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Artigo

CYCLOPENTENYL ACIDS FROM SAPUCAINHA OIL (Carpotroche brasiliensis Endl, Flacourtiaceae): THE FIRST
ANTILEPROTIC USED IN BRAZIL. The chaoolmugra oil is one of the oldest medicines used for leprosy until the development of
sulfas. In Brazil, it is known as sapucainha oil that is obtained from Carpotroche brasilienesis seeds (Flacourtiaceae). Chemical and

medicinal studies of sapucainha oil were introduced in Brazil by Peckolt, Cole and Cardoso which showed that major ciclopentenyl
fatty acids as chaulmoogric, hydnocarpic and gorlic were responsible for its bactericidal activity. In this work, a method for

quantification of sapucainha oil acidic fraction by HRGC was established using methyl n-heptadecanoate as internal standard. The
oil chemical stability was investigated by the use of GC-MS, IR, 'H and *C NMR and showed that the main degradation products

belong to the cyclopentenyl moiety oxidation.
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INTRODUCAO

A espécie Carpotroche brasiliensis Endl. (Flacourtiaceae) ¢ uma
arvore de médio a grande porte, que produz frutos de casca rigida
e polpa carnuda. Sua casca apresenta protuberancias que lembram
franjas, daf a origem de um de seus nomes populares, fruta de babado.
Por sua rigidez, semelhante a sapucaia, levou o nome de sapucainha,
como € hoje normalmente conhecida. O fruto € muito apreciado por
cotias e macacos, dando-lhe os nomes populares de fruta de cotia ou
fruta de macaco. E encontrada nas florestas montanhosas dos estados
de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia
e Piaui. Segundo Pio Correa, o 6leo extraido da C. brasiliensis tem
funcdo inseticida, parasiticida, € eficaz no combate a caspa, piolhos e
nas manifestagdes herpéticas.'

As flacurtidceas estdo bem representadas nas florestas tropicais
asidticas. Foram tratadas em sua plenitude por Hutchinson, que dividiu
a familia em 90 gé€neros com cerca de 1280 espécies, entre os quais
destaca-se o género Hydnocarpus como o mais abundante.? O 6leo
extraido das sementes de flacurtidceas € conhecido como dleo de
chaulmugra (ou chaulmoogra), cujos constituintes majoritarios sao
os dcidos graxos ciclopenténicos: chaulmigrico (1), hidnocarpico
(2) e gorlico (3) (Figura 1). Estes dleos, durante muito tempo até o
aparecimento das sulfas em 1940, foram o principal remédio para
o tratamento da lepra. No Brasil, a principal espécie fornecedora
do 6leo de chaulmugra, aqui amplamente conhecido como 6leo de
sapucainha, € a Carpotroche brasiliensis Endl..

As descri¢des do uso medicinal do 6leo de chaulmugra sdo
anteriores a era cristd. Diz a lenda pré-budista que o rei Rama, da
Birmania, abandonou o trono e foi para o interior da floresta esconder
sua moléstia incuravel. Ali, alimentando-se das folhas e frutos da
arvore kalaw, curou a si proprio e a princesa Piya, que também se
encontrava na selva segregada pela doenga.> Em 1771, no Tesouro
da Medicina (Makhzan-Adwiya), o médico persa Muhammed-Husein
cita o 6leo chawul mungri para designar o 6leo extraido das sementes
da espécie Hydnocarpus kurzi.* O 6leo de chaulmugra foi incluido,

*e-mail: crezende @iq.uftj.br

oA
OH

n= 9 Acido chaulmugrico (1)

n= 7 Acido hidnocarpico (2)

n=5 Acido gérlico (3)

Figura 1. Acidos graxos ciclopenténicos majoritdrios presentes no éleo de
chaulmugra

em 1898, na 4* edi¢do da British Pharmacopeia e na 1* Farmacopéia
Venezuelana.

A chaulmugroterapia foi implementada no ocidente apenas no século
XIX. Theodoro Peckolt, farmacéutico alemao que em 1848 se erradicou
no Rio de Janeiro, foi o primeiro a sugerir o uso do 6leo de C. brasiliensis
no tratamento de leprosos.’ Em “Andlises da Matéria Médica Brasileira”,
Peckolt recomenda fortemente o uso deste 6leo como sucedaneo do 6leo
de chaulmugra indiano. Além disso, Peckolt foi pioneiro na obtenc@o dos
dcidos graxos ciclopenténicos majoritrios do 6leo, em 1869. Segundo Da
Silva,’ todos os dcidos obtidos por Peckolt eram misturas, embora ele os
tivesse denominado com nomes especificos como dcidos carpotréchico,
carpotrochinico e carpotrolénico. No inicio do século XX, Power e cola-
boradores’ isolaram os dcidos chaulmugrico (1) e hidnocarpico (2) das
sementes de H. kurzii, H. wightiana e H. anthelmintica e estabeleceram
suas féormulas moleculares. Ao mesmo tempo, as virtudes parasiticidas
e antileprdticas do 6leo de chaulmugra eram exaltadas por cientistas
estrangeiros e brasileiros, como Pio Correa, que retornavam do exterior
impressionados com os bons resultados alcangados com o emprego da
chaulmugra e insistiam na sua utilizagdo clinica.'
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Os 4cidos graxos livres eram mal tolerados tanto por via oral
quanto intravenosa, causando transtornos gastricos e problemas
respiratérios. Em 1921, J. Carvalho Del Vechio preparou os ésteres
etilicos destes 4cidos a fim de que Eduardo Rabelo os experimentasse
no Hospital dos Ldzaros no Rio de Janeiro.®

Da Silva avaliou o perfil farmacolégico do dleo de chaulmugra
brasileiro usando diferentes vias de administragao e formas farmacéu-
ticas. Confirmou que os ésteres etilicos eram melhor tolerados que os
acidos graxos livres e concluiu que os dcidos graxos ciclopenténicos
saturados eram os responsdveis pela agéo contra o bacilo da lepra.®

Nesta época, Paulo Seabra, entdo farmacéutico pela Universidade
do Brasil, iniciou seus estudos com o 6leo da espécie C. brasiliensis
apedido de seu mestre Orlando Rangel. Seus resultados foram apre-
sentados a Academia Nacional de Medicina por Belmiro Valverde,
em 1922, mostrando as primeiras observagdes cientificas de leprosos
tratados com derivados do 6leo. Seabra produziu os sais ctipricos co-
loidais dos dcidos, produto que veio a ser conhecido como Karpotran,
baseado na agdo do cobre no tratamento da hanseniase. O sucesso
deste sal foi difundido em encontros cientificos internacionais, que
culminou com seu emprego por todo mundo e em especial nos hospi-
tais da India, Grécia e Franca. Sua aplicacio endovenosa acabou por
restringir seu uso, jd que enfermeiros ndo eram autorizados a realizar
este procedimento e os médicos se queixavam sobre dificuldades na
manipulagio do sal. Seabra foi o primeiro a nomear a C. brasiliensis
de chaulmugra brasileira.'®

Todos estes estudos culminaram na preparagio e comercializagdo
de diversos derivados da mistura de 4cidos, como o Antileprol (mistura
dos ésteres benzilicos, Figura 2) da Bayer e o Antileprina da Casa
Granado (ésteres etilicos acrescidos de dleo de figado de bacalhau,
cinfora e timol).® Atualmente, o 6leo das sementes da sapucainha é
comercializado no tratamento de dermatoses (Figura 2).
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Figura 2. Medicamentos comerciais preparados a partir do dleo da sapu-
cainha. Adaptado da ref. 6

Jacobsen e colaboradores'!' confirmaram a atividade bacterios-
tatica do 4cido hidnocarpico (2), que foi capaz de inibir in vitro 38
linhagens de bactérias. Dois anos depois, os sais sddicos do dleo
de chaulmugra e do dcido chaulmugrico (1) mostraram-se potentes
inibidores na multiplicagdo do Mycobacterium leprae em patas de
ratos infectadas com este bacilo.'?

A estrutura do dcido chaulmugrico (1) foi determinada, em 1925,
por Schriner e Adams."® Um ano depois, Da Silva® isolou os dcidos
chaulmugrico (1) e hidnocérpico (2) das sementes de C. brasiliensis
e em 1928, André e Jouatte'* isolaram o dcido gorlico (3) da espécie
Oncoba echinata. Entre 1937 e 1938, o 6leo das sementes de C. bra-
siliensis foi estudado por Paget na Inglaterra e por Cole e Cardoso,
no Brasil, que encontraram este mesmo 4cido. Paget foi o primeiro
a propor sua estrutura quimica e a mencionar sua atividade 6tica.'>!#
Estes mesmos pesquisadores determinaram o teor destes dcidos no
6leo de C. brasiliensis, que foi descrito como tendo 24,4% de 4cido
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chaulmugrico (1), 45,5% de acido hidnocarpico (2) e 15,4% de aci-
do gorlico (3), acompanhados de 6,6% de acido palmitico, 6,3% de
dcido oléico e de uma série homologa de 4cidos ciclopenténicos de
cadeia carbonica menor. Nesta andlise, foi usada a técnica de desti-
lagdo fracionada dos ésteres etilicos acompanhada da cristalizacdo
fracionada,'!"” que é o método empregado até hoje para o isolamento
destes 4cidos em escala preparativa.*

Paget, Cole e Cardoso observaram que o 6leo apresentava sinais
de degradagdo quando extraido das sementes de sapucainha coletadas
hd mais de 1 ano, sendo extremamente irritante. Paget associou esta
mudanca a presenca de produtos de oxidag@o, principalmente hidréxi
e ceto-dcidos, aos quais denominou de 4cidos tarricos (tarry acids),”"
e Cole e Cardoso sugeriram que estes compostos fossem oriundos da
decomposi¢io do acido gorlico."”

A partir de 1927, foram descritos procedimentos sintéticos para
aobtenc¢do dos dcidos chaulmugrico (1) e hidnocdrpico (2), na forma
racémica.”>» Em 1955, Mislow e Steinberg relataram a sintese total
do acido chaulmugrico (1) oticamente puro, mostrando que seu inico
centro assimétrico possui configuragdo R.**

O quadro de evolugdo da hanseniase pode acarretar reagdes imuno-
16gicas que produzem febre e inflamacéo da pele. Sabendo que andlogos
de precursores de dcidos graxos podem servir como inibidores com-
petitivos da formacao de prostaglandinas e produtos de lipoxigenase,
que a maioria dos antiinflamatérios nao esteroidais (AINEs) sdo dcidos
organicos de classes variadas e que os dcidos de C. brasiliensis sdo
estruturalmente relacionados as prostaglandinas, o 6leo da chaulmugra
brasileira foi recentemente avaliado quanto a sua a¢@o antiinflamatdria e
analgésica, mostrando atividade significativa. No ensaio de toxicidade,
foi observado que a mistura dos 4cidos ciclopenténicos ndo causou
lesdo na mucosa gdstrica, muito comum na administracao de AINEs,
mas sua janela terapéutica mostrou-se pequena.’>2

A padronizacdo de extratos vegetais bioativos se dd pelo monito-
ramento de sua constitui¢do quimica e € uma necessidade premente na
drea de fitoterdpicos. As técnicas de andlise mais empregadas fazem
uso da cromatografia e, especificamente no caso de dcidos graxos,
estes sao freqiientemente analisados na forma de seus ésteres metilicos
(conhecidos como FAME ou fatty acid methyl ester) por cromatografia
em fase gasosa com detetor de ionizagiio de chama (CG-DIC).”

Neste trabalho, foi estabelecida uma metodologia para a deter-
minag¢ao do teor dos dcidos graxos presentes no 6leo extraido das se-
mentes de C. brasiliensis (chaulmugra brasileira) apds saponificagio e
esterificagdo com solugdo de diazometano em éter etilico, fazendo uso
da técnica de padronizacdo interna com n-heptadecanoato de metila
como padrio interno na cromatografia em fase gasosa com detector
de ionizac¢do em chama (CG-DIC). Além disso, foi investigada por
espectrometria de massas acoplada a CG a natureza dos produtos de
degradacio presentes no 6leo de sapucainha envelhecido.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solventes

Sal de diazald (N-metil-N-nitroso-p-toluenossulfonamida), KOH,
MgSO,, elaidato de metila, dcido miristico, n-heptadecanoato de
metila, solugdo aquosa de HCI (37%) CH,Cl,, CHCl,, isopropanol,
éter etilico, hexano, acetato de etila e metanol foram adquiridos da
Tédia, Vetec e Merck.

Instrumentacio
Os espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de '*C (75 MHz) fo-

ram obtidos num equipamento Briiker modelo AC-300. As amostras
foram dissolvidas em cloroférmio deuterado, com tetrametilsilano
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(TMS) como referencial interno. Para as andlises de espectrometria
no infravermelho, foi utilizado o espectrofotometro Nicolet Magna
IR 760, com pastilhas comprimidas em brometo de potdssio anidro
e filmes em células de brometo de potdssio.

Material vegetal

Os frutos de Carpotroche brasiliensis Endl. (Flacourtiaceae)
foram coletados na Serra do Caparad, MG, pelo Dr. G. F. Pinto, em
2003. Uma exsicata do material vegetal foi depositada no herbdrio
do Museu Nacional da UFRJ, sob o nimero R-203170.

Extracio dos acidos graxos

30 g de sementes secas de C. brasiliensis foram maceradas em
um gral e extraidas com 260 mL de diclorometano/isopropanol 2:1.
Em seguida, as sementes foram extraidas com cloroférmio/metanol
2:1 (3 x 150 mL) até o esgotamento, os extratos foram reunidos e os
solventes eliminados em evaporador rotatério, resultando num 6leo
marrom escuro (12 g, 40% p/p). O material foi saponificado sob
refluxo durante 6 h com solucio etandlica de KOH (100 mL, 10%
p/v), seguido de remogao do solvente a pressao reduzida, diluigdo com
150 mL de dgua e extrag@o com hexano (3 x 75 mL). Acidificacdo a
pH 1 foi feita com solugdo aquosa de HCI (10%) seguida de extracdo
com éter etilico (5 x 75 mL). A fase etérea foi seca sob sulfato de
magnésio anidro e apds evaporagdo a pressao reduzida obteve-se 9,0
g da mistura de dcidos graxos (30% p/p). Este 6leo recebeu o cédigo
Al e foi acondicionado em frasco ambar, fechado e guardado em
geladeira. Uma amostra deste 6leo foi mantida em frasco de vidro
claro, tampado e a temperatura ambiente (A2), sobre a bancada de
trabalho por 3 anos, para o estudo do seu envelhecimento.

Cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo por
chama (CG-DIC) e cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM)

Para a CG-DIC foi utilizado um equipamento Agilent 5890 (Palo
Alto, Califérnia) com injetor sem divisdo de fluxo a 290 °C (0,5 min),
coluna capilar DB-5 (J&W; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) e detector
de ionizac¢do de chama a 290 °C. He foi usado como gds de arraste
com fluxo de 2 mL min™! e a programacéo do forno cromatografico
foi iniciada a 60 °C seguido de taxa de aquecimento de 18 °C min!
até 310 °C. O volume de injecao foi de 2,0 L.

Para a andlise de CG-EM foi utilizado o equipamento Agilent
6890 Series GC System acoplado a um espectrometro de massas
modelo Agilent 5973 Mass Selective Detector, controlados por com-
putador através do software Standard ChemStation G1701AA versio
3 (1996). Foi usado injetor sem divisdo de fluxo a 290 °C (0,5 min),
coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), gés de arraste He
com fluxo de 2 mL min e a programacio do forno cromatografico
foi iniciada a 45 °C (1 min), seguido de taxa de aquecimento de 30 °C
min até 130 °C (3 min) e uma segunda rampa de aquecimento de 10
°C min™! até 300 °C (5 min). O volume de injecao foi de 1,0 L.

Determinacio do teor dos acidos graxos

A mistura de dcidos graxos foi esterificada com solugdo etérea
de diazometano, preparada de acordo com Vogel.?

A soluc@o estoque do padrio elaidato de metila (1 mg mL™") foi
preparada diluindo 10,0 mg do éster em diclorometano e ajustando
o volume em baldo volumétrico a 10 mL. O elaidato de metila foi
utilizado para a construcdo da curva analitica pela indisponibilidade
de padrdes de dcidos ciclopenténicos.
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A solugdo estoque do padrdo interno n-heptadecanoato de me-
tila foi preparado da mesma forma e a solucio estoque do padrdo
para avaliagdo da recuperacdo (surrogate) foi preparada com 6,0
mg de miristato de metila em 5,0 mL de diclorometano em baldo
volumétrico.

A linearidade do sistema analitico foi avaliada injetando no CG-
DIC solucgdes de elaidato de metila nas concentragdes de 1, 25, 50,
100 e 250 pg mL! em diclorometano, em triplicata. Em cada ponto
da curva foi adicionado o padrio interno de n-heptadecanoato de
metila, de modo que a concentracao final fosse de 50 ug mL"'. Paraa
constru¢do da curva foi adotada a razdo entre as dreas de analito e do
padrdo interno como varidvel dependente (eixo y) e a razdo entre as
concentragdes do analito (elaidato de metila) e o padrdo interno como
varidvel independente (eixo x). A andlise da linearidade da curva foi
realizada pelo método dos minimos quadrados e o aplicativo Excel
foi utilizado na elaboracdo e avaliagdo dos resultados.

Preparo das amostras de C. brasiliensis

10 mg da mistura de 4cidos graxos esterificados com solucdo de
diazometano foram diluidos com diclorometano e avolumados para
10 mL em baldo volumétrico. A partir desta solugdo estoque, foram
preparadas solugdes nas concentragdes de 300, 350 e 400 pug mL™!
e a cada uma foi adicionado o padrio interno (n-heptadecanoato de
metila) e o miristato de metila, de modo que a concentragdo final
fosse de 50 e 60 ug mL, respectivamente. Cada solugio foi injetada
em triplicata no CG-DIC.

Obtencao dos adutos com dissulfeto de dimetila

A uma aliquota da fragdo dcida de C. brasiliensis (6 mg, cédigo
Al) solubilizada em hexano P.A. (0,4 mL) foi adicionado dissulfeto
de dimetila (0,35 mL) e uma solucdo de iodo em éter etilico (0,015
g de iodo em 0,3 mL de éter etilico). A reacdo foi mantida sob agi-
tacdo por 20 h a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi
diluido em 0,5 mL de hexano e o iodo removido por adi¢iio de 1 mL
de uma solugdo aquosa de Na,S,0, (50%, p/v). A fase organica foi
separada e concentrada sob pressao reduzida até 0,5 mL e 2 uL foram

imediatamente analisados por CG-EM.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacio do teor dos acidos graxos ciclopenténicos no é6leo
de sapucainha

O material saponificado e neutralizado com solu¢do aquosa de
HCI foi analisado por IV e RMN 'H e '*C, confirmando a presenga
dos 4cidos chaulmugrico, hidnocarpico e gérlico, de acordo com a
composi¢do quimica ja descrita para o 6leo da chaulmugra brasi-
leira.'”? O cromatograma de fons totais do 6leo esterificado com
diazometano pode ser visto na Figura 3.

A posicdo da ligagao dupla em A6 na cadeia lateral do 4cido gér-
lico foi confirmada pela sintese do aduto com dissulfeto de dimetila
apos sua esterificacdo com diazometano. Por CG-EM (impacto de
elétrons, 70 eV) observou-se a formagdo dos fons de m/z 175 e 211,
caracterfsticos da inser¢ao de 2 unidades de -SCH, na ligagdo dupla,
que podem ser vistos na Figura 4.3

Ocorre também a formagdo do aduto com dissulfeto de metila na
ligagdo dupla no anel ciclopenténico. Assim, formam-se 3 grupos de
adutos - na cadeia lateral, no anel e na cadeia lateral e no anel - ao
mesmo tempo.

A andlise por CG-EM permitiu observar a presenca de diversos
constituintes minoritdrios tendo o fon de m/z 67 como pico base
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Figura 3. Cromatograma de ions totais das substdncias presentes no oleo das
sementes de C. brasiliensis esterificado com solug¢do de diazometano em éter
etilico (estdo numeradas somente as substdancias majoritdrias). A numeragdo
dos pisos se refere a Tabela 1
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Figura 4. lons formados por CG-EM a partir da derivatiza¢do do dcido
gorlico com dissulfeto de dimetila

do espectro, caracteristico do cdtion ciclopentenila, o que levou a
propor a presenca de dcidos ciclopenténicos de 13 a 21 dtomos de
carbono, impares, saturados e insaturados, que foram tentativamente
identificados como sendo os ésteres metilicos dos 4cidos aleprilico,
aléprico, monoaico, oncdbico e hormélico (Tabela 1). Os dois pri-
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meiros jad haviam sido descritos nesta espécie por Cole e Cardoso?!
e os outros foram encontrados no dleo e no extrato das folhas das
espécies C. echinata e H. anthelmintica (Flacourtiaceae).” O fon de
m/z 74, oriundo do rearranjo de McLafferty e caracteristico de ésteres
metilicos de dcidos graxos, € formado com baixa abundancia relativa
nos ésteres ciclopenténicos.

©+ m/z 67

A Tabela 2 mostra os dados relativos a curva analitica para o padrao
elaidato de metila, que foi utilizado em substitui¢ao aos dcidos ciclopen-
ténicos pela indisponibilidade dos mesmos, levando em consideragio
as semelhangas estruturais entre estas substincias. A determinacio
da concentragio dos ésteres metilicos ciclopenténicos na mistura do
6leo da chaulmugra brasileira, a partir da co-injecéio com o padrao nas
amostras de 300, 350 e 400 ug mL™" (solugdes 1, 2 e 3, respectivamente,
Tabela 3), foi realizada empregando a expressdo matemadtica da curva
analitica Y=1,0978X-0,0189, sendo Y=Aa/Api e X=Ca/Cpi (Aa= drea
do composto alvo; Api=drea do padrdo interno; Ca=concentracdo do
composto alvo e Cpi=concentra¢iio do padrio interno).

Da mesma forma, foi escolhido como padrio interno o n-hepta-
decanoato de metila que apresentou tempo de reteng¢@o préximo aos
compostos de interesse, e que ndo coelui com outros constituintes
da matriz. A partir da curva analitica, obtida por regressdo linear dos
dados dos gréficos das dreas (drea do composto alvo/drea do padrio)
e concentracdes (concentracdo do composto alvo/concentragdo do pa-
drdo), foi determinado o fator de resposta (FR) do padrio elaidato de
metila em relag@o ao padrio interno n-heptadecanoato de metila.

A recuperacdo do padrdo de miristato de metila utilizado para
avaliar possiveis perdas no processo de derivatizacdo e durante a
cromatografia indicou uma boa recuperagdo do material.

Segundo Abdel-Moety, a composi¢do dos dcidos ciclopenté-
nicos pode atingir cerca de 90% dos dcidos graxos nos diferentes
6leos de chaulmugra.* A metodologia desenvolvida neste trabalho,
empregando a fra¢do dcida do 6leo saponificado de C. brasiliensis,
revelou composicao semelhante (88%). Estudos realizados por Spener
e Mangold* mostraram que a propor¢ao dos dcidos ciclopenténicos

Tabela 1. Substancias identificadas por CG-EM na fracéo 4cida do éleo das sementes de C. brasiliensis (6leo da sapucainha) apds derivatizagdo

com solugdo de diazometano

Ne. pico T (min) Esteres metilicos Foérmula Molecular m/z (abundancia relativa)

1 10,18 acido aleprilico C,0,H,, 67 (100), 82 (22), 179 (4), 210 (5)
2 13,26 dcido aléprico C,O,H, 67 (100), 82 (15), 207 (9), 238 (5)
3 15,36 dcido palmitico C,O,H, 74 (100), 87 (77), 239 (17), 270 (27)
4 15,72 dcido monoaico C,0,H, 67 (100), 80 (27), 233 (2), 264 (1)
5 16,04 dcido hidnocarpico C,0,H, 67 (100), 82 (25), 235 (7), 266 (5)
6 16,09 n.i. C,0O,H, 67 (7), 80 (100), 93 (30), 264 (10)
7 17,33 acido oléico C,0,H, 55 (100), 74 (73), 264 (70), 296 (11)
8 17,61 dcido estedrico C,0,H, 74 (100), 87 (67), 255 (32), 298 (29)
9 17,99 dcido gorlico C,0,H, 67 (100), 80 (48), 261 (2), 292 (5)
10 18,04 n.i. C,0,H, 67 (6), 80 (100), 93 (32), 290 (10)
11 18,25 dcido chaulmugrico C,0,H, 67 (100), 82 (48), 263 (6), 294 (4)
12 18,31 n.i. C,0,H, 67 (6), 80 (100), 93 (32),292 (11)
13 19,92 acido oncdbico C, O,H, 67 (100), 80 (34), 290 (1), 320 (5)
14 20,10 dcido hormélico C, O,H, 67 (100), 82 (35), 291 (5), 322 (3)

n.i.- substancia nao identificada
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Tabela 2. Dados da curva analitica do padrdo elaidato de metila

Elaidato de metila

Ef;“rfsﬁr;“?ﬁo Ymédo n CV X(CuCis) FR
1 0,022 3 17,0 0,02 1,116
25 0,531 3 17 0,5 1,062
50 1,088 3 1.2 1 1,088
100 2,131 3 94 2 1,065
250 5,486 362 5 1,097
Aa= Area do composto alvo

Api= Area do padrio interno IMédia do FR 1,086
Ca= Concentracio do composto alvo [Desv. Padrao FR 0,023

Cpi= Concentracdo do padrio interno |Desv. Padrdo Rel. FR 0,021
Y= Aa/Api Coef. Variagdo FR 2,085

X= Ca/Cpi
FR= Fator de resposta =Y/X
n= Numero de replicatas

CV (%)= Coeficiente de variagdo = 100 X desvio padrao/média*

*O aplicativo excell foi utilizado no célculo da média, desvio padrdo
e coeficiente de variacdo. Estes parametros podem ser calculados
através das equagdes presentes nos trabalhos de Skoog.*

estd relacionada principalmente com o estdgio de maturagdo das
sementes.

Estudo da composicao quimica do éleo de sapucainha
envelhecido

Paget, Cole e Cardoso observaram alteracdo da composi¢ao
quimica do dleo da sapucainha extraido de sementes envelhecidas
por 1 ano. Paget relatou que o 6leo envelhecido apresentava-se extre-
mamente irritante devido a formagao do que chamou de tarry acids,
produtos da oxidacdo do anel ciclopenténico. Pela andlise quimica do
6leo envelhecido, foi sugerida a presenga de hidrdxi e ceto dcidos.”!
Segundo Cole e Cardoso, estes produtos teriam origem na degradacio
do 4cido gorlico, que por ter a cadeia carbdnica insaturada, seria o
mais instdvel dentre os dcidos presentes. Estes autores destacaram
ainda a presenca de didcidos na mistura do 6leo envelhecido.'s!”

Baseado nestes resultados, o 6leo de sapucainha foi deixado
sobre a bancada do laboratério em um frasco incolor, tampado e a
temperatura ambiente por um periodo de 3 anos. Esta amostra foi
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analisada por CG-EM e CG-DIC apds esterificacdo com diazometano
e confrontada com as andlises da amostra guardada ao abrigo da luz
(frasco ambar tampado) e sob refrigeracao.

Com o emprego da mesma metodologia descrita para a determi-
nacdo dos teores dos dcidos no 6leo fresco, foi possivel verificar que
ocorreu uma drastica reducao na concentracao dos acidos ciclopen-
ténicos na amostra envelhecida, como pode ser visto na Tabela 4.
Além disso, foi constatado que o envase na auséncia de luz, a baixa
temperatura e na auséncia de ar mantém a integridade dos dcidos
ciclopenténicos durante o perfodo analisado.

Na amostra envelhecida foi observada ndo apenas a degradagio do
acido gorlico, mas também dos dcidos chaulmigrico e hidnocérpico e,
em propor¢do bem menor, dos 4cidos oléico e palmitico. Como pode
ser visto na Figura 5, diversos picos passaram a ser observados no 6leo
envelhecido. Os constituintes majoritrios possuem tempo de retengio
superior ao dos ésteres metilicos dos dcidos ciclopenténicos, sugerindo
aumento do peso molecular, devido a reagdes de oxidacao.

A andlise dos espectros de massas destes novos constituintes
revelou a presenca de diferentes familias de compostos, que sdo for-
mados durante o envelhecimento. A primeira familia € representada
principalmente pelos fons de m/z 74, 84 e 98 (pico base), a segunda
pelos de fons m/z 82 (pico base) e 93, a terceira pelos fons de m/z 82, 95
e 109 e a ultima pelos fons de m/z 96 (pico base) e 109 (Tabela 4).

O espectro de infravermelho da amostra envelhecida mostrou
sinais de deformagio axial de carbonila em 1739, 1712 ¢ 1676 cm™!,
sendo que a ultima sugere a presenca de carbonila conjugada a ligacdo
dupla. Pode-se observar ainda o aparecimento de uma banda de defor-
magdao axial de OH, de baixa intensidade. As bandas de deformacdo
axial de C-O foram observadas em 1197 ¢ 1173 cm™.

O espectro de RMN de *C evidenciou o aparecimento dos carbo-
nos sp? da cetona o, B-insaturada em 209,8 ppm sugerida pelo IV e da
carbonila do éster em 174,4 ppm, além dos sinais em 129,5 e 183,4
ppm da ligacdo dupla conjugada. O carbono sp* adjacente a carbonila
estd localizado em 35,4 ppm. Estes deslocamentos quimicos estdo
de acordo com os apresentados por Negishi para ciclopentenonas,**
sugerindo a oxidacgdo do anel ciclopenténico.

O espectro de massas dos compostos principais da amostra do
6leo envelhecido, nos tempos de retencdo de 17,61 e 19,03 min,
mostrou fons de m/z 96 e 109. Estes fons poderiam ser formados
através da rota proposta na Figura 6, considerando que a presenga das
ciclopentenonas € apoiada pelas evidéncias observadas nos espectros
de RMN 'H e '°C e de IV. Os fons moleculares destas substincias
sdo de m/z 280 e 308, respectivamente ao t, citados, o que sugere
que o composto relativo ao pico 15, mais abundante nesta mistura,
seja formado a partir do dcido hidnocdrpico (2, pico 5, Figura 5). O
composto relativo ao pico 18, que possui 28 unidades de massa a mais
que a substancia relativa ao pico 15 seria, por sua vez, derivado do
dcido chaulmugrico (1, pico 11, Figura 5).

Foi possivel sugerir ainda a presenca de uma série homdloga de

Tabela 3. Concentragao dos constituintes majoritarios presentes nas amostras 1, 2 e 3 contendo ésteres metilicos derivados da mistura de acidos
graxos presentes no 6leo da semente de C. brasilensis (6leo da sapucainha) nas concentracoes de 300, 350 e 400 ug mL, respectivamente

Ester metflico Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

(ug mL" e drea relativa) (ug mL"! e drea relativa) (ug mL"! e drea relativa)
palmitato de metila 19,5 (6,5%) 22.8 (6,5%) 26,8 (6,7%)
hidnocarpato de metila 149,7 (49,9%) 177,1 (50,6%) 207,6 (51,9%)
oleato de metila 11,1 (3,7%) 12,6 (3,6%) 14,4 (3,6%)
gorlato de metila 52,2 (17,4%) 62,65 (17,9%) 72,8 (18,2%)

55,8 (18,6%)
49,3 (98,6%)

chaulmugrato de metila

miristato de metila (% recuperacio)

67,2 (19,2%)
50,2 (100,5%)

78,0 (19,5%)
52,4 (104,9%)
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Tabela 4. fons mais abundantes oriundos da fragmentaco das subs-
tancias majoritdrias do dleo da sapucainha envelhecido

No. pico m/z (abundancia relativa)
1 55(89), 74(89), 84(55,) 98(100), 244(1)
2 55(71), 74(73), 84(50), 98(100), 258(1)
3 74(100), 87(77), 239(17), 270(27)
4 55(73), 74(76), 84(50), 98(100), 272(1)
5 67(100), 82(23), 235 (8), 266(5).
6 67(7), 80(100), 93(31), 264(11)
7 55(60), 74(63), 84(43), 98(100), 286(1)
8 74(100), 87(68), 255(30), 298(29)
9 67(100), 80(46), 261(2), 292(6).
10 67(6), 80(100), 93(33), 290(11)
11 67(100), 82(49), 263(6), 294(4).
12 67(5), 80(100), 93(32), 292(12)
13 55(16), 82(100), 95(22), 280(1)
14 55(41), 82(100), 95(60), 96(48), 280(1)
15 55(71), 96(99), 109(100), 249(34), 280(9)
16 55(10), 82(100), 95(14), 277(2), 308(1)
17 55(51), 82(100), 95(77), 96(52), 308(1)
18 55(51), 96(99), 109(100), 235(44), 308(5)
100 1

% 50

=

2 1

The e lehe |f.an + an{
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Figura 5. Cromatograma de ions totais contendo os produtos de degradagdo
da mistura de dcidos graxos do oleo envelhecido das sementes de C. brasi-
liensis. A numeragdo dos pisos se refere a Tabela 1

oL JKR g

m/z 96

@

Figura 6. Rota de fragmentagdo proposta para a formagdo dos ions prin-

m/z 109

+"

cipais observados nos compostos majoritdrios do dleo de chaulmugra
envelhecido

Quim. Nova

ésteres metilicos de dcidos dicarboxilicos na faixade 11 a 14 dtomos
de carbono (picos 1, 2, 4 e 7, Figura 5), derivados da oxidagdo dos
dcidos ciclopenténicos. Estes espectros de massas foram comparados
aos da espectroteca Wiley 275, o que levou a sugestao dos derivados
dos dcidos undecandico (pico 1), dodecandico (pico 2), tridecandico
(pico 4) e tetradecandico (pico 7).

Os fons de m/z 82, 95 e 109 novamente foram associados aos
produtos de oxidac@o do anel ciclopentenila. Diversos precursores
poderiam estar atrelados com a formagao destes fons, como epoxidos
e dlcoois, que seriam originados como uma mistura complexa de dias-
tereoisdmeros. A Figura 7 apresenta uma proposta para a formacao
destes fons a partir do dlcool alilico ciclopenténico.

—1* o 1"
O, - O
OHH R AR H
l@'CHzR \R-R m/z 82
o~ J - U
I m/z 95
Tt
@ m/z 95

Figura 7. Proposta para a formagdo dos tons de m/z 96 e 109 observados no

m/z 109

cromatograma de ions totais do dleo de chaulmugra envelhecido

CONCLUSAO

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas foi empregada com eficiéncia na investiga¢do da composicio
quimica do 6leo da sapucainha fresco e envelhecido. Foi desenvol-
vida uma metodologia de quantificagdo por CGAR empregando n-
heptadecanoato de metila como padrdo interno e, pela associa¢ao das
duas técnicas, foi demonstrado que o 6leo de sapucainha se degrada
quando deixado envelhecer a temperatura ambiente e na presenca de
luz. Seus principais produtos de degradag@o decorrem da oxidagdo
do anel ciclopenténico.
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