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RESUMO
O presente trabalho foi realizado no 6leo essencial obtido por hidrodestilagdo das folhas
das plantas Juniperus virginiana (Cedro), Juniperus bermudiana (Cedro das bermudas)

e Thuja orientalis (Tuia).

Dada a complexidade das amostras investigadas, reporta-se neste estudo a composi¢ao
quimica e enantiomérica dos monoterpenos, como primeira etapa de um programa de

investigagdo sobre esta familia.

Este estudo enquadra-se no projecto de investigagdo em curso no Departamento de
Quimica da Faculdade de Ciéncias, o qual visa a pesquisa de produtos naturais, sua
valorizagdo e possibilidade de aplicagdo como fonte de fragincias , feromonas, etc e 0

conseguente enriquecimento do conhecimento sobre a flora Mogambicana.

Os o6leos essenciais obtidos das folhas secas, cujos rendimentos foram de 0.28%, 0.31%
e 0,49%, respectivamente do Juniperus virginiana, Juniperus bermudiana e Thuja
orientalis, foram analisados por Cromatografia Gasosa, usando uma coluna capilar
polar (DB-Wax).

A identificagdo dos compostos foi feita com base na comparaggo dos tempos de
retengio dos padrdes. Os resultados obtidos revelam a presenga dos compostos: a.-
pineno, f-pineno, canfeno, 3-careno, o~ felandreno, mirceno, limoneno, y-terpineno e p-
cimeno como principais constituintes.

A composigio dos hidrocarbonetos das duas espécies de Juniperus foi comparada, entre
si e com a composi¢do da Thuja orientalis, e verificou-se que existem semelhangas
entre elas. No entanto elas podem ser diferenciadas pelo seu conteido de a-pineno

(maioritario na Thuja orientalis) e limoneno ( maioritario nas espécies Juniperus).

O racio enantiomérico foi determinado através da Cromatografia Gasosa bidimensional
usando uma coluna quiral (B-ciclodextrina), tendo-se verificado que o (-) limoneno esta
presente com elevado grau de pureza dptica (99%) no juniperus viriginiana, e na Thuja

orientalis 0 componente de maior pureza Optica é o o-(+)-pineno (90%).
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L. INTRODUCAO

Este trabalho enquadra-se num amplo programa de estudo em curso no Departamento
de Quimica da Faculdade de Ciéncias relativo a pesquisa de produtos naturais, sua
valorizagio e possibilidade de aplicagdo para a industria farmacéutica, de insecticidas,
de fragdncias e feromonas.

Fez-se um levantamento preliminar em torno de 6 plantas, (Ocinum americanum,
Chenopodium ambrosioides, Cinnamomum zeylanicum, Junipérus virginiana,
Juniperus bermudiana e Thuja orientalis) nos herbérios do Instituto Nacional de
Investigagio Agronémica (INIA) e no herbario da Faculdade de Ciéncias,
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Eduardo Mondlane, com o fim
de determinar a sua existéncia e localizagdo para posterior colheita.

Do levantamento feito, selecionaram-se 3 plantas. Juniperus virginiana, Juniperus
bermudiana e Thuja orientalis, que ndo sendo originarias de Mogambique podem ser
utilizadas para o reflorestamento pois, tempos atras existiram plantagdes na zona da
Namaacha e Marracuene. A Thuja orientalis é abundante em quase todas as zonas do
Pais como planta ornamental.

O estudo recaiu sobre essas plantas devido as propriedades biologicas que lhes sdo
atribuidas nomeadamente anti-virais, anti-tumorais, antifungicas e anti-infecciosas.
Além disso, sdo largamente usadas na industria de perfumes. Sendo da mesma familia
( Cupressaceae), permitem uma analise comparativa sob o ponto de vista das
caracteristicas fisiologicas, actividade biologica, bem como da sua composigio em
termos de monoterpenos. O género Juniperus é parte das 20 espécies de plantas mais -
cotadas no mercado internacional de 6leos essenciais, pelo que sobre ele ha bastante
interesse em desenvolver um estudo tedrico - experimental.

O trabalho debruga-se sobre a analise dos monoterpenos € da composi¢do enantiomérica
do a-pineno, B-pineno e limoneno dos 6leos essenciais extraidos das folhas das plantas
acima mencionadas. A extracgdo foi feita usando um hidrodestilador de Clevenger.n

A identificagdo quimica dos componentes monoterpénicos bem como o estudo da sua

composig¢io enantiomérica e a avaliagdo da sua pureza dptica € importante, pois,

" possuindo os dleos destas plantas as actividades bioldgicas acima reportadas importa

saber quais os enantidGmeros responsaveis por tal actividade e em que propor¢io

existem
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Caracterizacio das plantas em estudo

Tabela I. Principais caracteristicas das plantas

Nome cientifico

Juniperus virginiana

Juniperus

bermudiana, h.

Thuja orientalis

Familia

Cupressaceae

Cupressaceae

Cupressaceae

Nome

vernaculo

Cedro

Cedro das bermudas

¢ dos barbados

Thuja

Tipoe

caracteristicas

Arvore conifera +/- 12m,
com frutos azulados

quando imaturos

Arvore conifera +/-
5-6m, com frutos cor
de vinho quando

maduros

Arbusto conifero de
mais ou menos 2m,
com frutos conicos ¢

lenhosos

Origem

Ameérica do Norte

Bermudas

Asia central

Cultura

Planta cultivada

Planta cultivada

Planta cultivada

Localizagdo

Maputo ¢ Namaacha

Mata da Namaacha

Em quase todas as
cidades do territorio

nacional

Local de
colheita

Namaacha/Jardim

Tunduru

Mata de Namaacha

Faculdade de

Engenharia

Condigdes
climaticas e de

solo

Solos arenosos

Solos arenosos

Solos medianamente

pobres

Propagacio

Semente

Semente

Semente

Populagdo

Escassa

Escassa

Vasta

Parte da planta

usada

Folhas

Fothas

Folhas

Principais

componentes

Limoneno, cedreno,

cedrol

Limoneno, cedreno,

cedrol, a - pineno

a-pineno, B- pineno,

A-careno

Uso

Anti-viral e anti-tumoral,
infecgdes cutineas, tosse,

nefrite, gonorreia,

" incenso, repelente de

INSECtos.

Anti-reumatico, usa-
se para fumigagdo e
¢ repelente de

insectos

Anti-fungico, anti-

viral e anti-tumoral
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I OBJECTIVOS DO TRABALHO

O trabalho tem como objectivos principais:

e Estudo da composigio quimica e enantiomérica dos hidrocarbonetos
monoterpénicos das plantas Juniperus virginiana, Juniperus bermudiana e
Thuja orientalis.

Determinagdo da pureza optica dos monoterpenos - pineno, fB-pineno e
limoneno.

Aprofundar conhecimentos na area da cromatografia gasosa e suas aplicagdes
de forma qualitativa e quantitativa.

Comparagdo das espécies na familia e no género

III. METODOLOGIA DE TRABALHRO

A execucio do trabalho compreendeu as seguintes fases:

e Pesquisa bibliografica
» Trabalho experimental

¢ Avaliagdo dos resultados

3.1. Pesquisa bibliografica

Na pesquisa bibliografica a informagdo recolhida refere-se aos métodos de extrac¢do
dos 6leos essenciais e a alguns métodos de determinagio de certas propriedades fisicas
nomeadamente densidade e indice de refracgdo. Inclui ainda a pesquisa dos
componentes maioritarios existentes nos oleos essenciais do Juniperus virginiana,
Juniperus bermudiana e Thuja orientalis e suas propriedades, para além da separagdo
de misturas de compostos volateis por cromatografia gasosa e analise da composi¢io
enantiomérica por cromatografia gasosa quiral, mediante o uso de colunas capilares

polares contendo ciclodextrinas derivadas.
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3.1.1. Extracg¢io dos oleos essenciais

Os oleos essenciais, assim chamados devido a sua natureza liquida & temperatura
ambiente, sdo na sua maioria derivados de plantas aromaticas; alguns provém de fontes
animais ou s3o produzidos por microorganismos.

Nas plantas, os dleos essenciais encontram-se no cloroplasto ou nas cavidades de
secregdo. Podem obter-se mediante destilagdo, hidrodestilagdo, destilagdo por arraste
com vapor, hidrodifusio ou expressdo (usada sobretudo para a obtengao de dleos
citricos ) e extracgdo. Quando se usam solventes n3o polares para a extragio de material
de plantas frescas, o produto final chama-se concrefo e pode ser reextraido com etanol
de modo a obter-se um absoluto. Ao usar-se material de plantas secas, o produto final
toma o nome de oleoresina. O enfleurage é uma técnica especial usada para extrair os
componentes aromaticos das flores frescas, com gorduras de alta pureza. A gordura
contendo o 6leo da-se o nome de pomada e o 6leo é dela extraido com etanol dando um
absoluto. Escolheu-se como método de extracgdo a hidrodestilagdo, por ser o método
mais recomendado a escala laboratorial pois, permite observar qualquer tipo de
alteragdo durante o processo de destilac;.ﬁo e a medigdo rigorosa do teor de dleo extraido
a partir de uma quantidade conhecida de amostra [8].

O equipamento recomendado € o hidrodestilador de Clevenger.

A hidrodestilagdo tem como vantagem, o baixo custo do equipamento envolvido no
processo. O desenho dos destiladores, condensadores e frascos de colheita € simples. E
vidvel em termos de energia podendo ser usado em zonas rurais.

O rendimento foi determinado tomando como base 100 gr de amostra de folhas secas.

3.1.2. Métodos de determinagio da densidade e do indice de refracgio

A densidade de um 6leo, é igual & massa de 1ml de dleo, a uma dada temperatura,
comparada com a massa de igual volume de agua & mesma temperatura. Usa-se um
picndmetro para esta determinagio.

O indice de refracgiio de um 6leo em relagio ao ar, € a razdo entre o seno do dngulo de
incidéncia e o seno do dngulo de refracgdo, quando um raio luminoso de comprimento

de onda definido, passa do ar para o 6leo a uma dada temperatura constante. O indice de
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refracgiio varia com o comprimento de onda da luz usada para a medida. Usa-se em

geral o refractometro de Abbe para a determinagdo do indice de refracgéo.

3.1.3. Monoterpenos -
Numerosos produtos naturais sio btogeneticamente constituidos a partir de percursores
isoprendicos e ndo isoprendicos. Tais compostos, em que as unidades isoprénicas estdo
ligadas cabega-cauda sdo classificados de monoterpenos. Os monoterpenos eram
considerados como sendo sub-produtos do metabolismo das plantas sem nenhum fim
especifico. Estudos feitos com o0 dcido mevaldnico mostraram que 0$ MOnNoOterpenos
desempenham um papel importante na sintese de compostos como pigmentos, agucares,
aminoacidos e co-enzimas da respira¢io, tendo ainda um papel importante na fisiologia
e ecologia das plantas 6].
Datam do século passado os conhecimentos escritos sobre estruturas de monoterpenos.
Entre as primeiras estruturas reportadas figuram as da cdnfora, mentol e «-pineno.
O a-pineno é o maior constituinte da terebentina , solvente ja usado na Pérsia no século
X1I e isolado da Pistacia Terbinthus L, a chamada arvore da terebentina. A definigdo da
estrutura do a-pineno e a sua correlagdo com as estruturas do limoneno e do canfeno
abriram as portas ao entendimento da estrutura quimica de uma grande variedade de
MONOterpenos.
Quanto & sua estrutura 0s monoterpenos podem dividir-se em trés grupos:
Monoterpenos aciclicos.
Monoterpenos monociclicos.
- Monoterpenos biciclicos.

Este tipo de classificagdo permite um conveniente estudo dos monoterpenos.

3.1.4. Principais compostos existentes

Os principais compostos existentes nestas espécies sio 0s monoterpenos, diterpenos e
sesquiterpenos [10].

O trabalho destina-se ao estﬁdo do monoterpeno aciclico - mirceno.

Monoterpenos monociclicos - o-felandreno, limoneno e y-terpineno.

Monoterpenos biciclicos - a-pineno, canfeno, -pineno, A3 -careno, e ainda ao estudo do

hidrocarboneto aromatico p-cimeno.
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3.1.4.1 a-pineno
2.6,6-trimetilbiciclo [3.1.1]hepteno-2

CigHye
-PF.-57°C
_PE. 155-160°C (760mm Hg)

20
da 0.858 - 0.860

n%%1.4650
D

O a-pineno é o membro mais importante da classe dos pinenos. Ocorre nas formas (+) e
(-) em todos os dleos de terebentina, da qual tem o cheiro caracteristico.

Sob influéncia de acidos, o a-pineno sofre rearranjos moleculares.

E insoluvel em agua, soluvel em alcool, cloroférmio, e éter.

Usa-se na manufactura da canfora e de insecticidas.

3.1.4.2 Canfeno
3,3-dimetil-2-metilnorcanfano
CioHis
-PF.-51°C
-PE. 158.5 -159.5 °C (760mm Hpg)

20
470 8422

n°*1.4551
D

Ocorre na natureza nas formas (+), (-) e () nos 6leos de terebentina, ginja e valeriana.
Tem cheiro insipido, volatiliza quando exposto ao ar. Sua estrutura foi determinada por
Wagner em 1899, que sugeriu ser este um rearranjo das moléculas dos bornedis ou dos
cloretos de bornil quando s@o convertidos em canfeno.

E insolivel em agua, moderadamente solivel em alcool, solivel em cloroformio,

dioxano e ciclo-hexano.

i
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3.1.4.3 B—pineno

6,6-dimetil-2-metilenobiciclo[3.1.1]-hepteno-2

CioHis
-PE. 164-169 °C (760mm Hg)
d 0.8740-0.8770 (15°C )

1%°1.4775-1.4790

D
E dpticamente activo encontrando-se na forma (+) no 6leo de limdo e laranja, na sua
forma (-) no 6leo de menta e na forma () no 6leo de terebentina.
QOutro isomero do B- pineno é o a- pineno. Os dois isomeros distinguem‘-se pelo facto
de o espectro do a-pineno mostrar a presenga de trés grupos metilicos ¢ o do 8-pineno
s0 de dois [1,7].
Tem cheiro insipido, volatiliza quando exposto ao ar.
E insoluvel em agua, moderadamente soliivel em lcool, soluvel em cloroformio,

dioxano e ciclo-hexano.

Usa-se na manufactura de resinas ¢ como intermedidrio na indastria de perfumes.

3.1.4.4 A>-Careno
3,7, 7-trimetilbiciclof4.1.0]-hepteno-3
CioHig

-PE. 168-169 °C (705mm Hg)
d 0.8668(15°C )

=

n%%1 4740
D

I

. . . 3
S6 se conhecem dois derivados do careno que ocorrem na natureza. O A”-careno que
ocorre no dleo das agulhas do pinho e o A’-careno que ocorre em diversos éleos ™

essenciais. Por reacgdo com o acido cloridrico da o dicloreto de silvestreno [1].

i
¢
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0 A3 -careno é um hidrocarboneto biciclico que se oxida com facilidade quando exposto
ao ar. Tem um cheiro adocicado e mais agradavel que o da terebentina, onde é

geralmente encontrado.

E praticamente insoliivel na dgua e soliivel em dleos e solventes organicos.

3.1.4.5 o — felandreno

5-1sopropil-2-metil-1,3-ciclohexadieno

CioHs
_PE. 175-176 °C (760mm Hg)

d 2% 0.8463

n%%1.4777
D

Este composto tem um isémero, o B-felandreno, sendo ambos épticamente activos.
Todos os seus enantidémeros ocorrem na natureza. O a-felandreno ocorre na forma (+)
no dleo de ginja, anis e em certos cactos, na forma (-) no éleo de eucalipto. E insolivel

em agua e é soluvel no éter.

3.1.4.6 Mirceno

7-metil-3-metileno-1,6-octadieno

CioHis
-PE. 167°C (760mm Hg)

d}* 08013

n'®1.4700
b

E um hidrocarboneto monoterpénico aciclico que ocorre em geral no dleo da verbena e
do loureiro. E insoliivel em 4gua, ¢ soliivel em alcool, cloroformio e acido acético

glacial
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3.1.4.7 Limoneno

p-menta-1,8-dieno

CioHie
-PE. 175-176 °C (762mm Hg)

20
4™ 8402

20
n*"1.4744
D

E opticamente activo. Qcorre em varios 6leos particularmente no 6leo de limao laranja
horteld, alcaravia e no 6leo da casca da tangerina. Encontra-se na sua forma (+) no oleo

de lim3o e laranja, na forma (-) no 6leo de menta e na forma (%) no 6leo de terebentina.

E um monoterpeno monociclico. A modificagdo racémica é conhecida por dipenteno.
Usa-se como solvente, na manufactura de resinas, como agente de secagem e de

dispersao.

3.1.4.8 y—terpineno

1-isopropil-4-metil-1,4-ciclohexadieno

CioHis
_PE. 182 °C (760mm Hg)

20
dg 0.849

20
n~"1.4740
D

E um monoterpeno ciclico, que ocorre na natureza. Tem dois isdémeros,o o e 0

B-terpineno, sendo este ultimo sintético e preparando-se a partir do sabineno.

O y-terpineno encontra-se em geral no dleo do Cardamomun € em algumas

Cupressaceaes.

[y

e
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3.1.4.9. p-cimeno
p-isopropiltolueno

CioHie

PF. -72°C .
-PE. 176-178 °C (760mm Hg)

d 0.860 (15°C)
20
N~ 1.4900
D
E um hidrocarboneto aromatico. Ocorre maioritariamente nas folhas do Ocinum
basilicum. E um liquido incolor, insolivel em 4gua e solivel em alcool e éter.

Usa-se como solvente e na manufactura de resinas sintéticas

3.2. Cromatografia
A cromatografia ¢ um método que data dos primordios do século e desde la tem-se
desenvolvido, sendo nos nossos dias, um dos métodos mais poderosos ¢ diversificados

das técnicas de separagdo quimica.

A cromatografia assenta basicamente na distribuigio de um composto entre duas fases,
uma das quais (a fase movel) desloca-se em relagdo 4 outra ( fase estacionaria). As
varias formas de cromatografia dependem da natureza respectiva das duas fases [2, 3,

22].

3.2.1 Cromatografia gasosa

R
'l
.

A cromatografia gasosa é a técnica mais importante na separago dos constituintes dos

oleos essenciais.

2ryr

Devido aos avangos tecnoldgicos, dispde-se de numerosos tipos de colunas e detectores

e com as modernas colunas capilares de silica fundida ¢ possivel a separagdo,

-

identificagio e quantificagio de numerosos constituintes dos dleos essenciais sem
distorgéo dos picos, mesmo nos casos de tempos de eluigio muito longos. A

cromatografia gasosa baseia-se na separagio de componentes volateis de um sistema

s

et i
-!k

liquido ou gasoso absorvido em forma de pelicula delgada num suporte (fase

o it

estacionaria).

a2
-

=
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A fase movel é o gas azoto ou hélio que arrasta os compostos volateis ao longo da
coluna. A coluna encontra-se num forno que pode funcionar isotermicamente ou com

um programa de temperatura.

Os componentes da mistura separam-se devido  diferenca dos coeficientes de parti¢do
dos mesmos entre a fase mbvel e a fase estacionaria. Os compostos com menor
afinidade para com a fase estacionaria sio eluidos primeiro. Nas andlises de.rotina .
injecta-se por meio de microseringas 1 pl de 6leo a 10% em n-Hexano ou éter dietilico.
O racio do “split” selecciona-se mediante experiéncia mas em geral é de 1:60 - 1:40.
Devido ao seu alto poder de separagdo em analises rapidas usam-se actualmente colunas
capilares de vidro ou de silica fundida. S3o colunas longas (20 - 60 m) e de didmetro
interno muito pequenb. As fases apolares geralmente usadas para os éleos essenciais s30
as de silicona SE-30, 52, 54, OV-1, 73, 101, DB-1 e DB-5 (apolares) ¢ as polares 530 as
de polipropileno glicol (PPG), as fases de Carbowax e de seus ésteres nitrotereftalicos
(fases FFAP)

Na cromatografia gasosa usam-se diferentes tipos de colunas (2] sendo contudo as
capilares as que tém capacidade de albergar um elevado numero de bandas
cromatograficas. A elevada permeabilidade das colunas capilares permite o uso de
colunas longas sem perdas excessivas de carga e a obteng3o de consideravel eficacia. As
colunas capilares relativamente curtas permitem analises mais rapidas. Obtém-se

melhores resultados se a coluna capilar for longa e estreita, sem que tal comprimento

seja excessivo de modo a nio aumentar desnecessariamente os tempos de reten¢éo.

A retengdo de um composto na coluna pode ser expr;sssa pelo. seu tempo de retengdo tR,
volume de retengo Vg, € dado por:

Ve=trx F
em que F ¢ capacidade de fluxo ou factor capacidade (K’) que estd directamente
relacionada com a sua constante de equilibrio (K) na fase movel e estacionaria do

sistema.

O factor capacidade define-se como:
K’= As/An

em que AS e Am sio as quantidades do composto em cada uma das fases. Se VS e Vm
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530 os volumes das respectivas fases e Vm em geral ¢ V= volume morto,

consequentemente:

K’= (Vg -V,)/V,

o0 que nos permite calcular o factor capacidade directamente do cromatograma.

Os componentes eluidos vo para o detector. Os detectores mais usados sdo: Detector
de condutividade térmica (TCD), Detector de Ionizag@o de chama (FID), Detector de
Captura electrénica (ECD) e mais recentemente o Detector de emissdo atomica (AED),

o espectrometro de infravermelho (IR), a espectrometria de massa (MS}) e outros.

Os compostos detectados sdo processados por meio de um integrador e sdo registados

em forma de picos na escala de tempo. Esse € o cromatograma. O integrador indica os

tempos de retengdo (RT) e faz a integragio das percentagens relativas de cada pico.

Sendo os 6leos essenciais misturas complexas de compostos volateis cuja separagdo
depende da habilidade do analista para a optimizagdo das condigbes de andlise tais
como o tipo de coluna, fase estacionaria, parimetros do programa de temperatura e
outros, uma vez estabelecidos esses pardmetros pode-se obter um cromatograma bem
resolvido. Cada pico no cromatograma representa pelo menos um constituinte e cada
um deles pode ser identificado medindo a sua posigdo relativa a um pico padrdo de uma
substancia conhecida (RT relativo) ou o seu tempo de retengéo pode ser comparado ao
de compostos conhecidos cuja elui¢do tenha sido feita em condigdes idénticas. A

certeza do pico pode ser obtida por co-injecgdo do suposto componente com dleo

essencial. Esta técnica ¢ designada “enriquecimento do pico”. Um aumento do tamanho

do pico é uma prova de existéncia do componente.

Pode-se fazer a analise quantitativa por cromatografia gasosa. Nos sistemas modernos a
quantificagio das analises é feita por integragdo em sistemas computarizados mediante a
padronizagdo. Resultados quantitativos fidveis podem ser obtidos apenas pelo método

do padrio interno ou por calibragdo com padrdes de referéncia.

3.2.2 Anilise por cromatografia gasosa quiral

A separagdo dos enantiomeros pode ser feita de duas formas:

(i) Meétodo indirecto - por conversdo dos enantiomeros em derivados diastereémeros

através de uma reac¢io com um agente de resolugdo enantiomericamente puro e,

-1

d Em
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subsequente separagdo dos diasteredémeros por cromatografia gasosa numa fase
estacionaria ndo quiral convencional.

Método directo - Separagio dos enantiémeros por cromatogafia gasosa em fases
estacionarias quirais que contenham um agente de resolugdo de alta pureza (mas

ndo necessariamente completa) [9,11].

Enquanto o método (/) envolve a formagdo de diastereomeros antes da separagdo, no
método (i) ha uma associagdo diastereomérica rapida e reversivel entre a fase
estaciondria quiral (CSP) (também designada de selector quiral) e o analito racémico ou
nio racémico. Os diasteredémeros tém diferentes propriedades fisicas podendo por isso
ocorrer perdas ou decomposi¢des durante as etapas do trabalho, no manuseamento e
isolamento das amostras no método (/). Além disso, a composigdo enantiomérica
original pode resultar falseada devido a diferengas na resposta do detector aos
diasteredmeros, sendo por isso preferido o método (7). E um método til quando no se

requer derivatizagio da amostra [4, 11, 19, 21].

Enantiémeros Reagentes opticamentc puros  Produtos

R)-A-X (R)-B-Y > (R)-A+(R)-B
(S}-A-X -XY (S)-A(R)-B

Esquema 1 - Principio de derivatizagdo quiral dos enantiémeros de modo a dar diasteredmeros separdveis

por cromatografia em fases estaciondrias ndo quirais [4].

O sucesso duma separagdo quiral pode ser verificado por controle experimental. Um
critério inequivoco da separagdo enantiomérica é a ocorréncia do pico coalescente
(primeiro tipo ) quando a fase estaciondria correspondente € usada e, da inversdo do
pico (primeiro tipo) quando se usa uma fase estacionaria quiral de configuragao oposta,

para o analito enriquecido enantiomericamente [16,17].

A enantioselectividade -AR S (AG), observada na cromatografia gasosa, advém da

associagio diastereomérica entre os enantiémeros do selectante e o seleccionador quiral.
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3.2.2.1 Classificacio das fases estacionarias quirais

Na separagio enantiomérica por cromatografia gasosa usam-se principalmente trés tipos
de fases estaciondrias quirais [19]: (1) em derivados aminoacidos quirais via ligagdo
hidrogénio [4,11,19], (2) em complexos de coordenagdo metalica via complexagio

[20,22] e (3) em ciclodextrinas derivadas via inclusio [7,8,23].

Inicialmente, todos os seleccionadores quirais eram usados como liquidos ndo volateis
_ou como solugdes em polisiloxano ou esqualeno. Subsequentemente alguns selectores
foram ligados quimicamente ao polisiloxano (fases estacionarias quirais tipo Chirasil) e
a primeira foi a fase estacionaria tipo Chirasil-Val {24] e fases relacionadas [25,26].
Esta aproximagdo foi recentemente estendida a complexagdo cromatografica pela -
sintese do Chirasil -Me [27] e para a inclusdo por cromatografia gasosa, pela sintese do

Chirasil-Dex (tabela II) [28,31].

Os polimeros quirais ligados quimicamente, combinam a selectividade das fases
estacionarias quirais com a eficiéncia dos polisiloxanos, dando assim uma coluna
capilar de alta resolugio com uma maior gama de temperatura de operagdo. Além disso,
as fases estaciondrias tipo Chirasil podem serem imobilizadas no interior da coluna

capilar de silica fundida por moderagdo [11,24] ou por cruzamento de ligagZo extensiva

(31].

3.2.2.2 Enantioselectividade usando ciclodextrinas derivadas

A primeira separagdo enantiomérica usando uma fase estacionaria quiral tipo inclusdo
foi reportada em 1983 para o o e B- pineno e ainda para o cis - e trans — pinano em
colunas tubulares contendo a a-ciclodextrina em formamida [23]. Mais tarde
reconheceu-se que as ciclodextrinas alquiladas (CDS) podiam ser usadas em colunas

capilares de alta resolu¢do nas andlises enantioméricas.

A fim de combinar a enantioselectividade das CSPs com as excelentes propriedades de
revestimento e eficiéncia dos polisiloxanos, as CDS foram dissolvidas em siliconas
moderadamente polares. Assim, as CDS podem ser empregues para a separagdo
enantiomérica por cromatografia gasosa independentemente dos poritos de fusio e fases

de transigdo [28,29].

H

—
~ -

—
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Tabela II: Algumas fases estaciondrias quirais usadas para a cromatografia

gasosa quiral

Tipo Estrutura/Nome Abreviatura
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As colunas capilares de silica fundida cobertas com Chirasil-Dex (disponiveis a partir

d0 Chrompack international) tém as seguintes vantagens [30]:

Uso de uma matriz nfo polar de polisiloxano (na qual os derivados podem ser
diluidos fisicamente) resultando uma baixa temperatura de eluigio para os
analitos polares.

S3o altamente inertes permitindo a anélise de compostos polares sem prévia
derivatizacgdo.

Sdo de alta concentra¢do de CD o que resulta num aumento do factor de
separagio (L.

Tém uma alta estabilidade a longo prazo e sio compativeis com todas as

técnicas de injec¢do.

Os factores de separagdo o para os enantidmeros em fases estacionarias quirais de CDS
sdo geralmente baixos. Esse facto, € porém compensado pela alta eficiéncia das colunas
capilares de alta resolucdo. Estes baixos factores de separagdo sio mesmo uteis em
termos de tempo de anilise e em relagio a sobreposi¢do das matrizes complexas.

[30,31]

3.2.2.3 Enantiomerizacio

A integridade configuracional dos enantidmeros durante o processo de separagdo por
cromatografia gasosa ¢ essencial para uma anélise enantiomérica correcta. Quando os
enantidmeros s3o susceptiveis a inversdo de configuragido obtém-se picos de perfil
caracteristicos, tal facto é reconhecido pelo aparecimento dum planalto, entre os picos
terminais dos enantiomeros. Pela analise da forma dos picos, os pardmetros de
enantiomeriza¢do (AG+) podem ser determinados por cromatografia gasosa dindmica

baseada no processo ilustrado na Figural.
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R
1 fase movel
R

kcr

f Sfase estaciondria

Kg S—R

5
K R-3

|-

5

Figura 1- Processo ciclico envolvendo enantiomerizagio

A interconversdo dos enantidmeros tem diferente energia na fase estacionaria devido as

constantes de parti¢io enantioselectivas (gas-liquido) Kcp > K¢ (Figural) responsaveis

pela separagdo enantiomérica. Dai as razGes da interconversdo KS SR > KS R—S serem

diferentes de acordo com a equagio:

s

K cr _ Ksor
= s

Kes Keos

Enquanto o primeiro enantiémero eluido é transformado em alto grau no segundo

enantiémero eluido R, (K’ R > KSR — §), 0 segundo enantiomero eluido R tem um
tempo longo de residéncia na coluna K¢r > Kc¢s, Assim, o enriquecimento € 0
esgotamento do R (e vice-versa o mesmo acontecendo com S) cancela-se mutuamente e

ocorre uma desracemizagio total.

3.2.2.4 Definicdes e nomenclatura

As moléculas quirais podem ser de diferente natureza e forma. Sob o ponto de vista dos
elementos de simetria, podem ser classificadas em trés categorias: Central, axial e .
planar, significando isso que o espago tridimensional pode estar assimetricamente

ocupado por um centro quiral (1) axial (2) ou planar (3) como se pode ver na Figura2

(4]
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Figura 2- Centros quirais

De modo a determinar a correcta configuragio espacial de atomos ou grupos numa

molécula opticamente activa, em 1956 Cahn, Ingold e Prelog apresentaram um novo

sistema, a nomenclatura (R, S) que ¢é aplicavel a qualquer molécula quiral e permite

determinar a configuragdo a partir da designagio R (rectus=direito) ou S

" (sinistéer=esquerdo) [4,9].

O principio deste sistema assenta em 3 etapas: (1) Ordenar os ligandos associados a um
dado elemento de quiralidade numa sequéncia. (2) Usar essa sequéncia para estabelecer
uma regra de quiralidade. (3) Usar o sentido quiral dessa regra para classificar o

elemento de quiralidade.

(1) Os ligandos em redor do centro quiral estdo ordenados de acordo com as seguintes
regras basicas:

a) Tem prioridade o maior n°® atdmico.

b) Tem prionidade a maior massa atomica

) A posigdo cis tem prioridade em relagio a frans

d) Os pares (R, R) ou (S, S) tém prioridade em relagdo aos (R, S) ou (S, R).

e) Os pares de electrdes livres sdo considerados atomos com n° atdémico zero.

2) Usando essas regras, os ligandos ordenados na sequéncia A>B>C>D séo vistos de
tal modo que D, o substituinte de menor prioridade estd do lado oposto ao do

observador. (Figura 3)
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Figura 3- Ordenamento dos ligandos (S) em torno de um centro quiral.

3) Os restantes ligandos sdo contados comegando pelo de maior prioridade (A, B, C).
Se essa operagdo for feita no sentido dos ponteiros do relogio, a designagio € R (de

rectus) e de outro modo € S ( ou seja sinister ).

A escolha da regra na simetria axial, implica que os atomos mais proéximos do eixo
sejam considerados em sequéncia prioritaria, como por exemplo o carbono orfo num

composto biarilico.

Nas moléculas com simetria planar (Figura 4), deve determinar-se antes de mais o plano
de quiralidade. O passo seguinte € a determinagio do atomo piloto P que deve estar
directamente ligado a um atomo do plano estando de preferéncia do lado mais proximo.
P ¢é escolhido de acordo com a regra de sequéncia e deve ser passado para o plano do
atomo a que esta directamente ligado. Esse atomo € o de maior prioridade na sequéncia

planar . O 2° atomo dessa sequéncia é o atomo (b) directamente ligado a (a) {4].

Figura 4- Ordenamento dos ligandos num plano quiral

3.2.2.5 Determinagio da pureza éptica ou enantiomérica

Um dos aspectos mais importantes ligados & actividade dptica dos compostos € a
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determinagio da sua pureza.

A pureza enantiomérica € determinada com respeito a presenga de um s6 enantidmero.
Os métodos aplicados para a determinagio podem ser divididos em duas categorias

conforme requeiram ou ndo a separagdo dos enantidmeros.

Os métodos que ndo requerem a separagio dos enantiémeros sdo a polarimetria, a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a diluigdo isotoptica, a calorimetria e as

técnicas enzimaticas.

O mais aplicado é a polarimetria. Com excepgdo da RMN, todos os outros métodos
medem um efeito directo de modo que se necessitam de dados de um enantiémero puro

para a comparagio.

3.2.2.6 Principio do métodoe para interaccio enantioselectiva

Na cromatografia gasosa quiral é importante o tipo de interacgdo molecular com a fase
estactonaria que provoca a retengdo dos compostos. Ha casos em que a retengdo ndo é
causada por interacgdo das ligagdes com a fase estacionaria mas por diferengas na

distdncia que os componentes a serem separados devem percorrer ao longo da coluna

{8].

A teoria da cromatografia gasosa quiral (separag¢do na qual uma fase estacionaria
selectiva retém mais um enantidmero em relagdo ao outro) € ainda de certo modo
rudimentar. Os modelos de reconhecimento 6ptico usados para a resolugdo, baseiam-se
na “teoria dos trés pontos de interacgdo” proposta por Dalgliesh em 1952. De acordo

com esse postulado, trés interacgdes operando simultaneamente entre o enantiomero € a

fase estacionaria quiral sdo necessarias para a descriminagdo quiral [4]. A situagdo

enantioselectiva é visualizada na Fig (5).
E dbvio que esta ¢ a condigdo suficiente para a enantioselecgio.

A “ regra dos 3 pontos de interacgdo” é sem divida frequentemente usada para a

racionalizag3o dos resultados. Para a determinagdo da configuragio do objecto quiral

[y

- sl

comparando-o com um padrio, devem existir no minimo trés interacgdes simultaneas

TS

especificas significativas.

8 *"ﬁ- v

" -




TRABALHO DI LICENCIATURA 1998

solute
enantiomaess

Figura 5 - Modelo da teoria dos “3 pontos de interagdo”

Todavia, este nimero minimo de pontos de contacto ndo significa necessariamente

pontos de ligagdo, no caso de interacgdes moleculares.

Em principio, € possivel a existéncia de uma situagdo em que somente as
estereointeragdes causem a descriminagdo estéreo molecular, Entretanto na absorgao
cromatografica deverdo existir sempre algumas interacgdes de ligagdo com o solvente

através de qualquer ligagdo ndo covalente,

Consequentemente, as ligagdes de hidrogénio bem como as atracgdes 10nicas dipolo-
dipolo aumentam em solventes ndo polares enquanto que as interacgdes hidrofobicas

diminuem em meio aquoso.

A resolugdo Optica por cromatografia é possivel através de uma associagdo
diastereomeérica reversivel entre o meio quiral introduzido na coluna e o soluto

enantiomérico.

Esta associagdo que pode ser quantitativamente expressa como Kegq, sera fungao da
amplitude da ligagdo, bem como das interacgdes repulsivas envolvidas. Estas tltimas
ndo sdo usualmente estéreas, ndo obstante a possibilidade da ocorréncia de repulsdes
dipolo-dipolo enquanto diferentes tipos de interac¢des de ligagdes tomam lugar. Isso
inclui ligaqc‘)es de hidrogénio, electrostaticas, atrac¢des dipolo-dipolo, bem como

interacgdes de transferéncia de carga e interacgdes hidrofobicas (em sistemas aquosos).

O facto de solugdes enantioméricas possuindo somente uma ligagao de hidrogénio

substituinte, poderem ser separadas em tais condigGes, induz a conclusio de que é

apenas necessario uma forga atractiva para a descriminagdo quiral neste tipo de

cromatografia .
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3.2.2.7 Fontes de erro

Apesar do grande sucesso da cromatografia gasosa para a determinagio da pureza

enantiomérica, devem ser consideradas as potenciais fontes de erro:

1) Decomposi¢do da amostra na coluna, ex: o segundo enantiomero eluido que € retido
mais tempo na coluna sera preferencialmente diminuido causando um erro na
determinagio da pureza enantiomérica.

2) Decomposigido do enantidmero na fase estacionaria quiral, o que causara a perda
preferencial de um enantiémero .

3) Co-eluigdo de impurezas, o que causara indesejaveis aumentos das areas dos picos.

4) O fraccionamento dos enantidmeros devido ao “efeito-EE” durante a manipulagio da
amostra (as propriedades fisicas escalares dos isdbmeros épticos variam com a
composi¢io enantiomérica).

5) “Enantiomeriza¢do” das moléculas, causando distor¢do do pico devido a inversdo de
configuragdo durante a separagdo enantiomeérica.

6) Distor¢des dos picos, causados por instrumentagdo inadequada.

7) Resposta ndo linear dos detectores.

Os erros devidos a 1 e 2 podem ser reconhecidos devido ao desvio na proporgio
esperada de 1:1 no caso de uma mistura racémica ex: verifica-se diminui¢do do segundo
pico.

Erros devidos a 1 ¢ 2 podem ser reconhecidos procedendo a determinagdo com uma fase
estacionaria de quiralidade oposta. Erros devidos a 3 podem ser também reconhecidos e
eliminados alterando os pardmetros cromatogréﬁcoé tais como temperatura ou o fluxo

dos gases.

Antes da determinagdo da pureza enantiomérica dever-se-a sempre estabelecer a razdo

de 1:1 para a mistura racémica. .

A resposta do detector para a mistura racémica dos enantidmeros € estritamente 1:1,

uma vez que os enantiémeros nao podem ser distinguidos em ambiente aquiral.

Assim sendo, a composi¢do racémica obtida por sintese em meio aquiral representa uma
mistura equimolar ideal (excepto estatisticas minimas) que sdo Uteis para o teste de

precis@o das facilidades de integragao.
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Contudo, para a analise enantiomérica ¢ indispensavel uma resposta linear do detector,
para uma correcta determinagdo ou seja 0,1% de impureza enantiomérica e € necessario
que haja linearidade de amplitude de pelo menos trés ordens de grandeza [4,10,15]. E
geralmente aceite que o detector de ionizagdo de chama (FID) ndo satisfaga esse

requisito, mas é recomendado que a resposta linear do detector seja verificada através de

diluigdo.

3.2.2.8 Precisio

A precisdo na determinagdo da pureza enantiomérica por cromatografia gasosa € alta.

Esta afirmagdo € verdadeira ndo sd para casos de baixa pureza enantiomérica
(~ 0% ee) por exemplo na diferenciagio de um racemato verdadeiro, de misturas
ligeiramente ricas em enantidémeros, mas também em casos de alta pureza enantiomérica

(~100% ee), com detecgdes de 1 a 0,1% (e menos) de impurezas enantioméricas.

E sempre vantajoso que o enantiomero presente como impureza seja eluido no primeiro
pico da coluna da cromatografia gasosa. Isso consegue-se com uma relagdo apropriada
da quiralidade da fase estacionaria ndo racémica, o que infelizmente néo se consegue

com as fases de ciclodextrina.

3.2.2.9 Importincia dos compostos enantioméricamente puros

A determinacdo da pureza enantidmerica € de importancia crucial ndo s para o sucesso
das sinteses enantioselectivas mas também largamente desejada para a caracteriza¢ao
dos produtos naturais quirais tais como compostos saborizantes, fragrincias e

feromonas de insectos.

E absolutamente necessaria no monitoramento da especificidade enantiomérica das
enzimas, na detecgfo da racemizago durante as transformagdes de compostos
iniciadores enantiomericamente puros ( ex. aminoacidos nas sinteses de peptideos) e, no

estudo de mecanismos de reacgdes.

A pureza enantiomérica dos auxiliadores quirais, processos cataliticos quiras,
investigacdes de compostos quimicos nio racémicos, medicamentos, pesticidas e

herbicidas é também de elevada importéncia.
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A diferenciagdo dos enantidmeros é importante para a determinagdo da qualidade de
cheiro do 6leo, de um extracto ou de um aromatizante quimico. Revela-se de particular

importancia na detecgio da adulteragdo.

Na tabela III [4] sdo dados exemplos de diferentes cheiros de enantiomeros de dois

terpenos comuins,

Tabela III: Cheiro e configuragio absoluta de dois terpenos simples

Terpeno Configuracio absoluta  Cheiro

(R)-(-)-carvone

(S)-(+)-carvone Alcaravia

{R)-(+)-limoneno Laranja

(S)-(=)-limoneno

E de extrema importincia no monitoramento de reacgSes de catalise enzimatica com o
qual consegue-se um alto nivel de estereoespecificidade. Deste modo espera-se uma alta
pureza enantiomérica nos produtos naturais quirais. Por outro lado as sinteses quimicas

aquirais ddo compostos racémicos {18].

Os enantidmeros dos compostos quirais devem ser considerados como dois compostos

diferentes sob o ponto de vista da sua actividade biologica .

Pode acontecer que um dos isdmeros do par sirva como nutriente , antibi6tico,

estimulante cardiaco, ou percursor de feromonas e o outro isomero seja complemente
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natil.
A pureza enantiomérica de uma amostra quiral (em termos de percentagem de um

enantiomero na mistura) € definida de acordo com a expresséo:

"1 R 1tee R 1+%ee
ee = - = U—=———
+leS l—eeo S  1-%ee

em que:

R- Massa ou fracgdo molar do enantiomero predominante

S- Massa ou fracgdo molar do enantiomero em menor quantidade
% ee- Excesso do enantiomero predominante na mistura racémica em

percentagem

A pureza optica ¢ definida como a rotagdo especifica ( & ) de uma mistura
enantiomérica, dividida pela rotagio especifica maxima (o)max do enantiémero puro,

ignorando-se por conveniéncia o sinal da rotagdo

[a]

wF= [«]

X100

O valor da pureza dptica s6 € igual ao da pureza enatiomérica na auséncia de associagdo

diasteriomérica (no caso de diluigio infinita dos enantiomeros).

3.3 Instrumentacio

Nos diagramas da Figura 6 esta representado o sistema usado no trabalho para a
realizagdo das experiéncias.

Os diagramas representam os seguintes elementos:

— Cromatografo, com uma coluna polar.

— Cromatografo, com uma coluna quiral.
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— Integrador.
~ Computador em que esta instalado o programa “Star cromatography workstation

version 4.57.

Figura 6- Sistema cromatografico: 1-Integrador 2- Cromatdgrafo com coluna polar 3-
Cromatdgrafo com coluna quiral 4- Computader com o programa “Star cromatography

waorkstation 4.5”

3.3.1 O cromatdgrafo

O cromatdgrafo € a parte mais importante de todo o sistema e € constituido por um
circuito de alta precisdo. Nele esta instalado um sistema de injecgdo “wet needle”, tendo
contudo capacidade para albergar dois injectores. Tem um detector de ionizagio de
chama (FID) podendo-se instalar dois deste tipo ou um detector de condutividade
térmica (TCD). No forno podem instalar-se tanto colunas capilares de silica fundida ou
colunas tubulares empacotadas. Este tipo de aparelho esta equipado com um sistema de
auto diagndstico que permite testar as condigdes do aparelho e detectar falhas nos
circuitos. Quando estas sdo detectadas ocorre automaticamente uma acgdo de protecgio

e é indicado o tipo de erro no visor.

E no cromatografo onde ocorre a resolugdo dos componentes.
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3.3.2 Integrador

O integrador permite a execugdo dos relatdrios dos cromatogramas num tempo minimo.
Fornece-nos os tempos de retengdo, a integra¢do dos picos, a percentagem da érea de

integragio e outros dados que tém de estar inicialmente predefinidos.

3.3.3 O computador

O uso do computador com o programa “Star cromatography workstation 4.5” permite
realizar uma analise automatizada, executar a medi¢@o de pardmetros experimentais
com muita precisdo (tempo de retengdo, a forma de integragao dos picos, etc.) realizar

calculos e armazenar dados.

IV. PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho experimental teve as seguintes etapas:

(i) Classificagdo e colheita das amostras.

(1)  Extrac¢do dos 6leos, usando o hidrodestilador de Clevenger [8]

(i)  Analise dos monoterpenos, por cromatografia gasosa.

(iv)  Determinagdo enantiomérica, feita nos monoterpenos maioritarios e que

apresentam quiralidade, por cromatografia gasosa bidimensional

v) Avaliag3o dos resultados por tratamento estatistico.

4.1 Classificacio e colheita das amostras
‘Para a realizagdo da parte experimental e tendo em conta a escassa populagio do
Juniperus virginiana, Juniperus bermudiana e, a existéncia irregular da Thuja
orientalis, a colheita das amostras foi feita consoante a disponibilidade das mesmas sem

ter em conta a idade das plantas.

A classificagio das plantas fez-se com base nos dados existentes no herbario do INIA,

como se pode ver na Tab. I, excep¢do feita & Thuja orientalis que ndo constava na

colecgdo de herbario. A classificagio desta foi feita com a cooperagio do National
Botanical Institute — Pretoria e serviu para enriquecer as colecgdes de herbario tanto do

INIA, como do National Herbarium — Pretoria.
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Colheram-se folhas frescas do Juniperus virginiana no Jardim Tunduro e na mata da
Namaacha, do Juniperus bermudiana na mata de Namaacha e da Thuja orientalis no

jardim da Faculdade de Engenharia e Ciéncias.

As folhas foram secas 4 sombra, num laboratério bem arejado do Departamento de

quimica.

4.2 Isolamento dos dleos essenciais
Das folhas secas e pesadas, fez-se a extrac¢do dos éleos essenciais por hidrodestilagdo
usando o sistema de Clevenger modificado [8], durante uma hora com temperatura de

agua de refrigeragdo a 10°C.[3]

‘Dos 6leos obtidos determinou-se o teor, cujo resuitado pode ser visto na Tab. XIII, o

indice de refrac¢do e a densidade. Foram analisados por cromatografia gasosa
monodimensional para a identificagio dos monoterpenos e por cromatografia gasosa

bidimensional para a analise enantiomérica.

4.3 Determinacio do indice de refracgido

O indice de refrac¢@o determinou-se a uma temperatura de 22°C no refractometro de

Abbe. Na Tab. XIV encontram-se os resultados.

4.4 Determinacio da densidade

A determinagdo da densidade do éleo foi feita usando um picnémetro com uma
capacidade de 1 ml a uma temperatura de 15°C. Os resultados desta determinagdo

encontram-se na Tab. XV.

4.5 Preparacio das solugdes

Os oleos para a injecgdo, bem como os padrdes foram preparados tomando 1l de dleo
ou padrio com um capilar da mesma capacidade e colocando-o num frasco de vidro
contendo 1ml de n-hexano medido com uma pipeta volumétrica. Estas solugdes '

injectaram-se na coluna com uma microseringa.

4.6 Andlise por Cromatografia Gasosa Monodimensional

Para a analise dos componentes dos 6leos, usou-se a cromatografia gasosa
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monodimensional num aparelho “Varian 3400” acoplado a um integrador “Varian
4270 com um sistema de detec¢do FID e usou-se uma coluna capilar polar DB — Wax

30 mx 0.25 mm d.i. e 0.25 um de espessura de filme.

Condigdes de funcionamento do cromatografo

o Gas transportador — Hélio — fluxo 30 ml/min.
. Gas de “make-up” - Azoto — fluxo 30 ml/min.
Combustivel — Hidrogénio — fluxo 30 mi/min.
Comburente — Oxigénio — fluxo 300 ml/min.
Programa de temperatura 40°C (4 min) 4°C / min; 100°C (0,1 min) 4°C / min;
200°C (10 min). |

Em cooperagdo com o Royal Institute of Technology — Suécia foram analisadas as
mesmas amostras, que serviram como termo de comparagdo. Compararam-se desse
modo os niveis da separagdo dos componentes e as concentragdes destes nas amostras
usando um aparelho “Varian 3400” acoplado a um integrador “Spectra-Physics SP
4400” cosn um sistema de detecgdo FID e usou-se uma coluna capilar polar DB — Wax

30mx 0.25 mm d.i. € 0.25 um de espessura de filme.

Condigdes de funcionamento do cromatdgrafo

e Gas transportador — Hélio — fluxo 30 ml/min.

¢ Gas de “make-up” - Azoto — fluxo 30 mi/min.

¢ Combustivel — Hidrogénio — fluxo 30 ml/min.
Comburente — Oxigénio — fluxo 300 ml/min.
Programa de temperatura 40°C (4 min) 4°C / min; 100°C (0,1 min) 4°C / min;
200°C (10 min).

A identificagio dos compostos foi feita por comparagio dos tempos de retengdo dos
padrdes, como indicado nos anexos B ¢ C, eluidos em condigdes idénticas as das

amostras e ainda por co-injecgdo das amostras com padrdes.
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Esta técnica é designada de “enriquecimento do pico”, em que um aumento do tamanho

deste (altura e/ou drea integrada) € prova de existéncia do componente.

4.7. Analise por Cromatografia Gasosa Bidimensional

A determinaciio exacta da composi¢io enantiomérica e da configuragdo absoluta, é uma
tarefa analitica importante na sintese, caracterizagio e uso de compostos quirais
(isdbmeros 6pticos, enantidmeros) bem como na investigagio de novos produtos
quimicos intermediérios, auxiliares, metabolitos, percursores, medicamentos, pesticidas,

fungicidas, herbicidas, feromonas, saborizantes e fragrincias.

Devido 4 sua alta eficiéncia, sensibilidade e velocidade, a separagio de isdmeros Gpticos
por cromatografia gasosa quiral de alta resolugdo, representa um método versatil para a

analise enantiomérica. Contudo, o pré-requisito do método € a volatilidade, estabilidade
térmica e resolvibilidade do analito quir'al, sem necessidade de recorrer a cromatografia -

preparativa,

Os componentes da mistura foram analisados sob o ponto de vista da sua composigio
enantiomérica, sem necessidade de uma separagdo prévia, mediante o uso da
cromatografia gasosa bidimensional. Esta, é um técnica (til para a separagdo de
misturas nos seus componentes, usando duas colunas de diferente polaridade. Pode ser

visto como um sistema GC-GC (2D-GC).
Ha dois cromatdgrafos gasosos ligados através de uma interfase a alta temperatura.

Usaram-se duas microvéalvulas pneuméticas programadas tipo “Valco w series”, sendo a
fun¢do de uma, o corte dos picos seleccionados no primeiro cromatégrafo e, a da outra
instalada no segundo cromatdgrafo a derivagdo dos picos cortados para uma ou outra

coluna.

CondigGes de funcionamento do 1° cromatografo

s @as transportador — Hélio — fluxo 30 ml/min.

o Gas de “make-up” — Azoto - fluxo 30 ml/min.
Combustivel - Hidrogénio - fluxo 30 ml/min.
Comburente — Oxigénio — fluxo 300 ‘ml/min.

O primeiro cromatdgrafo usa uma coluna capilar polar DB — Wax .
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¢ Programa de temperatura 40°C (4 min) 4°C / min; 100°C (0,1 min) 4°C / min,
200°C (10 min).
e Detector (FID, t=230°C).

Para a analise da composigdo enantiomérica de todos os monoterpenos usaram-se

colunas de -Ciclodextrina.

Condigdes de funcionamento do 2° cromatégrafo

» Colunas de p-Ciclodextrina 30 m x 0.25 mm d.i. e 0.25 pm de espessura de
filme,
Gas transportador — Hélio — fluxo 30 ml/min.
Gis de “make-up” — Azoto — fluxo 30 ml/min.
Combustivel — Hidrogénio - fluxo 30 ml/min.
Comburente ~ Oxigénio — fluxo 30 ml/min.
Isoterma de 70°C
Detector (FID, t=230°C).

A composigdo enantiomérica de todos os monoterpenos foi obtida de uma s6 vez. A
ordem de eluigdo dos picos respeita a volatilidade dos componentes. O enantiomero (-)
foi eluido antes do enantidmero (+) para o a-pineno e para o limoneno. Para o B-pineno
o0 enantidmero {+) eluiu em primeiro lugar. Os respectivos cromatogramas encontram-se
nos anexos J e L. Os tempos de retengdo dos enantiémeros foi obtido fazendo a injegao

de padrdes de (+) a-pineno, (+) B-pineno e (+) limoneno.
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados da Cromatografia Gasosa Monodimensional

IA tabela [V indica a percentagem média de cinco determina¢des dos componentes

identificados

Tabela IV: Percentagem média dos componentes identificados nos dleos

essenciais do J.v., I.b. e T.o. por cromatografia gasosa monodimensional.

Componentes Juniperus Juniperus Thuja

virginiana. bermudiana. orientalis.
Ol- pineno 1.48 17.10 42.50
Canfeno 0.31 0.52 | 0.98
B- pineno 0.58 0.76 1.40
A’-careno - 0.19 15.00

a-felandreno + Mirceno X 2.46 2.80

Limoneno , 58.04 10.57
y- terpineno 0.42 0.10
p- cimeno 0.14 0.80

Os teores médios dos componentes identificados servem-nos de indicago sob o ponto
de vista dos monoterpenos existentes em cada uma das plantas. Usam-se os teores dos

componentes maioritarios como forma de identificagdo das espécies.
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Tabela V: Teores de a-pineno e calculos dos limites de confianga

3

Amostra Oleos Essenciais (% v/p) n t*

1 2 5

1.88 1.83 . NE 1.07 148 5 2,776 03763 1481047
17.61 17.39 1643 1710 5 2776 05104 1711063

44 41 4513 4250 4450 5 2,776 11561 4451144

Tabela VI:  Teste de significancia para os teores de o pineno no Juniperus

virginiana e no Juniperus bermudiana

Amostra Juniperus virginiana Juniperus bermudiana

n 5
n-1 4
my; 17.1
S12 0.5104
2 . 0.2605

512
s=0.4484 Graus de liberdade = 8
t,, =558 P=0.05

|t] =231

Conclusdo: |t | obs > |t 1 crit . Pode-se concluir que as médias dos teores de a—pineno
para o Juniperus bermudiana e para o Juniperus virginiana sio significativamente
diferentes, podendo-se usar essa diferenga significativa como via de distingdo entre os

dois géneros.
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Tabela VIL.  Teste de significancia para os teores de o pineno no Juniperus

bermudiana e na Thuja orientalis

Amostra Juniperus bermudiana Thuja orientalis
n 5
4
44.5
1.1561
1.3366

S|=(i.9128 Graus de liberdade = 8
tlep=47.5 P =0.05

It'cri1=2.3]

Conclusio: |t | obs > | t | crit . Pode-se concluir que as médias dos teores de a—pineno
para o Juniperus bermudiana e para a Thuja orientalis sdo significativamente
diferentes, pelo que também sdo significativamente diferentes os teores de a-pineno
entre o Juniperus virginiana e Thuja orientales, sendo essa diferenga de esperar, visto

tratar-se de dois géneros distintos.

Tabela V1II: Teores de A3-careno e calculos dos limites de confianga

Amostra m n t*

15.09 1527 1514 1429 1526 1500 5 2.776 04098 15.00+0.51
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Tabela [X: Teores de limoneno ¢ calculos dos limites de confianga

Amostra m n t*

1 2 3 S

57.30 56.28 5377 5290 5552 5 2776 55.5+2.03
5841 58.72 5734 5757 5804 5 2.776 58.0£0.71
994 1081 1120 10.17 1057 5 2.776 10.6 £0.63

Tabela X: Teste de significincia para os teores de limoneno no Juniperus

virginiana e no Juniperus bermudiana.

Amostra Juniperus virginiana Juniperus bermudiana
n 5
4
58.04
0.5745

0.3300

s=1.2262 Graus de liberdade = 8
It} =322 P =0.05
[t] =231

Conclusio: |t] obs = |t] crit . Pode-se concluir que as médias dos teores de limoneno

para o Juniperus bermudiana e para o Juniperus virginiana sdo significativamente
diferentes. Embora tratando-se de plantas da mesma familia e género e de terem ambas
o limoneno como componente maioritario, verifica-se que o teor deste, €

significativamente mais alto no Juniperus bermudiana que no Juniperus virginiana.
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Tabela XI: Teste de significincia para os teores de limoneno no Juniperus

bermudiana e na Thuja orientalis

Amostra Juniperus bermudiana Thuja orientalis

n 5 5
n-1 4 4
mi; 10.57
0.5108

0.2609

532

2
$842

=0.7366 Graus de liberdade = 8
|t],.,=102.908 P =005
l¢] =231 '

Conclusdo: |t]obs> |t]crit . Pode-se concluir que as médias dos teores de limoneno
para o Juniperus bermudiana e para a Thuja orientalis sio significativamente
diferentes, pelo que sdo também significativamente diferentes os teores de limoneno

entre o Juniperus virginiana ¢ a Thuja orientalis.

5.2 Resultados da Cromatografia Gasosa Bidimensional

A tabela XII indica a média de cinco determinagdes da composigdo enantiomérica do

J.v. e da T.o. realizadas pelo método descrito na referéncia bibliografica [3].

Tabela XII: Composigdo enantiomérica dos monoterpenos a-pineno, -pineno e

limoneno

Componentes Juniperus virginiana. Thuja orientalis

+ — + -

- pineno 2.11
B- pineno 4091
Limoneno 99.75
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5.3 Resultados de rendimento da extrac¢io dos 6leos essenciais do Juniperus

virginiana (J.v), Juniperus bemurdiana (J.b) e Thuja orientalis (To)

Os resultados do rendimento da extracgio indicados na tabela XIII foram obtidos das
amostras de oleo essncial extraido das folhas secas do J.v,, J.b.,, T.o, por hidrodestilagﬁo.
O rendimento foi determinado tomando como base 100 gr de amostra de folhas secas.
Nesta tabela indicam-se também os limites de confianga para as médias, calculados pela

equagdo (3) do anexo A.

Tabela XIII: Resultados de rendimento dos 6leos J.v., J.b,, T.o.

Amostra Oleos Essenciais (% v/p) m n t* s

1 2 3 4 5

0.27 029 0.28 0.28 027 0.28 2,776 0.0087 (.28 +0.01
0.32 028 030 034 032 031 2,776  0.0229 (031+0.03

0.49 052 048 049 047 049 2,776 0.0187 049+0.02

5.4 Resultados do indice de refracgio

Os resultados do indice de refracgdo indicados na tabela foram obtidos por medida do
respectivo indice de refrac¢do dos 6leos J.v., I.b,, T.o0, a uma temperatura de 20° no
refractdmetro de Abbe. Encontram-se também indicados os limites de confianga para as

médias dos indices.
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Tabela X1V: Resultados do indice de refracgdo dos oleos J.v., I.b., T.o.

indice de refracedo [n] p° m n t* m & t*.s¢n3

Amostra

1.4935 1.4936 14950 14937 14944 14940 5 2,776 0 1.4%40 0
1.4684 14683 14686 14685 14683 14684 35 2776 0 1.4684 £ 0

1.4766 1.4737 1.4736 14743 14749 14746 2776 0 14746 £ 0

Onde n € o nimero de ensaios feitos, m a média das n determinagdes, s o desvio padrido
e t* € um factor estatistico, que se achou com 95% de probabilidade dos resultados se
situarem dentro dos limites de confianga. As férmulas para o calculo destes e de outros

pardmetros estatisticos encontram-se no anexo A

5.5 Resultados da densidade

Os resultados da densidade dos oleos J.v., J.b,, T.o indicados na tabela, foram
determinados experimentalmente por medida da massa de 1 ml de dleo essencial
contido num picndémetro, comparando-a com a massa de igual volume de agua a uma

temperatura constante de 15°.

Tabela XV Resultados da densidade dos dleos J.v., J.b,, T.o.

Densidadeld] ;5 m o t* s

Amostra

5

0.9491 05490 09489 09489 09491 09450 35 2776 O 0.9490 10
0.8804 0.8805 0.8805 0.8805 08804 0.8805 5 2,776 0 "'0.8805+0

0.8748 08746 08747 08746 08748 08747 5 2,776 0 " 0.8747%0
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VI. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O presente trabalho de licenciatura enquadra-se no projecto de investiga¢do em curso no
Depaﬁamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias, o qual visa a pesquisa de produtos
naturais, sua valorizagdo e possibilidade de aplicagdo como fonte de fragincias,
feromonas etc e, o consequente enriquecimento do conhecimento sobre a flora
Mogambicana. A determinagio enantiomérica dos monoterpenos nos oleos essenciais
do Juniperus virginiana, Juniperus bermudiana e Thuja orientalis foi em certa medida

possivel.

O método é sensivel e sd requer pequenas quantidades de amostra, 0 que para a andlise
dos 6leos essenciais é importante pois sdo misturas complexas e de baixo rendimento de

extracgao.

Nio foi feita a determinagdo enantiomérica no dleo do Juniperus bermudiana nem a do

A3-careno no dleo da Thuja orientalis, embora seja este um componente maioritario
pois, a determinagio dos racios enantioméricos dos monoterpenos néo foi feita no
departamento e, tornou-se possivel grac¢as a cooperagdo com Royal Institute of
Technology (Suécia) no dmbito do projecto SAREC. Porém, nfo se dispunha de
padrdes de careno de modo a determinar o tR deste composto nas condigSes de anélise.
Uma avaria no sitema 2D-GC, inviabilizou a analise enantiomérica do Juniperus

bermudiana,

Verificou-se que o (+) limoneno esta presente com elevado grau de pureza optica
(99.8%) no Juniperus virginiana ¢ na Thuja orientalis o componente de maior pureza

Optica é o a(+)-pineno (90%), como indicado na Tab. XIL

Recomenda-se a implantagio do método de cromatografia gasosa bidimensional no
Departamento de Quimica e para tal, seriam necessarios dois cromatografos e sistemas
de valvulas de corte e derivagio dos picos montados por especialistas. Ja se dispde de

uma coluna quiral B-Ciclodextrina.

r
s
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As quantidades relativas dos enantiomeros em percentagem foram calculadas a partir

das areas integradas dos picos bem como, a propor¢do de cada monoterpeno.
Os resultados obtidos revelam a presenga dos compostos: o- pineno, canfeno, B-pineno,

A3—careno, a-felandreno, mirceno, limoneno, y-terpineno e p-cimeno como principais
componentes monoterpénicos e nesta mesma ordem de eluigdo. Esse resultado esta

patente na Tab. IV.

Na Thuja orientalis, 0 componente maioritario é o a-pineno (44.5%) seguindo-se o AS-

careno (15.0%), e o limoneno (10.6%),

Por cromatografia gasosa bidimensional, verificou-se que em termos de composigdo
enantiomérica, ¢ ot-pineno existente na Thuja € essencialmente (+), 0 mesmo

verificando-se com o limoneno e com o 3-pineno.

Ja para o Juniperus virginiana o composto maioritario € o limoneno (53.5%) seguindo-

se 0 o-pineno (1.5%).

Em termos de composigdo enantiomeérica o a-pineno existente no Juniperus virginiana
¢ essencialmente (+) e 0 limoneno é praticamente (-). O B-pineno apresenta uma
composigdo que é quase equitativamente (+) ¢ (-), pois tem (41%) do enantiomero (-) e

(59%) do (+), como indicado na Tab. XII.

O Juniperus bermudiana apresenta como componente maioritario o limoneno (58.0%),
seguindo-se o a-pineno, (17.1%). Ndo houve a possibilidade de analizar
enantiomericamente os monoterpenos do Juniperus bermudiana, pelas razdes

anteriormente citadas.
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Estes resultados permitem uma perfeita distingdo entre as trés amostras ndo s sob o

ponto de vista dos componentes mas também dos teores destes.

As duas espécies Juniperus estudadas tém semelhangas em termos de componentes,
Apresentam ambas as espécies o limoneno, como componente maioritario sendo
contudo mais alto o teor {(58.8%) no Juniperus bermudiana que no Juniperus virginiana
(55.5%), como se pode ver na Tab. IX e nos anexos D-G. Em caso de necessidade de

isolamento e purificagio do limoneno é recomendavel o Juniperus bermudiana.

A distingdo entre os dois Juniperus pode ser feita ainda mediante comparag@o dos teores
de a-pineno que sdo em média 11 vezes mais elevados (17,1%) no Juniperus

bermudiana que no Juniperus virginiana (1,5%), como mostra a Tab. VL.

A Thuja orientalis tem como componente maioritario o a-pineno (44.5%). Por outro
lado possui um elevado teor de A’-careno (15.0%), componente ausente no Juniperus
virginiana e de baixissimo teor no Juniperus bermudiana (0.19%). O teor de limoneno é

também consideravel (10.6%), conforme indicado nos cromatogramas dos anexos He L.

O tratamento estatistico so foi feito com base no nimero de injecgBes para testar a
fiabilidade dos resultados e néo em termos de populagdo das espécies pois € escassa €
nio ha dados disponiveis em termos de idade das mesmas de modo a fazer uma

comparagdo adequada.

Com o uso da cromatografia gasosa monodimensional foi possivel a analise dos 6leos

essenciais da Thuja orientalis, do Juniperus virginiana e do Juniperus bermudiana..

Por cromatografia gasosa bidimensional foi possivel 2 determinagdo dos racios
enantioméricos do a-pineno, B-pineno e limoneno na Thuja e no Juniperus virginiana.
Este é um método exacto e através dele pode-se detectar a adulteragio de um 6leo ou

mesmo a sua proveniéncia,

O primeiro método pode ser encarado como auxiliar do segundo pois no primeiro
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cromatdgrafo encontra-se a coluna DB-Wax que separa os componentes que 530

seleccionados, cortados e derivados ao segundo cromatografo onde ha uma coluna

quiral onde se da a resolugdo.

Além dos monoterpenos, os 6leos essenciais que foram objecto deste estudo contém
também diterpenos, sesquiterpenos e alcoois cuja presenga seria interessante confirmar
e, prosseguir o estudo de forma multidisciplinar de modo a testar as propriedades que
estes oleos possuem e sobretudo quais s3o exactamente os enantiémeros por elas
responsaveis, pelo que, além da implantagio do método anteriomente recomendado,
seria de considerar a hipotese de adequar o sistema de modo a poder-se fazer

cromatografia preparativa.

O estudo foi feito no dleo extraido das folhas, mas seria recomendavel o
prosseguimento do mesmo no 6leo extraido dos frutos pois a composigdo do dleo varia

consoante a parte da planta da qual for extraido.
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GLOSSARIO

Composicdo enantiomérica.- E a expressdo da proporgdo R:S dos enantidmeros R, S

presentes na amostra de um composto quiral.

Configuragio absoluta — E o arranjo dos atomos numa molécula quiral que permite

distingui-la da sua imagem no espelho e, a sua descrigdo estereoquimica (R ou S).

Diastereémeros — Estereoisdbmeros que nio sio imagem no espelho plano. Diferem em

geral em suas propriedades fisicas e quimicas.

Enantiémeros — S3o compostos opticamente activos, de estrutura similar e

configuragdo oposta ou seja, de imagem ndo sobreponivel no espelho. Tém em geral

todas as propriedades semelhantes, excepto a rotagdo do plano da Juz polarizada e

diferem nas suas propriedades fisiologicas.
Enantiomeriza¢io.-.Processo de conversdo de um enantiomero noutro.

Isémeros — Espécies quimicas que tém o mesmo numero e tipo de dtomos mas diferem
em suas propriedades fisicas e/ou quimicas devido a diferenga na sua estrutura

(constituigdo e/ou configura¢io e/ou conformagio).

Make-up — E um gas auxiliar empregue em cromatografia gasosa quando se usam

colunas capilares e tem por fim manter constante a pressdo no detector.

Monoterpenos — Sio os hidrocarbonetos mais baixos da classe dos terpenos,

encontram-se em quase todos os dleos essenciais ¢ em grande nimero de compostos
isolados de produtos animais ou vegetais. Tém esqueletos carbonados formados por
unidades isoprénicas ligadas regularmente cabega-cauda, existindo contudo algumas

excepedes.

Nomenclatura (R,S) - E um sistema de nomenclatura aplicada a qualquer tipo de

molécula quiral, que permite a sua discrigdo estereoquimica em R ou S.




TRABALHO DE LICENCIATURA 1998

Oleos essenciais — S3o misturas complexas de substancias voldteis, constituidas na sua
maioria por hidrocarbonetos e seus derivados oxigenados. S#o ainda constituidos por
mono-, sesqui- e ainda por diterpenos. Em alguns dleos essenciais podem encontrar-se
‘ainda gorduras e ésteres.

Derivam na sua maioria de plantas, mas podem ser encontrados em outros organismos

vivos tais como algas e fungos.

Pureza éptica - E determinada com respeito a presenga de um sd enantidomero.
Diz-se que um composto esta opticamente puro quando € inteiramente constituido por

um dos isdémeros Opticos, ndo contendo absolutamente nada do outro enantidomero.

Quiral — Nio sobreponivel com a sua imagem no espelho.

Este conceito é aplicado a moléculas, conformagdes, bem como a objectos
macroscopicos como por exemplo cristais. O termo torna-se extensivo a amostras de
substancias cujas moléculas s3o quirais, mesmo se o conjunto macroscopico de ditas

moléculas é racémico.

Quiralidade — Na terminologia moderna, as moléculas sdo quirais quando néo tém
reflexo simétrico. Atomos que geram estruturas moleculares ndo planares devido a
ligagdes covalentes com outros dtomos, s3o também centros quirais. Desse modo, as
estruturas tetraédricas formadas por quatro grupos diferentes de atomos, em torno de

atomos como o C, Si, P, N ou S, criam compostos de actividade dptica conhecida.
Regra de quiralidade — E a regra que define a descrigdo como R ou S para um atomo
tetraédrico Xabced, uma vez estabelecida a prioridade para a, b,.c, d.

Split — Sistema de injecgdo com divisdo que permite uma rapida injecgao da amostra na

coluna e por outro lado,diminuir a quantidade injectada por meio de um escape regulado

T
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Anexo A: Formulas usadas nos calculos estatisticos

Valor médio (m)
m=2xj +n

Onde x; € o valor de um ensaio e o »# corresponde ao numero total de ensaios.

2. Desvio padrio (s)

O desvio padrio s de n medigdes foi calculado pela equagéo:

s=y X (Xi—m) +(n-1)

Onde »-1 sdo os graus de liberdade

3. Limites de confianga

Os limites de confianga para a média m foram calculados pela equagdo:

5
mtt . s+nh
Onde £* (terinico) € um pardmetro estatistico tabelado, achado com a probabilidade 0.05
dos r%sultados se situarem dentro dos limites de confianga.
4. Testes de significincia
Os testes de significincia para duas médias de duas séries de valores foram calculados a

partir da equag&o:

o oD+ -]
(ﬂ. +n2_2)

top € dado por

(m— ma)

Y TAYA

[y
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Anexo B: Cromatograma dos padroes

Title H

kun File ! C:\STAR\MODULEIG\HDDULEIG\STARDI1.RUN
Yethod File : C:\STAR\JUNIPBER.IXTH

Sample 1D ! Padrbes (monoterp.)

Injection Date: 8-JAN-98 3:38 PN Calculation Date: B-JAN-$8 4:15 Py

-

2 =
l U S
3

Operateor t E. X. Santes Detecter Type: ADCB (10 Velts)
Workstation: MS-DOS & Bus Address : 16

Instrument : GC INV. Sarple Rate : 10.00 Hz
Channel : A= FID Run Tigne t 37.002 min

FAkskkhkhhe Star Chreomatography Vorkstation #s#sk+s Version 4,51 #dssdksidrdaw

Chart Speed = 0.58 cm/min kttenuation = 150 Zero Offset = 3%
Start Tine = 0.000 nmin End Tire = 37.000 min  Kin / Tick = 1.0
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Anexo C: Relatério do cromatograma dos padroes

Peul Nume Result ()

Ret.
Time
{min)

Time Area Rel
OfTset {vounts) Ret
{min} Time

Sep.
Code

Width  Status  Group
11 Codes
(sec)

i0
"
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
2
n
2
15
26
27
28
29

0,3373

0,1620
#-pineno 88528
canfeno 14,0566
b-pinerxs 44510
J(3}-careno 7,2023
a-felandreno+mirceno 9,2357

0,2594
limonena 8,5925

0,2860
g-lerpineno . 43,9161
p-cimeno 9,7468
00954
0,2601
0,1585
0,1287
0,1496
0,1998
0,1642
03145
0,2061
0,1266
0,3286
0,439
0,0869
0,2062
0,1135
0,1222
0,0967

Totals 100,0000

Status Codes:

4744
4778
5122
6,024
7016
8,265
3.843
9,246
9877

10,556

11,541

12,409

16,265

19,383

21,068

22,291

0,000 2121 068
0,000 1019 068
0,025 5579 0,73
0.027 25514 086
0,029 27990 100
0.026 45208 1,18
0,023 58088 1,26
0,000 1631 132
0,026 54042 141
0,000 1799 1,50
0,020 276207 1,64
0,024 6130 1,77
0,000 2,32
0,000 176
0,000 3.00
0,000 3,18
0,000 3.4
0,000 3.36
0,000 338
0,000 3,43
0,000 3,51
6,000 161
0,000 3,76
0,000 388
0,000 416
0,000 1297 433
0,000 M4 47
0,000 169 167

0,000 608___ 4.91_

0,200 628945

BV

9.4
9.4
14,4
13,5
12,5
10,2
14,5
0,0
83
0,0
8.1
62
6,1
6.2
79
7.2
6.8
6.0
12,9
8,2
9.0
9.1
9,1
94
98
121
15,2
17,9
236

OO OO0 0000000000000 CCOOQ
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Anexo D: Cromatograma do Juniperus virginiana

Title :

Run File : C:\STAR\MODULE16\MCDULE16\STARO16.RUN
Method File C:\STAR\JUNIPBEl.MTH

Sample ID junip. virginiana

Injection Date: 9-JAN-98 2:43 PM Calculation Date: 9-JAN-98 3:35 PM

Operator : E. X. Santos Detector Type: ADCB (10 Volts)
Workstation: MS-DOS_é Bus Address : 16

Instrument : GC Investigacgdo Sample Rate : 10.00 Hz
Channel : A = FID Run Time t 52.002 min

*kkkkthkkdk Star Chromatography Workstation ##w&d»#* Version 4.51 *wkwwwedkiin

Chart Speed = 0.41 cm/min  Attenuation = 91 Zero Offset = 3%
Start Time = 0.000 min End Time = 52.000 min Min / Tick = 1.0
.00 .05 0.10 IO.\! 0.20

f . .

t

T Vool

5124 SaTA
—0.142

;T.O‘T
7817

5‘)9.020
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Anexo E: Relatorio do cromatograma do Juniperus virginiana

Print Date: Mon Feb 02 11:08:11 1998 Page 1 af 2

Title i

Run File : C:\STAR\MCDULE26\MODULE1§\5TAROL16.RUN
Mathod File : C:\STAR\JUNIPBEL.MTH

Sample ID i junip. virginiana

Injection Date: $-JAN-98 2:43 PM Calculation Date: 9-JAN-98 3:35 PM

Operator : E. X. Santes Detector Type: ADCB (10 Volts}
Workstation: MS-DQS 6 Bua Rddress : 16

Instrument : GC Invaestigagio Sample Rate : 10.00 Hz
Channel : A = FID Run Tima : §2.002 min

SEamsaswwvs Star Chromatography Workstation #sw»+#+++ yarpjon 4.51 *weasasnsssnss

Run Modae : Analysis - Subtract Blank Basaline
Peak Measurement: Peak Area
Calculation Type: Parcent

Ret. Tima Rel. width
Peak Peak Result Time offset Area Ret. Sep. 1/2
{min}) (counta) Code (sec)

a-pinenc
vB
canfeno . . . . BB
b-pinano . . . BB
BB
d(3)=-careno
a~feland.+mi . . . BP
limonenc 52.9044 . . 172264 . PB
g-terpinenc
p-cimeno

< <

0.5071
0.1a27
0.5289
0.3570
0.8%32
0.2327
0.2162
0.3126
0.2107
0.2705
6.3720
8.2246
0.2517
5.0701
0.8882
0.1790
10.8439
0.4128
0.5858
0.5564
0.6013
0.%676
Q.7%26
0.1951
0.2884
0.4403
0.2317
1.541¢

1651 . va
.000 595 - BA
.000 1722 . av
. 0G0 1163 . Vv
. 000 2908 va
000 758 BV
000 704 . BB
L0000 1018 . Bv
000 [3:1] . BB
000 B8l vB
.000 20748 . vB
000 26780 . BP
.00 az0 . TS
.000 19765 PV
.000 2892 . vv
.000 583 . vv
000 35309 . VB
000 1344 . TF
-000 1907 . TF
-000 1812 . TF
L0000 1958 . av
.oco 3151 . w
.000 2581 . vv
.000 635 . BV
. 000 939 . vv
000 1434 . v
. 000 755 . v
.000 5019 . vB
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Totala: 99,9999 0.598 325615

Status Codes:
M - Missing peak

Total Unidentified Counts : 144833 counts

Detected Peaks: 71 Rejected Peaks: 36 identified Peaks: 8
Multiplier: 1 Diviscr: 1

Bageline Offset: -28 microVolts

Noise (used): 40 microVolts - monitored before this run




TRABALHO DE LICENCIATURA 1998

Anexo F: Cromatograma do Juniperus bermudiana

Title :

Run File ¢ C:\STAR\MODULE16\MODULE16\STAR009.RUN
Method File : C:\STAR\JUNIPBER.MTH

Sample ID : junip. bermudiana

Injection Date: 8-JAN-98 12:11 PM Calculation Date: B8-JAN-98 1:04 PM
Operator : E. X. Santos Detector Type: ADCB (10 Volts)
Workstation: MS-DOS_6 Bus Address : 16

Ingtrument : GC INV. Sample Rate : 10.00 Hz

Channel : A= FID Run Time : 52.002 min

k*kkkwnwdkd Star Chromatography Workstation ####%#% Version 4.51 *akswkwkkkus

Chart Speed = 0.41 cm/min Attenuation = 139 Zero Offset = 3%
Start Time = 0.000 min End Time = 52,000 nin Min / Tick = 1.0
0.00 .05 ‘D.1D I(!.'l! 0.20 IO‘H 0.30
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TRABALHO DE LICENCIATURA 1998

Anexo G: Relatério do cromatograma do Juniperus bermudiana

Print Date: Mon Feb 02 10:48:21 1%98 Page 1 of 1

Title :

Run File : C:\STAR\MODULE16\MODULE16\STAROO%.RUN
Method File : C:\STAR\JUNIPBER.MTH

Sample ID : junip. bermudiana

Injection Date: BTJAN-BB 12:11 PM Calculation Date: B8-JAN-98 1:04 PM

Operator : E. X. Santes betector Type: ADCB (10 Volts)
Workstation: MS-DOS 6 Bue Address : 16

Inatrument : GC INV. Sample Rate : 10.00 Hz
Channel : A = FID Run Time 1 52.002 min

txxzannnwss Star Chromatography Workstation *++*+e* Vergion 4.51 ***wwwwiddanns

Run Hode : Analysis - Subtract Blank Baseline
Paak Measurement: Peak Area .
Calculation Type: Percent

Ret. Tima Rel. width
Peak Peak Result Time Offset Area Rat. Sep. 1/2 Status
No. Name [} {miny (min} (counts) Code (sec) Codes
a-pineno 16.4303
0.6050
0.7283
b-plneno 1.3048
0.1158
canfeno 2.4533
limeneno 58.4146
0.4583
0.1183
0.7947
0,.1753
0.8205
0.6920
4,8920
0.7856
.1808
0.1211
0.13686
0.1104
0.4602
0.1353
0.1986
0.1953
1.1808 5391
0.1527 . £97
5.2347 . 0.000 23901
0.4867 B 0.000 2222
0.2799 . 0.000 1278
0.5053 . 0.000 2307
1.8308 ' 0.000 8360
CSoOLSERE EREEEEEEW

Totals: 100.0000 -0.769 456597
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Total Unidentified Counts : 97699 counta

Datactad Peake: 57 Rajected Peaks: 27 Identified Peaks:
Hultiplier: 1 Divisor: 1

Baseline Offmet: ~18 microVolts

Noise ([used): &0 microVolts - monltored before this run

Manual injection

Revision Log:

8-JAN-98 1:04 PM: Calculated results from channel A using method:
'C:\STAR\JUNIPBER.MTH" .
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TRABALHQ DE LICENCIATURA 1998

Anexo H: Cromatograma da Thuja orientalis

Title : Thuja orietalis (Oleo essencial}

Run File : C:\STAR\MOCDULE16\MODULE16\STARQO4.RUN
Metheod File : C:\STAR\THUJAl.MTH

Sample ID : Thuja orientalis

Injection Date: 6-JAN-98 3:26 PM Calculation Date: 6-JAN-98 4:20 PM

Operator : Pagula Detector Type: ADCB (10 Volts)
Workstation: MS-DOS_6 Bus Address : 16

Instrument :; Varian star #1 Sample Rate 10.00 Hz
Channel t A=A Run Time 54.102 min

Ax*xkkkis** Star Chromatography Workstation ***#%xx Version 4.51 *rsisadddsis

Chart Speed = 0.39% cm/min Attenuation = 49 Zero Offset = 5%

Start Time = 0.000 min End Time = 54,100 mnin Min / Tick = 1.0
9.000 0025 o 0073 2100
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TRABALHO DE LICENCIATURA 1998

Anexo I: Relatério do cromatograma da Thuja orientalis

Print Date: Mcon Feb 02 10:52:33 1998 Page 1 of 1

Title : Thuja orietalis (Oleo essancial)

Run File : C:\STAR\MODULE16\MCDULE18\STARCO4.RUN
Method File : C:\STAR\THUJAl.MTH

Sample ID : Thuja orientalis

Injection Date: 6-JAN-98 3:26 PM calculation Date: 6-JAN-98 4:20 PM

Operator i Pagula Detactor Type: ADCD (10 Volts)
Workstation: M5-DOS 6 Bus Address : 16

Instrument : Varian Star #1 Sample Rate : 10.00 Hz
Channel : A=A Run Time : 54,102 min

=xxwwsnwwww Star Chromatography Workstation ***+*=+ Version 4.51 #weeeamanuines

Run Mode : Analyseis - Subtract Blank Base¢line
Peak Measurement: Peak Area
Calculation Type: Percent

Ret. Time Width
Paak Peak Result Time offaet Area sep. 1/2 Status
{) (min) {min}) {counts) Code {sec}) Codas

44.2761 5.307%
0.6690 5.968
1.5141 7.2158
1.5222 7.742

15,0809 8.503
1.7156 9.162

11,1696 10.127
0.4762 10.416
0.8085 12.667
1.1262 12,967
0.3612 22,379
2.1435 23.304
0.66423 24.425
1.0064 25.%81
1.8680 26,934
0.4914 31.795
0.6137 32.047
0.4253 35.114
0.5198 16.142
2.1171 37.6356
0.8444 37.983
7.63589 38.464
0.5039 41.245% 1599
2.4465 48.302 7765

Totals: 99.9998 . 317389

.000 140528
.000 2123
.000 4806
.000 4831
.000 47865
.000 5445
000 35451
-000 1511
.000 2566
.000 3575
.000 1147
.Q00 6303
.000 2108
.000 3194
.000 5929
.000 1560
.000 1948
1350
1650
6720
2680
24235
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Total Unidentified Counts : 3173689 counts

Detected Peaks: 59 Rejacted Peaks: 35 Identified Peaks: O
Multiplier: 1 Divisor: 1

Basaline Qffget: -35 microVolta

Noise (used): 60 microVolts - monitored before this run

Manual injection

Ravislion Log:

6-JAN~98 4:20 PM: Calculated results from channel A using method:
'C:\STAR\THUJAL1 . .MTH'
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TRABALEO DE LICENCIATURA 1995

Anexo L: Cromatograma dos compostos: c-pineno, -pineno e

limoneno do Juniperus virginiana por 2DGC

&

DATA SAVED TO BIN 3 65

28-81-97 16:30:56
METHOD . RUN 68 INDEX 68
AREAY RT AREA BC Legenda:

032 7.09 285 01 : mposto
036 8.57 233 81 PpIco RT compo

.ez2 19.72 141 @1 1 21.99 (-)-a-pineno

867 16.78 438 @1 +)-0-pinen
545 12.77 3642 81 22.74 (+)- p- °
852 21.9%9 333 o1 27.86 (+)-B-pineno
418 22.74 15583 @1 28.27 (-)-p-pineno
169 27.86 1071 81 .

17 28.27 © 753 01 30.37 (+)-limoneno

244 38.37 1574 82 30.61 (-)-limoneno
278 30.61 620457 @3

VWD NNA W -
CRHROANRODOOD

—

[ v ]
L.~

TOTAL

G44442

WARNING - MEHMORY AT 7. K - UNPROTECTED CHROMATOGRAMS WILL BE REPLACED




TRABALHU DE LICENCLITURA 1998

Anexo M: Cromatograma dos compostos: a-pineno, B-pineno e

limoneno da Thuja orientalis por 2DGC

DATA SAVED TO BIN ¢ 66

30-01-97 17:089:24

METHOD @. RUH 6% INDEX ™ 69

AREA RT ARE B egenda:

6.062 7.13 244 ico . COmpOosto
.048 g.58 190 91 P £2

836 10.65 141 01 l (-}-a-pineno

874 16.68 378 el (+)}-c-pineno -
345 21.9 32768 ot :

438 22.53 315844 01 (+)-p-pineno
705 27.8 10623 01 (-)-p-pineno
211 28.21 4755 o1 i

871 30.37 3498 0 (+)-limoneno

168 30.7? 24220 o1 (-)-limoneno

©VR VAN WA —-

392653
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TRABALHO DE LICENCIATURA 1998

Anexo N: Estruturas dos enantiémeros citados ao longo do texto

e wp

a-pineno f-pineno

(+) )

canfeno . A3-careno

IS

a-felandreno limoneno




