 1050 trans-beta-ocimeno (98)
15 11,59 0,31 1053 1062 gama-terpineno (99)
16 12,84 0,34 1082 1088 Terpinoleno (98)

17 13,50 14,60 1097 1098 Linalool (97)

18 16,18 0,16 1160 1165 Borneol (90)

19 16,71 0,25 1172 1177 Terpine-4-ol (96)

20 17,33 0,90 1186 1189 alfa-terpineol (91)

21 24,19 0,43 1345 1351 alfa-cubebeno (98)
22 25,07 0,14 1366 1372 alfa-ilangueno (99)
23 25,14 0,11 1368 1373 Isoledeno (97)

24 25,25 0,49 1370 1376 alfa-copaeno (99)

25 25,97 0,52 1387 1391 beta-elemeno (99)
26 26,66 0,16 1404 1409 alfa -gurjuneno (99)
27 27,05 6,05 1413 1418 beta-cariofileno (99)
28 2741 0,20 1423 1432 beta-gurjuneno (96)
29 27,63 0,12 1428 - NI

30 27,82 1,79 1433 1439 Aromadendreno (99)
31 28,09 0,36 1439 - NI

32 28,40 0,79 1447 1454 alfa-humuleno (98)
33 28,70 0,60 1455 1461 Alloaromadendreno (99)
34 29,40 0,70 1472 1477 gama-muurulene (96)
35 29,54 0,97 1475 1480 Germacrene D (98)
36 29,72 1,23 1480 1485 beta-selineno (99)
37 29,82 0,17 1482 - NI

38 30,19 6,75 1492 1494 Biciclogermacreno (98)
39 30,52 0 1500 1500 Pentadecano (referéncia)
40 30,81 0,53 1507 1508 E,E, alfa-farneseno (99)
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1499, |alfa-amorfeno (96), gama-cadineno

41 30,87 0,28 1509 1513 95)

42 31,29 0,80 1520 1524 delta-cadineno (99)

43 32,27 0,39 1546 1549 Elemol (91)

44 32,48 0,81 1551 1556 Germacreno B (99)

45 32,59 0,11 1554 - NI

46 32,89 0,47 1562 1564 Nerolidol (E) (90)

47 33,05 0,14 1566 - NI

48 33,31 4,13 1573 1576 Espatulenol (99)

49 33,47 2,16 1577 1581 Oxido cariofileno (95)

50 33,80 0,36 1586 1590 Viridiflorol

51 33,90 0,37 1588 - NI

52 34,09 0,49 1593 1595 Guaiol (98)

53 34,20 0,45 1596 - NI

54 34,43 0,25 1602 - NI

55 34,61 0,14 1607 - NI

56 34,83 0,27 1613 - NI

57 34,98 0,33 1617 - NI

58 35,31 5,05 1626 - AF 105

59 35,58| 0,59 1634 1639 iso-espatulenol (91)

60 35,73 0,30 1638 NI

61 35,96 1,03 1644 1649 beta-eudesmol (98)

62 36,08 1,27 1648 1652 alfa-eudesmol (97)

63 36,26 0,16 1653 - NI

64 36,59 0,37 1661 - NI

65 40,10 0,12 1761 1762 Benzoato de benzila (98)
Recuperado 99,19

5 FOKIALAKIS, N.; MAGIATIS, P.; MITAKU S., Essential Oil Constituents of Valeriana italica and Valeriana
tuberosa. Stereochemical and Conformational Study of 15-Acetoxyvaleranone, Naturforsch, 2002, 57, 791-796.
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ANEXO 2
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Figura 76: mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo heteronuclear 'H-"C a uma

ligagdo (HETCOR) do composto AF 105 adquirido a 488,99 MHz e 125,71
respectivamente, em CDCl;/TMS.
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ANEXO 3
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Figura 77: mapa de contorno de RMN 2D de correlagio homonuclear 'H-"H (COSY)
do composto espatulenol adquirido a 488,99 MHz em CDCl;/TMS.
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Figura 78: expansdo do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo homonuclear
'H-"H (COSY) do composto espatulenol adquirido a 488,99 MHz em CDCl5/TMS.
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Figura 79: mapa de contorno de RMN 2D de correlacdo heteronuclear 'H-">C a uma
ligagdo (HSQC) do composto espatulenol adquirido a 488,99 MHz e 125,71

respectivamente, em CDCl;/TMS.
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Figura 80: expansdo do mapa de contorno de RMN 2D de correlacdo heteronuclear
'H-"C a uma ligagdo (HSQC) do composto espatulenol adquirido a 488,99 MHz ¢
-132-

125,71 respectivamente, em CDCl;/TMS.
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Figura 81: mapa de contorno de RMN 2D de correlagio heteronuclear 'H-"C a
multiplas ligacdes (HMBC) do composto espatulenol adquirido a 488,99 MHz e
125,71 respectivamente, em CDCI3/TMS.
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Figura 82: expansao do mapa de contorno de RMN 2D de correlacdo heteronuclear
'H-"C a multiplas liga¢cdes (HMBC) do composto espatulenol adquirido a 488,99
MHz e 125,71 respectivamente, em CDCl;/TMS.
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ANEXO 4
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Figura 83: mapa de contorno de RMN 2D de correlagio homonuclear 'H-"H (COSY)
do composto B-eudesmol adquirido a 488,99 MHz em CDCIl;/TMS.
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Figura 84: expansdao do mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo homonuclear
'H-"H (COSY) do composto B-eudesmol adquirido a 488,99 MHz em CDCl;/TMS.
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Figura 85: mapa de contorno de RMN 2D de correlagdo heteronuclear 'H-"C a uma

ligagdo (HSQC) do composto [B-eudesmol adquirido a 488,99 MHz e 125,71
respectivamente, em CDCl;/TMS.
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Figura 86: expansao do mapa de contorno de RMN 2D de correlacdo heteronuclear

'H-"C a uma ligacdo (HSQC) do composto B-eudesmol adquirido a 488,99 MHz e
125,71 respectivamente, em CDCl;/TMS.
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Figura 87: mapa de contorno de RMN 2D de correlagio heteronuclear 'H-"C a

multiplas ligacoes (HMBC) do composto B-eudesmol adquirido a 488,99 MHz e
125,71 respectivamente, em CDCl;/TMS.
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Figura 88: expansdo do mapa de contorno de RMN 2D de correlacdo heteronuclear

'H-"C a maltiplas ligacdes (HMBC) do composto B-eudesmol adquirido a 488,99
MHz e 125,71 respectivamente, em CDCl;/TMS.
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Dicroismo circular de p-eudesmol

E 1000
o
S
8 0 A
(]
-9 \\/
9
[%2]
S 1000
o

-2000

-3000

-4000 —

T I T I T I T I T I
200 210 220 230 240 250

comprimento de onda (nm)

Figura 89: grafico de elipsicidade molar x comprimento de onda do composto [3-
eudesmol adquirido em concentragio de 2,25-10° M.
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ANEXO 5
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Figura 90: expansao do mapa de contorno de RMN 2D de correlacdo heteronuclear
'H-"C a uma ligacio (HSQC) do composto PR192 adquirido a 488,99 MHz e 125,71
respectivamente, em CDCl;/TMS.
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ANEXO 6

Tabela 10: compostos identificados no 6leo essencial de Cyperus articulatus
L.. Compostos ndo identificados aparecem como NI.

o . .
N° Tr cj?):re'iagig)a calcllﬂa do | 1 te:;ura Composto (% de similaridade do EM)
1 8,00 2,45 932 939 alfa pineno (97)

2 8,73 0,16 952 967 Verbeneno (94)

3 9,44 0,11 971 976 Sabineno (97)

4 9,64 1,73 977 980 beta pineno (97)

51 10,10 0,08 990 - NI

6 10,7 0,08 1005 - NI

7 11,52 0,34 1024 1022 o-cimeno (97)

8| 11,71 0,55 1028 1031 Limoneno (98)

9] 11,84 0,10 1031 1033 1,8 cineol (97)

10| 12,96 0,07 1057 - NI

11| 13,56 0,07 1071 - NI

12| 14,16 0,11 1085 1088 alfa terpinoleno

13| 14,36 0,17 1090 1089 p-cimenil (96)

14| 16,01 0,19 1126 1125 alfa canfoleno aldeido (83)
15| 16,53 0,09 1138 1137 Nopinona (87)

16| 16,64 2,27 1140 1139 trans-pinocarveol (95)
17| 16,86 0,18 1145 1144 trans-verbenol (64)

18| 17,08 0,38 1150 - NI

19| 17,39 0,09 1156 - NI

20| 17,53 0,15 1160 - NI

21| 17,62 0,19 1161 1162 Pinocarvona (91)

22| 18,05 0,79 1171 1066 p-menta-1,5-dien-8-ol (83)
23| 18,46 0,47 1180 1177 Terpineol 4 (96)

24| 18,75 0,25 1186 - NI

25| 19,14 3,22 1195 1193 Mirtenal (74)

26| 19,26 0,14 1197 1193, 1200 (Z) ou (E) dihidrocarvona (97)
27| 19,65 0,76 1206 1204 Verbenona (97)

28| 20,20 0,11 1218 1217 trans-carveol (94)

29| 21,32 0,27 1243 1242 Carvona (94)

30| 26,59 0,09 1362 - NI

31| 26,84 0,42 1368 1368 Cicloisosativeno (98)
32| 26,93 0,43 1370 - NI

33| 27,12 5,81 1374 1376 alfa copaeno (99)

34| 27,71 0,16 1388 1391 beta elemeno (91)

35] 27,80 0,06 1390 - NI

36| 28,28 1,92 1401 1398 Cipereno (94)

37| 28,38 1,74 1404 - NI

38| 28,97 0,19 1418 1418 beta cariofileno (99)
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39| 29,17 0,19 1423 - NI

40| 29,63 0,65 1434 1439 alfa guaieno (99)
41| 30,12 0,11 1446 - NI

42| 30,46 0,15 1454 - NI

43| 30,55 0,07 1456 - NI

44| 30,71 1,08 1460 - NI

45| 31,12 0,61 1470 - NI

46| 31,14 0,79 1470 - NI

47| 31,25 0,98 1473 - NI

48 | 31,50 0,08 1479 - NI

49| 31,63 0,18 1482 - gama selineno (93)
50| 31,75 1,77 1485 - 3,5,dimetoxi-2-metil naftaleno (90)
51| 31,84 3,36 1487 1485 beta selineno (99)
521 32,13 2,21 1494 1494 alfa selineno (99)
53| 32,24 1,15 1497 - NI

54| 32,37 0,00 1500 1500 Pentadecano (99)
551 32,71 0,48 1509 - NI

56| 32,94 0,20 1514 - NI

57| 33,01 0,92 1516 NI

58| 33,15 0,91 1520 1521 cis calameno (97)
59| 33,39 0,15 1526 - NI

60| 33,49 1,15 1528 - NI

61| 33,66 0,26 1533 - NI

62| 33091 1,79 1539 1542 alfa calacoreno (94)
63| 34,00 0,22 1541 - NI

64| 34,29 0,41 1549 -- NI

65| 34,43 0,19 1552 - NI

66| 34,55 0,15 1555 1521 cis calameno (96)
67| 34,59 0,10 1556 - NI

68| 34,73 0,21 1560 1,2 dihidro-1,1, 6 trimetil naftaleno (80)
69| 34,98 1,44 1566 - NI

70| 35,14 3,26 1570 1576 Espatulenol (38)
71| 35,51 4,06 1580 1581 Oxido de cariofileno (95)
72| 35,63 1,24 1583 NI

73| 35,76 0,37 1586 1584 beta copaen-4-alfa-ol (64)
74| 36,04 1,54 1593 NI

75| 36,19 0,62 1597 NI

76| 36,31 0,71 1600 - NI

77| 36,58 1,53 1607 - NI

78| 36,67 0,29 1610 - NI

79| 36,85 1,00 1614 - NI

80| 36,97 1,16 1618 - NI

81| 37,15 0,67 1622 - NI

82| 37,23 0,69 1625 - NI

83| 37,63 0,97 1635 - NI

84| 37,85 0,49 1641 - NI
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85| 38,03 0,84 1646 - NI

86| 38,38 2,44 1656 - NI

87| 38,51 0,86 1659 - NI

88| 38,71 1,47 1664 - NI

89| 38,84 0,40 1668 - NI

90| 38098 7,31 1671 - oxo-alfa- ilangueno (58)
91| 39,15 0,56 1676 - NI

92| 39,27 0,50 1679 - NI

93| 39,34 0,91 1681 - NI

94| 39,78 1,65 1693 - NI

95| 40,03 3,67 1700 1756 aristolona (86)
96| 40,15 0,46 1703 - NI

97| 40,30 0,73 1707 - NI

98| 40,46 0,88 1712 - NI

99| 40,65 0,69 1717 - NI

100, 40,86 0,46 1723 - NI

101] 41,10 0,55 1730 - NI

102] 41,18 0,35 1732 NI

103] 41,53 6,28 1742 - alfa ciperona (95)
104] 41,72 0,17 1747 - NI

105 41,81 0,08 1750 - NI

106| 42,22 0,31 1761 - NI

107 42,43 0,29 1767 - NI

108| 42,52 0,14 1770 - NI

109 43,04 0,51 1784 - NI

110] 43,37 0,09 1794 - NI

111] 43,93 0,15 1810 1800 nootkatona (91)
112| 46,46 0,28 1884 - NI
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