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RESUMO

Pro-fragrancias sdao derivados quimicos formados por um carreador que se liga
covalentemente a uma fragrancia de forma temporaria, liberando-a de forma mais controlada.
O projeto investiga a sintese, caracterizagdo e estudo de estabilidade e liberagdo controlada de
duas pro-fragrancias formadas a partir do acido D-glicurénico (GA) e das fragrancias
citronelol (CIT) e cis-3-hexen-1-ol (HEX). As pré-fragrancias PRO-CIT e PRO-HEX foram
obtidas através de uma esterificagdo utilizando catélise enzimatica pela lipase EC 3.1.1.3, com
8,26% e 12,74% de rendimento, respectivamente, e foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas. Por espectroscopia no infravermelho uma banda
carbonila-éster (1726 cm™) foi observada. Por espectrometria de massas, os produtos tiveram
ions-alvos confirmados: (M+Na)"; (2M+Na)"; (M+Na-H,0)"; ion com s6dio menos a porgao
da fragrancia; ion com sédio menos a por¢do da fragrancia e uma molécula de dgua; com
modulos de erro menores que 2 ppm. Por ressondncia magnética nuclear foi feita a
caracterizagdo das estruturas quimicas, com énfase no desaparecimento de sinal -CH,- ligado
a hidroxila da fragrancia livre (‘H 3,42 ppm; *C 59,27 ppm para CIT; 'H 3,37 ppm; "*C 62,91
ppm para HEX) e presenga de sinal -CH,- ligado ao oxigénio-éster da pro-fragrancia ('H 4,09
ppm; “C 63,21 ppm para PRO-CIT; 'H 4,05 ppm; "*C 66,00 ppm para PRO-HEX). Estudos
por termogravimetria mostraram que as pro-fragrancias apresentaram maior estabilidade e
liberagdo térmica controlada das fragrancias, apresentando uma diferen¢a de mais de 94 °C do
inicio da volatilizagao das fragrancias livres. Um estudo por microextragcdo em fase solida do
espaco livre (headspace) com cromatografia gasosa e espectrometria de massas mostrou que a
concentragdo relativa de fragrancia livre no headspace foi menor para as pro-fragrancias em
relacdo as respectivas fragrancias livres em uma matriz contendo a microbiota do antebrago
humano. Por fim, um painel sensorial foi feito para avaliar a intensidade de fragrancia sentida
na pele ao longo de 120 min, comparando HEX com PRO-HEX, evidenciando que a partir de
60 min PRO-HEX apresentou maior intensidade. Embora o projeto visa estudar
pro-fragrancias, o tema esta inserido no universo de pré-moléculas, de forma a nao se
restringir apenas no ramo de fragrancias, abrindo a possibilidade para potenciais aplicagdes de

novos pro-farmacos.

Palavras-chave: pro-fragrancia, precursor de fragrancia, carreador, entrega controlada.



ABSTRACT

Pro-fragrances are chemical derivatives formed by a carrier that covalently binds to a
fragrance temporarily, releasing it in a more controlled manner. The project investigates the
synthesis, characterization and study of stability and controlled release of two pro-fragrances
formed from D-glucuronic acid (GA) and the fragrances citronellol (CIT) and
cis-3-hexen-1-ol (HEX). The PRO-CIT and PRO-HEX pro-fragrances were obtained through
an esterification using enzymatic catalysis by lipase EC 3.1.1.3, with 8,26% and 12,74%
yield, respectively. The products were characterized by spectroscopic and spectrometric
techniques. By infrared spectroscopy a carbonyl ester band (1726 cm™) was observed. By
mass spectrometry the products had confirmed target ions: (M+Na)"; (2M+Na)’;
(M+Na-H,0)"; sodium ion minus the fragrance portion; sodium ion minus the fragrance
portion and one water molecule; with error modules smaller than 2 ppm. The chemical
structures were characterized by nuclear magnetic resonance, with emphasis on the
disappearance of the -CH,- peak linked to the hydroxyl of the free fragrance (‘"H 3.42 ppm;
13C 59.27 ppm for CIT; 'H 3.37 ppm; *C 62.91 ppm for HEX) and presence of -CH,- signal
linked to the oxygen-ester of the pro-fragrance (‘H 4.09 ppm; C 63.21 ppm for PRO-CIT; 'H
4.05 ppm; “C 66.00 ppm for PRO-HEX). Studies by thermogravimetry showed that the
pro-fragrances presented greater stability and controlled thermal release of the fragrances,
presenting a difference of more than 94 °C from the beginning of the volatilization of the free
fragrances. The relative concentration of free fragrance in the headspace was lower for the
pro-fragrances compared to the respective free fragrances in a matrix containing the
microbiota of the human forearm as measured using HS-SPME-GC-MS. Finally, a sensory
panel evaluated the intensity of the fragrance felt on the skin over 120 min, comparing HEX
with PRO-HEX, showing that from 60 min onwards PRO-HEX presented greater intensity of
the fragrance. Although the project aimed to study pro-fragrances, the theme is inserted in the
universe of pro-molecules, so as not to be restricted to the field of fragrances, opening up the
possibility for potential applications of new prodrugs.

Keywords: pro-fragrance, fragrance precursor, carrier, controlled delivery.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Diferentes modelos para imobilizagdo de enzimas: (A) ligagdo covalente, (B)
ligacdo covalente em multiplos pontos, (C) ligagcdo covalente em multiplos pontos de enzima
em suporte funcionalizado, (D) cross-linking, (E) aprisionamento em matriz, (F)

encapsulacdo, (G) adsor¢do, (H) nanoparticulas magnéticas, (I) nanoflores hibridas; adaptado

Figura 2. Trés estruturas quimicas utilizadas como pro-moléculas de ligacdo covalente;
AAAPLAAO A& [16]..eriiiiiiiieeiieee ettt ettt et e b et e et e et e e b e e ntaeenbeeeaaeeeneeees 24
Figura 3. Formagao de pro-molécula do tipo Base de Schiff (Aurantiol), indicando estrutura
molecular, pressdo de vapor (20-25 °C) e descrigdo olfatival’.............c.ccoovviviveieceeeen 24
Figura 4. Formacdo de pro-molécula do tipo cross-linking (PSPA-PEG-Pt) em duas etapas;
AdAPLAAO A& [ 18]ttt ettt ettt e et e eabe e neeenbeeees 26
Figura 5. Deposicdo de microcapsulas (membrana de cor vermelha) com fragrancia (cor
amarela) durante lavagem de roupas: (1) produto de lavanderia com microcapsulas, (2)
lavagem com produto, (3) microcapsulas depositadas nas fibras de tecido, susceptiveis a
liberar fragrancia; adaptado de [20].....ccceerieeiiiiiie et 27
Figura 6. (a) Estrutura geral da ciclodextrina (os derivados a, B e v sdo definidos porn =1, 2
e 3, respectivamente) e (b) representagdo esquematica da estrutura tridimensional, definidas
pelo arranjo das unidades de glicose; adaptado de [23]......ccovveveiiiieiiieeiieeee e 28
Figura 7. Conceito de pro-fragrancia: a) Concentragdo de fragrancia em fun¢do do tempo; b)
conceito de liberagdo controlada de fragrincia via precursor; c) representacdo simplificada
das fragrancias em funcao do tempPo (0-3)......ceecuieriiiriiieiieiiieiee et 32
Figura 8. Representacdes simplificadas: 1) liberagdo de fragrancia vermelha; II) liberagao
controlada de fragrancia verde, via precursor verde-azul; I1I) sistema I + II; IV) sistema III,
onde a esfera azul também possui valor olfativo...........cceeecvieeciieeciiece e, 33
Figura 9. Ciclamoxazolidina como pro-fragrancia; adaptado de [37].....cccccccevvenvrvcniincnnne 34
Figura 10. Scentaurus Tonkarose® como pro-fragrancia precursora da cumarina e
9-decen-1-01; adaptado de [37] . cuueeciieiieeii ettt et e 35
Figura 11. Formagdo de Haloscent D® como pro-fragrancia e sua quebra na presencga de ar,
formando y-damascona e aldeido laurico; adaptado de [37].....cccovvveeviiieiiiiienieeee e 35

Figura 12. Esterificacdo entre GA e CIT (esquema superior) e entre GA e HEX (esquema



inferior), catalisada por enzima lipase, formando pro-citronelol (PRO-CIT)...........cccceuuee..e. 39
Figura 13. Estruturas primaria (a), secundaria (b), e tercidria (c) da lipase..........cceeceercueennenne 40
Figura 14. Esterificagdo catalisada por lipases. Triade catalitica representada em preto;
residuo do buraco oxidnion em azul; por¢do do acido em vermelho; por¢ao do alcool em
marrom. (a) Ataque nucleofilico da hidroxila-serina ao carbono carboxilico do acido; (b)
intermediario tetraédrico; (c) intermediario acil-enzima e ataque nucleofilico da

hidroxila-alcool; (d) intermediario tetraédrico; (e) formacao do éster e regeneragdo da enzima

livre; adaptado de [60]....ccueeruiieiieiie ettt ettt ettt ettt e e s e et esbeeteeesbeebaesnaeebeennaeens 42
Figura 15. Fluxograma de processo para determinagao do aspecto visual da solubilidade entre
0 CAITEAAOT € SOIVEITE. .....eiiutiiiiieitieite ettt et ettt et e bt st e e saee e 52
Figura 16. Pro-fragrancias PRO-CIT € PRO-HEX.......ccccooiiiiiiiieieeeceeeeeeee 54

Figura 17. FT-IR do citronelol (CIT), cis-3-hexen-1-ol (HEX), 4cido glicuronico (GA),
pro-fragrancia PRO-CIT € PRO-HEX.......ccciioiiiiiiiiieiceeetee ettt 55
Figura 18. Espectro de massas de PRO-CIT obtido no ObriTrap-MS. Modo full scan, campo
positivo, resolugao 70.000, tensao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,20-0,80.................... 57
Figura 19. Comparacao entre espectros - obtido (superior) e o simulado (inferior) para
PRO-CIT. Modo full scan, campo positivo, resolucao 70.000, tensao de cone 3,5kV e 50 V
SLens. RT: 0,00-0,90........ccoouiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eee e e eeeaeeeeeeeasseseeesereseseseaaaes 57
Figura 20. Espectro de massas de PRO-CIT obtido no ObriTrap-MS. Modo PRM
(fragmentacao), energia 50 nce, campo positivo, resolucdao 70.000, tensdo de cone 3,5 kV e
50 V SLens. RT: 0,2-0,8. ... niniitie e e e et 58
Figura 21. Espectro de massas de PRO-HEX obtido no ObriTrap-MS. Modo full scan,
campo positivo, resolucao 70.000, tensdo de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,06-0,11........58
Figura 22. Comparagdo entre espectros - obtido (superior) e o simulado (inferior) para
PRO-HEX. Modo full scan, campo positivo, resolu¢ao 70.000, tensdo de cone 3,5 kV e 50 V
SLens. RT: 0,00-0,11....cccuiiieiieiieiesieeie ettt ettt ettt et e st e e et esreesseensesneenseeneas 59
Figura 23. Comparagdo entre os espectros - obtido (superior) e o simulado (inferior) para
PRO-HEX. Modo full scan, campo positivo, resolu¢dao 70.000, tensdo de cone 3,5 kV e 50 V
SLENS. RT: 0,000,111 .. snnnnnn 59
Figura 24. Comparagdo entre os espectros - obtido | (superior) e o simulado (inferior) para
PRO-HEX. Modo HCD (fragmentacido do precursor 299 m/z), energia 30 nce, campo
positivo, resolugdo 70.000, tensao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 1,15.....ccccccvveeveeennnnn. 60

Figura 25. Comparagdo entre espectros - real (superior) e simulado (inferior) de PRO-HEX.



Modo HCD (fragmentacao do precursor 299 m/z), energia 40 nce, campo positivo,
resolucao 70.000, tensdao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 1,52......ooeeeiiiiiiiiiiiieeeeieeeeee, 60
Figura 26. Sobreposicdo e atribuicdo de espectros HSQC, da amostra CIT (verde escuro) e
PRO-CIT (verde claro) diluidas em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico
de "H € BC, TeSPECHIVAMENTE. . ....c.ooveveveeiieeeeeeeeeeeteeceeeeee et eee et ees et st ese et enseseseeseseasesenseneees 61
Figura 27. Sobreposi¢ao e atribuicdo de espectros HSQC, da amostra HEX (rosa) e
PRO-HEX (azul) diluidas em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e
BC, TESPECHIVAMENLE. ........cvvviietieeeteecetetce ettt ettt ettt ettt ae et eae st ees et eae et esenseseesane 62

Figura 28. Atribuigdo de dados espectrais de 'H NMR da amostra PRO-CIT diluida em

Figura 29. Atribuicdo dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da
amostra PRO-CIT diluida em DMSO-d.........oooeeiviiiiiiiiieeeeeee e 63
Figura 30. Atribui¢do dos dados espectrais do espectro de '"H NMR da amostra PRO-HEX
diluida €M DIMSO-g.....ccuvveiiieeeiiiieeeeee et e e e eeta e e e e aae e e e eaaaeeeans 64
Figura 31. Atribui¢do dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da
amostra PRO-HEX diluida em DMSO-dg.......cccoviiiiiiiiiiiieee e 64
Figura 32. Atribui¢dao dos dados espectrais de NMR pelo software TopSpin 3.6.5. PRO-CIT
na parte superior € PRO-HEX na parte inferior..........ceecueeriieniieiieniiiieieeeeeeeee e 66
Figura 33. Ilustragdo de dados obtidos em analise de CIT por TGA expressos em massa em
fUNGAO da tEMPETALUIA ....ccuviiiiieiiiciie ettt ettt e et e e teeesbeesseeenbeessaeesseesnas 67
Figura 34. Ilustragao de dados obtidos em anélise de GA por TGA expressos em massa em
fUNGAO dA tEMPETATUTA .....eecuiiiiiiieecieeeeiee ettt et e et e e et e e e teeesteeesaseeesaseeesaseeesseeesseesnseenns 68
Figura 35. Ilustragdo de dados obtidos em andlise de PRO-CIT por TGA expressos em
massa em fungao da tEMPETATUTA. .......cc.eieuieriieiieeie ettt ettt esebe et e seaeensee e 69
Figura 36. Ilustracdo de dados obtidos em andlise de CIT, GA ¢ PRO-CIT por TGA
expressos em massa em funcao da temperatura............o.vviiiiiiiiiiiiii e, 69
Figura 37. Ilustragdo de dados obtidos em andlise de CIT, GA ¢ PRO-CIT por TGA
expressos em massa em derivada da massa em fungdo da temperatura............................ 70
Figura 38. Ilustragdo de dados obtidos em anélise de HEX por TGA expressos em massa em
fUNGAO da tEMPETALUTA......c..iiiiiieiieciieiieete ettt ettt et ebe et eebeesteeenbeessaeenseenseas 71
Figura 39. Ilustragdo de dados obtidos em andlise de PRO-HEX por TGA expressos em

massa em fungaA0 da tEMPETALUTA........eeeiuiieeciiieeieeeiieeeeee e etee et et e e e e e e e eaaeeenaeeeneeesaneeas 72



Figura 40. Ilustracdo de dados obtidos em analise de HEX, GA ¢ PRO-HEX por TGA
expressos em massa em fungao da temperatura............o.vviiiiiiniiiiiiiiii i 72
Figura 41. Ilustragdo de dados obtidos em andlise de HEX, GA ¢ PRO-HEX por TGA
expressos em derivada da massa em fungdo da temperatura................coceiiiiiiiiiininn. 73
Figura 42. Relagdo das areas obtidas do cromatograma parcial dos ions referentes as
fragrancias. A area ¢ proporcional a concentragdo da fragrancia livre no headspace.............. 77
Figura 43. HS-SPME-GC-MS de CIT: a figura superior representa o cromatograma total;
figura do meio o cronograma parcial referente ao ion m/z 81,06988 Da; a figura inferior
representa o espectro de massas (RT 9,49-10,30 min)..........ccccccoeevieiiieniiieiienieecieenee e 78
Figura 44. HS-SPME-GC-MS de PRO-CIT: a figura superior representa o cromatograma
total; figura do meio o cronograma parcial referente ao ion m/z 81,06990 Da; a figura inferior
representa o espectro de massas (RT 9,41-9,63 min)............ccoeceeriiiiieniiiniienieeceee e 79
Figura 45. HS-SPME-GC-MS de HEX: a figura superior representa o cromatograma total;
figura do meio o cronograma parcial referente ao ion m/z 67,05420 Da; a figura inferior
representa o espectro de massas (RT 4,26-4,58 min)..............ccoccvveiiiieiiieencieeccie e 80
Figura 46. HS-SPME-GC-MS de PRO-HEX: a figura superior representa o cromatograma
total; figura do meio o cronograma parcial referente ao ion m/z 67,05417 Da; a figura inferior
representa o espectro de massas (RT 4,22-4,33 MiN)..........ccccoeeierieeriieniieiiienie e 81
Figura 47. HS-SPME-GC-MS de PRO-HEX-2 (150 min): a figura superior representa o
cromatograma total; figura do meio o cronograma parcial referente ao ion m/z 67,05418 Da; a
figura inferior representa o espectro de massas (RT 4,25-4,39 min).........c..cccceeveveenceeennenn. 82
Figura 48. HS-SPME-GC-MS de HEX + GA: a figura superior representa o cromatograma
total; figura do meio o cronograma parcial referente ao ion m/z 67,05415 Da; a figura inferior
representa o espectro de massas (RT 4,31-4,50 Min)...........cccoecveeiieriieniiieiienieeieenee e 83
Figura 49. Média e erro padrao (n-1) da intensidade de fragrancia em fun¢do do tempo do
PAINEL SENSOTIAL ... eiiiiieiiiiiciie et et e et e e e rreeeete e e taeessaeessbeeessseeessseeesseeasseessseenns 86
Figura 50. Porcentagem de votos para qual amostra ¢ mais intensa em funcdo do tempo do

PaINEl SENSOTIAL. . ... uet et e 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Opc¢des de polissacarideos e seus derivados como carreadores de fragrancias......37

Tabela 2. Principais informagdes sobre a lipase utilizada®*>> %) ... ... 44
Tabela 3. Principais informagdes sobre o suporte de imobilizagdo da lipasel®®...................... 45
Tabela 4. Amostras utilizadas para o estudo HS-SPME-GC-MS.........cccccooiiiiviiienieeeieeee, 48

Tabela 5. Resumo dos pardmetros cromatograficos usados na avaliagdo da fragrancia por
HS-SPME-GC-MS . ..o 49
Tabela 6. Formula¢des de deo colonia utilizadas para o painel sensorial. Porcentagem em
TNASSA/IASSA. .« ettt tete e et et et et et e e et et e et e e e et 50
Tabela 7. Escala de intensidade de fragrancia para avaliagdo do painel sensorial............... 51
Tabela 8. Aspecto visual da solubilidade entre carreadores e solventes comumente utilizados
na industria de fragrancias. Na ultima coluna, estd o numero das etapas referentes a Figura 15
em que a amostra se submeteu para atingir o aspecto visual. Em negrito estdo evidenciados os
tESTES MALS PLOIMISSOTES. ..eeeuvieereetiertreeteersreaseesseeaseesseeaseesseeasseesseesssesnseessseesseesssesssessssesssesssses 53
Tabela 9. Valores experimentais e atribuicao de massa para os ions formados em full scan MS
e fragmentacao MS/ M S, .. .. e 56
Tabela 10. Atribui¢do dos dados espectrais de "H NMR e 2D NMR, pelo sofiware TopSpin
G 0 65
Tabela 11. Relagdo entre os ions selecionados de cada amostra com o inicio/fim do tempo de
retencao (RT, do inglés retention time) do seu cromatograma, onde a area foi obtida em valor
de intensidade € POTCENTAZEIM. ... .ecvuuiiitieriiieiieeieeite ettt ettt te ettt sttt e st e bt esate e bt e sabeeeeas 75
Tabela 12. Razdo das areas obtidas do cromatograma parcial dos ions referentes as
fragrancias. A area ¢ proporcional a concentracao da fragrancia livre no headspace.............. 76
Tabela 13. Média e erro (n-1) de intensidade em fun¢do do tempo e p-valores (trés casa

decimais) pelo Teste t Student do painel sensorial..............cooiiiiiiiiiiiii e, 85



LISTA DE ABREVIACOES

CAL-B: lipase B de Candida antarctica

CIT: citronelol

CNC: nanocristais de celulose, do inglés cellulose nanocrystal

CNF: nanofibras de celulose, do inglés cellulose nanofibers

DPG: dipropilenoglicol

FT-IR: espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier, do inglés
Fourier-Transform infrared spectroscopy

GA: 4cido D-glicurdnico, do inglés D-glucuronic acid

HEX: cis-3-hexen-1-ol

HS-SPME-GC-MS: microextragdo em fase solida do espago livre acoplada com
cromatografia gasosa e espectrometria de massas, do inglés headspace solid-phase
microextraction coupled with gas chromatography and mass spectrometry

MTD: direcionamento magnético de farmaco, do inglés magnetic drug targeting

MS: espectrometria de massas, do inglés mass spectrometry

NMR: ressonancia magnética nuclear, do inglés nuclear magnetic resonance

PEG: polietilenoglicol

PG: propilenoglicol

PRO-CIT: pro-citronelol

PRO-HEX: pro-cis-3-hexen-1-o0l

PSPA: copolimero com nucleo de poli[(p-iodometil)estireno] e bragos de acido poliacrilico

TGA: analise termogravimétrica, do inglés thermogravimetric analysis



SUMARIO

) IR 0 N 200 01 060N 0 TS 20
1.1. A indUstria de fragranCias. .........oouiiiiitiiti i 20
1.2. Do efeito long lasting ao universo das pro-moléculas...............cooeviiiiiiiiin .. 21
1.3. Motivagao € Justificativa PrOJet0. .. ..ueeeiett ittt e ee e eaa 22
1.4. Revis@o da Literatura. ... .....o.ouuiuiinii it 22
1.4.1. Carreadores e Sistemas de Delivery...........oueiiiiiiii i 22
R O T 5 e 1o T I o012 1 1<) 23
1.4.1.2. Reticulagao (Cross-linking)..........oouuueneii i e 25
1.4.1.3. Aprisionamento da matriz (matrix entrapment).............ccooeeveeeeeeniaieneennennnnnn. 26
R B 5 4 Lo 0] 1 Yo7 o J R 27
| B T X (e} (o7 T B SN 28
1.4.1.6. NANOMAZNETO. .. uttettt ettt et et ettt e et e e e e et et e e e e e eraeneens 29
L g 07 1 <X PN 29
R TR o ¢ i T -1 Lo 1 31
1.4.4. Polissacarideos e seus derivados como carreadores. ..........ovuvreiniiniinineeneeninineen. 36
1.4.5. Esterificagdo catalisada pela lipase EC 3.1.1.3 ... .o i 38
2. OBJETIVOS. .. iiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiinttietessttcssessstsssssstsssssssssssnnsses 43
3. METODOLOGIA.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiittimetcestcsnssessenes 44
3.1. Sintese das Pro-fragranCias. ... .....oo.eeeittint i 44
TR0 IO B/ 1<) 44
Bl 20 MO0 . .t e 45
RV OF: 1 - 1ol 1<) o V2 1o o J 46
3.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier.............................. 46
3.2.2 ESpectrometria de MaSSAS. ... ...eeuueeenteentteente et eatte et enteanteeaneeaaeenneenneeannens 46
3.2.3 Ressonancia magnética MUCIEAT. .........ouitiitiitii i aes 47
3.3 Estudo de estabilidade e liberagdo controlada das pro-fragrancias...................o.oneneee. 47

3.3.1. AnaliSe termMOGIaVvIMEIIICA. . ..u vttt ettt et e ate et et e eee et eaeae e ateeanaeenaeennees 47



3.3.2. Microextracao em fase soélida do espaco livre acoplada com cromatografia gasosa e

ESPECIIOMETITIA A MASSAS . ... .eetttntt ettt ettt et et et et et e et et e e et et e e eeeeenans 47
3.3.3. Painel sensorial. ... ... 49
4. RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccuuttiiiiiiiiiiiiiiiniiiinninnnnneeeeeinnes 52
4.1. Estudo de solubilidade dos carreadores. ... ......ooueiiiiiiiiiiiiiii e 52
4.2 Sintese de Pro-fragranCias. ... ...oo.eeeeriiiee it 54
4.3. Caracterizagao de pro-fragrancCias. .......c..ooueereiernt ettt e ee e eeeeaaees 55
4.3.1 Dados de pro-fragrancias por FT-IR.........ooiii i 55
4.3.2 Dados de pro-fragrancias por MS. .. ... i 55
4.3.3. Dados de pro-fragrancias por NMR ... ... i 61
4.4. Estudo de estabilidade e liberagdo controlada de pro-fragrancias.................oeeeeenn.. 67
4.4.1 Estabilidade e liberacdo térmica de pro-fragrancias...........c.ocoeveviiiiiniiiiiinninnn.. 67
4.4.2. Dados de pro-fragrancias por HS-SPME-GC-MS...........ooiiiiiiiiene 74
4.4.3. Painel SeNSOTIAL. ... .uetie i 84
5. CONCLUSAOQ.....cuuutttitiiissssssssssssessesesseseeeeesennnnnns 87
6.  REFERENCIAS.......ccttiiiiiiiiiiiiieiiiiiitteeeennireeceee s snnenseesonne 89

7. MATERIAL SUPLEMENTAR (APENDICES).....ccvvvueeeeerennnnnnennn. 94



20

1. INTRODUCAO

1.1. A industria de fragrancias

A perfumaria ¢ uma 4rea em que a ciéncia, tecnologia e arte se encontram:
desenvolver novas fragrancias (ndo-comestiveis) e aromas (comestiveis) que possam provocar
uma percepcao olfativa adequada as pessoas que, mesmo sem se darem conta, estdo cercadas

por um série de fragrancias e aromas na sua vida cotidiana!'l.

Durante o dia-a-dia, milhares de pessoas utilizam produtos perfumados, do
momento em que acordam, até o momento em que vao dormir. Ao acordar, uma pessoa pode
iniciar o dia tomando um banho, onde ird utilizar um sabonete, podendo ainda lavar seus
cabelos com shampoos e condicionadores. Depois de se secar, pode passar um desodorante,
um creme hidratante, filtro solar e, por ultimo, finalizar com o perfume que mais gosta de

passar o dia.

Todos esses produtos voltados para cuidados pessoais proporcionam uma pequena
porcdo de prazer durante o dia de uma pessoa comum, trazendo junto uma pequena
experiéncia que pode marcar a vida dela relacionando aqueles odores com uma fase de sua
vida. Isso sem considerar os aromas de pastas de dente, as fragrincias de amaciantes e
lava-roupas que ficam nas roupas que utilizamos, o lava-lougas que lavamos os pratos em que

comemos e outros inimeros produtos perfumados.

A industria de fragrancias tem um papel muito importante na forma como
vivemos e experienciamos nossa vida atual, sem nos darmos conta. E papel das Casas de
Fragrancias, empresas responsaveis por criarem as fragrancias e aromas, garantir que esses
produtos tragam uma experiéncia prazerosa na vida das pessoas, com seguranga e ética
ambiental. Vale ressaltar que a fragrancia ¢ uma mistura de matérias-primas de valor olfativo,

podendo ter mais de 100 moléculas diferentes em sua composicao.

A quimica tem papel fundamental no desenvolvimento dessa area, permeando por
todas as disciplinas: organica, analitica, fisico-quimica, bioquimica, materiais etc; portanto,
quimicos, farmacéuticos e engenheiros quimicos sdo especialmente essenciais para que essa

industria se sustente por longos anos.

A industria de fragrancias apresenta uma série de desafios, alguns nos quais estao
em constante e progressivo desenvolvimento. Um desses desafios ¢ o desenvolvimento de

novas tecnologias que possibilitem maiores performances, como o desenho e sintese de novas
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moléculas olfativas, o aumento de tempo de retengao dela em uma superficie, o aumento de
sua intensidade olfativa ou o aumento de sua estabilidade em uma base de produto, suscetivel

a processos de degradacgdo ou oxidacao.

1.2. Do efeito long lasting ao universo das pro-moléculas
Frequentemente, a eficiéncia de uma fragrancia ¢ medida pela sua duragdo na
superficie onde foi aplicada — quanto maior o tempo de retencdo (do inglé€s long lasting),

(261 Dessa forma, algumas tecnologias sdo empregadas para procurar atender

maior eficiéncia
a essa recorrente demanda, tal como o uso de microcapsulas, ao qual utiliza-se de um
mecanismo fisico: uma casca polimérica na qual encapsula as moléculas olfativas as mantém
mais estaveis e impedidas de evaporar/volatilizar. Apo6s a desintegragdo de sua membrana, a
fragrancia ¢ liberada, obtendo um maior controle de entrega da fragrancia, aumentando o

tempo de reten¢do na superficie aplicadal”®!.

Outro tipo de tecnologia empregada ¢ o uso de pro-fragrancias, também podendo

- 197 de fragrancias, na qual a entrega da fragrancia

ser encontrada com o nome de precursores
ocorre a partir de um mecanismo quimico: a fragrancia se liga a um carreador através de uma
ligacdo covalente em que, quando exposta ao ambiente, se quebra e entrega a fragrancia. Esse
efeito confere ao usuario a possibilidade de sentir por mais tempo uma fragrancia, na qual,
além de trazer um valor olfativo, pode conter matérias-primas da aromaterapia, capazes de
aprimorar a saude fisica e mental, como caso do citral (com efeitos de alivio a estresse e

11]

depressdo)!'"! e limoneno (efeitos anti-ansiedade e aprimoramento de aprendizagem e

memoria)!',

Da mesma forma que as pro-fragrancias sdo moléculas que fazem uma entrega
mais controlada da fragrancia, existem diversas outras proé-moléculas que fazem a entrega
mais controlada de sua molécula de interesse. Na verdade, as pro-fragrancias estao incluidas
no universo de pro-moléculas, um tema bastante abrangente, interdisciplinar e muito comum
no contexto de entrega inteligente (do inglé€s, smart delivery) de bioativos. As pro-moléculas
sdo capazes de liberar o ativo a partir de diferentes mecanismos, estimulados pelo aumento de
temperatura, mudangas no pH, indecéncia de luz, reagdes redox, agao enzimatica, hidroélise ou

oxidagao.
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O estudo de pré-moléculas, portanto, permite explorar novas formas de entregar
um bioativo, abrangendo: novas alternativas para sinteses; utilizacdo de reagentes mais
sustentaveis para sintese de pré-moléculas, utilizacdo de residuos como carreadores,

agregando valor a esse material (como o agropecuério)!'> 'Y

; liberacao controlada de
moléculas ativas, podendo haver mais de um beneficio além da entrega controlada, como o
aumento de sua estabilidade enquanto carreada. Dessa forma, ¢ de interesse da industria de

fragrancias explorar a tecnologia de pro-moléculas.

Pelo carater abrangente, os conhecimentos adquiridos no projeto nao se limitam a
area de fragrancias, podendo ser aplicados em outros setores, como sintese de pro-farmacos,
suplementos alimentares, agroquimicos mais sustentaveis, controle de pragas, dentre outros.
Também ¢ de interesse da academia o desenvolvimento de estudos de pro-moléculas, visando

uma aplicabilidade em diversos setores importantes para a sociedade.

1.3. Motivacio e justificativa projeto

O projeto visa o estudo de duas pro-fragrancias, formadas a partir da reagdo entre
o acido glicurdnico (GA) com citronelol (CIT) e com cis-3-hexen-1-0l (HEX). Para isso,
serdo investigadas trés etapas: sintese, caracterizagao e estudos de estabilidade e liberagdo das

fragrancias. Tanto CIT quanto HEX sao fragrancias de amplo uso na industria de fragrancias.

O é4cido glicurdénico ¢ um derivado da pectina e D-glicose que pode ter seu valor
agregado nessa sintese, contribuindo para uma maior performance de fragrancias contendo
grupo hidroxila. Além disso, ele ¢ um composto ndo-toxico e biodegradavel, podendo ser
amplamente utilizado em produtos cosméticos e alimenticios. E importante ressaltar que o
Brasil ¢ lider mundial na produgdo de laranja, gerando uma grande quantidade de bagago
(residuo da agroindustria), que contém a pectina como polissacarideo majoritario, abrindo

possibilidade para reutilizagao desse bagaco para agregar valor a industria de fragrancias.

1.4. Revisdo da Literatura
1.4.1. Carreadores e Sistemas de Delivery

Essencialmente, o projeto busca reduzir a volatilidade de fragrancias, através de

um sistema de smart delivery (do inglés entrega “inteligente”, mais controlada).
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Utilizando um carreador ¢ possivel criar esse sistema de delivery. Existem
diversos sistemas de delivery de moléculas (bio)ativas e a seguir serdo descritos os principais
modelos. O primeiro ¢ baseado via ligagdo covalente e sera o mais discutido, uma vez que € o

modelo utilizado para construgdo de pro-fragrancias.

Durante o projeto, ¢ possivel notar que existe uma similaridade entre esses
sistemas de delivery com sistemas de imobilizacdo de ativos, como enzimas, conforme
ilustrado na Figura 1", A diferenga entre eles é que na imobilizagdo o ativo deve ter alta
tendéncia de se manter nesse sistema durante todo o tempo, enquanto que no sistema delivery

o0 ativo deve se manter por um tempo determinado.

Figura 1. Diferentes modelos para imobilizagdo de enzimas: (A) ligagdo covalente, (B) ligacdo
covalente em multiplos pontos, (C) ligagdo covalente em multiplos pontos de enzima em suporte
funcionalizado, (D) cross-linking, (E) aprisionamento em matriz, (F) encapsulacdo, (G) adsor¢do, (H)

nanoparticulas magnéticas, (I) nanoflores hibridas; adaptado de [15]
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1.4.1.1. Ligacao covalente

Nesse modelo, o composto quimico ¢ ligado covalentemente em um carreador,
formando uma ligacdo relativamente estavel, na qual deve quebrar no momento em que o
ativo deve agir. Esse sistema de smart delivery ¢ o que sera utilizado nesse projeto, para
formar pro-fragrancias. O desafio desse modelo ¢ formar uma ligagdo que seja estavel, mas

1abil quando deve entregar o ativo.

Sobre esse tipo de sistema, existe a chamada quimica covalente dinamica (do
inglés dynamic covalent chemistry), na qual estuda as reagdes reversiveis como forma de

entregar bioativos de forma controlada. Alguns exemplos populares dessa quimica estdo na
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Figura 2. Observe que sdo reagdes de condensagio reversiveis!'®),

Figura 2. Trés estruturas quimicas utilizadas como pro-moléculas de ligagdao covalente; adaptado de
[16]

/OH
SH
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+ + + OH
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0—R,
* X=CH,: imina; Dissulfeto Ester de Borato

* X=NH: hidrazona;
+  X=NH; Y=C(0):
acilhidrazona;

+  X=0: oxima.

Para o primeiro caso, a esquerda, ¢ possivel trabalhar com ativos aldeidos/cetonas
ou aminas como bioativos, sendo um exemplo a formacdo de Bases de Schiff (aldeido mais

amina primaria); para o segundo caso, tiois e, para o terceiro, acidos de boro ou alcoois.
As Bases de Schiff sdo amplamente utilizadas na industria de fragrancias, como o
caso do Aurantiol: uma Base de Schiff formada a partir do hidroxicitronelal e antranilato de

metila, conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Formagdo de pro-molécula do tipo Base de Schiff (Aurantiol), indicando estrutura

molecular, pressdo de vapor (20-25 °C) e descrigdo olfatival'”

tlj 0 0o
M\/ 4 HN . HO)I\/\/L/\ + HO
OH -

Hidroxicitronelal Anfranilato de Metila Aurantiol

0,0030 mmHg 0,0160 mmHg 0,0040 mmHg

Floral-doce, facetas Floral, flor de laranjeira Floral, flor de laranjeira (neroli),
citricas verdes e meldo (neroli), quente, doce, for de tilia, muguet e facetas de uva

Jacetas de uva
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Conforme ilustrado, o antranilato de metila possui um vapor de pressao quatro
vezes maior que o aurantiol. Como a pressdo de vapor estd diretamente relacionada a

volatilidade, o aurantiol ¢ bem menos volatil que o antranilato de metila.

O aurantiol ¢ utilizado tanto quanto matéria-prima olfativa em si (sem necessidade
de liberar seus reagentes) uma vez que tem valor olfativo, apresentando 6tima performance
em produtos para lavanderia (amaciantes e lava-roupas); quanto como uma pré-fragrancia, ja

que pode sofrer hidrdlise e liberar simultaneamente o hidroxicitronelal e antranilato de metila.

A ideia por tras da quimica covalente dinamica ¢ que conforme o ativo for sendo
liberado, ele serd consumido ou simplesmente retirado do sistema inicial (por exemplo ao ser
evaporado/volatilizado), reduzindo sua concentragdo, favorecendo o deslocamento quimico a
favor de sua formagao. Assim, ao longo do tempo, a reagdo vai ocorrendo de acordo com uma
cinética regida pelas condi¢cdes do ambiente (luz, presenca de agua, enzimas, oxigénio etc) e

da intera¢do com a matriz (pele humana, tecido de algodao, piso etc).

1.4.1.2. Reticulacao (Cross-linking)

A reticulagdo (do inglés cross-linking) ¢ a formagdo de ligagdes covalentes ou
forcas de van der Waals adicionais entre as moléculas de um sistema polimérico (composto de
uma ou mais espécies quimicas de polimeros). Essas ligacdes ou interacdes adicionais podem
ocorrer entre as proprias moléculas do sistema polimérico ou sob agdo de um agente
reticulador adicionado. Isso resulta na criagdo de uma espécie de rede tridimensional, uma

matriz, alterando as propriedades fisico-quimicas do material.

O cross-linking pode ocorrer naturalmente ou ser induzido por meio de processos
quimicos ou fisicos, como emissao de calor, radiacao ou inserir agentes de reticulagdo. E uma
das técnicas utilizadas para a fabricacdo de materiais como plasticos, borrachas, adesivos e

resinas, podendo oferecer maior resisténcia mecanica, durabilidade e estabilidade térmica.

Nesse tipo de delivery, o ativo ¢ o agente de reticulacdo, formando ligagdes
covalentes ou interagindo com certas cadeias dos polimeros nesse sistema. Assim, o carreador
¢ o sistema polimérico, o ativo ¢ o agente de reticulagdo e a pro-molécula € o sistema

reticulado.
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Um exemplo de pro-molécula desse tipo € o pro-farmaco PSPA-PEG-Cisplatina
(PSPA-PEG-Pt), formado em duas etapas: (1) o ativo cisplatina ¢ incorporado a um polimero
de polietilenoglicol (PEG) como um ligante, que depois ¢ integrada a um copolimero com
nucleo de poli[(p-iodometil)estireno] e bracos de acido poliacrilico (PSPA); (2) o ativo
cisplatina ¢ adicionado em seguida como agente reticulador, interagindo entre as cadeias de

PSPA, conforme a Figura 4['®,

Figura 4. Formacao de pro-molécula do tipo cross-linking (PSPA-PEG-Pt) em duas etapas; adaptado
de [18]

PSPA PSPA-PEG PSPA-PEG-Pt

A cisplatina (Pt) tem uma dupla atuacao na estruturagao desse pro-farmaco: como
ligante entre PEG e PSPA (primeira etapa) e como agente de reticulagdo (segunda etapa). Em
ambas as etapas, ele ¢ parte integrante do sistema, fazendo ligagdes/interacdes entre

polimeros.

A cisplatina ¢ um agente quimioterdpico utilizado no tratamento de cancer, que
apresenta efeitos colaterais significativos devido a sua toxicidade sist€émica em sua forma
livre. Assim, a PEG-Pt e PSPA-PEG-Pt sdo uma alternativa para tratamentos com menor

efeito colateral.

1.4.1.3. Aprisionamento da matriz (matrix entrapment)

No aprisionamento da matriz o ativo ¢ incorporado dentro de uma matriz, como
um sistema polimérico (normalmente reticulado), hidrogéis, lipossomas, microesferas ou
nanoparticulas. Essa matriz forma uma espécie de "rede" tridimensional, onde o ativo ira se

acomodar/incorporar.
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Um exemplo desse sistema ¢ o uso de pro-farmacos na forma de nanogéis:
poliglicerol hiper-ramificado e reticulado com ligacdes dissulfeto, biodegradaveis e

biocompativeis, que podem ser degradados sob condi¢des intracelulares redutivas!'.

1.4.1.4. Encapsulacao

Nesse  método, o ativo ¢  totalmente envolvido por uma
capsula/membrana/casca/parede protetora, que impede sua liberacdo imediata. Essa capsula
pode ser feita a partir de diferentes materiais, mas normalmente ¢ formada por polimeros.
Além disso, pode ser em escala microscopica (microcépsulas) ou nanoscopica (nanocapsulas).
Essa técnica pode ser utilizada em diversos setores, como alimenticio, de farmacos e

fragrancias.

Na industria alimenticia, os aromas tém seu sabor preservado em microcapsulas
(normalmente feitas de amido), sendo liberados por for¢ca mecanica induzida ao ranger os

dentes e hidrolise (pela saliva) durante a mastigagao.

Na industria de fragrancias, ¢ muito comum o uso dessa técnica para
microencapsular composi¢des de fragrancias em formulagdes de amaciantes, que permitem a
deposicdo dessas capsulas nas fibras de tecidos das roupas. Essas microcapsulas podem ser
formadas a partir de diferentes polimeros, como poliacrilatos, poliureia, quitosana, alginato e

melamina.

Quando o tecido esta seco e ¢ aplicada forca mecanica (atrito com o tecido), as
capsulas se rompem e a fragrancia ¢ liberada, permitindo o efeito long lasting. Se a roupa
ficar guardada em uma gaveta comum, por exemplo, ¢ possivel que a fragrancia fique

protegida por meses dentro dessas microcapsulas. A Figura 5 ilustra esse cendrio.

Figura 5. Deposi¢do de microcapsulas (membrana de cor vermelha) com fragrincia (cor amarela)
durante lavagem de roupas: (1) produto de lavanderia com microcapsulas, (2) lavagem com produto,

(3) microcapsulas depositadas nas fibras de tecido, susceptiveis a liberar fragrancia; adaptado de [20]

1. 2.
OO0
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1.4.1.5. Adsor¢ao
A adsor¢do ¢ o resultado de interacdes intermoleculares (forgas de van der Waals)
entre o ativo e o carreador. O carreador pode ser composto de diferentes materiais, como

resinas de poliacrilato, ciclodextrinas, silicas e quitosana modificada.

Uma enzima lipase pode ser imobilizada em uma resina de poliacrilato
macroporoso, como a Novozym® 435 (Lipase B de Candida antarctica CAL-B imobilizada
em Lewatit® VP OC 1600). Esse processo facilita a separagio da enzima apds reagdo
(bio)catalisada, reduz custos de processamento, permite possibilidade de reutilizagdo,

aumenta estabilidade frente a solventes organicos e altas temperaturas'?".

A ciclodextrina pode ser utilizada como carreador para moléculas de fragrancias,
aumentando sua solubilidade em agua e reduzindo sua taxa de evaporagao, obtendo uma
liberagdo mais controlada. As ciclodextrinas fazem parte de uma classe de oligossacarideos
ciclicos que contém uma cavidade central relativamente hidrofobica e uma superficie externa
hidrofilica, permitindo interacdes entre fragrancias e sua porcao hidrofobica. Este fendmeno ¢
reversivel e leva a um equilibrio entre o ativo livre e imobilizado. A desvantagem do uso de
ciclodextrinas para a indistria de fragrancias ¢ que normalmente esse equilibrio ndo ¢
facilmente controlado, de forma que muitas fragrancias podem ser liberadas ainda dentro de
um produto, ou seja, tendo sua estabilidade comprometida. Além disso, € comum que outras
moléculas hidrofobicas da composi¢ao do produto compitam entre moléculas de fragrancias
para interagir com a por¢do hidrofobica da ciclodextrina, favorecendo ainda mais o equilibrio
para formagdo de fragrancia livre/™. A Figura 6 mostra as trés principais estruturas de

ciclodextrinas (a, B e y)?.

Figura 6. (a) Estrutura geral da ciclodextrina (os derivados a, B ¢ v sdo definidos porn=1,2 ¢ 3,
respectivamente) e (b) representacdo esquematica da estrutura tridimensional, definidas pelo arranjo

das unidades de glicose; adaptado de [23]
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Alguns autores consideram o uso de ciclodextrinas como encapsulagdao, no
entanto, diferentemente das capsulas, a ciclodextrina n3o é um sistema que envolve

totalmente o ativo, como descrito em 1.4.1.4 (encapsulagao).

1.4.1.6. Nanomagneto

Nanomagnetos sdo uma classe de nanoparticulas que sdo sensiveis a campos
magnéticos. Comumente possuem dois componentes: um material magnético, geralmente
feito a partir de ferro, niquel e cobalto, ¢ um componente quimico que possui

funcionalidade*!, que se liga ao ativo.

Um exemplo hipotético de nanomagneto pode ser formado de um nucleo feito de
Fe;0,, que tem propriedades superparamagnéticas (apresenta magnetizagdo na presenca de
um campo magnético externo) e uma casca de SiO, ou de biopolimeros, como
carboximetilcelulose e quitosana. A representacdo para esse sistema (nlcleo mais casca) ¢
escrito como Fe;0,@Si0,. Depois, ainda € possivel adicionar ligantes, por exemplo contendo
grupos de amina primaria nos terminais externos (L-NH,), que entdo, se liga a uma enzima.
Assim, uma enzima ¢ imobilizada por Fe;0,@Si0,@-NH,@enzima. Ou seja, um
nanomagnéto pode ser representado como material

magnético@revestimento/casca@ligantes@ativo.

Na érea de pro-firmacos, os nanomagnétos podem fazer o direcionamento
magnético de farmacos (do inglés magnetic drug targeting - MDT), sendo estudo para
desenvolvimento de diferentes tipos de tratamento para cancer e doencgas arteriais, como a
aterosclerose!®”!. A nanoparticula superparamagnética de 6xido de ferro ¢ muito utilizada para

desenho de pro-farmacos®®,

1.4.2. Prodrugs

Um pro-farmaco, do inglés prodrug, ¢ definido como um derivado quimico que ¢
farmacologicamente inativo até que seja convertido in vivo na porgéo ativa do farmacol®”. Por
essa defini¢do, uma prodrug nao necessariamente utiliza um sistema de ligacao covalente para

entregar um ativo, conforme ja visto em exemplos do tépico 1.4.1.

Os pro-farmacos sdo compostos que, apos administrados, sdo metabolizados

(convertidos pelo corpo) em um ativo farmacolégico. Esse tipo de agdo substitui a introducao
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direta do ativo farmacologico, de forma que, ao ser liberado de forma controlada, ha melhor
absor¢do do ativo, possibilitando maior eficiéncia de tratamentos com menores dosagens de

ativo aplicado® *!

. Um exemplo de pro-farmaco ¢ o acido acetilsalicilico, a Aspirina
(analgégico, antipirético e anti-inflamatorio), desenvolvida por Felix Hoffman, pela empresa
Bayer, em 1897: ela sofre uma reacao de hidrolise, facilitada por enzimas esterases da regiao
intestinal, liberando o é4cido salicilico como produto ativo®”. Outros exemplos: Enalapril

(tratamento de hipertensdo) e Valacyclovir (antiviral para tratamento de herpes)®”.

Para que os ativos farmacoldgicos exer¢am sua agdo, ¢ comum que eles enfrentem
diversos desafios antes de alcangarem o local especifico onde devem atuar. Alguns exemplos
desses desafios sdo: barreira intestinal, a barreira hematoenceféalica e reagcdes metabdlicas que

podem inativa-los®®”.

A maior parte dos fadrmacos se dispersa de forma aleatéria pelo organismo, de
forma que apenas uma pequena quantidade chega ao local de acdo. Para que uma quantidade
efetiva atinja o local desejado, sem causar efeitos colaterais sistémicos graves, o medicamento
deve possuir certas caracteristicas fisicas e quimicas que facilitem sua passagem por varias
membranas bioldgicas, evitando assim a inativagdo metabdlica por enzimas e a retengdo nos
tecidos corporais que podem resultar em efeitos indesejados a longo prazo. Essas
caracteristicas fisicas e quimicas desejaveis nem sempre estdo presentes em compostos
farmacologicamente ativos. Uma estratégia que permite uma maior quantidade de acdao do
farmaco ¢ aumentar a dosagem do medicamento, no entanto, isso pode aumentar os efeitos

colaterais e o custo final da formula¢do do remédio”.

Uma prodrug, por outro lado, ¢ uma forma de manter o ativo inativado
(parcialmente ou totalmente), liberando o fAirmaco ativo dentro do organismo. Como existem
diversos sistemas biologicos dentro de um corpo, ¢ importante ressaltar que ndo existe um
modelo tnico de prodrug que pode contemplar qualquer sistema bioldgico, sendo essencial
estudar o local de liberacdo e quais barreiras biolodgicas a prodrug deve resistir. Portanto,
existem varios mecanismos de ativagdo/liberacdo de prodrug. Dois exemplos comuns sdo:

liberagdo metabolica mediada por enzimas presentes no sistema bioldgico e a hidrolisel*”.,

As vantagens das prodrugs podem proporcionar: aumento da biodisponibilidade,

alivio da dor no local da inje¢do, reducao de sabor desagradavel do remédio, diminui¢ao da
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toxicidade ou efeitos colaterais, diminui¢do da inativagdo metabolica, aumento da estabilidade
quimica e agdo prolongada do ativo*”. Seu beneficio ndo se restringe apenas quando ingerida,
j& que pode facilitar processos, como formulagdo, manipulacido e vida util (estabilidade) do

ativo farmacolégico.

Considerando essa explicacdo, a seguir seguem algumas questdes que devem ser
consideradas ao desenvolver uma prodrug:
e Solubilidade adequada, como maior solubilidade em lipidios (importante por conta da
bicamada lipidica celular) ou agua;
e Estabilidade quimica, para que o farmaco possa ser formulado e tenha uma validade
adequada;
e Biodisponibilidade adequada, a depender do sistema biologico alvo;

® Design molecular adequado, para ser liberado majoritariamente no local de tratamento.

Um fato interessante € que existem prodrugs naturalmente, como ¢ o caso da

pro-insulinal®”, sintetizada nas células beta do pancreas.

1.4.3. Pré-fragrancias

O termo pro-fragrancias muito provavelmente veio das prodrugs, que possuem
uma aplicabilidade mais antiga que as pro-fragrancias. O conceito geral da tecnologia de
pro-fragrancia € centrado na ideia de realizar a imobiliza¢do temporaria de uma molécula de
valor olfativo através de um carreador, formando um precursor de fragrancia, ou seja:

Carreador + Fragrdncia = Pro-Fragrancia

Pela literatura, o sistema de delivery de uma pro-fragrancia é pela ligacdo
covalente. Nao ¢ usual encontrar o termo pro-fragrancia utilizando outros sistemas de
delivery, diferentemente das prodrugs que utilizam outros sistemas de delivery. Considere

fragrdncia uma molécula de valor olfativo.

Apos a reacao de condensacgdo entre o carreador e a molécula olfativa, o produto
de maior massa molecular proporciona uma significativa redugdo na volatilidade, pois tem
maiores interagdes intermoleculares (forgcas de Van der Waals) dipolo-dipolo ou

diplo-induzido, devido a maior 4rea superficial. A reducdo da volatilidade pode ser verificada
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pela reducdo da pressao de vapor (que esta diretamente relacionado com a volatilidade) entre

a molécula de fragrancia-alvo e a pro-fragrancia.

Para que essa tecnologia tenha efeito, € necessario que ocorra a reagao inversa
ap6s a exposicao da pro-fragrancia ao ambiente em que o usudrio ird encontrar a fragrancia.
Ou seja, a ligacdo covalente entre o carreador e a molécula olfativa deve quebrar, acionando e
liberando a fragrancia, podendo ocorrer pelo aumento de temperatura, a¢do enzimatica,

mudanca de pH ou presenca de dgua/oxigénio (hidrolise/oxidagio)>,

Para entender melhor qual ¢ o efeito da pro-fragrancia, ¢ possivel relacionar a
concentra¢do (mg mL™") de uma molécula olfativa em uma solugio exposta a superficie de um

sistema aberto em fun¢do do tempo (h), conforme representado pela Figura 7.

Figura 7. Conceito de pro-fragrancia: a) Concentragdo de fragrancia em fungdo do tempo; b) conceito
de liberacdo controlada de fragrancia via precursor; c) representacdo simplificada das fragrancias em

funcdo do tempo (0-3)
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Uma outra maneira de compreender esses sistemas seria a possibilidade de
verificar, em um uUnico instante de tempo, a posi¢do das moléculas olfativas, como uma
“foto”, observado pela Figura 8. Para essa situacdo, podemos considerar um sistema aquoso,

contendo fragrancia, aberto e submetido a pressao atmosférica.
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Figura 8. Representacdes simplificadas: I) liberagdo de fragrancia vermelha; II) liberagdo controlada
de fragrancia verde, via precursor verde-azul; III) sistema [ + II; IV) sistema III, onde a esfera azul

também possui valor olfativo

O conceito de pro-fragrancia pode ser observado na propria natureza, em que

plantas podem modificar as fragrancias para que tenham maior controle de sua liberagdo, que
atuam como mensageiras entre plantas de espécies diferentes ou da mesma espéciel®'l. As
moléculas olfativas devem ser volateis, normalmente de baixa massa molecular, para que haja
uma maior eficiéncia na sua evaporagdo e, portanto, em sua transmissdo®?, no entanto, isso
causa uma dificuldade em manter essa fragrancia por um tempo adequado no organismo.
Além disso, essas moléculas comumente sdo hidrofobicas, o que causa uma segunda
dificuldade, dessa vez de transporte no organismo®?!. Dessa forma, manter fragrncias no

organismo em sua forma livre, ou seja, sem carreador, ¢ duplamente dificultoso.

Para liberar essas biomoléculas, como fragrancias, feromonios e outros compostos
sinalizadores, espécies de plantas mantém sua fragrancia modificada a partir de uma ligagao
covalente entre a molécula sinalizadora e um precursor/carreador (geralmente na forma de
acidos graxos, carotenoides, aminoacidos ou glicosideos); formando uma molécula
ndo-volatil. Depois, essa pro-fragrancia € quebrada por uma reagdo enzimatica, que permite

um maior controle da liberagdo/evaporagio do composto sinalizador®' %,

Existem inimeros exemplos de pro-fragrancias, algumas delas ja abertamente
comercializadas, sendo encontradas principalmente por duas empresas que sdo Casas de
Fragrancias: Givaudan e Firmenich (recentemente englobada pela DSM). Na Givaudan, a
linha de pro-fragriancias é chamada de Scentaurus® e na Firmenich de HaloScent®. A linha da

Givaudan trabalha principalmente com pro-fragrancias que sdo acordes, ou seja, ¢ feita a



34

condensa¢do de duas moléculas de valor olfativo com grupos funcionais reativos entre si, de
forma que seja liberado duas fragrancias simultaneamente. Atualmente, a Firmenich também
trabalha com essa abordagem. No proprio website das empresas € possivel encontrar essas

informagdes.

A Hexarose® é uma pro-fragrancia éster, formada a partir do geraniol (fragrancia
com hidroxila) e acido palmitico. Essa molécula pode ser utilizada em formulacdes de
detergente lava-roupas, que, durante a lavagem de roupas, ¢ depositada nas fibras de tecido
juntamente com enzimas lipases contidas em amaciantes. Apos o contato das enzimas do
amaciante com a pro-fragrancia do lava-roupas, ela sofre uma hidrolise enzimatica, liberando

o geraniol”-34,

Pro-fragrancias do tipo acetal podem ser ativadas por hidrélise: fragrancias com
hidroxila (como geraniol e alcool fenetilico) podem condensar com um sal derivado de sal

piridoxal (derivado da vitamina B6) e formar pro-fragranciast®>-*®,

A ciclamoxazolidina ¢ uma pro-fragrancia do tipo oxazolidina biciclica, utilizada
para liberagdo de duas unidades de aldeido ciclamen, que possui nota floral-muguet. A Figura
9 mostra a pro-fragrancia sendo liberada pelo contato com ar ou umidade (sofre hidrélise ou

oxidagdo), para liberar duas moléculas de aldeido ciclamen’- I,

Figura 9. Ciclamoxazolidina como pro-fragrancia; adaptado de [37]
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A Scentaurus Tonkarose® é uma pro-fragrincia ativada pela presenga de luz, que
induz a isomerizagdo trans (E) para cis (Z), seguida de lactonizagdo espontanea, liberando a
cumarina (doce, nuancias de coco e feno recém-cortado) e 9-decen-1-ol (fresco, verde,
graxoso, ceroso-floral-rosa). A lactonizagdo ¢ a formagdo de um éster ciclico, nesse caso
ocorrendo através de uma esterificagdo intramolecular, espontanea por formar um anel estavel
(processo espontaneo quando a estrutura formada ¢ de 5 ou 6 membros). A Figura 10

representa essa pro-fragrancial®” %49,
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Figura 10. Scentaurus Tonkarose® como pro-fragrancia precursora da cumarina e 9-decen-1-ol;

adaptado de [37]
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O Haloscent D® ¢ um produto de adigdo conjugada entre o tiél dodecano ¢ a
fragrancia y-damascona, que possui uma carbonila o,fB-insaturada. Apds exposi¢cdo ao ar
(presenca de umidade/agua ou oxigénio) essa pro-fragrancia pode ser ativada através de um
mecanismo de retro-adi¢do 1,4. As fragrancias liberadas sdo 7y-damascona (frutado,

floral-rosa) e aldeido laurico (aldeidico, citrico). A Figura 11 representa esse processol” 4142,

Figura 11. Formagido de Haloscent D® como pro-fragrincia e sua quebra na presenca de ar, formando

v-damascona ¢ aldeido laurico; adaptado de [37]
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Haloscent D® y-damascona aldeido laurico

Algumas patentes ndo se limitam no ramo de fragrancias: como pré-fragrancias ¢
uma tematica do conceito de pro-moléculas, a tecnologia pode se aplicar a diversos outros
setores que buscarem interesse naquela estrutura molecular minima patenteada (ex. farmacos,

agroquimicos, preservastes, tintas, pesticidas entre outros).

Analisando as tecnologias ja existentes descritas em patentes e artigos, esse
projeto busca investigar uma forma alternativa de pro-fragrancia, utilizando polissacarideos
ou seus derivados, como carreador. Dessa forma, além da investigagdo (tedrica e
experimental), o projeto possui teor inovador, buscando solugdes alternativas para o desenho

de pré-moléculas, mais especificamente, pro-fragrancias. E importante ressaltar que embora o
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projeto foque em pro-fragrancias, todo o estudo nao deve se limitar a apenas fragrancias como

ativos, uma vez que servird de inspirag¢@o para outras areas de aplicagao.

1.4.4. Polissacarideos e seus derivados como carreadores

Uma grande quantidade de residuos da agroindustria ¢ inutilizada como, por
exemplo, no Brasil, onde existe uma expressiva atividade agricola que contribui para uma
grande quantidade de biomassa subutilizada. Por exemplo, a colheita de milho no Brasil
ocupa uma area de 18-20 milhdes de hectares (ha), com uma produgio de 5-6 t.ha™, potenciais
desperdicios da casca do milho. Outros exemplos de alta quantidade de biomassa residual sdo:

bagaco da laranja, palha de cana e residuos do café.

Em 2018, foi estimado que o Brasil produz uma média de 80 milhdes de toneladas
de residuos de biomassa por ano, representando 8% de milho, 20% de agucar e 32% de café
produzido e fornecido globalmente. A maior parte dos residuos do milho e cana sdo utilizados
para produzir biogds e bioetanol, enquanto que do café sio queimadas ou utilizadas como
fertilizantes. Além disso, o Brasil representa a maior producio de laranja no mundo, gerando
em torno de 8,5 milhdes de toneladas de residuos por ano, em que algumas industrias utilizam

para producio de paletas de polpal*.

Os residuos de biomassa sdo potenciais fontes para producdo de commodities,
como combustiveis renovaveis e materiais de origem natural (bio-based) — celulose,
hemicelulose, pectina, lignina, entre outros. Esses materiais agregam valor aos residuos e
proporcionam valorizagdo econdmica aos cultivos no Brasil, por exemplo, na industria de
quimica fina. Um exemplo de valorizacdo dessa biomassa ¢ a obtencdo de nanofibras de
celulose (do inglés cellulose nanofibers — CNF) a partir de um tratamento em meio alcalino
(NaOH em solugdo aquosa — rompe ligacdes de hidrogénio entre as fibras), seguido de
tratamento com NaCl e extracdo com acido oxalico, resultando em CNF de diametro entre 50
e 70 nm, com rendimentos de 38,5% para casca de milho e 24% para palha de cana. A
industria de farmacos ja possui aplicacdes em que utilizam CNF e CNC (do inglés cellulose

nanocrystals)'> 14,

O polissacarideo quitosana ¢ caracterizado por uma distribuicdo randomizada de
monomeros de D-glucosaminas e N-acetil-D-glucosaminas, ligados de forma B-(1—4), sendo

um dos materiais biodegradaveis mais abundantes no mundo, podendo ser obtidos pelo
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exoesqueleto de organismos marinhos (ex. conchas de crustdceos e lulas), por fungos ou
insetos. Suas aplicagdes sdo vastas devido, principalmente, & sua alta biodegradabilidade,
biocompatibilidade e baixa toxicidade, sendo encontrada nos setores alimenticio, cosmético,
biomédico, farmacéutico e agricolat**.

Além da possibilidade de trabalhar com a funcionalizagdo da quitosanat***"!

e
celulose, também ¢ possivel investigar mondmeros desses polissacarideos, como as
glucosaminas no caso da quitosana, a glicose para o caso da celulose a o acido glicurénicol*®

¥ para o caso da pectina.
Com a utilizacdo desses compostos como carreadores de fragrancias, ¢ possivel
obter uma pro-fragrancia (Tabela 1) em que existem possiveis caminhos para trabalhar no

design dessa molécula.

Tabela 1. Opg¢des de polissacarideos e seus derivados como carreadores de fragrancias

Polissacarideo/ | Carreador Fragrancia Reacio Pro-
derivado Quimica fragrancia
Celulose/ Hidroxila C6, C3| Carbonila Acetalizagdo Acetal/Cetal
glicose C2 (aldeido/cetona)

Celulose/ Hidroxila C6 Hidroxila (&lcool) |Glicosidagao Glicosideo
glicose

Celulose oxidada| Carboxila C6 Hidroxila (alcool) |Esterificacdo Ester
Quitosana/ Amina C2 Carbonila (aldeido) | Aminagao redutiva| Amina
glucosamina secundaria
Quitosana/ Amina C2 Carbonila (aldeido) | Iminagdo Imina
glucosamina

Pectina/ Carboxila C6 Hidroxila (4lcool) |Esterificagdo Ester

acido glicurénico

A pro-fragrancia desejavel para o projeto buscara:
e Ser um novo produto (nova molécula)
e Ser compativel/estavel em matriz contendo etanol ou agua;
e Ser soluvel em solventes comuns na industria de fragrancias (dipropilenoglicol e

propineloglicol);
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e Sintese com poucas etapas;

e Sintese que permita fluxo de trabalho simples para escala industrial;

e Molécula ndo-patenteada;

e Boa solubilidade do carreador em dipropilenoglicol ou propilenoglicol, 4gua e etanol;

e Reutilizacdo de residuos (do inglés upcycling) como carreadores e biocatalise sdo

desejaveis.

Uma boa solubilidade do carreador nos solventes mencionados acima ¢ altamente
desejada, partindo da hipotese de que a pro-fragrancia terd uma ligagdo relativamente labil
(ligacao relativamente fraca e reversivel), o que significa que se o produto final conter um
pouco do carreador livre, ele estara solivel na matriz e, portanto, ndo serdo formados
precipitados ou porg¢des insoluveis. Além disso, caso o grau de pureza da pro-fragrancia ndo

seja tdo alto (para viabilidade de custo), € importante que o carreador residual possa ser

soluvel.

O projeto levou em conta o design de uma pro-fragrancia obtida a partir de

polissacarideos ou seus derivados, mais especificamente com:

e Nanofibras de celulose (CNF, do inglés cellulose nanofibers);
e Nanocristais de celulose (CNC, do inglés cellulose nanocrystals);
e Quitosana ou glucosaminas;

e Pectina ou 4cido glicurdnico.

O é4cido glicuronico foi escolhido como modelo de carreador para esse projeto,
por ter uma melhor solubilidade nos principais solventes utilizados na industria de fragrancias

e ter carater inovador como carreador de fragrancias.

1.4.5. Esterificacio catalisada pela lipase EC 3.1.1.3

O citronelol (CIT) e o cis-3-hexen-1-0l (HEX) sdo moléculas de grande valor
olfativo para a industria de fragrancias, que possuem um grupo hidroxila, sendo alcoois
primarios, reativos ao carreador acido glicuronico (GA). Uma reacdo de esterificacdo foi
mediada biocataliticamente utilizando uma enzima lipase imobilizada e, além disso, facilitada
por peneira molecular, deslocando o equilibrio reacional na direcdo de formagao do produto,

na medida em que retém a dgua formada pela esterificagdo®® !, conforme sugere a Figura 12.
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Figura 12. Esterificagdo entre GA e CIT (esquema superior) e entre GA e HEX (esquema inferior),

catalisada por enzima lipase, formando pro-citronelol (PRO-CIT)
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A lipase (E.C.3.1.1.3, BRENDA), ¢ uma hidrolase (3), atua em ligagdo éster (3.1),
hidrolase de éster-carboxilico (3.1.1) e lipase triacilglicerol (3.1.1.3). E uma enzima
encontrada em diversos organismos, animais, plantas, fungos e bactérias. E uma lipase
ndo-especifica amplamente utilizada na area de pesquisa. Ela naturalmente atua na hidrolise
de triglicerideos, ¢ estereoespecifica tanto na hidrolise quanto na sintese organica e tem uma
aplicacio potencialmente importante na sintese de glicolipideos. E uma lipase que contém 9
folhas-P, 7 delas no ntcleo; 10 a-hélices, em que trés delas (a-5, a-6 ¢ a-10) formam o sitio
ativo. A conformagdo geral da estrutura ¢ estabilizada por trés ligagcdes dissulfeto entre

cisteinas Cys22-Cys64,Cys216-Cys-258 ¢ Cys293-Cys3152,

A faixa otimizada de operacdo da lipase ¢ de pH 5-9 e temperatura de 40-60 °C. O
coeficiente de extingdo (280 nm em agua) é de 1,239 L g'' cm™ quando os residuos Cys estdo
reduzidos®¥. Se a rea¢do catalisada for a hidrolise de um éster, ¢ indicada a adi¢do de agua a
mistura reacional, caso contrario a agua provavelmente ndo ¢ necessaria, podendo ser
prejudicial, como o caso da esterificagdo feita no projeto™,

A Figura 13 ilustra as estruturas primaria, i.e. a sequéncia FASTA (diregdo N

terminal a C terminal)?**), secundarial®” e terciarial®®.
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Figura 13. Estruturas primaria (a), secundaria (b), e terciaria (c) da lipase

a)

LPSGSDPAFSQPKSVLDAGLTCQGASPSSVSKPILLVPGTGTTGPQSFDSNW
IPLSTQLGYTPCWISPPPFMLNDTQVNTEYMVNAITALYAGSGNNKLPVLTWSQGGLV
AQWGLTFFPSIRSKVDRLMAFAPDYKGTVLAGPLDALAVSAPSVWQQTTGSALTTAL
RNAGGLTQIVPTTNLYSATDEIVQPQVSNSPLDSSYLFNGKNVQAQAVCGPLFVIDHA
GSLTSQFSYVVGRSALRSTTGQARSADYGITDCNPLPANDLTPEQKVAAAALLAPAAA
AIVAGPKQNCEPDLMPYARPFAVGKRTCSGIVTP

b) c)

313 B9 _ 314

A lipase atua na interface entre a fase aquosa (mais polar) e organica (menos
polar) em um sistema bifasico, em que naturalmente atua na hidrolise de ésteres. O acesso ao
sitio ativo € controlado pela abertura de uma protecdo do sitio ativo formada pela a-hélice 5
(a-5, Figura 13 b) que, quando fechada, esconde a regido de superficie hidrofobica que
envolve o sitio ativo. Essa prote¢ao de cadeia polipeptidica se abre quando a enzima entra em
contato com uma interface 6leo-adgua (ativacao interfacial), através da movimentacao da a-5
em direcdo a a-10. Para que essa lipase atue na esterificagdo ao invés da hidrolise, o
terc-butanol foi selecionado como solvente (um 4lcool terciario em que héd baixa
probabilidade de ocorrer esterifica¢do), além de nao adicionar dgua. Além disso, a formagao
de agua formada pela esterificagdo foi removida com peneiras moleculares, uma vez que a
agua formada dificultaria a formacdo do produto-éster devido ao Principio de Le Chatelier.
Assim, € possivel atribuir que o mecanismo de acdo dessa esterificagdo ocorre de forma mais
lenta, pela dificuldade dos reagentes entrarem em contato com o sitio ativo, pela presenca da

regido fechada de cadeia polipeptidica, havendo menor propensio a ativacdo interfaciall®” %,
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O sitio ativo onde ocorre a esterificagao ou hidroélise inclui residuos cataliticos de
uma triade catalitica de serina (Ser105), histidina (His224) e acido aspartico (Aspl187). A
reacdo ¢ favorecida devido a participagdo de residuos do buraco oxidnion, uma regido que
circunda a triade catalitica: os residuos de aminoacidos de glutamina (GIn106) e treonina
(Thr40), em que o grupo N-H atua na estabilizagcdo de intermediarios tetraédricos e do proprio
acido glicuronico ao adentrar no sitio catalitico. O nitrogénio tem alta capacidade de atrair a
nuvem eletronica para si, causando uma deficiéncia eletronica no hidrogénio N-H; dessa
forma, os residuos do buraco oxidnion N-H estabilizam a permanéncia do acido glicurénico
através de interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio de N-H com o oxigénio carbonilico; além
de estabilizar os intermediarios tetraédricos formados, em que N-H interage com o oxigénio

carregado negativamente. O mecanismo de reagdo € ilustrado na Figura 145,

O termo "buraco oxianion" ¢ usado para se referir a uma estrutura interna que
fornece um espaco 3D que estabiliza e acomoda um 4atomo de oxigénio carregado
negativamente no estado de transicdo. O oxidnion ¢ uma espécie intermedidria carregada
negativamente formada durante reagdes catalisadas por enzimas. O prefixo "oxi" refere-se ao
atomo de oxigénio do anion. O "buraco" indica que existe um espaco disponivel dentro do

sitio ativo da enzima que acomoda e estabiliza esse intermediario.
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Figura 14. Esterificacdo catalisada por lipases. Triade catalitica representada em preto; residuo do
buraco oxidnion em azul; por¢do do acido em vermelho; por¢do do alcool em marrom. (a) Ataque
nucleofilico da hidroxila-serina ao carbono carboxilico do acido; (b) intermediario tetraédrico; (c)

intermedidrio acil-enzima e ataque nucleofilico da hidroxila-alcool; (d) intermediario tetraédrico; ()

formagao do éster e regeneracdo da enzima livre; adaptado de [60]
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2. OBJETIVOS
O projeto contém trés principais objetivos: (1) sintese, (2) caracterizagdo e (3)

estudo de estabilidade e liberagao de pro-fragrancias.

1. Sintese

Esterificagdo entre o carreador acido glicuronico (GA) e as fragrancias

citronelol (CIT) e cis-3-hexen-1-ol (HEX), via biocatalise.

2. Caracterizacao

Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (do inglés
Fourier-Transform infrared spectroscopy - FT-IR); espectrometria de massas (do inglés
mass spectrometry - MS); e ressonancia magnética nuclear (do inglés nuclear magnetic
resonance - NMR) de 'H, coeréncia quantica unica heteronuclear (do inglés heteronuclear
single quantum coherence - HSQC) e de correlacdo de ligagdes multiplas heteronucleares

(do inglés heteronuclear multiple bond correlation - HMBC).

3. Estudo de estabilidade e liberacio de pro-fragrancias

Estudo de estabilidade e liberacdo térmica por andlise termogravimétrica (do
inglés thermogravimetric analysis - TGA); estudo de liberacao por microextracdo em fase
solida do espago livre acoplada com cromatografia gasosa e espectrometria de massas (do
inglés headspace solid-phase microextraction coupled with gas chromatography and mass

spectrometry - HS-SPME-GC-MS); liberacao avaliada em painel sensorial.



3. METODOLOGIA
3.1 Sintese das pro-fragrancias

3.1.1. Materiais

Balao redondo 125 mL, peneira molecular (0,4 nm; 1,7 a 2,5 mm — MAIS
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QUIMICA, Limeira/SP), alcool terc-butilico (Neon — VHTEX, Floriandpolis/SC), enzima

lipase (> 5,000 U/g, recombinante e expressa em Aspergillus niger, EC 3.1.1.3 BRENDA —
lipase triacilglicerol) imobilizada em polimero acrilico macroporoso (L4777-10G — Sigma
Cotia/SP), acido glicurénico (= 98%-GC, (G5269-25G — Sigma, Cotia/SP), citronelol
(Citronellol 950 — Takasago-Brasil, Vinhedo/SP), barra magnética, chapa de aquecimento,
6leo de silicone para banho, refluxo alimentado por agua corrente. A Tabela 2 resume as

principais informacgdes sobre a lipase, a Tabela 3 as principais informagdes sobre o suporte de

imobilizacao.

Tabela 2. Principais informagdes sobre a lipase utilizadal™ 3¢

Proteina Lipase E.C.3.1.1.3
(hidrolase de triacilglicerol)

Codigo PDB 1ILBT

Familia a/B-hidrolase

Organismo de origem

Candida antarctica

Massa Molecular 33,02 kDa
Numero de aminoacidos 317
Ponto isoelétrico tedrico 5.8

Composicao

1472 carbonos, 2307 hidrogénios,
389 nitrogénios, 453 oxigénios, 10 enxofres.

Total de 4631 atomos

Indice de instabilidade (II)

42,47 (> 40, instavel)

GRAVY (do inglés grand average of
hydropathicity -
grande média de hidropaticidade)

0,037 (> 0, hidrofobico)
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Tabela 3. Principais informagdes sobre o suporte de imobilizagdo da lipasel®®

Nome comercial Lewatit VP OC 1600 (empresa Lanxess)

Material Resina de polimero acrilico macroporosa, em forma
de particulas esféricas brancas e opacas

Matriz Polimetacrilato reticulado com divinilbenzeno

Tamanho médio da particula 315-1000 um

Area superficial 130 m*g!

Didmetro do poro 150 A

Tipo de imobilizacdo Adsorcdao macroporosa (carreador hidrofobico)
3.1.2. Método

10 mmol de GA e CIT foram diluidos em 50 mL de alcool fert-butilico dentro do
baldo reacional. Depois, foram adicionados 2,5 g de peneira molecular, a barra magnética e,
por ultimo, 0,5 g da enzima imobilizada. A suspensdo se manteve em aquecimento a 55 °C

durante 48 h, sob agitacdo a 150 rpm.

Em seguida, o produto foi filtrado sob pressdo reduzida e foram adicionados 35
mL de 4gua destilada ao filtrado, agitando a mistura a 150 rpm durante 2 min. Uma extrag@o
de quatro por¢des de 40 mL de diclorometano foi feita, seguindo com a evaporagdo rotativa
sob pressao reduzida a 30 °C da fase organica. O liquido amarelo obtido foi utilizado para
seguir com a purificagdo em silica-gel: 3,5 wt% (do inglés weight%, massa%) de agua
destilada foram adicionadas em 40,5 g de silica-gel (mesh 70-230); coluna empacotada com
cloroféormio (contendo 0,5 wt% etanol); dimensdes finais 22,0 x 2,5 cm. A fase modvel foi
feita em gradiente de trés fases de 50 mL de diferentes proporcdes cloroférmio:metanol: (1)
90:10 (v/v); (2) 80:20 (v/v); (3) 70:30 (v/v). Foram coletadas fracdes de 3 mL e o produto de
interesse foi identificado por cromatografia em camada delgada (do inglés, thin layer

chromatography - TLC).

O TLC foi composto de fase estacionaria sendo placa Si-60 F,s,; fase modvel
cloroformio:metanol:dgua na propor¢do 65:15:2 (v/v/v); revelador de 6,5 mmol L' de
Dicloridrato de N-(1-naftil)etilenodiamina, 3 vol% é&cido sulfurico em metanol. O resultado

foi visto em luz UV antes de aplicar a solucao reveladora; depois foi borrifada a solugao
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reveladora e a placa foi mantida a 100 °C durante 5 min em uma chapa de aquecimento. As
fragdes contendo apenas o produto formado foram coletadas e o solvente foi evaporado em
rotator evaporativo a pressdo reduzida e 30 °C até sobrar 4 mL. Nitrogénio gasoso foi
utilizado a baixa vazao para evaporar mais solvente e, por fim, o restante foi mantido em um

dessecador por cinco dias até que a massa do produto se tornou constante.

Ambos os produtos finais sdo uma resina incolor a amarelo-claro. Apos a
purificagao e obtencdo das resinas (PRO-CIT de pro-fragrancia de citronelol; PRO-HEX
de pro-fragrancia de cis-3-hexen-1-ol), foram feitas caracterizagdes por técnicas

espectroscopicas e espectrométricas.

3.2 Caracterizacao
3.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Os experimentos foram realizados em um FT-IR Agilent Cary 630, equipado com
reflexdo total atenuada (do inglés attenuated total reflectance - ATR) de diamante monolitico
(ATR). Cada espectro foi obtido acumulando 128 varreduras em uma resolugdo de 4 cm™, na

faixa de comprimento de onda de 4000 cm™ a 400 cm™.

3.2.2 Espectrometria de massas

As andlises de espectrometria de massas (do inglés, mass spectrometry - MS)
foram realizadas em um Orbitrap Thermo Q-Exactive, com sistema de ionizagdo por
elétron-spray (ESI-MS-Alta Resolugdo). O experimento foi feito em dois modos: full scan
(MS) e por fragmentagdo (MS/MS — AIF ¢ PRM), ambos com infusdo a 20 pL min" (direta
por bomba de seringa), modo de campo positivo (deteccdo de ions com carga positiva),

resolucao 70.000, tensdao de cone 3,5 kV, faixa m/z de 50 a 750.

O experimento em AIF serviu para determinar a energia de ionizagdo/cone, que
foi selecionada com o valor de 50 nce, para o modo de fragmentagdo PRM do produto-éster.
Em energias menores que 50 nce houve pouca fragmentacdo dos ions-alvo, por isso foi
escolhido 50 nce. A concentracdo das amostras foi de 50 ppm em metanol.Antes de iniciar os

experimentos, as amostras foram filtradas em um sistema de seringa com filtro de 0,22 pm.
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Para HEX e PRO-HEX as analises foram semelhantes, com a diferenca de que o

experimento de fragmentagdo MS/MS foi feito em modo HCD.

O erro de massa foi calculado de acordo com a Equagao 1, em que a m, 4. € @
massa do ion obtido experimentalmente (acurada) e m.,, a massa exata/tedrica calculada ja
considerando a perda de massa de um elétron (0,00055 Da) pela formagdo de ion com carga
positiva. Um |Erro| < 5 foi considerado aceitavel.

EITO de Massa (ppm) = [106 (macurada - mexata)/mexata] (1)

3.2.3 Ressoniancia magnética nuclear

As analises foram feitas em um Bruker Avance III 400 MHz, com amostrador
automatico de 16 posi¢des (andlise de solucdo), sonda de banda larga de ressonancia dupla
(BBI), 'H (16 scans), e HSQC (12 scans) de acordo com os pardmetros da Figura S1, e
HMBC (12 scans) de acordo a Figura S3. As amostras foram diluidas em DMSO-d, para
analise (10 mg de amostra para 500 L de DMSO-d¢). Como também, em um Bruker Avance
IIT 500 MHz, com amostrador automatico de 60 posi¢des (analise de solucao), sonda de banda
larga de ressonancia dupla (BBO), 'H (16 scans), HSQC (6 scans), de acordo com os
parametros da Figura S2, e HMBC (8 scans) de acordo com a Figura S3. As amostras foram

diluidas em DMSO-d para analise (20 mg de amostra para 500 pL de DMSO-dy).

3.3. Estudo de estabilidade e liberagao controlada da fragrancia
3.3.1. Analise termogravimétrica

As analises foram realizadas em um TGA-DTA 6200 (Seiko), de acordo com os

seguintes parametros:

Temperatura inicial: 25 °C;

Temperatura final: 545 °C;

Taxa de aumento de temperatura: 10 °C min™;

Gas: Ar (Argdnio);

Panela/Suporte: Alumina.

3.3.2. Microextracdo em fase solida do espaco livre acoplada com cromatografia
gasosa com espectrometria de massas

A amostra foi preparada utilizando um meio de cultura como matriz € uma

aliquota da fragrancia ou pro-fragrancia. A matriz foi composta de uma representacdo da
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microbiota do antebraco humano. Para preparar a matriz, um meio de caldo triptona de soja
(do inglés tryptic soy broth — TSB) foi preparado (1,5 g de meio em 50 mL de agua destilada)
em um frasco de vidro (400 mL), que depois foi autoclavado a 120 °C, 15 psi durante 15 min
juntamente com um erlenmeyer (250 mL) vazio. Depois, o meio foi transferido ao béquer e
foi adicionada uma amostra swab coletada do antebrago humano (utilizando um cotonete
convencional autoclavado a 120 °C, 15 psi, 15 min) e mantido em uma estufa de 37 °C para

incubacao durante 16 h.

Cinco amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 4. A amostra HEX +
GA foi uma amostra de mistura fisica simples destes compostos. A amostra PRO-HEX foi
analisada uma segunda vez, 100 min depois da primeira analise, e sera tratada na discussao

como PRO-HEX-2.

Tabela 4. Amostras utilizadas para o estudo HS-SPME-GC-MS

Amostra Quantidade acurada Matriz (mL) | Concentracio (mol L)
HEX 3,85 uL 2 0,0163
PRO-HEX 9,00 mg 2 0,0163
HEX + GA 3,85 uL (HEX) + 6,34 mg (GA) |2 0,0163
CIT 4,95 uL. 2 0,0135
PRO-CIT 9,00 mg 2 0,0135

Para 0 HS-SPME, foi empregada uma fibra de
divinilbenzeno/carboxen/(poli)dimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) 50/30 um. A amostra foi
incubada por 2 min antes da extragdo na temperatura de 33 °C. A agitagdo foi ajustada para
250 rpm e a dessor¢do na entrada do GC foi feita a 250 °C por 2 min. A temperatura € o

tempo de extragdo foram ajustados nos valores de 33 °C e 30 min, respectivamente.

O GC-MS foi feito em um cromatdgrafo gasoso TRACE 1310 acoplado com um

espectrometro de massas Q-Exactive FT-Orbitrap (ThermoFisher Scientific).

Os parametros inerentes ao método cromatografico, como dimensodes das colunas

cromatograficas, vazdo de gas de arraste e gés auxiliar, programas de temperaturas, entre
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outros, encontram-se resumidos na Tabela 5. O calculo do erro de massa foi o mesmo

utilizado na secdo 4.2.2.

Tabela 5. Resumo dos pardmetros cromatograficos usados na avaliagdo da fragrancia por

HS-SPME-GC-MS

Parametro Valor
Gas de arraste He
Vazio gas de arraste 1,0 mL min’!
Modo de injecdo Splitless
Resolucio 120.000
Faixa m/z 50 - 300 Da
Temperatura da fonte de ions 250 °C
Programa de temperatura 60 °C a 200 °C,
10 °C min’!
Dimensdes coluna SLB-1ms
20 m x 0,18 mm-id x 0,18 pm

3.3.3 Painel sensorial
Um painel sensorial foi feito com o objetivo de avaliar comparativamente a
intensidade de fragrancia na regido superior de cada pulso, ao longo do tempo. Para isso,

foram preparadas formulagdes de deo colonia contendo HEX e PRO-HEX.

A formulagdo de deo colonia foi preparada da seguinte forma para PRO-HEX:
I. A fragrancia foi diluida em dipropilenoglicol (DPG);
II. Essa diluicdo foi homogeneizada em agua;

III. A mistura II foi diluida em etanol.

A formulagdo de deo colonia foi preparada da seguinte forma para HEX:
I. A fragrancia foi diluida em dipropilenoglicol (DPG);
II. Essa diluicao foi homogeneizada em etanol;

II. A mistura II foi homogeneizada com agua.
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O etanol utilizado ¢ °96 GL (v/v) e a 4gua ¢ deionizada. A Tabela 6 mostra as

formulagdes finais de deo colonia utilizadas no painel sensorial.

Tabela 6. Formulagdes de deo colonia utilizadas para o painel sensorial

Amostra Fragrancia% (m/m) | DPG% (m/m) | Agua% (m/m) |Etanol% (m/m)
HEX 7,25% 0,725 9,275 10 80
PRO-HEX 20% | 2 8 10 80

A amostra HEX 7,25% contém uma quantidade equimolar de HEX a quantidade
de PRO-HEX 20%. As amostras utilizadas no painel sensorial foram preparadas até um dia

antes da avaliagdo.

Com uma pipeta monocanal, 40 pL de cada amostra foi aplicada na parte superior
do punho de painelistas: em um dos punhos foi aplicado PRO-HEX 20% e, no outro, HEX
7,25%. Cada painelista foi instruido para avaliar comparativamente a intensidade de
fragrancia logo apos ter sido aplicada e a cada 30 minutos, durante 120 minutos, de acordo
com a escala mista vertical® descrita na Tabela 7. Além disso, os painelistas deveriam

indicar qual punho continha a fragrancia mais intensa para cada instante de tempo.

Os painelistas ficaram em um ambiente comum de escritorio, temperatura
ambiente (25 °C), podendo utilizar computadores de trabalho e andarem pelo ambiente. Os
painelistas ndo passaram produtos perfumados no corpo antes de iniciar o painel. O painel foi
composto de oito avaliadores selecionados'® (duragdio minima de um ano de curso de
painelista para avaliacdo sensorial de fragrancias), cada um podendo repetir a avaliacao até
trés vezes. Os painelistas nao foram informados qual amostra foi aplicada em qual brago.
Apenas uma avalia¢do por periodo (manha/tarde) foi permitida por painelista. Um total de 20

respostas (n=20) foram coletadas.
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Tabela 7. Escala mista vertical de intensidade de fragrancia para avaliagdo do painel sensorial

Nota Intensidade
0 Sem fragrancia
1 Muito fraca
2
3 Fraca
4
3 Moderada
6 Forte
7
8 Muito forte
9
10 Extremamente forte

Foram coletadas: média, erro e p-valor obtido pelo Teste t de Student, de acordo
com as seguintes formulas do Excel:
e Meédia: =MEDIA(valor 1:valor n)
e Erro: =DESVPAD.P(valor 1:valor n)/RAIZ(=CONT.NUM(valor 1:valor n)-1)
e p-valor: =TESTE.T(valor 1:valor n;valor 1’:valor n’;2;2), onde valor 1:valor n

sdo os valores de HEX e valor 1’ :valor n’ os valores de PRO-HEX.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo de solubilidade dos carreadores
Tendo em vista a aplicacao de pro-fragrancias em meios de diferentes polaridades,
foi desejavel buscar o carreador de maior solubilidade nos principais solventes utilizados na

industria de fragrancias, tais como dipropilenoglicol e etanol.

Para isso, uma mistura simples sob agitagdo magnética foi feita entre alguns
carreadores em diferentes solventes, com o objetivo de verificar o aspecto visual da mistura,
podendo ser insoluvel, parcialmente solivel (turvo) ou soluvel (transparente/limpido), de

acordo com o fluxograma da Figura 15. Os resultados estdo resumidos na Tabela 8.

Figura 15. Fluxograma de processo para determinacdo do aspecto visual da solubilidade entre o

carreador e solvente

Insoltivel em até Insoltivel

1 Mistura simples 30 minutos 2 Overnight 3 Aquecimento
0,5% (m/m) (16 h) 50 °C

Insoluvel em até
30 minutos

Insoluvel

5 Amostra 4 Aquecimento
turva ou insolivel 90 °C
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Tabela 8. Aspecto visual da solubilidade entre carreadores e solventes comumente utilizados na
industria de fragrancias. Na ultima coluna, esta o nimero das etapas referentes a Figura 15 em que a

amostra se submeteu para atingir o aspecto visual. Em negrito estdo evidenciados os testes mais

promissores
N° Teste | Amostra Solvente Doiagem Aspecto visual Etapa
(wt%)

1 Pectina H,O 0,5 Turvo 5

2 Pectina DPG** 0,5 Insoluvel 5

3 Pectina PG*** 0,5 Insolavel 5

4 ﬁgfgh%ﬁggglco H,O 0,5 Transparente 1

5 ﬁgﬁgﬁéﬁggﬁlco DPG 0,5 Transparente 1

6 Iigf:hilll;;ggglco PG 0,5 Transparente 1

7 nggh%gggglco EtOH 0,5 Transparente 1

8 rigf(?hililr?tzzglco H,O 1,0 Transparente 1

9 ggfgﬁ;i‘:;gglco PG 1,0 Transparente 1

10 ﬁlf)ﬁhilfggglco DPG 1,0 Transparente 2

11 ﬁgﬁgﬁéﬁgg?co EtOH 1,0 Transparente 3

12 Acido glicuronico | oy 0.5 Insoltivel 5
monohidratado

13 Acido glicurdnico | ypy s | 5 Insolavel 5
monohidratado

14 (A>c19c;(()) /glléglionlco EtOH 0,5 Transparente 3
= 0=

15 écgé?) /gl(l;:gomco EtOH 1,0 Transparente™ 4
— 0=

16 (A:;;?, /gllégl;omco H,0 1,0 Transparente 1
= 0=

17 éc;({l;(()) /glggl;onlco DPG 0,5 Transparente 3
- 0=

18 ?:19(;(()) /gllégliomco DPG 1,0 Transparente 4
= 0=

19 éc;(;(()) /glggl;omco PG 0,5 Transparente 2
= 0=

20 ?:19(;?, /glggt;omco PG 1,0 Transparente 2
= 0=

*Formaram-se precipitados apds 2 dias
** Dipropilenoglicol (DPG)

*#* Propilenoglicol (PG)

**%% Miristato de isopropila (IPM)
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Como pode ser observado, o 4cido glicuronico ¢ soltivel a 1% em propilenoglicol
(PG) e dipropilenoglicol (DPG), sendo que em PG ndo ¢ necessario aquecer para solubilizar.
Considerando que DPG e PG sao solventes muito utilizados para compor fragrancias, o acido
glicurénico apresenta o melhor resultado entre os carreadores. O acido glicurénico na sua
forma monohidratada também apresenta boa solubilidade como um carreador promissor, no
entanto, sua forma monohidratada ndo ¢ interessante do ponto de vista reacional, em que a

presenca de agua dificulta a formac¢do do produto-éster.

4.2 Sintese de pro-fragrancias

A esterificacdo utilizando a lipase foi feita, conforme descrito na Metodologia,
obtendo PRO-CIT e PRO-HEX, com rendimentos de 8,26% e 12,74%, respectivamente. Uma
resina incolor a amarelo-claro translicida foi obtida. Para evitar a caramelizagdo do produto, ¢
importante manté-lo o minimo de tempo no rotator evaporativo e banho-maria apds a
purificagdo, utilizando condi¢des brandas (minimo 100 mbar ¢ maximo de 30 °C). O produto

apresentou a forma de uma resina incolor (Figura 16).

Figura 16. Pro-fragrancias PRO-CIT e PRO-HEX

PRO-CIT

PRO-HEX
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4.3. Caracterizacio de pro-fragrancias
4.3.1 Dados de pré-fragrancias por FT-IR

Os espectros FT-IR obtidos para amostras de produtos revelam uma banda
caracteristica de ligagdo éster (estiramento C=0 de carbonila-éster) em 1726 cm™, sugerindo a
presenga da pro-fragrancias PRO-CIT e PRO-HEX, conforme ilustrado na Figura 17. J4 para
a GA, podemos observar uma banda na regido 1700 cm™!, também referente a um estiramento
C=0, mas nesse caso em uma regido de carbonila-dcido carboxilico. E interessante observar
que ndo ha presenca dessa banda nos produtos PRO-CIT e PRO-HEX, uma evidéncia de que

nao ha acido carboxilico residual detectado por essa técnica.

Figura 17. Espectros no infravermelho (FTIR) do citronelol (CIT), cis-3-hexen-1-ol (HEX), acido
glicuronico (GA) e de pro-fragrancias PRO-CIT e PRO-HEX

sla 5154
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g g
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1726 1726
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4.3.2. Dados de pré-fragrancias por MS

Para calcular a massa tedrica dos possiveis ions gerados nos experimentos em

MS, os isOtopos mais abundantes foram considerados!®-%4,

Os experimentos em MS revelaram m/z de ions-alvo esperados, tanto para os
produtos, quanto para os reagentes, conforme sumarizado na Tabela 9. Os resultados em MS
mostraram presen¢a dos ions-alvo com moédulo de erro de massa inferior a 2 ppm. Para as
pro-fragrancias, os experimentos de fragmentacdo também detectaram ions esperados com
moddulo de erro de massa inferior a 2 ppm, o que ¢ um forte indicativo para formacao dos
produtos, uma vez que a fragmentacdo em MS também da pistas sobre a estrutura molecular:
ligagcdes mais fracas, como o caso de ligacdes-€ster, sdo mais suscetiveis a quebrar do que

ligagdo C-C ou C-H, por exemplo.
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Tabela 9. Valores experimentais e atribuicdo de massa para os ions formados em full scan MS e

fragmentacdo MS/MS
Molécula/ion Formula 11 M,curada Erro de
Molecular (Da) (Da) massa (ppm)
M C,,H,,0, 276,1210 - ]
PROHEX | MNa) (C,,H,,O-Na)"  [299,1102 299,1099  [-0,97
(2M+Na)* (C,yHyONa)™  |575,2312 575,2308 -0,63
(M+Na-H,0)" (C,H;sONa)"  1281,0996 281,0995 -0,43
(M+Na-C¢H,)*  [(CH,,ONa)*  [217,0319  [217,0321  [0,97
(M+Na-C{H,,0)" | (CsHzO¢Na)" 199,0213 199,0215 0,90
HEX M C,H,,0 100,0889 - -
(M+Na)" (C,H,,ONa)" 123,0781 123,0781  [0,08
M C16H,50; 332,1836 - -
PRO-CIT (M+Na)* (Ci¢HyO;Na)™  |355,1727 355,1725 -0,62
(2M+Na)* (C3,Hss0OuNa)" | 687,3562 687,3559 -0,48
(M+Na-H,0)" (C,oH,sONa)"  [337,1616 337,1614  [-0,65
(M+Na-C(H;g)" | (C4H,;eO,Na)* 217,0319 217,0321 0,97
(M+Na-C,H,,0)" | (CsHgO(Na)" 199,0213 199,0217 1,91
CIT M C,oH0 156,1515 - -
(M+Na)" (C,oH,,ONa)" 179,1407 179,1407  [-0,39
GA M C,H,,0, 194,0427 - -
(M+Na)" (C¢H,,O-Na)" 217,0319 217,0318 -0,41

Os resultados mais relevantes obtidos para compostos de partida estdo ilustrados
nas figuras S4-9. J4 os resultados de MS e MS/MS obtidos para PRO-CIT estdo sumarizados
em Figuras 18-20. Foi possivel verificar a presenca de trés ions de fragmentagdo do ion
(M+Na)": PRO-CIT ap6s da perda de uma molécula de agua (M+Na-H,0)", sem a por¢ao da
fragrancia CIT (M+Na-C,(H;5)" ¢ sem uma agua e por¢do CIT (M+Na-C,,H,,0)". O ion de
fragmentacdo sem a por¢do de fragrancia ¢ muito interessante, levando a hipotese que existe
uma ligagao mais fraca entre GA e CIT que ¢ rompida com a energia de fragmentagao, nesse
caso sendo a ligagdo éster. O mesmo ¢ observado para PRO-HEX, como ilustrado nas Figuras

21 a 23 de MS e Figuras 24 ¢ 25 de MS/MS.
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Figura 18. Espectro de massas de PRO-CIT obtido no ObriTrap-MS. Modo full scan, campo
positivo, resolugdo 70.000, tensdo de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,20-0,80

AmS-SCAN-70K-3.5KV-50sLENS-20uLmin-POS #45-179 RT: 0.20-0.80 AV: 135 NL. 3.25E8
T. FTMS + p ESI Full ms [50.0000-750.0000]
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@ +
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5
&

3
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1 \ a1 1458 387.1986
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| T 1T 17T ‘I‘ LI ‘ T \I'I T T 1T ‘ T T 171 | T -| T 1 “ LB L | TT T 7T | T T T | LI |L‘ l‘l T T | T T 17T ‘ T T T | Ii LI |
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Figura 19. Comparagdo entre espectros - obtido (superior) e o simulado (inferior) para PRO-CIT.
Modo full scan, campo positivo, resolugdo 70.000, tensdo de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT:
0,06-0,90

355.17253 NL:
1 3.25E8
) AMS-SCAN-TOK-3.5kV-
50SLENS-20uLmin-POS#20-
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7
4
3
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Figura 20. Espectro de massas de PRO-CIT obtido no ObriTrap-MS. Modo PRM (fragmentacio),
energia 50 nce, campo positivo, resolugao 70.000, tensao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,2-0,8

AmM3-PRM-50NCE-3.5kV-50sLENS-20uL min-POS #134-550 RT: 0.20-0.79 AV: 47 NL: 1.38E6
T: FTMS + p ESI Full ms2 687.3600@hcd50.00 [50.0000-720.0000]
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Figura 21. Espectro de massas de PRO-HEX obtido no ObriTrap-MS. Modo full scan, campo
positivo, resolucdo 70.000, tensao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,06-0,11

PRO-HEX-20x #7-13 RT. 0.06-0.11 AV: 7 NL: 3.35E7
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Figura 22. Comparagdo entre espectros - obtido (superior) e o simulado (inferior) para PRO-HEX.

Modo full scan, campo positivo, resolucao 70.000, tensao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,06-0,11
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Figura 23. Comparacao entre os espectros - obtido (superior) e o simulado (inferior) para PRO-HEX.

Modo full scan, campo positivo, resolucao 70.000, tensao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,06-0,11
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Figura 24. Comparacdo entre os espectros - obtido 1 (superior) e o simulado (inferior) para

PRO-HEX. Modo HCD (fragmentacio do precursor 299 m/z), energia 30 nce, campo positivo,
resolucdo 70.000, tensdo de cone 3,5 kV ¢ 50 V SLens. RT: 1,15
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Figura 25. Comparagdo entre espectros - real (superior) e simulado (inferior) de PRO-HEX. Modo

HCD (fragmentacdo do precursor 299 m/z), energia 40 nce, campo positivo, resolu¢ao 70.000,
tensdo de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 1,52
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4.3.3. Dados de pro-fragrancias por NMR

Os dados obtidos por NMR confirmaram a estrutura dos produtos PRO-CIT e
PRO-HEX. Ap6s uma comparagcdo de dados de 2D HSQC, pode-se observar a perda da
hidroxila dos reagentes CIT e HEX, e a formag¢ao das ligagdes éster. A Figura 26 ilustra essa
comparagdo para PRO-CIT e CIT e a Figura 27 a comparagdo entre PRO-HEX ¢ HEX.
Muitos picos de espectros de NMR foram observados e nomeados como a e a’, devido aos
carbonos assimétricos. Por exemplo, o carbono / apresenta a configuracdo a e B do acido

glicurdnico: a posicdo equatorial dos hidrogénios o ¢ sempre mais desprotegida do que a

posicao axial f.

Figura 26. Sobreposicao e atribui¢do de espectros HSQC, da amostra CIT (verde escuro) e

PRO-CIT (verde claro) diluidas em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e

C, respectivamente

.

0._0O [CIT] -CH,,~: 3.4; 59,3

[PRO-CIT] -CH,,-: 4.1; 63,2

OH

T T T T T T
4.2 4.0 38
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Figura 27. Sobreposicdo ¢ atribui¢do de espectros HSQC, da amostra HEX (rosa) ¢ PRO-HEX

(azul) diluidas em DMSO-d;. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e *C, respectivamente

£
c d &
a - £ i
b e -8
0] 0] I
B 9 OH I
50 OH a B
4(OH 1
HO3 2 -8
OH

1 [HEX] -CH,,- : 3,4; 62,9

[PRO-HEX] -CH,,- a: 4,1; 66,0 -8

4.0 38 36 3.4 F2[ppm]

As atribui¢des de sinais em '"H NMR e 2D HSQC obtidos para PRO-CIT estdo
apresentadas nas Figuras 28 e 29, respectivamente. Para PRO-HEX, estdo nas Figuras 30 e
31. Os valores atribuidos para cada sinal correspondente as estruturas das pro-fragrancias
estdo dispostos na Tabela 10 e na Figura 32. Mais detalhes sobre os valores obtidos dos

compostos sintetizados estdo ilustrados nas Figuras S10-27, no material suplementar.
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Figura 28. Atribui¢do de dados espectrais de 'H NMR da amostra PRO-CIT diluida em DMSO-d,
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Figura 29. Atribuicdo dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da amostra
PRO-CIT diluida em DMSO-d,
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Figura 30. Atribuigdo dos dados espectrais do espectro de 'H NMR da amostra PRO-HEX diluida em

DMSO-d;
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Figura 31. Atribuicdo dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da amostra
PRO-HEX diluida em DMSO-d,
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Tabela 10. Atribuigdo dos dados espectrais de 'H NMR e 2D NMR pelo sofiware TopSpin 3.6.5

PRO-CIT PRO-HEX

Posicao H 3C Posicio 'H 3C

o Mult.| J (Hz) |6 o Mult. [ J (Hz) |6
C-1(H-1) B 436 |t 6,79 (97,90 | [C-1H-1) B [436 |t 728 99,65
C-1H-1)' a |4,95 |t 3,74 93,36 C-1H-1)'a |495 |t 4,18 99,05
C-2(H-2) 295 |t 8,30 74,90 C-2(H-2) 295 |[m 3,10 76,60
C-3(H-3) 3,17 |m 8,91 76,31 C-3(H-3) 3,17 |m 3,39 78,05
C3(H3)' [3,67 |d 9,68 |76.13 | [C3H-3) |3.67 |d 0.2 |77.77
C-4(H-4) 3,19 |m 8,91 72,44 C-4(H-4) 3,19 |m 3,60 74,08
C-4(H-4)' 333 |m 4,78 72,26 C-4(H-4)' 3,34 |m 4,20 73,96
C-4(H-4)" 344 |m - 72,97 C-4(H-4)" |3,44 |m 4,68 74,67
C-5(H-5) |4.06 |d |9,77 [7191 | [Cc-5(H-5) [406 |d 10,01 | 73,58
C-1(OH) |658 |ds |441 |- C-1(OH) |66 |d 477 | -
C-1(OH)' 6,83 |ds 6,41 - C-1(ORH)' 6,81 d 6,81 -
C2(0H) |4.68 |m |9 ; C2(0H) |464 |d 671 | -
C-3(0H) [502 [m |- ; C-3(0H) |501 |qua [505 |-
C-4OH) |48 |m |- ; C-4OH) 484 |d 5,15 -
C-6 - - - 170,30 C-6 - - - 170,30
a 4,1 m 5,77 63,21 a 4,05 [m 3,53 66,00
b 14 |m |62 [3534 | [b 234 |qui 639 2830
b' 1,62 |m 5,44 35,34 c 5,48 |m - 136,10
c 1,52 |m 5,28 29,37 d 5,33 |m 1,90 126,17
d 0,87 |d 6,51 19,7 e 2,02 qui 7,45 22,29
e 1,14 |m 7,17 36,97 f 0,94 |t 7,52 16,36
¢ 131 |m  |478 |36.97
f 1,94 |m 8,15 25,32
g 5,09 |t 4,37 125,01
h - - - 131,04
i 1,57 |s - 18,11
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Figura 32. Atribui¢do dos dados espectrais de NMR pelo software TopSpin 3.6.5. PRO-CIT na parte
superior e PRO-HEX na parte inferior
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4.4. Estudo de estabilidade e liberacido controlada de pré-fragrancias

4.4.1 Estabilidade e liberacao térmica de pro-fragrancias

A estabilidade e liberacdo térmica pode ser estudada por TGA, atribuindo a cada
perda de massa em funcao da temperatura um evento, considerando o conteudo da amostra ja

caracterizado e a estrutura molecular do seu composto majoritario.

Com as curvas derivadas da perda de massa em fungdo da temperatura foi possivel
identificar com mais facilidade os momentos iniciais e finais de cada etapa de perda abrupta
de massa. Do ponto de vista olfativo, verificar o inicio dessa maior taxa de evaporagao € mais

interessante do que analisar o ponto maximo da curva, como ¢ de costume nas andlises de

derivadas TGA.

Os resultados de CIT (Figura 32) revelam que entre o inicio do experimento e
46,69 °C, houve uma perda de 1,25% de massa. Depois, entre essa temperatura e 141,45 °C,

ha uma perda de 96,52% de massa, atribuida a volatilizagdo do citronelol, sobrando apenas

2,23% de residuo.

Figura 33. Ilustragdo de dados obtidos em andlise de CIT por TGA expressos em massa em fungdo da

temperatura
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Analisando os resultados obtidos de GA por TGA (Figura 33), pdde-se observar
que entre 141,97 °C e 183,63 °C houve uma perda de 15,11% de massa. Depois, entre 183,63
°C e 343,14 °C houve uma perda de 58,00% de massa. Essas perdas foram atribuidas ao
processo de desidratagdo do &cido, processo comum para moléculas de glicose e seus
derivados. Depois de 343,14 °C, a perda de massa ocorreu de forma mais lenta e gradual,
continuado pela desidratacdo e decomposi¢do, sobrando, ao final do experimento, 14,76% de

massa de residuo.

Figura 34. Ilustracdo de dados obtidos em analise de GA por TGA expressos em massa em fungdo da

temperatura
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J& analisando os resultados de PRO-CIT (Figura 34), foi observado que o
composto tem uma perda de 8,24% de massa até atingir 139,62 °C, justificada pela perda de
residuos volateis (4agua, citronelol nado-reagido ou solventes). Em seguida, entre essa
temperatura e 264,66 °C houve uma perda significativa de massa atribuida a liberagdo térmica
de CIT e desidratagdo/decomposicao da por¢ao de GA, representando uma perda de 54,95%

de massa. Ao final do experimento, restou 14,76% de massa de residuo.

As curvas obtidas de GA, CIT e PRO-CIT foram sobrepostas (Figura 35) para

melhor visualizagdo do momento da liberagdo térmica.
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Figura 35. Ilustragdo de dados obtidos em analise de PRO-CIT por TGA expressos em massa em

funcdo da temperatura
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Figura 36. Ilustracdo de dados obtidos em andlise de CIT, GA ¢ PRO-CIT por TGA expressos em

massa em funcdo da temperatura
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As curvas de derivada de massa em fungdo da temperatura (Figura 36)

sobrepostas de PRO-CIT mostram claramente que o perfil da perda significativa de massa de
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PRO-CIT ¢é muito similar com a do citronelol, com a diferenca de ter acontecido 94,76 °C
depois, representando uma liberagdo térmica mais controlada de CIT, através da quebra da
ligacdo éster entre 139,62 °C e 264,66 °C. O ponto maximo de CIT ¢ 122,09 °C e para
PRO-CIT 185,00 °C, representando uma diferencga de 62,91 °C.

Figura 37. Ilustragdo de dados obtidos em analise de CIT, GA ¢ PRO-CIT por TGA expressos em

massa em derivada da massa em funcdo da temperatura
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Analisando a outra fragrancia, HEX (Figura 37), o composto demonstrou ser mais
volatil que CIT, j4 havendo grande perda de massa desde o inicio do experimento. Da
temperatura inicial até 116,96 °C, 99,34% da massa foi evaporada, restando 0,66% de massa

de residuo.
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Figura 38. Ilustracdo de dados obtidos em analise de HEX por TGA expressos em massa em fungdo

da temperatura
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O resultado de PRO-HEX (Figura 38) foi similar & PRO-CIT. Do inicio do
experimento até 130,57 °C, 11,37% de massa evaporou, atribuida pela perda de residuos
volateis (dgua, HEX ndo-reagido ou solventes). Dessa temperatura até 204,27 °C, a perda de
45,49% de massa foi atribuida pela liberagdo térmica de HEX e desidratacao/decomposi¢ao

da por¢ao de GA. Ao final do experimento, sobrou 15,67% de residuo.

As curvas obtidas de GA, HEX e PRO-HEX foram sobrepostas (Figura 39) para

melhor visualizagdo do momento da liberagao térmica.



72

Figura 39. Ilustracdo de dados obtidos em analise de PRO-HEX por TGA expressos em massa em

funcdo da temperatura
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Figura 40. Ilustragdo de dados obtidos em analise de HEX, GA ¢ PRO-HEX por TGA expressos em

massa em fun¢do da temperatura
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Assim como PRO-CIT, as curvas de derivada de massa em funcdo da temperatura
(Figura 40) sobrepostas também mostram claramente que o perfil da perda significativa de
massa de PRO-HEX ¢ muito similar com a de HEX, com a diferenca de ter acontecido 108,36
°C depois, representando uma liberagdo térmica mais controlada de HEX, através da quebra
da ligagdo éster entre 130,57 °C e 204,27 °C. O ponto maximo de HEX ¢ 107,59 °C e para
PRO-CIT 168,85 °C, representando uma diferenga de 61,26 °C.

Os valores de diferenca entre os pontos maximos de derivada entre CIT e
PRO-CIT (62,91 °C), e entre HEX e PRO-HEX (61,26 °C) sdo muito proximos: uma
diferenca de 2,62%. Isso pode ser atribuido por tanto PRO-CIT quanto PRO-HEX terem uma
mesma ligacdo quimica entre GA e a fragrancia: a ligacao éster. Esse ¢ um resultado bastante
interessante do ponto de vista termodinamico sobre energia de quebra de ligagdes quimicas

relativamente labeis.

Figura 41. Ilustracdo de dados obtidos em analise de HEX, GA ¢ PRO-HEX por TGA expressos em

derivada da massa em funcdo da temperatura

107.59 —PHEX HEX —GA
* Liberagdo Térmica Controlada:
-De 2221 para 130,57 °C;
- AT ganho = 108,36 °C

Q

o

)

=

0

=

(=

2221
168 85
130,57 204,27
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura [°C]

E possivel discutir uma relagdo entre a volatilidade do ativo/fragrancia que se liga
a um carreador e energia necessaria para quebrar essa ligagdo. HEX (pressdo de vapor

1,039000 mm/Hg a 25.00 °C)!**! ¢ um composto muito mais volatil que CIT (0,020000 mmHg
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a 25.00 °C)*! portanto, existe uma maior tendéncia desse composto ir para o estado gasoso -
nesse caso, atribuido pela menor massa molecular de HEX em relagdo a CIT. Em um
experimento como o TGA em que hd aumento gradual de temperatura, as moléculas e
ligagdes quimicas adquirem energia cinética e, portanto, agitacdo. Dessa forma, uma
pro-fragrancia contendo uma fragrancia mais volatil que outra pode adquirir maior grau de
agitacao, havendo maior propensdo a quebrar ligagdes quimicas labeis, como a do tipo-éster.
Experimentos em TGA de diferentes pro-fragrancias, de mesmo carreador (estudo de grupo
substituinte), talvez poderiam revelar que existe uma relagdo matematica entre a sua
volatilidade (pressdo de vapor) e a energia de ligacdo quimica carreador-fragrancia. Isso
poderia ser uma ferramenta 1til para o design de novas moléculas termoestaveis ou com

delivery térmico.

4.4.2. Dados de pro-fragrancias por HS-SPME-GC-MS

Uma das propostas do projeto ¢ mostrar que as pro-fragrancias podem ser
degradadas com facilidade, liberando a fragrancia na pele humana. Dessa forma, foram
executados experimentos na matriz que representa a microbiota da pele humana e através de
um painel sensorial que serd discutido no proximo topico (4.4.3.). Como a microbiota da pele

humana contém enzimas lipases, esse ambiente pode ativar a pro-fragrancia do tipo éster.

A fragrancia pode se encontrar: dentro da matriz (microbiota da pele), no
headspace e na fase sorvente da fibra quando analisada por HS-SPME-GC-MS. Existe um
equilibrio entre a concentragdo da fragrancia nessas trés fases, que ¢ atingida com o tempo.
No entanto, para moléculas volateis, ¢ esperado que ocorra uma maior porcentagem de sua
concentragdo no headspace e na fibra. Quanto maior a concentracdo de uma espécie quimica
no headspace, maior a probabilidade de interagir com a fase sorvente da fibra e, portanto,

maior sera a concentragao detectada.

No caso desse experimento, a concentragdo absoluta ndo foi calculada, pois para
1sso seria necessario desenvolver uma curva de calibracao e pelo tempo do projeto isso nao
foi possivel. No entanto, foi possivel realizar medigdes relativas de uma mesma fragrancia,
relacionando a area da regido do cromatograma responsavel pelo ion m/z da fragrancia HEX

com PRO-HEX, por exemplo. Dessa forma, o resultado ird comparar HEX com PRO-HEX e
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HEX + GA; e comparar CIT com PRO-CIT. Relembrando que HEX + GA ira discutir o efeito

de interacdo entre o carreador GA ¢ HEX sem ligagdo covalente entre eles.

Muitos ions poderiam ser escolhidos para o estudo, mas quanto maior for sua
intensidade no espectro de massas, maior sera sua area no cromatograma, o que facilita a
comparag¢do. Por tal motivo, foi escolhido o ion-base que no espectro de massas tem a maior
intensidade. A regido de maior sinal no cromatograma total foi selecionada para observar seu
espectro de massas e verificar os principais ions detectados. O ion-base foi selecionado para
verificar se ele ¢ oriundo da fragrancia da amostra. Para todos os casos, o ion-base
correspondeu a fragrancia da amostra, de acordo com a biblioteca digital webbook!®” %I, A

Tabela 11 apresenta os ions-base selecionados para cada amostra, com erro menor que 3 ppm.

Em seguida, filtrando o cromatograma total com o ion-base selecionado, um
cromatograma parcial foi gerado. Foi observado que esse cromatograma parcial possui o
mesmo tempo de retengdo do maior sinal do cromatograma total, evidenciando que a técnica

permitiu a detecgao da fragrancia.

Tabela 11. Relacdo entre os ions selecionados de cada amostra com o inicio/fim do tempo de retengao

(RT, do inglés retention time) do seu cromatograma, onde a area foi obtida em valor de intensidade e

porcentagem
fon selecionado [ Inicio Fim ) )
Amostra (m/z) RT (min) | RT (min) Area Area [%]
HEX 67,05420 4,18 4,70 1,6 x10" 83,71
PRO-HEX [67,05417 4,18 4,72 4,3 x 10" 97,42
PRO-HEX-2 [67,05418 4,18 4,72 8,1 x 10" 97,22
HEX + GA [67,05415 4,18 4,72 1,7 % 10" 78.43
CIT 81,06988 9,33 10,37 5,1 x 10" 97,85
PRO-CIT 81,06990 9,33 9,67 9,0 x 10" 85,86

A Tabela 12 e a Figura 42 resumem as principais comparagdes entre os valores de
area obtidos. O experimento mostrou que a concentracdo relativa de HEX no headspace
(representado por [HEX]) da amostra PRO-HEX representa 27,11% do valor na amostra
HEX, o que pode ser atribuido pela imobilizagao via ligagdo covalente entre HEX e o

carreador, ou seja, a pro-fragrancia esté retardando a volatilizagdo de HEX.
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PRO-HEX-2 foi a segunda andlise de PRO-HEX: em PRO-HEX o tempo de
interacdo da pro-fragrancia com a matriz foi de 50 min e em PRO-HEX-2 150 min, ou seja,
trés vezes o tempo de interacdo. Nessa amostra, a [HEX] quase dobrou em relagao a primeira
analise, o que pode ser atribuido pela quebra da pro-fragrancia. Esse resultado ¢ um 6timo
indicador de que o experimento funciona até esse tempo de andlise, ou seja, a concentracdo da
fragrancia no headspace esta, de fato, aumentando. Um experimento completo desse tipo
ocuparia mais horas de uso do equipamento, o que nao foi possivel no momento do projeto.
Havera um momento em que o valor da area ndo ira mais alterar, quando o equilibrio entre as
trés fases for atingido e toda a pro-fragrancia tenha sido quebrada nesse equilibrio. A
expectativa ¢ que comparando a fragrancia livre com a pro-fragrancia, o aumento da
concentracdo da fragrancia seja mais rapido quando ela estiver livre para todos os periodos
de tempo. Esse experimento mostrou um aumento de concentragao durante os primeiros 50

minutos para cada amostra e até 150 min para PRO-HEX.

A amostra HEX + GA apresentou 10,27% [HEX] a mais que HEX, ou seja, um
resultado relativamente proximo. A interagao entre GA ¢ HEX nao representou uma reducao
na evaporagdo da fragrancia, reforcando o efeito da ligacdo covalente PRO-HEX em relacao

as interagOes intermoleculares entre GA ¢ HEX.

A concentragdo de headspace CIT da amostra PRO-CIT representa 17,47% do
valor na amostra CIT, o que pode ser atribuido pela imobilizagdo via ligagdo covalente entre
CIT e o carreador, ou seja, a pro-fragrancia estd retardando a volatilizagdo de CIT. Esse ¢ um

resultado semelhante ao caso entre HEX e PRO-HEX.

Tabela 12. Razdo das areas obtidas do cromatograma parcial dos ions referentes as fragrancias. A area

¢ proporcional a concentragao da fragrancia livre no headspace

Area(amostra 1)/ Area(amostra 2) Razao [%]
PRO-HEX / HEX 27,11%
PRO-HEX-2 / HEX 50,89%
PRO-HEX / PRO-HEX 2 53,26%
(HEX + GA) / HEX 110,27%
PRO-CIT / CIT 17,47%
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Figura 42. Relacdo das areas obtidas dos cromatogramas parciais dos ions-base referentes as

fragrancias. A area ¢ proporcional a concentragdo da fragrancia livre no headspace
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Em geral, esse experimento faz um recorte dos primeiros 50 minutos de interacao
entre fragrncias e pro-fragrincias com uma matriz que representa a microbiota da pele
humana, podendo comparar as concentragdes relativas de fragrancia no headspace.
Fragrancias livres apresentaram maiores concentragdes no headspace em relacdo as
pro-fragrancias, o que pode ser atribuido pela ligacdo covalente entre GA e a fragrancia. A
microbiota da pele humana contém lipases capazes de hidrolisar a ligacdo covalente éster e,
conforme o fazem, mais fragrancias sdo liberadas na matriz liquida e, subsequente, para a fase

gasosa ¢ a fibra, de acordo com o equilibrio termodinamico das trés fases.

Os resultados obtidos por HS-SPME-GC-MS estdo apresentados nas Figuras
43-48: na parte superior o cromatograma total, na parte do meio o cromatograma parcial do
ion selecionado e na parte inferior o espectro de massas da regido de interesse selecionada do

cromatograma total.
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Figura 43. Os resultados obtidos para CIT por experimentos HS-SPME-GC-MS: a figura superior representa o cromatograma total; figura do meio o
cronograma parcial referente ao ion m/z 81,06988 Da; a figura inferior representa o espectro de massas (RT 9,49-10,30 min)
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Figura 44. Os resultados obtidos para PRO-CIT por experimentos HS-SPME-GC-MS: a figura superior representa o cromatograma total; figura do meio o
cronograma parcial referente ao ion m/z 81,06990 Da; a figura inferior representa o espectro de massas (RT 9,41-9,63 min)
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Figura 45. Os resultados obtidos para HEX por experimentos HS-SPME-GC-MS: a figura superior representa o cromatograma total; figura do meio o
cronograma parcial referente ao ion m/z 67,05420 Da; a figura inferior representa o espectro de massas (RT 4,26-4,58 min)
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Figura 46. Os resultados obtidos para PRO-HEX por experimentos HS-SPME-GC-MS: a figura superior representa o cromatograma total; figura do meio o

cronograma parcial referente ao ion m/z 67,05417 Da; a figura inferior representa o espectro de massas (RT 4,22-4,33 min)
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Figura 47. Os resultados obtidos para PRO-HEX-2 (150 min) por experimentos HS-SPME-GC-MS: a figura superior representa o cromatograma total; figura
do meio o cronograma parcial referente ao ion m/z 67,05418 Da; a figura inferior representa o espectro de massas (RT 4,25-4,39 min)

RT:
100 azr ™ 1.36E10

Relative Abundance

000-4500 SM: 7B &
4.4 NL:

90 TIC ME
Pro_Hex_2

R - -
[=J=] o o o o
NI TR ETRR AT TH T T N TA TR ARTAT!

o

267
570
037 062 142 167 197 210 252 283 350 549 402 485 409 566 018 719 753 780 8.8 g3a fi mss 98 300 550 1018 079 1086 1147 1180 1224 1272 1289 1340 1362 1441 1466 1483

05 1.0 15 2.0 25 2.0 35 a0 45 50 55 6.0 65 70 75 2.0 85 2.0 05 10.0 105 11.0 15 12.0 125 120 125 14.0 145 15.0
Time (min)

=9
o

RT:

Relative Abundance

=]
o
1

0.00-1600 S 7B E
RT: 441 NL:737ES

miz=

67 0533467 05452
F:FTMS + ¢ El Full
ms

[50.0000-400 0000]
WS Pro_Hex_2

& @2 2 3 g
O 0o o o o
TN TR AT RN AT T AR TH RN (R TRNRTTRNUTET)

w
=}

r
=]

o

RT- 1272 1331 RT: 1362

RT:6.16 .
y RT.600 RT.684 ° p RT:8.18 RT:6.67 ssg RT:950 Ry 1040 e R0

RT:f70 712 RT:7461

25 30 35 40 45 50 55 50 65 7.0 75 3.0 85 9.0 as 100 105 110 115 120 125 120 135 140 145 150
Time (min)

o

=]
o
o
o
o
i
ra
o

Pro_Hex_2 #267.001 RT: 4.25-420 AV 26 NL 6.6GEQ I
T: FThS + ¢ El Full ms [50.0000-400.0000]

Relative Abundance

67 05418
100

a0
L

@
o o o

&

65.03859

w
=]

8207768

h
=}

5505423 79.05423 | 8506479
r |I N | | 95.04914 10504475 130.41545 148.71237 173.62976 190 34337 208.01152 22504289 243.22325 255791582 269.09659 283.43192 316.20566 3525.51395 346.90341 36373120 373.51597 38420555

=11} 70 an an 100 110 120 130 140 160 160 170 1a0 180 200 210 220 230 240 260 260 270 za0 280 300 310 320 330 340 360 360 370 aa0 300 400
miz

o o

o
a



83

Figura 48. Os resultados obtidos para HEX + GA por experimentos HS-SPME-GC-MS: a figura superior representa o cromatograma total; figura do meio o
cronograma parcial referente ao ion m/z 67,05415 Da; a figura inferior representa o espectro de massas (RT 4,31-4,50 min)
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4.4.3. Painel sensorial

A proposta do painel sensorial foi verificar comparativamente a intensidade da
fragrancia de PRO-HEX 20% e HEX 7,25% sentida no braco (especificamente aplicada na
parte superior do punho) ao longo do tempo. As porcentagens de fragrancias analisadas
indicam a diluicdo das amostras em DPG, conforme mostrado na Metodologia. Essas
dilui¢des foram aplicadas a 10 wt% em deo colonia. HEX 7,25% equivale a uma mesma
concentracdo molar de PRO-HEX. Um dos objetivos de utilizar pro-fragrancias ¢ fazer com
que a fragrancia dure mais tempo na superficie aplicada, dessa forma, esse painel buscou
entender o decaimento da intensidade da fragrancia livre e da pro-fragrincia na pele. E
importante ressaltar que existe certa similaridade entre o perfil olfativo de PRO-HEX e HEX,
especialmente quando aplicado na pele. HEX tem uma nota verde mais acentuada/intensa,
enquanto PRO-HEX apresenta um perfil mais abafado/menos intenso. A fragrancia HEX foi
escolhida para o experimento, por ter um perfil olfativo mais distinguivel do que CIT. A
microbiota da pele possui enzimas lipases capazes de hidrolisar a ligacdo éster de PRO-HEX,
liberando HEX ao longo do tempo. A fragrancia sentida na pele pode ser atribuida por duas
vias: pelo proprio cheiro de PRO-HEX e pela sua quebra, liberando HEX, como sugere o

experimento em HS-SPME-GC-MS.

A Figura 49 apresenta a média e o erro padrdo (n-1) dos 20 resultados coletados,
de acordo com os valores obtidos na Tabela S1. A Figura 50 apresenta a porcentagem de
votos de qual amostra ¢ mais intensa em func¢ao do tempo, considerando um voto nulo caso o
painelista atribua a mesma intensidade entre as amostras, de acordo com os valores da Tabela
S2. A Tabela 13 apresenta os valores de média, erro (n-1) e p-valor obtido pelo Teste t de
Student (bicaudal; variancia diferente - verificar diferenca estatistica entre valores das

amostras; nao assume igualdade de variancias) com trés casas decimais, para cada instante.

A média dos resultados mostra que a pro-fragrancia atingiu maiores valores de
intensidade para 30, 60, 90 ¢ 120 min; mostrando um beneficio olfativo nesses tempos de
observagao. De acordo com o erro (n-1) de cada ponto, o Gnico ponto incerto ¢ para 30 min, ja
que o erro de PRO-HEX sobrepde ao de HEX; dessa forma, para 30 minutos, pode-se

considerar que nao ha diferenca entre as intensidades.

Analisando os p-valores obtidos e assumindo um nivel de significancia de 0,05, o

resultado ¢ o mesmo: nos tempos 60, 90 e 120 min existe diferenca entre os valores de
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intensidade de PRO-HEX e HEX com 95% de confianca estatistica; pelos p-valores serem
inferiores a 0,05. O p-valor em 30 min ¢ de 0,691, representando um valor maior e indicando
que ndo ha evidéncias suficientes para rejeitar a hipotese nula, ou seja, podendo nao haver
diferenca entre a intensidade de PRO-HEX e HEX para 30 min. A Figura 48 apresenta um
resultado bastante interessante, mostrando que a partir dos 90 min nenhum painelista atribuiu
a intensidade de HEX maior que PRO-HEX. Em 60 min apenas 5% das respostas atribuiram
HEX mais intenso que PRO-HEX. Em 30 min 55% votou PRO-HEX como mais intenso,
contra 25% como HEX mais intenso (20% votaram mesma intensidade). O painel considerou
um recorte dos primeiros 120 min, evidenciando o beneficio de PRO-HEX com maiores
intensidades sentidas a partir de 60 min, atingindo a proposta inicial do efeito long lasting e
sua entrega mais controlada, que pode ser entendida como maiores valores na intensidade

olfativa em tempos mais prolongados.

Tabela 13. Média e erro (n-1) de intensidade em funcao do tempo e p-valores (trés casa decimais) pelo

Teste t de Student do painel sensorial

Tempo (min) HEX 7,25% PRO-HEX 20% Teste t de Student (p-valor)
0 9,1 +0,2 4,7+0,6 0,000
30 39+0,5 4,2+0,4 0,691
60 1,8+0,3 32+04 0,007
90 1,0+0,2 2,6 £0,3 0,000
120 0,5+0,1 1,8+0,3 0,000
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Figura 49. Média e erro padrdo (n-1) da intensidade de fragrancia em fun¢do do tempo do painel

sensorial
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5. CONCLUSAO

Duas novas pro-fragrancias (PRO-CIT e PRO-HEX) foram formadas a partir da
esterificacdo mediada pela lipase EC 3.1.1.3, utilizando o &cido glicurénico (GA) como
carreador, e o citronelol (CIT) e cis-3-hexen-1-ol (HEX) como fragrancias. Os respectivos
rendimentos destas reacdes foram 8,26% e 12,74%, para PRO-CIT e¢ PRO-HEX. Por
espectrometria de massas, os produtos tiveram ions-alvos confirmados: (M+Na)"; (2M+Na)";
(M+Na-H,0)"; ion com s6dio menos a porgdo da fragrancia; ion com s6dio menos a por¢ao
da fragrancia e uma molécula de dgua; com moddulos de erro menores que 2 ppm. Ja por
espectroscopia no infravermelho uma evidente banda da carbonila-éster (1726 cm™) foi
observada, confirmando a formacdo de pro-fragrancias. Ainda, foi aplicada a ressondncia
magnética nuclear para caracterizagdo das estruturas, com énfase no desaparecimento de sinal
-CH,- ligado a hidroxila da fragrancia livre ("H 3,42 ppm "“C 59,27 ppm para CIT; 'H 3,37
ppm “C 62,91 ppm para HEX) e presenca de sinal -CH,- ligado ao oxigénio-éster da
pro-fragrancia ("H 4,09 ppm; *C 63,21 ppm para PRO-CIT; 'H 4,05 ppm; *C 66,00 ppm para
PRO-HEX).

As pro-fragrancias apresentaram uma boa liberagdo térmica em temperaturas de
139,62 °C para CIT e 130,57 °C para HEX, apresentando uma diferenga de mais de 94 °C da
volatiliza¢do das fragrancias livres. Comparando o maximo da derivada de massa em fungao
da temperatura de CIT com PRO-CIT, ha uma diferencga de 62,91 °C, enquanto entre HEX e
PRO-HEX a diferenca ¢ de 61,26 °C. A proximidade dos valores sugere uma relagdo entre a

volatilidade da fragrancia livre e sua energia de ligagdo com o carreador.

No experimento em HS-SPME-GC-MS a concentragao relativa de fragrancia livre
no headspace foi menor para as pro-fragrancias em relagdo as respectivas fragrancias livres,
considerando: mesmas concentragdes, tempo de analise de 50 min e matriz sendo uma
representacdo da microbiota do antebrago humano. A amostra contendo PRO-CIT apresentou
apenas 17,47% da concentracdo de citronelol livre em headspace em relagdo a amostra
contendo CIT; enquanto que para PRO-HEX foi 27,11% de cis-3-hexen-1-o0l livre no
headspace em relagdo a amostra contendo HEX. Mantendo a amostra PRO-HEX na matriz
trés vezes o tempo da primeira analise (150 min), a concentragdo de cis-3-hexen-1-ol livre no

headspace quase dobrou. Esse experimento sugere que as pro-fragrancias apresentaram um
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efeito de retardar a volatilizagdo de suas respectivas fragrancias, a chamada entrega

controlada.

Os resultados do painel sensorial indicam que existe um beneficio de se utilizar
uma pro-fragrancia como PRO-HEX para melhorar o tempo de retencao da fragrancia HEX
em pele humana, o chamado efeito long lasting. Os resultados de intensidade de fragrancia
em fun¢do do tempo (até 120 minutos) mostram uma menor taxa de decaimento de
intensidade de PRO-HEX em relagao a HEX. Apds 60 min, ha diferenca estatistica indicando
que PRO-HEX foi mais intensa que HEX, sendo que no ultimo instante (120 min) PRO-HEX
apresentou mais de trés vezes mais intensidade olfativa. Além disso, nenhum painelista

avaliou a amostra HEX como mais intensa que PRO-HEX apds 90 min.

Por fim, pode-se concluir que as novas moléculas de pro-fragrancias tém um
potencial uso na industria para prolongar o efeito olfativo de moléculas contendo hidroxila,

como CIT e HEX.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR (APENDICES)

HSQC
Current Data Parameters
NAME fevlSlmsH4
EXPNO 3
PROCNO 1 CPDPRG[2 garp

e P3 13.10 usec
F2 - Acquisition Parameters P4 26.20 usec
Date_ 20230215 PCPD2 80.00 usec
Time 7.18 h PLW2 100.00000000 W
INSTRUM spect PLW1Z 2.68140006 W
PROBHD 2820201_0179 ( GPNAM[1) SMSQ10.100
PULPROG hsgeedetgp GPZ1 80.00 2
TD 2048 GPNAM[2] sMsQ10.100
SOLVENT DMEO GPZ2 20.10 %
NS 1z Pl6 1000.00 usec
D8 16
SWH 4807.692 Hz Fl - Acquisition parameters
FIDRES 4.695012 Hz TD 256
AQ 0.2129920 sec SFO1 100.6334 MHz
RG 203 FIDRES 141.530792 Hz
DW 104.000 usac SW 180.01% ppm
DE 7.00 usec EnMODE Echo-Antiecho
TE 298.4 K
CHET2 145.0000000 gi - Processing parameters
D 000000300 seg 5F 400.1800000 MHz
Dl 1.00000000 sec WDW QSINE
D4 0.00172414 sec S2B 2
D11 0.03000000 sec LB 0 Hz
D15 0.00020000 sec pae a
D21 0.00345000 sec i 1.40
Ino 0.00002760 sec
TDav 1 Fl - Processing parameters
ZGOPTNS 5I 1024
SFOL 400.1820009 MHz Me2 sekio-sitiache
NOCl 1H SF 100.6253410 MHz
Pl 8.58 usec WDW QSINE
P2 17.16 usec 55B 2
PLW1 15,92300034 w LB 0 Hz
SFO2 100.6333910 MHz GB 0
NUC2 13¢C

HSQC
Current Data Parameters
NAME ago0B8lmsH2
EEKPNO 5
PROCHO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20230809
Time 4.44 h
INSTRUM spect
PROBHD  Z113652_0120
PULPROG hsgeedetap
™D 2048
SOLVENT DMSC
NS 8
Ds 18
SWH 6996.269 Hz
FIDRES 5.832294 Hz
AQ 0.1463637 sec
RG 203
DW 71.467 usec
DE 10.00 usec
TE 98.2 K
CHST2 145.0000000
Do 0.00000300 sec
Dl 2.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D1l 0.03000000 sec
Dil3 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
D21 0.00344828 sec
INO 0.00001810 sec
TDav 1
ZEOPTNS
SFOL 499,.8729992 MHz
HNucl 1H
Pl 12.40 usec
P2 24.80 usec
P28 0 usee
PLW1 27.00000000 W
8FO2 125.7049802 MHz

woc2 l3c

CPDPRG[2 garp

P3 10.00 usec
P4 20.00 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 88.00000000 W
PLW1Z 1.795899299 W
GPNAM[1] SMEQL0.100

GPZ1 80.00 %
GPNAM[2] SM3Q10.100

GPZ2 20.10 %
Pl3s 1000.00 usec
Fl - ARcguisition parameters
D 256

SFOl 125.705 MHz
FIDRES 215.814911 Hz
SW 219.755 ppm
FnMODE Echo-Antiecho

FZ - Processing parameters
sI 4098

SF 499.8699972 MHz
WDW QSINE

S5B z

LB Q0 Hz
GE 1]

BC 1.40

Fl - Progessing parameters
51

MC2 echo-antiecho

SF 125.6921974 MHz
WDW QSINE

S5B 2z

LE Q0 Hz
GE 1]

H

Current Data Parameters

NAME fevl51lmsH4
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20230216

Time 6.11 h
INSTRUM spect
PROBHD 2820201_0179 (
PULPROG zg30

TD 32768
SOLVENT DMSO

NS 16

Ds 0

SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.489064 Hz
AQ 2.0447233 sec
RG 57

DwW 652.400 usec
DE 7.00 usec
TE 298.2 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1

SFO1 400.1824713 MHz
NUC1 1H

FO 2.86 usec
Pl 8.58 usec
PLW1 16.92300034 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 400.1800000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Figura S2. Pardmetros utilizados para obtencdo dos espectros de NMR para HEX e PRO-HEX

H
Current Data Paramet
NAME agolilmsHZ
EXPNQ 1
PROCNO 1

- Acquisition Parameters
20230808

Time 22.45 h
INSTRUM spect
PRCBHD Z113652_0120 |
BULPROG zg30

] 55538

DMSO
16
0
10302.195 Hz
0.314398 H=
3.1806805 sec
80.5
48.533 u
10.00 u
298.1 K
1.00000000 s
1
499.8730869 MHz
1H

27.00000000 W

Processing parameters
65536
499.8700018 MH=
EM
C.
0.30 Hz
0

1.00

12.40 usec
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Figura S1. Parametros utilizados para obten¢ao dos espectros de NMR para CIT, PRO-CIT e GA
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Figura S3. Pardmetros utilizados para obtencdo dos espectros de NMR-HMBC de PRO-CIT e

HMBC — PRO-HEX

h

Hz
Hz
sec

usec
usec

sac
sed
sad
sac
sac
sag

MHz

usec
usec
W
MHz

PRO-HEX

HMBC — PRO-CIT
Current Data Parameters
NAME fevl5lmsH4
EXPNO 4
PROCHNOQ 1
Fz - Rcoquisition Parameters
Date_ 20230216
Time 8.25
INSTRUM spect
PROBHD Z820201_0179 (
PULPROG hrbegplpndgf
D 2048
SOLVENT DMSO
ws 12
Ds 16
SWH 4807 .,692
FIDRES 4.695012
AQ 0.2129920
RG 203
DW 104.000
DE 7.00
TE 287.9
CNST2 145.0000000
CNST13 8.0000000
Do 0.00000200
D1 1.00000000
Dz 0.00344828
Da 0.06250000
Dle 0.00020000
IND 0.00002260
TDav 1
SFO1 400.1820009
wucl 1H
Pl 8.58
P2 17.16
PLW1 16.92300034
SF02 100.6361079
nucz 13c

P3

PLWZ
GPNAM([1]
@pzl
CPNAM (2]
cPz2
GPNAM([3]
GPZ3
Pls

13.130
100.00000000
SMS010.100
50.00
SMS5Q10.100
30.00
SMSQ10.100
40.10
lo00.00

usec
W

%

%

%
ugec

Fl - Acquisition parameters

TD

3F01 100.63561 MHz
FIDRES 172.842926 Hz
SW 219.841 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
ST 4096

SF 400.1800000 MH=z
WDH SINE

S5B 0

LB 0 Hz
GB 0

BC 1.40

Fl - Processing parameters
5T loz4

Mcz QF

SF 100.6253410 MHz
WDH SINE

SSB 0

LB 0 Hz
GB 0

Current Data Parameters P3 10.00 usec

NAME ago08lmsH2 PLW2 88.00000000 W

EXPNO & GPNAM[1] SMSQ10.100

PROCHC 1 GPZ1 50,00 %
GPHAMI[Z] 5MSQ10.100

F2 - Acguisition Parameters (P22 30.00 %

Date_ 20230809 GPNAM[3] SMS010.100

Time 5.41 h GPZI3 40.10 3

IHSTRUM spect Ple 1000.00 uszec

PROBHD £113652_0120 (

PULPROG hmbogplpndgf Fl - Acquisition parameters

TD zZ048 D 256

SOLVENT DMSO SFO1 125.7062 MHz

s 8 FIDRES 235.316269 Hz

DS 16 SW 239.610 ppn

SWH 6996.269 Hz FnMODE oF

FIDRES 6.832294 Hz

AQ 0.1463637 sec F2 - Processing paraneters

RG 203 sI 4096

Do 71.467 usec SF 499,8700486 MHz

DE 10.00 usec WDW SINE

TE 298.2 K SSB 0

CHNST2 145.0000000 LB 0 Hz

CNST13 g.0000000 GB 0

Do 0.00000300 sec PC 1.40

ol 1.42012799 sec

D2 0.00244828 sec F1l - Processing paramsters

D& 0.06250000 sec ST 1024

D16 0.00020000 sec MC2Z QF

IND 0.00001660 sec SF 125.6924110 MHz

TDaw 1 WDW SINE

SFO1 49%,.8729992 MHz SSB 0

NuCl 1H LB 0 Hz

Pl 12.40 usec GB 0

B2 24.80 usec

PLW1 27.00000000 W

SFO2 125.7062372 MHz

nucz 1lac

Figura S4. Espectro de massas de CIT obtido no ObriTrap-MS. Modo full scan, campo positivo,
resolugao 70.000, tensao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,09-0,19

citronelol #21-43 RT: 0.09-0.19 AV: 23 NL: 376E8
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Figura S5. Comparacio entre espectro real (superior) e simulado (inferior) de CIT. Modo full scan,

campo positivo, resolucio 70.000, tensdo de cone 3,5 kV ¢ 50 V SLens. RT: 0,05-0,93

179.16180 NL:
6.63E6
Am1-SCAN-70K-3 5kV-
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miz

Figura S6. Espectro de massas de GA obtido no ObriTrap-MS. Modo full scan, campo positivo,
resolucdo 70.000, tensdo de cone 3,5 kV ¢ 50 V SLens. RT: 0,20-0,80

Am2-SCAN-70K-3.5kV-50sLENS-20uLmin-POS #45-179 RT: 0.20-0.80 AV: 135 NL: 3.46E8
T. FTMS + p ESI Full ms [50.0000-750.0000]
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Figura S7. Comparacdo entre espectro real (superior) e simulado (inferior) e simulado de GA. Modo

full scan, campo positivo, resolucao 70.000, tensdo de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,07-0,91

217.03183 NL:

1003 * 9.99E7
3 B AM2-SCAN-T0K-3.5KV-
4 50sLENS-20ulmin-P OS#15-
3 + 204 RT:0.07-0.91 AV: 190
803 (M+Na) T:FTMS + p ESIFull ms
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Figura S8. Espectro de massas de HEX obtido no ObriTrap-MS. Modo full scan, campo positivo,
resolugao 70.000, tensao de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,30-0,34

HEX-1000mgL #34-39 RT: 0.3-0.34 AV: 6 NL: 4.21E8
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-750.0000]
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Figura S9. Comparagdo entre espectro obtido (superior) e simulado (inferior) de HEX. Modo full
scan, campo positivo, resolucao 70.000, tensdo de cone 3,5 kV e 50 V SLens. RT: 0,25-0,32

NL: 8.05E4
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Figura S10. Atribui¢do de picos do espectro de '"H NMR da amostra PRO-CIT diluida em DMSO-d,.

Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H
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Figura S11. Atribuicdo dos picos do espectro de 'H NMR da amostra PRO-CIT diluida em

DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H
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Figura S12. Atribuigdo dos picos espectro de "H NMR da amostra PRO-CIT diluida em DMSO-dq.

Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H
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Figura S13. Atribui¢do dos picos do espectro de 'H NMR da amostra PRO-CIT diluida em
DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H

SO-dé - Avance 400 MHz - fev15

Leonardo -1leo 25-D

~ C-1(OH): 6,58
C-1(OH)’: 6,83 ‘

O M

70 65 6.0 55 [ppm]

Figura S14. Atribui¢do dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da amostra
PRO-CIT diluida em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "“C,

respectivamente
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Figura S15. Atribui¢do dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da amostra
PRO-CIT diluida em DMSO-ds. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "“C,

respectivamente

a: 4,09; 63,21
a’: 4,10; 63,21
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Figura S16. Atribui¢do dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da amostra

PRO-CIT diluida em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "“C,

respectivamente

C-1(H-1): 4,36; 97,93

g: 5,09; 125,01
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Figura S17. Atribuicdo dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HMBC da amostra
PRO-CIT diluida em DMSO-ds. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "“C,

respectivamente

o R e T e,

Lecnardo - Leo 2.5 - DMSO-d6 - Avance 400 MHz - fev15imsH4 - HMBC -E
P 2
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C-6: 4,06; 170,30 | C-6: 3,33; 170,30

4.4 42 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 F2 [ppm]

Figura S18. Atribui¢do dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HMBC da amostra
PRO-CIT diluida em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "C,

respectivamente
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Figura S19. Atribui¢do dos picos do espectro de 'H NMR da amostra PRO-HEX diluida em

DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H
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Figura 20. Atribuigdo dos picos do espectro de 'H NMR da amostra PRO-HEX diluida em DMSO-d,.

Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H
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Figura S21. Atribui¢do dos picos do espectro de 'H NMR da amostra PRO-HEX diluida em

DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H

Leana PRO HEX ago08imsH2 :z
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Figura S22. Atribuigdo dos picos do espectro de 'H NMR da amostra PRO-HEX diluida em

DMSO-dg. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H
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Figura S23. Atribui¢do dos picos do espectro de 'H NMR da amostra PRO-HEX diluida em
DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H
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Figura S24. Atribuicdo dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da amostra
PRO-HEX diluida em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "“C,

respectivamente
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Figura S25. Atribui¢do dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da amostra
PRO-HEX diluida em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "C,

respectivamente
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Figura S26. Atribuicdo dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HSQC da amostra
PRO-HEX diluida em DMSO-ds. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "C,

respectivamente
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Figura S27. Atribuicdo dos dados espectrais 2D a partir do mapa do contorno de HMBC da amostra
PRO-HEX diluida em DMSO-d,. Valores em ppm do deslocamento quimico de 'H e "C,

respectivamente
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Tabela S1. Resultados obtidos no painel sensorial: valores de intensidade de fragrancia sentida para

cada instante de tempo (0 a 120 min)

Painelista HEX 7,25% PRO-HEX 20%
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120

P1 10 3 0 0 0 1 4 0 0 0
P2 8 4 2 0 0 5 7 6 4 2
P3 10 7 5 3 1 9 8 6 4 1
P3 10 5 2 1 1 9 4 2 1 2
P3 10 7 5 4 2 9 5 4 4 3
P4 8 1 0 0 0 2 2 1 1 0
P4 8 0 0 0 0 1 1 2 2 0
P4 8 1 0 0 0 1 1 2 1 1
P5 9 5 4 2 1 7 5 6 5 4
P5 9 5 1 1 1 8 5 2 2 4
P5 9 3 2 1 1 8 6 4 5 4
P6 8 5 2 1 0 5 5 3 3 1
P6 8 5 3 1 0 4 3 4 2 1
P6 9 4 2 1 0 5 5 3 3 1
P7 10 6 1 1 1 4 5 5 3 2
P7 10 1 0 0 0 2 3 2 2 1
P7 10 2 1 1 1 4 3 3 3 2
P8 9 4 1 1 1 2 5 3 2 2
P8 10 3 2 1 0 5 3 3 2 2
P8 9 7 2 0 0 2 3 3 2 2

TAMANHO 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

MEDIA 9,10 | 390 | 1,75 [ 0,95 | 0,50 | 4,65 | 4,15 | 3,20 | 2,55 1,75
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Tabela S2. Resultados obtidos no painel sensorial: Indicagdo de qual amostra ¢ mais intensa em
fungdo do tempo (0 a 120 min) - mais intensa indicada pelo valor /, menos intensa pelo valor . Caso

tenha igualdade de intensidade, ambos os valores sdo 0

Painelista 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min

HEX | PRO | HEX [ PRO | HEX | PRO- | HEX [ PRO | HEX |[PRO-
7,25 - 7,25 - 7,25 | HEX |7,25% - 7,25 | HEX
% |HEX| % |HEX| % 20% HEX | % 20%
20% 20% 20%

P1
P2
P3
P3
P3
P4
P4
P4
PS5
P5
PS5
P6
P6
P6
P7
P7
P7
P8
P8
P8
TAMANHO | 20 20 20 20
MEDIA 1,00 0,00 | 0,25 0,55 0,05 [ 0,85 [ 0,00 | 0,85 | 0,00 | 0,85
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