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"0 bom senso €, de todas as coisas entre os homens, a mais igualmente distribuida;
todas as pessoas pensam que sfo tdo abundantemente providas de bom senso, que até
mesmo aqueles que s8o os mais dificeis de se satisfazer em outras coisas, normalmente
ndo desejam uma medida maior desta qualidade que aquela que Ja possuem. E assim, ndo
¢ provavel que todos estejam bastante enganados com essa convicgdo, que € tomada
como testemurntho de que o poder de julgar corretamente e de distinguir a verdade do erro,
0 que € propriamente chamado de bom senso ou razdo, € por natureza igual em todos os
homens; e que a diversidade de nossas opinides, por conseguinte, nio surge de alguns
sendo dotados de uma parte mator de razdo que outros, mas somente disto, que nos
administrarmos nossos pensamentos ao longo de caminhos diferentes, e ndo fixamos
nossa atenglo nos mesmos objetos. Ser possuidor de vigorosos poderes mentais néo € ¢
bastante; o requisito principal € justamente saber aplicé-los bem . As maiores mentes,
assim como s80 capazes das maiores exceléncias, estdo igualmente abertas as maiores
aberracBes; € aqueles que caminham muito lentamente podem fazer maiores progressos,
contanto que sempre mantenham-se convictos em seu caminho, que aqueles que,

enguanto correm, o abandonam.”
Renée Descartes
"..E nunca considerem seu estudo como uma obrigacfo, mas sim COmo uma
oportunidade invejavel de aprender, sobre a influéncia libertadora da beleza no dominio
do espirito, para seu prazer pessoal e para o proveito da comunidade a qual pertencera o

seu trabalho futuro.”

Albert Einstein
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RESUMO

CO‘\ITRIBUICAO A QUIMICA DOS COMPOSTOS VOLATEIS E INTERACOES COM
08S ORGANISMOS RECEPTORES
Paulo Cesar de Lima Nogueira
Orientadora : Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli
Palavras-chave: compostos  voldteis, Guttiferae, Clusia, Tovomita, suco de laranja,
Alicyciobacillus, benzofenonas.

O presente trabatho foi dividido em 4 partes que abordam 2 temas centrais: a importancia
dos compostos volateis sob a ¢gide da ecologia quimica e a sintese de produtos naturais.

Na primeira e segunda parte, analisamos o papel dos compostos volateis produzidos por
especies de Clusia e Tovomita {Guttiferae), respectivamente, nas interages com seus insetos
polinizadores. O perfil quimico dos voldteis produzidos pelas pétalas de 16 espécies de Clusia
periencentes a 4 diferentes secles taxondmicas do género revelaram alguma correlagio com a
cladistica das espécies e o tipo de polinizador. No caso do género Tovomita, os filamentos dos
estames das 4 espécies (7. amazonica, T. acwtiflora, T. rubella e T. aff. grata) de ocorréncia
simpatrica estudadas produzem goticulas de um Oleo aromatico que atrai machos de abelhas
euglossine como polinizadores. A analise destes 6leos revelaram uma clara diferenciagdo entre
sua composi¢io quimica, provavelmente para a atragfo seletiva de espécies diferentes de
euglossine evitando assim a polinizacio cruzada inter-especifica.

Na terceira parte, abordamos o efeito dos compostos voléteis produzidos pelo suco de
laranja infectado por Alicyclobacillus. Nessa etapa, com auxilio da técnica de cromatografia a
gas associada & olfatometria, propusemos gue os principais responsaveis pelo mau odor sdo os
acidos isovalérico e 2-metil-butirico ¢ nfo o guaiacol, como sugerido em trabalhos anteriores da
literatura.

Por fim, a ultima parte do trabalho relata as tentativas de obtenc@ic de benzofenonas

preniladas, isoladas da resina floral de Clusia, através de 2 rotas biomiméticas.
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ABSTRACT

CONTRIBUTION TO THE CHEMISTRY OF VOLATILES AND INTERACTIONS
WITH RECEIVER ORGANISMS

Paulo Cesar de Lima Nogueira
Adviser : Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli
Key words: volatiles compounds, Guttiferae, Clusia, Tovomita, orange juice, Alicvclobacillus,
benzophenones.

This research is divided into 4 chapters focusing 2 main topics: the importance of
volatiles to the fiving organisms and synthesis of natural products.

The first and second chapters deal with the role of volatile compounds from Clusia and
Tovomita species, respectively. The chemical compositions of floral volatiles of sixteen species
of Clusia belonging to four different taxonomic sections of the genus were investigated. These
were in part, but not always, related to the taxonomic position of the species, and to a minor
extent to the type of pollinator observed on the flowers as revealed by clustering analysis. On the
other hand, droplets of fragrant oils produced by the filaments of the Tovomita flower stamens, a
dioecious genus, attracts male euglossine bees as pollinators and the oils of four species (T
amazonica, T. acutiflora, T. rubella e T. aff. grara) were investigated revealing that the
composition is different for all four species, possibly to selectively attract different euglossme
species and to avoid interspecific cross-pollination.

The third chapter deals with off-flavor arising from contaminated orange juice by
Alicyclobacillus. Based on gas chromatography/olfactometry technique we proposed that the off-
flavors compounds are isovaleric and 2-methyl butyric acids, but not guaiacol as suggested in the
literature.

Finally the last chapter describes the very first attempts to prepare polyisoprenylated

benzophenones from floral resins of Clusia species using two bio-mimetic approaches.
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Parte 1- Introducfioc 3

1. Introducio

Os seres vivos se comunicam através de mensagens veiculadas através dos cinco
sentidos. Audigio. visdo e tato sdo sentidos essencialmente fisicos, enquanto paladar e
olfato sdo sentidos quimicos, isto ¢, baseiam-se nas interagbes entre moléculas e
receptores de Orgéos apropriados.

Dentre os cinco sentidos, aqueles que quase todos os animais dependem mais
profundamente sdo os sentidos quimicos; apenas alguns grupos de passaros e alguns
poucos primatas dependem mais da visdo que do olfato e do paladar. A quimiorecepcdio,
ou seja, a habilidade para detectar sinais quimicos, foi provavelmente o primeiro tipo de
sensagio entre 0s Organismos primitivos ¢ o mecanismo original da quimiorecepcio €
provavelmente a base do olfato e do paladar que nés e outros animais possuimaos ate hoje.

Apesar da importancia dos sentidos quimicos, pouco se sabe a respeito deles, Os
resultados das pesquisas nesta drea indicaram que os receptores usados para detectar os
odorantes (compostos quimicos que produzem a sensacio de odor) sdo similares aqueles
usados na vis&o, bem como aos receptores usados para detectar os horménios'. O sistema
olfativo dos seres humanos e de outros organismos vivos consiste da transdugo, ou seja.
um processo para converter uma forma quimica em impulsos eletroquimicos que sdo
transmitidos ao cérebro (Figura 1). Esta transducio (detecciio dos odorantes} ocotre na
superficie de uma 4rea pequena de tecido amarelo, localizada no topo da cavidade nasal
aproximadamente no nivel dos olhos, chamada de epitélio olfativo ( Figura 2). O epitélio
possul varios tipos de células receptoras, as quais retransmitem os sinais nervosos via
neurdnios dentro do bulbo olfativo localizado no cérebro, e de 14 para o sistema limbico e
para o cerebro superior (Figura 2). Ha evidéncias de que todos os sinais de um tipo de
receptor convergem para uma drea comum do bulbo olfativo e que os receptores
respondem a mais de um odorante, sugerindo que eles detectam apenas as partes
caracteristicas de sua estrutura (os chamados odotopos) e ndo a molécula toda. Estudos

recentes confirmaram que os sitios de wm receptor no epitélio olfativo sdo formados por

" Axel, R, Sci. Amer., 1993, October, 134,
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proteinas que se entrelacam sete vezes dentro e fora da membrana celular do receptor
(proteina-G3). Estas proteinas receptoras possuem um desenho primordial e compartilham
suas caracteristicas estruturais com diferentes espécies. Esta similaridade implica que
diferentes espécies podem “cheirar” o mesmo composto quimico ou similar, da mesma

maneira que diferentes espécies respondem ao mesmo comprimento de onda da luz.

Figura 1. Modelo geral para o processo de transdugfo: 2 mudanga causada na proteina receptora
pela sua interagdo com uma molécula de odorante, faz com que a proteina-G associada com o
receptor ative tanto a fosfolipase-C quanto a adenilil-ciclase, que por sua vez liberam os
mensageiros secundarios inositol trifosfato (IP;) ¢ adenosina monofosfato ciclica (cAMP) na
célula. Estes mensageiros fazem com que os canais de Na* & Ca®* na membrana celular se abram
¢ o influxo de fons positivos na célula inicia uma diminuigio na voltagem através da membrana
celular ocasionando, ao final, a geragdo de um impulso nervoso.
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Figura 2. BEsquema simplificado da biologia do cheiro.

Muitas teorias tentam explicar como 0s serss vivos percebent 0s odores?, sendo 2
teoria da radiacdo, postulada por Aristételes no século 4 a.C, a mais gstranha denfre
todas. Esta teoria propde que as substincias odoriferas emitem uma radiago que &
detectada pelo receptor olfativo. Miles & Beck, em 1947, deram suporte para esta teoria

afirmando que as abelhas deveriam detectar o cheiro de mel atraves de um recipiente

2gell, C. Chem. Britain, 1997, 33, 39
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ransparente ao espectro do infravermelho distante, mas como seus resultados nunca
foram repetidos, hoje nio se dé importincia a esta teoria. Outras teorias fora de uso
incluem a teoria da atividade termodindmica postulada por Gavaudan (1948), a teoria
cromatografica de Mozell (1970) e a teoria da penetracdo da membrana de Davies
(1971). Estas teorias possuem em comum o fato de relatar a solubilidade clou
volatilidade do odorante, propriedades estas que determinam o transporte da moleécula da
fonte ao receptor, mas ndo estdo necessariamente envolvidas na geracdo do impulse
n1ervoso.

As teorias que ainda sdo levadas a sério podem ser separadas em 2 classes.
chamadas aqui de teorias de reconhecimento (odotopos) e vibracdo. Ambas as classes
propGem que uma molécula do odorante entre em contato com um receptor apropriado,
ocasionando a geracdo de um impulso nervoso na célula do receptor. Nas teorias de
reconhecimento, o contato se da pelo reconhecimento molecular de um substrato (o
odorante) por uma proteina (0 receptor), enquanto nas teorias de vibragdo, o receptor de
alguma maneira sente uma vibragdo molecular especifica ou um grupo de vibragdes do
substrato.

A primeira teoria de reconhecimento foi postulada por Epicurus no século 4 a.C.,
sendo o conceito mais atual proposto por John Amoore, o qual postula a existéncia de
diferentes tipos de receptores no nariz, cada qual capaz de reconhecer uma forma
molecular particular (o odorante) que, ao entrarem em contato, geram um sinal para um
odor primario’. Segundo Amoore, os odores primarios da olfagdo tém fungdo similar as
cores primarias utilizadas na visdo e, ap6s estudos com anosmias especificas, ou seia. a
incapacidade de algumas pessoas em detectar parcial ou totalmente alguns tipos de
odores, postulou uma lista com 10 odores primarios (acre, almiscar, ambergris, canfora,

etereo, floral, horteld, pttrido, séndalo e urina).

* Amoore, J.E. Odor theory and odor classification. In fragrance chemistry: the science of the sense of
smell Theimer, ET. (Ed.}. Academic Press, New York, 1982, 27,
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Hé ainda outras duas teorias de reconhecimento que merecem atencdo. Aquela
postulada por M. G. J. Beets® (1968), o qual propds que o grupo funcional num odorante
serve para alinha-lo com o receptor e que o perfil do volume espacial apresentado ao
receptor € de fundamental importéncia para a determinacdo do odor; e uma outra teoria,
que combina ¢ uso da estrutura eletrbnica e a conformacdo das moléculas, chamado de
método elétron-topoldgica’, a qual é defendida por um grupo de pesquisadores na
Universidade de Kishinev na Moldavia. Nesta altima teoria, o reconhecimento se daria
através dos elétrons dos orbitais de fronteira do odorante e pressupde uma série dos
chamados tridngulos do odor, cujas dimensdes do tridngulo de Adtomos e as suas
propriedades eletrénicas numa moelécula foram preestabelecidas de acordo com cada tipo
de odor, que mesmo variando em tamanho e forma de um tipo de odor para o outro o
tridngulo normalmente compreende um 4tomo de oxigénio e 2 atomos de hidrogénio.

A teoria de vibrac@io foi inicialmente proposta por G. M. Dyson® em 1938 ¢
propde que um receptor no nariz detecta as vibracdes das moléculas odorantes ¢ estas sdo
interpretadas pelo cérebro como odor. Esta teoria foi refinada por Robert Wright’,
pesquisador britdnico, o qual afirmou ter encontrado correlacBes entre odor e o espectro
de infravermelho durante as décadas de 60 e 70. Recentemente, Luca Turin® (1996)
apresentou um mecanismo complementar correlacionando as bandas vibracionais no
espectro de infravermelho dos compostos odorantes com a resposta olfativa.

De modo geral, esta € uma questdo que permanece aberta e nenhuma das teorias
consegue responder com clareza como percebemos 0s odores, € cada teoria complementa
a outra, ou seja, a teoria de vibracdo melhor determina o carater do odor de uma molécula
enquanto a teoria de reconhecimento (odotopos) explica melhor a sua intensidade (limites
de detecciio).

Independente dos modelos citados acima, a comunicacdo quimica ocorre atraves de

moléculas orgénicas volateis de aproximadamente 300 daltons, facilmente carreadas pela

® Turin, L.; Yoshii, F. Hipertexto : http://www.physiol.ucl.ac.uk/research/turin_l/review finalpdfe
referéncias citadas.

? Rossiter, K.J. Chem. Reviews, 1996, 96, 3201 ¢ referéncias citadas.

* Dyson, G.M. Chem. Ind., 1938, 57, 647,

" Wright, R.H. The sense of smell. CRC Press, Boca Raton, 1982,
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agua e pelo ar. Os compostos volateis englobam muitas classes de produtos naturais
(isoprendides, derivados de acidos graxos, benzendides e amindides) ¢ cada uma delas
podem conter os mais diversos grupos funcionais (hidrocarbonetos, dlcoois, aldeidos,
cetonas, acidos e €steres).

Os compostos volateis sfio a base das TESPOStas emocionais e comportamentais e
sdo utilizados em diferentes contextos nas interacdes entre organismos vivos: na
aquisi¢do de alimento ou atrago do parceiro sexual, em interagdes sociais didrias, para
demarcacdo de territorio, para repelir um inimigo ou para avisar outros do perigo. Podem
ser importantes no sentido de equacionar um dos maiores problemas da humanidade, isto
€, a producdo de alimento; seja evitando a utilizacdo de substancias agressivas a natureza
atraves do controle bioldgico de insetos daninhos ou através do controle de sua qualidade
tornando-os mais atrativos aos consumidores, uma vez que a demanda de alimentos
industrializados nas ultimas décadas aumentou com o rapido crescimento da populacdo
no planeta.

Para os seres humanos, compostos volateis ndo veiculam mensagens entre seus
individuos, mas sdo utilizados em perfumaria e na quimica de aromatizantes. Dezenas de
milhares de compostos foram identificados e correlacionados aos estudos dos odores
caracteristicos, que se estendem desde pesquisa de olfatometria simples até avalia¢des de
propriedades medicinais e efeitos fisioldgicos e psicolégicos’. Podemos dividir os aromas
em duas classes genéricas: aquelas agradaveis (perfumadas) e aquelas desagradaveis
(repulsivas ou aminoidicas)'’, Entretanto, os outros organismos vivos sdo atraidos pelo
aroma, qualquer que seja a classificacio dos mesmos pelo olfato humano. Em alguns
casos, o constituinte majoritdrio pode ser responsavel por um odor em particular, mas
normalmente os aromas sdo misturas de componentes, sendo que um componente pode

refor¢ar a efetividade de um segundo e terceiro, produzindo um odor caracteristico.

® Turin, L. Chem. Senses, 1996, 21, 773.

? van Toller, S.; Dodd, G.H. (Eds.). Perfumary: the psychology and biology of fragrance. Chapman &
Hall, Cambridge, 1988.

" Harborne, 1.B. Introduction to ecological biochemistry. 4" Ed, Academic Press, London, 1993, p. 54.
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Sob o prisma da ecologia quimica'’, a area de estudo que trata das interacdes entre
organismos e seu meio-ambiente mediadas por agentes quimicos, os voldteis
desempenham um papel fundamental e dentro deste universo, alguns termos foram
criados. O mais conhecido deles € feromédnio, o qual refere-se a compostos quimicos ou
misturas deles que sfo usados como vetores de comunicagfio entre individuos de uma
mesma espécie. Sdo classificados de acordo com sua funcfo: sexual, alarme,
recrutamento, trilha, agregacfio, etc. Outro termo, menos conhecido entre no
especialistas, € aleloquimico, 0 qual refere-se a wm grupo muito maior de compostos que
facilitam a comunicaco entre individuos de espécies diferentes (Figura 3). Sdo
subdivididos em alomodnio (benéfico ac emissor e prejudicial ao receptor); cairomdnio
(benéfico ao receptor & prejudicial ac emissor); sinomodnio (benéfico para ambos) e
apneumdnio (emitido a partir de material ndo vivo, e benéfico ao receptor). Atualmente,
ainda encontramos na literatura controvérsias a respeitc da definicdo global destes
mediadores (Figura 4), os quais podem ser denominados como infoquimicos" (termo
mais atual, baseado em conceitos evolutivos € na relaciio custo-beneficio) ou
semioquimic:os14 (termo original e ainda o mais usado'”, baseado em critérios de origem-

organismo emissor).

" definicdo segundo a ISCE (International Society of Chemical Ecology): drea que estuda a estrutura,
funcdo e biossintese de produtos naturais, sua origem evoluciondria e sua aplicacdo as necessidades de
uma sociedade.

"> Oldham, N.J.; Boland, W. Naturwissenschaften, 1996, 83, 248.

“ Dicke, M.; Sabelis, M.W. Functional Ecology, 1988, 2, 131.

“Nordlund, D. A.; Lewis, W.1. J Chem. Ecol., 1976,2,211.

“ Hick, A. J.; Luszniak, M.C.; Pickett, J. A. Nat. Prod. Rep., 1999, 16, 3G
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Aleloguimicos

compostos quimicos que permitem a comunicacdo entre individuos de espécies diferentes.

aloménio: um aleloquimico pertinente 2 biologia de um organismo 1 que em contato com um
organismo de uma outra espécie (organismo 2) provoca no receptor um comportamento e/ou
resposta fisiologica que ¢ favordavel ao organismo 1, mas nido ao organismo 2. Ex: o aroma
emitido por flores de Dracula chesiertonii para atrair moscas témeas, suas polinizadoras, o qual
¢ similar ao aroma de um cogumelo (local de ovoposicdo destas moscas) usado como fonte

nutritiva para suas larvas, que ao eclodirem morrem por escassez de alimento'®.

cairoménio: um aleloquimico pertinente a biologia de um organismo 1 que em contato com um
organismo de uma outra espécie (organismo 2) provoca no receptor um comportamento e/ou
resposta fisiolégica que ¢ favordvel ao organismo 2, mas nio ao organismo 1. Ex: os volateis
emitidos pelo milho (fenilacetaldeido e 3-metil-1-butanol) e o etileno das frutas maduras
atraem e estimulam a produciio do feroménio sexual de mariposas fémeas de Helicoverpa zea
[(Z)-11-hexadecenal] que, s6 atraem eficientemente os machos, quando em contato com acetato
de (Zj-3-hexenila, um componente volatil emitido normalmente por plantas de folhas verdes,

que servirdo de fonte de alimento para a futura prole (as larvas)'’.

sineménio: um aleloguimico pertinente a biologia de um organismo 1 que em contato com um
organismo de uma outra espécie (organismo 2) provoca no receptor um comportamento e/ou
resposta fisiologica que ¢ favorével tanto ao organismo 1 quanto a0 organismo 2. Ex: os
volateis emitidos pelo mitho (Zea mays) quando é atacado por lagartas de Spodoptera exigua,

atraem fémeas da vespa Cortesia marginiventris, um predador natural das lagartas'’.

apneumdnio : substancias emitidas por material ndio vivo que provoca no receptor um
comportamento e/ou resposta fisioldgica que é favordvel ao organismo receptor, mas nio ao

organismo de outra espécie que pode ser ou nio encontrado no material ndo vive.

Figura 3. Deﬁmgoes dos termos usados para aleloquimicos de acordo com o conceito de
infoquimicos.  Termo usado apenas no conceito de semioquimicos.

' Kaiser, R. The scent of orchid, olfactory and chemical investigations. Elsevier, Amsterdam, 1993,
" Oldham, N.J.; Boland, W. Naturwissenschaften, 1996, 83, 248,
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Semioquimicos ou Infoquimicos

Ferpmbnio

Aleloguimicos

Cairoménip { Aloménie Sinomonig

Figura 4. Classificac@o geral dos termos em ecologia quimica

Aroma floral ¢ um componente importante da biologia reprodutiva de muitas
angiospermas (plantas floriferas), advertindo a presenga de recompensas para um
polinizador, ou mesmo servindo como a propria recompensa. Podem servir como atraente
em plantas polinizadas por abelhas, besouros, borboletas, moscas, mariposas ¢ até
morcegos. Pesquisas nesta area tém implicagdes importantes em estudos de dispersdo de
pblen, polinizagdo por engano, comportamento de insetos forrageiros € controle de
insetos daninhos. Além disso, a variagio na composicdo destes aromas, quando
combinada com a variag¢do de visita dos polinizadores, pode fornecer um mecanismo para
o isolamento reprodutivo em algumas angiospermas. Estes estudos se expandiram gracas
aos rapidos avancos obtidos em CG/EM durante os ultimos 30 anos, o que acelerou o
desenvolvimento de andlises quimicas sensiveis e reprodutiveis nas pesquisas de
aromas'". No entanto, considerando a importdncia das interagdes inseto-planta, ainda
existe uma falta de informacdo consideravel sobre a quimica dos aromas florais. Num
universo de mais de 200.000 espécies de plantas floriferas, apenas uma pequena fracdo
foi estudada’® (mais de 700 compostos volateis caracterizados a partir de 441 espécies em
174 géneros de 60 familias de plantas), sendo relativamente poucos os estudos que

estabelecem a estrutura dos constituintes do aroma de uma planta com relag@o a interag@o

' Raguso, R.A; Pellmyr, O. Oikos. 1998, 81, 238.
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especifica com um inseto’’. Além disso, nesta drea de pesquisa t3o abrangente, novos
direcionamentos t€m sido observados, no que concerne i taxonomia e evolugao,
revelando uma complexidade ainda maior do que se supunha entre os OTganismos vivos e

e - P 21.22.23
a emissdo de sinais GUIMICos .

" Knudsen, J.T.; Tollsten, L.; Bergstrom, L.G. Phytochemistry, 1993, 33, 253
* Metcalf, R.L. Mikrochim. Acta, 1998, 129, 167.

*' [saacs, R. Trends Ecol. Evol., 1998, 13, 3.

* Norin, T. Pure Appl. Chem., 1996, 68, 2043.

* Armbruster, W.S. Ecology, 1997, 78, 1661,
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1.2 Objetivos

Esta tese, cujo tema central € o papel dos compostos voldteis nas interacdes com
organismos receptores, foi dividida em 4 partes. Nas duas primeiras etapas, o tema fol
abordado sob o prisma da ecologia guimica, enquanto numa terceira etapa, foi dado
énfase a interaco dos volateis na dieta dos seres humanos. Por fim, na quarta etapa,
como complemento da formacdo acad€mica, foi feita uma incursdo no campo da sintese

de produtos naturais. Desta forma, os objetivos gerais do presente trabalho sdo:

1} Averiguar do ponto de vista quimico, o papel ecologico dos aromas florais
oriundos de espécies de Clusia ¢ Tovomita nas interagdes com seus
polinizadores;

2) Verificar a composi¢do quimica dos volateis produzidos pelo suco de laranja
deteriorado por microrganismos;

3) Viabilizar uma rota sintética para obtenc@io de benzofenonas isoladas de resinas

florais de Clusia spp.
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2. Métodos de analise de volateis

2.3 Consideracdes gerais

Oleos essenciais sdo substancias odoriferas amplamente usadas na industria de
perfumaria, no setor farmacéutico € na area de nutricdo humana. S#o constituidos, na
maioria das vezes, de mais de 200 compostos, 0s quals podem ser divididos basicamente
em 2 par{eszé. A primeira delas, ¢ mais volatil constituindo 90-95% do total do oleo,
composta principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos € seus derivados oxigenados,
podendo conter aldeidos alifaticos, derivados aromaticos, &lcoois e ésteres. A segunda
parte ¢ menos volatil, constituindo 5-10% do total do dleo, que pode conter
hidrocarbonetos de cadeia longa, acidos graxos, esterdides, carotenoides, cumarinas e
diterpenos. Na fracdo mais volatil. os terpenos sdo, em geral, compostos insaturados de
facil decomposicio pela acfo da luz, do calor e do oxigénio produzindo compostos
indesejaveis, os quais podem provocar adulteraciio do aroma original. A fracio oxigenada
¢ altamente odorifera sendo na maioria dos casos, a principal responsavel pelos aromas
caracteristicos.

No processo de obtengdo dos oOleos essenciais, as etapas de isolamento,
concentracdo e purificacdo tornam-se fundamentais tendo em vista o amplo uso destes
compostos ha varios anos. Os processos mais utilizados sdo os chamados métodos
classicos™, ou seja, aqueles baseados no arraste a vapor e na extragdo com solventes
orgAnicos e, atualmente, os métodos adotados pela industria para a obtencdo dos Gleos
essenciais sdo a destilagdo fracionada a vacuo, a extracdo seletiva com solvente € a
separa¢io por cromatografia.

Sabe-se que a composicdo dos oleos essenciais depende do método de extracio
utilizado. Desta forma, as técnicas utilizadas atualmente oferecem wvarias vantagens

individuais, mas também sofrem de algumas limitacdes especificas. Um problema

- Luque de Castro, M.D.; Jiménez-Carmona, M.M_; Fernandez-Pérez, V. Trends Anal. Chem., 1999, 18,
708.
5 Sides, A.; Robards, K.; Helliwell, S. Trends Anal. Chem., 2000, 19, 322.
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comum a todas elas € a deterioraciio do aroma pela produgéo de artefatos (componentes
ndo naturais). Portanto, ¢ desejavel empregar condi¢des brandas para evitar oxidacdes,
degradagOes térmicas ou outras alteracdes quimicas.

Neste capitulo objetivamos apresentar de forma genecrica os principais métodos
utilizados para o isolamento e identificacdo dos compostos presentes nos dleos
essenciais, bem como as técnicas alternativas que estdo surgindo na tentativa de superar

algumas limitacOes dos métodos cldssicos.

2.2 Procedimentos para o isolamento de 6leos essenciais

2.2.1 Métodos classicos
2.2.1.1 Extracio direta com solvente

A extragdo com solvente orginico é um método importante e muito utilizado para
o isolamento dos 6leos essenciais de produtos naturais. A extra¢do simples com solvente
seguida pela evaporacdo do mesmo ¢ um dos primeiros métodos usados para recuperar
cOmpostos com aroma, principalmente em alimentos. No entanto, os baixos niveis de
compostos recuperados aliado ao nivel de componentes co-extraidos da matriz restringem
0 uso da extragdo direta. Esta técnica utiliza tanto solventes puros quanto misturas, sendo
o diclorometano, éter etilico, éter de petréleo e o pentano os solventes orgdnicos mais
utilizados, principalmente, por apresentarem um baixo ponto de ebuli¢do, permitindo que
0s componentes mais sensiveis ndo sejam destruidos por aquecimento, além da

.. . " - , . . ; .2
seletividade, permitindo que as substincias odoriferas sejam removidas primeiro?®,

* Walradt, J.P. Analysis of fragrance materials. In Fragrance chemistry: the science of the sense of smell.
Theimer, E. T. (Ed.). Academic Press, New York, 1682, 575.
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2.2.1.2 Destilacdo a vapor (arraste a vapor, hidrodestilaciio, destilacio a vacuo)

A maioria dos o6leos essenciais sdo preparados usando-se vérias técnicas de
destilagio a vapor, as quais podem ser agrupadas em 2 categorias: no métode direto
(arraste a vapor), um recipiente € preenchido com o material a ser extraido e o vapor, que
¢ introduzido na base, mistura-se com os compostos volateis, desta forma, capturando-os.
Ja no método indireto (hidrodestilacdo) (Figura 5a), o frasco com © material €
inicialmente preenchido com 4gua e depois se permite o aquecimento até a temperatura
de ebulicdo da agua de forma que os volateis possam ser arrastados pelo vapor, o qual é
condensado, separando em 4gua e 6leo essencial.

A destilaco a vapor ¢ um dos processos convencionais mais utilizados para
extragdo de Oleos essenciais de plantas e € normalmente feita através da aparelhagem de
Likens-Nickerson ou suas derivagdes (Figura 5b). Esta técnica possul como principal
desvantagem a decomposi¢io dos compostos termolabeis. Para evitar esta perda utiliza-se

a destilacdo a vacuo.

Loroon eauoe -
—Geergng ConStnses

Figara 5. [Dsquema geral para destilagdes a vapor. a) hidrodestilacdo
b} aparelhagem Likens-Nickerson.
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2.2.2 Métodos atuais de amostragem

As técnicas de amostragem de volateis mais recentes utilizam pouco ou nenhum
solvente orgénico e, como qualquer método de amostragem, dependem da particdio entre
os analitos da matriz e uma fase extratora que pode ser um gés, um liquido ou um

adsorvente”’ (Esquema 1).

1

métodos de amostragem |
dos volateis |

extragiio ‘extra¢dio com
com liquido | | - adsorvente |
| extracio em| T

i fase gasosa | P

EFSC T "SPVE |

T'espaceo
i lvre |

T TR

espaco livre |
TP /
_estatico | ,

| amostragem|

direta ’

dinimico | F é

i

Esquema 1. Diagrama dos métodos atuais de amostragem
que ndo utilizam solvente orgénico.

Meétodos tais como a amostragem estatica do espaco livre (“headspace™ estdtico)
Ou a extragdo por purga e captura (do inglés “purge and trap”, “headspace” dinamico)
possuem uma caracteristica em comum, isto €, a particdo dos analitos ocorre numa fase
gasosa. Durante a particdo, os compostos ndo volateis de alto peso molecular sdo
eliminados, impedindo a contamina¢do da coluna de separagdo, o que torna este método

bastante eficiente.

7 pawliszyn, J. Solid phase microextraction. Wiley-VCH, New York, 1997,
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2.2.2.1 Amostragem estdtica e dindmica do espaco livre (polimeros adsorventes)

Os méritos das técnicas de amostragem do espago livre para recuperacdo de
compostos volateis associados com o aroma ja sdo reconhecidos ha algum tempo e
atualmente, tornaram-se o método preferido para captura de volateis. principaimente em
estudos de ecologia quimica™ >,

No procedimento original, a amostragem estatica do espago livre (Theadspace”
estatico), permite-se que a fase liquida ¢ o vapor de uma amostra entrem em equilibrio no
espaco livre de um recipiente fechado a uma temperatura controlada ¢ assim um velume
pequeno e bem definido deste espago livre ¢ retirado através de um septo ¢ analisado
diretamente, em geral por cromatografia gasosa (CG). Além de féacil e rapido, este
método ¢ provavelmente o mais simples, permanecendo até hoje. como a teécnica de
preparagdo de amostra lvre de solvente mais utilizada, principalmente em analises de
campo. A principal desvantagem ¢ a diluicio da amostra acarretando na baixa
sensibilidade da andlise. Outro problema estd no fato da composicdo da fase gasosa ser
distinta da composigdo da matriz.

Ji no procedimento de amostragem dindmica do espago livre (“headspace”
dinAmico) (Figura 6), também conhecido como método de purga e captura, permite-se
que um gds inerte remova os compostos volateis da matriz (purga), 0s quais sdo
arrastados para serem coletados de varias formas (captura). O equilibrio entre a amostra ¢
o espaco livre ¢ alterado a todo 0 momento e, concentrando os volateis no adsorvente, o
torna aplicdvel a uma faixa muito mais ampla de materiais. Os detalhes do procedimento
encontram-se nos tipos de armadilhas utilizadas (criogénica ou com adsorventes). As
armadilhas criogénicas, ou seja, aquelas na qual a captura dos compostos ocorre atraves
de recipientes refrigerados. possuem a desvantagem de coletar dgua junto com 0
volateis, o que torna as armadilhas com adsorventes, principalmente as que utilizam
carviio ativo ou polimeros porosos, mais convenientes. Podem-se utilizar como solidos

adsorventes desde carvio ativo até silica gel, porém os mais utilizados sdo os polimeros

2 Raguso, R.A.; Pelimyr, O. Qikos, 1998, 81, 238,
¥ Agelopoulos, N.G.; Pickett, LA J Chem Feol, 1998, 24, 1161,
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porosos Chromsorbs® 101, 102 e 105, Porapak Q% ¢ Tenax GC® devido a pouca
retencdo de agua e alcoois inferiores bem como pela boa seletividade na retenciio dos
compostos orgénicos. Os compostos volateis podem ser recuperados com bons
rendimentos atraves de dessorgfo térmica, uma técnica que embora seja aplicavel 2 uma
ampla faixa de compostos pode causar mudangas moleculares naqueles mais sensiveis;
ou por meio da dessorgdo (eluicdio) com solvente, uma técnica mais branda, mas gue
pode mascarar ou causar a perda de alguns compostos volateis.

As principais vantagens desta abordagem encontram-se: no fato dos extratos assim
obtidos serem mais limpos, ou seja, conterem um namero menor de compostos que
naqueles obtidos por extraco com solvente ou pelos métodos de destilaciio; na facilidade
em dessorver os voidteis capturados em polimeros adsorventes porosos diretamente na
porta de inje¢do do cromatdgrafo a gas (dessorcfo térmica), além de uma maior
flexibilidade em acondicionar as amostras em recipientes de vérios tamanhos de acordo
com a necessidade. A principal desvantagem desta técnica € a contaminacio por

compostos de uma analise anterior.

"headspace” floral

adsorvente

direcdo do fluxe de ar

bomba de vacuo
]  —

Figura 6. Esquema geral para amostragem dinfmica do  espago  livre
(“headspace” dindmico) utilizando polimeros adsorventes.
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2.2.2.2 Extracfo com fluide supercritico (EFSC)

Um outro método de amostragem ¢ a extragdo com fluido supercritico (EFSC)
(Figura 7). Esta é uma tecnologia relativamente recente baseada no aumento do poder de
solvatagio de um fluido acima de seu ponto critico, na qual a extracfo pode ser ajustada
através do controle do poder de solvatagio de um extrator por meio de otimizagdo da
temperatura e pressdo de extragdo e, como as propriedades de transporte de massa sao
maiores nos fluidos supercriticos, resulta em fluxos de extracdo mais rdpidos ¢ em
tempos de extragio mais curtos.

Fluido supercritico € o estado da matéria acima da temperatura critica ¢ da pressao
critica, onde o vapor e o liguido #m a mesma densidade e o fluido ndo pode ser
liquefeito pelo simples aumento da press@o. Dentre uma variedade de fluidos
supercriticos, CO, ¢ o mais utilizado devido ao seu baixo custo, inércia guimica, baixa

toxicidade, nfo ser inflamavel e ser de facil remogdo apss extracio’’

além de possuir a
capacidade de remover compostos menos volatels a temperatura ambiente. Esta técnica
esta se expandindo gracas a algumas caracteristicas atrativas dos fluidos supercriticos, ou
seja, possuir tanto caracteristicas de transferéncia de massa semelhante a um gds quanto a
capacidade de solvatagdo similar a um liquido. Contudo. o método requer um sistemna de
distribui¢do de fluido a alta pressdo e uma fonte de gas de alta pureza, o que torna as

andlises de campo mais complicadas. Um outro problema da técnica encontra-se na

recuperago de compostos polares.

* Queiroz, S.C.N; Collins, C.H.; Jardim, L.C.S.F. Quimica Nova, 2001, 24, 68.
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circulagio de 4gua ao condensado:

dizco de seguranga
1800 psi

{
jf
/

mandmairo
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parafuso
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Figura 7. Sistema de alta pressio para extragio com CO; liquido. a) corte transversal do
sistema b} equipamento comercial (J&W Scientific) para extraces em escala de laboratorio.
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2.2.2.3 Microextracio em fase sélida {SPME)

A Microextra¢do em Fase Solida (SPME) € uma técnica recente desenvolvida por

31

Janusz Pawliszyn™ em 1993 e que tem se tornado um meétodo de escolha nas andlises de
aroma pela sua amostragem rapida, facilidade de manuseio, boa sensibilidade, baixo
custo e, principalmente, pela nio utilizacdo de solvente. A técnica utiliza um pequeno
pedace de silica fundida recoberta com um polimero adsorvente (a fibra), a qual pode ser
imersa diretamente numa amostra aquosa ou no espago livre acima do liquido ou do
solido a ser analisado. Os analitos assim adsorvidos pela fibra sio liberados por
dessorcdo térmica diretamente no injetor do CG (Figura 8).

Varios par@metros devem ser considerados no que se refere ao tipo de amostra a
ser analisada ¢ ao controle da fibra utilizada para absorcfo dos voléteis, tais como a
volatilidade da amostra e a selegfio de uma fibra com a polaridade apropriada, em geral,
misturas de fases de cobertura sfo mais indicadas para andlise dos volateis. A técnica €
muito sensivel as condigbes experimentais ¢ qualquer mudanca que influencie
diretamente o coeficiente de distribuicio e as velocidades de absorcdo e,
conseqiientemente, a reprodutibilidade. Assim, para resultados reprodutiveis, as variaveis
experimentais devem ser controladas durante o processo de absorcdo, isto inclui o
método de amostragem (espaco livre ou imersdo), volumes de liquido ou espago livre,
controle de pH ou contetido de sal (a adicdo de sal normalmente aumenta absor¢fio da
fibra de SPME), controle do tempo de amostragem ¢ temperatura e, no caso de imerso, o
comprimento imerso da fibra. A agitacdo e o aquecimento da amostra reduzem o tempo
de equilibrio para os compostos menos volateis e o espaco livre da amostra devera ser
mantido o menor possivel para aumentar a absorcéo na fibra.

A principal vantagem desta técnica estd na habilidade em isolar e concentrar
compostos volatels sem a interferéncia dos outros componentes da matriz, aliado a uma
maior seletividade para compostos volateis ¢ semivolateis quando comparada a técnica

convencional de amostragem estatica do espaco livre.

' Zang, Z.; Pawliszyn, J. Anal. Chem., 1993, 65, 1843,
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Figura 8. Esquema geral para analise com SPME em CG. a) Detalhe da fibra
com a amostra b} insercdo da seringa no injetor do CG.
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2.3 Métodos de separac¢ido cromatografica

2.3.1 Cromatografia gasosa (CG)

A indGstria de fragrincias e 6leos essenciais estd entre as pioneiras na aplicagio da
técnica de cromatografia gasosa (CG), permanecendo até hoje como forte aliada dos
quimicos analiticos nesta area. Além disso, esta técnica possui uma ampla aplicabilidade,
sensibilidade, rapidez nas analises, uma boa precis@o quantitativa e um alto poder de
resolucdo, caracteristicas que a tornou o método preferido para a andlise de volateis.

O principio basico de operagdo de um cromatdgrafo a gas envolve a volatilizagio
de uma amostra no injetor, a separagdio dos componentes da mistura numa coluna
apropriada e a detecgdio de cada um deles por um detector’”. Uma caracteristica
importante da técnica € o uso de um gas para arrastar a amostra do injetor até o detector
passando pela coluna. Este gas de arraste precisa ser inerte € ndo pode ser adsorvido pela
fase estacionaria da coluna (He, H, ou Ny).

Num cromatografo a gés, a etapa de separagiio dos compostos ocorre dentro de
uma coluna aquecida, a qual contém uma fina camada de uma substincia quimica liquida
ndo volatil, a fase. As colunas capilares empregadas atualmente proporcionam um poder
de resolugdo mais satisfatério para as misturas complexas comuns em 0leos essenciais.
As colunas capilares modernas sdo feitas de silica pura fundida, o que garante uma maior
eficiéncia, inércia e longevidade quando comparadas as antigas colunas de vidro. Esta
maior eficiéncia € atribuida ac menor conteudo de elementos metélicos, os quais acredita-
se, sejam responsadveis pela decomposicdo de algumas fases liquidas e de alguns
componentes da propria amostra. Para aplicagdes mais gerais, as melhores fases s@o os
dimetilsiloxanos (DB-1 ou equivalente) e as 5% fenil/95% dimetilsiloxano (DB-5 ou
equivalente), ou seja, as fases pouco polares. Um outro fator importante € a espessura da
fase estacionaria e, em geral, as que possuem 0,3 um sdo as melhores para compostos
com temperatura de ebuliciio mais elevadas enquanto as fases com 1,0 pm propiciam

uma melhor retencdo para substéncias com temperatura de ebulicdo mais baixas.
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2.4 Técnicas de identificacio

2.4.1 Indices de retencio (Ig)

Com a tecnologia disponivel atualmente, ainda nio ¢ possivel identificar
inequivocamente alguns compostos presentes nos 6leos essenciais pela simples andlise de
seus espectros de massas. Devido a isso, a utilizacio de tempos de retencdo ainda € uma
ferramenta auxiliar Gtil, principalmente apés o surgimento das colunas capilares com
fases quimicamente ligadas, o que permitiu a obtencdo de tempos de retencdo mais
reprodutiveis. Portanto, a identificagdo dos componentes do dleo essencial através de
indice de retengdo/espectrometria de massas/busca algoritmica computadorizada tornou-
S um processe mais seguro. Para este fim, utiliza-se a cromatografia gasosa com
programac@o de temperatura ou com um sistema de indice de retencdo isotérmico. Nos
casos onde a complexidade dos 6leos essenciais € maior, 0 método preferido € aquele
com programacdo de temperatura, pois além de se comparar com precisfio os dados de
retencdo, o sistema de indice de retengfio isotermal original pode ser generalizado para
ser aplicado a um sistema com programacio de temperatura, mesmo que a precisio ¢ a
reprodutibilidade deste sistema ndo seja tdo eficiente quanto o sistema isotérmico.

O sistema de indice de retencdo (Iz) mais utilizado & aquele baseado na
modificacdo de Van den Dool & Kratz” para a interpolagio linear entre padrdes. Os
padrdes utilizados sdo hidrocarbonetos alifaticos de cadeia linear ou ésteres etilicos de
acidos graxos de cadeia alifatica normal, sendo os indices calculados de acordo com a

Equacio 1.

*? Kitson, F.G.; Larsen, B.S.. McEwen, C.N. Gas chromatography and mass spectromety. Academic
Press, San Diego, 1996, 3.
™ Van den Dool, H.; Kratz, PD I J Chromatog., 1963, 11, 463.
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Ig - 100i.| T & EHA 00N (Equacio 1)

t.(HD) - t, (HA)

onde

1, (X) = tempo retencdo do composto ndo identificado

t; (HA) = tempo de retenco do hidrocarboneto que elui antes do composto (X)

t, (HD) = tempo de retencfo do hidrocarboneto que elui depois do composto (X)

1= diferenca do nimero de carbonos entre os hidrocarbonetos que elui depois e antes

N = numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes do composto (X)

Este método €, sem duvida, adequado como uma ferramenta de confirmacio de
identificacdo quando associado com CG/EM e, quando necessario, com avaliacdo de

odor.

2.4.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Os avangos nesta édrea de pesquisa tém proporcionado resultados mais
reprodutiveis em analises mais sensiveis € em tempos mais curtos nos estudos de
componentes volateis.

Os sistemas de aquisicdo de dados em espectrometria de massas junto com as
bibliotecas de pesquisa, modelos de reconhecimento e software de interpretacdo espectral
¢ um outro campo que se ampliou vertiginosamente nos Gltimos anos. As bibliotecas de
espectros de massas de padrdes controladas por computador, NIH/EPA e Wiley/NBS, sdo
as mais utilizadas e juntas contém espectros de massas de mais de 350.000 compostos.

Com as atuais colunas capilares de alta resolucdo, CG/EM ¢ seus sistemas de
bibliotecas computadorizadas, a andlise e identificacio dos compostos presentes nas
fragrancias e Oleos essenciais nos niveis superiores a 0,1% ocorrem de maneira rapida e

eficiente. Nesta drea, a maioria dos trabalhos com CG/EM sdo feitos utilizando-se a
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ionizagdo por elétrons (IE) a 70 eV que da origem a fragmentacdes caracteristicas de

cada composto.

2.4.3 Analises sensoriais olfativas

A combinagdo de dados de indice de retencdc (Ix) obtidos através de
cromatografia gasosa capilar de alta resoluc@o(CGAR) e espectrometria de massas (EM)
aliada com os dados das bibliotecas de padrdes tornaram-se um critério de identificacdo
amplamente aceito, mas ndo infalivel, na quimica de compostos volateis € em vdrias
outras dreas de andlise organica.

A cromatografia gasosa acoplada a olfatometria (CG/O) utiliza o nariz humano
como um detector de compostos voldteis com odor ativo’® eluidos a partir de um
cromatografo a gas (CG) (Figura 9). E uma técnica normalmente usada para examinar,
nos extratos, os compostos com odor mais pronunciado e quando combinada com a
identificacio molecular, permite determinar os compostos responsaveis pelos odores

agradaveis e desagradaveis, principalmente nos alimentos>".

3f Rizzolo, A.; Lombardi, P.; Vanoli, M. Polesello, S. .J High Resol. Chromatog., 1995, 18, 309,
** Hanaoka, K.; Vallet, N.; Giampaoli, P.; Hevd, B.; MacLeod, P. Food Chem.. 2001, 72, 97,
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Figura 9. Sistema CG/O com um analisador semtado na frente de um terminal
registrando as percepedes de odor.

Viarios tipos de interface foram desenvolvidas com intuito de detectar compostos
com odor ativo num fluxo do gés de arraste, sendo que ¢ primeiro sistema para cheirar

os efluentes do CG foi projetado por Fuller er al.*®

em 1964. O aparelho mais simples
idealizado foi um tubo de vidro especial colocado na saida do detector em vez da cabega
do FID. Visando minimizar o efeito secante dos efluentes do CG na membrana nasal,
foram criados vérios tipos de olfatdmetros para otimizar a combinagfic da mistura dos

efluentes do CG com o ar umedecido (Figura 10).

3% Acree, T.E. Anal. Chem., 1997, 69, 170A e referéncias citadas.
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Figura 10. Modelo de sistema otimizado para cheirar efluentes do CG
(reproduzido a partir http://www brechbuehler.ch/sniffer. htm).

O uso do nariz humano como um detector de cheiro em cromatografia gasosa foi
um marco nas pesquisas de aromas. Com esta técnica tornou-se possivel dividir as
substancias volateis identificadas em compostos com odor ativo e ndo ativo de acordo
com as concentracdes na amostra analisada’ . Na tltima década, varios métodos foram
desenvolvidos para aumentar a qualidade ¢ o valor informativo dos resultados, por
exemplo, varias técnicas para o isolamento dos volateis baseadas na destilacdo 4 vacuo,
meétodos de extracdo (destilagio e extra¢do simultdnea, DES) ou os sistemas de analise do
espago livre das amostras (“headspace” estatico e dindmico); além dos métodos de CG/O
tais como a Andlise de Diluigdo do Aroma Extraido (AEDA) ou Combinacio Hedonica e
Medidas de Resposta (CHARM) que identificam o impacto de uma unica substincia no
aroma total ou ainda a utilizac@io de narizes artificiais.

A técnica de CG/O tem sido amplamente utilizada para identificar nos
cromatogramas 0S compostos com aroma mais importante. A maneira tradicional de

indicar alteragdes na composigo dos volateis € calcular o valor do aroma obtido a partir

** Steinhart, H.; Stephan, A; Biicking, M. J. High Resol. Chromatog., 2000, 23, 489.
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da razdo entre a concentracio e o limite de detecgfio do odor; uma outra maneira € usar
painelistas treinados que avaliam os efluentes da coluna durante a analise de CG*®. O uso
da descri¢do de odor ¢ amplamente adotada para se obter dados qualitativos enquanto o0s
métodos de andlise de diluicdo (CHARM) produzem picos cromatograficos similares
aqueles produzidos pelos detectores quimicos. Ja as andlises de dilui¢do do aroma
(AEDA) e os métodos de intervalo de resposta fornecem dados sobre os valores de

poténcia e tempo de duracio da percepcdo do odor (Figura 113,

=
’ e a
113 — E
ST
1/9
1/27 ' e
diluicdo serial CG
- A RM
1/27 % anilise CHA % AEDA
& 2 kS
£ 13 =] :
tempo indice de retencéio indice de retencio

Figura 11. Processo para coleta e representacdo dos dados obtidos por CG/O baseados
nos 2 protocolos de dilui¢do em série mais comuns, AEDA e CHARM.

** Tonder, D.: Petersen, M.A.: Poll. L.; Olsen, C.E. Food Chem., 1998, 61, 223,
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Os dois tipos mais gerais de olfatdmetros usados sfo os estdticos e os dindmicos.
Olfatémetros estaticos podem ser tdo simples quanto um frasco plastico contendo as
solugbes dos odorantes num veiculo sem odor, normalmente agua. Devido sua
simplicidade, portabilidade e padronizacio, sdo os olfatbmetros mais usados em
pesquisas ¢ testes de consumo. Os sistemas estaticos expdem o analista a pulsos do
odorante misturado com ar tmido (~ 100% umidade relativa) e os sistemas dinadmicos sdo
avaliados num fluxo de ar menos Gmido contendo doses constantes do odorante.

Os dados obtidos com CG/O envolvem medidas de duas variaveis: atividade do
odor percebido e indice de retencdo cromatografico (Ix). O indice de retencdo € uma
caracteristica das propriedades quimicas do odorante (volatilidade) e tem um
consideravel poder de identificacdo, especialmente quando combinado ao espectro de
massas, a outro indice de retengdo (1) (indice de retengdio em duas fases cromatograficas

diferentes) ou com o caréter do odor.
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3. Importancia ecolégica e taxondmica dos volateis florais de

Clusia®
3.1 Consideracdes gerais

A familia Guttiferae (Clusiaceae), de acordo com os estudos de Engler,
compreende 47 géneros e mais de 1000 espécies distribuidas em 6 subfamilias, todas com
representantes no Brasit” (ca. 21 géneros e 183 espécies), que estdo confinadas nos
tropicos quentes e umidos (Figura 12), sendo a principal exceglio o género Hypericum, 0
qual ocorre amplamente nas regides temperadas. Alguns géneros e espécies ocorrem de
forma endémica na América do Sul, como Kielmeyera, e outros sio resiritos ao
Continente africano, € o caso de Pentadesma butyracea Sabine. Nesta familia. varios
géneros e espécies sdo de interesse econdmico, seja pelo uso como plantas ornamentais (¢
o caso de algumas espécies de Clusia, Hypericum, etc.): sela por fornecer frutos
comestivels como em Garcinia e Platonia, ou mesmo pelo seu valor terapéutico como
Garcinia kola e Clusia rosea. O latex resinoso de espécies de Moronobea, Platonia ¢
Symphonia ¢ usado pelos indios do continente americano para impermeabilizar canoas,

fazer mascaras ¢ queimar em tochas para iluminacio™.

; Trabaiho desenvolvido em colaboracio com o Dr. Volker Bittich {IB-UNICAMP)
9 Barroso, G.M. Sistemadtica de Angiospermas do Brasil. LCT/EDUSP, 1978, Vol 1, 139.
i Kearns, D.M.; Berry, P.E.: Stevens, P.F.; Cuello, N.L.; Pipoly III, J.J.; Robson, N.K.B., Holst, B.K..

Kubitzki, K., Weitzman, AL, Hipertexto : Flora of the venezuelan guayana. 2001
(http://www MOBOT . org).



Parte 3 ~ Importincin ecoligiea ¢ tazondmica dos voldtels florais de Clusiz 3%

Figura 12, Mapa da distribuig8o geral de Guttiferae (Clusiaceae} no mundo.

O género neotropical Clusia L. (Guttiferae) compreende cerca de 250-300
espécies agrupadas em vérias segdes taxondmicas naturais™ *> % distribuidas desde a
Florida ate o Rio Grande do Sul, com aproximadamente 70 espécies no Brasil. As formas
de vida deste género incluem hemiepifitas (&s vezes estranguladoras), lianas, arbustos e
arvores. Estudos recentes mosiraram uma alta variabilidade no metabolismo de CO, no
género, talvez responsavel em parte pelo sucesso de Clusia em varios habitats’ O
género € notavel pela grande variabilidade da morfologia floral, que se reflete em grande

parte na diversidade de sua biclogia reprodutiva®.

*! a) Planchon, J.E.; Triana, J. Ann. Sci. Nat, sér. 4, Bot., 1860, 13, 306. b) /bid., 1860, 14, 226.

“* Engler, A. In Die Nazirlichen Pflanzenfamilien. Engler, A.; Prantl, K. (Eds.). Dunker & Humblot,
Berlin, 1925, Vol. 21, 154,

¥ Gustafsson, M H.G.; Bitirich, V. XVI Internationsl botanical congress. Abstracts, 1999, 381,

“ Franco, A.C; Ball, B.; Litige, U. Qecologia, 1950, 85, 108.

¥ Bitrrich, V., Amaral, M.C.E. Kew Budl, 1997, 82, 617.
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As espécies de (Tusia encontradas no Brasil estdo distribuidas em pelo menes oito

w4 T . ~ - N
secdes'® (as espécies investigadas sio mencionadas entre parénteses):

OWCordylandra, com 16 espécies (O paralicola, C.  panapanari.
C. renggerioides, C. burchellii, C. fluminensis, C. pernambucensis, C. spiritu-
sanciensis e C. weddelliana);

2y Phivianthera, 11 espécies (C hilariana e C. lanceolata );

3y Chiamydociusia, 6 espécies (C. grandifiora, C. rosea e C. nemorosay.

4y Polythecandra, 3 espécies.

5y Omphalanthera, 2 espécies;

6) Criuva, 12 espécies (C criwva, C. parviflora e C. flava),

7) Clusiasirum, 3 espécies;

R) Anandrogyne, 3 espécies.

o 47 ;o .
As recompensas para 0s ;:}oimazadore:s“1 (varias abelhas de pequeno até grande
e - . 4 ~ , -
porte, beija-flores, besouros e moscas) incluem resina floral 8 (secBes 1-3), pblen (segdes

6-7). e néctar (secfo &) e em algumas espécies, as f{lores femininas ndo possuem

oy . ) : ~ 49,50
recompensa e assim sio polinizadas por engano (ex.: C. parviflora, secdo Crivva) .

UNICAMP
i g .
1 Bittrich, V. XLV Congresso nacional de botdnica. Resumos, 1995, 3. iﬁimﬁg}?t{jﬁ CENTRAL
1 opes, A.V.; Machado, 1L.C. PL Syst. £vol., 1998, 213,71, SECAD CIRCULANTE
¥ Armbruster, W.S. Amer. J Bor, 1984, 71, 1149,
¥ Correia, M.C.R.; Ormond, W.T.; Pinheiro, M.C.B.; de Lima, H.A. Bradea, 1993, 6, 209.
¥ Rittrich, V.: Amaral, M.C.E. Kew Bull., 1996, 531, 681,
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)

Figura 13. Espécies estudadas de Clusia representantes da seglio Chlamydoclusio: A) C.
grandiflora com abetha euglossa coletando resina B) C rosea C) C. nemorosa masc.
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) )

Figura 14. Espécies estudadas de Clusia representantes da segfio Cordylandra: A) C.
weddelliana masc. B) C. paralicola mase. C) C. spiritu-sanciensis masc. D) C. panopanari
fem. com abelha 7rigona spinipes coletando resina.
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B A) B)

Figura 15 Representantes das espécies de Clusia estudadas. A) C. parviflora masc. (segio
Criuva) com besouros coletando pélen B)Y O lonceolata fem. (seglio Phloianthera) com
ahelha Trigona spinipes coletando resina. '

A grande maioria das espécies de Clusiz sfo didicas, enfretanto existem algumas
espécies hermafroditas ou ragas com flores hermafroditas. Vérias espécies mostram um
polimorfismo acentuado na morfologia floral, tanto entre populagfes diferentes quanto
numa mesma populagio, as vezes até ao nivel de individuo. Esse polimorfismo parece ser
mais acentuado nas espécies com resinas florais.

Resinas florais s30 recompensas extremamente raras em angiospermas e, além de
Clusia, s@o conhecidas apenas nos géneros Dalechampia L. (Euphorbiacene)” e Clusiella
Planch. & Triana (Guttiferae). A quimica da resina floral de algumas espécies de Clusia
for recentemente investigada em nosso laboratorio, e varias benzofenonas

poliisopreniladas foram encontradas como constituintes majoritérios™ > ™ Além da

*! Armbruster, W.S. Amer. J. Bot., 1984, 71, 1149,

52 de Otiveira, CM.A.; Porto, A M. Bittrich, V.; Vencato, 1.; Marsaioli, A.J. Terrahedron Lett., 1996, 36,
6427,

* de Oliveira, C. MLA.; Porto, A.L.M.; Bittrich, V.; Marsaioli, A.J. Phytochemisiry, 1999, 50, 1073.

* porto, A.L.M.; Machado, S.M.F.; de Oliveira, C.M.A; Bitirich, V.; Amaral, M.C.E.; Marsaioli, A.J.
Pivtochemisiry, 2000, 85, 755,
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. . 58,5 ¥ 69
55, 56, 57, 38, 39’ raizes e

resina, estes compostos também sfo encontrados em frutos
fothas®'- * tanto no género Clusia quanto em outras Guttiferae.

Esséncias florais sdo encontradas na grande maioria das plantas polinizadas por
animais, exceto as flores ornitofilas® (polinizadas por passaros). As esséncias servem
principalmente para atrair ou orientar polinizadores®®. Qs éleos essenciais perfumados
podem também servir como recompensa para 0s polinizadores, machos de abelhas
euglossini®, entretanto este é um fendmeno raro. Na familia Guttiferae, este fendémeno
foi observado recentemente no género Tovomita e a composicdo quimica de sua
fragrincia foi investigada®™. Aromas florais sfo, em geral, uma mistura de vérias
substancias organicas volateis e sfo normalmente emitidos pelas pétalas, porém outras
partes da flor também podem produzir e emitir aromas. O tipo de esséncia e o tempo de
sua emissdo podem ser tipicos de flores que atraem certos grupos de polinizadores, desta
forma fazendo parte da chamada sindrome floral®”. Por outro lado, como todos os
caracteres hereditdrios, os compostos quimicos nos aromas podem também refletir
afinidades taxondmicas das espécies. Como outras caracteristicas das plantas, os aromas
e sua composi¢do quimica refletem tanto a histéria evoluciondria quanto as condigbes

ecologicas atuais.

* Gonzalez, 1.G.; Cuellar, V.; Betancourt, A.; Pinzon, M.1. Phyiochemisiry, 1983, 22, 2088,

* Delle Monache, F.: Delle Monache, G.; Gacs-Baitz, E. Phytochemistry, 1991, 30, 703.

" Cerrini, S.; Lamba, D.; Delle Monache, F.; Pinheiro, R.M. Phytochemistry, 1993, 32, 1023.

* Olivares, E.M.; Gonzalez, J.G.; Delle Monache, F. Phytochemistry, 1994, 36, 473.

* Gonzalez, 1.G.; Olivares, E.M.; Delle Monache, F. Phytochemistry, 1995, 38, 485.

® Delle Monache, F.; Delle Monache, G.; Cavalcanti, J.F.; Pinheiro, R-M. Tetrahedron Lett., 1987, 28,
563.

 Gustafson, K.R.; Blunt, J. W.; Munro, M.H.G.; Fuller, R W ; McKee, T.C.; Cardeilina II, J H.;
McMahon, J.B; Cragg, G.M.; Bovd, M.R. Tetrahedron, 1992, 48, 10093,

62 Henry, G.E.; Jacobs, H.; McLean, S.; Reynolds, W.F.; Yang, J.-P. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 4573,
8 Proctor, M.; Yeo, P.; Lack, A. The narural history of pollination. Harper Collins, London, 1996.

* Dobson, H.EH. Floral volatiles in insect biology. In Insect-plant interactions. Bernays, E.A. (Ed.).
CRC Press, Boca Raton, 1994, Vel V, 47.

% Ackerman, J.D. Biol. J. Linnean. Soc., 1983, 20, 301.

6e Nogueira, P.C. de L.; Marsaioli, A.J.; Amaral, M.C.E.; Bittrich, V. Phytochemistry, 1999, 49, 1009.
57 Facgri, K.; Van der Piji, L. The principles of pollination ecology. 3rd. ed.: Pergamon Press, Oxford,
1979.
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Este trabalho ¢ o primeiro relato sobre a composi¢io quimica dos 6leos essenciais

4 8
neste gener06 .

3.2 Objetivos

Esta parte do trabalho visa investigar os 6leos volateis das pétalas de vérias
espécies de Clusia pertencentes a 4 secdes taxondmicas do género, buscando relacionar a
quimica dos aromas florais ao tipo de polinizador e/ou & posicdio das espécies, nos grupos

supostamente naturais ao género.

* Nogueira, P.C.L.; Marsaioli, A.J.; Bittrich, V.; Shepherd, G.J.; Lopes, A.V. Phytochemistry. 2001, 56,
443
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3.3 Resultados e discussio

Inicialmente, as metodologias disponiveis para obtencio destes volateis foram a
micro-hidrodestilagdo, microextracio em fase solida (SPME) (fibras cobertas com 30um
PDMS ou 85um PA ou 75um Carboxen-PDMS) e extrac@o com CO; liquido (EFSC).
Com as duas ultimas técnicas, no entanto, os resultados obtidos foram de baixa
reprodutibilidade. além de observarmos uma maior seletividade para compostos ndo
oxigenados com SPME, associado com um nimero sempre menor de compostos, por
exemplo em C. fluminensis (se¢fio Cordylandra) (Figura 16). Em algumas espécies, por
exemplo, C. flava (se¢do Criuva), obtivemos bons resultados com SPME que
corroboraram com aqueles obtidos através de micro-hidrodestilagio (Figura 17, pagina
47). Por outro lado, com C. grandiflora (se¢do Chlamydoclusia) (Figura 18, pagina 48),
por exemplo, observamos diferencas nas abundéincias relativas dos componentes
majoritarios obtidos com micro-hidrodestilacio e CO, liquido, enquanto com C
parviflora (secdo Criuva), percebemos também diferencas no perfil quimico obtido
através de micro-hidrodestilagdo, SPME e CO, liquido (Figura 19, pagina 49). De
maneira geral, os perfis quimicos dos componentes volateis obtidos pelas 3 técnicas
apresentaram-se distintos, somando-se o fato da técnica de CO; liquido ser mais laboriosa
para a captura simultinea dos volateis das vérias espécies, bem como a ndo uniformidade
da pressdo no extrator, o que reflete na extracdio de compostos mais polares em algumas
espécies. Além disso, a técnica de SPME nfo apresentou uniformidade das condicdes
experimentals no que concerne a temperatura da amostra (temperatura ambiente, 40°C ou

70°C), extracdes com ou sem adi¢io de dgua na amostra e tempo de exposicéo da fibra.
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Figura 16. Cromatogramas (CG/EM: coluna DB-5) representativos dos volateis florais de C.
Sluminensis obtidos através de SPME (fibra 30um PDMS) (A) e micro-hidrodestilacio (B).
Os n° sobre os picos estdo de acordo com a Tabela 1. Rl=regifio de sesquiterpenos nio
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Assim, para comparagio dos volateis florais se fez necessario um método mais
reprodutivel que nos fornecesse um perfil indiscriminado dos compostos presentes nas
amostras ¢, desta forma, a técnica de micro-hidrodestilacio foi escolhida para captura dos
componentes volateis das pétalas de 16 espéeies de Clusia estudadas e os resultados das
analises cbtidos através de CG/EM (Figuras 20-24) (identificagdo dos compostos se deu
através de comparacdo dos EM, IR e da co-injecio, quando possivel, com padrdes
comerciais) foram agrupados de acordo com as segbes taxonbmicas como mostrado na
Tabela 1.

Em algumas espéeies (C. grandiflora, C. nemorosa masc., C. spiritu-sanctensis,
C. fluminensis, C. paralicola, C. weddelliana, C. parviflora, C. lanceolata e C. hilariana)
foram realizadas réplicas e tréplicas (em periodos distintos de floragdo) das analises
sendo que em nenhuma destas observamos mudancas significativas na composicio

quimica, mas apenas algumas varia¢des na abundéncia relativa dos COmMpostos.
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Figura 23. Cromatogramas (CG/EM: DB-5 30m) representativos dos volateis florais
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B) C criuva 8, C) C flava 8. Os n° sobre os picos estdo de acordo com a Tabela 1.
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Figura 24. Cromatogramas (CG/EM: DB-5 30m) representativos dos volateis florais
obtidos das espécies da seglo Phloianthera através de micro-hidrodestilacio. A) C.
hilariana 3, B) C. lanceolata . Qs n® sobre os picos estdo de acordo com a Tabela 1.

Inicialmente nenhuma relacfo direta entre a posi¢do taxonbmica e a composicio
dos volateis florais foi visualizada. A reorganiza¢do dos dados, Tabela 1, através do
agrupamento dos componentes em 4 classes distintas® (derivados de é4cidos graxos,
isoprendides, benzendides € compostos contendo nitrogénio) permitiu uma melhor
visualizac@o da variagdo molecular dos grupos. Assim, tornou-se evidente que, na secdo
Chiamydoclusia [C. grandiflora, C. nemorosa (masculina e hermafrodita) e C. rosea], ha

predominancia de derivados de 4cidos graxos e compostos benzendides. J4 a composicdo

* Knudsen, J.T.; Tollsten, L.; Bergstrdm, L.G. Phytochemistry, 1993, 33, 253.
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dos volateis das espécies pertencentes 2 secdo Cordylandra (C. pernambucensis, C
fuminensis, C. weddelliana, C. panapanari, C. spiritu-sanctensis, C. burchellii C.
renggerioides ¢ C. paralicola) podem a priori ser subdivididas em 2 grupos, um deles
caracterizado pelo predominic de componentes volateis possuindo esqueletos tipo
isoprendides (subgrupo 1: C. pernambucensis, C. Suminensis e C. weddelliana) e o outro
com predominio de derivados de 4cidos graxos (subgrupo 2: C. panapanari,
C. spiritu-sanctensis, C. renggerioides e C. burchellii). Por outro lado, as flores de C.
paralicola possuem um aroma muito peculiar, assinalado pela presenca de indol (C185,
Tabela 1), com 80,1% de sua composi¢do. Devido a este aspecto particular, 4 primeira
vista, esta espécie constitui uma excecdo, porém omitindo-se o indol e recalculando as
abundéncias relativas dos componentes restantes, um novo modelo de distribuicdo
molecular foi obtido (derivados de acidos graxos, 49,5%; isoprendides, 31,0%; outros,
5,8%), o qual € consistente com aquele das outras espécies pertencentes a secio
Cordylandra, subgrupo 2. A presenca de diterpeno (kaureno, C165) e o predominio de
derivados aromaticos caracterizam as 2 especies de Clusia da secio Criuva, C. criuva e
C. parviflora, a Gltima provavelmente methor tratada como subespécie de C. criuva.
Clusia flava possui um aroma mais forte, semelhante ao de banana, atribuido a presenca
de 16,4% de acetato de isopentila’™ (C2) (acetato de 3-metil-1-butanol, feromodnio de
Curculionidae’’) ¢ 9,0% de um composto que pode ser um derivado do acetato de 2-
metil-butila (acetato de 2-metil-2-butenila)’ ou tiglato de etila”™ (C3, F igura 17a), e seus
volateis sdo uma exce¢dio as caracteristicas do grupo acima citado. Finalmente, os
volateis florais das espécies pertencentes i secdo Phioianthera (C. hilariana e C.
lanceolata) possuem uma composicio muito similar aquelas pertencentes 4 segdo

Cordylandra subgrupo 1, com uma predominancia de 1soprendides.

" Bauer, K.; Garbe, D. Common Jragrance and flavor materials. VCH, Weinheim, 19853, p.12.
" Jaffé, K.; Sanchez. P.; Cerda, H.; Hernandez, I.V.; Jaffé, R.; Urdaneta, N.; Guerra, G.; Martinez, R.;
Miras, B..J. Chem, Ecol., 1993, 19, 1703,

” a) Rochat, D.; Meillour, PN.-L.; Esteban-Duran, J.R.; Malosse, C.; Perthuis, B.; Morin, J.-P.;
Descoins, C. J. Chem. Ecol., 2000, 26, 155. b) Borges, E.S.; Rezende, C.M. J Essent Oil Res., 2000, 12
71.
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Uma das maneiras de agrupar um conjunto de dados ocorre através da analise
estatistica multivariada baseada em indices de similaridades”™. Para tanto, se faz
necessario construir uma matriz de dados, que no nosso caso, foi feita agrupando-se os
percentuais relativos das classes de compostos encontrados nos volateis de cada espécie
{Tabelas 1 e 2) e, desta forma, 2 dendrogramas foram produzidos apos tratamento
estatistico, baseado no método UPGMA (do inglés, “Unweight Pair Group Method
Arithmetical™), em software (programa Cluster 2.0} desenvolvido pelo Prof. Dr. George
J. Shepherd (IB-UNICAMP).

O dendrograma 1 (Figura 25) reflete a similaridade total dos oleos essenciais das
espécies de Clusia investigadas e foi produzido usando os dados mostrados na Tabela 1
{os componentes dos aromas florais foram agrupados em 4 classes de compostos como
sugerido por Knudsen et al™. O dendrograma 2 (Figura 26) foi produzido a partir de
uma segunda matriz de dados, agrupando os componentes dos 6leos essenciais em 10
classes de compostos ¢ utilizou a abundéancia relativa dos mesmos na construcdo da
matriz (Tabela 2). Os dois dendrogramas sio similares, porém o segundo apresentou uma
melhor separacdo entre as espécies pertencentes as se¢des Chlamydoclusia e
Cordylandra. O dendrograma 2 mostra 5 grupos diferentes com C. paralicola formando
um grupo isolado. O segundo grupo contém algumas das espécies da sec¢io Cordylandra
(C. fluminensis, C. pernambucensis ¢ C. weddelliana) junto com espécies da seclo
Phloianthera (C. hilariana e C. lanceclata). O terceiro grupo contém espécies
pertencentes & se¢do Criuva (C. parviflora e C. criuva). Clusia renggerioides, C.
burchellii e C. spiritu-sanciensis pertencentes a secdo Cordylandra formam o quarto
grupo. Finalmente, o quinto grupo ¢ formado pelas espécies pertencentes a secfio
Chlamydoclusia (C. grandiflora, C. nemorosa (masc.), C. nemorosa (hermafrodita) e C.
rosea), com excegdo de C. panapanari ¢ C. flava, as quais pertencem as se¢des

Cordylandra e Criuva, respectivamente.

" ter Braak, C.J.F. Ecology, 1986, 67, 1167.
™ Knudsen, 1.T.; Tollsten, L.; Bergstrém, L.G. Phytochemistry, 1993, 33, 253.
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O dendrograma 2 desta forma, mostra alguma correlacdo com as subdivisdes
taxonbmicas baseada nos caracteres morfoldgicos, mas ndo esta totalmente de acordo
com eles. Por exemplo, esta de acordo, principalmente, com o grupo taxondmico da
secdo Chlamydoclusia, na qual o grupo ¢ perturbado apenas pela presenca de C
panapanari (secdo Cordylandra) e C. flava (secfo Criuva s.lat.}, Em outros casos, no
entanto, até espécies proximas como C. burchellii e C. weddelliana ou C fluminensis ¢
C. spiritu-sanctensis (todas da secdio Cordylandra), possuem aromas florais de
composi¢do quimica diferentes, como indica suas posi¢des no dendrograma 2.

Como esperado, existe alguma correlagio entre os polinizadores, os grupos
taxondmicos € a composicio quimica dos volateis florais. Desta forma. as flores de
espécies de Clusia da segdo Chlamydociusia sdo, principalmente, polinizadas por abelhas
da tribo Euglossini, enquanto abelhas Trigonini sio responsaveis pela polinizagdo das
flores na se¢do Cordylandra. Flores da secio Criuva s.lat. atraem, principalmente,
besouros, e aquelas da seclo Phloianthera atraem abelhas Euglossini (flores grandes) e

Trigonini (flores pequenas).
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Figura 25. Dendrograma mostrando similaridades das espécies de Clusia usande a média de grupo (UPGMA)
com a distdncia corda baseada na matriz de dados das fragrincias florais de acordo com a Tabela 1.
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Figura 26. Dendrograma mostrando similaridades das espécies de Clusia usando a média de grupo (UPGMA)
com a distincia corda baseada na matriz de dados das fragrincias florais de acordo com a Tabela 2.
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A combinacdio das andlises quimicas dos aromas florais com as observacdes de
campo do comportamento dos insetos que visitam as flores sdo uma forma Importante
para comprovar o efeito dos volateis na atracio dos insetos polinizadores’’. Neste
sentido, dois experimentos de campo foram realizados pelo Dr. Volker Bittrich e Ariadna
V. F. Lopes para testar os voldteis florais de Clusia. No primeiro teste, extratos
diclorometanicos de flores frescas foram depositados em papel de filtro e, apés
evaporacdo do solvente, os papéis foram suspensos em ramos de €. Janceolata {(secdo
Philoianthera) proximo a um papel de filtro tratado apenas com diclorometano
(evaporado). No segundo teste, pétalas de flores frescas foram espremidas em pedacos de
tecido preto e estes também foram suspensos em ramos, proximoe a pedagos de tecido
preto sem o tratamento. Ambos papéis de filtro contendo os aromas florais e os pedacos
de tecido impregnados com fluido das pétalas atrairam abelhas T; rigona spinipes, que
também visitavam as flores da planta para a coleta de resina (Figura 27). Em outro
experimento combinou-se flores de diferentes especies. Assim, quando flores de C
grandiflora (se¢do Chlamydociusia) foram depositadas numa arvore de C. lanceolata, as
abelhas ndo a visitaram, embora elas sejam resiniferas e visitadas por Irigona spinipes
regularmente em outra planta mie distante cerca de 100 metros. No entanto, quando duas
pétalas de uma flor de C. lanceolata foram colocadas sobre uma flor muito maior de C,
grandiflora, abelhas Trigona coletoras de resina quase que imediatamente visitaram esta

flor e comecaram a coletar sua resina.

" Dobson, H.E.H. Floral volatiles in insect biology. In Insect-plant interactions. Bernays, E.A. (Ed.).
CRC Press, Boca Raton, 1994, Vol V, 47.
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Figura 27 Expernimento com tecido preto impregnado
com pétalas de C. lanceoluia para atragio
de abelihas (no detathe).

Uma outra observacfo interessante diz respeito a idade da flor e seu impacio na
proporgdo de visita pelas abelhas Trigona. Flores do segundo dia, geralmente com
nernhuma ou muito pouca resina, sfo praticamente ignoradas por abelhas Trigona, embora
a forma, cor e seu aroma para os humanos sgiam comparaveis as flores do primetro dia.
A mudanca de comportamento das abethas polinizadoras com relagio as flores de
segundo dia nos fez levantar a hipdtese de uma possivel mudanga na composigdo 4o
volateis florais, tanto pela reducfio das fragrincias atrativas quanto pela emissdo de um
repelente, semelhante ao caso observado com flores de Acaciz e suas formigas de
guarda’®. Esta mudanga pedera ser resultado de um sinal quimico, tanto desencadeado
pelo processo de fertilizagfo, quanto automaticamente emitido durante o segundo dia por
aconomia de polen, pois do conirério, as chances das abelhas depositarem polen numa

flor ja fertilizada s3o altas, Para verificar a alterago da composigio quimica das

8 wWillmer, P.G.; Stone, G.N. Nature, 1997, 388, 165.
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fragrancias entre flores de primeiro ¢ segundo dia, os voldteis das pétalas de flores de
primeiro e segundo dia de C. lanceclate (feminina) foram obtidos por hidrodestilacio. As
analises de CG/EM (Figura 28) das 2 amostras revelaram que a distribui¢iio molecular foi
quase identica, exceto pela abunddncia relativa de um composto ndo identificado
{Ix=1403) (tragos nas pétalas do primeiro dia e 2,4% nas pétalas de segunde dia). B-
cariofileno (6,0% e 2,3% primeiro e segundo dia, respectivamente) e biciclogermacreno
{(7,8% e 4,0% primelro ¢ segundo dia, respectivamente).

O modo de fragmentacdio do composto com Iz=1403 (Figura 29) é consistente
com a dos iridoides”, uma classe de compostos naturais com atividade repelente contra

: 80. 81.
nsetos

%2 Novos experimentos de campo foram realizados, bem como o uso de
outras técnicas para extracdo dos voldteis (SPME e “headspace” dindmico com Porapak
Q"). no entanto ndo conseguimos observar as diferengas mencionadas anteriormente nos
cromatogramas (Figura 28). Vale ressaltar que o comportamento das abelhas foi alterado
em relacdo as condigdes do primeire experimento, ou seja, as abelhas Trigona estavam
mais agressivas ¢ atacavam a flor (cortavam as pétalas com suas mandibulas) antes
mesmo de sua abertura. I provavel que a ndo reprodutibilidade do experimento para este

fendbmeno possa estar relacionada com a mudanga de comportamento das abelhas

Trigona.

PCavill, G.W.K.; Houghton, E.; McDoneld, F.J.: Williams, P.1. Insect Biochem., 1970, 6, 483,

¥ Cavill, G.WK.; Clark, D.V. In Naturally occurring insecticides. Facobson, M.; Crosby, D.G. (Eds),
Marcel Dekker, New York, 1971, p. 271.

' Cavill, G.W.K.; Robertson, P.L.; Brophy, J.j. Clark, D.V.; Duke, R.; Orton, C.J: Plant, W.D.
Tetrahedron, 1982, 38, 1931,

% Cornelius, M.L.; Grace, J.K.; Ford, P.W.; Davidson, B.S. Environ. Entomol., 1995, 24, 126

fed
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Figura 28 Cromatogramas (CG/EM: DB-5 30m) mostrando as diferencas entre os volateis das
pétalas de 1° e 2° dia em Clusia lonceolata feminima.
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3.4 Conclusdes

A composicdo quimica dos aromas florais em Clusia reflete apenas em parte os
grupos taxondmicos aos quais pertencem as espécies investigadas. Isto é o caso, por
exemplo, das espécies da secdo Chlamydoclusia agrupadas no dendrograma 2. Seu grupo
¢ apenas perturbado pela presenca de C. panapanari (segio Cordyiandra) e C. flava
(segdo Criuva). Em outros casos, até espécies proximamente relacionadas como C
burchellii e (. weddelliana ou C. fluminensis e C. spiritu-sanctensis, mostraram
diferenga na composi¢do quimica de seus aromas florais, como pode ser observado pelas
suas posigdes no dendrograma 2 (Figura 26).

O desacordo entre os grupos dos dendrogramas e as secBes taxondmicas pode ter
causas diferentes:

1) a divisdo tradicional das seg¢Bes com base nos caracteres morfologicos nio ¢
monofilética, ou seja, ndo possui ancestral comum. As segdes de Clusia, como
Cordvlandra e Phloianthera, incluidas nesta analise sdo de fato monofiléticas com base
numa analise filogenética obtida a partir dos caracteres de seqiienciamento de DNA
(Figura 30, pagina 75), o que derruba esta hipotese.

2) a adaptagdo das espécies a polinizadores diferentes poderia levar a um rapido
desenvolvimento dos aromas florais. O odor tipo banana das flores de Clusia flava é,
certamente, uma adaptagio & polinizagdo por besouros Curculionidae®. A alteracio dos
aromas florais pode estar relacionada & necessidade de atrair polinizadores distintos para
garantir a Integridade das espécies, na tentativa de evitar a polinizagido cruzada
interespecifica. Acredita-se que esta seja a razdo principal pelas distor¢des observadas
entre os dendrogramas e as segbes taxondmicas, pois experimentos de cruzamentos
artificiais tém mostrado que muitas espécies de Clusia, até de diferentes se¢Bes, podem
ser cruzadas com relativa facilidade. Hibridos naturais, por outro lado, sdo raros. Isto
sugere que aromas florais diferentes sdo importantes para especializacdo e manutengio da

integridade das espécies ja desenvolvidas.

% Hammel, B. Selbvana, 1986, 9, 112.
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Por fim, nossos resultados estdo de acordo com o pensamento de Dressler™, ou
seja, quando ha espécies crescendo proximas e com eventos fenoldgicos sincronizados,
ha uma press8o natural para produgfio de diferentes compostos volateis atraindo
diferentes espécies de polinizadores. Por outro lado, devido 4 presenca de outras barreiras
interespecificas, espécies ndo relacionadas podem produzir compostos similares atraindo

0s mesmos polinizadores, mas mantendo assim mesmo sua integridade.

¥ Dressler, R.L. Rev. Biol. Trop.. 1968, 15, 143.
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Figura 30. Cladograma mostrando relaces filogenéticas entre as espécies usando
caracteres de segilenciamento de DNA nuclear (regido ITS) (M. Gustafsson & V. Bittrich,
ined.).
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4. Funcao ecologica dos oleos florais de Tovomita#

4.1 Consideracdes gerais

O género neotropical Tovomita Aubl. (Guttiferae) compreende cerca de 80
espécies distribuidas pela América Central, Amazdnia e toda floresta Atldntica brasileira
até¢ o Rio de Janeiro, com aproximadamente 40 espécies ocorrendo no Brasil. As plantas
sdo didicas, e as flores, de tamanho pequeno a médio, possuemn estames RUMErosos
(flores masculinas) ou estaminddios (flores femininas) de morfologia similar. A
taxonomia e a biologia deste género sfio pouco conhecidas, e pouco se sabe a respeito da
estrutura populacional das espécies de Tovomita de ocorréncia simpétri0385 .
especialmente em florestas de terra firme. A quimica de espécies de Tovomita foi pouco
explorada e apenas alguns relatos sobre o estudo fitoquimico da madeira e das raizes de

apenas 7 espécies de Tovomita s30 conhecidos®® 7 8 89 90. 91, 92. 95

, com 0s metabolitos
secundarios isolados pertencendo a classe das xantonas e benzofenonas (Figura 31). O
presente trabalho € o primeiro relato sobre a composi¢do quimica do 6leo dos estames de
Tovomita spp.94.

Plantas do igapd de Tovomita macrophylla (Poepp. & Endl) Walp. foram

observadas crescendo proximas umas das outras e varias outras espécies de Tovomita

* Trabalho desenvolvido em colaboragiio com Dra. Maria do Carmo E. Amaral € Dr. Volker Bittrich (IB-
UNICAMP).

55 simptrica : que ocupam ou OCOITem numa mesma rea geografica.

8 Gabriel, S.J.; Gottlieb, O.R. Phytochemistry, 1972, 11, 3035.

¥ De Otliveira, W.G.; Gottlieb, O.R.; Mesquita, A.A.L. Phytochemistry, 1972, 11, 3323,

% Mesquita, A.A.L.; De Oliveira. W.G.; Neiva, RM.T; Gottlieb, O.R. Phytochemistry, 1975, 14, 803,
* Marta, M.; Delle Monache, F.; Marini-Bettolo, G.B.; Lyra, D.A.; De Mello, 1.F.; De Lima, 0.G. Gazz.
Chim. Iial , 1976, 106, 651.

% Delle Monache, F.; Delle Monache, G.; Marini-Bettolo, G.B.; Lyra, D.A_; Lwande, W. Gazz. Chim.
Tral . 1984, 114, 55.

" De Oliveira, W.G.; Mesquita, A.A.L.; De Lima, R.A.; Gottlieb, O.R.; Gottlieb, HE. Phytochemistry,
1984, 23, 23990,

72 Qeo, E.-K.; Wall, M_E: Wani, M.C.; Navarro, H.; Mukherjee, R.; Farnsworth, N.R.; Kinghorn, A.D.
Phytochemistry, 1999, 52, 669,

* Marques, V.L.L.; De Oliveira, F.M.; Conserva, L.M.; Brito, R.G.L.; Guithon, G.M.S.P.
Phytochemistry, 2000, 55, 815,

o Nogueira, P.C. de L.; Marsaioli, A.J.; Amaral, M.C.E; Bittrich, V. Phytochemistry, 1999, 49, 1009,



Parte 4 - Funcio ecolégica dos dleos florais de Tovomitz 80

ocorrem de maneira simpdtrica numa 4rea relativamente pequena {ca. 100 Km?) de
floresta de terra firme, a Reserva Ducke (Manaus-AM). Até o momento, somente 16
espécies foram encontradas, mas cada espécie ocorre com baixa densidade populacional,
Aromas florais sdo tipicos em plantas polinizadas por animais, exceto aquelas
polinizadas por passaros. Diferentes aromas normalmente atraem grupos distintos de
polinizadores e assim fazem parte das chamadas sindromes florais”. Enquanto o agente
atrativo € na maioria das vezes diferente da recompensa, geralmente pdlen e néctar, em
algumas flores sdo secretados oleos aromdticos que além de atrair os polinizadores
constituem também a recompensa. As flores que oferecem esses 6leos aromaticos sdo
encontradas principalmente em Orchidaceae™, onde J& foram relatadas mais de 600
espécies que produzem estes Sleos e o fendmeno de atrac80 parece se restringir a machos
de abelhas euglossini atuando como polinizadores. Foi também observado, como
fendmeno raro, em algumas outras familias de angiospermas’ " *%, mas nunca num género
da familia Guttiferae. Como outros aromas florais, os Gleos aromaticos so, geralmente,
misturas de varias substincias organicas volateis e os estudos em orquideas mostraram
que a composi¢do dos Sleos €, em muitos casos, espécie-especifica. Este fato ¢
importante para especificidade dos visitantes euglossine, pois funciona como um

mecanismo de isolamento reprodutivo entre espécies simpétricas”™ 1%,

P E aegri, K.; Van der Pijl, L. The principles of pollination ecology. 3rd. ed.: Pergamon Press, Oxford,
1979,

% Ackerman, 1.D. Biol. J. Linnean. Soc., 1983, 20, 301.

" Endress, PK. Diversity and evolutionary biology of tropical Slowers. Cambridge University Press,
Cambridge, 1994.

% Schatz, G.E. In Reproductive ecology of tropical forest plants. In Bawa, K.S.; Hadley, M. (Eds.),
Unesco, Paris, 1990, p. 69.

” Williams, N.H.; Dodson, C.H. Evolution, 1972, 26, 84,

0 Hills, H.G.; Williams, N.H.; Dodson, C.H. Biotropica, 1972, 4, 61.
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Tovopyrifolina C
{madeira T. pyrofolium)

Tovopyrifolinz A Tovopyrifolina B
{madeira 7. pyrifolium) {madeira T. pyrofoliun)

OH

Tovoxantona
{madeira T. choisyana)

Tovofilina B
{madeira 7. macrophyiia)

Tovofilina A
{madeira T. macrophvlla}

OR’

R'=R*=H, R’=Me
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OH !
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(raiz 1. brevistamineq) (raiz T. brevistaminea)

Figura 31. Principais compostos encontrados em estudos fitoquimicos de Tovomita.
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Abelhas euglossini (Hymenoptera : Apidae : Euglossini) sdo membros notaveis da
fauna de abelhas da América neotropical. Sio abelhas coloridas (azul, verde, bronze ou
marrom/preto) com brilho metalico, distribuidas desde o norte do Mexico até o norte da
Argenting, exceto 4glae que ocorre apenas na bacia amazdnica e no norte ¢ sudoeste do
Panama'”', sendo os machos desta tribo celebres pelo comportamento tinico de coletar
fragrancias, principalmente de flores de orquideas e de outras plantas, 2lém de madeira ¢
frutos em putrefacio. Dos 5 géneros desta tribo (Exaerete, Euglossa, Eufriesea, Eulaema
¢ Aglae), trés sdo de abelhas solitarias'® e dois sio semi-sociais™ > '™ & s machos
destas abelhas possuem vérias especializagbes morfoldgicas relacionadas a coleta de
fragrancias. As pernas da frente séo modificadas na forma de escovas do tipo esfregio e
suas pernas traseiras possuem uma cavidade invaginada profunda e cheia de pélos
(Figura 32). Assim. os machos ao tocar a superficie de uma flor, por exemplo, com as
escovas das pernas frontais transferem os 6leos com fragrincia, compostos
principalmente por monoterpenos, sesquiterpenos e benzendides'”, para a cavidade da

perna traseira.

' Kimsey, L.S. Syst. Entomol., 1987, 12, 63.

" Colonia de fémeas de idades proximas que compartilham ninho e produzem a prole em cooperacio.
" fameas que ndo desenvolvem prole em cooperagio e os ninhos podem ou ndo ser compartilhados.
"' Dressler, R.L. Ann. Rev. Ecol. Syst., 1982, 13, 373.

' Williams, N.H.; Whitten, W.M. Biol. Bull., 1983, 164, 355.
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Figura 32, Macho de abetha euglossine. A) escovas da perna dianteira
B) secdo mostrando o interior glandular da perna traseira.

Até hoje, ainda nfo se sabe ao certo o motivo destas abelhas coletarem fragrancias
e qual a sua finalidade, no entanto, algumas idéias foram postuladas'® 'Y, As principais
hipoteses propdem que as fragrincias atuem de alguma forma na atividade reprodutiva
destas abelhas ¢ as fragréncias deverdo ser usadas pelos machos para atrair outros machos
conspecificos. Outra hipdtese € que os machos convertem as fragrancias em feromonios
sexuais para atracdo de fémeas. Recentemente, Peruquetti'® sugeriu que machos de
euglossine coletam fragrancias para atrair inicialmente outros machos ¢ em seguida
fémeas. As fragrancias coletadas pelos machos s@o armazenadas nas glandulas da pemna
traseira, onde podem ser alteradas e/ou misturadas com outras substincias. O composto
final é espécie-especifico e usado para atrair machos de uma mesma espécie. Uma
agregacdo de machos ¢ formada e as fémeas sdo atraidas para eles. Os estudos realizados
por Eltz et al. em 3 espécies de Euglossa revelaram que as fragréncias coletadas sdo
eficientemente armazenadas no 6rgio da perna traseira e que sua composi¢io quimica €
complexa e e:speci’f"ma105 (Figura 33). Ao que parece, o contetdo individual das

substancias tanto no aspecto qualitativo quanto quantitativo ¢ usado como fonte de

mf Kimsey, L.S. Anim. Behav., 1980, 28, 996.
1% Bltz, T.; Whitten, W.M.; Roubik, D.W; Linsenmair, K.E. J. Chem. Ecol, 1999, 25, 157.
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informagdo pelas abelhas fémeas para identificar a especie do macho em questdo
(qualidade do gendtipo) bem como sua eficiéncia em coletar oleos (qualidade do
fenétipo). No entanto, as davidas sobre quais substincias estdo envolvidas na formacio
da agregag@o dos machos e como as fémeas localizam a agregacfo e escolhem seus

parceiros permanecem sem explicacio.

N
MeO MeO & OMe
p-dimetoxibenzeno salicilato de metila 4-metoxi-cinamaldeido eugenal
benzoato de benzila B-pineno a-pineno germacreno D
7
Z2R =
0O
/
N
1.8-cineol (E)-B-ocimeno sabineno {E,E)-a-farnesenc
HO 0
~ = RN
(Z)-8-farneseno {E)-nerolido} haxaidrofarnesilacetona B-bisaboleno

Figura 33. Principais compostos encontrados no érgdo da perna traseira de 3 espécies de abelhas
Euglossini (Euglossa cognata, E. imperialis, E. tridentata),

108 Peruguetti, R.C. Entomol. Gen., 2000, 25, 33.
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Figura 34. Posicdo do macho empoleirado na drvore em seu terridrio,
a) visdo lateral de uma Euglossa imperialis b) visdo do dorso
de uma Fulaema meriana se exibindo (asas em forma de
leque).

As abelhas da tribo Euglossini sdo fortes voadoras e bem conhecidas como

polinizadores de longa distancia de plantas tropicaésmg,

de forma que uma baixa
densidade populacional ndo deveria impedir uma polinizagdo bem sucedida. Como
geralmente mais que uma espécie de Tovomita floresce simultaneamente, 0 problema
para as plantas seria o de evitar a polinizagdo cruzada interespecifica. Em Tovomila. as
abelhas pousam nas anteras ou nos estigmas quando coletam o ¢leo estaminal e. desta

forma, atuam como polinizadores, como foi observado em Tovomita spruceand Planch.

& Triana'"” (Figura 35).

199 Janzen, D.H. Science, 1971, 171, 203.
MO A maral, M.C.E.; Bittrich, V. XVI Reunidio anual sobre evolugdo, sistemdtica e ecologia em
micromoleculares. Resumos, 1994, 15,
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Figura 38, Flores de Tovomita spruceana Planch. & Triana. A) com uma abelha euglossini
coletando dleo B) detalhe das goticulas de dleo aromatico secretadas pelos estames.

4.2 Objetivos

O objetivo desta etapa do trabalho foi verificar a composicio quimica dos dlecs
dos estames e estamintdios de Tovomiia spp., com intuito de compara-las a fim de

detectar diferencas que possam sugerir um mecanismo de isolamento entre as especies

simpétricas florescendo na mesma época do ano.
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4.3 Resultados e discussao

As amostras do o6leo dos estames de 4 espécies de Tovomita, florescendo na
mesma época do ano (1996), foram coletadas na Reserva Ducke (Manaus-AM), sendo
obtidos diretamente através de absor¢do em papel de filtro previamente tratado. Os Oleos
foram extraidos do papel com CH,Cl, por exposicio a ultra-som durante 1 minuto ¢
entdo utilizados para analise através de CG e CG/EM (Tabela 3 e Figuras 36 e 37).

As flores de todas espécies investigadas sdo diurnas e duram um dia. No dia da
antese''}, os filetes dos estames {flores masculinas) ou estaminodios (flores femininas)
produzem goticulas de um oleo aromético (Figura 33). Em Tovomita macrophylie,
observamos que abelhas macho de uma Euglossa sp. pousam nos estames das flores
masculinas e nos grandes estigmas das flores femininas. Enquanto estdo sobre as anteras
ou estigmas, as abelhas coletam o Oleo aromético com suas pernas dianteiras,
transferindo-o, posteriormente, para as pernas traseiras enquanto pairam proximo as
flores. Este processo é geralmente repetido algumas vezes antes das abelhas deixarem a
flor. Algumas vezes, duas ou mais abelhas competemn pela mesma flor. Como as abelhas
pousam nos estames e coletam o 6leo enquanto permanecem nas anteras, todo seu esterno
fica polvilhado com pélen seco. Pousando posteriormente nos grandes estigmas das
flores femininas para coletar o éleo dos estames, transferem o polen assegurando a
polinizagdo.

Pequenos besouros também foram observados visitando as flores de T.
macrophylla, pegando oleo dos filamentos, as vezes cortando-os com suas mandibulas.
Como sempre permaneciam na base dos filamentos e nunca tocavam as anteras, elas

foram consideradas seqiiestradoras de 6leo e ndo polinizadoras.

" antese ; desabrochar da flor
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Tabela 3: Composiciio percentual relativa des éleos dos estames de Tovomita spp-

Cgmpostgs ix" IR'E‘ T. rubella | T. amazonica | T. aff. grata I. acutiflora

Ti 2-Butanona? G943 - - - 1.4 -
T2 NI 8672 - - . 0.7 -
T3 o-Terpineol 1150 | 1189 - - 0.6 -
T4 Indol 1288 ¢ 1288 - 0.9 0.2 -
TS 2-Metoxibenzoato de metila 1336 - - 1.0 - -
T6 u~Cubebeno 1349 | 1351 tr - - -
17 Eugenol 1353 | 1356 0.7 0.6 - -
T8 o-Copaeno 1377 1 137 - o ir -
TS B-Cubebeno 1390 | 1390 tr - - .
T10 B-Cariofileno 1420 | 1418 - 0.8 - -
T11 (E’)..B-Farneseno 1459 1458 3.2 24.8 - -
T12 Alloaromadendreno 1462 | 1461 - 0.4 - -
T13 y-Gurjuneno 1471 | 1473 - t - -
Ti4 Germacreno D 1481 | 1480 1.7 2.6 - -
T15 Eremofileno 1489 - ~ 0.8 - -
Ti6 epi-Cubebol 1494 | 1493 0.3 - 0.2 -
T17 Biciclogermacreno 1496 | 1494 2.1 12.5 - -
Ti8 Cubebol 15151 i314 39.1 tr 1.3 -
T19 o6-Cadineno 1524 | 1524 1.4 0.9 0.5 -
T20 Cadina-1 4-dieno 1533 | 1532 0.7 - - -
T21 Ni 1333 - - - 3.6

T22 Elemol 1550 | 1549 - 1.7 1.1 -
T23 {E)-Nerolidol 1564 | 1364 - - 0.3 -
T24 Germacreno D-4-ol 1576 | 15374 45.1 41.8 1.2 -
T25 Espatulenol 1576 | 1576 - - 0.9 -
T26 NI 1583 - - - 0.9 -
127 Viridiflorol 1589 | 1590 0.8 - - -
T28 NI 1597 - - - 0.5 -
T29 2,6-Dimetoxi-4-(2-propenii¥fenol | 1602 - - 2.0 - -
T30 B-Oplopenona 1608 | 1606 - - 0.2 -
T31 I-epi-Cubenol 1628 | 1627 0.7 - - -
T32 epi-a-Cadinol 1641 | 1640 0.8 - 0.9 "
T33 Ni 1646 - - - 0.6 -
T34 B-Eudesmol 1650 | 1649 - - 0.9 -
T35 c-Cadinol 1655 | 1653 0.9 0.5 1.5 -
T36 Hedicariol? 1671 - - 1.5 0.4 -
T37 neo-Cedran-3-of 7 1677 t 1677 - - 0.3 -
T38 NI 1683 - - - 0.8 -
T39 NI 1689 - - - 1.2 -
T40 NI 1695 - - - 1.1 -
T41 NI 1706 - - - 0.9 -
T42 14-OH-o-Humuleno 7 1714 4 1709 - - 0.4 -
T43 NI 1730 - - - 1.6 -
T44 Ni 1744 - - . 19.0 -
T45 Ni 1751 - - - 0.3 -
T46 NI 1754 - - - 0.3 -
T47 NI 1762 - - - 0.5 -
T48 NI 1773 - - - 14 -
T49 B-Bisabolo! ? 1785 | 1786 - - 0.4 -
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Compostos I | IR™ | T rubella | T. amazonica | T. aff. grata | T. acatiflora
T50 Nootkatona 1803 | 1800 - 6.0 - -
T31 NI 1808 - - - 9.5 -
T52 NI 1818 - - - 1.9 .
Ts3 NY 1831 | 1832 - - 9.3 -
T54 W1 1838 - - - 2.0 -
T35 NI 1849 - - - D3 -
156 NI 1838 - - - 3.0 -
T57 NI 1870 - - - 1.2 -
T58 NI 1881 - . - 16 -
T39 NI 1892 - - - 1.3 -
T60 NI 1897 . - - 2.7 -
T61 Ni 1901 - - - 2.0 .
T62 Ni 1907 - . - 0.3 .
T63 NI 1916 - - - 0.5 -

- T64 NI 1933 - - - 0.4 -
T65 Ni 1940 - - - 0.5 -
T66 NI 1962 - - - 3.2 -
T67 NI 1971 - - - 1.8 -
T68 NI 1983 - - - 1.3 -
T69 Eicosano 2000 | 2000 - - - ir
T76 NI 2007 - - - 14 -
T Acetato de haxadecila 2008 | 2009 - - - tr
T2 NI 2013 - - - 1.6 -
T73 Ni 2030 - - - 0.4 -
T74 NI 2043 - - - 0.4 -
1758 Ni 2057 - - - 0.3 -
T76 Diidrofitol 2078 - - - - 91.6
T77 Heneicosano 2100 1 2100 - - - 1.7
T78 NI 2139 - - - 0.7 -
T79 Docosano 2200 | 2200 - - - 2.3
T80 Tricosano 2300 | 2300 - - - 2.3
TS} Tetracosano 2400 | 2400 - - - 2.1

Total 97.5 98.8 94.5 100.0

I.°= Indice de retengéo caiculado' ?, Ig"*= Indice de retencio da literatura' ° , NI=N#o Identificado, tr=tracos

"2 van den Dool, H.; Kratz, P.D.J. J Chromatog., 1963, 11, 463,
S Adams, R.P. Identification of essential oil components by gas chromatography/mass spectroscopy.
Allured Publishing, Hlinots, 1995,



Parte 4 - Funclo ecolbgica dos dleos florais de Tovomita 92

A analise dos Oleos das 4 espécies de Tovomita revelaram que os principais
constituintes s8o alcoois terpenoidicos. O dleo de Tovomita rubella Planch. & Triana
masculina mostrou que numa mistura com cerca de 30 componentes sesquiterpénicos,
apenas dois componentes, Cubebol (39,1%) (T18) e Germacreno D-4-o} (T24) (45.0%).
contribuem com 84.2% do total do 6leo. O aleool sesquiterpénico Germacreno D-4-o]
(T24) ¢ novamente o principal composto (41,8 %) do oleo de 7. amazénica, mas ao
contrario de 7. rubella, este Oleo contém uma maior variedade de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e também varios constituintes aromaticos minoritdrios, incluindo o indol
(0,9%) (T3) e o eugenol (0,6%) (T7). Além de poucos hidrocarbonetos de cadeia longa, o
Ginico terpeno presente em 7. acutiflora é o Diidrofitol (91,6%) (T76) e sua identificacio
for obtida através de co-injecdo com padriio sintético, cujos dados espectroscépicos
obtidos através de EM, RMN de 'H, de "°C e DEPT 90 e 135° (E1-E4) estdo de acordo
com os dados descritos na literatura''® ', Este padrio sintético foi obtido através de
hidrogenacdo catalitica de uma amostra de fitol comercial (mistura 2:1 dos isémeros E:7)
(Esquema 2) como uma mistura de epimeros (3R/3S). De acordo com dados da

. 116
literatura

., 0s produtos da hidrogenacdo catalitica dos isémeros £ e 7 sdo,
respectivamente, 3R e 35, mas como os dados espectroscopicos de RMN para os dois
epimeros s&o idénticos torna-se inviavel a distingo dos mesmos. Uma outra alternativa
para diferencia-los seria através de CG, mas relatos da literatura’'* "7 nos alertaram para
a complexidade do processo, o qual requer a utilizacdo de derivagdes com auxiliares
quirais, bem como o uso de colunas com fase estaciondria especifica, as quais n#o
dispunhamos. Nossas tentativas de separacio dos compostos através de cromatografia em
coluna ou em camada preparativa impregnada com 5% AgNO; também nfo lograram
éxito e, portanto, decidimos nfio prosseguir com esta investigacdo, uma vez que a
separa¢do destes compostos ndo poderia nos auxiliar na investiga¢do da estereoquimica
absoluta do produto natural, pois a quantidade da amostra natural era insuficiente para

derivagdes com auxiliares quirais, o que inviabiliza sua determinacdo.

"% Jung, M.E; Liu, C.-Y. J. Org. Chem., 1986, 51, 5446.
'"* Heathcock, C.; Finkelstein, B.L.; Jarvi, E.T.; Radel, P.A. J Org. Chem., 1988, 53, 1922.
"' Sita, L. R. J Org. Chem., 1993, 58, 5285.
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Esquema 2. Preparagio do diidrofitol a partir da reaglo de
hidrogenacfo catalitica do fitol comercial.
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E1: Espectro de massas (IE, 70 V) do 3,7,11,15-tetrametil-1-hexadecanol , diidrofitol (T76).

Y7 Rowland. S.J.; Maxwell, J.R. J. Chromatog. Sci., 1983, 21, 298.
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O oleo de Tovomita aff. grata também foi investigado (Figura 36) e apresentou ca.
de 70 compostos sendo 3 constituintes majoritarios (37,8% do total do 6leo) (T43, T51 ¢
T53) possuindo espectros de massas similares a alguns terpenos oxigenados da
literatura''® (Figura 38), mas os indices de retengio relativos nfo foram compativeis. Um
outro aspecto deste Sleo € que a maioria dos constituintes {ca. 80.0% do total) possui
indices de retencdo e espectros de massas compativeis com sesquiterpenos mono e di-
oxigenados. Embora as estruturas dos principais constituintes deste dleo nio tenha sido
determinada, pOde-se claramente observar com estas analises que 0s Oleos das 4 espécies
investigadas possuem diferencas 6bvias em sua composi¢do quimica, 0 que na nossa
viso, estd de acordo com a idéia de uma atracio seletiva de abelhas euglossini.

Baseado no fato de que um derivado de hexadecanol atrai machos de abelhas

. 119,120
euglossine”

, n0s sugerimos que 3,7,11,15-tetrametil-1-hexadecanol (dudrofitol, T76)
seja o responsavel pela atracdo do polinizador, macho de Euglossa sp., em Tovomita
acutiflora, embora nao possamos afirmar qual dos § possiveis isdmeros esta envolvido

nesta interacéo.

"% Adams, R.P. Identification of essential oil components by gas chromatography/mass spectroscopy.
Allured Publishing, llinois, 1995.

"2 Whitten, W.M.; Young, A M.: Stern, D.L. J Chem. Ecol, 1993, 19,3017,

2% Whitten, M.W. Young, AM.; Williams, N.H. J. Chem. Ecol, 1989, 18, 12835,
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4.4 Conclusdes

Nossas observagdes das visitas de machos de abelhas euglossine em flores de
Tovomita macrophylla para coletar Oleos arométicos representam o primeire caso
reportado para a familia Guttiferae e, além disso, a morfologia floral e o comportamento
das abelhas ndo deixam davidas que elas sdo polinizadores efetivos. A diversidade
significativa dos perfis de distribuiciio molecular e estrutural na composicdo quimica
destes Oleos sugere que eles possam atrair diferentes espécies de abelhas machos de

euglossine, ¢ assim impedir a polinizacio cruzada interespecifica.



99
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5. Analises de volateis por CG/EM em suco de laranja industrial
infectado por Alicyclobacillus spp.£

5.1 Consideracses gerais

Suco de laranja € um dos sucos de fruta mais importantes consumido mundialmente
e produzido em larga escala no Brasil'>'. Somente o estado de Sio Paulo, maior produtor
mundial, € responsavel por 95% da exportagéo nacional' (1.126.810 ton. de Suco de
Laranja Concentrado e Congelado - SLCC — safra 1999/2000) sendo a Unido Européia
seu malor consumidor (723.361 ‘ionu)m. O desenvolvimento ocasional de compostos
volateis indesejaveis durante a armazenagem deste produto traz prejuizos para a industria
de sucos de laranja concentrados, congelados e reconstituidos. Andlises microbiologicas
revelaram que Alicyclobacillus foi o principal microrganismo responsével pela formacio
de substdncias com odor desagradavel nos sucos de laranja durante os verdes rigorosos de
1994 e 1995 na Europa'®’. Estes eventos despertaram a consciéncia mundial sobre a
existéncia destes organismos e também a preocupagio dos produtores de suco de laranja e
companhias de empacotamento para a deteccdo de bacilos acidotermofilicos em seus
produtos.

O primeiro relato da existéncia destes microrganismos foi feita por Uchino & Dot
(1967) com a deteccdo de bactérias aerdbicas, acidotermofilicas e formadoras de esporos a
partir de fontes térmicas no Japdo'®. Estes pesquisadores classificaram estas bactérias
como Bacillus coagulans, pois seus estudos rudimentares mostraram similaridades entre os

microrganismos. Em 1971, Darland & Brock reconheceram que 0 microrganismo em

questdo era, de fato, totalmente diferente de B. coagulans ¢ apos estudos extensos com

£ Trabaltho realizado em colaboraciio com Edna H. Azuma e Prof. Dr. Fumio Yokova (Fundagio André
Tosello-Campinas-SP)

U http://www fred.ifas.ufl.edu/citrus/trend 795. html

"2 Fonte: Paranacitrus. http://www.paranacitrus.com.br/

"2 Fonte: Abecitrus. http://www abecitrus.com.br

"% pinhatti, M.E.M.C.; Variane, S.; Eguchi, S.Y; Manfio, G.P. Fruir Processing, 1997, 7, 350.

1% Uchino, F.; Doi, S. Agric. Biol. Chem., 1967, 31, 817.
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base no DNA, recomendaram a criacdo de uma nova espécie de Bacillus: aerobica,
formadora de esporos requerendo calor e ambientes Acidos denominada de Bacillus
acidocaldarius.'*® Neste mesmo ano, de Rosa ef al. descobriram que 4cidos graxos
incomuns, acidos wo-cicloexanicos, faziam parte da membrana celular destas bactérias'®’.
Em 1981, Hippchen et ol. isolaram B. acidocaldarius de solos e mostraram que estes
poderiam se proliferar também em ambientes nio térmicos e neutros 2o, Posteriormente,
em 1983, Poralla & Konig detectaram uma bactéria acido-dependente, formadora de
€sporos e termo-resistente contendo acido w-cicloeptinico em vez de 4cido w-cicloexdnico
na membrana celular'®’, Conseqiientemente, um outro grupo de microrganismos foi
reconhecido. Deinhard er al, em 1987. concluiram suas pesquisas taxondmicas e
classificaram estes microrganismos como duas novas especies: Bacillus acidocaldarius e
130

B. cycloheptanicus™. Em 1992, foi criado o nove género Alicvelobacillus baseado na

presenca de acidos w-aliciclicos e nas evidéncias da seqiiéncia de DNA"! feitas por
Wisotzkey er al. Atualmente, apenas 3 espécies de Alicyclobacillus sdo reconhecidas: A.
acidocaldarius; A. acidoterrestris e A. cycloheptanicus, além de uma nova subespécie
descoberta recentemente num vulcio na Antartica (A. acidocaldarius ssp. rittmannii)'>*.

As células de 4. acidoterrestris possuem tamanho de 2,9-4.3 um em comprimento e
0,6-0.8 um em largura, esporulam muito rapidamente, geralmente dentro de 24 horas em
liquidos, meios sélidos ou sucos. Crescem em temperaturas otimas de 42-53°C podendo
variar de 12°C até 80°C ¢ com pH podendo variar de 2,5-6.0, sendo a faixa de pH &timo
entre 3,5-5,0. Os esporos de A. acidoterrestris sio resistentes a aquecimento e sobrevivem
ao tratamento de pasteurizagdo dado a maioria dos sucos. A pasteurizacfo, um tratamento

de choque térmico, pode estimular a germinagdo dos esporos, bem como origin-los,

" Darland, G.; Brock, T.D. J. Gen. Microbiol., 1971, 67, 9.

*" de Rosa, M.; Gambacorta, A.; Minale, L. Chem. Comm., 1971, 1334,

*¥ Hippchem, B.; R6ll, A.: Poralla, K. Arch, Microbiol., 1981, 129, 53.

" Poralla, K.; Konig, W.A. FEMS Microbiol. Letr., 1983, 16, 303.

" Deinhard, G.; Blanz, P; Poralla, K. Sysrem. Appl. Microbiol., 1987, 10, 47.

! Wisotzkey, J.D.; Jurtshuk, P.; Fox, G.E.; Deinhard, G.; Poralla, K. /nr. J. Syst. Bacteriol., 1992, 42,
263.

12 Nicolaus, B; Improta, R.; Manca, M.C.; Lama, L. Esposito, E.; Gambacorta, A. Polar Biol., 1998, 19,
133.



Parte 5 — Analise de volateis por CG/EM em suco de laranja industrial infectado por Alicyclobacillus spp. 103

de choque térmico, pode estimular a germinagdo dos esporos, bem como origina-los,
podendo gerar odores quando as condi¢des de incubagfo sdo apropriadas. As condicdes
para o desenvolvimento de odores ainda ndo foram claramente definidas, mas fatores como
aquecimento brusco, temperatura de incubagfo ¢ a disponibilidade de oxigénio parecem
ser importantes. Para se ter uma idéia, os odores desagradéveis podem ser percebidos 24
horas ap0s a incubagéo de frascos contendo sucos armazenados sob atmosfera de oxigénio
a4s °C.

Atualmente, 4. acidoterresiris € a tmnica espécie de Alicyclobacillus associada com
a deterioragfio dos sucos e alguns grupos de pesquisa despendem esforgos para encontrar
solugdes para este problema, tanto do ponto de vista do processamento industrial'” quanto
académico, no intuito de achar respostas para a formagfo dos compostos responsaveis pelo
odor desagraddvel nos sucos. Ha controvérsias quanto aos provaveis responsaveis pelo
odor, bem como o tipo de odor produzido: tipo “leite azedo” ou, segundo Jansen'*, a qual
relatou que a deterioragio ndo estd associada com uma grande producio de gés ou 4cido,
mas sim com um odor desagradavel forte do tipo “produto medicinal®, o qual se
desenvolve esporadicamente nos recipientes dos produtos. No entanto, os resultados
publicados at¢ o momento ndo descrevem com clareza a metodologia utilizada para
identificacdo destas substancias, pois nenhuma analise quimica precisa foi efetuada'™™ 16,

Compostos aromaticos como o 4-vinil-guaiacol (PVG) (Figura 39) e outros fendis
vipilicos sd3c compostos que, em geral, contribuem para a formacdo de odores
desagradaveis, mas que também podem compor aromas desejaveis de produtos
alimenticios importantes’™’. PVG foi o primeiro composto associado com o mau odor
(odor de fruta velha ou podre) de sucos de laranja enlatados, impropriamente armazenado,

juntamente com  o-terpineol e 2. 5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona  (DHMF,

Furaneol®)' . Particularmente, em sucos de laranja ¢ uva armazenados, 4-vinil-guaiacol
i

1 Qilva, F.M.; Gibbs, P.; Vieira, M.C.; Silva, C.L.M. Int. J Food Microbiol., 1999, 51, 95.

13 yansen, N. Food Ausiralia, 1999, 51, 33.

153 Pettipher, G.L.; Osmundson, ML.E. Food Australia, 2000, 52, 293.

136 Pettipher, G.L.; Osmundson, MLE.; Murphy, J.M. Lerr. Appl. Microbicl., 1997, 24, 185.

BT peleg, H.; Naim, M.; Zehavi, U.; Rouseff, R.L; Nagy, S. J Agric. Food Chem., 1992, 46, 764,
1% Tatum, 1.H.; Nagy, S.; Berry, R.E.J Food Sci., 1975, 40, 707.
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(PVG) pode ser originado a partir da descarboxilagdo do 4cido fertlico presente nos sucos,
tanto por meios abidticos quanto por espécies de leveduras (Esquema 3), como mostrou
Sutherland er ol em 1995, quando testava a descarboxilagdo do acido ferilico com
linhagens de Rhodotorula sp., Candida lambica, T richosporon pullans e Candida
intermedia encontradas em SLCC, sendo esta uma das primeiras tentativas de explicacio
para a origem deste mau cheiro em sucos de frutas citricas mal armazenadas >,
Atualmente, as principais suspeitas recaem sobre outras duas substancias: 2,6-

140

dibromo-fenol e o guaiacol ™ (Figura 39). Yamazaki et al., em 1996, apontaram a

produgdo de guaiacol pelo microrganismo como a causa da deteriora¢fio em varias bebidas
acidas, descrevendo o mau odor como do tipo “fermentado”™ associando-o ao odor de “leite

w141
azedo™ .,

Um ano depois, Pettipher er a/. também indicaram o guaiacol e outros
compostos como responsaveis pela producgo do odor desagradavel'¥. Porém, Borlinghaus
& Engel, neste mesmo ano (1997), associaram o mau cheiro 3 producdo de 2,6-dibromo-

43 5 . . . " .
'S E Importante mencionar que os eventos de deterioracdo associados ao 2,6~

feno
dibromo-fenol foram registrados apenas em sucos de maci, abacaxi e maracuja € ndo em

sucos de laranja, onde o guaiacol é formado em maiores quantidades.

¥ Qutherland, J.B.; Tanner, L.A.; Jennifer, D.M.; Freeman, J.P.; Deck, J.; Williams, AJ. J Food
Protection, 1985, 38, 1260,

""" Jansen, N. Food Australia, 1999, 51, 33. ibid, 2000, 52, 282.

" Yamazaki, K.; Tekuda, H.; Shinano, H. Biosci. Biotech, Biachem., 1996, 60, 543,

"2 Pettipher, G.L.; Osmundson, M.E.; Murphy, J.M. Lets, Appl. Microbiol, 1997, 24, 185.

" Borlinghaus, A.; Engel, R. Fruit Processing, 1997, 7197, 262.
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Feruloilghicose Ac. feruloilglucarico

Feruioilputrescina Ac. diferuloilglucirico

e A, feruloilgalactirico

CH=CHCO,H

Acg, ferilico

€0, -CH;CO,H
oH OH
OCH; OCH;
oxidacdo ©
CH=CH, CHO

4-vinil-guaiacol -
vanilina

Esquema 3. Proposta de formag&o do 4-vinil-guaiacol.

OH |
Br Br OH
OMe -
OH
2,6-dibromo-fenol guaiacol 4-vinil-guaiacol

Figura 39. Principais compostos associados ac mau odor em sucos infectados.
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Geralmente, percebe-se o mau cheiro em suspensdes de células com niveis de 10°
UFC/mL ou acima (UFC = unidade formadora de colbnia) ¢ o guaiacol ¢ detectado em
quantidades de 1-100 ppb'*. Apesar da habilidade de sobreviver 2 pasteurizacdo, 4.
acidoterrestris n&o cresce em todos os tipos de meio. Geralmente, é o que OCOITE em SUcos
concentrados onde sobrevive, principalmente, como esporos. No entanto, quando o suco
concentrade € diluido, rapidamente 4. acidorerrestris inicia sua multiplicac@o. Um
precursor em potencial para a producio do guaiacol é o aminoacido tirosina, presente tanto
em sucos de laranja (3,4-13,5 pg/mL de suco) quanto em outros sucos como os sucos de
macd (4,1 pg de tirosina/mL de suco). Se as condigdes sio adequadas para crescimento,
estas quantidades de tirosina parecem ser suficientes para permitir a sintese de quantidades
apreciaveis de guaiacol e, portanto, da formagio de odores desagradaveis.

Os resuitados das pesquisas realizadas na Fundacdo André Tosello (Eguchi er al.,
1999) publicados recentemente'”” revelaram que das 16 linhagens brasileiras de
Alicyclobacillus testadas, apenas duas produziram odores desagradaveis e seis ndo
cresceram em suco de laranja. O que nfio se sabe ainda é se isto também se aplica as
linhagens isoladas em outras partes do mundo, uma vez que testes bioquimicos indicaram
que existem algumas variagdes entre as linhagens deste microrganismo.

Algumas solugbes para o problema de deterioraco nos sucos de frutas por
Alicyclobacillus foram propostas e uma delas ocorreria através da refrigeracdo dos sucos,
uma vez que esies microrganismos no crescem em temperaturas abaixo de 20°C. no
entanto, como 0s sucos pasteurizados ndo sdo distribuidos refrigerados, o processo de
resfriamento destes produtos significaria um aumento consideravel nos custos. Uma
solugdo alternativa seria aumentar a temperatura de pasteurizagdo até a regido de
esterilizagdo, isto €, acima de 100°C, em detrimento da qualidade. Ha ainda uma outra
possibilidade para limpeza dos sucos de frutas usando uma filtragio para remover os

esporos de Alicyclobacillus dos produtos.

" pettipher, G.L.; Osmundson, M.E. Food Australia. 2000, 52, 293.

> Eguchi, $.Y ; Manfio, G.P; Pinhatti, M.E., Azuma, E.; Variane, S.F. Acidothermophilic sporeforming
bacteria (ATSB) in orange juice: Detection methods e{:{)low and Involvement in the deterioration of
fruit juices. ABECitrus, S8o Paulo, March, 1999
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Estes aspectos nos mostram a importdncia de se compreender melhor todo 0
processo de deterioragdo por Alicyelobacilius para encontrar uma solucdo vidvel para o

problema.

5.2 Objetivos

Neste sentido, o principal objetivo do presente estude foi determinar os
microrganismos responsaveis por este fendmeno através da andlise dos dcidos graxos das
membranas celulares, bem como os constituintes voldteis presentes nos sucos de laranja

deteriorados responséveis pela adultera¢fio do aroma.

5.3 Resultados e discussio

5.3.1 Identificacdo dos microrganismos

A nossa primeira preccupagio foi identificar os microrganismos responsaveis pela
deterioracdo dos sucos. Esta etapa ¢ tdo importante quanto a andlise quimica dos volateis
produzidos pelos sucos, sendo fundamental para assegurarmos quais oS Organismos
responsaveis pela formagdo do mau odor.

Os organismos vivos, de acordo com a estrutura celular, podem ser divididos em
procariontes ¢ eucariontes, mas num coniexto evoluciondrio baseado em estudos de
seqilenciamento genético do RNA, foram divididos em trés grupos chamados de Archaea,
Bacteria e Eukarya, sendo as duas primeiras procariontes e a Gltima eucarionte na sua
estrutura celular. Acredita-se que estes trés grupos possam ter sido originados a partir de

: L : se14 :
UM Organismo precursor comum, o “ancestral universal 16 (Figura 40).

6 Madigan,, M.T.: Martinko, J.M.; Parker, J. Brock biclogy of microorganisms. 9" Ed. Prentice Hall,
New Jersey, 2000, p. 10.
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todos os Eucariontes

Microrganismos

plantas
anirmais

Microrganismos
algas
todos os micrébios fungos todos as micrébios
¢ procariontes protozodrios e procariontes

Archaen FEukarya Bacteria

ancesiral universal

origem da vida

Figura 40. Diagrama mostrando a crigem da vida.
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Por véarios motivos, torna-se importante identificar e classificar os microrganismos e
para este fim, tanto as caracteristicas genéticas quanto as ndo genéticas sdo atualmente
empregadas. Apds uma analise detalhada tanto da fungfo como da estrutura de um
microrganisme, o que inclui seu metabolismo, comportamento e outras propriedades
importantes, € possivel se reconhecer um conjunto de caracteres intrinsecos aquele
organismo. Por exemplo, os organismos procariontes chamados de Archaes sdo células
incapazes de sobreviver em exposicdo ao ar {anaerdbicos), prosperam sob condigdes de
crescimento anormais, habitando o que ndés humanos consideramos ambientes extremos,
ou seja, fontes quentes (temperaturas acima do ponto de ebulicio da 4gua), aguas
congeladas como o mar gelado da Antartica, ambientes aquosos extremamente salinos,
além de solos e aguas altamente acidos ou alcalinos e, atualmente, sdo estas as espécies
que definem os limites de tolerdncia bioldgica para os extremos quimicos e fisioldgicos.
Uma vez definido o organismo pelo tal conjunto de caracteristicas e identificada sua
posicio filogenética, pode ser dado um nome ao mesmo.

Uma outra maneira de se classificar microrganismos se dé através da determinagéo
da composicdo quimica de sua membrana celular. Os lipidios sfo componentes
importantes da estrutura da membrana das células de Bacteria ¢ Eukarya, diferindo das

outras macromoléculas, principalmente pela presenca de acidos graxos (Figura 41).
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O
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H3C 1 TOH

C1g monoinsaturado (4c. oléico)

Figura 41. Principais 4cidos graxos encontrados na membrana celular
de Bacteria e Eukarya.

Os lipidios ndo estdo ligados entre si através de ligacoes covalentes, em vez disso,
no caso dos lipidios simples (gorduras), consistem de acidos graxos ligados a um glicerol
(alcool C;), motivo pelo qual também sdo chamados de triglicerideos (trés moléculas de
acido graxo ligadas a uma molécula de glicerol) (F igura 42). No caso dos lipidios
complexos, aqueles que possuem um grupo fosfato (chamados de fosfolipidios) (Figura
42) constituem uma classe muito importante de lipidios, pois fazem parte da estrutura
geral da maioria das membranas bioldgicas (tipo bicamada fosfolipidica). A atuacdo
como barreira para a difusdo de substincias dentro e fora da célula devido apresentarem
tanto as propriedades de hidrofobicidade quanto de hidrofilicidade, tornam os lipidios os

componentes ideais para formacgdo destas membranas.
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Figura 42. Principais tipos de lipidios encontrados na membrana celular das
bactérias.
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A principal diferenca na composi¢do quimica das membranas das células
eucariontes e procariontes € a presenca de esterdides nas membranas das células dos
membros do primeiro grupo e auséncia nos procariontes {(exceto as bactérias
metanotroficas). Uma outra particularidade quimica ocorre com os lipidios que
constituem a membrana celular das bactérias ipo Archaea, pois diferente dos lipidios de
Bacteria e Eukarya que possuem ligacdes do tipo €ster entre o 4cido graxo e o glicerol
(Figura 43a), apresentam ligacBes etéreas entre o glicerol e suas cadeias laterais
hidrofobicas (Figura 43b). Além disso, as cadeias laterais hidrofébicas sdo compostas por
unidades repetidas da molécula de isopreno (F igura 43c) em vez de 4cidos graxos,
embora isto ndo altere a estrutura total da membrana, pois sdo mantidas as regides

hidrofdbicas e hidrofilicas.

e
D)
| E 0 H
| H—=C—0—C—R F
‘ H~C—0—C-R
9 E
H—C—0—C—R H—=C—0—C—R
0 i T
H_?Wo_}l)_mom H—‘?WO—E)WOW CH2WCH_CH2—CH2
H 0 Ho 0 ’
@) (b) (c)

Figura 43. Principais tipos de ligacSes encontradas nos lipidios da membrana celular.

a) éster acilico que € encontrado na maioria das bactérias b} ligagdo etérea presente no grupo
Archaea ¢) unidade repetida derivada do isopreno encontrada na cadeia lateral dos lipidios
de Archaea.
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Desta forma, os acidos graxos que sdo componentes basicos dos lipidios de todos
08 microrganismos, exceto nas bactérias do grupo 4rchaea, podem ser utilizados como
marcadores taxondmicos devido sua distribuiciio descontinua nos diferentes grupos de
microrganismos. Portanto, a analise dos componentes quimicos da membrana celular
através dos derivados metilados de acidos graxos (EMAG = Esteres Metilicos de Acidos
Graxos) utilizando CG/EM € uma das metodologias mais difundidas para a classificagfo
taxonbmica de microrganismos'*” %%,

Como vimos, as bactérias podem ser divididas em 3 grupos de acordo com a
composicdo lipidica de suas membranas'®. Um primeiro grupo, que abrange a maioria
das bactérias, ¢ caracterizado pela presenca de acidos graxos de cadeias lineares. O
segundo grupo inclui bactérias cujas membranas consistem de 4cidos graxos de cadeia
ramificada e de acidos graxos com aliciclicos. Este grupo contém cerca de 10% das
espécies de bactérias, dentre as quais encontram-se os Alicyclobacillus. Ja as bactérias do
terceiroc grupo possuem as membranas celulares compostas de éteres isoprenoides,
incluindo-se aqui poucas espécies, sendo todas 4rchaea.

Os lipidios da membrana celular dos 4licyclobacillus sdo, portanto, caracterizados
por ésteres derivados de acidos graxos ciclicos, cujo grupo ciclico encontra-se no final da
cadeia de carbonos, na posicdo “®” (émega). Taxonomicamente, os dcidos graxos -
cicloexinicos e w-cicloeptinicos sdio componentes caracteristicos das espécies de
Alicyclobacillus diferindo do perfil de acidos graxos de outras espécies do género
Bacillus, onde os acidos graxos de cadeias ramificadas iso e anteiso sdo 0s componentes
principais.

O vperfil de 4cidos graxos das espécies Alicyclobacillus acidoterrestris e
Alicyclobacillus  acidocaldarius  sdo compostos, principalmente, de &cidos ©-
cicloexénicos de cadeias Cy» e Cjg (11-cicloexilundecandico e 13-cicloexiltridecandico),

representando 90% e 65% da membrana celular, respectivamente (Figura 44).

¥ Bder, K. J Chromatogr. B, 1995, 671, 113.

'® Asselineau, C.; Asselineau, J. Fatty acids and complex lipids. In Odham, G.; Larsson, L.; Mérdh, P-A.
(Eds.). Gas chromatography! mass spectrometry: Applications in microbiology. Plenum Press, New
York, 1984, p. 57,

¥ Kaneda, T. Microbiol. Reviews, 1991, 55, 288.
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Alicyclobacillus cycloheptanicus é o tnico microrganismo descrito até agora que possui
acidos graxos cicloeptinicos, com comprimento da cadeia Cis e Cyp. Os acidos o-
cicloeptilundecandico, w-cicloeptiltridecansico e w-cicloeptil-a-hidroxi-undecandico
compreendem cerca de 80% do total de acidos graxos desta espécie. Segundo a

130, 151

literatura , existem outros grupos de microrganismos, os quais, embora possuam

acidos graxos «-cicloexdnicos, sioc muito distintos dos Alicyclobacillus  tanto

fenotipicamente quanto em relagdo ao requerimento nutricional.

CH

Ac. w-cicloexilundecandico

oH

R=H  Ac.w-cicloeptilundecandico
OH  Ac. w-cicloeptil-a-hidroxi-undecanéico

Figura 44. Principais acidos graxos encontrados
nas membranas celulares dos Alicyclobacillus.

Desta forma, a analise através de CG/EM das amostras de EMAG extraidos de 03
linhagens de Alicyclobacillus (CCT6280, CCT6281 e CCT43 84) (Figura 453)
apresentaram perfil similar ao de Alicyclobacillus acidocaldarius e A, acidoterrestris, ou
seja, com presenca de 4cidos w-cicloexilundecanoico e wo-cicloexiltridecandico. Engquanto
a linhagem CCT4382 apresentou perfil similar ao A4 . cycloheptanicus, com predominio
de 4cidos w-cicloeptilundecandico e o-cicloeptil-c-hidroxi-undecanéico, bem como
presenca de ac. o-cicloeptildecandico, o-cicloeptildodecansico € -

152

cicloeptiltridecandico™ (Figura 45). A linhagem CCT0199 revelou presenca apenas de

" Kannemberg, E.; Blume, A.; Poralla, K. FEBS lez., 1984, 172, 331.
1> " Kusano, K.; Yamada H.; Nawa M.; Yamasato, K. J Syst. Bacteriol | 1997, 47, 825.
* Moore, B. D Floss, H.G.; Poralia, K..J Naz. Prod., 1995, 38, 590.
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presenca apenas de acidos graxos ramificados iso e agnteiso similar ao perfil da linhagem
de referéncia Bacillus coagulans (Padrdo, Figura 45). Estes resultados confirmaram que

as linhagens utilizadas para deterioracdo dos sucos eram, de fato, Alicyclobacillus.
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Figura 45. TIC (CG/EM: coluna DB-3 30m) dos EMAG obtidos a partir de Alicyclobacilius sp.
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Figura 49. Espectro de massas (IE, 70ev) do éster metilico do acido a-cicloeptiltridecandico obtido
a partir da membrana celular dos Alicyciobacillus.

5.3.2 Analise dos sucos de laranja

Apds a identificacdo dos microrganismos, buscou-se averiguar as condigdes
propicias para o crescimento otimizado das bactérias, bem como determinar um método
eficiente para a recuperacdo dos volateis produzidos através de uma técnica convencional,
a hidrodestilagﬁoij 3 ; € uma técnica mais recente, livre de solvente, SPME ™ 153, Portanto,

as analises dos volateis foram simultaneamente efetuadas nas amostras de suco de laranja

%3 Qauri, E.; Nadal, 1; Alberola, I.; Sendra, 1.M.; Izquierdo, L. Rev. Agroguim. Tecnol. Aliment., 1980,
20, 220,

% Steffen, A.; Pawliszyn, J. J. 4gric. Food Chem., 1996, 44, 2187,

%% Jia, M.; Zhang, Q.H.; Min, D.B. J. Agric. Food Chem., 1998, 46, 2744,
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fresco coletado diretamente do fabricante e nas amostras deterioradas obtidas de acordo

com o procedimento abaixo'>®:

Experimento I: Porgdes do suco (1:3), pasteurizado a 80°C por 5 min foram inoculadas
com um conjunto de 3 linhagens de Alicyclobacillus com potencial deteriorante variando-

se a concentracio do indculo (G, 10, 10% € 10° UFC/mL j incubados a 37°C por 48 horas.

Experimento II: 20,0 mL de suco a 12° Brix, inoculado com um conjunto de 3 linhagens

de Alicyclobacillus com potencial deteriorante a 10° UFC/mL foi incubado a 42°C por 72

horas.

Nestes experimentos avaliamos as concentragdes do indculo, bem como
temperatura ¢ tempo de incubagic com um mesme copjunto de linhagens de
Alicyclobacillus. Dos métodos usados para recuperar os volateis dos sucos, a captura de
volateis com fibras cobertas com 30um PDMS ou 85um PA ou 75um Carboxen-PDMS
(SPME, Microextracdo em Fase Sélida) apresentou baixa reprodutibilidade, e os
melhores resultados foram obtidos através da técnica de hidrodestilagiio seguida por
extracdo com solvente organico.

Nestas analises de sucos de laranja contaminados com Alicyclobacillus foram
detectados ca. 100 compostos através CG/EM (Tabela 4), mas apenas o experimento [I
mostrou uma diferenca mais ébvia entre os volateis dos sucos frescos e deteriorados
obtidos por hidrodestilagdo (Figuras 50 e 31). Neste experimento foi possivel observar
que o acido isovalérico (SL2, Tabela 4), o acido 2-metil-butirico (SL4, Tabela 4), o 3-
hidroxi-hexanoato de etila (SL17, Tabela 4) e dois compostos (co-eluidos) ndo
identificados (SL68 e SL68’, Tabela 4) (Figuras 50 e 51), cujos espectros de massas
apresentam padrio de fragmentagdo compativel com o de derivados aromaticos (Figura
52), foram detectados apenas no suco deteriorado. Além disso, 4-vinil-guaiacol (SL3S,

Tabela 4), outro componente indesejavel, foi detectado em todas as amostras (fresca e

*% Experimentos realizados por Edna H. Azuma — Fundacio André Toselio.
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deteriorada) e portanto, neste caso, nfo esta relacionado com o problema de adulteracio
de aroma como sugerido por Sutherland er al.”*’. Também observamos, apenas no
experimento I, um incremento na abundéncia relativa de a-terpineol (SL23, Tabela 4) no
suco deteriorado, o qual também ¢ considerado responsével por adulteracio de aroma’ ",
Finalmente, o valenceno (SL60) (precursor da nootkatona através de processos
oxidativos) e a nootkatona (SL98), um componente desejdvel do suco de laranja por suas
propriedades organolépticas e medicinais'?, parecem ter sido consumidos pelos
Alicyclobacillus. E importante mencionar que ¢ guaiacol, principal suspeito do mau odor
em sucos de laranja, ndo foi detectado em nenhuma das amostras destes experimentos.
Estes experimentos, principalmente o experimento II, permitiram uma boa
diferenciacio entre sucos deteriorados e nfo deteriorados e nos indicou as condi¢Bes
adequadas para o crescimento dos microrganismos e a metodologia mais apropriada para

a recuperacdo dos volateis.

7 Sutherland, J.B.; Tanner, L.A.; Jennifer, D.M.; Freeman, I.P.; Deck, J.; Williams, A.J. J Food
Protection, 1985, 58, 1260.

138 Tatum, J.H.; Nagy, S.; Berry, R.E. J Food Science, 1975, 40, 707,

" Sime, 1.T. Chem. Britain, 1998, 34, 26.
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Figura 50. Variacdes nos percentuais relativos de compostos importantes encontrados nos
experimentos para otimizagdo do crescimento dos microrganismos e método de
extracdo dos volateis em SLCC. nd= nido detectado. Os n° dos compostos estdo de

acordo com a Tabela 4.
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Figara 51. Cromatogramas de fons totais (TIC) (CG/EM: coluna DB-5 30m, 0,25mm, 0,25um)
dos volateis dos sucos de laranja fresco e deteriorado obtidos através do experimento II. Os n®
sobre os picos estdo de acordo com a Tabela 4,



Parte 5 — Andlise de voliteis por CG/EM em suco de laranja indnstrial infectado por Alicyclobacifius spp. 125

LD S P

Boan STEO (21,229 miirmi: SL 21 D2 0
TE

i
D
o
v

=g

G
l 1E 4
L

I ‘
==
= e ij|il l"”til%v }!‘.!}.‘U.‘.‘l ﬁ;ﬁ:]!l L1 |El 1 i

i il |§
AD B0 SO PO BD B0 100 110 120 150 140 150 1680 170 AR 450

P T

=R I oyl i R =)

S0 -

B0

7o ]

i
~

=
<o ] [
e

¥
IR
ey Jill, Ul g,
40 s oD 7

i

ol

&

1=
sl'jt l.. Laaallle it H 1oz

P 1 i3 n i
0110 120 130 440 1S5S0 160 170 180 180

H|
I

[ V- SRR s |

Tt

B0 o A

Figura 52. Espectros de massas dos compostos co-eluidos (SL68 ¢ SL68") com Iz=1562
encontrados apenas nos sucos deteriorados.
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Tabela 4: Percentagem relativa dos compostos volateis obtidos a partir dos sucos de
laranja frescos (SF) e deteriorados (SD) por hidrodestilacio nos experimentos | e IL

COMPOSTOS Ig® g SFi SD1 SFI | sbl
Furfural CSL1* | 830 830 ¥ 12 - -
Acido isovalérico SLZ* | 841 834 ir* tr¥ - 24
Z-Furanometanol SL3% | 845 - tr¥ 0.7 - -
Acido 2-metil-butirico? SL4* ¢ 850 - Ha ' 38
2-Acetilfurano SL3 903 Gi0 - 0.1 - -
NI SL6 | 923 - - - 0.4 -
Ac. 2-metil-2-butendico SL7 | 928 - 1.6 4.6 1.8 -
3-Metil-furfural SL8 . 954 962 - tr - -
3-Etoxipirazol? 519 970 - - - 1.9 -
Acido hexanoico SL1g | 983 - 1.0 0.7 - -
Ni SL1t | 1037 - . - - 0.8
Benzenoacetaldeido SL12 | 1037 | 1043 0.2 0.2 - -
Oxido de cis-linalool SLI3 1069 | 1074 0.2 0.6 - -
Oxido de trans-iinalool SL14 ;| 1086 | 1088 0.1 0.1 - -
Undecano SL15 1 1100 | 1100 0.2 0.1 - -
Isoforona SL16 | 1117 | 1118 0.2 04 - -
3-Hidroxi-hexanoato de etila SL17 | 1125 - 0.3 0.3 - 5.1
cis-B-Terpineol SE18 | 1142 - tr 0.2 - -
NI SL19 | 1156 - 0.2 0.2 - -
Benzoato de stila? SL20 | 1164 - - - 0.7 -
1,8-Mentadien-4-o} SL21 | 1173 - 0.1 tr - -
m-Cimen-8-¢l S§p22 | 1181 | 1180 3 54 - 0.4
a-Terpineol SL23 : 1188 | 1189 0.7 2.1 0.3 0.3
trans-Carveol SL24 : 1217 | 1217 4.6 2.8 4.1 £.3
S-Hidroxi-metil-furfural? SL25 | 1224 - 0.1 tr - -
cis-Carveol SL26 | 1228 | 1229 0.6 t4 - -
1-Fenoxi-2-propancl SLE27 | 1241 - 02 0.1 - -
p-Menta-1{7),8-dien-2-ol SL28 | 1250 - 0.1 - 0.3
Pirilaldeido SL29 | 1269 | 1271 0.3 0.3 - -
Acido nonanoico SE30 | 1269 | 1280 T 0.3 - -
NI SL31 | 1285 - 04 0.2 0.8 0.6
Timol SL32 | 1291 0 1290 0.2 0.2 0.5 T
Tridecano SL33 | 1300 | 1300 04 tr - -
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COMPOSTOS I " | SFI | SDI | SFII | SDII
N, N-Dibutil-formamida? SL34 | 1300 - - - 24 2.9
4-Vinil-guaiacol SL35 | 1309 - 7.2 7.3 34 4.1
NI S1.36 | 1326 - 1.8 T 1.8 bl
NI 81.37 | 1350 - - 0.8 - -
Ni 8138 | 1333 - 0.9 0.5 0.9 0.6
NI SL39 | 1345 - 0.8 0.4 0.9 0.7
Ni Si40 | 1353 - 0.4 0.2 - -
Eugenol 5141 1 1354 | 1336 - - - tr
NI S142 | 1337 - 0.2 0.1 - -
Acido decandico SL43 | 1369 - - 0.5 - -
a-Copaeno SL44 | 1375 | 1376 0.6 r - -
f-Elemenc SL45 | 1362 1 139] 0.4 - - -
Vanilina S1.46 1 1393 | 1391 - i - i
Tetradecano 8147 | 1400 1 1400 22 0.9 2.5 1.7
{Z£)-Cariofileno S148 | 1406 ; 1404 0.2 - - -
1,3,5-Trimetoxibenzeno 8149 | 1406 - - 1.1 - -
B-Cariofileno SL30 | 1419 | 1418 03 tr - -
B-Gurjuneno SL51 | 1429 | 1432 0.2 w - -
NI SLS2 | 1435 - - - - 1.5
Aromadendrenc SES3 | 1436 | 1439 0.1 - - -
NI SL54 | 1444 - 0.3 0.3 - -
a-Himachaleno? SL35 | 1450 | 1447 0.5 0.3 - -
B-Chamigreno SL56 | 1477 | 1475 1.4 0.7 - -
B-Selineno SL57 | 1485 | 1485 1.7 tr - -
NI SL58 | 1485 - - - 0.4 0.3
cis-3-(Guaieno SL59 | 1485 | 1490 - 0.7 - -
Valenceno SL60 | 1491 © 1491 10.6 4.1 6.8 49
BHT SLé1 | 1512 | 1512 0.5 tr 0.7 0.3
7-epi-a-Selineno SL62 | 1518 | 1517 1.2 0.6 - tr
4-Etoxi-benzeato de etila SL63 | 1522 - i 0.7 1.8 1.5
&-Cadineno SLe4 | 1524 1 1524 1.6 tr - -
NI SL6s | 1530 - 03 0.1 tr -
NI SLo6 | 1542 - 1.2 0.6 13 1.2
2.6-Dimetii-3-({metoximetil)-p-benzoguinona? SL67 | 1562 - 0.8 r* 1.7 -
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COMPOSTOS I Ig™ SFI SDI | SFH | SDII
NI | SL68* | 1562 - - 0.5% - 237
NI SL69 | 1552 - 0.8 0.3 0.5 -
Ni SL76 | 1573 - 10 0.8 0.6 -
Acido dodecandico SL71 | 1578 - i.0 - - -
NI SL72 | 1582 - - 0.2 G4 -
Hexadecano SL73 | 1600 | 1600 0.6 4.2 - -
Tetradecanal SL74 | 1611 | 1611 0.4 tr - -
NI SL75 | 1618 - 0.8 0.6 - -
y-Eudesmol SL76 | 1632 | 1830 0.6 0.6 - -
epi-a-Muurolol SL77 | 1640 | 1641 0.7 tr - -
6-Acetil-2,2-dimetilcromeno SL78 | 1642 | 1642 - 0.4 . -
Selin-11-en-d-cr-0} SE79 | 1633 | 1852 14 1.2 0.8 0.9
1,2.3.4,5,6,7,8-Octaidro- I -metil-fenantreno? SL80 | 1660 - 0.5 - - -
14-OH-9-epi-f-Cariofileno? SLBI | 1668 | 1664 0.5 - . -
Tetradecano} SL82 | 1676 | 1676 3 0.4 - .
NI SL83 ; 1681 - - 0.2 - -
Valeranal? SL34 | 1689 - 0.6 tr - -
B-Sinensal SL85 | 1694 | 1695 tr 0.4 - -
14-OH-g-Humuleno? SL86 | 1709 | 1709 6.9 04 tr 0.5
Acetato de (F)y-nerolidila? SL87 | 1719 1714 1.2 0.6 - -
Isolongifolol? SL88 | 1730 | 1726 0.4 0.5 - -
Khusimol? SL89 | 1739 | 1736 0.5 0.6 - 0.7
y-Costol SI9G | 1746 - 0.7 i - -
NI SL91 | 1752 - 0.7 12 i.0 0.8
Ni SL92 | 1764 - - - 1.9 1.0
NI SL93 | 1766 - 3.1 25 - -
Pentadecanol SL94 | 1779 | 1778 tr 0.3 - -
Acido tetradecanoico? SLYs ¢+ 1777 - 0.2 - - -
NI SL9% | 1790 - 0.3 tr - -
1-Octadeceno SL97 | 1793 | 1793 0.8 0.9 - -
Nootkatona SL98 | 1802 | 1800 5.1 3.1 4.1 3.8
6-isopropenil-4,8a—dimetil-4a,5,6,7.8,8a —hexaidro- | SL99 | 1816 - 0.6 0.3 tr 0.3
2{1H}-naftalenona?
Ciclopentadecanolideo? SL106 | 1826 | 1828 0.2 0.2 - -
Acetato de (E, E)-farnesila l SL101 | 1835 | 1843 02 - |- -
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COMPOSTOS I | Ig* | SFI | SDI | SFII | SDUI
NI SL102 | 1846 - 0.3 tr - -
Acido pentadecandico SL103 | 1864 - 1.6 5.0 i3 1.2
Hexadecanol SL184: 1878 | 1879 0.5 0.4 - -
Nonadecano SE1685| 1900 ¢ 1900 .2 0.2 . -
Cicloexadecanolideo? SLig6 | 1918 | 1928 15 0.8 - -
(Z)-9-Hexadecenoato de metila? SE.167 | 1941 - - - - 14
15-Hexadecanolideo? SLiog | 193] - 1.8 tr - -
Acido hexadecanoico SLI09 | 1963 . 3.6 213 208 13.0
Octadecanol SLI10| 2083 | 2082 - 0.9 - -
Heneicosano SL1itd 2100 © 2100 0.7 0.7 - -
Octadecanocato de metila SLIf2 2124 2128 - 1.4 - -
Ostol SL113} 2134 | 2138 0.4 0.7 - -
Acido lingléico + 4c, Oléico? S§L114] 2134 - 68 42 186 72
Acido estedrico? SL115 2166 - - - - 0.7
Nonadecanol? SLile 2180 - 0.5 ir - -
i-Docoseno SL1177 2193 | 2195 0.4 2.1 - -
Docosano SL118 ] 2200 | 2200 0.6 tr - -
Ni SL119 | 2265 - 1.6 1.1 1.8 0.7
Tricosano SL120| 2300 | 2300 1.5 0.8 1.4 0.5
Ni SL121 1 2362 - 0.2 tr - -
Heneicosanol? SL122 | 2375 - 0.8 G4 0.8 -
1-Tetracosenc? SL123 | 2394 - 0.6 tr - -
Tetracosano SL124 | 2400 ¢ 2400 0.6 04 0.7 r
TOTAL 95.6 94.1 89.9 93.4
NI= Nio Identificado, I = Indice de retencdo calculado’ ™, Iz = Indice de retencio da literatura'™

* picos co-eluidos, SL68*=SL68+SL68’ co-eluidos.

"% yap den Dool, H.; Kratz, P.D.J. J Chromatog., 1963, 11, 463.

" Adams, R.P. Identification of essential oil components by gas chromatography/mass spectroscopy.

Alured Publishing, Illinois, 1995,
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A analise sensorial olfativa (CG/O, monitoramento dos efluentes do CG atraveés do
olfato) foi o método escolhido para a identificacdo dos compostos que podem ser os
verdadeiros responsaveis pelo odor desagradével encontrado nos sucos. No entanto,
como ndo dispunhamos de métodos mais sofisticados tais como AEDA ¢ CHARM, foi
necessério adaptarmos o experimento 4s nossas condigdes e, mesmo sem um sistema para
umidificar os efluentes do CG, adotamos a descrigio de odor para nos fornecer as
informagdes sobre os compostos com odor mais pronunciado nas amostras. Para este fim,
uma coluna DB-1 (60 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro mnterno x 0,25 um de
espessura do filme) foi dividida em 2 partes iguais de 30 m de comprimento cada e as
duas colunas foram conectadas ao mesmo injetor com uma anilha de vespel com dois
orificios, sendo uma extremidade de uma coluna conectada a um detector de ionizacio
em chama (FID) e a outra com saida para andlise dos efluentes pelos analistas (Figura
53). Os tempos de retenc¢do entre as 2 colunas foram aferidos através da injeclo de
padrBes sintéticos disponiveis em nosso laboratéric (acido isovalérico, indol, mentol,

eucaliptol e p-anisaldeido).

S R i i ]

FID

CG

Figura 53. Esquema representativo da adaptacido das 2 colunas DB-1 (30m, 0.25mm, 0,25um)
no CQ para as analises olfativas {CG/O) realizadas nas amostras de suco de laranja.
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Assim, as substdncias com odor desagradavel foram detectadas através deste
experimento (CG/0O) adotando-se o método qualitativo da descri¢io do odor associado
ao seu tempo de retencfio no CG, os quais foram correlacionados com as estruturas
determinadas através dos respectivos espectros de massas ¢ indices de retencdo (Iy)
obtidos através de CG/EM (Figura 50). Desta forma, pdde-se indicar os acidos
isovalérico (SL2) e Z-metil-butirico (SL4) como os principais responsaveis pelo mau

2,163

odor nestas amostras, 0s quais, de acordo com a literatura'® . 80 bem conhecidos por

produzirem odor desagradavel do tipo putrefagio.

Uma nova sé€rie de experimentos foram realizados buscando-se determinar alguns
pardmetros associados com deteriora¢do dos sucos de laranja reconstituido contaminado
por Alicyclobacillus sp., bem como confirmar os resultados obtidos nos experimentos
iniciais. Desta forma, reavaliamos o nivel de indculo, a temperatura e o tempo de
armazenamento do suco processado e envasado por preenchimento a quente. Avaliou-se
também a influéncia da atmosfera de gases presentes no espago livre da embalagem sobre
o metabolismo dos Alicyclobacillus e conseqlientemente, o processo de deterioragdo, uma
vez que os resultados obtidos nesta etapa podem ser fortemente afetados pelo
comportamento do microrganismo em relacdo ao micro-ambiente formado nessas
condi¢des de embalagem, as quais podem ndo favorecer o crescimento das bactérias.

Nestes experimentos, realizados em duplicata, os sucos de laranja reconstituidos
foram inoculados com o mesmo conjunto de 3 linhagens de Alicyclobacillus sp. dos
experimenios iniciais, submetido a choque térmico (80°C/10 min e resfriamento),
seguido de tratamento por aspersdo com gas (N;, O, ou mantido sob ar atmosférico).
Posteriormente, os sucos foram armazenados por periodo de 21 dias com monitoramento
microbioldgico (enumeracdo de Alicvclobacillus, bactérias heterotroficas totais e bolores
e leveduras) e, desta vez, avaliados por teste sensorial de diferenca de controle, seguidos

pela captura dos compostos volateis, analise em CG/EM e por olfatometria (CG/O).

162 Charalambous, G. (Ed.). Offflavors in foods and beverages. Elsevier, Amsterdam, 1992, p. 27.
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Os resultados indicaram que o preenchimento com ar atmosférico foi a condigéo
mais favoravel ao crescimento dos microrganismos, atingindo niveis de 107 UFC/mL
apos 7 dias. Em presenca de oxigénio como gas de preenchimento do espaco livre da
embalagem, observou-se a ocorréncia de uma fase de laténeia que durou 2 dias (nfo
observada em presenca de nitrogénio), com taxa de crescimento logaritmica apds este
periodo. As amostras contendo oxigénio e nitrogénio apresentaram a mesma taxa de
crescimento entre 7 ¢ 14 dias, atingindo a fase estacionaria com 10° 2 10° UFC/mL Apbs
esse periodo, o crescimento foi favorecido pela presenga de oxigénio e nitrogénio, pelo
menos até 21 dias.

Alicyclobacillus acidoterrestris sdo microrganismos estritamente aerobicos, ou seja,
necessitam de oxigénio para seu desenvolvimento. Em experimentos de crescimento em
2 sistemas diferentes de empacotamento de suco realizados recentemente'®, verificou-se
que os sistemas embalados sem espago livre (sem “headspace™) ou preenchidos sob
atmosfera de N,/CO, com 0,84% O, residual a 30°C, impediram o crescimento de A.
acidoterrestris em sucos de maci, prevenindo assim a deterioracdo. No entanto, a
utilizagdo de N>/0,1% de O, residual foi suficiente para o crescimento dos
microrganismos. No caso dos sucos de laranja, a deterioracio sé foi prevenida com
condigdes anaerdbicas. E interessante mencionar que o comportamento dos
microrganismos também foi diferente com os sucos de uva branca e vermelha, sendo o
ultimo tipe o mais resistente a deterioragfio. Nestes estudos, ficou evidenciado que o suco
de laranja € o que oferece as melhores condigdes para o crescimento dos Alicyclobacillus.

De acordo com os testes sensoriais por diferenca de controle realizados com
painelistas na Fundacdo André Tosello, as amostras de sucos dos trés tratamentos (ar, O,
e Ny} ja apresentaram alteragdes olfativas significativas a partir do segundo dia de

armazenamento (incubagdo) quando comparadas ao controle; ¢ o odor foi descrito pela

"> Tamura, H,; Yang, R-H.; Sugisawa, H. Aroma profile of peel oils of acid citrus. In Teranishi, R.:
Buttery, R.G.; Sugisawa, H. (Eds.). Bicactive volatile compounds from plants. ACS symposium series,
525. ACS, Washington, 1993, p. 121.

" Cerny, G.; Duong, H.-A.; Henlich, W.: Miller, S. Food Australia, 2000, 52, 289.
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maioria dos painelistas como desagradével, dcido e/ou pﬁtridoiés sem que nenhum deles
tenha percebido um odor mais pronunciado do tipo “produto medicinal”. Além disso,
quando abrimos os frascos para efetvarmos as andlises, verificamos que o odor
desagradavel (cheiro putrido do tipo “suor™), bem como a aparéncia das amostras
(turbidez e escurecimento) variavam de acordo com o tempo de incubacfo ¢ gis de
preenchimento, sende mais pronunciada nos sucos preenchidos com ar atmosférico com
7 e 21 dias de incubac@io. As amostras preenchidas com N, apresentaram uma menor
turbidez ¢ escurecimento, bem como menor intensidade do odor desagradavel. Este
resultado ndo foi surpresa, uma vez que os estudos realizados por Peleg er al.'®® em 1992,
ja indicavam uma redug@io nos niveis de actmulo de PVG, vanilina, S-hidroxi-metil-
furfural (HMF), furfural, bem como a reducdio do escurecimento da amostra quando se
utilizou N,. De maneira geral, nos parece que a utilizac@o deste gs no espaco livre das
embalagens reduz o potencial deteriorante dos Alicyclobacillus.

Os resultados das andlises através de CG/EM (Tabela 35, Figuras 54-56) mostraram
que o guaiacol (SL140, Tabela 5) ndo foi detectado em nenhuma amostra a t; € nos
demais controles, apenas tragos nos sistemas com 2 e 7 dias de incubacio com ar
atmosférico; detectando-se 0,2% na amostra de 7 dias preenchida com O,. Nas amostras
com 21 dias de incubacdo detectou-se 0,2%, 0,7% ¢ 04% com ar, O, ¢ N,
respectivamente. Ou seja, houve um aumento proporcional ao longo dos dias, mais
pronunciado nas amostras preenchidas com oxigénio.

A abundéncia relativa dos dcidos isobutirico (SL125, Tabela 5). isovalérico (SL2,
Tabelas 4 ¢ 5) ¢ Z-metil-butirico (SL4, Tabelas 4 e 5) aumentou progressivamente nas
amostras preenchidas com ar atmosférico, avaliados apds 7 ¢ 21 dias. O composto 3-
hidroxi-hexanoato de etila (SL17, Tabelas 4 e 5) estd presente em todas as amostras com
um aumento mais pronunciado nas amostras preenchidas com ar atmosférico com 7 e 21
dias de incubacfo. O 4-vinil-guaiacol (SL35, Tabelas 4 e 5) novamente foi detectado em

todas as amostras € os compostos ndo identificados (SL68 ¢ SL68’, Tabelas 4 ¢ 5) foram

' Eguchi, S.Y.; Manfio, G.P.; Pinhatti, M.E., Azuma, E.; Variane, S.F. Acidothermophilic sporeforming
bacteria (ATSB) in orange juice: Detection methods, ecology, and involvement in the deterioration of
fruit juices. ABECitrus, Sio Paulo, March, 1999,
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agetectados nas amostras com ar atmosférico a partir de 2 dias de incubaciio com aumento

progressivo da abundéncia relativa e nas amostras de suco preenchidos com O, e N; a

partir de 7 dias. Estes compostos, por sua vez, ndo foram detectados em nenhum dos

controles (Tabela 5), o que é um indicativo que sdo provenientes do metabolismo dos

microrganismos ou produtos de biotransformacio de componentes do suco.
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**® Peleg, H.; Naim, M.; Zehavi, U.; Rouseff, R.L : Nagy, 8. J Agric. Food Chem., 1992, 48, 764.



Parte 5 ~ Analise de volateis por CG/EM em suco de laranja industrial infectado por Alicyclobacillus spp.

—
()
Ln

i i S € AT T ETL

i I R Y R TS

B
L]

g«

SO

SL60

§124 SL35

SL98 Te - CGxigénie

SL60

SL23 ¢y g
' |

TDIGN TS .00 2Z2O.00 25 .00 IO.00 PS5 .00 40.00 A6 . 00 S0O.00 S5 e

2 dias - Oxigénin

SL98

1000 TF.O0 OO0 XS 00 ZIC.00 I8 .00 AL .CO A5 .00 SR R0 S5 OO0

SL6G

€

5124 g1.35

SL66

SLe8

S16%°

10.200 15.00 20.Q0 I5.00 20,00 IS .00 A0 OO0 A4S Q0 S0 G Ss On

sc SL68
sgo
i sL24 SL35
(=g
SL68’

/

b

i et UL

bl

7 dias - Oxigénie

SL9% SL105

SL98
21 dias - Oxigénio

g gl 10,00 1. 00 20O.00 25 .00 20.00 25.00 40.00 A5.00 S$0.00 $5.00

Figura 55. TIC (CG/EM: DB-5 30m) dos volateis produzidos nas amostras de suco de laranja
preenchidas com oxigénio. Os n® sobre os picos corresponde aos compostos das Tabelasd ¢ 5.



Parte 5 — Analise de volateis por CG/EM em suco de laranja industrial infectado por Alicyclobacilius spp. 136

Abandinc: .
e SL60 Sueg laranjat g - ar atrmosfivies

: i 8133
Y T Lkﬁis}

o = TR s T NN A . I it s 2t i ) A L &
Tempo =00 Solon T2 oo =26 00 200 BETSS FE . OD A0.00 S5 00 850 00 S8 S5

=

o

8L.98

s

g b pibada e gt anlnss

o)

PR v

e

o

s LLEALLLEA L]

|

suce laranja 2 dias - ar abmes®rico

/ SL98

@
0 o0
aaligy

[RERNARANEERN WY

4
2

§L24

U]
[x]

5168

F
0 0
3 1

Litea s s las st asa il

SL35 SLs&§’

SLe8

-

g L
5.00C 10.00 19500 &09.00 RE.DO0 JO.00 2% .00 A0 O H5.00 S50.00 L ]

& imcia reea lararnja 7 dias - ar atmissfirico

o SL60 SL.109
=20

o Sies $1.98

=< SLe®

5124 gpas

© - v v ;
Terpo 190 15.00 RU00 5 00 R0 OO0 26 00 2000 S5TC0 soo SE& oo

a frcin SL125

=20

sueo laranja 21 ddas - ar atmosfirico

S1.2eS14 SLi7

o]

SL66 gy 68

SL140 SL sieg  sL109

/

zo ‘ SL24 SL35
1
Tampck = e = ¥ o B B T =] MDD e oy SR OO S O S e SR OD S0 00 SEE Lo

Figura 36. TIC (CG/EM: DB-5 30m) dos volateis produzidos nas amostras de suco de laranja
preenchidas com ar atmosférico. Os n® sobre os picos corresponde aos compostos das Tabelas 4 e 5.




- | vo | - 3 i - - - - - - - - 1ol | 201 Josai)-d LEV1S
G0 | 4 4 ! 1 1) - 1 D] €0 1 N | zo | zioL | 201 [ousoIw 0IpIQ 3¢ LIS
4 120! 1o | vo 1 z0 3 - - 3] 5 - 4| 5901 | 904 BUOUBJ0]00Y GELTIS
- lzo| - - - - - - - 50 - - 1090} | 8501 |OUEIBLLIOUBZUAG-{JBN-P YELTS
20| - [ 2o - - - - - - 90 | 50 | - ] - | £504 IN £E11S
v0 €0 | Lo | Zo 1 p0 | €0 | N 1 80 | 80 | 4 | €0 | £voL | £v0) oplapielaoeouszUag ZL18
-~ 190 20 | €0 . b . - - . . - - | Ze0L | 50l jougjalioUBZUBY Z811S
€L |90 ] 0L | S0 ! 0 - - - 82 | g1 [ €0 20 ! 1£0L | L2018 ousuow 1£L1S
gz |oz| ¥o | €1 - 0L D! 1 4 Ve L be | 4 | 0L | 8.6 | 186 [0-g-U8j0-| e
4 190 | A - - 1 - - - - - - - - 436 IN 6ZLTS
121 2L | 66 - - 2z - - - - - - - 826 (e op ojeoueng-HO¢ | 82118
ho1io| 4 80 1 60 i - - . Z'l . 1 - 816 £00IOURING-Z-|lIoW-Z Oy L8
PR 1 - - 4 - - - £0 ) - - 016 | 968 ouBIN}}ROY-Z 578
50| - - 3] - - - - . 80 | ¥0 | - [ 20 . 968 IN L2418
90 | 9+ | 8¢ - - 50 - - - - - - - - 058 £00UNG-|1BW-Z OpIoY vIS
- WL PSS . - 60 - - - - - - - vEQ | 1¥8 OOLIPIBACS] OPIOY z1s
LE | s . 50 - 70 - - - 61 | 80 | - | v0 | oes | o¢gB enung LIS
- | . - - - an - - - - - - - - £z8 ODIQUENG 0PIy 9z118
- . | .968 | - - aN - . . - - - - - 0z8 0011INGOS; OPOY 5z11S
N0 | v | B2 | fo | w ‘0 4y | 1m0 N ‘0 | v | mo = =
SeIp L7 seip / seip g o1 sojsodwion

0 3S-OPUBLIEA SHJJIODQOIIA31 Y WO SOPLUIWEIN0D elueie] 001 IP SIIFI0A sop BAlea [enjusdaad ogdisodwo)) g vPqu ],

(erugBoaiiu 3 oyuaBIXo ‘odL19js0uN}E Av) ojudWIIYOUddAd ap s¥3

LEl

“dds sugponqopodapy sod opeysayny peinsapur efusaey ap 0ons WO WA/HD 10d spargoA ap IsIBPUY — G AIed




By | 26| 90 G/ > i ¢ 8t L'E i'E G¢ 8 1 9¢ | [l¢ - 20¢ L [ooeenb-uia-¢ SE1S
0 | g0 L0 £0 H 4 0 - - £0 4 - £0 | ¢6cl | /BTl Quadapl g -| CLAME
901850 L0 7o 70 50 40 | 80 3 L0 80 PO 1 90 | 221 0LTL jOUEGE(] + ODIQUBLIOU Dy 0g1s
11 - A 70 - 4 £0 - 4 4 u 4 - - evel (touedoud-z-xous 4-| 2218
80 B0 20 80 &0 70 L0 | Ot 70 20 90 | 80| 90 | 6221 | 0871 [ORAIED-S10 9218
4 4 A 41 4 4 4 4 4 1 4 4 4 - 44 j0Zejjozusg BrLIS
Oy b9 20 8§ [ 9c 0G | 9/ 7e o4 ¢S |99 | 9% [ Lek | ael |08alen-sURY ¥Zis
4 1 £0 L0 A4 0 c0 €0 | 90 L0 £0 PO | S0 | €0 | vozL | 1021 [Bueda( VLTS
4 - Lo - 4 4 4 4 4 4 4 0 €0 | €6LL | 66L1 ouedBpo( + [ojtadid-sio LIS
901 20 L0 80 Al c0 G0 | ¥O ¢ 0 20 4 €0 | ¥0 | 68tL | 26L1L josuidia | -0 8118
<0140 £¢ 60 4 4 0 4 4 A 4 4 4 08LL | 2811 {0-g-Uali - (4415
901 /.0 0 i ¥0 0 50 8 4 90 80 4 €0 | GALL | 9L [0BjUBO0UId + ODIOUEJI0 O | gy LIS |
4 4 4 4 1 4 10 4 A - 4 4 4 1438 NidY BUQIOJOSI-0l8 - Pris
50 vl | 8¢ £0 ¢ 8¢ ¢ 0 4 4 0 €0 4 A1) - gctl Ejil& 8p ojeouUBXoHd-HO-¢ L8
FO 1 #0 L0 7o bl Z0 c0 1 g0 4 ¥0 YO 1 €0 ¥0 [ 8LLL | 0ZLL BUOI0J05| 9118
H 1501 ¥O - 4 £0 44 4 - - - - - OLLL | 2LiY joueaoUszUsg P18
4 - 4 4 - - 4 4 4 'Y 4 4 ) 9601 | S0l IEUEUON ZFLIS
bl - 4 - - - " - - 0 4 - - 0011 | 00LY GuUEIApUN 118
4oy - ) - - - - - - 50 A 4 1| 6801 | 060t ousuawny-d LIS
§0]14/40] 20 - ¢ 0 4 4 3 - - - - - 9801 | ¥8OL joaeieng OFI1S |
¢0 . - y - - - - - - Z0 4 - - - 6401 IN 6£17S
A - £0 " - - - 4 - £0 4 - - 001 | €404 [OUEID0O 8€111S
N 0o v | B | 0 | v | 0o |w ]| #3 N | O | 4v | BO N B
seip ¢ SEip / seip z 1 sojsodwon
o | “dds swppravgopadoyy 1od opeidepur [gLnsnput efueaey ap oons wa /07y 10d s193E[0A AP ISIBUY — G 81IR]




1 - 4 U 4 A i A - - 4 3 - Ferl | 68F1 oudulps-0 ZaL1s
i6 | 2Cc | 8¢ 8¢ | 961 L8 | €L | 8¢ 502 812 | 6L 841 262 | 6P ¢ LBF OUS2USIEA 0918
BO | A 70 990 L 60 Gl g0 84 1z 60 | 81 L¢ | Sivl | Livl ousJbiweyd-¢ 96718
90 . 20 - 80 LAY 90 - 80 60 0o | 80 1L - L9F1 OUBLBG-A }9L18
- po | Z0 70 - £0 - 4 - - - - - - Loyl IN 09118
4 H 10 - A 4 4 4 4 4 4 4 4 vavl | 0SkL ougnuny-o 651118
A 4 4 4 4 a 4 L0 £0 4 4 ¥0 H £5¥L | Ghbl BUOISOE [IUBISG) 85118
4 - 1o - ¥0 S0 70 - ¥#'0 80 4 G0 [ 0L ¢ serl | Ivrl OUSIPpUSEELCSY £51S
- L0 - 90 - - - - - - - - - - ovyl Eija-fiua)-Z |p ojecuelng 5118
€0 PO | PO - £0 50 - ?0 - - - - - : EEP| (EUOIBT [(NQOS! 1ZUsg 951118
- - A - Z0 ] 4 - 20 q - 3 N | eevi | zevl ousuniing-g 1§78
L 120 - ol - - - - - rl A - - - ozrl iN G518
- 0 - - - - - - - - 4 - 80 - 8ivi iN SIS
voi1 €0 ¢0 €0 90 €0 10 1 990 ¥ A 80| 80 | 8Ll | Liwl ousjoled-9 0818
- - - - - A A i 1 €0 €0 A 4 L0v1L | 80vL [euedapa(] £5118
€0 | S0 L0 £0 ¢0 ¢0 €0 | 80 €0 €0 S0 1 S0 v0 | 00¥lL | OOFL ouedspENS | 18
; - - - L0 4 £0 - £a 90 PO | 90 80 k6EL | £8EL ouawa(3-¢ SIS
40190 10 80 90 S0 A 4 S0 L0 80 | #O | 80 | 9€L | 89EL ousedod-o s
1 L] 4 - 5 - 4 4 4 4 4 - - - 99¢l 091OUEIBD OPRY £rs
lAY - N S0 - - - - - 0 50 N 50 - 0ot IN 25118
4 4 0t - - £0 - " - - N " - " 143 2l9 8p CleouBlRO-HO-¢ 15178
4 - - £0 " 01 A " 4 £0 50 4 A0 - LLEL | ¢odlouedoidouexsojolo opioy | ggis
N L %0 | WY 1o ‘0 Iy ‘0 i Ay By ’N ‘0 | WY | BD T e
Seip i seip L Seip Z °1 sojsodwog
6E1 -dds sajprapgojodoyy xod opelIsiul [RLISnpul elueae] ap 0ans w3 WH/D)D Xod S193810A 3P dsH|BUY ~ § 3j40]




90 | n 1 60 1 3 1 ji 1 0L | 0 | 1 T OVOL | 6EOL | OUSWOINBWIP-Z'Z-HP0Y-9 | gsg
4 1L oeo 1 80 | S0 | 0L |91 01 1) L0 [ €V ] S0 | zrol | ocol [ousqgny 6118
v0 180 L0 | 80 | %0 1) 4 1] 90 G0 - 80 | S0 | 0£9i | 5291 lowsapng-i 9118
- a 4 - 4 - 1 43 90 - - 4 41291 | Lzot fousgno-ids-| vILIS
AR - q - 4 el 1 - - 16 6191 | 219l ¢fowsapnz-i-de-g| 4118 |
RN 2 N A 4 |80 50 - B 120 - [909L]ziol ¢euouadodo-y S48
R 3l 4 Vb | 80 [ 0L || zo Ly 4 1e0] 90 - | 8091 IN AR
- - - 1 - [0 vo 80 | L0 - -] G091 iN LIS
- - - - - - - 90| ‘o - 3 igp| - - | pBSt IN 044718
- 190 10 - - - - - - - 4 - - 1651 IN 89118
4] - A 4 3] 1 o | - 70 - o | - - | 8951 | vosL ODIQUEDRPOP CPIOY LS
- - - - 4 - 4 - Z'0 - 4 4 - VISl | 1961 lopyolaN-(3) 89118
Loz ] o - 60 | 81 - A} - - - - - - | zosi IN 8975
T 88| .29 - £ 1 ¢y - iz - - - - - - LG IN 89S
seuauinbozuag
- - 80 . - HL - 4 i 80 | S0 ] 90 - PGSl | -d-(imewixopw)-g-ewil-g'z | se1s
- - - - 20 - - . z0 4 - €0 | €0 © | 9¥SL | cousjopBuoiosioupiseq-0L'6's'y | 9118
¢t 1 20| 80 | 60 [ 92 | zv | gz ool 17 8C | Z) | ST 4t | 281 pigt ouauyeg-n-ida-4 291s
- - 10 - £0 3 A €0 £0 - b0 | S0 | 66¥L | 9051 Lousieyoeuliy-¢ 9911S
- g0l - - - - n leo 4 - 3 4 ] 0051 | oost OUEDIPEUB, 59118
po | - 10 4 80 | 0 3 - 60 60 4 160 2z | e6bl | 96kl OURIOBIPUIA v91°1S
- €0 & - 1 4 4 v 4 - - 3 - - | Zév) IN £9171S
NIl 4v [ B3 | %0 | v | %0 | | m N o | awv | wo | =
SEelp | Seip 4 Seip 7 oL sojsodwion

a1

‘dds smpranqgojodony 1od opejaapug jeLysnpur efuere] ap 0dns ura /DD A0d SIIR0A 3P FsIBUY — G ]




Jeuouaeyeu
-(H1)z-oiplexay~ eg'y'L'0'g'ey
gc |9t | 2o | 2L | 20 | 80 | SL 192 T 0L | €2 [ 4y L) - | 081 -awip- eg'y-luedoidost-g 66715
L9 166 | Lt | L4 ] 86 | 09 |02 |06L]| 86 G9 {81l |Ggh| 84 | 008L | 964L BUOJEMJOON 86718
90 oL | Lo | 60 4 g0 A8t oL 80 | €1 | VL | 80 - | ess IN 96718
€01 80| 10 ! 90 | OF | S0 | LD [ GL] L0 90 1 80 | 60| 90 - | 8i41 00IQUBIBPENR] OPIDY 5615
€060 & G0 I 43 go | 0 0 g 90 | A N8l | il joueoapejlad 615
viL b2 90 | ¥z | 91 | 8L | 8L 10¢| 61 vy 1 gz 1 1Ee| 91 . 1941 IN £6718
-~ 0 - 80 - 2 - L S0 L0 60 | A - Zril | 164} (lossuied-(z7'g) 08118
- |90 to | S0 1 €0 1 80 |80l &0 - 90 | 90 - L ¢l0js00-4 06718
L0l ZL | 4 2y | 20 [ 90 160 |02 2L OF | €F [ ¥L | € | 98l | L84L [owisny| 68718
- |80 Lo - - - - 4 90 - - - - |ezi) | 8Tl ¢lojopBuojos| 8871s
SO 60| 10 | S 1 20 4] g 1 3 4 101 - | i | 8L LelIplosau-(3) ap ojejeoy 1818
G0 | 6 - b} 990 - AEAR A Ay - i | B0LL | GLAL LOUBINUWINH-0-HO-¥| 9918
- 11 680 - 3 60 - - - - - 60 - LLbLL | ELLL (losaued-(7'7) 8LL1S
- 1oL - 60 - - - - 4 - - - - - 18041 IN 98718
- - - - - - - Pl 0} - LV 2 - | 6691 IN 8118
- 1z - - - - - - - - . - - 1691 | 0691 [o-p-us-(} 1 )2-uies LIS
€0 | - L0 - 1 . b e ] 80 80 | S | 0L | G0 | 5691 | 889} IN 94118
- 1680 20 - vo | v0 | B0 | ZL 1 10 - - 80 | - |vo9L | voglL | ¢ousoued-gide-6-HOPL | 1878
fousuUBUS]
4 1y 2o - 80 | L0 | ¥ [ 9C] €} S1 | 91 |8} - - | 2691 | -lew-|L-oipiee0-8'2'9'6'Y'e'2 L | oS
9L 162 G0 Y2 | b2 L 9L i 6e | €5 62 Gz | ve | ee| LT 1299l | 1591 |0-10~f-Ua- | | -UI[9S 6.1
N| | w | w0 | %0 |av |0 |w]| B0 | N ] |[W|N | g &
Seip Lz seip 2 seip z 0 sojsodwio

34

-dds snprovgoadony 1od opeysejny [erasnpul elueiey op 0ans wa WA/ 10d s1)2[0A 3P SYBUY ~ § IJIE]




I 061 - oo ! sz | v} - - - - - 61 - - - 1512 {OoUER]SS OploY 51118
- - - Iz | €2 | g¢ - - - - - - - I¥ig od8|0Ul| OpIDY PLLIS |
-1 bE ] g0 - B0 | 90 | €5 gL | o1 - - 1oy - 18eie | vee B|lISLW 8P OJBOUBDBPRIOO | z)pg

ZL 190! 1 €L 1 90 | €0 ! g1 (80| 90 L0 122 ;80| 60 |81z | siie 10150 £LLIS
VL o- - 81 | 90 - Gl - 90 60 | 81 |0k | L |00tz | o012 OUBSOOIBUBH b1
6060 1 80 - A - 90| <o vO {1V | 20| ¥o | zeoe | zsoz [ouEdapEjaQ) | 0LLIS
- W | g0 | oz - - - - - - - - - -1 evoe IN 881718
6L S0 - - - - S0 |1 bl - L0 - - - | geoz IN 181718
10 & - - - - - - - - PO | 4 - | o000z | oooz oUes00! 98118
90 | & 3 4 L2 | vZ - . £ - S0 | S0 | - | p66L 1 £66L OUSSOOIY-| S8LIS
- - - - L - - - 80 - - - - - | zZ86l {louesapeldaty ¥8171S
€6 | - | €% | 68 | SvL | z6L | ve | - vy L0 | 92 | - . - 118 0JioUBIBPEXSY OPIoY 60L1S
80| - | s0 | 90 | o | z2 - - i - - - - - | ev6l ¢OSpliouedspexsy-GL | goyg |
= 190 10 - €0 | €0 [ S0 |+L | voO - © 190 - | sz6L | SzZ6L BlloW 8p OJe0UBD3DEXSH | gayig
BO j €1 | 20 (24 | 80 | 60 | 22 i¢ee| o1 b 12z | ¥e | v | 826l | 5L6L ¢09DI|OUBISPEXBO|OID) 90118
- | so | 1o 4 - v0 | 90 | gL | 90 v0 | 20 160 ¥O -1 €06} IN 281718
LBUOID-6'Z-0UBIP-6°'9-208p[G '{]
4 160 10 1 1 G0 3 1 Z0 - z0 - - "] 968L | -oudsexo-i-ng-balip-6', | ygyg |

A g0 Lo 4 4 50 | 0L | oA 70 €0 | v0 | 20| v0 |68l | 6s81 louedspexsy #0118
- -l zo - - Lo - - - - - - - -1 gosl 02i0uEd3pEIUSd OPIDY £0L7S
- A - - - 0l - 3 - - 4 T | EV8L | 988 | ¢ elissuie)-(3'g) sp oleleoy | LoLis
- 180 10 1 SO - . - - G0 3 - S0 | €0 | gzt | G181 {0®p|joueospeIUBdoID 0011S

‘Nl | 4 | B | %0 Ay ‘0 | Ay 1o ‘N ‘0 | W | o . -
sep |z seip J seip g 01 sojsodwog

vl

“dds sapprongopdony aod epeysejur [vrsnpu sfurie) ap oons we WH/D) tod siag(oa ap asyeay — G 0)aRg




BAIIR[D] BIDURPUNQE Sell ‘ouasard - C o RINIRIDN BD OBAUSISI OD 20IPU] =
. M bV i 9o . h :

‘c661 ‘stoulf]] Buysiqng pany Adoaso.qgoads ssouydydpadoipwoayd spd Ag sjuauoduod j10 [pRudssa fo nonupoiuap] "4y ‘Swepy

ERH

£ob ‘TT ‘€961 “dompwosyy (' d ey UH 100 Uop ugp L3

hil]

SOPM[2-09 s001d,, "BPRUILLIIA(] OBN

a7 ° , ope[nores ogdudlal ap a0IpU] = ] ‘OpeONUap] OBN =IN

268|668 | OP6 | ©¥8 | ¥'58 | 006 | 606 |¥'88| 9798 | ZZ6 | V€6 0T6| L'L6 210
06|20 v0 | §v | T | 6T | ST | 80| ¥E 6 | 85 | Lz | S€ | 00EZ | 00€Z OUBSOOL | 0Z418
€0 110 | - Vo - - - 1 - €0 | ¥0 | - | €0 - lelee ilouesoaiy 681718
PL1C01 €0 1 80 | 2¢ | 02 | G§¢ | €0 | 9¢ gL | L jlz| s - | eoze IN 61178
gele0 | L0 | 60 1 0L 1 90 | V2 (¥0Oi €} 90 | ¥ | 80| 90 | 00ZZ | 00ZE ouEs000(] 81118
N (O] W B | ‘O | W ‘0 | W | B ‘N ‘0 | av | B =1 =
selp 4z selp L selp 2 oL sojsodwog

evi

-dds sajjionqopdngy 10d opepsafus [eLYSRPU efueiv] 3p 000S W WH/DD a0d SIR[0A AP ISPUY ~ § AL



Parte 5 — Analise de volateis por CG/EM em suco de laranja industrial infectado por Alicyclebacillus spp. 144

As analises sensoriais olfativas (CG/O) (utilizando-se 3 analistas, um deles foi
integrante dos testes sensoriais por diferenca de controle realizados na Fundacdo André
Tosello) nestes experimentos com preenchimentos de gas (Figura 37), revelaram a
incidéncia de um odor forte puirido do tipo “suor” que se iniciava em torno do tempo de
retencd@o de 3.0 min e perdurava por alguns segundos, coincidindo com as regides dos
tempos de retengdo dos acidos isobutirico, isovalérico e 2-metil-butirico. Um cheiro forte
semelhante a produte medicinal (tipo “penicilina™) foi percebido no tempo de retencio
ca. 10,5 min e um odor tipo “laranja velha” em torno de 21 min, os quais foram
associados com os tempos de retengio do guaiacol e do 4-vinil-guaiacol,
respectivamente. As intensidades percebidas para os odores, nos tempos de retengdo ca.
10,5 min ¢ 21 min, foram praticamente as mesmas nas amostras analisadas, contudo, na
regido dos tempos de retenc@o dos acidos isobutirico, isovalérico e 2-metil-butirico, a
intensidade do odor variou de acordo com a amostra, ou seja, de acordo com o tempo de
incubacdo e o tipo de gas de preenchimento. O que ficou evidente nestes expenimentos
associados com a analise sensorial olfativa foi que os acidos isovalérico e 2-metil-
butirico s&o, de fato, os responsaveis pela adulteragio nos sucos de laranja, uma vez que
o odor caracteristico percebido nas andlises por diferenga de controle e produzido nas
amostras de suco, principalmente com 7 e 21 dias de incubagdio sob ar atmosférico e
oxigénio, era putrido do tipo “suor”, andlogo ao odor produzido pelo acido isovalérico
(SL2, Tabelas 4 e 3).
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Figura 57. Cromatogramas do experimento CG/QO realizade com amostra de suco de laranja com 21 dias de
incubagdo preenchida com ar atmosférico. A} TIC (CG/EM: DB-5 30m) B} ¢ C) expansdes dos cromatogramas
{CG-FID: DB-1 30m) na analise de CG/0 associando ¢, e odor percebido.




Parte 5 — Andlise de volateis por CG/EM em suco de laranja industrial infectado por Alicyclobacilius spp. 146

5.4 Conciusdes

Os resultados obtidos indicaram que Alicyclobacillus sdo, de fato, os
microrganismos responsaveis pela formacdo dos odores desagradaveis. Além disso, tanto
hidrodestilacdo/extragdo com solvente, quanto as analises sensoriais olfativas provaram
ser uteis para discriminacio entre sucos de laranja frescos e deteriorados e na deteccido de
compostos importantes para a formacio do aroma em SuCOS deteriorados. Os acidos
isobutirico, isovalérico e 2-metil-butirico sdo compostos responsaveis pelo problema de
adulteragdio do aroma provocado por Alicyclobacillus nos sucos de laranja aqui
estudados. As andlises com melhor controle de deterioragdo pelos microrganismos
confirmaram os efeitos sobre a composi¢do dos volateis provocados por estes

mMICrorganismos, principalmente nas amostras preenchidas com ar atmosférico.



147



Parte 6 — Estudos sintéticos visando obtencao de benzofenonas isoladas de Clusie spp. 149

6. Estudos sintéticos visando obtencdio de benzofenonas
isoladas de Clusia spp.

6.1 Consideracdes Gerais

Os principais compostos encontrados nos géneros de Guttiferae sdo xantonas e
benzofenonas e, por conseqiiéncia, sdo considerados marcadores taxondmicos desta
familia. Algumas destas benzofenonas possuem estruturas relativamente complexas'®* 17"

167, 174 172

e atividade bioldgica interessante , inclusive atividade anti-HIV. Parte destas

benzofenonas foram isoladas em nosso grupo de pesquisa a partir das resinas florais de

173, 174, 173 (}:‘

Clusia spp. igura 58) e, até o momento, nenhuma sintese total foi publicada.

Estes fatos despertaram nosso interesse na obtencdio de benzofenonas poliisopreniladas
do tipo I e II (Figura 58) através de reagdes quimicas.

Segundo dados publicados na literatura' ™ ' "% ag benzofenonas simples (sem
substituintes alquilicos) sdo raras em Guttiferae sendo encontradas no caule de apenas 6

espécies (Figura 39).

1% Gustafson, K.R.; Blunt, J.W.; Munro, M.H.G.; Fuller, R.W.; McKee, T.C.; Cardellina H, J.}H.;
McMahon, J.B.; Cragg, G.M.; Bovd, M.R. Terrdhedron, 1992, 48, 10093.

7% a)Fuller, R.W.;Westergaard, C.K.; Collins, J W ; Cardeliina I1, J.H.; Boyd, M.R. J Nat. Prod., 1999,
62, 67; b)Fuller, R W.; Blunt, 1. W.; Boswell, J.L..; Cardellina II, .H.; Bovd, M.R. ibid, 1999, 62, 130.

! Roux, D.; Hadi, H.A_; Thoret, S.; Guénard, D.; Thoison, O.; Pais, M.; Sévenet, T. J Nat. Prod., 2000,
63, 1070,

' Fukuyama, Y.; Kuwayama, A.; Minami, H. Chem. Pharm. Bull., 1997, 45, 947,

' de Oliveira, C.M.A. Tese de Doutorado. IQ/UNICAMP, 1997.

1" porto, A.L.M. Dissertagiio de Mestrado. IQ/UNICAMP, 1997.

17> Machado, S.M.F. Tese de Doutorado. IQ/UNICAMP, em redacio.

1"® Bennett, G.J.; Lee, H.-H. Phyiochemistry, 1989, 28, 967.

""" Minami, H.; Kinoshita, M.; Fukuyama, Y.; Kodama, M.; Yoshizawa, T.; Sugiura, M.; Nakagawa, K ;
Tago, H. Phytochemistry, 1994, 36, 501.

' Minami, H.; Hamaguchi, K.; Kubo, M.; Fukuyama, Y. Phytochemistry, 1998, 49, 1785.
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Figura 58. Benzofenonas poliisopreniladas isoladas da resina floral de Clusia spp.
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E=H, 2-hidroxi-4,6-dimetoxibenzofenona (hidrocotoina) 1,3".4,4',6-pentaidroxibenzofenona (machuirina)
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Figura 59. Benzofenonas simples encontradas em Guttiferae.

Ja as benzofenonas preniladas podem ser divididas em 2 grupos: as benzofenonas
verdadeiras (Figura 60 e 61) e as chamadas benzofenonas poliisopreniladas, ou seja,
aquelas com o anel A reduzido. Os membros mais conhecidos do primeiro grupo séo as
clusianonas e as vismiafenonas, cujos nomes sio originados a partir dos géneros onde
foram inicialmente isoladas, Clusia e Vismia respectivamente. De maneira geral,
apresentam 0s grupos isoprenilas tanto na forma livre quanto ciclizados na forma de 2.2-

dimetilcromenos € a sintese de alguns destes compostos foram obtidas através da



Parte 6 — Estudos sintéticos visando obtencio de benzofenonas isoladas de Clusia spp. 132

prenilacdo de derivados do floroglucinol'”. Outras benzofencnas verdadeiras conhecidas

sao as tovofenonas A e B, as quais contém uma rara cadeia lateral lavandulila, e a

marupona que possui um grupo geranila na cadeia lateral.

7 2y Ahluwalia, V.K.; Khanna, M.; Singh, R.P. Indian J. Chem., 1981, 20B, 990. b) Pathak, V.P.:
Khanna, RN. Indian J. Chem., 1982, 21B, 253. ¢) ibid, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1982, 55, 2264. d) ibid,
Indian J. Chem., 1984, 23B, 571.
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vismiafenona A vismiafenona B vismiafenona C

vismiafenona D vismiafenona E vismiafenona F

vismiafenona G isovismiafenona B marupona

Figura 60. Algumas benzofenonas verdadeiras encontradas em Guttiferae.
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OH © OH O
ciusiafenona A clusiafenona C clusiafenona D

clusiafenona B myrtiafenona A myriiafenona B

pseudoguttifenona A tovofenona A tovofenona B

Figura 61. Algumas benzofenonas verdadeiras isoladas de Guttiferae.

Dentre as benzofenonas poliisopreniladas (possuem anel A reduzido) (Figuras 38,
62 e 63), as mais comuns sio aquelas que possuem um esqueleto do tipo
biciclo[3.3.1]noneno (Figuras 58 e 63), que tem sido isoladas de vérios géneros de
Gutuferae: Garcinia, Clusia, etc. No entanto, alguns compostos apresentam grupos

prenila ou geranila geminados como a machuona'®, encontrada nos frutos de Clusia

¥ Delle Monache, F.; Delle Monache, G.; Gacs-Baitz, E. Phytochemistry, 1991, 30, 2003,
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81

. 81 . . . .
sandiensis; a grandona”, isolada da resina floral de Clusia grandiflora e a kolanona.

oriunda dos frutos comestiveis de Garcinia kola que apresentou uma ampla atividade

antimicrobial'®* (Figura 62).

kolanona

machuona grandona

Figura 62. Benzofenonas poliisopreniladas isoladas de Guttiferae.

Do ponto de vista biossintético, as benzofenonas triciclicas como o nemorosonol e
as benzofenonas biciclicas como a clusianona e estruturas analogas, so estruturalmente
proximas € a diferenca entre elas pode consistir apenas no nimero de etapas de ciclizagdo
de um provavel precursor comum'® (ciclizacdo entre C-1 e C-6 para formar os

compostos biciclicos e entre C-10-C-1 e C-6-C-7 formando compostos triciclicos)

(Figura 63).

18 de Oliveira, C.M.A.; Porto, A.M; Bittrich, V ; vencato, 1.; Marsaioli, A.J. Tetrahedron Lert., 1996, 36,
6427.

' Hussain, R.A.; Owegby, A.G.; Parimoo, P.; Waterman, P.G. Planta Med., 1982, 44, 78.
' Delle Monache, F.; Delle Monache, G.; Pinheiro, R.M.; Radics, L. Phytochemistry, 1988, 27, 2303,
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clusianona nemoresonol

precursor comum

Figura 63. Proposta de formag&o das benzofenonas poliisopreniladas bi- ¢ triciclicas.

Embora ndo haja um estudo sobre a rota biossintética das benzofenonas
poliisopreniladas € possivel fazer uma analogia com os estudos sobre a biossintese dos
componentes do Ipulo (Humulus lupulus-Cannabaceae), os chamados o-4cidos e pB-
acidos, como humulona e lupulona respectivamente (Figura 64). Algumas propostas

foram descritas na literatura, inspiradas nos trabalhos pioneiros de Collie'® (1907) ¢

/ 183

Birch et a (1953), os quais sugeriram uma possivel biogénese de compostos

aromaticos derivados do floroglucinol através da ciclizagdo de Dieckmann de um poli-B-

ceto-acido (Esquema 4).

** Collie, I.N. Proc.Chem. Soc. (London), 1907, 23, 230.
** Birch, A.1; Donovan, F.W. dustral. J. Chem., 1953, 6, 360.
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humuiona
lupuionz

Figura 64. Estrutura dos compostos lupulona e humulona.

Esquema 4. Caminho biossintético para os polifendis a partir de um policetideo.

Uma das primeiras idéias foi publicada por Drawert ¢ Beier'®

em 1976, os quais
sugeriram que a primeira prenilacio poderia ocorrer no policetideo num estagio anterior a

ciclizagdo (Esquema 3).

"% Drawert, F.; Beier, J. Phytochemistry, 1976, 15, 1695,
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Esquema 3. Caminho biossintético proposto por Drawert e Beier,

187 : , o : .

Verpoorte et al. g’, posteriormente, sugeriram gque a prenilacdo poderia ocorrer apos

a ciclizaggo do policetideo num intermedidrio acilfloroglucinol. Esta hipétese foi

recentemente comprovada através do isolamento da enzima valerofenona sintase (VPS) a
, i . . oo s . 187d

partir do lapulo, bem como através de experimentos de prenilacdo in vitro'®™ com seus

extratos de proteinas (Esquema 6).

'*" a) Fung, S.-Y.; Brusse, J.; Van der Hoeven, R.AM.; Niessen, W. M.A ; Scheffer, 1.1.C.; Verpoorte, R.
J. NatProd, 1994, 57, 452 b) Zuurbier, K.W.M.; Fung, S.-Y. Scheffer, 1.J.C.; Verpoorte, R.
Phytochemistry, 1995, 38, 77. ¢) Fung, S.-Y.; Zuurbier, K.W.M.; Scheffer, J.J.C.; Verpoorte, R. ikid,
1997, 44, 1047. d) Zuurbier, K.W.M.; Fung, §.-Y . Scheffer, J.J.C.; Verpoorte, R. ibid, 1998, 49, 2315,
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Esquema 6. Rota biossintética para lupulona proposta por Verpoorte ef al.
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6.2 Objetivos

Nosso objetivo nesta tltima etapa do trabalho era desvendar uma rota sintética
viavel, que pemmitisse o ficil acesso aos diversos isbmeros das benzofenonas
poliisopreniladas isoladas de Guttiferae. Nesta ¢tapa somente racematos seriam

produzidos para, posteriormente, elaborar a sintese enantiosseletiva.

6.3 Resultados e discussio

Com as hipoteses propostas por Drawert ¢ Beier'® o Verpoorte'™ ef al. em mente,
propusemos duas estratégias sintéticas (Esquema 7), mimetizando as possivels rotas

biossintéticas para os compostos tipo 11 (Figura 58) isolados de Clusia:

O 0o 0 0 0o 0
Ph Ok Ph o 0
— — > AL
2,4-pentanodiona
0 OH

0 on OH O §
ol ey

HO CH

florobenzofenona floroglucinel

Ph

Esquema 7. Proposta de retrossintese para as benzofenonas poliisopreniladas via 2 caminhos
biomiméticos.

'** Drawert, F.; Beier, J. Phyiochemistry, 1976, 15, 1695.

" a) Fung, S.-Y.; Brusse, J.: Van der Hoeven, R.AM.; Niessen, W. M.A.; Scheffer, J.J.C.; Verpoorte, R.
J. Nat.Prod, 1994, 57, 452, b) Zuurbier, K.W.M.; Fung, S.-Y.; Scheffer, 1.J.C.; Verpoorte, R.
Phytochemistry, 1995, 38, 77. ¢) Fung, S.-Y,; Zuurbier, K.W.M.; Scheffer, 1.J.C.; Verpoorte, R. ibid,
1997, 44, 1047, d) Zuurbier, K W.M.; F ung, S-Y.; Scheffer, J.J.C.; Verpoorte, R. jbid, 1998, 49, 2315,
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1) De acordo com Drawert ¢ Beier, a alquilacdo seria realizada nos compostos
policetidicos, imaginando que a 2.4-pentanodiona poderia sofrer reacdes de
alquilacdo e condensacdo seqiiencialmente, produzindo um tricetoéster. Este,
posteriormente, forneceria apés ciclizaco, a benzofenona desejada (S1).

2y Com base na proposta de Verpoorte ef al., partir-se-ia do floroglucinol, o qual
apos reagdes de acilacio e alquilacdo produziria o composto alvo, a grandona

(81}, um produto natural isolado da resina floral de Clusia grandifliora 0
Estas idéias poderiam nos levar a um caminho sintéticamente vidvel, através do
qual, variando-se as cadeias laterais (grupos prenila, geranila, lavandulila), obteriamos os

precursores das ciclizagdes desejadas (estruturas tipo II, Figura 38) e as benzofenonas

com esqueleto biciclo]3.3.1}noneno (estrutura tipo I, Figura 58) (Esquema 8).

R HO
Ph  base Ph ‘
------- . SR
) Ph
HO o FBr uo ol R

prenila

geranila

lavanduiila

Esquema 8. Proposta para obtengio dos precursores das benzofenonas biciclicas.

¥ de Oliveira, C.M.A; Porto, A M.; Bittrich, V.; Vencato, L.; Marsaioli, A.1. Tetrahedron Lett., 1996,
36, 6427,
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Assim, as duas rotas foram desenvolvidas simultaneamente visando a otimizagdo
das condig¢des reacionais, ou seja, a rota sintética mais viavel. Por uma questdo didatica, a
estratégia 1 (Esquema 7) sera discutida inicialmente. Assim, a dialquilacio da 2.4-

161, 192

pentanodiona {82) foi realizada sob condi¢des brandas usando K,COs, brometo de

prenila (1-bromo-3-metil-2-butenc) em acetona, a temperatura ambiente, obtendo-se o
composto 3,3-diprenil-2, 4-pentanodiona (83) com 72,0% rendimento (Esquema 9), o

qual foi caracterizado através de RMN de 'H, de °C, DEPT 90 & 135° ¢ EM (ES-E8).

O 0 K,CO,
M acetona
—
="

(SZ) t.a. i‘\\
72,0%

(83)
Q
nBuli a
-78°C
ta. | THF
NaH, nBuLi Q 0 0
om*-%é— Ph
Hz:GO OC},H~
(S5) 46,1%
(S4)

Esquema 9. Tentativa de obtengo do tricetoéster (S5).

ol Ranu B.C.; Bhar, S. J. Chem. Soc.. Perkin Trans. 1, 1992, (3), 365.
= De Aratijo, ACV de Almeida, F. V : Bieber, L.W. Quim. Nova, 1996, 19, 79,
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E5: Espectro de RMN de 'H (300,1 MHz, CDCls) da 3,3-diprenil-2.4-pentanodiona (S3),
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E6: Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCl3) da 3,3-diprenil-2,4-pentanodiona (S3).
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E7: Espectro de DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl3) da 3,3-diprenil-2,4-pentanodiona (S3).
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ES8: Espectro de massas (IE, 70 eV) da 3.3-diprenil-2,4-pentanodiona (S3).
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Na etapa seguinte, a condensaclio do enolato formado a partir do composto
dialguilado (S3) com cloreto de benzoila foi efetuada (Tabela 6) variando-se as bases

utilizadas (nBul1, LHMDS, NHMDS, LDA ou NaH).

Tabala 61 Condiefss vsndns pare as ronsfea de svilagdo da 3,Jdadiprenil=3vvpontancdiong.

base produto Yo
1 nBuli 1-fenil-4.4-diprenil-1,3,5-hexanotriona (S4) 46.1
pi LHMDS I-fenil-4 4-diprenil-1,3,3-hexanotriona (54) 313
3 NHMDS Produto da clivagem retro-Claisen (56) -
4 LDA subproduto nio identificado 86.5
5 NarH Produto da clivagem retro-Claisen (56} -

Nossos melhores resultados foram obtidos apenas quando utilizamos nBuli e
LHMDS, obtendo-se¢ o produto 1-fenil-4,4-diprenil-1,3,5-hexanotriona (S4) com o8
rendimentos variando entre 30 a 30% (Esquema 9). Este composto foi identificado
através de RMN de 'H, de "C, DEPT 90 ¢ 133° ¢ EM de uma mistura tautomérica (E9-
E12). Quando utilizamos nBuli como base, os resultados foram mais reprodutiveis ¢
com menor formacio do subproduto oriundo da clivagem retro-Claisen'” (86) (Esquema
10, E13-E16). Para nossa surpresa, quando utilizamos LDA como base, obtivemos 13,5%
do material de partida e 86,5% de uma mistura ndo elucidada, entretanto, com base nos

relatos publicados por Harris ef al '

, poderia ser um produto oriundo do ataque da
diisopropilamina a carbonila do composto (83). As tentativas de obtengdo do tricetoéster
através da condensacdo da 1-fenil-4,4-diprenil-1,3,3-hexanotriona (S4) com carbonato de
dietila'™ '%® falharam tanto na presenca de NaH/nBuLi (Esquema 9) quanto NaH/KH,

produzindo novamente apenas ¢ produto da clivagem retro-Claisen (56).

Y2 ward, R.S. Bifunctional compounds. Oxford Univ, Press, Oxford, 1994, p. 51,
¥ Harris, T.M.; Murphy, G.P.; Poje, AJ. J. Am. Chem. Soc., 1976, 98, 7733.

% Sandifer, R.M.; Battacharya, A.K.; Harris, T.M. J. Org. Chem., 1971, 46, 2260,
19 A lderdice, M.; Sum, F.W.; Weiler, L. Org. Synth., 1984, 62, 14,
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Esquema 10. Proposta de mecanismo para formagfo do produto retro-Claisen (S8),

pavic ccogbulifd aovidpont
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INPVA-S00 “nmetun™

& rogatizions
VBRERME  WE. 495.38E7529 HHZ
eI

FY¥ stze 85536
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4 oo

__i (A

R e e e S — e S
-] ¥ g 3 ¥ 3

E9: Espectro RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls) da 1-fenil-4 4-diprenil-1,3,5-hexanotriona {(84).



Parte 6 — Estudos sintéticos visando obtenciio de benzofenonas isoladas de Clusia spp. 167

Paule TACDGBUL EFAY povidponG
Pulss Sequence: EZpul

Yywnt: CDC
Rmbient TAmpEratuse
vsar: 14-8

1
FEin: novidpom
IMGYA-SOD = waan

1 e
DREERVE Cif. A7 .BRTEIHD ;NI
DECOUPLE  HI, 4DD . HBETETT MMw

Line broadening 1.8 Mz
F¥ zire 331672
Tote) Lime €3 mfnutas

G O G

Ph

; ey . : . . S —— . - : "
289 180 160 148 128 180 an 60 a2 ' 23 ppm

E10: Espectro RMN de 3C (125,70 MHz, CDCl;) da 1-fenil-4.4-diprenil-1,3,5-hexanotriona (S4).
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E11: Espectro de DEPT 90 e 135° (125,70 MHz, CDCls) da 1-fenil-4,4-diprenil-1,3,5-hexanotriona
(S84).
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E12: Espectros de massas (IE, 70 e¢V) da 1-fenil-4.4-diprenil-1,3,5-hexanotriona (84) (3 tautémeros).
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E13: Espectro de RMN de 'H (300,1 MHz, CDCI;) do produto da clivagem retro-Claisen (S6).
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E14: Espectro de RMIN de B (75,45 MHz, CDCls) do produto da clivagem retro-Claisen (S6).
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E1S5: Espectro de DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do produto da clivagem retro-Claisen (86).
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Els: Espectro de massas (IE, 70 V) do produto da clivagem retro-Claisen (86).
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Estes resultados, de maneira geral, nfo foram surpreendentes, pois analisando o
trabalho de Harris er al'”’, podemos observar que embora a natureza fabrique com
SUCesso compostos aromaticos a partir de policetideos, no laboratérico tem sido
extremamente dificil obter evidéncias sobre esta intermediagdo. Vale ressalitar que
embora Harris ef ol. tenham sintetizados vérias policetonas, bem como estudado
amplamente suas condensag¢Oes aldolicas intramoleculares, em nenhum exemplo, estes
compostos possuiam cadeias laterais alquilicas (grupos alila, prenila, etc.).

As dificuldades encontradas nesta estratégia sintética ¢ a formacio de produtos
originados da reacdo retro-Claisen (S6), nos levaram a crer que a alquilagiio num
policetideo no estigio anterior a ciclizacdo € quimicamente desfavoravel tanto em
laboratorio gquantc na natureza, o que estd de acordo com a proposta biossintética
sugerida por Verpoorte ef al. 8

Na segunda estratégia sintética, a idéia de utilizagdo do floroglucinol (S7) como
material de partida possuia um inconveniente, ou seja, a necessidade de quebra da
aromaticidade para a formacg@o de compostos com grupos alquilicos C,C-geminados.

199

Algumas metodologias sfo descritas na literatura’ ™, porém de pouco eficiéncia,

produzindo misturas de produtos em baixos rendimentos e, por isso, nossa idéia de

solucdo foi elaborada inicialmente através do trabalho de Miura ef al. 200

(Esquema 11), 0
qual utilizou Pd(OAc),, PPh;, Ti(OiPr)A@ como catalisadores para produzir produtos de

dialguilagio C.C-geminal com bons rendimentos.

%7 Harris, T.M.; Harris, C.M. Pure Appl. Chem., 1986, 58, 283.

%8 ) Fung, S.-Y.; Brusse, J.; Van der Hoeven, R.A.M.; Niessen, W. M.A_; Scheffer, ].1.C.; Verpoorte, R.
J Nat Prod., 1994, 57, 452, b) Zuurbier, K.W.M_; Fung, S.-Y.; Scheffer, 1.J.C.; Verpoorte, R.
Phytochemistry, 1995, 38, 77. ¢) Fung, S.-Y,; Zuurbier, K.W.M.; Scheffer, J.J.C.; Verpoorte, R. ibid,
1997, 44, 1047. d) Zuurbier, K.W.M.; Fung, 5.-Y.; Scheffer, J.J.C.; Verpoorte, R. ibid, 1998, 49, 2315.
19 Crombie, L.; Jones, R.C.F.: Palmer, C.J..J. Chem. Soc., Perkin Trans. I, 1987, 317.

%0 Satoh, T.; Tkeda, M.; Miura, M.; Nomura, M. J. Org. Chem., 1997, 62, 4877.
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Pd(OAc),, PPhs
THO'Pr)y, MS 4A

aleool alilico, 6@% Me

56%

OMe

Esquema 11. Reac#o de alquilacio descrita por Miura ef al.

Colocando em pratica esta idéia, iniciamos nossos experimentos com a reacdo de
Friedel-Crafts entre o floroglucinol desidratado (S7) e o cloreto de benzoila na presenca
de um acido de Lewis (AICL) em nitrobenzeno como solvente, conforme o método
classico™!. O produto de C-acilagiio, a florobenzofenona (S8) (E17-E21), foi obtido,
porém com rendimento modesto (12,8%). A troca do solvente por THF e o uso de AICI;
de melhor qualidade, proporcionou uma methora significativa do rendimento (51,1%) ¢

um manuseio mais facil para purificagéio do produto da reagdo (Esquema 12).

O O
OoH O
Pd(OAc),, PPh;
P TiO'Pr, Ph
OH prenol OH

Esquema 12. Reacdo de acilagiio de Friedel-Crafts do floroglucinol (S7).

*! Rosenmund, K.W.; Rosenmund, M. Chem. Ber., 1928, 2608.
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E17: Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, acetona-dg) da florobenzofenona (S8).
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E18: Espectro de RMN de Be (125,76 MHz, acetona-de) da florobenzofenona (S8).
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E19: Espectro de DEPT 90 ¢ 135° (125,70 MHz, acetona-dg) da florobenzofenona (S8).
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E20: Espectro no Infravermelho (pastilha KBr) da florobenzofenona (S8).
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E21: Espectro de massas (IE, 70 V) da florobenzofenona (S8).

De posse da florobenzofenona (S8), partimos para a reagiio de alquilacdo deste
produto intermedidrio. A reacdo da florobenzofenona com 3-metil-2-buten-1-ol (prenol)
sob as condicdes de Miura er al*® (Esquema 12), nfo produziu o composto C,C-
geminado desejado, provavelmente devido a influéncia retiradora de elétrons do grupo
benzoila no anel aromdtico. Novas tentativas foram feitas, sob as mesmas condigdes,
utilizando-se desta vez o 3,5-dimetoxifenol, mas novamente o resultado foi insatisfatério.
Quando utilizamos o floroglucinol desidratado (S7) (sem a presenga do grupo benzoila)
(Esquema 13), obtivemos uma mistura de produtos de dificil separagfo. na qual apenas o
produto 2,6-diprenil-1,3,5-triidroxibenzeno (majoritario) (89) foi identificado com base

nos dados de RMN de 'H, '*C, DEPT 90° ¢ 135° e EM (E22-E25).

%2 Satoh, T.; Tkeda, M.; Miura, M.; Nomura, M. J. Org. Chem., 1997, 62, 4877.
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(87) iﬁ,?ﬂ/e
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Esquema 13. Tentativa de obtenciio do produto de alquilagio C,C-geminal
sob as condi¢des de Miura er al.
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E22: Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;) do 2,6-diprenil-1,3,5-triidroxibenzeno (S9.
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E23: Espectro de RMN de B¢ (125,70 MHz, CDCl;) do 2,6-diprenil-1,3,5-triidroxibenzeno (89).
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E24: Espectro de DEPT 90 e 135° (125,70 MHz, CDCls3) do 2.6-diprenil-1,3,5-triidroxibenzeno (S9).
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E25: Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2.,6-diprenil-1,3,5-triidroxibenzeno (89).

Decidimos testar um outro método®™ ?**, mais usual, no qual utiliza-se como base
KOH em MeOH ou H,O como solvente para a reacio de alquilagdo da florobenzofenona
(S8) utilizando brometo de prenila (Esquema 14). Os produtos obtidos foram uma
mistura de compostos de mono e di-alquilagfo, além do material de partida recuperado. O
produto C.C-dialquilado | (ndo geminado) 2-benzoil-4,6-bis(3-metil-2-
butenil)floroglucinol (S10) (Esquema 14) é um produto natural isolado de Guttiferae®®™

206 267, 208b, ¢

e com sintese ja publicada (melhor rendimento 11,0%), no entanto,

** Crombie, L.; Jones, R.C.F.; Palmer, C.J..J. Chem. Soc., Perkin Trans. 71,1987, 317.

" Xiao, L.; Tan, W.; Li, Y. Synth.Commun., 1998, 28, 2861

** Delle Monache, F.; Mac-Quhae, M.M.; Delle Monache, G.; Marini-Bettolo, G.B.; De Lima, R.A.
Phyiochemistry, 1983, 22, 227.

“ Delle Monache, G.; Gonzalez, 1.G.; Delle Monache, F.; Marini-Bettolo, G.B. Phytochemistry, 1980,
19, 2025.

7 Cann, M.R.; Davies, A.-M.: Shannon, P.V.R. J Chem. Soc., Perkin Trans. I, 1984, 1413.

** a) Ahluwalia, V.K.; Khanna, M.; Singh, R.P. Indian J. Chem., 1981, 20B, 990. b) Pathak, V.P.;
Khanna, R.N. Indian J. Chem., 1982, 218, 253. ¢) ibid, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1982, 55, 2264. d) ibid,
Indiom J. Chem., 1984, 238, 571.
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caracterizamos apenas os produtos oriundos da cicliza¢do dos grupos prenilas na forma
de 2,2-dimetilcromanos (S11-813) (Figura 63) (E26-E40). Os dados obtidos através de

RMN de 'H, de °C, DEPT 90 e 135° ¢ EM destes compostos foram compativeis com os

. 206
dados da literatura™ " e também por associagio com os dados dos derivados metilados™.

O modo de fragmentago para os produtos (S11) e (S12) também foram consistentes com

209

aqueles dos sistemas 2,2-dimetilcromano”™ (2 anéis diidropirano fundidos ao anel

aromatico), nos quais a fragmentacio do produto simétrico (S11) e do produto ndo
simétrico (S12) sfo similares, exceto pela intensidade de seus ions (Esquema 15, E30 ¢

E35).

KOH
HZO

(S8)

(S11) (S12) (813)
Figura 63. Produtos obtidos da reagdo de alquilagdo da florobenzofenona (88) usando KOH
como base.

“* Shaw, S.1.; Shannon, P.V.R. Org. Mass Spectrom., 1970, 3, 941.
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A formag@o destes compostos pode ser racionalizada como artefatos provenientes
do tratamento da reacdo®!’. Entretanto, ao reavaliar o comportamento cromatografico
(CCD), observa-se que tanto o controle da reacdo antes do seu processamento quanto
apos (pH 2). apresentaram um comportamento idéntico, indicando que os cromanos se
formam em meio basico. Uma explicagio plausivel para o fato € que o HBr gerado “in

sin” pode ser o catalisador desta ciclizagio.
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E26: Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl3) do produto 2,2-dimetilcromano {S11).

#1% Molyneux, RJ.; Jurd, L. 7 etrahedron, 1970, 26, 4743,
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E28: Espectro de DEPT 90 e 135° (125,70 MHz, CDCl;) do produto 2.2-dimetilcromano (S11).
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E29: Espectro no Infravermeiho (pastilha KBr) do produto 2,2-dimetileromano (S11).
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E30: Espectro de massas (IE, 70 eV) do produto 2,2-dimetilcromano (S11).
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E31: Espectro de RMN de "H (499,88 MHz, CDCls) do produto 2.2-dimetilcromano (S12).
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E32: Espectro de RMN de “C (125,70 MHz, CDCls) do produte 2,2-dimetilcromano (S12).
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E34: Espectro no Infravermetho (pastilha KBr) do produto 2,2-dimetilcromano (S12).
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E35: Espectro de massas (IE, 70 eV) do produto 2,2-dimetilcromano (8§12).
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E36: Espectro de RMN de 'H (300.1 MHz, CDCls) do produto 2,2-dimetilcromano (813).
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E37: Expansdo do espectro de RMN de 'H (300,1 MHz, CDCl;) do 2,2-dimetilcromano (813).
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E38: Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCl:) do produto 2,2-dimetilcromano (S13).
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E39: Espectro de DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl;) do 2,2-dimetilcromano {S13).
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EA40: Espectro de massas (IE, 70 eV) do produto 2,2-dimetilcromano (813).
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Esquema 15. Proposta de fragmentacgo para o produto 2,2-dimetilcromano (S11).

Uma andlise mais detalhada da literatura nos revelou que reagdes envolvendo
alquenilagdes em sistemas polifenélicos sdo descritos com escassez e que os exemplos
bem sucedidos, € o caso da sintese de componentes do lupulo como a lupulona (Figura
64), estdo sob a forma de patentes”'. Isto nos alertou para as dificuldades em promover
alquenilagdes C,C-geminal ¢ o interesse comercial para tais reagdes.

Verificamos também que nos exemplos descritos com sucesso para obtenc¢do do
composto tri-alquenilado a partir da florobenzofenona (S8) com I-bromo-2-buteno®'? e
com brometo de prenila’'”’ [benzolupulona, grandona (S1)], a base utilizada no processo
tem importdncia capital para esta reacéo, pois a utilizagdo de Na’ em éter a baixas

temperaturas fornece o produto C,C-geminal®'* *'* (81) com apenas 27,0% rendimento,

71" a) Riedel, W. German Patent 899, 198; b) Chem. Abstr., 1958, 52, 300.; ¢) Pfeninger, H.B.; Schur, F.;
Vaterlaus, B.P.; Sigg, T.; Wild, J. D.0O.S. 2 333 580 PAT Anm. CH 12 156/74; d) Sigg-Grutter, T.; Wild,
J. Swiss Patent, 1458 343 (1974).

*2 Collins, M.; Laws, D.R.J.; McGuinness, J.D.: Elvidge, J.A. J. Chem. Soc. (C), 1971, 3814.

*" Drewert, K.G.; Laws, D.R. J. Inst. Brew., 1970, 76, 188.

*“ Riedl, W. Chem. Ber., 1952, 85, 692.

% Verzele, M.; De Keukeleire, D. Chemistry and analysis of hop and beer bitter acids. Elsevier,
Amsterdam, 1991,
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enquanto com NH; liquida em éter os rendimentos foram bem mais satisfatérios (65-
88%)>'%21"-218 (Esquema 16).

NH;liquida
B

éter, -78°C
R—Br

prenila

R=
buteniia

Esquema 16. Sintese bem sucedida do composto tri-alquenilado
R=prenila, 65%; R=butenila, 88%).

Em nossa busca pela metodologia mais satisfatoria, testamos a rea¢do da
florobenzofenona (S8) com brometo de alila, em vez de brometo de prenila (devido as
dificuldades de obtencdo), em amonia liquida sob as condicdes descritas na literatura
214215218 5orém além da baixa reprodutibilidade, obtivemos uma mistura de produtos, na
qual o produto de mono-alquilagdo (S14) foi o composto majoritario e obtido com baixo
rendimento (7,6%) (E41-E43). Outras tentativas foram feitas usando-se NaH*" ou
BFg.OEtzzzG como base, mas novamente os resultados obtidos ndo foram satisfatérios.
Desta forma, nossos resultados estdo mais proximos das observagdes descritas por
Crombie et al*', os quais num artigo critico, demonstraram as dificuldades destas
alquilacdes em sistemas polifendlicos, nos levando a questionar a eficacia das

metodologias como descritas na literatura.

215 Collins, M.; Laws, D.R.J.; McGuinness, J.D.; Elvidge, 1.A. J. Chem. Soc. (C), 1971, 3814.

27 prewert, K.G.: Laws, D.R. J. Inst. Brew., 1970, 76, 188.

18 yerzele, M.; De Keukeleire, D. Chemistry and analvsis of hop and beer bitter acids. Elsevier,
Amsterdam, 1991,

29 K uhnke, J.; Bohlmann, F. Tetrahedron Letr., 1985, 26, 3955.

220 pathak, V.P.; Khanna, RN. Bull Chem. Soc. Jpn., 1982, 55, 2264.

22 Crombie, L.; Jones, R.C.F.; Palmer, C.J.J Chem. Soc., Perkin Trans. I, 1987, 317.
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E42: Expansdes do espectro RMN de 'H (300,1 MHz, CDCl3) do produto alilflorobenzofenona
(S14).
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E43: Espectro de RMN de "°C (73,45 MHz, CDCls) do produto alilflorobenzofenona (S14).
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E44: Espectro de DEPT 90 e 135 °C (75,45 MHz, CDCl3) do produto alilflorobenzofenona (514).
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E45: Espectro de massas (IE, 70 eV) do produto alilflorobenzofenona (S14).

O &xito nestas etapas abriria caminho para se testar a reatividade da reacdo frente a
outros haletos de alquila, como brometo de lavandulila e, desta forma, produzir
compostos modelos para a realizagdo das reagdes de ciclizacdo para obtencdo das
benzofenonas do tipo biciclo[3.3.1]noneno (Esquema 8). Estas novas tentativas,
utilizando vérias bases e variando-se as condigdes reacionais j4 descritas na literatura,
estdo sendo testadas pela doutoranda Samisia Machado e os seus resultados serdo

divulgados oportunamente.
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6.4 Conclusdes

Nossas tentativas de obtencfo das benzofenonas mais simples (tipo 1) (Figura 58)
foram feitas a partir de duas rotas biomiméticas. As dificuldades encontradas em
laboratério na estratégia de alquilacdo da policetona num estdgio anterior a ciclizagio
sugere que a natureza prefere a outra alternativa, ou seja, a hipdtese de Verpoorte er al
Por outro lado, partindo-se do floroglucinol, mesmo sem ter encontrado as condicdes
ideais, acreditamos que esta seja uma rota vidvel ¢ embora nfo tenhamos logrado éxito
nesta estratégia, vale ressaltar que além da experiéncia adquirida, obtivemos a sintese de
analogos de produtos naturais com nimero de etapas e rendimentos mais satisfatorios que
os ja publicados na literatura®™?,

Por fim, seguindo o pensamento de Albert Eschenmoser®™: “Todas as vezes que
tentamos ir contra a natureza, nos deparamos com dificuldades e caminhos muito mais
longos de reacdo”, acreditamos que encontrando a base ideal, se desvendara um acesso
facil aos dois tipos de benzofenonas isoladas de Guttiferae (Esquema 17), mimetizando

desta forma, as condi¢des da natureza,

2 2y Ahluwalia, V.K.; Khanna, M.; Singh, R.P. Indian J. Chem., 1981, 20B, 990. b) Pathak, V.P_;
Khanna, RN. Buil Chem. Soc. Jpn., 1982, 558, 2264. ¢) ibid, Indian J. Chem., 1984, 23B, 371.
3 Heathcock, C.H. NATO Workshop, Ravello, May,1994.
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Esquema 17. Florobenzofenona (88) como intermediario pivotal aos dois tipos de benzofenonas
isoladas de Guttiferae.
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~. Conclusoes finais

O estudo dos componentes voldteis das pétalas de 16 espécies de Clusia obtidos
através da técnica de micro-hidrodestilagdo revelou que existe alguma correlagdo entre 038
polinizadores, os grupos taxondmicos e a composigdo quimica dos volateis florais. O
desacordo entre os grupos nos dendrogramas e as se¢des taxondmicas das espécies, pode
estar relacionado 2 necessidade de atrair polinizadores distintos para garantir a
integridade das espécies, na tentativa de evitar a polinizagdo cruzada interespecifica.

As visitas de machos de abelhas euglossine em flores de Tovomita macrophviia
para coletar 6leos aromaticos foi o primeiro caso descrito para a familia Guttiferae. A
clara distingdo entre os perfis quimicos dos Oleos dos estames das quatro espécies
estudadas sugere que eles possam, de fato, atrair diferentes espécies de abelhas machos
de euglossine e, desta forma, impedir a poliniza¢#o cruzada interespecifica. Foi sugerido
que o 3,7,11,15-tetrametil-1-hexadecanol, diidrofitol, seja o responsével pela atragdo do
polinizador, macho de Euglossa sp., em Tovomita acutiflora.

Este trabalho também mostrou que Alicyclobacillus sdo de fato os microrganismos
responsaveis pela formagdo dos odores desagradéveis em suco de laranja. Além disso, as
técnicas de hidrodestilagdo/extragio com solvente seguido pelas analises sensoriais
olfativas (CG/Q) foram (teis para deteccfio dos compostos importantes para a formagao
do aroma em sucos deteriorados que, neste caso, foi associado aos acidos isobutirico,
isovalérico e 2-metil-butirico.

Por fim, embora a busca por um rota sintética vidvel para a obtenc¢do de
benzofenonas poliisopreniladas isoladas de Clusia ndo tenha sido alcancada, acreditamos
que a rota que utiliza o floroglucinol seja mais vidvel que a rota do policetideo, um vez
que este ¢ o caminho preferido pela natureza. Além da experiéncia adquirida, também
foram obtidos anilogos de produtos naturais com niimero de etapas e rendimentos mais

satisfatorios que os ja publicados na literatura.
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8. Experimental

8.1 Notas gerais

> Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos em pastilhas
de KBr (solidos), empregando-se um espectrofotdmetro Perkin-Elmer 298 ¢ 1660 FTIR.
Como padrio de referéncia, utilizou-se a absorcio em 1601 c¢cm™, de um filme de
poliestireno, fornecido pelo fabricante.

> Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrémetros Gemini 300P —
Varian Instruments (300,1 MHz) ou INOVA 500 (499,98 MHz). Os deslocamentos

gquimicos foram registrados em O, tomando-se como padrles de referéncia interna o

tetrametilsilano (TMS, & 0,00) ou CHCI; (8 7.27). Os sinais obtidos foram caracterizados
como: 5= singleto, sl= singleto largo, d= dubleto, dl= dubleto largo, t= tripleto, g=
quarteto, quint.= quinteto, sexteto, hepteto, m= multipleto, dd= duplo dubleto, dm= duplo
multipleto, dt= duplo tripleto, dg= duplo quarteto, td= triplo dubleto, tl= tripleto largo,
tm= triplo multipleto, tt= triplo tripleto, ddd= duplo duplo dubleto, ddm= duplo duplo
multipleto, ddt= duplo duplo tripleto. As constantes de acoplamento (J) foram citadas em
Hz.

» Os espectros de RMN de C foram registrados em espectrometros Gemini 300P —
Varian Instruments (75,45 MHz), ou INOVA 300 (125,70 MHz). Os deslocamentos
quimicos foram registrados em o, tomando-se como padrdes de referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS, & 0,00) ou CDCl; (8 77,00).

> O nimero de hidrogénios ligados aos atomos de carbono foi determinado atraves
dos espectros de RMN de °C. com auxilio das técnicas de RMN de C-DEPT (90 e
135°, onde CH3/CH = sinal positivo, CH, = sinal negativo € Cyuuer. = ausente).

> As analises por CG foram realizadas empregando-se um cromatdgrafo Hewlett
Packard — VCD 5890A, com detector de ionizacdo em chama (FID), equipado com uma
coluna capilar de silica fundida J&W Scientific DB-! (30 m de comprimento x 0,25 mm

de didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) ou DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
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um), usando-se H, como gés de arraste (ca. 1,0 mL.min"). O volume injetado das
amostras, adequadamente diluidas foi ca. 1,0 ul e as condi¢es empregadas foram: (1)
60°C, 3 °C.min™", 240°C ou (2) 50°C, 3°C.min”, 230°C. As temperaturas do injetor e
detector foram 220°C ¢ 280°C, respectivamente.

> As analises por CG/EM foram realizadas empregando-se um cromatGgrafo
Hewilett Packard 5890B SERIES 11, acoplado a um detector seletivo de massas HP 5970,
operando com uma fonte de elétrons com energia de ionizagdo de 70 eV. As colunas
capilares de silica fundida empregadas foram: J&W Scientific DB-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 um) ou HP-5 (30 m x 0.25 mm x 0,25 um). O volume injetado das amostras,
adequadamente diluidas, foi ca. 1,0 uL e as condigBes empregadas foram: (1) 60°C,
3°C.min™', 240 °C, (2) 50°C, 3 °C.min", 230°C, no modo “splitless™, nas quais as
temperaturas do injetor e detector foram 220°C e 280°C. respectivamente; ou (3) 80°C,
15°C.min™", 290°C (10 min), no modo “split”, com as temperaturas do injetor e detector
sendo 280°C e 285°C, respectivamente. O espectrometro de massas operou com
velocidade de 0,84 scans.s” na faixa de m/z 40-550.

> As separagdes de compostos por cromatografia “flash” em coluna foram efetuadas
utilizando-se silica gel 60 (Merck, 0,040-0,063 mm, 230-400 mesh ASTM) e solventes
destilados.

> As cromatografias em camada delgada (CCD) analiticas, para o monitoramento
das reagOes e acompanhamento da purificagdo dos produtos por cromatografia em
coluna, foram realizadas empregando-se cromatofolhas de aluminio {4 x 1 cm),
recobertas com silica gel com indicador de fluorescéncia em UV3s4, das marcas
Macherey-Nagel (folha padrio, 4 x 8 cm) ou Merck (Darmstadt) (folha padrio, 20 x 20
cm).

> A revelagdo dos compostos nas placas cromatograficas foi feita por irradiacio com
lampada UVysy seguida da imersio das mesmas, geralmente numa solugdo de p-

anisaldeido™*. (preparada pela mistura de p-anisaldeido, H,SO,, HOAc ¢ FtOH, na

** Casey, M.; Leonard, J.; Lygo, B.; Procter, G. ddvanced practical organic chemistry. Chapman & Hall,

New York, 1990, p. 264.
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proporcao de 1:2:1:100 em volumes, respectivamente) € subseqliente aquecimento a

300°C, com pistola aquecedora.
> Os pontos de fusdo das amostras solidas foram obtidos através de aparelho
MQAPF-301 da Microquimica Ind. e Com. Ltda. e ndo foram corrigidos.

> Os reagentes € os solventes anidros, em geral, foram preparados e purificados

conforme as metodologias descritas por Perrin & Armarego™.

8.2 Experimental referente a parte 3: Importiancia ecolégica e taxonémica dos

volateis florais de Clusia
8.2.1 Obtencio do material vegetal

Os dleos essencials das pétalas foram obtidos a partir de espécies cultivadas na
Fazenda Santa Elisa do Instituto Agrondmico (IAC) em Campinas, Sdo Paulo, Brasil.
Voucher specimens das espécies foram depositadas no Herbario da UNICAMP (UEC)
(coll. nrs. M.C.E. Amaral & V. Bittrich). C. burchellii Engl. (#97/3 masc.), C. criuva
Cambess. (#97/247 masc.), C. flava Jacq. (#97/6 masc.), C. fluminensis Planch. & Triana
(#97/249 masc.), C. grandiflora Splitg. (#95/152 masc., 95/153 fem.), C. hilariana
Schltdl. (#97/248 masc.), C. lanceolata Cambess. (#96/27 masc., #96/27a, fem.), C
nemorosa G. Mey. (#95/151 masc., 95/150 hermafrodita), C. panapanari (Aubl.) Choisy
(#95/156 fem.), C. paralicola G. Mariz. (#97/5 masc., #97/5a fem.), C. parviflora Engl.
nom. illeg. (#97/7 fem., #97/7a masc.), C. pernambucensis G. Mariz (#95/186 masc.), C.
rosea Jacq. (#95/154 fem.), C. renggerioides Planch. & Triana (#97/1 masc.), C. spiritu-

sanctensis . Mariz & B. Weinberg (#95/185 masc., #95/185a fem.), C. weddelliana
Planch. & Triana (#97/4 masc.).

23 perrin, D.D.; Armarego, W.L. Purification of laboraiory chemicals. 3ed., Pergamon, New York, 1988.
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8.2.2 Métodos de extracao dos voliteis

8.2.2.1 Micro-hidrodestilacio

Petalas frescas (ca. 5,0 g em 40,0 mL de Hy0) das 16 espécies de Clusia estudadas
foram submetidas a técnica de micro-hidrodestilago por ca. 1h30min. Os éleos foram
extraidos da agua (ca. 25,0 mL) com diclorometano (3 x 10.0 mL), seco sobre sulfato de
s6dio anidro e reduzido até ca. 1.0 mL a temperatura ambiente sob pressdo reduzida num
evaporador rotatério. Duas ou trés andlises em replicatas foram utilizadas para algumas
especies (C. grandiflora, C. nemorosa masc., C. paralicola, C. spiritu-sanctensis, C

fuminensis, C. weddelliana, C. parviflora, C. lanceolaia e C hilariana).

8.2.2.2 SPME

As pétalas de C. grandifiora, C. nemorosa, C. paralicola, C. weddelliana, C,
Sluminensis, C. parviflora, C. flava, C. hilarigna e C, lanceolata condicionadas em
frascos de vidro (erlenmeyer de 125.0 mL) fechados com septo de borracha foram
mantidas a temperatura ambiente por um periodo de 1 hora ou aquecidos a 40°C ou
70°C. A fibra de SPME (Supelco Co., Bellefonte, PA) coberta com 30um PDMS ou
85um Polacrilato (PA) ou 75um Carboxen-PDMS foi colocada no espacgo livre dos
frascos ficando expostas por 30 min. Ap0s este periodo a fibra foi recolhida e em seguida
inserida no injetor do CG/EM através de “liner” proprio por 3 min a 250°C para completa

dessorg¢éo dos volateis capturados.

8.2.2.3 CO, liquido (EFSC)

Um extrator soxhlet de alta pressio J& W Scientific (J&W Scientific, Folsom, CA,
USA) (Figura 7, pagina 24) foi usado para obter os extratos das pétalas de C. weddelliana
masc. (7.1 g). C. grandiflora masc. (4,9 g) e C, parviflora masculina (4,0 g) usando CO,
supercritico (gerado a partir de 170,0 g de gelo seco), mantido a 35-40°C e pressdo de
700, 630 e 600 psi, respectivamente. Os extratos obtidos ap0s 1-2 horas de recirculacéo

de CO, seguido por despressurizacio foram dissolvidos em 2,0 mL de CH,CL,
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bidestilado, seco sobre Na,SO, anidro € o solvente foi concentrado sob fluxo nitrogénio

e, em seguida, uma aliquota de 1,0 uL foi injetada no CG/EM.

8.2.2.4 “headspace” dinémice com Porapak Q®

As pétalas de C lanceolata teminina recém abertas {flores de primeiro dia) ¢
abertas no dia anterior (flores de segundo dia) foram colocadas separadamente em
recipientes de vidro apropriado. Porapak Q¥ (30,0-60,0 mg de Porapak Q 80-100 mesh)
colocado em tubos de vidro (5 cm de comprimento ¢ 0,5 cm de didmetro interno) com as
extremidades fechadas com 12 de vidro silanizada, os quais foram previamente tratados
com solvente bidestilado, aquecidos a 150°C sob vacuo e resfriados sob fluxo de N, foi
usado como adsorvente. Um fluxo de ar atmosférico (400,0 mL/min, por ca. 3 horas) foi
passado através dos frascos contendo as flores de Clusia a temperatura ambiente € 0s
volateis capturados foram eluidos do polimero com 2,0 mL de CH,Cl, bidestilado ¢ o
solvente foi concentrado sob um leve fluxo de Nj até ca. 20,0 pl antes da analise por

CG/EM.

8.2.3 CGe CG/EM

As analises foram realizadas utilizando-se um sistema HP-3990/5970 equipado
com uma coluna capilar de silica fundida J&W Scientific DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
um); as condi¢des empregadas foram: (1) 60°C, 3°C.min”, 240 °C, para os volateis
obtidos por hidrodestilacdo, Porapak Q e por extragdo com CO, liquido e (2) 60°C
(3min), 3 °C.min"', 240°C, para as analises de SPME, nas quais, as temperaturas do
injetor e detector foram 220°C e 280°C, respectivamente. Os indices de retengdo foram
obtidos através da co-injecdo da amostra de 6leo com uma mistura de hidrocarbonetos de
cadeia normal C;1-C,4 e calculados de acordo com a Equacdo 1. Os indices de retengdo na
faixa de 900 a 1099 foram obtidos por extrapolacio.
CG: Analises foram feitas usando cromatografo a gas HPS890A, detector de ionizagdo de

chama (FID). As temperaturas do injector e detetor foram 220°C e 285°C,
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respectivamente. Hidrogénio foi usado como gas de arraste, com fluxo de 1,16 ml./min,
no modo “split”. O volume de injecdo, 1,0 uL de uma solugdo de ca. 10,0 mg do éleo
essencial em CH,Cl; ou acetato de etila.

CG/EM: O gas de arraste foi hélio e o programa de temperatura foi o mesmo utilizado
para os experimentos de CG. Os espectros de massas foram obtidos a 70 eV. A
velocidade de varredura foi 0,84 scan.s™ de m/z 40 1o 550.

Os 6leos foram analisados por CG e CG/EM e a identificac3o foi feita com base na
compara¢do dos indices de retencio®®®, co-inje¢do com compostos padrio (tanto
comercial quanto sintético, caracterizados através dos espectros de IV e RMN de 'H e
C) bem como através da comparacdo computadorizada dos espectros de massas
adquiridos com aqueles armazenados no banco de dados de espectros de massas
Wiley/NBS (275.000 espectros) do sistema CG/EM e outros espectros de massas

publicados™’.

8.3  Experimental referente i parte 4: Funciio ecologica dos 6leos florais de

Tovomita
8.3.1 Métodos e obtencio do material vegetal

As observagdes da polinizagio de Tovomitg macrophylia foram feitas pelo Dr.
Volker Bittrich e pela Dra. Maria do Carmo E. do Amaral (IB-UNICAMP) em viarios
dias durante a €poca de floragio (1996) numa floresta de igapd num afluente do rio
Taruma-acti, nas proximidades de Manaus (Amazodnia Central). O 6leo dos estames das
quatro espécies de Tovomita estudadas que ocorrem na Reserva Ducke proximo a
Manaus foram coletados diretamente dos filamentos das flores frescas, utilizando papel
de filtro com alto grau de pureza. Voucher specimens das espécies foram depositadas nos
Herbarios do INPA e da UNICAMP (UEC). Tovomita cf acutiflora M.S. Barros & G.
Maritz (voucher # J.E.L.S. Ribeiro 1840 et al). Tovomita amazonica (Poepp. & Endl)

i’ Van den Dool, H.; Kratz. P.D.J. J Chromatog., 1963, 11, 463.

Adams, R.P. Identification of essential il components by gas chromatography/mass spectroscopy.
Allured Publishing, Illinois, 1995,
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Walp. (voucher # J.E.L.S. Ribeiro 1745 ef al.). Tovomita aff. grata Sandwith (voucher #
JR. Nascimento 517). Tovomita rubella Planch. & Triana (voucher # A. Vicentini
1081).

8.32 CGeCG/EM

As analises foram feitas usando-se um sistema HP-5990/5970 equipado com uma
coluna capilar de silica fundida J&W Scientific DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um); as
condigdes empregadas foram 60°C, 3°C.min"', 240°C. Os indices de retencdo foram
obtidos através da co-injecdo da amosira de éleo com uma mistura de hidrocarbonetos de

cadeia normal C;,-Cy4 ¢ calculados de acordo com a Equagdo 1. Os indices de retenc@o na

faixa de 900 a 1099 foram obtidos por extrapolagéo.

CG: Analises foram feitas usando cromatégrafo a gas HP5890A, detector de ionizagio de
chama (FID). As temperaturas do injector e detetor foram 220°C e 285°C,
respectivamente. Hidrogénio foi usado como gas de arraste, com fluxo de 1,16 mL/min,
no modo “split”. O volume de injecdo, 0,5ul de uma solucio de ca. 10,0 mg do 6leo
estarninal em acetato de etila.

CG/EM: O gas de arraste foi hélio (velocidade linear de 33,0 cms) e o programa de
temperatura foi o mesmo utilizado para os experimentos de CG. Os espectros de massas
foram obtidos a 70 €V. A velocidade de varredura foi 0,84 scan.sec” de m/z 40 to 550.

Os 6leos foram analisados por CG e CG/EM e a identificacdo foi feita com base na
co-injec@o de compostos padrdo (tanto comercial quanto sintético, caracterizados atraves
dos espectros de EM e RMN de 'HeC)e comparacdo dos indices de retencdo””, bem
como através comparacdo computadorizada dos espectros de massas adquiridos com
aqueles armazenados no banco de dados de espectros de massas Wiley/NBS do sistema

CG/EM e outros espectros de massas publicados™’.

2% \an den Dool, H.; Kratz, P.D.J. J Chromatog., 1963, 11, 463.

29 adams, R.P. ldentification of essential oil components by gas chromatography/mass spectroscopy.
Allured Publishing, lllinois, 1995.
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8.3.3 Reacdo de hidrogenacido do fitol comercial (obtencio do diidrofitol)

Fitol [gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Francisco Reis (IQ-UNICAMP) (obtido
da Fiuka como mistura 2:1 dos isébmeros £:7, 1,7 mmol, 0,5 g)] em acetato de etila (5,0
mL.) foi tratado com Pt/C (50,0 mg) na presenca de H; (30 psi) a temperatura ambiente
por 2 horas. A mistura reacional foi filtrada sob uma fina camada de Celite® e o solvente
evaporado sob pressdo reduzida. A analise por CG do bruto da reagdo revelou a formacio
de dois picos que apés purificagdo através de cromatografia em coluna de silica gel
usando hexano : AcOEt : MeOH (8 : 1,5 : 0.5) como eluente produziu 50,0 mg do
diidrofitol (mistura de 3RS,7R,1IR,IS*tetrametil—Imhexadecanol) ¢ 450,0 mg de uma

mistura de diidrofitol e um outro subproduto.

17 i8 19 20

I5 11 7 3
y: OH

CaoHyO, PM 298,547

Dados para o diidrofitol 2

Aspecto fisico: liquido incolor.

EM m/z (%): 298 (M, 1), 280 (M"-H,0, 2), 140 (7). 126 (15), 125 (26), 111 (21), 97
(25), 96 (11), 85 (17), 84 (13), 83 (30), 71 (37), 70 (37), 69 {46), 57 (56), 56 (26), 55
(48), 43 (100), 41 (33).

RMN de 'H (300,1 MHz, CDCls) 6: 0.85 (d, 6H, J=6.6, 2 CH;, H-16 ¢ H-17), 0.87 (d,
6H. /=6,6, 2 CHs, H-18 ¢ H-19), 0,90 (d, 3H, J=6,6, CHj, H-20), 1,07-1,65 (m, 23H, H-2
aH-13 e OH-1), 3,66-3,71 (m, 2H, H-1).

RMN de °C (75,45 MHz, CDCl3) 8: 19,38(CHs), 19.46(CH;), 19,53(CHs), 22,41(CH3),
22,51(CHs), 24.17(CH,), 24.26(CH,), 24,28(CHj,), 24,61(CH,), 27,79(CH), 29,32(CH),

230 a)Jung, M.E; Lia, C-Y. J Org Chem., 1986, 51, 5446, b) Heathcock, C.; Finkelstein, B.L.; Jarvi,
E.T.; Radel, P.A.J Org. Chem., 1988, 33, 1922,
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29,33(CH), 32,60(CH), 32,62(CH), 37.16(CH,), 37.23(CH,), 37.29(CH,), 37.34(CH,),
39,23(CH,), 39,82(CH,), 39,91(CH,), 61,20(CH,).

8.4 Experimental referente 4 parte 5: Analises de volateis por CG/EM em suco de

laranja industrial infectado por Alicyclobacillus spp.

8.4.1 Método de andlise dos acides graxos dos microrganismos’

As analises dos é4cidos graxos dos microrganismos foram realizadas conforme o

método descrito por De Rosa er al.®*"

e os protocolos do sistema MIDI™?. As células
cresceram em meio BAT a 50°C sob agitacdo (1500 rpm) por 24-48 horas. A biomassa
foi coletada por centrifugacfio, lavada 2 vezes com agua destilada e liofilizada. As
amostras assim obtidas, foram diluidas em acetato de etila € uma amostra de 1,0 pL foi
injetada no CG/EM, um sistema HP 5990/5970 equipado com coluna capilar de silica
fundida J&W Scientific DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um); com a temperatura do forno
programada de 160°C (5 min) a 290°C (5 min) a 3°C/min. As temperaturas do injetor ¢
detector foram 250°C e 285°C, respectivamente. A identificacdo foi feita com base na
comparagdo computadorizada dos espectros de massas adquiridos com aqueles
armazenados no banco de dados de espectros de massas Wiley/NBS do sistema CG/EM ¢

outros espectros de massas publicados®”

8.4.2 Procedimento para obtencio dos sucos de laranja deteriorados”

As amostras de sucos de laranja utilizados na etapa de selecdo de linhagens foram

suco integral da marca VitaSuco e suco reconstituido (1:6) a partir de suco concentrado

* Experimentos realizados por Edna H. Azuma — Fundag@o André Tosello.

3! De Rosa, M.; Gambacorta, A.; Minale, L. Chem.Commun., 1971, (12), 619.

% Microbial ID, Newark, DE.

33 2y Moore. B.S ; Floss, H.G. J Nar. Prod., 1995, 58, 590. b) Deinhard, G.; Blanz, P.; Poralla, K.; Altan,
E.; Syst. Appl. Microbicl, 1987, 10, 47,

* Experimentos realizados por Edna H. Azuma - Fundagio André Tosello.
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congelado processado pela Sucocitrico Cutrale Ltda. de Colina (SP). O suco concentrado
apresentou as seguintes caracteristicas: solidos soltveis, 66°Brix; ratio, 16,84: 4cido
ascorbico, 420 mg/L; pH do suco reconstituido, 3,86 e nimero de cor, 38,1. A contagem
inicial de ATSB (do inglés, “Acid Thermophilic Sporeforming Bacterium™) no suco
concentrado foi de 10 UFC/mL. O Meio para cultivo das linhagens utilizado foi BAM
(“Bacillus Acidocaldarius Medium™)*™* ¢ os meios utilizados para enumeracdo de
bactérias heterotroficas totais foram PCA (“Plate Count Agar”, marca Difco) e OSA
("Orange Serum Agar”. marca Difco). Ja para enumeracio de bolores e leveduras
utilizou-se o meio PDA (“Potato Dextrose Agar”, marca Difco).

Foram utilizadas 13 linhagens de ATSB depositadas no acervo da Colecdo de
Culturas Tropicais (CCT) da Fundacdio Tropical de Pesquisas e Tecnologia André
Tosello, selecionadas aleatoriamente a partir de isolados de plantas de processamento de
citricos. As culturas foram mantidas em meio BAM e 16 linhagens foram testadas com
relagdo & capacidade de crescimento em suco de laranja reconstituido e produgfo de odor
desagradavel. A preparacdo das amostras foram obtidas seguindo-se o0s protocolos
abaixo:

Experimento I: Por¢des de suco de laranja reconstituido (1:5) a partir de SLCC (Suco de
Laranja Concentrado ¢ Congelado) foram inoculados com diferentes concentragdes do
indculo constituido de 03 linhagens de Alicyclobacillus selecionadas com potencial
deteriorante. Pasteurizagéo foi efetuada a 80°C por 5 minutos e o suco foi envasado pelo
processo “Hot-Fill” em garrafas de vidro de 500,0 mL. Os frascos foram resfriados apos

processamento até a temperatura de incubagéo de acordo com:

Amostra Nivel do inéculo (UFC/mL) Tratamento

Controle 0 Reconstituido, pasteurizado e incubado a 4°C
1 10 Reconstituido, inoculado, pasteurizado e incubado a 37°C
2 10° Reconstituido, inoculado, pasteurizado e incubade a 37°C
3 107 Reconstituido, inocuiado, pasteurizado e incubado a 37°C

** Deinhard, G.; Blanz, P Poralia, K.; Altan, E. System. Appl Microbiol.. 1987, 10, 47,
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Experimento 1i: 20,0 mL suco reconstituido até 12°Brix, em frascos de 50,0 mL foram
inoculados com 1,0 mL de uma suspensdo de esporos (104 UFC/mL) constituida de um
conjunto de 03 linhagens de Alicyclobacillus com 48 horas de crescimento. Os frascos
foram incubados a 42°C por 72 horas. Suco reconstituido, nfo inoculado e incubado a
4°C foi usado como controle. As amostras utilizadas foram:

A inoculado com 03 linhagens (CCT4384 + CCT6280 + CCTH281)

R: suco reconstituido ndo inoculado

8.4.3 Procedimento para a extraciio dos componentes volateis dos sucos de laranja

SPME (Microextragfo em Fase Solida): Uma aliquota de 5,0 mL de suco de laranja foi
transferida para um frasco de 20,0 ml contendo uma micro barra magnética. O frasco foi
hermeticamente fechado com septo de teflon e tampa de aluminio. A fibra de SPME
(Supelco Co.) coberta com 30um de Polidimetilsiloxano (PDMS) ou 85um Poliacrilato
(PA) ou 75pum Carboxen-PDMS foi manualmente inserida no espago livre do frasco
(mantido a 40°C ou 70°C por 30 minutos). Os compostos do aroma adsorvidos na fibra
foram injetados na porta de injecdo do CG a 250°C e mantidos por 3 minutos para
completa dessor¢ao dos mesmos.

Hidrodestilacdo/Extracae: Uma aliquota do suco (20,0 mL) foi colocada num baldo
acoplado a um condensador sob agitacfio, a mistura foi destilada e os volateis extraidos
da fase aquosa com CH,Cl, bidestilado (3 x 10,0 ml), seco sobre Na,SO, anidro, o

solvente foi concentrado sob press@o reduzida e o residuo analisado através CG ¢
CG/EM.
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8.4.4 CGe CG/EM

CG: Analises foram feitas usando cromatografo a gas HP5890A, detector de ionizaco de
chama (FID), equipado com 2 colunas capilares de silica fundida J&W Scientific DR-1
(30 m x 0.25 mm x 0.25 pum); temperaturas programadas foram: (1) 60°C, 3°C.min",
240°C e (2) 50°C, 3°C.min™, 230°C, para as analises dos efluentes do CG (CG/0O), nos
experimentos I e II e experimentos com atmosfera modificada de gases, respectivamente.
Temperaturas do injetor e detector foram 250°C e 300°C, respectivamente. Hidrogénio
foi usado como gas de arraste, fluxo de 1,2 mL.min"", modo “split”.

CG/EM: utilizou-se um sistema HP 5990/5970 equipado com coluna capilar de silica
fundida J&W Scientific DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0,25 pum); as condicdes empregadas
foram: (1) 60°C, 3°C.min"', 240°C, para os volateis obtidos por hidrodestilagdo nos sucos
dos experimentos [ ¢ Il e (2) 50°C, 3 OC.min’l, 230°C, para as analises dos experimentos
com atmosfera modificada de gases. As temperaturas do injetor e detector foram 220°C ¢
280°C, respectivamente; temperaturas do injetor e detector foram 220°C e 285°C,
respectivamente. O gés de arraste foi Hélio a 33,0 cm.s” e o programa de temperatura foi
o mesmo dos experimentos em CG. Os espectros de massas foram obtidos a 70 eV, 0.84
scan.s™ de m/z 40 até 550,

Os indices de retencdo foram obtidos através da co-injecdo da amostra de 6leo
com uma mistura de hidrocarbonetos de cadeia normal Ci1-Cy4 € calculados de acordo
com a Equacdo 1. Os indices de retencdio na faixa de 900 a 1099 foram obtidos por
extrapolagdo. Os 6leos foram analisados por CG e CG/EM e a identificacdo foi feita com
base na co-injecdo de compostos padrdo (sintético, caracterizados através dos espectros
de EM e RMN de 'H e 13C) ¢ comparagd@o dos indices de retengdo”™, bem como através
comparagdo computadorizada dos espectros de massas adquiridos com aqueles
armazenados no banco de dados de espectros de massas Wiley/NBS do sistema CG/EM e

. 23
outros espectros de massas publicados™®,

™ Van den Dool, H.; Kratz, P.DJ. J Chromarog., 1963, 11, 463.

# Adams, R.P. Identification of essential oil components by gas chromatography/mass specrroscopy.
Allured Publishing, Iilinois, 1995,
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8.4.5 Preparacio do inéculo”

O in6culo consistiu de uma suspensio celular (escala 01 MacFarland) de culturas
cultivadas em meio BAM por 48 horas a 50°C, a qual foi adicionada na proporcio de 1,0

mL para cada 100.0 mL de suco.

8.4.6 Protocolo do teste com atmosfera de gases modificada”

O indculo consistiu de uma suspensdo de esporos de um conjunto de 03 (irés)
linhagens de Alicyclobacillus, sendo adicionado aos frascos contendo o suco

reconstituido para obter concentracio final de 10° UFC/mL.

8.4.7 Preparo das amostras”

O suco foi reconstituido na proporcdo de 500,0 g de suco de laranja concentrado
congelado para 2,5 L de 4gua destilada estéril (1:6). Foram preparados 05 lotes de 2,5 L
de suco reconstituido. Em seguida, o suco foi distribuido em aliquotas de 100,0 mL, em
frascos Schott de 250,0 mL, com a finalidade de se proporcionar um amplo espago livre.
Este espago livre foi destinado a ser preenchido com diferentes gases, proporcionando
uma atmosfera modificada, a fim de se estudar o comportamento das linhagens
potencialmente deteriorantes nas condi¢des fornecidas. A tabela 7, a seguir, apresenta as

fases do experimento:

* Experimentos realizados por Edna H. Azuma — Fundacéio André Tosello.
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Tabela 7: Fases da andlise das amostras de suco inoculade com Alicyclobacillus ¢
armazenados em diferentes condicdes de atmosfera de gases.

Etapas do processamento para o teste com atmosfera de gases modificada

1-Reconstitui¢do do suco (1:6}

2-Inoculacdo: 1.0 mL da suspensdo de esporos do conjunto de 4licyclobacilius
3-Pasteurizacdo a 80°C durante 10 minutos

4-Resfriamento da amostra com injecdo e aspersio de gis (nitrogénio ou oxigénio)
5-Armazenamento das amostras a 40°C

6-Coleta de amostras em cinco etapas: tempo zero, 2, 7, 14 e 21 dias

7-Analise microbiologica e avaliacio sensorial de odor

Os cinco lotes foram submetidos & pasteurizacio a 80°C em banho-maria durante
10 minutos, seguido de resfriamento em banho de gelo até a temperatura de
aproximadamente 25°C. Durante o resfriamento, as amostras dos cinco lotes foram
borbulhadas com nitrogénio, utilizando-se uma canaleta. No espaco livre dos frascos, foi
feita aspersdo de gases seguindo os seguintes critérios: nitrogénio, nos dois lotes de
padrdes e em um dos lotes inoculados, oxigénio em outro lote e um lote permaneceu
exposto ao ar atmosférico. Dois lotes ndo foram inoculados e serviram como padrdes

para a avalia¢do sensorial. Os trés demais lotes foram inoculados com 1.0 mL do indculo.

8.4.8 Analises Olfativas (CG/O)

Duas mulheres ¢ um homem sentados confortavelmente na frente de um
cromatografo Hewlett Packard modelo VCD 5890A. equipado com duas colunas
capilares de silica fundida J&W Scientific DB-1 (30 m de comprimento x 0.25 mm de
didmetro interno x 0,25 um de espessura do filme) conectadas ao mesmo injetor com
uma anilha de vespel com dois orificios, uma delas conectada a um detector de 10onizacio
em chama (FID) ¢ a outra com saida para analise dos efluentes pelos analistas. Os odores
foram marcados de acordo com o tipo de odor percebido e assinalados através dos

respectivos tempos de retencio. A andlise da amostra com maior nivel de deterioracdo,
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suco preenchido com ar atmosférico com 21 dias de incubagdo, foi realizada em réplica

por cada analista.

8.5 Experimentai referente 2 parte 6: Estudos sintéticos para obtencio das

benzofenocnas isoladas de Clusia

8.5.1 Rota via acetilacetona

8.5.1.1 Preparacio do 1-bromo-3-metil-2-buteno (brometo de prenila)

CsHgBr, PM 149,029

Método A™": A soluggo de HBr 30% em 4cido acético (0,30 mol, d=1,354, 18,0 mL)
adicionou-se, lentamente sob agitacdo a 0°C em atmosfera de Argbénio, isopreno (0,30
mol, d=0,681, 30,0 mL). O frasco com a mistura foi fechado e deixado em repouso no
freezer por 15 dias e apds este periodo, a reacdo foi tratada com 400,0 mL de H,0 gelada,
separando-se um Oleo amarelo, o qual foi destilado sob pressdo reduzida (59-60°C/60
mmHg). O produto, brometo de prenila, foi obtido em baixo rendimento (1,45 g, 3,3%)
devido a perda de material durante o processo de destilagdo, portanto seu rendimento nio
pdde ser calculado corretamente.

Método B % Uma solu¢do de HBr 48% aquoso (50,6 g, 34,0 mL) foi adicionada, gota a
gota, sobre P,0s (0,58 mol, 82,0 g). Os vapores resultantes passaram através de um frasco
contendo isopreno (0,30 mol, 30,0 mL). Apds o término da adi¢do, o material foi
transferido para um baldo e apds ter permanecido 24 horas em freezer foi destilado sob

vacuo (ca. 60 mmHg, trompa de vacuo). O produto, brometo de prenila, foi obtido junto

com outro isdmero (13,5 g, 35.0%).

7 ay Nascimento, L. R. Dissertacfic de Mestrado. IQ/UNICAMP, 1991, 119. b) Slaudinger, H.; Krees, W_; Schilt,
W. Helv. Chim. Acta, 1922, 5, 743,

238

Vogel, A.L Textbook of practical organic chemistry. 5™ Ed. Longman Inc., New York, 1989, p. 575.
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Aspecto fisico: liquido levemente amarelado.

EM m/z (%): 150 (M™ +2, 3), 148 (3), 69 (88), 41 (100).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCL3) 8: 1,73 (s, 3H, H-4), 1,78 (s, 3H, H-5), 4.01 (d, 2H,
J=8.4, H-1), 5.53 (tm, 1H, J=8,4 ¢ 1 4, H-2).

RMN de °C (125,69 MHz, CDCl3) 8: 17,5 (CH,, C-4), 25.7 (CH;, C-5), 29,7 (CH,, C-
1), 120,9 (CH, C-2), 140,2 (C,, C-3).

8.5.1.2 Obtencao do prenol a partir do 2-metil-3-buten-2-ol (rearranjo alilico)™

Tl on

CsH;,0, PM 86,132

O aleool tercidrio 2-metil-3-buten-2-0] (11,4 mmol, 984,3 mg, 1,2 mL) em acido
acetico glacial (25,0 mL) foi adicionado de forma rapida sobre uma mistura de acido
acético (25,0 mL), anidrido acético (10,0 mL) e PTSA (643.6 mg) a 0°C. A reacdo foi
interrompida ap6s 10 min despejando-se a mistura reacional sobre H,O (500,0 mL). O
produto, acetato de prenila, foi extraido com pentano e utilizado sem purificacdo para

etapa seguinte.

* Babler, J.H.; Olsen, D.O. Tewrahedron Let, 1974, (4), 35].
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8.5.1.2.1 Hidrélise do acetato de prenila™”

Sobre a mistura de acetato de prenila (bruto da reagfio anterior) em MeOH (10,0
mL) adicionou-se lentamente sob agitacdo em banho de gelo uma solugiio de
KOH/MeOH/H,0 (20,0 mmol, 1,1 g KOH/10,0 mL H;0/10,0 mL MeOH). Apds 15 min,
adicionou-se H,O gelada (50,0 mL) e a fase orgénica foi extraida com éter etilico (4 x
50,0 mL). A fase etérea foi lavada com HCI (0.5 mL em 50,0 mL H,0) e em seguida por
uma solucdo saturada de NaHCO;, seca sobre Na,SO, anidro e concentrada sob vacuo. O
produto foi destilado, obtendo-se 955,3 mg do prenol (97,1%).
Aspecto fisico: liquido incolor, aroma caracteristico de folha verde.

EM m/z (%): 86(M*, 22), 71(100), 68(15), 67(14), 53(28), 43(48), 41 (54).

8.5.1.3 Reacio de alquilacio da acetilacetona

Método 1 {Alumina)240: Sédio metalico em hexano (12,5 mmol, 28,7 mg) foi transferido
para um baldo com etanol (20.0 mL) num banho de gelo. Apds a dissolugdo do metal, a
solug@o foi colocada em outro baldo contendo de alumina (3,0 g ativada a 140°C por 6
horas sob vacuo) e a mistura permaneceu sob agitagdo por 10 min a temperatura
ambiente. Logo depois, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida e o residuo, um pé
branco, foi utilizado no mesmo dia.

A acetilacetona (5,0 mmol, 500,0 mg. 0.5 mL) foi entdo adicionada na superficie
da alumina impregnada com NaOEt (12,5 mmol) permanecendo sob agitaco por 30 min
sob atmosfera de Argbnio. Em seguida, foi adicionado brometo de prenila (7,0 mmol,
1,03 g, 0.80 mL) e a agitacdo continuou até o final da reacdo (16 horas). A massa sélida
foi colocada numa coluna contendo uma fina camada de silica gel e lavada com vérias
por¢des de CH,Cly. O solvente foi evaporado e o residuo (746,6 mg) foi purificado por
coluna cromatografica em silica gel eluida com hexano : acetato de etila 1-5%,

fornecendo do produto (S3) (465.0 mg, 39,0%).

%0 Ranu, B.C.; Bhar, S. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1992, (3), 365.
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Método 2 (K2C03)24i: Uma mistura de acetilacetona (5,0 mmol, 0.5 mL) em acetona
tratada (10,0 mL), K,CO; anidro (15,0 mmol, 2,1 g) ¢ brometo de prenila (11,0 mmol,
d=1,293, 1,6 mL) foram agitados a temperatura ambiente por 75 horas. ApGs este
periodo, adicionou-se cicloexano (10,0 mL) deixando a mistura em agitac@io por mais 15
minutos ¢ em seguida filtrou-se o material scb uma fina camada de Celite®. O solvente
foi evaporado e o residuo foi purificado por cromatografia “flash” em silica gel obtendo-
se o produto 3,3-diprenil-2.4-pentanodiona (83) (849,6 mg, 72,0%).

Dados para 3,3-diprenil-2,4-pentanodiona:

5 C15H240,, PM 236,350

Aspecto fisico: liquido levernente amarelo.

EM m/z (%): 236 (M, 1), 193(11), 167(24), 137 (8), 95(9), 69(14), 43(100), 41(24).
RMN de 'H (300,1 MHz, CDCL) &: 1,57 (s, 6H, H-4" e H-4")*, 1,64 (s, 61, H-5" e H-
57)". 2,05 (s, 6H, H-1 ¢ H-5), 2,56 (d, J=7,1, 4H, H-1’ e H-17), 4,76 (tl, /=7,1, 21, H-2" e
H-27). (%) valores intercambigveis.

RMN de C (75,5 MHz, CDCL;) 8: 17,6 (2 CHs, C-4° e C-47), 25.7 (2 CH;, C-5" e C-
57), 26,7 (2 CH;, C-1 € C-5), 28,9 (2 CH,, C1” e C-27), 70,6 (C,, C-3), 117.7 (2 CH, C-2°
e C-27), 135,6 (2 Cg, C-3" & C-37), 207,4 (2 Cy, C-2 ¢ C-4).

8.5.1.4 Reacio de acilacio da 3,3-diprenil-1,4-pentanodiona

Método 1 (nBuLi): Uma solugdo contendo 3,3-diprenil-2,4-pentanodiona (0,628 mmol,
147,0 mg) em THF seco (15,0 mL) foi tratada com nBuLi 1,7M (0,628 mmol, 370,0 ul)

e deixada sob agita¢do por 20 min. Apés este periodo, uma solugdo de cloreto de benzoila

! De Aragjo, A.C.V.; de Almeida, F.V.; Bieber, L.W. Quimica Nova, 1996, i9 79
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(0,525 mmol, 61,0 uL) em THF seco (10,0 mL) foi lentamente adicionada através de um
funil de adi¢@o e a mistura permaneceu sob agitacdo por mais 4h36min a 0°C. Ao final, a
reacdo foi tratada com solugdo saturada de NH,CI, acidificada com HCI IN e extraida
com CH,Cl, . A fase orgénica foi lavada com soluc¢fo saturada de NaHCO; e NaCl, seca
sobre Na,S0O, anidro ¢ o solvente evaporado sob pressic reduzida. Apos purificagdo do
produto bruto (204.9 mg) por cromatografia “flash” em coluna sobre silica gel eluida
com hexano: acetato de etila 2% obtivemos a 1-fenil-4,4-diprenil-1,3,5-hexanotriona
desejada (S4) (98,7 mg, 46,1%).

Dados para o produto (S4):

O
0 OH O
Ph
©
(B)
CyyHagO5, PM 340,456

Aspecto fisico: liquido amarelo palido.

EM m/z (%): 340(6), 297(51), 271(100), 229(19), 193(17), 151(27), 147(33), 105(78),
77(19), 6%33), 43(44) (tautdmero A, B ou C).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;) da mistura dos tautdmeros ceto-endlicos 8: 1,57 (s,
6H, H-10 e H-10"), 1,59 (s, 6H, H-10 e H-10"), 1,60 (s, 6H. H-10 e H-10"), 1,62 (s, 6H,
H-11 e H-117), 1,67 (s, 6H, H-11 e H-11"), 1,68 (s, 6H, H-11 e H-11"), 2,07 (s, 3H., H-6),
2,13 (s, 3H, H-6), 2,22 (s, 3H, H-6), 2,46 (m, 4H, H-7 ¢ H-7"), 2,64 (m, 4H, H-7 e H-77),
2.74 (m, 4H, H-7 e H-7"), 4,78 (tl, 2H, J=6,8, H-8 ¢ H-8"), 4,87 (tl, 2H, J=6.8, H-8 ¢ H-
8), 4,96 (tl, 2H, J=6.8, H-8 e H-8"), 5,23 (d, 1H, J=2,5. H-2 em A), 5,42 (d, 1H, J=2.5,
H-2em A). 6,16(s,2H, H-2em B e C), 7,97-7,41 (m, 15H, H-2" a H-6").

RMN de “C (125,7 MHz, CDCly) 8: 17,7 (CHs), 17.97 (CHs), 17,98 (CH3), 25,6 (CH;),
26,03 (CH;), 26,05 (CHs), 26,9 (CHs), 27,7 (CHj), 29.3 (CH,), 29,5 (CH,), 30,4 (CHy),
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605 (Co), 66.5 (Co). 68,9 (Co). 94.8 (CH), 103.9 (CH,), 117,3 (CH), 117,8 (CH). 118.3
(CH), 127,0 (CH). 128,5 (CH), 128,6 (CH), 128,7 (CH), 129,5 (Cq), 129,9 (CH), 132.5
(CH), 1329 (Cy), 133.5 (CH), 133,9 (Cy), 134,7 (Cy), 135.4 (Cy), 135.5 (Cy), 136.5 (Cy),
155,1 (Cy), 163.8 (Cy). 181,0 (Co). 1979 (Cg). 1988 (Cg). 206,7 (Co), 207.8 (Co). 208.3
(Co).

Método 2 (NaH): NaH em 60% o6leo mineral (1,3 mmol, 53,7 mg) foi lavado com 2
porgdes de THE seco (4,0 mL). Entdo THF seco (3.0 mL) foi adicionado e a suspensio
branca resultante foi resfriada a 0°C. A solucio da 3,3-diprenil-2.4-pentanodiona (1,1
mmol, 232.3 mg) em THF seco (2,0 mL) foi adicionada sob atmosfera de N, e solugdo
amarela resultante foi mantida sob agitagdo por 30 min a 0°C. Apods este periodo foi
adicionada, gota a gota, uma solucdio de cloreto de benzoila (1,1 mmol, 130.0 pul) em
THF (1,0 mL). A agitagdo continuou por mais 3 horas a temperatura ambiente ¢ ao final
deste periodo adicionou-se solucdo saturada de NH,CL A fase orgénica foi extraida com
CH,Cl, lavada com solugdo de NaHCOj; seguida por solucdo saturada de NaCl. seca com
NaSQ, anidro ¢ o solvente concentrado sob pressio reduzida. Apds cromatografia em

coluna sobre silica gel recuperou-se parte do material de partida ¢ o produto oriundo da

clivagem retro-Claisen (S6).

Dados para o composto (S6):

¥ Cy3Hy,0, PM 194,313
Aspecto fisico: liquido incolor.

EM m/z (%): 194 (M, 3), 179(2), 151(3). 125(45). 107(22), 83(23), 69(25), 43(100).
41(55).
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RMN de 'H (300,1 MHz, CDCls) 5: 1,58 (s, 6H, H-8 e H-8"), 1,66 (s, 6H, H-7 e H-7),
2,08 (s, 3H, H-1), 2,29-2,06 (m, 4H, H-4 e H-4"), 2,52-2,44 (m, 1H, H-3), 5,01 (tl, J=7.3
e 1,3, 2H, H-5 e H-5"),

RMN de *C (75,5 MHz, CDCly) 8: 17.6 (2 CH;, C-8 e C-8°), 25.6 (2 CH;, C-7 e C-77),
29,4 (CH, C-3), 29,6 (2 CH,, C-4 e C-47), 53.2 (CHs, C-1), 121,3 (2 CH, C-5 e C-5"),
133,6 (2 Co, C-6 & C-67), 2127 (C,, C-2).

Método 3 ( LHMDS): Num baldo de 3 bocas foi colocado THF seco (1,0 mL) e HMDS
(Merck) (0,57 mmol, d=0,78, 120.0 pL) sem tratamento prévio sob atmosfera de N, a -
78°C. Em seguida, adicionou-se, gota a gota, nBuli em hexano 1,96M (0,57 mmol,
300,0 ul). A solucdo a -78°C foi agitada por 10 min e entfio se adicionou a soluclio da
3,3-diprenil-2,4-pentanodiona (0,49 mmol, 115,7 mg) em THF seco (1,0 mL). A solugio
amarelada fol agitada por 30 min a -78°C sob N, e apds este periodo adicionou-se através
de funil de adicéo cloreto de benzoila (0,49 mmol, 60,0 ul) em THF (2.0 mL). A solugio
ficou turva e a agitagdo continuou por mais 1h30min e apos este periodo permitiu-se que
a temperatura elevasse de -78°C até temperatura ambiente. Ao final, apdés a adi¢do de
HCI 1,2 mol.L aquoso, extraiu-se a fase orgénica com CH,Cl (15,0 mL), a qual foi
tratada com solucdo saturada de NaHCO; e NaCl, seca sobre Na,SO, anidro e o solvente
concentrado sob vacuo. Apds purificacdo do material bruto (202,5 mg) por cromatografia

“flash” em silica gel eluida com hexano: acetato de etila 1%, obtivemos a i-fenil-4.4-

diprenil-1,3,5-hexanotriona (84) (52,4 mg, 31,5%).

Método 4 (LDA). Num baldo de 3 bocas a 0°C sob N, colocou-se a diisopropilamina
(0,97 mmol, 98,0 mg, 130,0 pL) recém destilada em THF seco (2,0 mL) seguido pela
adicdo de nBuLi 1,82 M (1,0 mmol, 550,0 ul), deixando-se que a mistura ficasse sob
agitacdo por 20 min. Em seguida baixou-se a temperatura para -78°C ¢ adicionou-se a
3.3-diprenil-2,4-pentanodiona (0.97 mmol, 205,7 mg) em THF (1,0 mL) deixando a
mistura continuasse sob agitacdo por mais 1 hora. Apos este periodo, adicionou-se, gota a

gota, cloreto de benzoila em THF (2,0 mL) e deixou-se a -78°C por mais 15 min, apos
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este periodo, permitiu-se que a temperatura subisse até temperatura ambiente e ao final
da reacdo, adicionou-se HCl 1,2 mol.L", seguido de extracio da fase organica com
acetato de etila, lavando-a em seguida com solucio saturada de NaHCO; e NaCl, secou-
se sobre Na,SOy anidro. O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. A reacdo, apds
purificagdo por cromatografia “flash” em silica gel eluida com hexano : acetato de etila
5%, forneceu 31,0 mg do material de partida e 163.9 mg de uma mistura que ndo foi

identificada.

Método 5 (NHMDS): Num baifio de 3 bocas sob atmosfera de N,, NaH 60% em oleo
mineral (0,87 mmol, 34,8 mg) foi lavado 2 vezes com THF seco (5,0 mL) e em seguida
adicionou-se THF (5.0 mL) ¢ a suspensio foi resfriada 2 0°C. Em seguida, adicionou-se
HMDS (Merck) e a solugéo ficou sob agitagdo por 1 hora a 0°C. Apbs este periodo,
adicionou-se, gota a gota, a 3,3-diprenil-2,4-pentanodiona (0,81 mmol, 191,1 mg) em
THF (3,0 mL) permitindo-se que a agitacfio continuasse por mais 40 min (solugdo
amarela) a 0°C. Entdo adicionou-se, gota a gota, cloreto de benzoila (0,87 mmol, 107,0
pl) em THF (2,0 mL) e agitou-se a mistura por mais 30 min a 0°C. Apds este periodo,
deixou-se a temperatura elevar-se até temperatura ambiente (solugdo ficou amarela turva)
¢ a0 final da reagdo, adicionou-se solucio saturada de NH,4Cl, extraiu-se a fase organica
com CHyCl, e em seguida lavou-se com solucdo saturada de NaCl, secou-se sobre
Na,SO4 anidro ¢ o solvente foi evaporado sob pressio reduzida. Ap0s purificacio do
material bruto (320,7 mg) por cromatografia “flash” em silica gel eluida com hexano:

acetato de etila 1%, obtivemos o produto retro-Claisen (S6) (61,4 mg).

8.5.1.5  Tentativa de carbetoxilagio da 1-fenil-4,4-diprenil-1,3,5-hexanotriona>”

Num baldo de 3 bocas sob atmosfera de N, sob a suspensdo de NaH (60% oleo
mineral, 0,12 mmol, 4,8 mg) em THF (3,0 mL) foi adicionada, gota-gota, via funil de
adi¢do a solugdo da 1-fenil-4,4-diprenil-1,3,5-hexanotriona (0,12 mmol, 41,6 mg) em

THF (2,0 mL) a 0°C. A suspensdo resultante foi agitada por 30 min e entiio adicionou-se
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nBuli 2,63M (0,12 mmol, 46,0 uL). A solucio amarelada continuou sob agitacio a 0°C
por mais 30 min e apés este periodo, adicionou-se lentamente uma solugio de carbonato
de dietila (0,12 mmol, 14,2 mg, d=0,975, 14,6 ul) em THF. Apds adicio, permitiu-se
que a temperatura se elevasse alé temperatura ambiente ¢ ao final da reagfo, adicionou-se
NH,4CI sat., acidificou-se com HCI IN e extraiu-se com CH,Cl,. A fase orgénica foi
lavada com soluglo saturada NaHCO;, seguido por solugdo saturada NaCl e seca sobre
Na,SCy anidro. Apos cromatografia em coluna, apenas o produto de retro-Claisen (S6)

foi obtido.

8.5.2 Rota via floroglucinol

8.5.2.1 Reacio de acilaciio do floroglucinol {Acilagfio de Friedel-Crafts)

Método 1 (AlCk e nitrobenzen0)243: A solucdo de floroglucinol desidratado (3,2 mmol,
405,1 mg), cloreto de aluminio (9,6 mmol, 1,28 g) em nitrobenzeno (2,0 mL) foi
adicionado, gota a gota, cloreto de benzoila (3,2 mmol, d= 1,211, 371,0 uL ) em banho-
maria. Apés verificar-se que HCl parou de ser liberado, o contetido do frasco reacional
foi despejado sobre uma solucdo HCIH,O gelada e a mistura foi imediatamente
destilada. O residuo {um precipitado amarelo) foi solubilizado e a fase orgénica foi
exiraida com varias porcdes de CH,Cl,, o solvente foi seco sobre Na,SQ, anidro e
concentrado sob pressfo reduzida. O material obtido foi submetido & cromatografia

“flash” em coluna de silica gel eluida com CH,Cl, : hexano 10% produzindo a

florobenzofenona desejada (215,9 mg, 29,3%).

Método 2 (AICl; e THF): A solugdio de floroglucinol desidratado (15,9 mmol, 2.0 g),
AlCl; (45,1 mmol, 6,4 g) em THF (20,0 mL) foi adicionado, gota a gota, cloreto de
benzoila (15,7 mmol, 2,2 g, d=1,211, 1,8 mL) a temperatura ambiente. Apos o término da

reacdo, o solvente foi evaporado, o residuo lavado com HCI diluido em H,O gelada e

42 2) Sandifer, R.M.; Battacharya, A.K_; Harris, T M. J Org. Chem., 1971, 46, 2260. b) Alderdice, M.;
Sum, F.W.; Weiler, L. Org. Synth., 1984, 62, 14.
3 Rosenmund, K.W.; Rosenmund, M. Chem. Ber., 1928, 2608.
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extraido com acetato de etila. A fase orgénica foi seca sobre Na;S0O, anidro ¢ o solvente

concentrado sob vacuo. Purificagio por cromatografia em coluna de silica gel obteve-se a

florobenzofenona (1.87g, 51,1%).
Dados para o produto (S8):

CisHi1004, PM 230,216

Aspecto fisico: solido amarelo palido.

p.f.: 120-122 °C (1it.***: 165 °C)

EM m/z (%): 230(48), 229(100), 153(62), 105(19), 77(51), 69(31), 51(30), 41(16).

IV (pastilha KBr), Vi (cm™): 3392, 3194, 1644, 1600, 1517, 1462, 1389, 1332, 1236,
1178, 1070, 936, 921, 838, 757, 700, 656, 582, 520.

RMN de 'H (499,88 MHz, acetona-ds) &: 5,97 (s, 2H, H-3 e H-3), 7,39 (1, 2H, J=7.5, H-
3" e H-57). 7,47 (tl. 1H, J=7.5, H-4"), 7,60 (dl, 2H, J=7,5, H-2’e H-6"), 9,35 (s, 1H, OH-
4), 10.56 (s, 2H, OH-2 ¢ OH-6).

RMN de *C (125,69 MHz, acetona-d¢) &: 95.3 (2 CH, C-3 & C-5), 104,6 (Cy, C-1), 127.8
(2 CH, C-27 e C-67), 128,4 (2 CH, C-3"e C-57), 131,1 (CH, C-4"), 142,1 (C,, C-17), 163 4
(2 Cp, C-2 e C-6), 163,0 (Cy, C-4), 199,3 (C,, C-7).

8.5.2.2 Reacio de metilacao do floroglucinol’®

Num baldo de 3 bocas (50,0 mL) equipado com agitador magnético, funil de
adicdo e condensador de refluxo. contendo floroglucinol desidratado (11,0 mmol, 1,37 g)

adicionou-se uma soluciio de NaOH (940,0 mg em 10,0 mL de H,0) sob agitacio num

** Rosenmund, K.W.; Rosenmund, M. Chem. Ber.. 1928, 2608,

¥ a) Vogel, Al Textbook of Practical Organic Chemistry. 4" Ed., Longman Inc., New York, 1978, 123.
b} Vyas, G.N.: Shah, N.M. Org. Synth., 1951, 31, 90.
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banho de gelo. Em seguida adicionou-se, gota a gota, sulfato de dimetila (22,0 mmol,
d=1,325, 2,1 mL) sob agitacdo vigorosa por ca.l hora e apds este periodo, a mistura foi
aquecida sob refluxo por mais 2 horas com agitacdo. Apos resfriar, adicionou-se H,O
(10,0 mL) e transferiu-se o contetido para um funil de separaco. Separou-se a fase
organica ¢ a fase aquosa foi extraida com CH,Cl; (3 x 10,0 mL). A fase orgénica
combinada foi lavada com H,0, H,S0, diluido e por fim H,0O até pH neutro. Secou-se
sobre Na,SO4 anidro e o solvente foi destilado. Do material bruto (363.0 mg), apos
cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano : acetato de etila 20% obteve-se

3,5-dimetoxifenol (267.3 mg, 16,0 %).

Dados para ¢ 3,5-dimetoxifenol:
Aspecto fisico: solido avermethado

EM m/z (%): 154(100), 125(72), 111(15), 95(18), 94(25), 93(11), 69(33), 55(12).

8.5.2.3 Reacéo de prenilacido do 3,5-dimetoxifenol (Método de Miura ef al.)

Ti(O'Pr)s (0,25 mmol, 75,0 uL) foi adicionado sob agitacio 4 uma mistura de 3,5-
dimetoxifenol (0,4 mmol, 61,0 mg), trifenilfosfina (0,04 mmol, 10,0 mg), Pd(OAc), (0,01
mmol, 2,2 mg). peneira molecular 4A (200.0 mg) e 3-metil-2-buten-1-ol (prenol) (1,6
mmol, d=0,848, 165,0 ul) dissolvidos em benzeno (5,0 mL) & 60 °C sob atmosfera de
Ns. A reacdo foi acompanhada por CCD (eluida em hexano : acetona 1:1) e apds seu
término (19 horas), a mistura foi jogada sobre HCI diluido, posteriormente a fase
orgénica foi extraida com CH,Cl,, seca sobre sulfato de sédio anidro. O solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida e o bruto da reacdo (96,3 mg) foi purificado através de
cromatografia “flash™ em coluna de silica gel eluida com hexano : acetato de etila 10%
forneceu apenas parte do material de partida ¢ uma mistura de produtos de dificil

separacao.
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8.5.2.4 Reacfo de prenilacio do floroglucinol desidratado”™®

Adicionou-se a4 mistura de floroglucinol desidratado (1,2 mmol, 150,0 mg),
trifenilfosfina (0.04 mmol, 10,0 mg), acetato de paladio (0,01 mmol, 2.2 mg), peneira
molecular (200,0 mg) e 3-metil-2-buten-1-ol (prenol) (4.8 mmol, d=0,848, 483.0 uLyem
benzeno seco (5,0 mL), tetraisopropoxido de titdnio (0.25 mmol, 75,0 uL). Deixou-se a
mistura sob agitagio ¢ atmosfera de N, a 70°C. A reacdo foi acompanhada por CCD
(hexano : acetato de etila 1:1) e apés término da reacdo (20 horas), a mistura foi filtrada
sob uma fina camada de Celite® ¢ silica gel eluida com acetato de etila , em seguida seca
sobre Na, 50,4 anidro e o solvente evaporado sob pressdo reduzida. O residuo (403,8 mg)
foi submetido & cromatografia “flash” em coluna de silica gel eluida com hexano :
acetato de etila 20%, produzindo varias fracdes com misturas de produtos de mono, di- e
tri-prenilagdo. O produto 2,6-diprenil-1,3,5-triidroxibenzeno {(89) foi o composto
majoritario (53,5 mg, 16,7%).

Dados para o produto (S9):

C16H2045, PM 262,344

Aspecto fisico: solido branco.

EM m/z (%): 262 (M, 58), 247 (9). 207 (49), 206 (23), 205 (13), 192 (11), 191 (82), 177
(8), 163 (32), 151 (100), 139 (17). 109 (8), 69 (13), 55 (7), 41 (8).

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCL) 8: 1,74 (s, 6H, H-4’e H-4")*, 1,80 (s, 6H., H-5" ¢ H-
57), 3.33 (d, 4H, J=7.2, H-1'e H-1%), 5,23 (tm, 2H, /=72, H-2’ ¢ H-2"), 5.56 (s. 1H),

5,94 (s, 1H, H-5). (*) valores intercambiaveis.

46

Satoh, T.; Ikeda, M.; Miura, M.; Nomura, M. J. Org. Chem., 1997, 62, 4877.
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RMN de PC (125,69 MHz, CDCl3) 8: 17,8 (2 CHa, C-4’e C-47), 22,3 (2 CH,, C-1" ¢ C-
1), 25,8 (2 CHs, C-5%e C-5), 96,0 (CH, C-3), 106,2 (2 Co, C-1 ¢ C-3), 122,3 (2 CH, C-
27e C-27). 134,9 (2 Cp, C-3° C-37), 153.0 (2 Cp, C-4 & C-6), 154,0 (Cy, C-2).

8.5.2.5 Tentativa de obtenciio da grandona (S1) (Método de Miura ef al.)*"’

Adicionou-se a mistura de florobenzofenona (S8) (0,41 mmol, 954 mg),
trifenilfosfina (0,04 mmol, 10,0 mg), acetato de paladio (0,01 mmol, 2,2 mg), peneira
molecular (200,0 mg) e prenol (2,05 mmol, 176,3 mg) em benzeno seco (3,0 mL),
tetraisopropoxido de titdnio (0,10 mmol, 30,0 pL) sob agitacdo em atmosfera de N; a
50°C por 20 horas. A reagfo foi acompanhada por CCD (hexano : acetato de etila 1:1) e
ap6s término da reagdo, a mistura foi jogada sobre HCI diluido, extraida com CH,Cl,,
seca sob NapSOy anidro. O solvente foi evaporado e o residuo (66,4 mg) submetido &

coluna cromatografica em silica gel, obtendo-se apenas parte do material de partida (S8).

8.5.2.6 Reacio de prenilacio da florobenzofenona com KOH**

A solugdo da florobenzofenona (S8) (1,54 mmol, 355,0 mg) em KOH 10% aquoso
(3,1 mmol, 172,5 mg em 2,0 mL H,O) foi resfriada a 0°C e entdo adicionou-se, gota a
gota, brometo de prenila (3,1 mmol, d=1,293, 33,0 puL) sob agitagdo. A mistura foi
agitada a temperatura ambiente por mais 1 hora e entdo jogada sobre uma mistura de
agua-gelo picado, acidificada a pH 2, e a fase orgénica foi extraida com acetato de etila,
seca com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado. O residuo obtido (393,2 mg) foi
purificado por cromatografia “flash” em coluna de silica gel eluida com hexano : acetato
de etila 5%, obtendo-se 220,1 mg do material de partida (S8) e os produtos (S11) (58,6
mg, 10,4%) , (S12) (72.1 mg, 12,8%) e (S13) (8,5 mg, 1,9%).

7 Satoh, T.; Ikeda, M.; Miura, M.; Nomura, M. J. Org. Chem., 1997, 62, 4877.
8 Crombie, L.; Jones, R.C.F.; Palmer, C.J. J Chem. Soc., Perkin Trans. I, 1987, 317.
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Dados para o produto (S11):

Ca3H3604, PM 366,450

Aspecto fisico: sélido amarelo palido.

pf.: 149,2-154,4°C

EM m/z (%): 366 (M, 69), 311 (100), 310 (14), 309 (25), 295 (41), 255 (36), 177 (23),
105 (7), 77 (4).

IV (pastilha KBr), Ve (em™): 3426, 2975, 2919, 2850, 1655, 1594, 1450, 1265, 1213,
1171, 1118, 963, 743, 722, 693.

RMN de 'H (499,88 MHz, CDCl;) &: 1,11 (s, 12H, H-5", H-5", H-6” ¢ H-6""), 1,75 (1.
4H, J=6,8, H-3" ¢ H-3"7"), 2,58 (t, 4H, J=6,8, H-4” e H-4™"), 7,37 (tl, 2H, J=7.4. H-3 e
H-57),7.49 (tt, 1H, /=74 e 1,2, H-4"), 7,79 (dl, 2H, J=7 4, H-2’ e H-6").

RMN de C (125,69 MHz, CDCL;) 8: 16,6 (2CH,, C-4" ¢ C-4), 26,3 (4 CH;, C-57, C-
57, C-67 ¢ C-677), 32,0 (2 CH,, C-37 e C-3™), 74,1 (2 Cy, C-27 e C-2"), 99,2 (2 Cy, C-3
e C-5), 110,2 (Cgy, C-1), 129,1 (2 CH, C-2" e C-6"), 129,2 (2 CH, C-3" e C-5"), 1321
(CH, C-47), 139,3 (Cy, C-17), 1512 (2 Cy, C-2 e C-6), 152,4 (Cy,C-4), 195,6 (Co, C-7).
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Dados para o produto (S12):

d i
an

Aspecto fisico: s6lido amarelo.

p.f.: 139.8-145,5°C (1it.**: 176 °C)

CasH604, PM 366,450

EM m/z (%): 366 (M, 66), 311 (1003, 309 (28), 295 (43), 255 (64), 177 (42), 105 (22),
77 (16).

IV (pastilba KBr), v (cm™): 3437, 2975, 2930, 2856, 1617, 1595, 1445, 1423, 1336,
1324, 1298, 1279, 1255, 1156, 955, 909, 878, 697, 653.

RMN de 'H (300,1 MHz, CDCl;) 8: 0,86 (s, 6H, H-5"" ¢ H-6")", 1,36 (s, 6H, H-5" ¢ H-
67y, 1,54 (t, 2H, J=6,8, H-3"")", 1,81 (1, 2H, J=6.8, H-3")', 2,47 (t, 2H, /=68, H-4"")',
2,67 (t, 2H, J=6.8, H-4"), 7.45-732 (m, 5H, H-2" a H-6"), 12,79 (s, IH, OH-2). (*)
valores intercambidveis.

RMN de *C (75,45 MHz, CDCly) &: 16,1 (2 CH,, C-4)", 16.4 (2 CH,, C-47)", 25,8 (2
CH,, C-5 e C-6""), 26,9 (2 CH;, C-5" ¢ C-6™)", 31,9 (2 CH,, C-3™7), 32,0 (2 CH.. C-
37, 74,6 (Co. C-2)", 75,8 (Co, C-27)", 100,2 (Co, C-5)", 100,3 (Cy, C-3)", 104,4 (Cq, C-
1), 127.2 (2 CH. C-2" e C-6"), 127,3 (2 CH, C-3 ¢ C-5), 129,6 (CH, C-4), 143,4 (C,, C-
1), 153.9 (Cy, C-6), 158,9 (Cq, C-4), 161,6 (Cg C-2), 200,1 (Co, C-7). (*) valores

intercambiaveis.

29 pathak, V.P.; Khanna, RN. Bull. Chem. Soc. Jpn., 1982, 35, 2264.
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Dados para o produto (S13):

CisH 304, PM 298,333

Aspecto fisico: solido branco.

EM m/z (%): 298 (M, 100), 297 (43), 283 (19), 255 (14), 243 (100), 241 (31), 205 (14),
165 (73), 105 (14), 77 (13).

RMN de 'H (300,1 MHz, CDCly) 8: 1,37 (6H, s, H-5" ¢ H-6"), 1,82 (28, t, J=6.8, H-3"),
2,62 (2H, t, /=6.8, H-4"), 5,88 (1H, s, H-3), 7.66-7.49 (5H, m, 2°,3°.4°.5" ¢ 6°). 10.97
(1H, s, OH-2).

RMN de °C (75,45 MHz, CDCly) 8: 16,2 (CH,, C-47)", 26,7 (2 CHj, C-5" ¢ C-6™), 32,0
(CH,, C-37), 76,1 (Cy, C-14), 96,9 (CH, C-3), 101,8 (Co, C-5), 103.8 (C,, C-1), 127,7
(2CH, C-37 e C-57), 129.2 (2 CH, C-2" ¢ C-6"), 132,1 (CH, C-4"), 140,1 (Cy, C-17). 158.4
(Co, C-6), 1615 (Cp, C-4), 162,1 (Cy, C-2), 1973 (Cy, C-7). (*) Deslocamentos

confirmados através do experimento de HMQC (/'y.c).

8.5.2.7 Reacio de alquenila¢do da florobenzofenona em NH; liquida25 0

A florobenzofenona (S8) (0,49 mmol, 113,35 mg) dissolvida em éter seco (2,0 mL)
foi adicionada a amonia liquida (25,0 mL) durante 5 min, sendo a mistura resfriada em
MeOH-CO,(s). Apds 5 min de agitacdo vigorosa, brometo de alila (3.9 mmol, 470,0 mg,

d=1,43, 330,0 uL) diluido em éter seco (2,0 mL) foi adicionado durante 5 min. A mistura

% 2) Collins, M.; Laws, D.R.J.; McGuinness, J.D - Elvidge, J.A. J. Chem. Soc. (C), 1971, 3814. b)
Drewert, K.G.; Laws, D.R.J. [nust. Brew., 1970, 76, 188.
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permaneceu sob agitagfic por mais 5 horas e, a partir de entdo, a amonia foi permitida
evaporar. O residuo amarelo foi dissolvido em éter e a solugdo lavada com 2 porgdes de
HCI1 2N (10,0 mL), seguido por H,O e seco sobre Na,SO, anidro. Do material obtido
(92,0 mg) apos cromatografia “flash™ em coluna de silica eluida com CH,Cl; : hexano
10% obteve-se 0 produto (814) (10,0 mg, 7.6 %).

Dados para o produto:

CiH 1404, PM 270,280

Aspecto fisico: solido amarelo palido.

EM m/z (%): 270 (M", 100), 269 (91), 255 (13), 241 (13), 213 (11), 193 (25), 177 (19),
165 (34), 164 (23), 105 (50), 77 (83), 69 (46)., 55 (20), 53 (23), 43 (13), 41 (12).

RMN de "H (300,1 MHz, CDCl;) 8: 3,40 ( 2H, dt, /=5,8 ¢ 1,6, H-17), 5,12 (dq, 1H,
J=12,0 ¢ 1,8, H-37), 5,17 (dq, 1H, /=174 ¢ 1,8, H-3"), 6,04-5,89 (ddt, 1H, /=174, 12,0 ¢
9,6, H-2), 5,95 (s, 1H, CH-5), 7,65-7,48 (m, 5H, H-2" a H-6), 10,16 (s, 1H, OH-6).
RMN de PC (73, 45 MHz, CDCl;) 8: 26,7 (CHa, C-17), 96,1 (CH, C-5), 104.6 (Co, C-1),
105,1 (Co, C-3), 115,8 (CH,, C-37), 127,8 (2 CH, C-2° ¢ C-67), 129,1 (2 CH, C-3" e C-
57, 132.2 (CH, C-4), 135,09 (CH, C-27), 139,8 (Co, C-17), 159.7 (Co, C-6), 160.9 (Co,
C-2), 162,3 (Co, C-4), 197.8 (Co, C-7).



