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RESUMO

CERCEAU, Cristiane Isaac, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de
2018. Desenvolvimento e validacdo de meétodos para quantif icacdo de
constituintes majoritarios em 0leos essenciais por ressonancia magnética

nuclear . Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Coorientadores: Elson
Santiago de Alvarenga e Anténio Jacinto Demuner.

A cromatografia gasosa, com detector de massas (CG-EM) e de ionizagcédo de
chamas (CG-DIC), é a técnica mais utilizada para identificacdo e quantificacéo
dos constituintes de Oleos essenciais. Apesar de ser extremamente sensivel, a
analise por CG é bastante demorada. Neste trabalho, métodos rapidos e
eficientes usando RMN de 'H foram desenvolvidos e validados para determinacéo
de a-bisabolol em 6leo essencial de Eremanthus erythropappus (candeia); de a-
pineno em o6leos essenciais de Eucalyptus, Corymbia, Schinus terebinthifolius
(pimenta rosa) e em derivados de terebintina (um liquido obtido por destilacéo de
resina de coniferas). Também foi feita determinacédo simultanea de citronelal, de
citronelol e de geraniol em 6leos essenciais comerciais de Cymbopogon nardus e
de Cymbopogon winterianus (citronela) usando RMN de 'H. Os resultados obtidos
usando os métodos de RMN foram comparados aos obtidos pelo método
cromatografico usando normalizacéo de areas (CG-N), padroniza¢éo interna (CG-
Pl) e padronizacdo externa (CG-PE). Todos o0s parametros avaliados
(seletividade, linearidade, exatidao/preciséo, repetibilidade, robustez, estabilidade
do analito e do padréo interno em solu¢éo) mostraram resultados satisfatérios de
acordo com as resolucdes normativas vigentes (ANVISA - RE 899 e ABNT - NBR
14029) para todos os métodos desenvolvidos. Embora RMN de 'H seja uma
técnica menos sensivel que CG, os métodos de RMN de 'H desenvolvidos
atendem com sucesso a quantificacdo de constituintes majoritarios em 0leos
essenciais. Analise de variancia (ANOVA) e testes de Tukey com 95% de
confianga mostraram que nao houve diferenca significativa entre os valores
encontrados pelo método de RMN de *H em relacédo aos métodos cromatogréaficos
CG-N, CG-PI e CG-PE para determinacdo de a-pineno nos Oleos avaliados.
Entretanto, o método de RMN de 'H desenvolvido para quantificacdo de a-
bisabolol em 0leo essencial de candeia é adequado para 73% dos Oleos

avaliados. Os outros 27% dos Oleos de E. erythropappus tem maior numero de
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constituintes e o teor de a-bisabolol foi superestimado devido a sobreposicédo do
sinal usado para quantificacdo deste terpeno com sinais dos compostos ar-
curcumeno e fbisaboleno, no espectro de RMN de 'H desses 6leos. Essa
limitacdo foi contornada pelo emprego da técnica de RMN de 'H bidimensional
denominada COSY. Essa técnica, além de ser rapida (16 min), apresentou desvio
padrao inferior a 0,3%. Para determinacdo de citronelal, citronelol e geraniol nos
Oleos essenciais comerciais de citronela, a similaridade entre os métodos CG-N,
CG-Pl e RMN de 'H também foi comprovada por analise de variancia (ANOVA) e
pelo teste de Tukey com 95% de confianca. Entretanto, as pequenas diferengas
encontradas nos teores de citronelal (amostra C2) e de geraniol (amostras C3 e
C6) usando o método de CG-N quando comparadas aos resultados obtidos pelos
métodos de RMN de 'H e de CG-PI, confirmaram a dependéncia do método de
CG-N com a definicdo de parametros para integragdo que incluem ou excluem

picos no cromatograma, influenciando no teor dos analitos.
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ABSTRACT

CERCEAU, Cristiane Isaac, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,
2018. Development and validation of methods for quantific ation of major
constituents in essential oils by nuclear magnetic resonance . Adviser: Luiz
Claudio de Almeida Barbosa. Co-Advisers: Elson Santiago de Alvarenga and
Antonio Jacinto Demuner.

Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and with flame
ionization detection (CG-FID) is the most used technique for identification and
quantification of constituents of essential oil, respectively. Although highly
sensitive, GC analysis is time consuming. In this work, fast and efficient methods
using *H NMR were developed and validated for determination of a-bisabolol in
essential oils of Eremanthus erythropappus (candeia); a-pinene in essential oils of
Eucalyptus, Corymbia, Schinus terebinthifolius (pink pepper), and turpentine
derivatives (a liquid obtained by distillation of resin from conifers). Simultaneous
determination of citronellal, citronellol, and geraniol in commercial essential oils of
Cymbopogon nardus and Cymbopogon winterianus (citronella) using *H NMR was
also performed. The results obtained using the NMR methods were compared to
those obtained by the chromatographic method using area normalization (GC-N),
internal standardization (GC-IS) and external standardization (GC-ES). All
parameters evaluated (selectivity, linearity, accuracy/precision, repeatability,
robustness, analyte stability, and internal standard in solution) showed satisfactory
in accordance with the current normative resolutions (ANVISA - RE 899 e ABNT -
NBR 14029) for all methods developed. Although H NMR is a less sensitive
technigue than GC, the developed *H NMR methods can be successfully used the
quantification of major constituents in essential oils. Analysis of variance (ANOVA)
and Tukey's tests with 95% confidence showed that there was no significant
difference between the values found by the method of H NMR in relation to the
chromatographic methods GC-N, GC-IS and GC-ES for determination of a-pinene
in the evaluated oils. However, the *H NMR method developed for quantification of
a-bisabolol in essential oils of candeia is suitable for 73% of the evaluated
samples. The remaining 27% of the E. erythropappus oils have a greater number

of constituents and the bisabolol content was overestimated due to the overlap
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of the signal used for quantification of this terpene with signals of the ar-
curcumene and Abisabolene compounds in the 'H NMR spectrum of these oils.
This limitation was circumvented by the use of the two dimensional *H NMR
contour map COSY. This technique in addition to being fast (16 min), showed a
standard deviation of less than 0.3%. For quantification of citronellal, citronellol
and geraniol in commercial citronella essential oils, the similarities between the
GC-N, GC-IS and 'H NMR methods were also confirmed by analysis of variance
(ANOVA) and Tukey's test with 95% reliable. However, the small differences found
in citronellal (sample C2) and geraniol (samples C3 and C6) levels using the GC-N
method when compared to the results obtained by *H-NMR and CG-IS methods,
confirmed the dependence of the method of CG-N with the definition of
parameters for integration that include or exclude peaks in the chromatogram,

influencing the analytes content.
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INTRODUCAO GERAL

Oleos essenciais sdo misturas de substdncias odoriferas e volateis
provenientes do metabolismo secundario de plantas, constituidas principalmente
por hidrocarbonetos, como monoterpenos e sesquiterpenos, fenilpropandides
(Bizzo et al., 2009; Souza et al., 2010; Barbosa et al., 2016) e por compostos
oxigenados, tais como ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis, dentre
outras substancias de baixa massa molecular (Souza et al., 2010).

Os oleos essenciais possuem grande aplicacdo na perfumaria, cosmeticos,
alimentos e medicamentos. Sdo empregados principalmente como aromas,
fragrancias, fixadores de fragrancias e em composi¢cdes farmacéuticas, sendo
comercializados tanto na sua forma bruta quanto na beneficiada (Craveiro e
Queiroz, 1993; Silva-Santos et al., 2006; Bizzo et al., 2009; Souza et al., 2010),
fornecendo substancias puras como a-pineno e a-bisabolol, citronelal, citronelol e
geraniol, estudadas neste trabalho.

O a-pineno é um componente tipico dos Oleos e resinas de eucaliptos e
pinheiros que apresenta diversas atividades biolégicas tais como, bactericida,
fungicida, inseticida, pesticida, anticancerigena, antioxidante, imunoestimulante e
anti-inflamatéria (Mercier et al., 2009).

O a-bisabolol, encontrado principalmente na madeira da candeia
(Eremanthus erythropappus), tem grande importancia na industria farmacéutica e
cosmética, apresentando acdo anti-inflamatéria (Vila et al., 2010), anticancerigena
(Kamatou e Viljoen, 2010), bactericida; antimicotica; cicatrizante e antisséptica
(Andrade, 2009).

Os compostos citronelal, citronelol e geraniol sédo isolados do o6leo
essencial das espécies Cymbopogon nardus e Cymbopogon winterianus e
utilizados em fragrancias e em cosméticos (Silva-Santos et al., 2006). Além disso,
citronelol tem atividade acaricida e antimicrobiana e geraniol é usado em produtos
de limpeza doméstica (Chen e Viljoen, 2010).

O Brasil é responsavel por 8% da producdo mundial de 6leo essencial e as
exigéncias de exportacdo para garantir a qualidade desses 6leos sédo cada vez

maiores (Lubbe e Verporte, 2011). Além disso, o preco dos 6leos essenciais varia



conforme o teor de seus constituintes majoritarios, o que justifica a necessidade
do controle da composicao e autenticidade dos 6leos essenciais comerciais.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
com deteccéo por ionizacdo em chamas (CG-DIC) € a técnica mais utilizada para
identificagdo e quantificagdo dos constituintes de Oleos essenciais,
respectivamente. Embora CG seja extremamente sensivel, € muito demorada e,
em algumas analises, é necessario selecdo de colunas (AbouZid, 2016; Cerceau
et al., 2016Db).

Desta forma, o desenvolvimento de métodos rapidos e eficientes que
possam ser utilizados no controle de qualidade de Oleos essenciais €
fundamental.

Este trabalho foi dividido em quatro capitulos. No primeiro capitulo foram
apresentados fundamentos tedricos de Ressonancia Magnética Nuclear
quantitativa (RMNQq) e de validacdo de métodos analiticos. Nos demais capitulos,
(2, 3 e 4) foram desenvolvidos e validados métodos para quantificacdo de
constituintes majoritarios de 6leos essenciais por RMN de 'H. Sendo no capitulo 2
para quantificar a-pineno em Oleo essencial de Eucalyptus, Corymbia, Schinus
terebinthifolius (pimenta rosa) e terebintina, no capitulo 3 a-bisabolol em dleo
essencial de Eremanthus erythropappus e no capitulo 4 para determinagéo
simultanea de citronelal, de citronelol e de geraniol em 6leo essencial de citronela

comercial.



CAPITULO 1

FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. Ressonancia Magnética Nuclear quantitativa (RM  NQ)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é
rotineiramente utilizada para caracterizacéo e elucidacdo de estruturas de novos
compostos sintéticos e de produtos naturais (Holzgrabe, 2010). Ha alguns anos,
essa técnica vem sendo usada como ferramenta quantitativa e os primeiros
relatos da utilizacdo de RMN para quantificacdo datam de 1963, quando
Jungnickel e Forbes determinaram a razdo entre atomos de hidrogénios
intramoleculares em 26 substancias organicas. Neste mesmo ano, Hollins
quantificou aspirina, fenacetina e cafeina em uma mistura de analgésicos
comerciais utilizando RMN de 'H (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012). Entre
1965 e 1990 Turczan e colaboradores também utilizaram esta mesma técnica
para determinar a pureza e o teor de diferentes principios ativos em
medicamentos (Bharti e Roy, 2012). Em 1980 um método para quantificacdo da
gentamicina usando RMN de H foi descrito na Farmacopeia Alema (Holzgrabe,
2010).

Hoje em dia, a ressonancia magnética nuclear quantitativa (RMNq) de H é
uma técnica aplicada para quantificacdo e controle de qualidade em diversas
areas como vacinas, peptideos (Holzgrabe, 2010), gasolina (Meusinger, 2010)
fluidos corporais (facilitando o diagnostico de doencas e o controle de tratamento
da toxicodependéncia), monitoramento de processos de reacdo em fluxo,
determinacdo da relacdo entre diasteroisbmeros (Holzgrabe, 2010) e,
principalmente, na caracterizacdo de produtos naturais (Cerceau et al., 2016a;
Cerceau et al., 2016b), medicamentos, metabdlitos (Bussy et al., 2016) alimentos
(Berregi et al., 2007; Bizzo e Hovell, 2009; Campo et al., 2010; Ohtsuki et al.,
2015) e bebidas (Rodrigues et al., 2010).

Além do nucleo de 'H, outros nucleos tém sido utilizados para quantificacéo
por RMN em diferentes matrizes. Os mais comuns sdo !°N usado na
determinacdo de matéria organica em solos e na quantificacdo de proteinas; P
para determinacdo de fosfolipidios, fosforo inorganico e compostos organicos

fosforados, tais como inseticidas; °F utlizado para quantificacdo de
3



medicamentos e produtos quimicos agricolas e '3C usado para controle de
gualidade de medicamentos, produtos naturais e alimentos (Parikh e Gadape,
2011; Bharti e Roy, 2012).

1.2. Principios da Ressonancia Magnética Nuclear Qu  antitativa (RMNQ)

A RMNg é fundamentada pela Equacgdo 1.1, na qual a intensidade de um
sinal | em um espectro de RMN é diretamente proporcional ao nimero de nucleos
N que absorvem energia na radiofrequéncia referente a este sinal, desde que a
constante do espectrometro (Ks) tenha o mesmo valor ao longo de todo espectro.
Assim, a quantificacdo pode ser realizada simplesmente por medicao da area sob

um sinal representado pela integral (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012).

| =KsxN Equacédo 1.1

Entretanto, para que essa equacao seja utilizada de forma a se obter uma

quantificacdo eficiente, os seguintes pré-requisitos sdo necessarios:

1.2.1. Nao sobreposicao do sinal do composto de int  eresse: pelo menos um
sinal do analito de interesse deve estar separado dos demais sinais dos
constituintes da mistura no espectro de RMN (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy,
2012).

A avaliacdo da sobreposicédo de sinais em um espectro de RMN de 'H de
uma mistura € realizada pela razdo entre atomos de hidrogénio intramoleculares,
determinada pela integral da area dos sinais (Figura 1.1). No caso de misturas
complexas, quando o RMN de 'H néo é suficiente para avaliar a sobreposi¢éo de
sinais, técnicas de RMN em duas dimensbes como COSY (Homonuclear
COrrelation SpectroscopY) (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012) e HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) (Sette et al., 2013) podem ser

utilizadas (Figura 1.2).
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Figura 1.1. Espectro de RMN de H da mistura de (A) acido y-aminobutirico e (B)
acido butirico mostrando valores relativos de integrais de ressonancia
intramolecular (Bharti e Roy, 2012 adaptada).

115
© :
r 5
G CH (G)) -
| £
LIGNIN
120 &
H
o
R' R? = )
O-LIGNIN cacC 125
o
R 130
’ : ’ S N : ; 135
7.8 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 6.3
81 (ppm)

Figura 1.2. Diagrama de contorno rapido-HSQC quantitativo de lignina em
DMSO-d6 obtido utilizando um espectrémetro de RMN de 600 MHz equipado com
criosonda (Sette et al., 2013).

1.2.2. Auséncia de bandas satélites : bandas satélites de *C (Figura 1.3) e de
29Si podem interferir no sinal de interesse do analito, alterando a area a ser
integrada e, consequentemente, influenciando na exatidao/precisao dos
resultados obtidos. Dessa forma, para fins de quantificacdo, a area das bandas
satélites deve ser subtraida da area do sinal do composto a ser quantificado ou

um experimento utilizando desacoplamento heteronuclear como o Globally
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Optimized Alternating-Phase Rectangular Pulses (GARP) deve ser realizado
(Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012).

Em um espectro de RMN de 'H adquirido usando GARP (Figura 1.4), o
desacoplamento dos sinais de '*C ocorre por irradiagdo no centro de frequéncia
de carbono durante o tempo de aquisicdo (Aq) do decaimento livre de indugéo
(FID). Esse procedimento permite a obtencéo de um espectro de RMN de H sem

sinais dos satélites de 13C (Leal, 2013).

Ala CH,

Figura 1.3. Espectro de RMN de 'H da alanina (Ala) em D20 utilizando um
espectrometro de RMN de 400 MHz (50mg/750uL, 128 transientes) (Holzgrabe,
2010).

pw

GARP ‘

Figura 1.4. Esquema de sequéncia de pulso de RMN de 'H utilizando GARP para
eliminar os sinais satélites de °C de um espectro de RMN de 'H (Leal, 2013).

1.2.3. Aquisicao de espectros sem rotagcdo da amostr  a: a rotacdo da amostra
pode gerar bandas laterais, que sdo sinais indesejados que também podem

interferir na area dos sinais usados para quantificacdo, resultando em
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quantificacoes errbneas (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012; Joseph e Szabo,
2013).

1.2.4. Constante do espectrometro (Ks): o valor da constante do espectrébmetro
deve ser o mesmo para todos os sinais no espectro de RMN. Entretanto, para que
ISSO aconteca, alguns parametros de aquisicdo como pulso de excitagédo, tempo
de aquisicéo (Aq), tempo de relaxacédo longitudinal (T1) e tempo de repeticao (Tr)
devem ser otimizados (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012). Tais parametros
estdo exemplificados em uma sequéncia de pulsos para aquisicdo de hidrogénio
(Figura 1.5).

90°
Pulso de excitagao msp
Aq

(o W;".Fﬁw-"“

Fonte: Proprio autor

Figura 1.5. Sequéncia de pulso para aquisicdo de RMN de *H.

- Pulso de excitacdo (pw): é utilizado para excitar simultaneamente todos
0s nucleos magnéticos da mistura de constituintes a serem quantificados. Este
pulso de excitacdo deve ser uniforme ao longo do espectro para garantir que nao
haja interferéncia das bandas de excitacdo lateral nas extremidades da janela
espectral. Para isso, sdo necessarios pulsos calibrados e curtos, normalmente 10
Us no caso dos espectros de RMN de 'H (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012;
Joseph e Szabo, 2013).

Para que a calibracdo seja alcancada, uma sequéncia de experimentos €

registrada com um pulso de excitacdo aumentado progressivamente. Um pulso de
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90° desloca a magnetizacao resultante (M°) para o eixo positivo de y (+y), onde o

7

sinal maximo é obtido. Em contraste, um pulso de 180° coloca o vetor de
magnetizagao inteiro no eixo negativo de z (-z) e entdo resulta em auséncia de
sinal. Um pulso de 270° resulta em um sinal maximo negativo pois coloca M° em —
y, € de 360° retorna a magnetizacdo para a posi¢ao inicial ao longo de +z
resultando em auséncia de sinal mais uma vez. Usualmente, a calibragdo é feita
com valores de pulsos em torno de 4 x 10 ps. Quando um determinado pulso
resulta em auséncia de sinal, esse valor € dividido por 4 para dar o pulso

calibrado. A variagdo na intensidade dos sinais obtidos durante o cliclo de

calibracéo é ilustrada na Figura 1.6 (Keeler, 2002; Claridge, 2009).

JLUK JL_

ah

Intensidade dos sinais

ol

—

Angulo

Figura 1.6. Calibracdo da largura do pulso. A intensidade dos sinais varia
conforme a curva. Os sinais esperados para os diferentes angulos séo indicados
pelas linhas tracejadas (Keeler, 2002).

Para fins de quantificacdo podem ser utilizados pulsos de 90°, 45° e 30°,
sendo que um angulo de pulso de 90° permite uma maior intensidade de
excitacao dos spins.

- Tempo de aquisicdo (AqQ): trata-se do tempo que 0s spins excitados
levam para perder a energia de excitacdo e retornar ao seu estado original de
energia, apos a interrup¢do do pulso de excitacdo. Cada nucleo magnético emite
energia em uma frequéncia especifica. Dessa forma, como existem diversos
ndcleos magnéticos na mistura a ser quantificada, diferentes radiacbes

eletromagnéticas sdo emitidas simultaneamente, originando o decaimento de



inducdao livre (DIL), do inglés FID! (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012; Joseph e
Szabo, 2013).

Para fins de quantificagdo, um tempo de aquisicdo suficiente deve ser
usado para evitar a limitacdo do FID (truncamento), o que pode ocasionar o
aparecimento de artefatos no espectro, distorcdo na linha de base e perda de
resolucdo espectral, resultando em medicdes imprecisas de intensidades dos
sinais (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012).

A Figura 1.7, mostra sinais de RMN de 'H nos quais foram aplicados
diferentes tempos de aquisicdo. O tempo de aquisicdo de 4 s (Figura 1.7 A) foi
suficiente para aquisicdao do FID. Entretanto, um Aq de 1 s (Figura 1.7 B) foi

insuficiente, levando ao truncamento do FID.

A |

Aq suficiente Aq=4s
B b
Aq curto l Aq=1s
8 7 6 5 ppm

Figura 1.7. Corte de espectro de RMN de *H mostrando um sinal no qual o Aq
utilizado foi suficiente para aquisicdo do FID (A) e um sinal no qual ocorre o
truncamento do FID (B) (University of Ottawa NMR Facility Blog).

- Tempo de repeticéo (Tr): € 0 tempo total gasto para adquirir um espectro
utilizando uma unica varredura. Em outras palavras, Tr corresponde ao intervalo
entre dois pulsos de excitagao consecutivos (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012;
Joseph e Szabo, 2013).

! Do inglés Free Induction decay



O tempo de repeticdo depende do maior tempo de relaxagédo longitudinal
(T1) dos hidrogénios presentes em uma amostra, incluindo os hidrogénios do
padréo interno. Dessa forma, na aquisicdo de espectros de RMN de H
quantitativos, um tempo de repeticdo de cinco vezes o valor do maior tempo de
relaxacdo longitudinal (Tr = 5 x T1) deve ser utilizado, de forma a garantir que
99,3% da magnetizacdo em equilibrio seja medida, obtendo-se resultados mais
exatos e precisos (Maltz e Jancke, 2005; Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012).

A sequéncia de pulsos de inversao-recuperacao (Figura 1.8-b) é a mais
utilizada para determinacdo dos valores de T1. Em resumo, um sistema de spin
no equilibrio térmico é perturbado e, em seguida, sua recuperacédo em fungédo do

tempo é observada.

a) b)

90° 180° 90°
<_T = _’I‘WMNW\WW . —’J‘WNWNWMW
R=5xT1

Figura 1.8. a) Sequéncia de pulso para aquisi¢cdo de RMN de 'H quantitativo; b)
Sequéncia inversado-recuperacao para determinagédo dos valores do tempo de
relaxacao longitudinal dos spins (T1) (Keeler, 2002 adaptada).

Um pulso de 180° desloca a magnetizacéo do eixo +z para para 0 eixo -z.
A seguir, a relaxacéo longitudinal comeca a ocorrer e a magnetizacdo do eixo -z
diminui gradativamente, passando pelo plano x-y e, ocasionalmente, retornando
ao eixo +z a uma taxa dependente de T1. Posteriormente a um periodo 7, ap6s o
pulso de 180°, um pulso de 90° é aplicado e a magnetizacdo retorna ao plano x-y,
no qual a intensidade do sinal € monitorada (Figura 1.9) (Keeler 2002; Claridge,
2009).
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§> Y Y
X <« |
B 180°X T B 90°X
a) b) c)

Fonte: Proprio autor

Figura 1.9. Processo de inversao-recuperacao. a) Efeito do pulso de radiofrequéncia de
180° sobre a magnetizacao; b) Relaxacdo longitudinal durante o tempo 7, c) Efeito do

pulso de radiofrequéncia de 90° sobre a magnetizacéo, apds o tempo .

Um espectro invertido, ou seja, com intensidade maxima no eixo -y € obtido
quando um 7 de zero for utilizado. Entretanto, um sinal de intensidade maxima é
obtido no eixo +z, quando o valor de 7, entre os dois pulsos, for superior ao tempo
de relaxamento completo.

O relaxamento dos spins é monitorado pela repeticdo do experimento
aumentando progressivamente os valores de 7 (Figura 1.9). A intensidade da

magnetizagao detectada, My, € determinada pela Equagéo 1.2:

M, =M, (1 —2e” 7T Equagao 1.2

Onde Mo corresponde & magnetizagéo de equilibrio.

A Figura 1.10 ilustra um experimento de inversédo-recuperagao para
determinar o tempo de relaxacao longitudinal dos hidrogénios da alanina em D:20.
Diferentes valores de tempo de relaxacdo longitudinal foram observados para
cada tipo de hidrogénio magneticamente diferente da alanina (T1 proximo a 5,2 s
e a 2,2 s, respectivamente para os hidrogénios do CH e do CHy).
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Figura 1.10. Experimento de inversao-recuperacdo usado para medir valores de
T1 para hidrogénios da alanina em D20 (RMN de 'H de 400 MHz; Tr = 75 s)
(Holzgrabe, 2010).

1.2.5. Razao sinal ruido (S/R): a precisdo da integracdo dos sinais depende
sensivelmente da razao sinal ruido (S/R), influenciando na exatidao/precisdo das
medidas obtidas por RMNg. Assim, para obtencdo de uma elevada precisao
(incerteza inferior a 1%), a relacdo S/R deve ser superior a 250:1; 300:1 e 600:1
para nucleos de 'H, °F e 3P, respectivamente (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy,
2012).

Sinais eletrbnicos aleatorios, perceptiveis no espectro pela presenca de
flutuacbes da linha-base dos sinais dos compostos analisados, dao origem ao
ruido. Como o ruido € aleatdrio, o uso de um maior numero de repeticdes para
aquisicdo dos espectros aumenta a intensidade dos sinais, enquanto o ruido
permanece constante. Assim, quanto maior o niumero de transientes utilizado na
aquicao dos espectros, maior sera a razao S/R. No entanto, essa razdo S/R
aumenta com a raiz quadrada do numero de varreduras, conforme Equacgédo 1.3, a

sequir.

(S/IR) = fn Equacdo 1.3
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Dessa forma, a aquisicdo de espectros usando um namero de transientes
de 64 em vez de 16, resulta na obtengédo de sinais com razdo S/R duas vezes
maior. Entretanto, ao aumentar o niumero de transientes de 64 para 128, um

aumento de 1,41 na razdo S/R é observado (Bharti e Roy, 2012).

1.2.6. Parametros de processamento e integracdo dos sinais: a
exatidao/precisdo da integracdo da area de um sinal e, consequentemente, da
quantificacdo dos analitos de interesse, depende da escolha de parametros

apropriados para o processamento do espectro de RMN (Holzgrabe et al., 2005).

1.2.6.1. Preenchimento com zero vs. predic¢ao linear

O preenchimento com zero aumenta a resolucéo digital do espectro através
da interpolacdo de pontos de dados que sdo adicionados no dominio da
frequéncia (Figura 1.11). E utilizado quando se pretende melhorar a definicido das
formas dos sinais em um espectro de RMN, embora o FID adquirido tenha
decaido a zero (Claridge, 2009).

Nesses casos em que o FID decaiu a zero, o aumento do tempo de
aquisicao resultaria em um aumento do ruido no espectro. Isso porque, apesar da
resposta de RMN decair ao longo do FID, o ruido permanece constante e iria
dominar a cauda. Dessa forma, o preenchimento com zeros seria uma boa
alternativa para melhorar a definicdo das linhas de ressonancias, permitindo a
observacdo de estruturas finas de multipletos e/ou a medicdo precisa das
intensidades dos sinais utilizados para quantificacdo (RMNQ) (Claridge, 2009).

Nos casos em que o FID adquirido ndo decai a zero, o conjunto de dados &
dito truncado (Figura 1.12-a). A utilizacdo do preenchimento com zeros em FIDs
truncados resultaria em distor¢gdes simétricas nas bases dos sinais (Figura 1.12-
b). Para solucionar este problema poderiam ser utilizadas tanto as fungbes de
janela (item 1.2.6.2) como o método de predicéo linear (PL) (Claridge, 2009).

O método de predicdo linear (PL) é utilizado para retificar dados
corrompidos ou distorcidos e para ampliar FIDs truncados. No PL, ao invés de
adicionar zeros, os valores dos pontos de dados sdo estimados, usando
informacbes dos pontos anteriores, estendendo o FID por meio de uma

combinacdo linear de dados (Figura 1.12-c). Dessa forma, na predicao linear os

13



dados obtidos sdo mais préximos dos verdadeiros que no preenchimento com
zeros. Além disso, PL melhora a resolucédo, evita a necessidade de utilizacdo de
funcdes de apodizacéo e atenua os erros de truncamento (Claridge, 2009).

O meétodo de predicdo linear € mais utilizado em FIDs truncados em
experimento em 2D ou em 3D, uma vez que é necessario um ruido elevado no
FID para que os dados sejam previstos de forma precisa. Além disso, a
quantidade de pontos utilizados para a predicdo linear tem que ser muito maior

que a quantidade de linhas que compdem o FID (Claridge, 2009).

Hz/pt Tamanho

dos dados

0,06

’

x8

0,12 x4
0,25 X2
DM
rTTTTTTTTTrTTTTTTTTT]ﬂTTTTTTmeTTTTTT]
20 10 0 -10 -20
Hz

Figura 1.11. Efeitos do preenchimento com zero no aprimoramento de estrutura
fina e na definicdo da forma da linha espectral (Claridge, 2009).

Na Figura 1.13 é possivel observar a melhora da resolucédo dos picos em
um experimento de correlagéo heteronuclear 2D submetido ao procedimento de

predicéo linear.
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Figura 1.12. Processamento de um FID truncado. a) FID truncado nédo tratado; b)
O FID truncado em (a) que foi estendido por preenchimento com zero produzindo
ondulacbes no espectro, c) predicao linear do FID em (b) (University of ottawa
NMR Facility Blog).

a) b) c) ppm
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Figura 1.13. Melhoria da resolugéo do pico em um experimento de correlacao
heteronuclear 2D carbono-hidrogénio através da predicéo linear (PL). Os mesmos
dados brutos foram usados em cada espectro, com a dimensdo F1 (carbono)
processada com: a) nenhuma extenséo de dados, b) um preenchimento com zero
e ¢) PL no lugar do preenchimento com zeros (Claridge, 2009).

1.2.6.2. FuncOes de janela

As funcbes de janela (Figura 1.14), também chamadas de funcdes de
apodizacdo, sdo empregadas na manipulacdo de dados de RMN, antes destes
dados serem submetidos a Transformada de Fourier, para melhorar a
sensibilidade (raz&o sinal-ruido) ou a resolugéo espectral (Bharti e Roy, 2012).

A observacdo de sinais acima do ruido espectral é proporcionada pela
melhora da sensibilidade, enquanto um aprimoramento na resolucdo permite a

visualizacao das estruturas finas escondidas.
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Como a intensidade do sinal de RMN diminui ao longo do tempo de
aquisicdo, enquanto o ruido permanece constante, o nivel relativo do ruido é
maior na cauda do FID. Dessa forma, uma diminuicdo do ruido é alcancada
aplicando uma funcédo de janela que reduz a cauda do FID, aumentando a
sensibilidade (razdo sinal-ruido). Uma melhora na resolugdo espectral pode ser
alcancada aplicando uma funcdo que aumente o meio e o fim do FID, retardando
o decaimento do sinal e, consequentemente, reduzindo a ressonancia (Claridge,
2009).

a) Exponencial -lb =1

—

b) Exponencial - Ib = 0,2

—

c) Gaussian -gh=0,5

e

d) Gaussian-gb =3

e) Gaussian deslocada

%_

g) Lorentz-Gaussian lb=-1,gb = 0,2

»,,_

h) Seno deslocada

,

i) Seno quadrado

—

j) Coseno

h,,_

Fonte: Proprio autor

Figura 1.14. Funcdes de janela comumente usadas para modificar o FID
adquirido para aumentar a sensibilidade e/ou a resolugdo espectral (b =
parametro de ampliacdo da linha; gb? = parametro de ampliacdo gaussiano, ou
seja, a fracdo do tempo de aquisicdo quando a fungédo tem seu valor maximo).

2 Do inglés Gaussian broadening
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- Sensibilidade do espectro x ampliacao de linha (Ib)

A multiplicacdo exponencial é a principal funcéo utilizada para melhorar a
sensibilidade em um espectro em 1D (Figuras 1.14-a e 1.14-b) (Claridge, 2009;
Bharti e Roy, 2012), sendo também utilizada no tratamento dos dados em FIDs
truncados (Figura 1.12-c) (Claridge, 2009).

A multiplicacdo exponencial proporciona o aumento da sensibilidade e a
diminuicao da resolucao espectral, simultaneamente, provocando um alargamento
dos sinais de RMN (Figura 1.15). Isso dificulta a integragdo de sinais préoximos,
prejudicando a quantificacao (Claridge, 2009, Holgrabe, 2010). Se o decaimento
do sinal for muito rapido, ocorrera diminuicdo da razao sinal-ruido, uma vez que o
alargamento excessivo das linhas causa uma reducao na altura dos sinais. Assim,
em RMN de H, |b deve ser igual a resolucéo digital do espectro, para melhorar a
sensibilidade utilizando um aumento minimo de Ib (Claridge, 2009). Em RMN em
1D, a faixa ideal de Ib varia entre 0,3 e 1,0 Hz e deve ser otimizada (Bharti e Roy,
2012).

— Ay
| !"'\
o— LT

Figura 1.15. Multiplicacdo exponencial do FID usada para reduzir o ruido no
espectro. a) FID cru e espectro apds a transformada de Fourier. b) Resultados
apos o processamento exponencial com Ib =1 Hz (Claridge, 2009).

b)

- Aumento da resolucao
A funcéo Lorentz-Gaussian (Figura 1.14g) € a mais utilizada para melhorar
a resolucao espectral. Também conhecida como multiplicacdo duplo-exponencial,
essa funcéo evita o decaimento rapido do FID, forcando-o a zero. Como a forma
da linha espectral passa de Lorentziana a Gaussiana (Figura 1.16), a funcéo
Lorentz-Gaussian possibilita a obtencéo de sinais mais separados, uma vez que a
linha espectral torna-se mais estreita, principalmente proximo a base dos sinais
(Keeler, 2002; Claridge, 2009).
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Forma de linha Lorentziana Farma de linha Gaussiana

Figura 1.16. llustracdo das formas de linha Lorentziana e Gaussiana (Keeler,
2002).

Na funcéo Lorentz-Gaussian, é possivel definir o ponto durante o tempo de
aguisicdo em que a funcdo atinge seu valor maximo (gb), permitindo uma
compensacao da diminuicdo da resolucdo espectral decorrente do alargamento
de linha (Ib). Valores ideais de |Ib e de gb sao definidos por tentativa e erro
(Claridge, 2009).

Como observado na Figura 1.17, valores negativos de |b irdo proporcionar
linhas espectrais mais finas e o posicionamento adequado de gb reforca esse
efeito. Em contrapartida, podem ocorrer distor¢des da lina de base e diminuicéo

da sensibilidade dos sinais (Claridge, 2009).

M\
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S \
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Fonte: Préprio autor

Figura 1.17. Funcédo Lorentz-Gaussian usada para melhorar a resolucao
espectral. a) FID e espectro apos transformada de Fourier e resultados apds o
uso da funcédo Lorentz-Gaussian com (b) Ib =-1Hz,gb=0,2e (c)Ib=-3Hzegb
=0,2.
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Diversas fungfes de janela semelhantes a de Lorentz-Gaussian, foram
desenvolvidas para melhorar a resolugcdo sem reduzir a sensibilidade espectral.
Dentre elas, a funcao seno (Figura 1.14-f) € a mais utilizada para processamento
de dados em 2D, eliminando efeitos de truncamento do FID. Normalmente, a
funcé@o seno gera distor¢coes nas formas e diminui a sensibilidade dos sinais em
espectros em 1D. Entretanto, esse problema pode ser contornado pelo uso da
funcdo seno deslocada (Figura 1.14-h). Assim como na funcdo seno, a seno
quadrado (Figura 1.14-i) também é usada no processamento de dados em 2D,

mas possui a cauda mais suave nas bordas (Claridge, 2009).

1.2.6.3. Corregdes de fase e de linha de base

As correcdes de fase, aléem de melhorar a forma das linhas espectrais,
aumentam a intensidade dos sinais. Podem ser realizadas manual ou
automaticamente, embora j& tenha sido comprovado que as corregcbes de fase
manuais sdo mais eficientes, apesar de depender da experiéncia do operador. Ja
as correcdes de linha de base sdo sempre realizadas automaticamente
(Holzgrabe et al., 2010).

Os erros de fase em um espectro de RMN surgem apds a transformada de
Fourier. Existem dois tipos de erros de fase, o de ordem zero e o de primeira
ordem.

Os erros de fase de ordem zero ocorrem quando a fase de referéncia dos
sinais de RMN detectados (fase inicial dos vetores de magnetizacéo) é diferente
da fase de referéncia do receptor (Figura 1.18-a). Este erro independe das
frequéncias de ressonancia e todas 0s sinais no espectro séo afetados na mesma
proporcao (Claridge, 2009).

Os erros de fase de primeira ordem ocorrem devido a limitagGes praticas
do espectrometro e sdo dependentes da frequéncia. Apbés a amostra ser
submetida a um pulso de radiofrequéncia, o espectrometro leva um tempo para se
recuperar do efeito do pulso antes do FID ser coletado (atraso de pré-aquisi¢ao -
DE). No DE, cada vetor de magnetizacdo evolui de acordo com o seu
deslocamento quimico, de modo que, no ponto de digitalizacdo, eles ndo tém
mais a mesma fase. Em funcéo desse defasamento, quando a coleta de dados

comeca, vetores com frequéncias diferentes desenvolveram uma certa diferenca
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de fase, que varia em todo o espectro (Figura 1.18-b). Os erros de fase de zero e
de primeira ordem s&o ilustrados nos espectros de RMN de 'H da Figura 1.19.

a)

Correcdo de ordem zero

\

Fase de referéncia rf
X

: b)
Atraso de pré-
y aquisicdo (DE) y

------ >
/ Erros de fase dependentes
da frequéncia

X X
Excitacdo Digitalizacdo

My

DE______
Digitalizacéo

Figura 1.18. Fatores que causam erros de fase de zero (a) e de primeira ordem
(b) em espectros de RMN (Claridge, 2009).
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e Jpl

Fonte: Proprio autor

Figura 1.19. Erros de fase de zero e de primeira ordem em espectros de RMN de
'H. (a) Espectro corretamente em fase, (b) espectro na presenca de erros de fase
independentes da frequéncia (ordem zero) e (c) espectro na presenca de erros de
fase dependentes da frequéncia (primeira ordem).

1.2.6.4. Integracao
A integracdo da area dos sinais € um dos pontos mais importantes na
quantificacdo por RMN, podendo influenciar de forma significativa nos resultados

obtidos.
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Assim como na corre¢do de fase, a integracdo também pode ser realizada
de forma manual ou automatica, sendo que a forma manual fornece resultados

mais exatos e precisos que a automatica (Holzgrabe, et al., 2010).

1.2.6.5. Shimming

Trata-se de um ajuste fino do campo magnético, realizado com o objetivo
de se obter um campo magnético demasiadamente homogéneo em torno da
amostra. I1sso porque um campo magnético ndo homogéneo causa distor¢cao do
sinal, diminuindo a sensibilidade (razdo sinal-ruido) e a resolugdo espectral. A
melhora na homogeneidade do campo magnético pode ser evidenciada pelo
aumento da altura do sinal de bloqueio (lock), pela forma do FID, bem como pela
forma e largura da linha de um sinal no espectro de RMN da amostra (Bhart e
Roy, 2012).

1.2.6.6. Sintonizagao e correspondéncia

A sintonizacdo3, como o préprio nome indica, sintoniza a bobina na
frequéncia do nucleo de interesse. Uma sintonizacdo inadequada pode ser
evidenciada pelo surgimento de ruidos nos espectros (Claridge, 2009).

A correspondéncia* é realizada para que o maximo possivel de energia de
radiofrequéncia seja transferida do transmissor para a amostra e da amostra para
0 receptor. Uma sintonizacdo e correspondéncia ideais variam conforme a
amostra a ser analisada, uma vez que as propriedades elétricas séo
caracteristicas de cada amostra (Claridge, 2009).

A sintonia e a correspondéncia inadequadas da frequéncia do
espectrometro influenciam na eficacia do pulso, resultando em variacdes na
intensidade dos sinais. Dessa forma, para que os resultados obtidos tenham
reprodutibilidade, todas as amostras devem ser submetidas a procedimentos de
sintonizacao e correspondéncia adequados antes da realizacdo dos experimentos
(Bharti e Roy, 2012).

3 Do inglés tuning
4 Do inglés matching
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1.2.6.7. Temperatura

A temperatura afeta a reprodutibilidade dos resultados quantitativos, uma
vez que infuencia nas propriedades de relaxamento das moléculas. Dessa forma,
a temperatura deve ser constante tanto na aquisicdo dos espectros das amostras
como na calibracdo da referéncia externa utilizada para quantificacdo (Bharti e
Roy, 2012).

1.3. Fatores que influenciam na sobreposicdo / sepa  racao de sinais
Conforme mencionado, a ndo sobreposicdo de pelo menos um sinal do
analito de interesse com sinais de outros constituintes da amostra, no espectro de
RMN, € um dos principais requisitos para utilizacdo de RMNg. Entretanto, quando
todos os sinais do analito de interesse estdo sobrepostos a outros sinais, algumas
estratégias, discutidas a seguir, podem ser adotadas para promover a separacao

entre eles.

- Efeitos do solvente

Os solventes deuterados utilizados na espectroscopia de RMN podem ser
classificados como ndo-polares aromaticos (benzeno-d6, tolueno-d8 e piridina-d5)
e ndo aromaticos (cloroformio-d e diclorometano-d2), além de polares proticos
(D20 e metanol-d4) e apréticos (DMSO-d6 e acetonitrila-d3). A escolha do
solvente adequado deve ser feita de acordo com a solubilidade da amostra e com
as caracteristicas espectrais obtidas quando da utilizacdo de determinado
solvente (Holzgrabe, 2010).

A obtencéo de espectros de RMN de um composto em diferentes solventes
pode mudar o deslocamento quimico de um sinal, além de alterar a forma da linha
e a complexidade do espectro de RMN de 'H, promovendo a separagdo de
ressonancias sobrepostas (Holzgrabe, 2010).

A separacdo de sinais sobrepostos em RMN de 'H de 6leo essencial de
Siparuna guianenses foi realizada pela substituicdo de CDCIs por CsDs, conforme
Figura 1.20. O sinal A, no espectro adquirido em CDCIs corresponde a
sobreposicao do sinal H-5’ do constituinte majoritario a-bisabolol com sinais de

outros terpenos presentes no Oleo. Ao substituir o CDCIs por CsDs, € possivel
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observar uma separacao parcial do sinal H-5’ do a-bisabolol (sinal representado

por B) em relagdo aos demais sinais.

cDCly A

et -
5.42 5.32 5.22 5.12

== U pPpm

Fonte: Préprio autor

Figura 1.20. Expansdo do espectro de RMN de 'H 300 MHz do éleo essencial de
Siparuna guianenses mostrando a separacdo do sinal (B) do a-bisabolol dos
sinais de outros terpenos (A) quando o solvente CDClIs foi substituido por CeDe.

Apesar de a separacdo de sinais sobrepostos ser influenciada pelo tipo de
solvente, nem sempre essa separacdo € alcancada usando apenas um solvente,

sendo necessario a utilizacdo de uma mistura de solventes diferentes.

- Efeitos da temperatura

O aumento da temperatura pode ser usado para promover o deslocamento
de sinais de OH de alcoois, de NH de aminas e de amidas e de HOD de
solventes, quando estes encontram-se sobrepostos a um sinal que sera utilizado
para quantificacdo de determinado composto, em um espectro de RMN de 1H.
Zheng e Price (2010), mostraram que é possivel obter um deslocamento do sinal
de HOD de aproximadamente 5 Hz/K, usando um espectrometro de RMN de 500
MHz. Além disso, 0 aumento da temperatura altera as formas e largura da linhas
espectrais, melhorando a resolucéo (Joseph e Szabo, 2013).

Uma aplicacéo pratica da influéncia da temperatura no deslocamento de
sinais pode ser observada nos espectros de RMN de 'H 300 MHz da heparina
nao fracionada em D20 (Figura 1.21). Quando o espectro foi adquirido a 25 °C, o
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sinal HOD apareceu em aproximadamente 4,8 ppm. Ao aumentar a temperatura
para 80 °C, esse sinal foi deslocado para 4,2 ppm (Holzgrabe, 2010).

[ I CH,0SO;Na

(LI t COzNaO © 0
1 OH o) OH

I\ Wil |

I\ I\
el R g ] ¥ W ‘-\L_ L

50 40 3.0 20 ppm

0SO;Na NHSO3Na

* Sinal do HOD

Figura 1.21. Espectro de RMN de *H 300 MHz de heparina néo fracionada em
D20 a 80°C (espectro em vermelho) e a temperatura de 25 °C (espectro em azul)
(Holzgrabe, 2010 adaptada).

- Efeitos da concentracao

A aquisicdo de espectros de RMN de 'H e de '°C de um determinado
composto, em diferentes concentracbes, pode causar variacbes nos
deslocamentos quimicos tanto de hidrogénios como de carbonos, devido ao
fendmeno de agregacéao (Michaleas e Antoniadou-Vyza, 2006; Holzgrabe, 2010).

Esse fenbmeno é observado na Figura 1.22, que mostra espectros parciais
de RMN de 'H de ciprofloxacina em diferentes concentracdes. Em concentracdes
menos elevadas de ciprofloxacina (2,6x103 M), o hidrogénio aromatico H-8 é mais
desblindado que H-5. Entretanto, a medida que a concetracdo de ciprofloxacina
aumenta (259x10° M), o sinal de H-5 torna-se mais desblindado que H-8
(Michaleas e Antoniadou-Vyza, 2006). Dessa forma, o fenbmeno de agregacao
pode ser usado na separacao de sinais sobrepostos para posterior quantificacao
(Holzgrabe, 2010).
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Hidrogénios ligados a nitrogénio e a oxigénio, respectivamente em amidas
e alcoois, tém deslocamento quimico variavel, dependente da concentracao.
Assim, quando esses sinais estdo sobrepostos a outros sinais, a separacao pode
ser obtida pela aquisicdo de espectros de RMN em diferentes concentracdes da

amostra a ser analisada.

F. ) 4 3

6 H

-3 B w
26x10°° M H- |||/\N TN N7

109 x 1073 M m

----------------

Figura 1.22. Espectros parciais de RMN de 'H mostrando os sinais dos
hidrogénios aromaticos da ciprofloxacina em diferentes concentracdes (2,6x103
M; 109x102 M e 259x10° M) (Michaleas e Antoniadou-Vyza, 2006).

- Efeitos do pH

O pH pode ser usado para promover variacdo de deslocamentos quimicos
em sinais de compostos que contém grupos que podem ser protonados (aminas)
e/lou desprotonados (acidos), proporcionando a separaracdo de sinais
sobrepostos (Holzgrabe, 2010).

Esse efeito pode ser observado pela variacdo de deslocamento quimico
decorrente dos diferentes solventes utilizados para aquisicdo dos espectros de
RMN de 'H da norfloxacina (Figura 1.23) 2% em massa. Para isso, espectros de
RMN de 'H da norfloxacina, foram adquiridos usando os solventes DMSO-d6, DCI
0,01 e 5 M e NaOD 0,01 M. A consta na Tabela 1.1 (Holzgrabe, 2010).
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Figura 1.23. Estrutura da norfloxacina.

Tabela 1.1. Deslocamentos quimicos (ppm) de hidrogénios da norfloxacina (2%
em massa) adquiridos em DMSO-d6 e em solu¢Bes aquosas acidas e basicas
(300 MHz).

Solvente H-2 H-5 H-8 Piperazina
DMSO- 890 7,8 7,11 2,85-291
NaOD 837 7,78 6,92 3,19; 3,07

DCI0,01 8,75 7,72 7,14 3,62;3,52
DCI5M 9,34 8,15 7,37 3,86;3,58

Comparando os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da norfloxacina
obtidos em DMSO-d6 com os obtidos em DCI 0,01 M (Tabela 1.1), observa-se
uma maior variacdo nos valores de deslocamento quimico referentes aos
hidrogénios da piperazina. Isso se deve ao fato de que em solucdo DCI 0,01 M, o
nitrogénio mais basico (17) esta protonado, o que causa a desblindagem dos
hidrogénios H-16, H-18, H-15 e H-19. Além disso, observa-se também que H-2 e
H-5 foram levemente blindados e H-8, ligeiramente desblindado.

Fazendo uma comparacao entre os espectros adquiridos em DCI 0,01 M e
5 M, foi observado que a diminuicdo do pH desblindou todos os hidrogénios
avaliados. Entretanto, houve uma variagao brusca nos deslocamentos de H-2, H-5
e dos hidrogénios da piperazina, que pode ser explicada pela protonagéo de
todos os nitrogénios presentes na molécula que causa a desblindagem dos
mesmos.

O emprego de solugcdo de NaOD 0,01 M ocasionou a desprotonagéo do
grupo carboxilico da norfloxacina, com isso na aquisicdo do espectro de RMN de
'H verifica-se o efeito de blindagem em H-2, H-5 e H-8. Isso acontece porque em
DMSO-ds ocorre formacéo de ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o OH do

acido e a carbonila da cetona, desblindando H-2 e H-5. Em presenca de NaOD,
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nao ocorre a ligagao de hidrogénio intramolecular e, esses hidrogénios (H-2 e H-
5) tornam-se menos desblindados (Holzgrabe, 2010).

O efeito de blindagem de H-8 empregando solu¢cdo de NaOD 0,01 M ocorre
devido a maior contribuicdo da estrutura de ressonancia Il, mostrada na Figura
1.24. Com a formacdo do ion carboxilato, ocorre uma menor contribuicdo da
estrutura de ressonancia X, referente a deslocalizacdo da ligacdo 1 com a
carbonila do carboxilato. O que ocasiona maior contribuicdo dos hibridos 1l e IV

para a molécula de norfloxacina desprotonada.

Fonte: Préprio autor

Figura 1.24. Estruturas de ressonancia da norfloxacina em meio basico.
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Entretanto, além de proporcionar a variacdo de deslocamento quimico, a
mudanca de pH altera o tempo de relaxacéo longitudinal (T1) dos hidrogénios da
amostra a ser analisada e isso deve ser levado em consideracédo para fins de

quantificacdo (Bharti e Roy, 2012).

1.4. Métodos utilizados para quantificacdo por RMN
- Método relativo

Pelo método relativo é possivel determinar a razao molar entre dois compostos
X e y em uma mistura, usando a Equacéo 1.5 (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy,
2012; Joseph e Szabo, 2013).

n I N
zx = ;x : FY Equacao (1.5)
y y X

Onde: n = quantidade de mol do composto;

| = valor da integral do sinal no espectro de RMN;

N = numero de nucleos que contribuem para geracédo do sinal no espectro
de RMN;

X e Y = compostos de interesse.

O método relativo permite também a determinacdo da fracdo molar de um
composto X em uma mistura de m componentes (Equacgao 1.6), desde que a
constante do espectrometro (Ks) tenha o mesmo valor ao longo de todo o
espectro de RMN, e portanto, possa ser cancelada como na Equacdo 1.5
(Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012).

Tx Ix/Nx

ST ni ST Ii/NQ

.100% Equacéo (1.6)

Onde, Y, ni corresponde ao somatério da quantidade de mols de todos os
compostos da mistura de m componentes e i, Ii/Ni se refere ao somatério da
razdo entre o valor da integral no espectro de RMN e o niumero de nucleos que
correspondem a esses sinais de todos 0os m constituintes da mistura.

Para determinacdo da fracdo molar de um composto em uma mistura
utilizando o método relativo, ndo é necesséario conhecer a massa molecular dos

constituintes da referida mistura. Entretanto, o sinal do solvente deuterado
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utilizado tem que ser levado em consideracédo (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy,
2012).

O método relativo pode ser comparado ao procedimento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia que utiliza normalizacéo de areas, comumente citado em
farmacopeias para determinacdo de misturas de medicamentos. Ele é ideal para
determinar a propor¢ao entre enantibmeros (apos a adicdo de um reagente quiral)

e entre diastereoisdmeros (Holzgrabe, 2010).

- Método absoluto

Existem dois meétodos absolutos que permitem a determinacdo do
conteudo ou da concentracdo de um analito utilizando a técnica de RMN. O
meétodo 100% e o método do componente principal.

O método 100% é aplicado quando todos os sinais de todos os
componentes de uma mistura, inclusive das impurezas, podem ser atribuidos e
determinados quantitativamente. O teor do analito de interesse € determinado
pela diferenca do valor de 100% (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012).

Esse método € bastante limitado, uma vez que a amostra pode conter
impurezas que ndo possuam o nucleo observado no espectro de RMN utilizado
para quantificacdo, como, por exemplo, NaCl e silica gel no espectro de RMN de
'H. Além disso, as impurezas presentes em niveis inferiores ao limite de detecc¢éo
do espectrometro de RMN também podem levar a resultados nao satisfatorios
(Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012).

O meétodo do componente principal é utilizado na maior parte das
quantificacbes por RMN. Nele, a percentagem do analito de interesse €
determinada, em uma mistura, em relacdo a um padréo (interno ou externo) de
concentracdo e pureza conhecidas. A concentracdo do analito de interesse é
obtida conforme Equacgéo 1.7 (Holzgrabe, 2010; Parikh e Gadape, 2011; Bharti e
Roy, 2012; Cerceau et al., 2016a).

Py=—x—x—Xx—xPp Equacéo (1.7)

Onde:
Px = pureza do componente principal (analito de interesse);
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Pp = pureza do padrao (fornecida pelo fabricante);

Ix = Valor da integral do sinal do analito no espectro de RMN;

lp = Valor da integral do sinal do padréo no espectro de RMN;

Np = numero de nucleos do padrdo que geraram o sinal no espectro de RMN;
Nx = numero de nucleos do analito que geraram o sinal no espectro de RMN;
Mx = massa molecular do analito;

Mp = massa molecular do padrao;

mp = massa de padréo utilizada;

m = massa do analito na amostra.

Por sua vez, é possivel obter a massa do analito (m) na mistura a ser
analisada utilizando-se a Equacéo 1.8, cujas variaveis ja foram especificadas para
a Equacdo 1.7 (Holzgrabe, 2010; Parikh e Gadape, 2011; Bharti e Roy, 2012;

Cerceau et al., 2016a).

Mm==X—X—XMmp Equacéo (1.8)

Para que um composto seja utilizado como padréao interno, ele deve ser
solavel no solvente deuterado em questdo e ndo deve haver interagdo quimica
entre eles. Além disso, os sinais do padrao interno, no espectro de RMN, nédo
podem se sobrepor ao sinal do analito usado para quantificacdo (Holzgrabe,
2010; Bharti e Roy, 2012).

A quantificacdo utilizando padrao externo evita a contaminacdo da amostra
e, geralmente, é realizada com auxilio de uma haste de insercéo co-axial (Figura
1.25). Neste procedimento, a solucdo do padrédo de referéncia € colocada na
haste de insercdo co-axial (A) que sera imersa no tubo de RMN contendo a
solucédo da amostra (B). O esquema montado pronto para analise € mostrado em
(C) (Bharti e Roy, 2012).
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Figura 1. 25. Esquema de haste de inser¢céo co-axial usada para quantificacéo de
analitos em misturas utilizando a técnica de RMN com padronizagdo externa
(Bharti e Roy, 2012).

Na padronizacdo externa, ndo € necessario que o padrdo e a amostras
sejam soluveis no mesmo solvente. Além disso, apds ser lavado e seco, o tubo
contendo a solucao de referéncia pode ser imerso em outras amostras, facilitando
a quantificacdo quando comparado ao uso do padrdo interno. Entretanto, a
concentracéo efetiva da solugdo do padrdo externo tem que ser calculada antes
de ser utilizada para quantificacdo do analito. Essa concentracao efetiva pode ser

determinada de acordo com a Equacao 1.7 (Bharti e Roy, 2012).

1.5. Técnicas de RMNq 2D

A técnica de RMN de 'H possibilita uma rapida e eficiente quantificacdo de
analitos em diferentes tipos de misturas. Entretanto, no caso de misturas
complexas como matrizes bioldgicas (Dufour et al.,, 2015), 6leos essenciais
constituidos por um grande niumero de compostos (Cerceau et al., 2016a), dentre
outras, a sobreposicao de sinais pode ocorrer, resultando na obtencdo de teores
superestimados do analito.

Nesse contexto, técnicas de RMN 2D como HSQC 'H-13C (Heteronuclear
Single Quantum Coherence), COSY 1!H-'H (homonuclear COrrelation

SpectroscopY), TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) e Homonuclear J-
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resolvido vém sendo utilizadas para quantificacdo de diversos analitos devido a
capacidade que possuem de separar ressonancias sobrepostas (Pauli et al.,
2012; Duforur et al. 2015).

Entretanto, a RMN 2D n&o possui as mesmas propriedades quantitativas
que a RMN de H. Além do longo tempo de experimento, o volume dos picos sdo
influenciados por fatores como concentracdo do analito, excitacdo desigual,
relaxamento nao uniforme, transferéncias de magnetizacao irregulares, tempo de
mistura, tempo de evolugdo e tempo de relaxacdo transversal (T2). Além disso,
acoplamentos entre hidrogénios (Ju-1) e entre hidrogénio e carbono (Jc-H) levam a
ocorréncia de distorcdo de fases. Para resolver essas limitagdes, novas
sequéncias de pulsos vém sendo desenvolvidas de forma a diminuir o tempo de
experimento das técnicas de RMNqg 2D. Além disso, a construcdo de curvas
analiticas utilizando um padrdo interno e o0 composto de interesse permite
minimizar a influéncia dos parametros mencionados, obtendo-se excelentes
resultados quantitativos em misturas complexas (Pauli et al., 2012; Duforur et al.
2015).

1.6. Validacao de métodos analiticos

A validacdo € uma forma de garantir por meio de critérios objetivos que o
meétodo utilizado forneca resultados confiaveis e adequados a qualidade
pretendida. Assim, devem ser validados os métodos n&do normalizados (como
RMNQ); os desenvolvidos pelo proprio laboratoério; os normalizados usados fora
dos escopos para os quais foram concebidos; além das ampliacbes e
modificacdes de métodos normalizados (INMETRO, 2011).

Os parametros de validacdo que serdo apresentados a seguir constam na
resolucdo RE n°® 899 — Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos,
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) e na Orientacédo
sobre validacdo de métodos analiticos (DOQ-CGCRE-088), do Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2011) (ANVISA, 2003; Maltz e
Jancke, 2005; Santos e Conalgo, 2010; INMETRO, 2011).

- Especificidade e seletividade: tanto a especificidade como a seletividade
estédo relacionadas a deteccdo. Um método é especifico quando produz resposta

para apenas um analito. O método seletivo € capaz de produzir respostas para
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varios analitos, permitindo a distincdo entre as resposta de cada um deles
(ANVISA, 2003).

Na RMNq, a seletividade e a especificidade estdo relacionadas com a
pureza do sinal do analito utilizado para quantificacdo no espectro de RMN. Para
verificar a especificidade e seletividade na RMN(Q, a ndo sobreposi¢ao do sinal do
analito usado para quantificacdo deve ser avaliada em um espectro de RMN que
contenha o solvente utilizado, o padréao interno, o analito de interesse e a amostra
(Santos e Conalgo, 2010; Pauli et al.,, 2012). Além disso, técnicas de RMN
bidimensionais como o0 “homonuclear COrrelation SpectroscopY” (COSY),
“Diffusion-Ordered SpectroscopY” (DOSY) e “Heteronuclear Single Quantum
Coherence” (HSQC) podem ser utilizadas para confirmar a presenca/auséncia da
sobreposicao de sinais uma vez que elas permitem a observacdo da correlacéao
dos sinais de impurezas ocultos nos espectros unidimensionais (Bharti e Roy,
2012; Pauli et al., 2012).

- Linearidade: é a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em uma amostra, em uma
determinada faixa de concentragdo (INMETRO, 2011). Como a intensidade do
sinal no espectro de RMN ¢é diretamente proporcional ao nimero de nucleos que
geram este sinal (com excecao de hidrogénios trocaveis), RMN é considerado um
meétodo linear (Santos e Conalgo, 2010).

- Faixa de trabalho: “corresponde a faixa de concentracdo/quantidade de
analito na qual o método pode ser aplicado. A faixa de trabalho deve cobrir a faixa
de aplicacédo para a qual o ensaio vai ser utilizado e a concentracdo/quantidade
mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro dentro
da faixa de trabalho. No limite inferior da faixa de concentracdo/quantidade, o
fator limitante é o valor do limite de quantificacdo. No limite superior, os fatores
limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de medic&o”
(INMETRO, 2011).

- Limite de deteccdo: corresponde ao menor valor de
concentragdo/quantidade do analito que pode ser detectado pelo método. E de
extrema importancia quando o método é utilizado para quantificacdo de analitos

em baixas concentracdes ou a nivel de tracos (ANVISA, 2003).
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- Limite de quantificacdo: trata-se da menor concentracdo/quantidade do
analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatiddo e preciséo,
sob as condicdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003). Em RMN de H o
limite de quantificacéo é estabelecido por meio da analise de solu¢gbes contendo
concentragbes/quantidades decrescentes do analito até o menor nivel
determindvel com precisdo e exatiddo aceitaveis e com uma raz&o sinal/ruido a
partir de 150 em relacdo ao sinal de interesse no espectro de RMN de 'H do
analito (Malz e Jancke, 2005).

- Exatiddo: corresponde a concordancia entre os resultados determinados
experimentalmente e o valor de referéncia aceito como verdadeiro (Ribani et al.,
2004; INMETRO, 2011). Em RMN(q, a exatiddo do método geralmente € calculada
pela comparacdo entre o valor de pureza do analito determinada
experimentalmente e a pureza fornecida pelo fabricante (Santos e Conalgo, 2010;
Parikh e Gadape, 2011; Pauli, 2012).

- Precisdo: avalia a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condi¢cdes definidas. E comumente representada pela repetitividade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade, expressadas tanto na forma de desvio padrao
como de coeficiente de variacdo, também chamado de desvio padréo relativo.

Para avaliagcdo da repetitividade, sao realizadas repeticbes em um curto
intervalo de tempo utilizando o mesmo procedimento, analista, instrumento,
condicOes e local de analise. A preciséo intermediaria permite verificar se existem
variacfes de resultados fornecidos por um determinado método em um mesmo
laboratorio, devido a diferentes analistas, equipamentos, dias, ou pela
combinacao destes fatores. A reprodutibilidade avalia o grau de concordancia
entre os resultados obtidos na analise de uma mesma amostra, em diferentes
laboratorios, seguindo um protocolo de procedimento analitico. Assim como na
precisdo intermediaria, também h& variacdo de equipamento, operador e dias
(ANVISA, 2003).

- Robustez: mede a sensibilidade que um método apresenta face a
pequenas variacdes. O método robusto € praticamente insensivel a pequenas
variacdes que possam ocorrer quando esse estd sendo executado (INMETRO,
2011). Na RMN(q, a robustez pode ser avaliada tanto nos parametros de aquisicéo
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como nos de processamento e na integracdo dos espectros (Santos e Conalgo,
2010).

1.7. Vantagens e desvantagens da RMNq de !H na andlise de O6leos
essenciais

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
apresenta inumeras vantagens quando comparada as técnicas analiticas
empregadas para analise de produtos naturais (Forshed et al., 2005). Uma das
caracteristicas mais atrativas da RMNq de 'H é o tempo de andlise. A
quantificacdo de constituintes de 0leos essenciais por CG é muito demorada
quando comparada a quantificagdo por RMN de *H (AbouZzid, 2016). O principal
requisito para que a RMNg de 'H seja utilizada na determinagédo dos compostos
de interesse é que a amostra seja solivel em solvente deuterado adequado
(Forshed et al., 2005). O fato de ser uma técnica ndo destrutiva e de ndo ser
necessario construcdo de curvas analiticas e do uso de padrbes de elevada
pureza e semelhantes ao analito, faz com que a RMN de 'H seja mais vantajosa
guando comparada a cromatografia e a outras técnicas espectroscopicas (Santos
e Conalgo, 2013; Huang et al., 2014; Shen et al., 2014; Wang et al., 2015). Além
disso, compostos instaveis a temperaturas elevadas que ndo podem ser
determinados por CG séo facilmente quantificados por RMN (Cavalli et al., 2004;
Pauli et al., 2012). A RMN de !H permite andlise qualitativa, quantitativa e
possibilita a determinacdo simultanea de diferentes analitos, impurezas e
solventes residuais em um mesmo espectro (Kosir e Kidric, 2001; Forshed et al.,
2005; Bekiroglu et al., 2008; Pauli et al., 2012; Santos e Conalgo, 2013).

Entretanto, RMN de 'H é uma técnica pouco sensivel, o que pode ser
contornado usando espectrObmetros com maiores campos magnéticos e/ou
equipados com criossonda (Holzgrabe, 2010). Além disso, a exatidao/precisédo
dos resultados obtidos por RMN de 'H é influenciada pela homogeneidade do
campo magnético, qualidade do shimming, fase, linha de base e integracéo
(manual ou automatica) dos espectros (Forshed et al., 2005; Holzgrabe, 2010).
Também, em misturas com muitos componentes pode ocorrer sobreposi¢cdo do
sinal usado para quantificar o analito de interesse com sinais de outros

constituintes da amostra, levando a obtencdo de resultados superestimados
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(Forshed et al., 2005; Dufour et al., 2015). A separacdo de sinais sobrepostos
poder ser obtida alterando a concentracdo (Michaleas e Antoniadou-Vyza, 2006;
Holzgrabe, 2010) e o pH da amostra a ser analisada, além do solvente
(Holzgrabe, 2010) e da temperatura (Holzgrabe, 2010, Zheng e Price, 2010) em

gue os espectros sado adquiridos.

37



CAPITULO 2

OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO EMPREGANDO RMN DE 'H PARA
QUANTIFICAGCAO DE a-PINENO EM OLEOS ESSENCIAIS

RESUMO

Devido a importancia dos 0leos essenciais contendo a-pineno, um meétodo rapido
e eficiente para quantificacdo deste terpeno em 0leos essenciais de eucalipto, de
pimenta rosa e de terebintina usando RMN de 'H foi desenvolvido e validado.
Todos os parametros avaliados (seletividade, linearidade, exatidao/precisao,
repetibilidade, robustez, estabilidade do analito e do padrdo interno em solugéo)
mostraram resultados satisfatérios conforme resolugbes brasileiras vigentes
(ANVISA - RE 899 e ABNT — NBR 14029). Os limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) obtidos foram 0,1 e 2,5 mg, respectivamente. Além disso, 0s
valores de desvios padrdo encontrados no método de RMN de *H foram menores
que 1% e inferiores aos obtidos pelas analises por cromatografia em fase gasosa.
Andlises de variancia (ANOVA) e testes de Tukey e de Dunnett com 95% de
confianga demostraram que nao houve diferenca significativa entre os resultados
obtidos pelo método de RMN de 'H e os obtidos pela técnica de CG-DIC usando
padronizacdo interna, externa e normalizacdo. Valores de repetitividade e de
reprodutibilidade (R&R) inferiores a 10% mostraram que todos os métodos (CG-N,
CG-PI, CG-PE e RMN de H) sédo apropriados e que o método de RMN de 'H é o
mais adequado para quantificacdo de a-pineno em amostras de 6leos essenciais,

uma vez que este método possui o menor valor de R&R (1,81).
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2.1. Introducao

Oleos essenciais comerciais utilizados nas indlstrias farmacéutica, de
alimentos e de fragrancias devem ser submetidos a um rigoroso controle de
qualidade, uma vez que a sua composi¢cao quimica pode variar de acordo com a
fonte, condi¢cdes de armazenamento e adulteracao (Bizzo et al., 2009; Guerrini et
al.,2011). Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
tem sido uma técnica amplamente usada para controle de qualidade destes 6leos
essenciais. CG-EM permite a identificacdo dos constituintes de Oleos essenciais
que tém composi¢cbes complexas. No entanto, as analises sdo demoradas e,
normalmente, levam mais de uma hora (Bizzo et al., 2009).

Ressonancia magnética nuclear quantitativa (RMNqg) vem sendo usada
para controle de medicamentos (Salem e Mossa, 2012; Bussy et al.,2013),
alimentos (Berregi et al., 2007; Bizzo et al., 2009; Campo et al., 2010; Ohtsuki et
al. 2015), cerveja (Rodrigues et al., 2010), azeite de oliva (Christophoridou e Dais,
2009) e gasolina (Meusinger, 1999), para quantificacdo de acido micofendlico e
citrinina produzidos por Penicillium sp (Valente et al., 2014) e acidos graxos de
Oleos comestiveis (Forshed et al., 2005; Barison et al., 2010). Além disso, RMN
tem sido usado também para quantificar co-produtos de reagBes quimicas e
impurezas em diferentes tipos de amostras (Feula e Fossey, 2013; Huang et al.,
2014).

Entretanto, a quantificagdo de 6leos essenciais, usando RMN, é pouco
relatada na literatura. O uso de RMN de 3C para quantificacdo de constituintes
majoritarios de Oleos essenciais € significativamente mais comum que o0 uso de
RMN de 'H. Os Unicos relatos encontrados na literatura sobre uso de RMN de *H
para quantificar componentes majoritarios de Oleos essenciais foram das espécies
Brickellia weronicaefolia (Rivero-Cruz et al., 2006), Inula racemosa e Saussurea
lappa (Choudhary et al., 2016) e Foeniculum vulgare (AbouZid, 2016).

Ottavioli e colaboradores (2011) adicionaram dipropilenoglicol (DPG) a
Oleos essenciais para desenvolvimento e validacdo de um meétodo usando a
técnica de RMN de 3C para subsequente determinacdo quantitativa de DPG em
extratos de perfume. Além disso, RMN de 3C foi associado a programas de
computador para identificar e quantificar acidos tipo eudesmano em Oleo

essencial de Dittrichia viscosa sp (Blanc et al., 2005).
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O conteudo de ascaridol e de isoascaridol (Figura 2.1), constituintes de
Oleos essenciais comerciais de Chenopodium ambrosioides foram determinados
por analise de RMN de 13C. O uso desta técnica foi essencial ja que o ascaridol se
transforma em isoascaridol apds isomerizacdo térmica parcial e, portanto, a
quantidade de ascaridol € subestimada por cromatografia gasosa (Cavalli et al.,
2004).

O sesquiterpeno furanodieno (Figura 2.1) e seus produtos de rearranjo
foram gquantificados usando RMN de 3C primeiro em uma mistura artificial e,
posteriormente, em 6leo essencial de Smyrnium olusatrum (Baldovini et al., 2001).
Por sua vez, a identificagdo e quantificagdo dos constituintes de uma mistura de
limoneno, linalool e a-pineno (Figura 2.1) usando RMN de '3C foram realizadas
eficientemente (erros relativos inferiores a 5%) por Formacek e Kubeczka, 2002.

Cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chamas (CG-DIC) e
espectroscopia de RMN de 13C foram usadas para desenvolver um protocolo para
identificar e quantificar germacreno A, B, C (Figura 2.1) e seus elementos
correspondentes em Oleos essenciais de Cleistopholis patens (Ouattara et al.,
2013). De acordo com os resultados obtidos, foi provado que RMN de 13C é mais
eficiente para quantificar germacreno e outros subprodutos. Durante analises de
CG-DIC e de CG-EM, os germacrenos A, B e C sofreram isomerizacédo a 3, y e 6-
elemeno, produzindo resultados néo confiaveis.

Espectroscopia de RMN é uma técnica promissora para controle de
qualidade de Oleos essenciais jA que os produtos comerciais sdo avaliados em
grandes quantidades. Normalmente seus precos sao associados as percentagens
de um ou mais componentes majoritarios sempre presentes em elevadas
concentracfes. Assim, mesmo a técnica de RMN sendo menos sensivel do que
GC-EM, isso nao seria um problema. Por exemplo, os 6leos essenciais de capim-
limdo (Cymbopogon citratus) para fins de fitoterapia devem conter, pelo menos,
60% de citral (Barbosa et al., 2008). Ja 6leo essencial de eucalipto (Eucalyptus)
para fins medicinais deve conter pelo menos 70% de cineol (Figura 2.1) (Bizzo et
al., 2009).
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Ascaridol Isoascaridol Limoneno Linalool Citral 1,8-Cineol
(0]
W
Furanodieno Germacreno A Germacreno B Germacreno C
X XN X
= P~ =
«a-Pineno B-Elemeno y-Elemeno o-Elemeno

Dipropilenoglicol = mistura de A, Be C

A B C
OH OH /oi/
o]
RO o Ho A A _oH
1,1'-oxibis(propan-2-ol) 2-(2-hidroxipropoxi)propan-1-ol 2,2"-oxibis(propan-1-ol)

Figura 2.1. Estrutura quimica de alguns terpenos presentes em 06leos essenciais
e isomeros do dipropilenoglicol.

A principal vantagem da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
para analise quantitativa (RMNqg) quando comparada as demais técnicas
analiticas é o fato de ela ser uma técnica simples e rapida. Além disso, para a
maioria das aplicac6es, solubilidade em solvente deuterado € a Unica exigéncia
para a amostra ser analisada (Forshed et al., 2005). Além do mais, RMNQg € um
método que ndo necessita da construcdo de curvas analiticas e do uso de
padrdes internos idénticos aos analitos, tornando-a mais vantajosa quando
comparada a cromatografia e a outras técnicas espectroscopicas (Santos e
Colnago, 2013).

Alguns métodos de RMNqg tém sido usados nos casos em que a
cromatografia gasosa revelou ser ineficaz (Pauli et al., 2012). Isso pode ocorrer

guando o componente a ser quantificado é instavel a temperaturas elevadas

(Cavalli et al., 2004). Além disso, RMNQ € uma técnica ndo destrutiva, seletiva,
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capaz de detectar simultaneamente diferentes componentes em uma mistura
(desde que haja seletividade suficiente, ou seja, ndo ocorra sobreposicdo dos
sinais de interesse com sinais de outros constituintes da amostra) e permite
analises qualitativa e quantitativa simultaneas (Kosir e Kidric, 2001; Forshed et al.,
2005; Maltz e Jancke, 2005; Bekiroglu et al, 2008; Pauli et al.,, 2012; Santos e
Colnago, 2013).

Entretanto, fatores tais como a qualidade do “shimming”, a uniformidade do
campo magnético, correcado de fase e integracdo manual das areas obtidas no
espectro influenciam a exatidao/precisdo de RMNq (Forshed et al., 2005).

a-Pineno (Figura 2.1) é um componente encontrado em varios Oleos
comerciais, sendo produzido por plantas de diferentes espécies em pequenas ou
grandes quantidades (Silva et al.,2007; Silva et al., 2010; Demuner et al., 2011).
Ele também é encontrado nas resinas de numerosas plantas, tais como bagas de
zimbro (Juniperus communs) e eucaliptos (Eucalyptus), mas € predominante em
pinheiros coniferos (Pinus) (Aydin et al., 2013). Oleos essenciais contendo este
componente possuem atividades bactericida, fungicida, inseticida, pesticida,
anticarcinogénica, antioxidante, imunoestimulante, anti-inflamatéria,
anticonvulsiva, sedativa, antiestresse e hipoglicémica (Mercier, 2009).

Apesar das varias propriedades medicinais relatadas do a-pineno, poucos
meétodos para quantificacdo deste composto tém sido desenvolvidos.

Uma vez que os precos dos 6leos essenciais de eucalipto no mercado
internacional variam de acordo com seu conteudo de a-pineno e, outros
importantes 6leos essenciais também sao ricos neste componente, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver e validar um método rapido e eficiente para analise
de rotina para um grande numero de amostras de Oleos essenciais ricos em a-

pineno usando RMN de 1H.

2.2. Experimental
2.2.1. Materiais e reagentes

Octametilciclotetrasiloxano (98%), a-pineno (98%) e octadecano padréo
analitico (98,5%) foram comprados da Sigma Aldrich (Wisconsin, EUA).
Cloroférmio deuterado foi adquirido da Tedia Brasil e diclorometano da Vetec (Rio

de Janeiro, Brasil).
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Amostras de 6leo essencial de Eucalyptus e Corymbia das espécies E.
saligna (ES), hibrido E. urophylla x E. grandis (U x G), E. tereticornis (ET), E.
phoenicea (EPE), E. punctata (EPN), C. torelliana (CTL), C. maculate (CMC),
estavam disponiveis no Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Vigosa, MG, Brasil. Amostra de derivado da terebintina (SOC) foi fornecida pela
empresa Socer Brasil industria e Comércio Ltda e 6leo essencial de pimenta rosa
(Schinus terebinthifolius) (PR) foi fornecido pelo Departamento de Quimica e
Fisica da Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil.

Todas as pesagens foram realizadas em balangca analitica Shimadzu
(capacidade de 82 / 220 g e preciséo de 0,1 mg / 0,01 mg). As transferéncias de
volume foram feitas usando seringas cromatograficas de 500 pL e 5,00 mL.
Frascos com tampas de 10,0 mL e tubos de RMN com diametro externo de 5 mm

foram utilizados em todos os experimentos.

2.2.2. Método de RMN
Solucoes

Solucdes estoque de a-pineno (98,0 mg mL?') em CDClz e de
octametilciclotetrasiloxano (OMCTS) em CDCIs (2,2 mg mL?) foram preparadas
para determinar linearidade, estabilidade e robustez do método de RMN de 'H.
Para estudo da repetibilidade (exatidao/precisdo), foram preparadas solucbes
estoque de a-pineno em CDCIz (100,1 mg mL?) e de OMCTS em CDClIs (2,3 mg
mL1). Solucdes estoque de a-pineno em CDClz (100,4 mg mL?) e de OMCTS em
CDCIz (2,9 mg mLt) foram preparadas para determinar os limites de deteccéo e
de quantificacdo. Para quantificacdo, foram preparadas solucdes estoque do
padrdo interno OMCTS em CDCIs (concentrag¢des variando de 2,1 a 2,3 mg mL™?).
Para preparar todas as solucbes, os Oleos e reagentes foram pesados
diretamente nos frascos que foram tampados com um septo de teflon. Cloroférmio

deuterado foi adicionado aos frascos usando seringa cromatografica.

Instrumentacao
Todas as andlises foram realizadas em um espectrémetro Varian Mercury
300 MHz, equipado com uma sonda de dois canais (*H-*3C) de banda larga de 5

mm e unidade de controle de temperatura.
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Condicdes experimentais

Para determinacdo da largura do pulso de 45° (pw 45) e do tempo de
relaxacao longitudinal (T1), a temperatura da amostra de 25 °C foi obtida 5 min
apos a inser¢ao no espectrometro. O shimming foi realizado no modo automético
para todos os experimentos até que largura, a meia altura do pico do cloroférmio,
fosse sempre inferior a 0,7 Hz. A largura do pulso de 45° (pw 45) foi determinada
para todas as amostras variando pw de 10 a 38 ps, com intervalo de 1 ps a uma
poténcia de atenuacao (tpwr) de 57dB. O tempo de relaxacao longitudinal (T1) foi
determinado pelo experimento de inversdo-recuperacdo para todos os atomos de
hidrogénio do a-pineno e do padrdao OMCTS. O mais longo T1 obtido para
validacdo foi de 7 s e para medicdo dos Oleos essenciais foi de 8 s. Os
experimentos foram realizados utilizando a temperatura da sonda de 25 °C,
namero de transientes (nt) de 16, nimero de pontos no FID (np) de 32768, largura
do pulso (pw) de 45°, sem rotacdo de amostra, largura espectral (sw) de 4800,8
Hz, tempo de aquisi¢céo (aq) de 4,555 s, tempo de atraso (D1) de 5 vezes T1 entre
0s pulsos foi usado para garantir a relaxacdo completa dos atomos de hidrogénio
(Caligiani et al., 2007; Parikh e Gadape, 2011; Santos e Colnago, 2013), conforme
estabelecido por Malz e Jancke D1= 7/3 x T1 mais longo (Maltz e Jancke, 2005).

Para avaliar a robustez do método, espectros de RMN de 'H foram
adquiridos sem controle de temperatura usando nt de 16, e a temperatura de 25
°C usando nt de 8. Estes espectros foram processados usando o programa
MestReNova 6.0.2 com correcdo automatica de linha base empregando a funcao
polinomial Bernstein e ampliacédo da linha (Ib) de 0,3 Hz. As correcdes de fase e a
integracdo dos espectros foram realizadas manualmente. O FID foi processado
usando 64 K e preenchimento com zeros (Forshed et al., 2005; Parikh e Gadape,
2011).

Validacdo do método de RMN de 'H

Para validacdo do método os seguintes parametros foram avaliados:
especificidade e  seletividade; linearidade; robustez; repetibilidade;
exatidao/preciséo; estabilidade do analito e do padréo interno em solugéo; limite
de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) (INMETRO, 2011; Parikh e
Gadape, 2011; Bharti e Roy, 2012). A especificidade e a seletividade do método
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proposto foram avaliadas pela auséncia de sobreposi¢ao de pelo menos um sinal
de a-pineno com sinais de outros constituintes dos 0leos essenciais, do solvente
CDCIz e do padréo interno OMCTS, no espectro de RMN de *H. A linearidade foi
verificada pela adicdo a 7 tubos de RMN de quantidades de a-pineno na faixa de
5,0 a 35,0 mg. Os volumes da solucédo de a-pineno (98,4 mg mL) adicionados
aos tubos foram de 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 pL os quais
corresponderam as massas de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 mg de
a-pineno, respectivamente. A cada um desses tubos foram adicionados 310 uL
(0,71 mg) da solucédo estoque de OMCTS a uma concentracédo de 2,2 mg mL* e
cloroférmio deuterado a 20 °C para completar o volume para 730 pL. Todas as
transferéncias de volumes foram feitas usando seringas cromatogréaficas. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

Todos os sinais obtidos no espectro de RMN de 'H do a-pineno foram
usados para realizar andlise de regressao linear no MS Excel 2013. Curvas de
linearidade foram obtidas plotando a quantidade de a-pineno (mg) contida em
cada tubo de RMN vs. a quantidade de a-pineno calculada, obtida pela Equacéo
(2.1), (cujas areas foram obtidas do espectro de RMN de 'H) (Parikh e Gadape,
2011). Como a-pineno tem um total de nove sinais de hidrogénios distintos no

espectro de RMN de 'H, um total de nove curvas foram obtidas.

Ipin NowmcTs Mpin o
mpin = X X X MOMCTS Equacéo (2.1)
IomcTs Npin MowmcTts

Onde, mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mpin = massa molecular de a-
pineno; Momcts = massa molecular do octametilciclotetrasiloxano (OMCTS);
Momcts = massa de OMCTS; Irin = area da integral do sinal de a-pineno no
espectro de RMN de 'H; lomcts = 1000; Nomcts = numero de &atomos de
hidrogénio presentes no OMCTS; Npin = NUmero de atomos de hidrogénio do sinal
do a-pineno escolhido para quantificacao.

A robustez do método foi avaliada pelos espectros de RMN de *H
adquiridos usando numero de transientes de 16 e de 8 e temperatura controlada a
25 °C e, numero de transientes de 16 sem controle de temperatura (a temperatura
variou de 19,1 a 19,4 °C). A determinagcédo da robustez do método foi realizada

usando os tubos de RMN contendo aproximadamente 5,0; 20 e 35 mg de a-
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pineno preparados conforme descrito na determinacéo da linearidade. Todos os
sinais obtidos no espectro de RMN de 'H do a-pineno foram integrados e os
resultados foram expressos como desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de
variacdo (CV), obtidos pela Equacao (2.2) (Parikh e Gadape, 2011).

DPR = CV = % x 100 Equacao (2.2)

Onde, DPR = desvio padrao relativo entre as massas observadas nas triplicatas;
DP = desvio padrao entre as massas observadas nas triplicatas; CV = coeficiente
de variacdo, X = média dos valores observados nas massas das triplicatas.

Os resultados obtidos nos espectros de RMN adquiridos com numero de
transientes (nt) de 16 e de 8 com controle de temperatura e com numero de
transientes de 16 sem controle de temperatura foram comparados e a diferenca
entre eles foi expressa em percentagem (%D) de acordo com a Equacao (2.3)
(Aydin et al., 2013).

Myi— Myt

%D = x 100 Equacio (2.3)

My

Onde, %D = diferengca em percentagem entre a massa determinada no espectro
de RMN adquirido usando nt = 16 e a massa determinada no espectro adquirido
usando nt = 8, ambos com temperatura controlada a 25 °C; mx = massa
observada no espectro de RMN adquirido usando nt = 16 e temperatura de 25 °C;
Mxt = massa observada no espectro de RMN adquirido usando nt = 8 e
temperatura de 25 °C.

A repetibilidade do método foi checada 15 dias apds a determinacdo da
linearidade pela realizacdo de um experimento similar, pelo mesmo analista,
usando o mesmo laboratério e equipamento. Todos os sinais 5,17-5,23; 2,35;
2,21; 2,04-2,12; 1,94; 1,67; 1,28; 1,17; e 0,85 ppm observados no espectro de
RMN de 'H de a-pineno (Figura 2.4) foram integrados para avaliacdo da
repetibilidade do método e os resultados expressos como desvio padrao relativo
(DPR) ou coeficiente de variagao (CV).

A exatiddo foi avaliada no mesmo experimento que a repetibilidade. O
método analitico proposto para analise de um composto de pureza conhecida (a-
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pineno) foi aplicado. A pureza observada experimentalmente (PO) e a exatidao
foram calculadas usando as Equacdes (2.4) e (2.5), respectivamente (Maltz e
Jancke, 2005; Parikh e Gadape, 2011; Santos e Colnago, 2013).

Ip; NowmcTs Mp; MowmcTs ~
Ppin =————X X —— X XPowmcTs Equacio (2.4)
Iomctrs  Nen Momcrs m

Onde, Momcts = massa molecular do octametilciclotetrasiloxano (296,62 g mol™?);
Mmomcts = massa de octametilciclotetrasiloxano (em g); Irin = Integral do sinal de
interesse do a-pineno no espectro de RMN de 'H; lomcts = 1000; Nowmcts = 24
(nimero de atomos de hidrogénio presentes no octametilciclotetrasiloxano); Npin =
namero de atomos de hidrogénio do sinal de a-pineno; m = massa do a-pineno
(em g); Pomcts = pureza do octametilciclotetrasiloxano (98%); Prin = pureza do a-

pineno calculada (em %m/m).
Exatidao (%) = —=*100 Equacéo (2.5)

Onde, PO = pureza observada; PE = pureza esperada (informada pelo
fabricante).

A estabilidade do analito e do padrdo interno em solucdo foi avaliada
usando os tubos de RMN contendo 20 mg de a-pineno (conforme descrito na
determinacdo da linearidade). As analises foram realizadas a 25 °C com
intervalos de tempo de O (inicial), 6, 12, 18 e 24 h. Todos os sinais observados no
espectros de RMN de 'H do a-pineno foram integrados para determinacédo da
quantidade de a-pineno em cada intervalo de tempo avaliado, de acordo com a
Equacédo (2.1) e os resultados foram expressos como desvio padrao relativo
(DPR) ou coeficiente de variacao (CV).

Para determinar os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ),
volumes apropriados de solucédo de a-pineno (100,4 mg mL?) correspondendo a
0,10; 0,50; 1,00; 2,50 e 5,00 mg de a-pineno foram adicionados aos tubos de
RMN. A cada um destes tubos foram adicionados 310 pL (0,71 mg) da solucao
estoque de OMCTS a uma concentracdo de 2,3 mg mL* e cloroférmio deuterado

a 20 °C para completar o volume para 730 pL. Obtidos os espectros de RMN de
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'H dos compostos adicionados aos tubos de RMN, o sinal em 5,17-5,23 ppm do
a-pineno foi integrado em relacdo ao sinal do padrao interno (0,10 ppm) e a
quantidade de a-pineno contida em cada tubo foi determinada conforme Equacéo
2.1. Para determinacdo do LQ foi utilizada a razéo sinal ruido = 150, de forma a
garantir que os resultados sejam obtidos com uma incerteza de 1% (Malz e
Jancke, 2005). Os experimentos foram realizados em triplicata.

Quantificacéo de a-pineno em 6leo essencial usando RMN de 1H

Algumas amostras de 6leos essenciais foram quantificadas em triplicata e
outras em quadruplicata. Nas amostras quantificadas em quadruplicata, foram
utilizadas solucbes de OMCTS de diferentes concentracdes em cada duplicata.
Esse procedimento foi realizado de forma a garantir a exatiddo da concentracao
da solucdo de OMCTS, j& que qualquer variacdo na concentragcdo desta levaria a
quantificacées erroneas. Nos dois casos, uma quantidade (22,0 a 46,0 mg) de
Oleo essencial foi pesada diretamente dentro dos tubos de RMN. A esses tubos
foram adicionados 310 pL (0,65 a 0,72 mg) de solucdo estoque de OMCTS
(concentracdes variando de 2,1 a 2,3 mg mL?) e os volumes foram completados
para 730 pL pela adicdo de CDCls a 20 °C. Espectros de RMN de !H foram
obtidos e o sinal do OMCTS (0,10 ppm) foi integrado e arbitrariamente atribuido o
valor de 1000 usando o programa MestReNova. O sinal em 5,17-5,23 ppm foi
integrado nos espectros de todas as amostras e os valores das integragcdes foram

usados para calcular a quantidade de a-pineno, conforme Equacéao (2.1).

2.2.3. Métodos cromatograficos
Solucoes

Uma solucédo de a-pineno em diclorometano (aproximadamente 10,0 mg
mL1) foi preparada para execucdo dos experimentos de cromatografia gasosa
utilizando padronizacdo externa (CG-PE) e interna (CG-Pl). Uma solugcdo de
octadecano (20,1 mg mL™1) foi preparada para realizacdo dos experimentos de

cromatografia gasosa usando padronizacao interna.
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Instrumentacao
CG-EM

A identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada
utilizando um cromatégrafo a gas (Shimadzu, modelo 17A) equipado com uma
coluna capilar de silica fundida (RTX-5MS-Restek; 30 m x 0,25 mm d.i; espessura
do filme de 0,25 pm) conectado a um detector por espectrometria de massas
(Shimadzu, modelo QP5050A).

CG-DIC

A quantificacdo das amostras usando CG-PE, CG-Pl e normalizacdo foi
realizada por cromatografia gasosa utilizando o cromatografo a gas Shimadzu,
modelo 17A, conectado ao detector por ionizacdo em chamas (CG-DIC) equipado
com uma coluna capilar de silica fundida (SBP5-Supelco, 30 m x 0,25 mm d.i,

espessura do filme de 0,25 ym).

Condic¢des experimentais
CG-EM

A temperatura do forno foi programada para variar de 40 °C (2 min) a 200
°C a uma taxa de 3 °C min?. O injetor e o detector foram mantidos a 200 e 240
°C, respectivamente. O gas de arraste foi 0 nitrogénio a uma taxa de fluxo de 1,8
mL min?. A quantidade de 1,0 pL (solucdo do 6leo essencial 1% m/v em
diclorometano) foi injetada na razéo de Split de 1:5.

Compostos foram identificados pela comparacdo de seus espectros de
massas com o0s espectros da base de dados do equipamento CG-EM (Willey 7
ed.; Nist 5 ed., Nist 8 ed. e Nist 11 ed.) e também comparando o indice aritmético
calculado da injecdo da mistura de alcanos lineares (C9 a C40) com os dados
descritos na literatura (Martins et al., 2006; Barbosa et al., 2008; Martins et al.,
2008; Adams, 2012).

CG-DIC
A temperatura da coluna foi programada para variar de 40 °C (4 min) a 200
°C a uma taxa de 3 °C mint. O injetor e o detector foram mantidos a 200 °C e 240

°C, respectivamente. O gas de arraste foi o0 nitrogénio a uma taxa de fluxo de 1,8
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mL min?. A quantidade de 1,0 pL (solucdo do 6leo essencial 1% m/v em

diclorometano) foi injetada na razéo de split de 1:10.

Quantificagdo dos 6leos essenciais usando CG-DIC

A quantificacdo das amostras de O6leo essencial usando cromatografia
gasosa foi realizada utilizando os métodos de padronizacdo interna (CG-Pl),
padronizacao externa (CG-PE) e normalizacéo (CG-N) (Ribani et al., 2004).

Normalizacao (CG-N)

Aproximadamente 10 mg de cada um dos nove 0Oleos essenciais avaliados
foram pesadas em vials aos quais foi adicionado 1,00 mL de diclorometano. As
analises foram realizadas em triplicata sobre condi¢cdes previamente descritas. O
conteudo de a-pineno nas amostras foi calculado pela percentagem da area do
pico correspondente ao a-pineno em relacdo a area total dos picos do

cromatograma.

Padronizacao interna (CG-PI)

Uma curva analitica foi construida com concentracdo de a-pineno variando
de 0,050 a 1,20 mg mL? (n = 8 pontos), preparadas a partir da solu¢édo estoque
de a-pineno (10,2 mg mL?). A cada solucédo de a-pineno foram adicionados 500
UL da solucdo estoque de octadecano (20,3 mg mL?) e o volume completado
para 10,0 mL com diclorometano. A equacdo da curva analitica (y = 0,0013X +
0,00283; r = 0,9987) foi obtida pela razdo entre a area do pico correspondente ao
analito pela area do pico referente ao padréo interno vs. concentracdo analito (em
mg L71). Aos balGes volumétricos de 10,0 mL, foram adicionadas massas de 6leo
essencial contendo a-pineno variando de 5 a 30 mg (considerando o meio da
curva analitica), 500 L da solucdo estoque de octadecano a 20,3 mg mL? e o
volume final foi completado para 10,0 mL usando o mesmo solvente. As amostras

foram analisadas em triplicatas em condi¢cGes previamente descritas.

Padronizacao externa (CG-PE)
Uma curva analitica foi construida utilizando concentracdes de a-pineno

variando de 0,050 a 1,20 mg mL? (n = 8 pontos) preparadas a partir de uma
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solucdo de 10,2 mg mL* de a-pineno em diclorometano. A equacédo da curva
analitica (Y = 255,74 X + 33,222; r = 0,9988) foi obtida da area vs. concentracéo
do analito (em mg L?). As solugGes foram preparadas conforme descrito para o
procedimento de padronizacdo interna, porém sem adicdo de octadecano. As
amostras foram analisadas em triplicata de acordo com as condi¢des previamente

descritas.

2.3. Comparacéao entre os metodos de quantificacédo

A comparacdo entre os metodos foi realizada por andlise de variancia
(ANOVA) e pelos testes de Tukey (compara as médias dos quatro métodos entre
si) e de Dunnett (compara a média dos trés meétodos cromatograficos contra a
média do método de RMN de 'H), com 95% de confianca, usando o programa
Minitab 16 (Oliveira, 2008).

2.4. Resultados e discussao

A quantificacdo de 6leos essenciais pela técnica de CG-DIC empregando a
normalizacédo da area total de um cromatograma nao € muito exata devido ao fato
de que cada componente do 6leo essencial tem um fator de resposta diferente no
detector (Visentainer, 2012).

O método de RMN descrito neste trabalho foi comparado ao método de CG
usando normalizacéo de areas. Apesar de sua limitagcdo, o método de CG-N ainda
€ 0 mais usado rotineiramente para esse tipo de analises (Barbosa et al., 2008).

Padronizacado interna e externa também foram empregadas no método de
CG-DIC para comparagéo com os dados obtidos por RMN.

Para avaliar a eficiéncia do método foram selecionadas amostras de 0Oleo
essencial de diferentes complexidades e teores a-pineno. Assim, o0s Oleos
essenciais foram extraidos de Eucalyptus (hibrido E. urophylla x E. grandis; E.
tereticornis; E. saligna; E. punctata; E. phoenicea), Corymbia (C. torelliana; C.
maculata), pimenta rosa (Schinus terebinthifolius) e derivados da terebintina. CG-
DIC usando normalizacao foi utilizado para uma analise preliminar destes 6leos e
os resultados destas analises indicaram que o contetdo de a-pineno variou de 11
a 95% (Figuras 2.2 e 2.3). A composi¢do quimica detalhada e as estruturas dos

constituintes das amostras dos 6leos essenciais sao relatadas nas Tabelas S1.49-
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S1.50 e na Figura S1.1, dos Dados Suplementares 1. Como pode ser observado
a partir desses dados, estas amostras em geral tém uma grande quantidade de

outros constituintes.
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Figura 2.2. Cromatograma do 6leo essencial de Eucalyptus tereticornis (ET): 1: a-
pineno (11,40%); 2: Spineno (20,41%); 3: a-felandreno (4,30%); 4: p-cimeno
(14,76%); 5: 1,8-cineol (17,34%); 6: )terpineno (4,88%); 7: terpinen-4-ol (1,53%);
8: a-terpineol (2,19%); 9: a-gurjuneno (1,61%); 10: S-gurjuneno (1,33%); 11:
aromadendreno (4,13%); 12: allo-aromadendreno (1,77%); 13: viridifloreno
(0,95%); 14: espatulenol (1,16%); 15: globulol (2,32%) e 16: a-felandreno (1,41%).
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Figura 2. 3. Cromatograma do 6leo essencial comercial obtido da terebintina
(SOC): 1: a-pineno (93,59%); 2: canfeno (1,58%); 3: Fpineno (3,33%); 4: [+
felandreno (0,67%)).

A validacdo do método de RMN de 'H para quantificacdo de 6leos
essenciais foi realizada conforme as recomendacdes do guia "Orientagédo sobre
Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos DOQ-CGCRE-008", publicado pelo
INMETRO, conforme exigido pela legislacdo brasileira.

Uma vez que esta resolucdo nao estabelece limites para avaliar os
parametros de validacdo, a Resolucdo RE 899-Guia para Validacdo de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos, aprovada pelo Conselho Adjunto da ANVISA também

foi seguida.
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Inicialmente foi obtido o RMN de *H do a-pineno (98%) (Figura 2.4), no qual
foram observados nove sinais. Conforme esperado, o sinal devido ao hidrogénio
vinilico foi observado em 5,23-5,17 (H-3, multipleto). Os sinais referentes aos
hidrogénios ligados ao carbono 7 aparecem em 2,35 (H-7eq, duplo tripleto) e em
1,17 ppm (H-7ax, dupleto). J& os sinais referentes aos hidrogénios H-4eq e H-4ax
e, H-5 foram observados como multipletos em 2,21 e 2,12-2,14 ppm,
respectivamente. Além disso, H-1 aparece como tripleto duplo e H-10 como
quarteto. Também foram observados os simpletos em 1,28 (H-8) e 0,85 ppm (H-9)
referentes aos hidrogénios das metilas ligados aos carbonos 8 e 9,

respectivamente.

H9

— CHCI,
¢ o
w
T
~J
5

.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 2. 4. Espectro de RMN de 'H do a-pineno 98% (300 MHz, em CDClz3).

A especificidade e seletividade do método de RMN de 'H foram
comprovadas pela auséncia de sobreposi¢cédo de pelo menos um dos nove sinais
do a-pineno com os sinais de CDCls e OMCTS.

A razdo de 1:1:2:1:1:3:3:1:3, determinada pela integral, para a area dos
sinais em 5,23-5,17; 2,35; 2,21; 2,12-2,04; 1,94; 1,67; 1,28; 1,17; e 0,85 ppm do
a-pineno no espectro de RMN de *H dos 6leos essenciais avaliados, indica a ndo
sobreposicao destes sinais com sinais de outros constituintes presentes nos 6leos

essenciais. A seletividade do sinal em 5,17-5,23 ppm do a-pineno foi confirmada
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pela obtencdo de uma area sempre de menor intensidade para este sinal em
relacdo as areas dos demais sinais do a-pineno no espectro de RMN de 'H dos
Oleos essenciais avaliados.

Dessa forma, o sinal em 5,17-5,23 ppm no espectro de RMN de 'H foi
escolhido para quantificacdo de a-pineno, em todas os 6leos analisados, uma vez
gue ele ndo se sobrepdem a outros sinais. Para o 6leo de pimenta rosa, embora o
sinal em 5,17-5,23 ppm estivesse perto de sinais de outros compostos presentes
na amostra de 6leo essencial, a quantificacdo foi alcancada com sucesso (ver
Tabela S1.48, dados suplementares 1).

Como a relaxacdo dos atomos de hidrogénio € muito rapida e homogénea,
o RMN de 'H é adequado como método quantitativo porque a area do pico
corresponde a quantidade de hidrogénio que contribui para o sinal.

A linearidade do método foi avaliada para todos os sinais do a-pineno
(5,17-5,23; 2,35; 2,21; 2,04-2,12; 1,94; 1,67; 1,28; 1,17 e 0,85 ppm) obtidos no
espectro de RMN de 'H do a-pineno, em diferentes quantidades, contendo
OMCTS (Figura 2.5). Ap6s os espectros de RMN de 'H serem processados, o
sinal referente ao padréo interno OMCTS foi integrado e atribuido o valor de 1000.
A seguir, os sinais do a-pineno foram integrados em relagéo ao sinal do OMCTS
(Figura 2.5). Pela substituicdo dos valores obtidos da integracdo dos sinais de a-
pineno na Equacdo 2.1, foi possivel determinar a quantidade de a-pineno contida
em cada um dos tubos de RMN usados para determinagéo da linearidade. Uma
curva de linearidade foi entdo construida plotando um grafico da quantidade de a-
pineno observada vs. quantidade de a-pineno esperada para cada sinal obtido no
espectro de RMN de *H do a-pineno (Figura 2.6).

Para todos os sinais, o coeficiente de correlagdo obtido foi maior que o
criterio minimo de aceitacdo descrito na Resolu¢cdo RE 899 (r = 0,99) como

mostrado na Tabela 2.1.
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Figura 2.6. Curvas de linearidade da quantidade de a-pineno observada vs.
guantidade de a-pineno esperada para cada sinal obtido no espectro de RMN de

'H do a-pineno.
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A robustez do método foi avaliada pela obtencdo do espectro de RMN de
'H usando namero de transientes (nt) de 16 e de 8, com controle de temperatura
a 25 °C, e nt de 16, sem controle de temperatura.

O método mostrou-se robusto, apresentando baixo coeficiente de variacédo
(CV) sob as diferentes condi¢cdes avaliadas. Além disso, a diferenca de
percentagem entre as massas de a-pineno obtida (%D) no experimento de
robustez, foi significativamente baixa para todos os sinais observados no espectro
de RMN de 'H do a-pineno (veja os dados suplementares S1, Tabelas S1.37 a
S1.45).

Tabela 2.1. Equacao e coeficiente de correlagdo obtidos da curva de linearidade
para cada sinal obtido no espectro de RMN de *H do a-pineno (98%) em CDCls.

0 Equacéo Coeficiente de correlagéo (r)
5,23-5,17 y=1,0112x + 0,0048 0,9998
2,35 y =1,0195x + 0,0502 0,9999
2,21 y =1,0168x + 0,2018 0,9998
2,12-2,04 y=0,9942x + 0,226 0,9997
1,94 y =0,9983x + 0,1184 0,9997
1,67 y =0,9973x + 0,0983 0,9999
1,28 y =1,0006x + 0,0147 0,9999
1,17 y =1,0227x + 0,0031 1,0000
0,85 y =0,9904x + 0,0366 0,9991

No experimento utilizando nt de 8 e temperatura controlada a 25 °C, o
coeficiente de variacdo (CV) variou de 0,07% (1,28 ppm) a 2,28% (2,04-2,12
ppm). A diferenca em percentagem (%D) entre as massas obtidas a partir dos
dados de RMN utilizando nimero de transiente de 16 e de 8 variou de 0,07%
(1,28 ppm) a 1,63% (2,21 ppm). Para o sinal em 5,17-5,23 ppm utilizado para
quantificacdo das amostras avaliadas, foram obtidos CV maximo de 0,40% e %D

de 0,76%.
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Para os experimentos realizados com nt de 16 e sem controle de
temperatura, foi observada uma variacado de temperatura de 0,3 °C (temperatura
variou de 19,1 a 19,4 °C). Nestas condicdes, o coeficiente de variacdo (CV) variou
de 0,03% (5,17-5,23 ppm) a 2,28% (2,04-2,12 ppm). A diferenca em
percentagem entre as massas observadas dos espectros de RMN obtidos
utilizando nt de 16, sem controle de temperatura variou de 0,21% (2,04—-2,12 ppm)
a 0,95% (1,67 ppm). Para as analises efetuadas com base na intensidade de
ressonancia do sinal em 5,17-5,23 ppm, foram obtidos CV maximo de 0,49% e
%D de 0,65%.

Esses resultados mostram que a percentagem de a-pineno obtida a partir
dos espectros de RMN de 'H adquiridos utilizando nt de 16, sem controle de
temperatura € similar a obtida dos espectros adquiridos utilizando nt de 8 e
temperatura de 25 °C. Este aspecto é interessante ja que o uso do nt de 8 ao
invés de 16, na aquisicdo do espectros, reduz o tempo de analise de 10 para 5
min.

O método desenvolvido foi considerado repetitivo, uma vez que os valores
de coeficiente de variagao (CV) obtidos de todos os sinais no espectro de RMN de
'H do a-pineno (desde 0,05% em 5,17-5,23 ppm a 1,93% em 2,09 ppm) foram
inferiores ao maximo permitido pela resolucdo RE 899 (%CV < 5,0) (ANVISA,
2003).

A exatiddo do método de RMN de 'H foi avaliada usando um composto de
pureza conhecida (a-pineno 98%). Inicialmente a pureza do a-pineno foi
determinada experimentalmente conforme Equacéao (2.4). A seguir, a exatidao do
método foi determinada pela relacdo entre a pureza observada
experimentalmente (PO) e a pureza esperada (PE) de acordo com a Equacéo
(2.5).

Desde que a resolugdo RE-899 nédo estabelece limite para a exatiddo de
um meétodo, este parametro foi avaliado de acordo com as recomendacdes da
Associacao Brasileira de Normas Técnicas (NBR 14029) (ABNT, 2005) na qual os
resultados obtidos devem situar-se entre 98 e 102%. Os resultados obtidos para
os sinais em 5,17-5,23; 1,67; 1,28; 1,17 e 0,85 ppm do espectro de RMN de 'H
do a-pineno variaram entre 99,81 + 0,43% (0,85 ppm) e 101,76 = 1,02% (1,28

ppm) e foram considerados satisfatorios. Os resultados obtidos com base nos
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sinais 2,35 e 1,94 ppm também foram considerados satisfatorios, embora tenha
ocorrido uma pequena extrapolacdo do limite superior quando utilizada uma
guantidade de aproximadamente 35 mg de a-pineno (102,54 + 1,36% e 102,54 +
1,25%, respectivamente para os sinais 2,35 e 1,94 ppm). Os demais sinais (2,21
e 2,04-2,12 ppm) excederam o limite superior estabelecido pela NBR-14029,
sendo considerados insatisfatérios. Dessa forma, os sinais em 2,21 e 2,04-2,12
ppm obtidos no espectro de RMN de 'H do a-pineno ndo devem ser utilizados
para quantificacdo deste composto, uma vez que ira influenciar na exatiddo dos
resultados.

A estabilidade do analito e do padrdo interno em solugcédo foi avaliada
utilizando todos os sinais observados no espectro de RMN de 'H de a-pineno
(aproximadamente 20 mg de a-pineno) obtidos a 25 °C em intervalos de tempo de
0 (inicial), 6, 12, 18 e 24 h.

As solucdes foram consideradas estaveis, uma vez que os valores de
coeficiente de variacdo obtidos (de 0,04% em 2,04-2,12 ppm apoés 6 h a 1,67%
em 2,35 ppm apos 24 h) foram menores do que o maximo permitido pela RE-899
resolucao (%CV < 5,0). Para o sinal em 5,17-5,23 ppm, usado para quantificacao
das amostras avaliadas, o maior valor foi obtido no intervalo de 18 h (CV =
0,36%).

Os limites de quantificacdo (LQ) e de deteccdo (LD) foram determinados
experimentalmente como descrito anteriormente. Para amostras de elevada
pureza (a-pineno 98%) foram encontrados LD de 0,1 mg e LQ de 2,5 mg. Estes
valores indicam que para a-pineno ser detectado numa amostra de 35 mg, ela
deve conter pelo menos 0,3% deste composto. Além disso, 8% de a-pineno
devem estar presentes na amostra para permitir uma quantificacdo adequada. O
limite de deteccdo descrito na literatura para a-pineno em oO6leos essenciais
provenientes de diferentes fontes foi de 0,23 e 80,7 mg L* utilizando CG-DIC
(Kardani et al., 2011) e CG-EM (LU et al., 2011), respectivamente. Além disso, a
partir das curvas analiticas usando CG-DIC, empregadas para quantificacdo de a-
pineno neste trabalho, foram obtidos limites de deteccao e de quantificacao de a-
pineno de 94,37 e de 285,9 mg L, respectivamente. Embora o limite de deteccéo
utilizando RMN de *H de 300 MHz tenha sido superior (137 mg L), é suficiente

para determinar a-pineno como constituinte majoritario em Oleos essenciais
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comerciais. Isso porque o teor dos constituintes majoritarios de 6leos essenciais
geralmente é elevado.

Como antecipado, uma inadequada correcao de fase do espectro de RMN
de 'H tem um impacto negativo na integragédo dos sinais de interesse (analito e
padrdo interno) causando erro nas andlises. O maior erro para a integracdo da
area foi encontrado quando se utiliza o processamento de fase automatico. Este
inconveniente € facilmente contornado quando o operador realiza a integracao
manual para obter a fase mais apropriada e, consequentemente, resultados
exatos.

Além disso, o cloroférmio deuterado utilizado para preparar as solucdes e
quantificar as amostras deve estar a temperatura ambiente para evitar erros
relacionados com a contracdo de volume do solvente quando baixas temperaturas
sao utilizadas (Zholonko e Tsibulin, 2003).

Uma vez que o método quantitativo usando espectroscopia de RMN de 'H
foi validado, as amostras de 6leo de Eucalyptus, Corymbia, derivado de
terebintina, e pimenta rosa foram submetidas a analise por CG-PI, CG-PE e CG-N
e uma comparacao destes resultados é mostrada na Figura 2.7.

Alguns espectros de RMN de 'H representativos usados para quantificacéo
de a-pineno em 6leos volateis de Eucalyptus, Corymbia, pimenta rosa e derivados
de terebintina estéo ilustrados na Figura 2.8.

Entre os métodos utilizados para quantificacdo de a-pineno, o que utiliza a
técnica de RMN de 'H apresentou os menores valores de desvios-padrédo (DP <
1%), seguido pelos métodos cromatograficos utilizando padronizagéo interna (DP

< 2%) e padronizagéo externa e normalizacdo (DP < 4% em ambos 0s casos).
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Figura 2.7. Conteudo (%) de a-pineno em amostras de 6leo essencial de E.
saligna (ES), hibrido E. urophylla x E. grandis (U x G), E. tereticornis (ET), E.
phoenicea (EPE), E. punctata (EPN), C. torelliana (CTL), C. maculata (CMC),
derivado de terebintina (SOC) e pimenta rosa (Schinus terebinthifolius) (PR)
determinado pelos métodos de cromatografia gasosa-padronizacdo externa (CG-
PE), padronizagédo interna (CG-PI), normalizacédo de areas (CG-N) e RMN de *H.
O simbolo I contido em cada barra representa o desvio padrao.

Era esperado que os resultados obtidos pelo método de normalizacéo de
areas fossem mais susceptiveis a erros que os obtidos pelos demais métodos
utilizados para quantificar a-pineno. Isso porque, no método de CG-N, o teor do
constituinte de interesse € determinado levando em consideracéo a area do pico
referente a este constituinte em relacéo a area total dos picos do cromatograma.
O numero total de picos que aparecem no cromatograma depende dos
parametros definidos para integragdo. Portanto, pequenas alteracbes nesses
parametros podem resultar um em aumento ou decréscimo do nimero de picos,
influenciando nos resultados.

Comparando o método de padronizacdo interna ao de normalizacdo de
areas, era esperado que a padronizacdo interna fornecesse resultados mais
exatos uma vez que, um solvente muito volatil (diclorometano) foi utilizado e
qualquer descuido no manuseio das amostras poderia resultar na evaporacéo
deste solvente. Isso levaria a concentracdo da amostra com consequente

alteracdo dos resultados obtidos por normalizacdo de areas. Uma vez que, ao
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concentrar a amostra, picos cujas areas ndo atingiam os limites minimos
estabelecidos pelos parametros definidos para integracdo dos picos do
cromatograma passam a atingi-los. Dessa forma, obtém-se um teor do analito
subestimado por normalizacdo de areas. Entretanto, na padronizagao interna uma
curva analitica é construida levando em consideragdo a razao entre a area obtida
para o analito pela area obtida para o padrdo interno no cromatograma da
amostra. Essa razdo sera sempre constante, independente da quantidade de
solvente que evaporar durante 0 masueio das amostras. Logo a evaporacdo do
solvente nao influencia no teor do analito determinado pelo método de

padronizacao interna.
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Figura 2.8. Espectros de RMN de 'H (300 MHz) representativos de amostras de
Oleo essencial de E. saligna (ES), hibrido E. urophylla x E. grandis (U x G), E.
tereticornis (ET), E. phoenicea (EPE), E. punctata (EPN), C. torelliana (CTL), C.
maculata (CMC), pimenta rosa (Schinus terebinthifolius) (PR) e derivados de
terebintina (SOC).

A similaridade dos métodos usados para determinacdo de a-pineno nas
amostras analisadas foi comprovada por analise de variancia (ANOVA) e pelos
testes de Tukey (compara a meédia dos quatro métodos entre si) e de Dunnett

(compara a média dos trés métodos cromatograficos contra a média do método
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de RMN de 'H) com 95% de confianca. Observou-se que os valores das médias
obtidas para o teor de a-pineno pelos métodos cromatograficos (CG-PI, CG-PE e
CG-N) e pelo método de RMN de 'H desenvolvido ndo apresentaram diferencas
estatisticas (Ver Figura 2.7, pag. 60).

Além disso, valores de repetitividade e de reprodutibilidade (R&R) de 1,81,
4,44; 5,41 e 5,98% obtidos na analise de variancia dos métodos de RMN, CG-PI,
CG-N e CG-PE, respectivamente, mostraram que 0s meétodos foram
caracterizados como sistemas de medicdo adequados para quantificagcdo de a-
pineno em amostras de Oleo essencial, ja que eles apresentaram valores de R&R
inferiores a 10%. O método de RMN de 'H é o mais preciso, uma vez que

apresentou o menor valor de R&R.

2.5. Concluséo

O método de RMN de 'H desenvolvido é adequado para quantificacédo de
a-pineno de Eucalyptus e Corymbia visto que diferentes fontes de Oleos
essenciais foram analisadas com sucesso. Além disso, a-pineno foi quantificado
com éxito nas amostras de O6leo essencial de derivados da terebintina e de
pimenta rosa.

Limites de detec¢cdo (LD = 0,10 mg) e de quantificagdo (LQ = 2,5 mg)
usando um espectrometro de RMN de 300 MHz e nt de 16 foram determinados e
estdo em conformidade com as normas pertinentes.

Enquanto a quantificacdo de terpenos em Oleos essenciais utilizando o
tradicional método cromatografico (CG-N) pode demorar até 70 min, a
quantificagdo de a-pineno usando o método de RMN de H desenvolvido é
realizada em 10 min. Em contrapartida, o preparo de amostras para o0 método de
RMN de 'H é mais trabalhoso quando comparado ao método de CG-N, ja que
neste ultimo ndo é necessario o uso de padrao interno.

Portanto, o método de RMN de 'H para determinacdo de a-pineno em
Oleos essenciais é adequado, com resultados comparaveis aos obtidos por CG,
mas com a vantagem de ser simples, rapido e aplicavel ao controle de qualidade

de um grande numero de amostras.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE UM METODO DE RMN DE H PARA
ANALISES DE a-BISABOLOL EM OLEOS ESSENCIAIS DE Eremanthus
erythropappus

RESUMO

a-Bisabolol é um terpeno natural produzido por Eremanthus erythropappus sendo
amplamente usado em produtos farmacéuticos e em cosméticos devido a suas
propriedades anti-inflamatoria, antibactericida e antimicotica. Devido a estas
aplicacoes, o controle da composicéao e autenticidade dos Oleos comerciais ricos
neste terpeno € necessario, resultando na demanda por novos métodos para
controle de qualidade. Neste trabalho, um rapido e eficiente método para
quantificacdo de a-bisabolol no 6leo essencial de E. erythropappus (candeia)
usando RMN de 'H foi desenvolvido, validado e comparado ao método de
cromatografia gasosa (CG). A quantificacdo de a-bisabolol usando RMN de *H foi
utilizada com sucesso para a maior parte das amostras de 0Oleo essencial de E.
erythropappus avaliadas, com excec¢édo daquelas que tém composicao complexa,
nas quais o teor de a-bisabolol foi superestimado. Para contornar esta limitacao,
foi usado o mapa de contornos de RMN 2D de COSY. Este método provou ser
uma alternativa rapida e eficiente, proporcionando resultados com desvios padrao
inferiores a 0,3%. Todos os parametros avaliados (seletividade, linearidade,
exatidao/precisao, repetitividade, robustez e estabilidade do analito e do padréao
interno em solucdo) mostraram resultados satisfatorios de acordo com as normas
brasileiras vigentes (Anvisa — RE 899 e ABNT NBR — 14029). Utilizando os sinais
de RMN de 'H em 5,36 e 5,13 ppm, os limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) foram de 0,26 e 2,59 mg, respectivamente. Os resultados
obtidos pelo método de RMN de 'H apresentou DP = 0,59%, inferior ao valor
encontrado para a CG (DP = 1,18%). Analises de variancia (ANOVA) e testes de
Tukey mostraram que os resultados obtidos pelos métodos de RMN de 'H e de
COSY sao semelhantes aos obtidos pela tradicional técnica de CG-DIC utilizando

normalizacédo, com 95% de confianca.
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3.1. Introdugéao

A qualidade de Oleo essencial tem sido amplamente avaliada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
cromatografia gasosa equipada com detector por ionizacdo em chamas (CG-DIC)
(Khia et al, 2014; Bajer et al., 2015).

Tipicamente, a andlise por estas técnicas leva cerca de 90 minutos e este é
um fator limitante em situacdes onde o tempo é essencial. A quantificacdo dos
constituintes majoritarios de 6leos essenciais comerciais € vital porque eles séo
extraidos de diferentes fontes e seu preco varia de acordo com o seu teor (Bizzo
et al., 2009; Guerrini et al., 2011). Os 6leos essenciais s&0 compostos por um ou
mais componentes majoritarios presentes em elevadas concentracfes, como por
exemplo, citral (Barbosa et al.,, 2008) e 1,8-cineol (Bizzo et al., 2009) em
Cymbopogon citratus e Eucalyptus que devem estar presentes em, no minimo,
60% e 70%, respectivamente, para fins medicinais.

O controle de qualidade de medicamentos (Holzgrabe, 2010), bebidas
alcoodlicas e alimentos fermentados, café, cha, frutas, vegetais, azeite de oliva,
leite e produtos diarios, mel, peixe (Mannina et al., 2012; Marcone et al., 2013),
carne (Mannina et al., 2012; Marcone et al., 2013, Siciliano et al., 2013) e gasolina
(Meusinger, 1999) tem sido realizado por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio quantitativa (RMNq de 'H). Além disso, RMN permite a determinacao
da razao entre diasteroisomeros e enantiomeros usando diferentes reagentes de
deslocamentos em amostras e a quantificagdo simultanea de analitos, impurezas
e solventes residuais (Holzgrabe, 2010).

A extracdo de carboidratos usando extracdo em fase sélida (EFS) seguida
pela determinacéo simultdnea dos alcaloides codotubulosina A e B (Figura 3.1) da
planta Radix Codonopsis foi realizada por RMN de *H (Li et al., 2009).

Eletroforese capilar por afinidade (ECA) e espectroscopia de ressonancia
magnética (RMN) foram usadas no estudo de complexacdo de risperidona e 9-
hidroxirisperidona (Figura 3.1) com sete ciclodextrinas em pH 25 e 7,4. A
estereoquimica dos complexos, as constantes de ligagdo das ciclodextrinas que
permitem maior complexacdo e a proposta de um mecanismo dependente de pH
foram estabelecidas por RMN de 'H. A influéncia do pH na termodinamica da

complexacao foi avaliada por ECA (Danel et al., 2008).
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Figura 3.1. Estrutura dos compostos condotubulosina A e B, risperidona, 9-
hidroxirisperidona, /-ciclodextrina e dos terpenos a-bisabolol, ascaridol e
isoascaridol.

Na literatura, apenas relatos usando RMN de 'H para determinar
componentes ativos em Oleos essenciais de Brickellia weronicaefolia (Rivero-Cruz
et al., 2006), Eucalyptus, Corymbia, Schinus terebinthifolius e terebintina (Cerceau
et al., 2016a), Eremanthus erythropappus (Cerceau et al.,, 2016b), Foeniculum
vulgare (AbouZid, 2016), Inula racemosa e Saussurea lappa (Choudhary et al.,
2016) foram encontrados. Entretanto, o uso de RMN de 2C para este propésito é
muito mais explorado na literatura.

Experimentos de 3C foram usados para quantificar dipropilenoglicol em
extratos de perfume (Ottavioli et al., 2011) e &cidos tipo eudesmano em Oleo de
Dittrichia viscosa sp (Blanc et al., 2005). Além disso, a combinacdo da técnicas de
CG-DIC e de RMN de 13C foram usadas para determinar o conteido de ascaridol
e de isoascaridol (Figura 3.1) em oOleo essencial de Chenopodium ambrosioides
(Cavalli et al., 2004), e de germacrenos e elemenos em 6leos essenciais de
Cleistopholis patens (Ouattara et al., 2013).

A condicao principal para quantificacdo usando RMN é que pelo menos um

dos sinais do analito ndo se sobreponha a nenhum outro sinal da amostra. No
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entanto, a separagcdo dos sinais pode ser obtida ajustando parametros e
condi¢bes, tais como solvente, pH, concentracdo da amostra, temperatura e
adicionando reagentes lantanideos e reagentes auxiliares de deslocamento tais
como ciclodextrinas (Holzgrabe,2010).

Ao contrario da cromatografia, RMN é um método rapido, ndo destrutivo e
que nao requer curvas analiticas (Huang et al., 2014; Wang et al., 2015). O
método de RMN permite a quantificacdo simultdnea de muitos componentes,
utilizando um padréo interno e um Unico espectro (Wang et al., 2015; Zuriarrain et
al., 2015). Alem disso, ndo é necessario um padrao interno de elevado grau de
pureza (Shen et al., 2014) que seja semelhante ao analito de interesse para a
quantificacdo exata. Também, RMN pode ser utilizado para a quantificacdo de
compostos que se degradam a temperaturas elevadas, que ndo podem ser
determinados por GC (Cavalli et al., 2004; Pauli et al., 2012).

Entretanto, RMN tem baixa sensibilidade, o que demanda o uso de
espectrometros de alto campo magnético. Além disso, a exatiddo/precisdo da
RMNq é influenciada pela qualidade do shimming, pela estabilidade do campo
magnético (Holzgrabe, 2010), pelos ajustes de fase e de linha de base e pela
integracdo manual dos sinais (Huang et al., 2014). Nas misturas contendo muitos
componentes, € comum a ocorréncia de sobreposicdo dos sinais no espectro de
RMN de 'H levando a superestimacédo dos analitos. Nesta situacdo, a técnica de
COSY permite a atribuicdo dos sinais sobrepostos (Holzgrabe, 2010; Bharti e
Roy, 2012) e pode ser usada como uma ferramenta quantitativa proporcionando
resultados satisfatorios (Dufour et al., 2015; Dufour et al., 2015).

a-Bisabolol (Figura 3.1) é um alcool sesquiterpénico monociclico
encontrado em quantidades consideraveis na camomila (Matricaria chamomilla),
salvia (Salvia runcinata), Myoporum crassifolium, candeia (Eremanthus
erythropappus) (Kamatou e Viljoen, 2010) e, recentemente, em negramina
(Siparuna guianensis) (Montanari, 2010). Devido as suas propriedades
anticarcinogénica, anti-inflammatoria, antimicotica e antibactericida, a-bisabolol é
considerado um ingrediente importante encontrado na formulacdo de varios
produtos farmacéuticos e cosméticos (Kamatou e Viljoen, 2010).

O interesse no desenvolvimento de um método rapido, simples e exato

para controle de qualidade de Oleos essenciais ricos em a-bisabolol vem da
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necessidade das industrias farmacéuticas e de cosmeéticos obterem matéria-prima

de alta qualidade para o desenvolvimento dos seus inUmeros produtos.

3.2. Experimental
3.2.1. Materiais e reagentes

Octametilciclotetrasiloxano (98%), a-bisabolol (95,5%) e octadecano
padrdao analitico (98,5%) foram comprados da Sigma Aldrich (Wisconsin, EUA).
Cloroférmio deuterado foi adquirido da Tedia Brasil e diclorometano da Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil).

Todas as amostras utilizadas sao 6leos essenciais de E. erythropappus. As
amostras E1, E2, E3, E4 e E5 estavam disponiveis no Departamento de Quimica
e Fisica da Universidade Federal de Vicosa, MG, Brazil. E6 e E7 foram fornecidas
pela empresa Atlantica Oleos Essenciais (Caeté, MG, Brasil). E8 e E9 foram
fornecidas pela empresa Citréleo (Torrinha, SP, Brasil). Amostras E10 e E11
foram fornecidas pela Destilaria Bauru (Catanduva, SP, Brasil) e pelo
Departamento de Quimica e Fisica da Universidade Federal do Espirito Santo,
ES, Brasil, respectivamente.

Todas pesagens foram realizadas em uma balanca analitica Shimadzu
(capacidade de 82 / 220 g e precisao de 0,1 mg / 0,01 mg). As transferéncias de
volume foram feitas usando seringas cromatograficas de 500 uL e de 5,00 mL.
Frascos com tampas de 10,0 mL e tubos de RMN com diametro externo de 5 mm

foram utilizados em todos 0s experimentos.

3.2.2. Método de RMN
Solucdes
RMN de 1H

Solucdo estoque de a-bisabolol em CDClz (1050 mg mL?) e de
octametilciclotetrasiloxano (OMCTS) em CDCIs (1,9 mg mL?) foram preparadas
para determinar a linearidade, repetibilidade, exatidao/preciséo, estabilidade de a-
bisabolol e do OMCTS em solucdo, além da robustez do método. Solug¢des
estoque de a-bisabolol (103,7 mg mL*) em CDClz e de OMCTS em CDCIs (2,3
mg mL1) foram preparadas para determinar os limites de deteccdo e de

quantificacdo. Para quantificacdo dos oOleos essenciais, solu¢bes estoque do
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padrdo interno OMCTS em CDCIs (concentragcées de 1,7 a 2,9 mg mL™) foram
preparadas.

Para preparar todas as solucbes, os Oleos e reagentes foram pesados
diretamente nos frascos e tampados com septos de teflon. Cloroférmio deuterado

foi adicionado aos frascos utilizando uma seringa cromatogréfica.

COSsY

Solucgbes estoque de a-bisabolol em CDCls (197,9 mg mL') e de OMCTS
em CDCIz (3,5 mg mL?) foram preparadas para construcdo da curva analitica
(contendo massa de a-bisabolol variando de 10 a 70 mg, com intervalos de 10
mg, e 0,90 mg de OMCTS) usada no método do COSY. A solucao estoque de
OMCTS também foi usada para quantificacdo de todas as amostras de o6leos

essenciais pelo método de COSY.

Instrumentagé&o

Todas as analises foram realizadas em um espectrémetro Varian Mercury
300 MHz, equipado com uma sonda de dois canais (*H-13C) de banda larga de 5
mm, unidade geradora de gradiente de campo e unidade de controle de
temperatura.

A determinacdo da reprodutibilidade foi realizada em um espectrometro
Bruker 400 MHz, modelo Avance Ill com amostrador automéatico, sonda banda
larga com deteccéo inversa (BBI) de 5 mm com ATMA, unidade geradora de

gradiente de campo e unidade de controle de temperatura.

Condic¢des experimentais
RMN de H

O pulso de 45° (pw45) foi determinado para todas as amostras usando a
sequéncia de calibracdo implementada pelo programa VnmrJ4.2 da Agilent
Technologies. O tempo de relaxacdo longitudinal (T1) foi determinado
experimentalmente pela sequéncia de inversdo recuperacdo para todos os
hidrogénios da amostra, do a-bisabolol e do padrdo OMCTS. O mais longo T1
obtido para validacdo e para quantificacdo das amostras de 6leos essenciais foi

de 7 s. Os experimentos foram realizados utilizando a temperatura da sonda

69



controlada a 25 °C, usando numero de transientes (nt) de 16, nUmero de pontos
no FID (np) de 32768, largura do pulso (pw) de 45°, sem rotagcdo de amostra,
largura espectral (sw) de 4800,8 Hz, tempo de aquisicdo (aq) de 4,555 s, tempo
de atraso (d1) de 5 vezes T1 entre os pulsos foi usado para garantir a relaxagéo
completa dos atomos de hidrogénio (Caligiani et al., 2007; Parikh e Gadape,
2011; Santos e Colnago, 2013). O shimming foi realizado automaticamente para
todos os experimentos e a largura a meia altura do pico do cloroférmio foi sempre
inferior a 0,7 Hz.

Para avaliar a robustez do método, espectros de RMN de 'H foram
adquiridos sem controle de temperatura usando nt de 16, e a temperatura de 25
°C, usando nt de 8. Os espectros foram processados usando 0 programa
MestReNova 6.0.2 com correcdo automatica de linha de base empregando o
ajuste polinomial de Bernstein e ampliagéo da linha (Ib) de 0,3 Hz. Correcao de
fase e integracdo dos espectros foram realizadas manualmente. O FID foi
processado usando 64 K (Forshed et al., 2005; Parikh e Gadape, 2011).

Cosy com gradiente de campo

Todas as anadlises foram realizadas a 25 °C (curva analitica contendo
massa de a-bisabolol variando de 10 a 70 mg, com intervalos de 10 mg, e 0,90
mg de octametilciclotetrasiloxano, além da quantificacdo das amostras de Oleos
essenciais), usando um numero de transientes de 6 (nt); nimero de pontos do
FID de 800 (np); largura de pulso de 90° (pw); largura espectral de 2667,4 Hz
(sw); tempo de aquisicao de 0,150 s (aq); tempo de atraso de 1,00 s (d1); largura
da banda de filtro de 1600 (fb); transicdo para o estado estavel de 32 (ss — steady
state transient); incrementos de 128 (ni); atenuacdo da energia do pulso
transitério de 57 dB (tpwr) e gradientes gzIvIE, gtE e Dratio de 1009; 0,001 e
1,000, respectivamente. O shimming foi feito automaticamente para todos os
experimentos e a largura a meia altura do pico do cloroférmio no espectro de

RMN de 'H foi sempre inferior a 0,7 Hz.
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Validagdo do método de RMN de H

Para validagdo do método os seguintes parametros foram avaliados:
especificidade e  seletividade, linearidade, robustez, repetibilidade,
reprodutibilidade, exatiddo/precisédo, estabilidade do analito e do padrao interno
em solucgao, limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) (Parikh e Gadape,
2011; INMETRO, 2011, Bharti e Roy, 2012).

Especificidade, seletividade e linearidade

A especificidade e seletividade do método proposto foi avaliada pela
auséncia de sobreposicdo de pelo menos um sinal do a-bisabolol com sinais da
amostra, do solvente deuterado CDCls e do padréao interno OMCTS no espectro
de RMN de *H.

A linearidade foi checada pela adicdo a 7 tubos de RMN de uma
quantidade de a-bisabolol variando de 5,0 a 35,0 mg. Os volumes da solucéo de
a-bisabolol em CDCI3 (105 mg mL™?) adicionados aos tubos foram 50, 100, 150,
200, 250, 300 e 350 pL que correspondem a massas de aproximadamente 5, 10,
15, 20, 25, 30 e 35 mg de a-bisabolol, respectivamente. A cada um desses tubos,
foram adicionados 310 pL (0,61 mg) da solugcao estoque de OMCTS em CDClsz a
uma concentracdo de 1,9 mg mL?. Cloroférmio deuterado a 20 °C também foi
adicionado a esses tubos para completar o volume para 730 pL. Todas as
transferéncias de volume foram realizadas usando seringas cromatograficas. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

Os sinais em 5,36; 5,13 e 1,10 ppm obtidos no espectro de RMN de 'H do
a-bisabolol foram integrados e usados para fazer um gréfico utilizando o programa
OriginPro8. Para cada um destes sinais, foi obtida uma curva de linearidade
usando a quantidade de a-bisabolol esperada (mg) vs. a quantidade de a-
bisabolol obtida (mg) dos espectros de RMN de *H NMR pela Equacéo 3.1 (Parikh
e Gadape, 2011; Santos e Colnago, 2013; Cerceau et al., 2016a).

lss N Ms: N
Mais = Bis_y, Nowers Bis o MowmeTs (Equacio 3.1)
lomcTs Ngis MowmcTs

Onde, msis = quantidade de a-bisabolol encontrada; Msis = massa molecular do a-

bisabolol; Momcts = massa molecular do octametilciclotetrasiloxano; momcts =
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massa do octametilciclotetrasiloxano, Isis = area da integral do sinal no espectro
de RMN de 'H usado para quantificacdo do a-bisabolol; lomcts = 1000; NowmcTs =
namero de atomos de hidrogénio presentes no octametilciclotetrasiloxano; Nsis =
namero de atomos de hidrogénio que correspondem ao sinal no espectro de RMN

de 'H NMR usado para quantificacdo do a-bisabolol.

Robustez

A robustez do método foi avaliada dos espectros de RMN de 'H adquiridos
com numero de transiente (nt) de 16 e de 8 e temperatura controlada a 25°C e,
com nt de 16 sem controle de temperatura. A determinacdo da robustez do
meétodo foi realizada usando os tubos de RMN contendo aproximadamente 5,0; 20
e 35 mg de a-bisabolol, preparados para determinagao da linearidade.

Os sinais em 5,36; 5,13 e 1,10 ppm obtidos no espectro de RMN do a-
bisabolol foram integrados e os resultados foram expressos como desvio padréao
relativo (DPR) ou coeficiente de variacao (CV), obtidos pela Equacao 3.2 (Parikh
e Gadape, 2011; Santos e Colnago, 2013; Cerceau et al., 2016a).

DPR = CV = DX—P x 100 (Equacio 3.2)

Onde, DPR = desvio padrao relativo entre as massas observado nas triplicatas,
CV = coeficiente de variacdo, X = média dos valores entre as massas obtidas nas
triplicatas, DP = desvio padréo entre as massas observadas nas triplicatas.

Os resultados obtidos nos espectros de RMN adquiridos com nt de 16 e de
8 e temperatura controlada a 25 °C e, com nt de 16, sem controle de temperatura
foram comparados e a diferenca entre eles foi expressa em percentagem (%D),
conforme Equacéo 3.3 (Parikh e Gadape, 2011; Cerceau et al., 2016a).

Myi—Myt

%D = x 100 (Equacéo 3.3)

mxi

Onde, %D = diferenca em percentagem entre a massa observada no espectro
adquirido usando nt = 16 e a massa observada no espectro adquirido usando nt =

72



8; mxi = massa observada no espectro adquirido usando nt = 16 e mx = massa

observada no espectro adquirido usando nt = 8.

Repetibilidade e reprodutibilidade

A repetibilidade do método foi checada 15 dias apds a determinagédo da
linearidade pela realizacdo de um experimento similar, pelo mesmo analista,
usando o mesmo laboratério e equipamento. Para avaliacdo da repetibilidade do
método, os sinais em 5,36; 5,13 e 1,10 observados no espectro de RMN de 'H do
a-bisabolol foram integrados em relacdo ao sinal do padrdo interno e o0s
resultados foram expressos como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de
variacéo (CV).

Para avaliar a reprodutibilidade do método, analises foram realizadas no
laboratério de ressonancia magnética nuclear da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar). Uma solucéo preparada com o padrao de a-bisabolol da Sigma
Aldrich (95,5%) em CDClIs foi enviada a UFSCar para realizar a quantificacdo de
a-bisabolol, seguindo o mesmo protocolo de RMNq de 'H. Para as amostras E10
e E11, a quantidade de a-bisabolol foi determinada na UFScar, onde elas foram
preparadas. Portanto, a preparacéo e aquisicao dos espectros das amostras E10
e E11 foram realizadas na UFScar. Os resultados obtidos em nosso laboratério na
UFV usando um espectrometro de 300 MHz foram comparados aos obtidos na

UFScar usando um espectrometro de 400 MHz.

Exatid&o e estabilidade

A exatiddo foi avaliada no mesmo experimento que a linearidade do
método. O meétodo analitico proposto para analise de composto de pureza
conhecida (a-bisabolol 95,5%) foi usado e a pureza observada experimentalmente
(PO) foi calculada usando a Equacdo 3.4 e a exatiddao usando a Equacao 3.5
(Parikh e Gadape, 2011; Santos e Colnago, 2013; Cerceau et al., 2016a).

Ii NowmcTs Mgi MowmcTs o
Pgis = ——X X ——— X XPomcTs (Equacéo 3.4)
lomcTs Ngis Mowmcts m

Onde: MowmcTs = massa molecular de octametilciclotetrasiloxano (296,62 g mol™?);

Mgis = massa molecular do a-bisabolol (222,37 g mol?); momcts = massa de
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octametilciclotetrasiloxano (em g); lIsis = area medida pela integragéo do sinal de
interesse no espectro de RMN de 'H NMR do a-bisabolol; lomcts = 1000; Nomcts =
24 (numero de atomos de hidrogénio presentes no octametilciclotetrasiloxano);
Ngis = numero de atomos de hidrogénio do sinal de interesse no espectro de RMN
de 'H do a-bisabolol; m = massa de a-bisabolol (em g); Pomcrs = pureza do
octametilciclotetrasiloxano (98%) informada pelo fabricante; Pgis = pureza

calculada do a-bisabolol (em % m/m).
Exatidao (%) = —==*100 (Equacéo 3.5)

Onde: PO = pureza observada; PE = pureza esperada (informada pelo
fabricante).

A estabilidade do analito e do padrdo interno em solucdo foi avaliada
usando os tubos de RMN contendo aproximadamente 20 mg de a-bisabolol (como
descrito na determinacéo da linearidade). As andlises foram realizadas a 25 °C
com intervalos de tempo de O (inicial), 6, 12, 18 e 24 horas. Os sinais em 5,36;
5,13 e 1,10 ppm, observados no espectro de RMN de 'H do a-bisabolol, foram
integrados para determinacao da quantidade de a-bisabolol em cada intervalo de
tempo de acordo com a Equagédo 3.1 e os resultados foram expressos como
coeficiente de variagédo (CV) e como %D.

Limites de quantificagéo e de deteccao

Os limites de quantificacdo (LQ) e de deteccdo (LD) foram determinados
experimentalmente. Volumes apropriados da solucédo de a-bisabolol em CDCIs (99
mg mL1) correspondendo a 0,10; 0,50; 1,00; 2,50 e 5,00 mg de a-bisabolol foram
adicionados aos tubos de RMN. A cada um desses tubos foram adicionados 310
pL (0,70 mg) da solucdo estoque de OMCTS em CDCI3 na concentracédo de 2,3
mg mL?, seguido por cloroférmio deuterado a 20 °C para completar o volume
para 730 pL. Obtidos os espectros de RMN de 'H da mistura adicionada em cada
tubo de RMN, os sinais em 5,36; 5,13 e 5,10 ppm do a-bisabolol foram integrados
em relacdo ao sinal do padrédo interno (0,10 ppm) e a quantidade de a-bisabolol
contida em cada tubo foi determinada conforme Equacédo 3.1. Para determinacéo

do LQ foi utilizada a razéo sinal ruido maior igual a 150, de forma a garantir que
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os resultados sejam obtidos com uma incerteza menor igual a 1% (Holzgrabe,

2010). Os experimentos foram realizados em triplicata.

Quantificacdo de a-bisabolol em 6leos essenciais usando RMN 1D e 2D

RMN de H

Para quantificagdo, uma quantidade exata (33,0 a 47,0 mg) de cada
amostra de 6leo essencial foi pesada diretamente nos tubos de RMN. A estes
tubos foram adicionados 310 pL (0,53; 0,72; 0,75 e 0;90 mg) da solucdo estoque
de OMCTS em CDCIs (nas concentracdes variando de 1,7 a 29 mg mL?) e o
volume foi completado para 730 pL pela adicdo de CDCIs a 20 °C. As amostras
foram quantificadas em triplicata. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos e o
sinal do OMCTS (0,10 ppm) foi integrado e, arbitrariamente, a este foi atribuido o
valor de 1000, usando o programa MestReNova. O sinal em 5,13 ppm foi
integrado em todas as amostras e os valores das integracdes foram usados para

calcular a quantidade de a-bisabolol conforme Equagao 3.1.

RMN de COSY

Para quantificacéo de Oleo essencial utilizando COSY, uma curva analitica
foi construida (Dufour et al., 2015) pela adicdo de quantidades de a-bisabolol
variando de 10,0 a 70,0 mg a 7 tubos de RMN. Os volumes da solug¢ao a-bisabolol
em CDCIs (197,95 mg mL?) adicionados aos tubos de RMN foram de 50, 100,
150, 200, 250, 300 e 350 pL, que correspondem a massas de aproximadamente
10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 mg de a-bisabolol, respectivamente. A cada um destes
tubos foi adicionado 250 pL (0,91 mg) da solucédo estoque de OMCTS em CDCls
na concentragdo de 3,5 mg mL. Cloroférmio deuterado a 20 °C foi adicionado a
cada tubo para completar o volume para 600 pL. Todas as transferéncias de
volume foram feitas usando seringa cromatografica. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

Os mapas de contornos dos COSY foram obtidos e a area da mancha
correspondente ao padrao interno OMCTS na diagonal (0,10 ppm) foi integrada e
arbitrariamente atribuido o valor de 1000 usando o programa MestReNova. Entéo,

a area do pico de correlacdo em 5,13 x 2,06 ppm do a-bisabolol foi integrada em
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relacdo a area do pico da diagonal do OMCTS. A equacédo da curva analitica (Y=
10,123X + 0,92 r = 0,9995) foi obtida plotando um grafico da area do pico de
correlacdo em 5,13 x 2,06 ppm do a-bisabolol em diferentes quantidades vs.
massa de a-bisabolol (em mg).

Para quantificagdo, uma quantidade exata (33,0 a 59,0 mg) de cada
amostra de 6leo essencial foi pesada diretamente nos tubos de RMN. A estes
tubos de RMN, foram adicionados 250 pL (0,91 mg) da solucdo estoque de
OMCTS em CDCIs (3,5 mg mL1') e o volume foi completado para 600 pL pela
adicao de CDCls a 20 °C.

A massa de a-bisabolol (em mg), em cada amostra, foi obtida pela
substituicdo do valor da area do pico de correlacdo acima mencionado na

equacao da curva analitica.

3.2.3. Métodos utilizando cromatografia gasosa
Solucoes

Para realizar os experimentos de CG-DIC uma solucdo de a-bisabolol em
diclorometano (9,6 mg mL™) foi preparada para os experimentos de cromatografia
gasosa utilizando padronizacdo externa (CG-PE) e interna (CG-PI). Uma solucéo
de octadecano em diclorometano (20 mg mL?) foi preparada para os
experimentos de cromatografia gasosa utilizando CG-Pl.

Todas as solugdes foram preparadas conforme descrito no item 3.2.2.

Para identificar o0s constituintes das amostras usando CG-EM,
aproximadamente 10 mg de cada amostra foram dissolvidas em 1,00 mL de

diclorometano.

Instrumentacao
Cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-EM)

A identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada
utilizando um cromatégrafo a gas (Shimadzu, modelo 17A) equipado com uma
coluna capilar de silica fundida (RTX-5MS-Restek; 30 m x 0,25 mm d.i e
espessura do filme de 0,25 pym) conectado a um detector por espectrometria de
massas (Shimadzu, modelo QP5050A).
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Cromatografia gasosa-detector por ionizacdo em chamas (CG-DIC)

A quantificagdo das amostras usando cromatografia gasosa com
padronizacdo externa (CG-PE), padronizacdo interna (CG-PI) e normalizacao
(CG-N) foram realizadas utilizando o cromatografo Shimadzu, modelo 17A,
conectado ao detector por ionizagcdo em chamas (CG-DIC) equipado com uma
coluna capilar de silica fundida (SBP5-Supelco, 30 m x 0,25 mm d.i e 0,25 ym de

espessura de filme).

Condicdes experimentais
CG-EM

A temperatura do forno foi programada para variar de 40 °C (2 min) a
200°C a uma taxa de 3 °C min. O injetor e o detector foram mantidos a 200 e
240 °C, respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio a uma taxa de
fluxo de 1,8 mL min'l. A quantidade de 1,0 pL (solucdo do 6leo essencial 1% m/v
em diclorometano) foi injetada na razao de split foi de 1:5.

Os compostos foram identificados pelo tempo de retencdo, pela
comparacao de seus espectros de massas com 0s espectros da base de dados
do equipamento CG-EM (Willey 7 ed.; Nist 5 ed., Nist 8 ed. e Nist 11 ed.) e
também comparando o indice aritmético calculado da injecdo da mistura de
alcanos lineares (C9 a C40) com os dados descritos na literatura (Martins et al.,
2006; Barbosa et al., 2008; Adams, 2012).

CG-DIC

A temperatura da coluna foi programada para variar de 40 °C (4 min) a 200
°C a uma taxa de 3 °C min't. O injetor e o detector foram mantidos a 200 °C e 240
°C, respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio a uma taxa de
fluxo de 1,8 mL mL?. A quantidade de 1,0 pL (solucédo do éleo essencial 1% m/v
em diclorometano) foi injetada na razao de split foi de 1:10.

Quantificacéo de a-bisabolol em 6leo essencial usando CG-DIC
A quantificacdo das amostras usando cromatografia gasosa foi realizada
usando o método de normalizacdo (CG-N). Além disso, as amostras E10 e E11

foram quantificadas usando normalizacdo das areas dos picos (CG-N),

77



padronizacdo interna (CG-PIl) e padronizacdo externa (CG-PE) (Ribani et al.,
2004). GC-PI e CG-PE néao foram usados para quantificar as demais amostras
porque um trabalho realizado anteriormente pelo grupo, mostra que essas

técnicas tém excelente concordancia.

Normalizacao (CG-N)

Aproximadamente de 10 mg de amostra foram pesadas em frascos aos
quais foi adicionado 1,00 mL de diclorometano. As analises foram realizadas em
triplicata em condi¢cdes previamente descritas. O conteudo de a-bisabolol nas
amostras foi calculado pela percentagem da area do pico correspondente ao a-

bisabolol em relacéo a area total do cromatograma.

Padronizacao interna (CG-PI)

Uma curva analitica foi construida contendo a-bisabolol nas concentractes
variando de 0,050 a 1,20 mg mL* (n = 8 pontos) preparadas a partir da solucéo
estoque de a-bisabolol em diclorometano (9,60 mg mL1). A cada uma das
solugdes foram adicionados 500 pL da solugéo de octadecano em diclorometano
(20,0 mg mL™1) e o volume completado para 10,0 mL com este mesmo solvente. A
equacao da curva analitica (y = 0,9738x + 0,023; r = 0,9998) foi obtida pela razéo
entre a area do analito e a area do padréo interno (eixo y) vs. a concentracao do
analito (eixo x, em mg L?).

Aos balBes volumétricos de 10,00 mL foram adicionadas quantidades de
0leo essencial variando entre 5 a 30 mg contendo a-bisabolol (considerando o
meio da curva em relagcdo a quantidade de a-bisabolol), 500 pL da solucéo
estoque de octadecano em diclorometano a 20,0 mg mL?! e o volume final foi
completado para 10,00 mL usando o mesmo solvente. As amostras foram
analisadas em triplicata nas condi¢des previamente descritas.

Padronizacao externa (CG-PE)

Uma curva analitica foi construida para a-bisabolol com concentracbes
variando de 0,050 a 1,20 mg mL* (n = 8 pontos) preparadas a partir da solucéo
estoque de 9,6 mg mL* de a-bisabolol em diclorometano. A equacédo da curva
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analitica (y = 301,29x - 17580; r = 0,9960) foi obtida da area vs. concentracdo do
analito (em mg mL™).

As amostras de 0Oleo essencial foram preparadas como descrito para o
procedimento de padronizacdo interna mas, sem adicdo de octadecano. As

amostras foram analisadas em triplicata nas condi¢cdes previamente descritas.

3.3. Comparacéao entre os metodos de quantificacédo

A comparacéo entre os métodos (CG-N, RMN de 'H e COSY) utilizados na
quantificacdo de a-bisabolol nos 0Oleos essenciais de candeia foi realizada por
analise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey com intervalo de confianca
de 95% (Oliveira, 2008).

3.4. Resultados e discussao

Até o momento, o método mais comumente utilizado para analise de
misturas complexas de 0Oleos essenciais é a cromatografia gasosa acoplada a
detectores por ionizacdo em chama e de espectrometria de massas (Barbosa et
al., 2008). Apds o desenvolvimento do método de RMN de *H para quantificacdo
de a-pineno (Cerceau et al., 2016a), um protocolo eficiente para quantificagéo de
a-bisabolol em varias amostras de Oleo essencial foi desenvolvido.

O método desenvolvido para quantificacdo de a-bisabolol usando RMN de
'H foi baseado no guia de Orientacdo sobre Validacdo de Métodos de Ensaios
Quimicos - DOQ-CGCRE-008 publicado pelo INMETRO, 2011, conforme exigido
pela legislacdo brasileira. Uma vez que esta resolugcdo néo estabelece limites
para avaliar os parametros de validacdo, a Resolucdo RE 899 - Guia para
Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, aprovada pelo Conselho da
ANVISA também foi utilizada.

3.4.1. Desenvolvimento e validacdo do método de RMN  de 'H

Inicialmente o RMN de H do a-bisabolol puro foi obtido. Conforme
esperado, sinais devido aos hidrogénios olefinicos foram observados em 5,36
ppm (H-3’, simpleto largo), 5,13 ppm (H-5, tripleto complexo). Um simpleto em
1,10 ppm foi observado para a metila ligada ao C-1 (Figura 3.2). Os sinais para 0s

demais hidrogénios apareceram como um multipleto entre 1,20-2,20 ppm. Assim,
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em principio, os trés sinais discretos listados acima (5,36; 5,13 e 1,10 ppm)
podem ser aplicados para fins de quantificacdo. O sinal em 1,10 ppm
proporcionou melhor sensibilidade, ele € integrado para 3 hidrogénios, enquanto
cada um dos outros dois sinais sédo integrados para 1 hidrogénio. No entanto, o

sinal em 1,10 ppm é propenso a interferéncias de sinais de outros componentes.

20 1.8 1.6 14 12 10

HS5

H3'

540 535 530 5.20 5.15 5.10 5.05 /

1 I A / Yl W |

0.95
0.92

72 68 64 60 56 52 48 44 40 36 32 28 24 20 16 12 08

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 3.2. Espectro de RMN de 'H do a-bisabolol puro (300 MHz, em CDCls).

A especificidade e seletividade do método de RMN de 'H foi comprovada
pela auséncia de sobreposi¢do dos sinais do a-bisabolol com sinais do CDCls e
do OMCTS. Em sequéncia, sera discutida a interferéncia dos sinais provenientes
dos outros constituintes presentes nas amostras de 0leos essenciais analisadas.

A linearidade do método foi avaliada para os sinais 5,36; 5,13 e 1,10 ppm
(Figura 3.3). Para todos esses sinais, o coeficiente de correlacdo obtido foi
superior ao critério minimo de aceitacao exigido pela Resolugdo RE 899 (r = 0,99)
(Figura 3.3).
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5.36 Y= 09858 x +0.14996 r = (0.9999
5.13 Y=0.9790x+0.17157 r = 0.9998
1.10 Y=0.9771 x + 0.18797 r = 0.9992

Quantidade observada de a-bisabolol (mg)
[§®]
fam)
1

5 10 15 20 25 30 35 40
Quantidade esperada de a-bisabolol (mg)

Figura 3.3. Curvas de linearidade da quantidade medida vs. quantidade esperada
de a-bisabolol para os sinais em 1,10; 5,13, e 5,36 ppm obtidos do espectro de
RMN de 'H a-bisabolol.

Os valores de CV obtidos para os trés sinais do espectro de a-bisabolol (de
0,26% em 5,36 ppm a 3,31% em 1,10 ppm) foram inferiores ao limite maximo
permitido pela Resolucdo RE 899 (%CV < 5,0) (ANVISA, 2003) provando a
repetitividade do método desenvolvido.

A analise de um composto de pureza conhecida (a-bisabolol 95,5%), na
qual a exatidao € a relacdo entre a pureza observada experimentalmente (PO) e a
pureza esperada (PE), de acordo com a Equacdo 3.4, foi usada para avaliar a
exatiddo do método de RMN de *H.

A exatiddo do método foi avaliada de acordo com a Norma Técnica
Brasileira NBR 14029 (ABNT, 2005), uma vez que a resolucdo RE-899 nao
estabelece limites que definem a exatiddo de um método. Segundo a NBR 14029,
um meétodo é considerado exato quando fornece resultados entre 98 e 102% de
exatiddo. Os resultados obtidos para os sinais avaliados (5,36; 5,13 e 5,10 ppm)
do espectro de RMN de 'H do a-bisabolol foram considerados satisfatérios para a
maioria dos testes realizados nas diferentes quantidades de a-bisabolol, conforme
a NBR 14029. No entanto, houve uma pequena extrapolacdo dos valores

estabelecidos pela NBR-14029 (limites inferior e superior de 96,63% em 1,10 ppm
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e de 102,77% em 5,36 ppm, respectivamente — Ver dados suplementares 2,
Tabelas S2.7 a S2.9).

A reprodutibilidade do método de RMN de 'H foi confirmada por testes
realizados nos laboratorios de ressonancia magnética nuclear da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar) e da Universidade Federal de Vigosa (UFV)
usando os espectrometros Bruker AVANCE Il 400 MHz e Varian Mercury 300
MHz, respectivamente.

Embora as amostras tenham sido preparadas e analisadas por equipes
diferentes, em locais diferentes, utilizando equipamentos distintos (Ribani et al.,
2004), a percentagem de a-bisabolol determinada nos laboratorios da UFV e da
UFSCar foi similar (Tabela 3.1), comprovando a reprodutibilidade do método de
RMN de 'H desenvolvido. Além disso, foram obtidos baixos coeficientes de
variacdo em todas as amostras avaliadas em ambos os laboratorios (CVs de 0,22;
0,18 e 0,13% para as amostras de 0leos essenciais E10, E11 e a-bisabolol (95,5

%), respectivamente (Tabela 3.1)).

Tabela 3.1. Percentagem de a-bisabolol determinada pelos espectrédmetros
Varian Mercury 300 MHz e Bruker 400 MHz.

Equipamento  a-Bisabolol* (%) E10 (%) E11l (%)
300 MHz 95,63 £ 0,41 98,40 £ 0,37 98,56 +0,27
400 MHz 95,32 £ 0,20 98,58 £0,54 98,82 +0,46

CV (%) 0,22 0,18 0,13

* Amostra padréo de a-bisabolol adquirido da Sigma Aldrich; CV = Coeficiente de

variacao.

A estabilidade do analito e do padrdo interno em solucdo foi avaliada
usando os sinais em 5,36; 5,13 e 1,10 ppm (aproximadamente 20 mg de a-
bisabolol) obtidos a 25 °C nos intervalos de O (inicial), 6, 12, 18 e 24 horas.

As solucdes foram consideradas estaveis uma vez que os valores de CV
obtidos (de 0,07% ap0s 24 horas a 0,71% apo6s 12 horas, ambos em 1,10 ppm —
Ver dados suplementares 2, Tabelas S2.10 a S2.11) foram inferiores ao limite
méaximo permitido pela Resolucdo RE 899 (%CV < 5,0).

De acordo com Malz e Jancke (2005), para alcancar uma certeza de 1%

em uma quantificacdo usando RMN a razéo sinal ruido deve ser de pelo menos
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150. Assim, para os sinais em 5,36 e 5,13 ppm do espectro de RMN de 'H do a-
bisabolol foram obtidos valores de LQ de 2,59 mg e de LD de 0,26 mg com S/R
proximas a 150 e 10, respectivamente. Para o sinal em 1,10 ppm foram
encontrados LQ de 0,51 mg e LD de 0,10 mg, com razdes S/R proximas a 264 e
22, respectivamente. Os valores encontrados sao consistentes, uma vez que o
grupo metila (1,10 ppm) € mais facilmente detectado e quantificado do que os
outros sinais.

Os valores de LD e de LQ obtidos indicam que uma amostra de Oleo
essencial de 35 mg deve conter pelo menos 0,74% (m/m) de a-bisabolol para que
este constituinte seja detectado, usando os sinais em 5,36 e 5,13 ppm, no
espectro de RMN de 'H do 6leo. Além disso, 7,40% (m/m) de a-bisabolol deve
estar presente na amostra para permitir uma quantificacdo adequada usando
ambos os sinais. Para o sinal em 1,10 ppm, o 6leo deve conter pelo menos 0,29%
(m/m) e 1,46% (m/m) de a-bisabolol para que ele seja detectado e quantificado,
respectivamente.

A exatiddo da quantificacdo de a-bisabolol € altamente dependente da
integracao dos sinais que depende da corre¢édo de fase do espectro. A correcao
de fase feita automaticamente pelo equipamento resultou em um maior erro para
a integracao da area do sinal. Portanto, uma correcédo de fase manual refinada é
necessaria para resultados exatos. Em trabalho anterior, foram encontrados
resultados semelhantes para a andlise de a-pineno em varios Oleos essenciais
(Cerceau et al., 2016a).

Além disso, experimentos de validacdo foram realizados usando solvente
estocado em geladeira para preparar solugdes estoque. A quantidade de analito
detectada é inferior a esperada (erros acima de 10%) nas analises devido a
contragcdo do solvente. Assim, o solvente usado para preparar essas solucdes
deve estar a temperatura ambiente (Zholonko e Tsibulin, 2003).

3.4.2. Quantificacdo de a-bisabolol em 6leos essenciais de candeia

Tendo desenvolvido as condi¢cdes experimentais para a analise quantitativa
de a-bisabolol utilizando espectroscopia de RMN de !H, diferentes amostras de
6leos essenciais de E. erythropappus (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10 e
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E11) foram submetidas a andlise por RMN de 'H como ilustrado por alguns
espectros representativos mostrados na Figura 3.4.
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Figura 3.4. Espectros de RMN de 'H (300 MHz, em CDCI3) representativos das

amostras de Oleo essencial de E. erythropappus (E1l, E3, E4, E7 e E10). Os

nameros embaixo de cada sinal sdo os valores das integrais e foram usados para
guantificar a-bisabolol em cada uma das amostras.

i
N

Os oOleos essenciais também foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) a fim de identificar todos os
compostos presentes. Além disso, a quantificacdo dos componentes por
cromatografia usando detector por ionizagdo em chamas (CG-DIC) foi realizada,
usando o procedimento de normalizacdo de area (CG-N). Os resultados das
analises indicaram que o conteudo de a-bisabolol variou de 79 a 98% (Figuras 3.5
e 3.6) e que as amostras E3, E6, E8 e E9 tém uma maior variedade de compostos
em comparacdo com 0s outros Oleos analisados (Dados suplementares 2,
Tabelas S2.22 e S2.23). As estruturas dos constituintes das amostras constam na
Figura S2.1, dados suplementares 2.
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Figura 3.5. Cromatograma do 6leo essencial de Eremanthus erythropappus
(E6): 1: Z-a-bisaboleno (2,63%); 2: E-a-bisaboleno (2,50%); 3: 6xido de a-
bisabolol B (2,68%); 4: nao identificado (1,78%); 5: a-bisabolol (79,23%).
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Figura 3.6. Cromatograma do Oleo essencial de Eremanthus erythropappus
(E11): 1: 6xido de a-bisabolol B (1,82%); 2: nado identificado (0,80%); 3: a-
bisabolol (97,38%).

Resultados obtidos na quantificacdo de a-pineno em Oleos essenciais
previamente publicados (Cerceau et al., 2016a), confirmaram a similaridade entre
0s métodos cromatograficos usando padronizacgéo interna (CG-Pl) e externa (CG-
PE) para quantificacdo de Oleos essenciais. Assim, as amostras comerciais E10 e
E11 foram selecionadas aleatoriamente e o conteudo de a-bisabolol nestes 6leos
foi determinado por CG-PE e CG-PI.

A razdo de 1:1:3 para a area dos sinais em 5,36; 5,13 e 1,10 ppm de a-
bisabolol no RMN de 'H para os 6leos essenciais em estudo é um indicativo de
seletividade (Holzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012). A razéo de 1:1:3 indica a nao
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sobreposicado destes sinais com 0s sinais de outros constituintes presentes na
amostra.

Para a maior parte dos 6leos essenciais (exceto E6, E8 e E9), o sinal em &
= 5,13 foi sempre de menor intensidade que os sinais em 6 = 5,36 e 1,10,
sugerindo que ele ndo estivesse sobreposto com sinais de outros constituintes.
Portanto, o sinal em 5,13 ppm foi usado para quantificacdo de a-bisabolol pelo
método de RMN de *H desenvolvido (Figura 3.4). Os resultados obtidos por RMN
de H foram comparados aos obtidos pelos métodos cromatograficos (CG-N, CG-
Pl e CG-PE) e foram satisfatorios para a maioria dos 6leos analisados, exceto
para E6, E8 e E9, nas quais o teor de a-bisabolol foi superestimado (Figura 3.7,

ver também Tabela S2.21, dados suplementares 2).
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Figura 3.7. Conteudo (%) de a-bisabolol para os 6leos essenciais medidos por
RMN de 'H usando o sinal 6 = 5,13; COSY e cromatografia gasosa usando
normalizacdo (CG-N). Aléem das técnicas citadas, as amostras E10 e E11 também
foram analisadas por cromatografia gasosa utilizando padronizacdo externa (CG-
PE) e interna (CG-PI). O simbolo I contido em cada barra representa o desvio
padrao.

A especificidade do sinal em & = 5,13 no espectro de RMN de *H foi
confirmada pelos experimentos de espectroscopia de correlagdo homonuclear

(COSY) (Holzgrabe, 2010). Para amostra E9, como mostrado na Figura 3.8, a
8o



presenca dos picos de correlacdo em 5,13 x 2,06 ppm para a-bisabolol (B) e 5,13
x 2,69 ppm (C) para outro constituinte confirmam a sobreposi¢ao do sinal em 5,13
ppm. A mesma sobreposicdo de sinal foi observada para E6 e E8. Isso explica o
valor superestimado de a-bisabolol determinado por RMN de 'H em relacdo a CG-
N para estas amostras. Para as demais amostras, conforme representado na
Figura 3.8 para E1, o pico de correlacdo (C) no mapa de contorno de COSY para
o sinal em 5,13 ppm do a-bisabolol ndo foi observado.

g o

6.0 5.0 4.0 3.0 20 1.0 0.0

Figura 3.8. Mapa de contorno do COSY (300 MHz, em CDCls) representativo das
amostras de Oleo essencial de E. erythropappus sem e com ocorréncia de
sobreposicao de sinais, respectivamente, E1 e E9. A regido de interesse foi
ampliada. A mancha C corresponde a correlacdo entre o H5 do a-bisabolol (5,13
ppm) e o hidrogénio (2,69 ppm) de um outro composto do 6leo essencial.
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Considerando o conteudo superestimado de a-bisabolol para os 6leos ES6,
E8 e E9 determinados por RMN de H, todas as amostras de 6leos essenciais
foram também analisadas usando COSY (Dufour et al., 2015).

Uma curva analitica foi construida para quantificacdo dos 6leos essenciais
usando COSY. Como apresentado na Figura 3.8, o pico da diagonal (D) no COSY
para o padrao interno OMCTS (0,10 ppm) foi integrado e atribuido o valor de 1000
usando o programa MestReNova. Entédo, a area do pico de correlacdo em 5,13 X
2,06 ppm (B) do a-bisabolol, obtida nos espectros das solu¢des de a-bisabolol em
CDCls em diferentes concentracfes, foi integrada e os valores obtidos foram
usados para plotar a curva. O pico (B) foi escolhido porque é mais sensivel (tem
maior area) que o pico de correlacdo (A) na Figura 3.8. A equacdo da curva
analitica (Y = 10,123X + 0,92 r = 0,9995) foi obtida plotando a area do pico de
correlacdo 5,13 x 2,06 ppm do a-bisabolol (B na Figura 3.8) vs. massa de a-
bisabolol (em mg). A massa de a-bisabolol (em mg), para cada amostra de 6leo
essencial foi obtida substituindo o valor da area do pico de correlacdo acima
mencionado na equacao da curva analitica.

O método de RMN de H foi eficiente para quantificacdo de a-bisabolol na
maior parte dos 6leos essenciais avaliados (73%), apresentando desvios padrao
inferiores a 0,60%, com excecdo das amostras E6, E8 e E9, nas quais o teor
deste constituinte foi superestimado devido a sobreposi¢ao do sinal em 5,13 ppm.
Para estas amostras, o0 experimento de COSY proporcionou resultados
satisfatorios com desvio padrao inferior a 0,30% (Figura 3.7).

Os dois métodos de RMN usados na quantificagdo de a-bisabolol sdo
extremamentes rapidos quando comparados ao tradicional método
cromatografico. A quantificacdo de a-bisabolol usando CG-N foi realizada em 70
min, enquanto as quantificacdes por RMN de 'H e COSY foram realizadas em 10
e 16 min, respectivamente. Entretanto, o COSY exige uma etapa adicional
quando comparado aos métodos de RMN de 'H e de CG-N, que é a construgdo
de curva analitica.

A similaridade dos resultados obtidos usando cromatografia gasosa (CG-
N), RMN de 'H e COSY foi confirmada pelas andlises de variancia usando teste
de Tukey (compara a média dos trés métodos entre si) com 95% de confianca. Os

resultados obtidos usando RMN de 'H para as amostras nas quais haviam sinais
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coincidentes (E6, E8 e E9) ndo foram levados em conta para a avaliacdo
estatistica. Portanto, estatisticamente todos os métodos sao similares.

3.5. Determinacédo dos interferentes do métodode R MN de 'H-&=5,13

Para identificar os possiveis constituintes dos Oleos E6, E8 e E9 que se
sobrepdem com o sinal & = 5,13 do a-bisabolol no espectro de RMN de 'H, os
deslocamentos quimicos dos compostos com teores acima de 0,90% foram
avaliados. A Figura 3.9, que possibilita visualizar o intervalo de 0 a 5,5 ppm
empregado para quantificacdo de a-bisabolol nos 6leos essenciais de candeia, foi
construida a partir da analise destes deslocamentos quimicos, obtidos da
literatura (Zangh et al., 2015; Azarken et al., 2008; Tanaka et al., 1996; Miyzawa
et al.,, 1995; Ming et al., 1989; Vichnewski et al., 1977; Crawford et al., 1971,
Andersen e Syrdal, 1970; Doskotch e El-Feraly, 1970).

— E-a-Bisaboleno
_— Z-a-Bisaboleno
I - - 1 I - - - allo-Aromadendreno
— — ar-Curcumeno
— — — SCurcumeno
— Costunolida
_____ —_— — = Eremantina
— —-— - - Oxido de a-bisabolol
[-Bisaboleno
H : H a-Bisabolol
5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 1.4 1.3 12 1.1 1.0 0.0

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 3.9. Deslocamentos quimicos dos constituintes dos Oleos essenciais de
candeia com conteudo acima de 0,90% (0-5,5 ppm, com cortes).

Analisando a Figura 3.9 € possivel observar que o teor superestimado de
a-bisabolol determinado por RMN de 'H usando o sinal d = 5,13 pode ser devido
a sobreposicao com sinais dos compostos ar-curcumeno e S-bisaboleno. De fato,
0 6leo E6 contém tanto ar-curcumeno como Sbisaboleno, enquanto E8 e E9 néo
apresentam ar-curcumeno em sua composi¢cdo. Além disso, esses dois
compostos ndo fazem parte da constituicio dos demais O6leos essenciais
avaliados (Tabelas S2.22 e S2.23, Dados Suplementares 2).
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Entretanto, caso 0s compostos ar-curcumeno e [bisaboleno sejam
responsaveis pela sobreposicdo de sinais na amostra E6, a subtracdo entre o
percentual de a-bisabolol obtido por RMN de 'H (84,51% + 1,51%), diminuido do
teor deste composto determinado por CG-N (79,23% = 0,21%), e a soma dos
teores de ar-curcumeno (0,99% + 0,00) e de Sbisaboleno (0,90% + 0,00%)
obtidos por CG-N devera resultar em valores préximos a zero. Também, se a
sobreposicdo de sinais em 5,13 ppm na amostra E8 fosse devida ao [
bisaboleno, a subtracédo entre o percentual de a-bisabolol obtido por RMN de *H
(86,35% = 0,40%), diminuido do teor deste composto determinado por CG-N
(82,26% = 0,32%), e o teor de B-bisaboleno (0,90% + 0,00%) obtido por CG-N
resultaria em valores proximos a zero. Da mesma forma, se S-bisaboleno fosse

responsavel pela sobreposicdo de sinais em 5,13 ppm na amostra E9, a

I+

subtracdo entre o percentual de a-bisabolol obtido por RMN de 'H (89,93%

I+

0,40%), diminuido do teor deste composto determinado por CG-N (79,38%
0,80%), e o teor de Bbisaboleno (2,73 + 0,13) obtido também por CG-N seria um
valor proximo a zero. Entretanto, os resultados destas subtracoes foram de
3,39%, 2,33% e 7,82% nas amostras E6, E8 e E9, respectivamente. Os dados
utiizados nos calculos foram retirados das Tabelas S2.21-S2.23, Dados
Suplementares 2.

Dessa forma, € possivel constatar que fbisaboleno presente nas
amostras E6, E8 e E9, assim como ar-curcumeno presente no Oleo E6, séo
intereferentes do método de RMN de 'H desenvolvido para determinacdo de a-
bisabolol em Oleo de candeia. Isso porque que esses compostos apresentam
sinais que se sobrepfem com o sinal em 5,13 ppm usado para quantificacdo do
a-bisabolol. Entretanto, existem outros fatores que também interferem no método

de RMN de 'H que nédo foram identificados.

3.6. Conclusao

O método de RMN de *H desenvolvido para quantificacdo de a-bisabolol
em Oleo essencial de candeia mostrou-se adequado para 73% dos Oleos
avaliados (El1, E2, E3, E4, E5, E7, E10 e E11). Estes Oleos tém um menor

numero de componentes e, por conseguinte, o sinal em & = 5,13 do a-bisabolol
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nao esta sobreposto com sinais provenientes dos outros constituintes no espectro
de RMN de H dos 6leos essenciais.

No entanto, 27% dos Oleos avaliados (E6, E8 e E9) tém um maior numero
de constituintes e a ocorréncia de sobreposi¢cao do sinal do a-bisabolol usado
para quantificagdo com sinais de ar-curcumeno (E6) e de S-bisaboleno (E6, E8 e
E9) presentes nestes 0Oleos, além de outros fatores nado identificados, fazem com
que o teor de a-bisabolol seja superestimado pelo método de RMN de 'H. Nestes
casos, o COSY pode ser utilizado como uma alternativa rapida e eficiente, para a
quantificacdo de a-bisabolol em 6leos essenciais de candeia, atingindo resultados

semelhantes aos obtidos pelos métodos cromatograficos tradicionais.
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CAPITULO 4

UM METODO DE RMN DE 'H QUANTITATIVO PARA ANALISE SIMULTANEA
DE CITRONELAL, DE CITRONELOL E DE GERANIOL EM OLEOS
ESSENCIAIS COMERCIAIS DE Cymbopogon ssp.

RESUMO

Um método simples, rapido e eficiente para quantificagdo simultanea de citronelal,
de citronelol e de geraniol em 6leo essencial comercial de citronela usando RMN
de 'H foi desenvolvido e validado. Os resultados obtidos foram comparados aos
tradicionais métodos de cromatografia gasosa. Todos os parametros avaliados
(seletividade, linearidade, exatidao/precisdo, repetitividade, robustez e
estabilidade do analito e do padrdo interno em solu¢cdo) mostraram resultados
satisfatorios. Analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey mostraram que 0s
resultados obtidos pelo método de RMN de 'H sdo semelhantes aos obtidos por
CG-DIC utilizando padronizacdo interna (Pl) e normalizacdo de &reas (N), com
95% de confianca. Entretanto, para algumas amostras, pequenas diferencas
foram encontradas quando o conteudo de citronelal e de geraniol foram
determinados por CG-N em comparacdo com os resultados obtidos por CG-Pl e
por RMN de 'H. Essas diferencas mostram o quanto o CG-N depende dos
parametros definidos para integracdo. A quantificacdo de geraniol usando RMN
de 'H deve ser realizada usando o sinal em & = 4,13, pois o sinal em & = 5,36-
5,42 se sobrepde com sinais de outros constituintes nos 6leos. Além disso, uma
amostra de citronelal que foi submetida a um experimento de degradagao sob
atmosfera de oxigénio e temperatura de 55 °C durante 48 h foi analisada com
sucesso pelo método da RMN de *H. E possivel diferenciar um 6leo essencial de
citronela puro dos formulados por meio da densidade relativa e do indice de
refracdo dos Oleos, com base nos limites estabelecidos pela Farmacopeia
BritAdnica. Nenhum dos Oleos puros avaliados apresentou simultaneamente os
teores de citronelal, de citronelol e de geraniol de acordo com os padrdes de

qualidade desta farmacopeia.
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4.1. Introducgao

Citronela € um nome popular de uma planta aromatica e medicinal
pertencente ao género Cymbopogon, membro de Ponceae (Marco et al., 2007),
que compreende aproximadamente 500 géneros e 8.000 espécies de plantas
(Barbosa et al., 2008). Os oOleos essenciais extraidos das espécies C. nardus
(citronela de Ceildo) e C. winterianus (citronela de Java) apresentam atividade
repelente de insetos e acao fungicida e bactericida (Silveira et al., 2012). Os
terpendides citronelal, citronelol, geraniol, linalol e citral (Figura 4.1) sédo isolados
deste 6leo e empregados industrialmente como fragrancias e em cosméticos
(Silva-Santos et al.,, 2006). Além disso, citronelol tem atividade acaricida e
antimicrobiana e é também utilizado na aromatizagdo de ambientes (Castro et al.,
2010). Pesquisas realizadas no mercado europeu mostraram que o geraniol esta
presente na maior parte dos desodorantes avaliados (76%), em produtos
domésticos (41%) e em cosmeéticos com ingredientes naturais (33%) (Chen e
Viljoen, 2010).

Numerosas doencas tropicais, como malaria, filariase, dengue, encefalite
japonesa e febre amarela s&o transmitidas aos seres humanos por mosquitos. O
Oleo essencial de citronela, no qual citronelal € um dos princiais constituintes, é
usado como repelente para combater estes vetores em concentracdes de até
15% (m/v) (Yang e Ma, 2005; Solomon et al., 2014).

A importancia econémica do 6leo de citronela é devido a sua crescente
demanda tanto no mercado interno quanto no externo (Marco et al., 2008). Nos
anos de 2015 e de 2016 o Brasil exportou mais de 600 Kg de Oleo essencial de
citronela para Paraguai, Alemanha, Argentina, Estados Unidos, Cingapura e
Suica (Aliceweb, 2017).

O valor dos 6leos essenciais comerciais varia de acordo com o contetdo
de seus constituintes majoritarios (Cerceau et al., 2016b; Barbosa et al., 2016).
Conforme a Farmacopeia Britanica, um 6leo de citronela de qualidade deve conter
citronelal (30 a 45%), geraniol (20 a 25%) e citronelol (9 a 15%) como

constituintes majoritarios (British Pharmacopeia, 1998).
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Figura 4.1. Estrutura quimica dos principais monoterpenos presentes no 6leo de
citronela.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacdo em chamas (CG-DIC) séao as
técnicas mais utilizadas para andlises qualitativas e quantitativas de O6leos
essenciais (Cerceau et al., 2016a; Cerceau et al., 2016b). Apesar de CG ser uma
técnica muito sensivel, € demorada, requer selecdo de colunas e pode apresentar
problemas relacionados a sobreposicdo de picos cromatograficos (AbouZid,
2016).

Embora a técnica de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
de !H) seja usada com sucesso para controle de qualidade de produtos
diversificados (alimentos, bebidas, café, chas, gasolina, azeite, produtos naturais,
metabolémicas, entre outros), ainda existem poucos estudos que relatam o uso
da RMN !H para quantificacdo de constituintes majoritarios de 6leo essencial
(Cerceau et al., 2016b). Isso porque, apesar de RMN de 'H ser uma técnica de
quantificacdo rapida, quando a matriz avaliada € composta por um grande nimero
de constituintes pode haver sobreposi¢do de sinais (Cerceau et al., 2016b). Os
poucos relatos na literatura sobre andlises quantitativas de 6leos essenciais
usando RMN de 'H incluem: a-bisabolol (Figura 4.2) em 6leo de Eremanthus
erythropappus (Cerceau et al., 2016b), a-pineno (Figura 4.2) em Oleo de
Eucalyptus, Corymbia, pimenta rosa (Schinus terebinthifolius) e em derivados de
terebintina (Cerceau et al., 2016a), trans-anetol (Figura 4.2) em Foeniculum
vulgare (AbouZzid, 2016) e lactonas sesquiterpénicas em Inula racemosa e em
Saussurea lappa (Choudhary et al., 2016). Além disso, Rivero-Cruz e
colaboradores (2006), relataram o uso de RMN de 'H para quantificacdo de 2,6-
dimetoxibenzoato de benzil, 2'-metoxibenzoato de 2-hidroxibenzil, chamazuleno,
S-cariofileno, germacreno D, biciclogermacreno e B-eudesmol (Figura 4.2) em
Oleo essencial de Brickellia Weronicaefolia.
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Figura 4.2. Terpenos quantificados em 6leos essenciais usando RMN de *H.

Durante o armazenamento, transporte ou uso, 0s 6leos essenciais podem
ser expostos a fatores como calor, luz e oxigénio atmosférico. Tais condi¢cbes
podem causar degradacdo dos constituintes dos Oleos através da oxidacao,
desidrogenacéao, isomerizacao, reacoes de polimerizagcdo, ou mesmo por meio de
rearranjos térmicos (Turek e Stintzing, 2013). Essas modificacdes geralmente
afetam a qualidade desses 0leos, comprometendo suas propriedades
organolépticas, padrdes de toxicidade ou sua aplicabilidade farmacologica. Por
outro lado, alguns dos produtos originados da degradacédo dos Oleos essenciais
podem ter propriedades e aplicabilidades interessantes (Beltrame et al., 2013).

Apesar da importancia econdmica dos Oleos de citronela, ndo foram
encontrados estudos sistematicos relacionados a degradacdo de seus principais
componentes (citronelal, citronelol e geraniol) na literatura. Os poucos estudos
encontrados incluem o uso de citronelol e de geraniol como fontes de carbono
pelas bactérias Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas citronellolis e
Pseudomonas mendocina, levando a oxidacdo desses alcoois em seus

respectivos aldeidos e acidos (citronelal, &cido citronélico, geranial e acido
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geranico — Figura 4.3) (Hoschle e Jendrossek, 2005). Além disso, Tozoni e
colaboradores (2010) também relataram a formacgdo de &cido citronélico na
degradacéo de citronelal por Pseudomonas mendocina.

Considerando as inumeras aplicacdes para o 6leo essencial de citronela e
0 crescimento dos requisitos de exportacdo (Lubbe e Verpoorte, 2011), o
desenvolvimento de métodos simples, rapidos e eficientes para avaliar a
qualidade destes Oleos € necessario. Aléem disso, estudos sobre a degradacéo
dos constituintes majoritarios dos Oleos de citronela podem gerar informacdes de

grande relevancia para o controle de qualidade destes 6leos.

0 @)
OH X N OH
\O \O

Citronelal  Acido citronélico Geranial Acido geranico

Figura 4.3. Estrutura quimica dos compostos formados na decomposicdo dos
constituintes majoritarios do 6leo essencial de citronela (citronelal, citronelol e
geraniol) relatados na literatura.

4.2. Experimental
4.2.1. Materiais e reagentes

Octametilciclotetrasiloxano (98%), citronelal (96%), citronelol (95%),
geraniol (97%) e cloroférmio deuterado foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Wisconsin, USA). Diclorometano e acetato de etila foram comprados da Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil).

Seis amostras de 6leos essenciais de Cymbopogon nardus (C1, C2, C4,
C5, C6 e C7) e duas de Cymbopogon winterianus (C3 e C8) de diferentes marcas
e trés oleos formulados (C9, C10 e C11) foram obtidas no mercado local, no
Brasil.

Todas as pesagens foram realizadas em uma balanc¢a analitica Shimadzu
(capacidade de 82 / 220 g e precisao de 0,1 mg / 0,01 mg). As transferéncias de

volume foram feitas usando seringas cromatograficas de 500 uL e de 5,00 mL.
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Frascos com tampas de 10,0 mL e de 2,00 mL e tubos de RMN com diametro

externo de 5 mm foram utilizados em todos o0s experimentos.

4.2.2. Determinacéo da densidade relativa, do indic e de refracéo e da
rotacao Optica dos 6leos essenciais
Densidade relativa

A densidade relativa de 6leos essenciais puros e dos produtos formulados
foi determinada pelo método da pipeta automética (Pavia et al., 2012). A massa
de dez frascos coOnicos (incluindo suas tampas e forros) previamente limpas foi
determinada. Usando uma pipeta automatica, 100 uL de 6leo essencial foram
adicionados a cada um desses frascos e, em seguida, os frascos foram fechados
corretamente e a massa obtida foi registrada. O procedimento também foi
realizado para determinar a densidade da agua Mili-Q. A densidade de cada 6leo
essencial em relacdo a 4gua foi obtida dividindo a densidade do 6leo (g mL?) pela

densidade da agua (g mL™).

indice de refracdo

Os indices de refragcdo (nD) dos Oleos esseciais foram determinados
utilizando um refratbmetro de bancada ABBE (Biobrix, modelo 2WAJ) com escala
de refracdo variando de 1300 a 1720.

Para realizar as analises, duas gotas de 6leo foram colocadas diretamente
na lamina do refratbmetro com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. Em seguida, a

leitura dos indices de refracdo foram realizadas.

Rotacéo optica

A rotacdo Optica dos Oleos essenciais foi determinada utilizando um
polarimetro digital (Bellingham Stanley, modelo ADP 220) com escala de rotacdo
Optica variando de -85° a +85°, da Universidade Federal de Minas Gerais.

Massas de O6leo essencial variando de 11 a 14 mg foram pesadas
diretamente em baldo volumétrico de 2,00 mL e o volume foi completado com
acetato de etila. As medi¢cbes foram realizadas em uma cubeta de 1,00 dm,
usando A = 589,3 nm. Os parametros (massa, concentracdo e temperatura)

utilizados na analise de cada 0leo essencial sédo apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Parametros utilizados para determinar a rotacdo Optica dos oOleos
essenciais comerciais de citronela.

Amostra m(mg) Conc(gcm3) Temp (°C)

C1l 11,82 0,00591 23,8
C2 10,32 0,00516 23,6
C3 13,52 0,00676 23,8
C4 14,14 0,00707 23,3
C5 11,45 0,00572 23,9
C6 12,29 0,00614 23,3
C7 13,54 0,00677 23,3
C8 10,77 0,00538 22,9
C9 11,12 0,00556 23,4
C10 12,11 0,00605 23,5
Cl1 11,35 0,00567 23,5

m = massa, conc = concentracao e temp = temperatura. C1, C2, C4-C7 (C.

nardus); C3 e C8 (C. winterianus) e C9-C11 (6leos formulados).

4.2.3. Método de RMN de 'H
Solucdes

Solucéo estoque de octametilciclotetrasiloxano (OMCTS) em CDCls (5,44
mg mL?) e solugdo estoque da mistura de citronelal (98,56 mg mL™'), de citronelol
(109,0 mg mL1) e de geraniol (108,0 mg mL?) em CDCIs foram preparadas para
determinar linearidade, estabilidade de citronelal, de citronelol, de geraniol e de
OMCTS em solucéao, e robustez do método.

Solugdo de OMCTS em CDCIz (5,59 mg mL?) e solugdo estoque da
mistura de citronelal (104,0 mg mL™1), de citronelol (111,0 mg mL) e de geraniol
(107,0 mg mL') em CDCIs foram preparadas para determinar a repetibilidade e a
exatidao/precisdo do método.

Solucdes estoque da mistura de citronelal (104,6 mg mL?), de citronelol
(103,6 mg mL?1) e de geraniol (101,8 mg mL1) em CDCIls e do padrédo interno
OMCTS em CDCls (7,12 mg mL™') foram preparadas para determinar os limites de

deteccao e de quantificacao.
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Solucédo estoque do padrédo interno OMCTS em CDClIs (4,00 mg mL?) foi
preparada para quantificacdo de citronelal, de citronelol e de geraniol nos 6leos
essenciais.

Para preparar todas as solucbes, os Oleos e reagentes foram pesados
diretamente nos frascos e tampados com septos de teflon. Cloroférmio deuterado
foi adicionado aos frascos utilizando seringa cromatogréfica.

Instrumentagé&o
Todas as analises foram realizadas em um espectrdbmetro Varian Mercury
300 MHz, equipado com uma sonda de dois canais (*H-13C) de banda larga de 5

mm, unidade geradora de campo e unidade de controle de temperatura.

Condicdes experimentais

O pulso de 45° (pw45) foi determinado para todas as amostras usando a
sequéncia de calibracdo implementada pelo programa VnmrJ4.2 da Agilent
Technologies. O tempo de relaxacdo longitudinal (T1) foi determinado pela
sequéncia de inversao recuperacdo para todos os hidrogénios do citronelal, do
citronelol, do geraniol e do padrao OMCTS. O mais longo T1 obtido para
validacdo e para quantificacdo das amostras de Oleos essenciais foi de 7 s. Os
experimentos foram realizados utilizando a temperatura da sonda de 25 °C,
namero de transientes (nt) de 16, nimero de pontos no FID (np) de 32768, largura
do pulso (pw) de 45°, sem rotacdo de amostra, largura espectral (sw) de 4800,8
Hz, tempo de aquisicao (aq) de 4,555 s, tempo de atraso (d1) de 5 vezes T1 entre
0s pulsos foi usado para garantir a relaxacdo completa dos atomos de hidrogénio
(Caligiani et al., 2007; Parikh e Gadape, 2011; Santos e Colnago, 2013). O
shimming foi realizado no modo automatico para todos os experimentos e a
largura a meia altura do sinal do cloroférmio foi sempre inferior a 0,7 Hz.

A robustez do método foi avaliada pela aquisicdo de espectros com 16
scans (nt) a 25 °C e com 8 scans, sem controle de temperatura.

Os espectros foram processados usando o programa MestReNova 9.0.1.
com correcdo automatica de linha de base empregando o ajuste polinomial de
Bernstein e ampliacdo da linha espectral (Ib) de 0,3 Hz. Correcdo de fase e

integracdo dos espectros foram realizadas manualmente. O FID foi processado
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usando 64 K e preenchimento com zeros (Forshed et al., 2005; Parikh e Gadape,
2011).

Validacdo do método de RMN de 'H

Para validacéo do método de RMN de *H desenvolvido, foram avaliados os
parametros especificidade e seletividade, linearidade, robustez, repetibilidade,
exatidao/preciséo, estabilidade dos analitos e do padrdo interno em solucdo e
limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) (Parikh e Gadape, 2011,
INMETRO, 2011; Bharti e Roy, 2012).

Especificidade, seletividade e linearidade

A especificidade e seletividade do método proposto foi avaliada pela
auséncia de sobreposicdo de pelo menos um sinal de citronelal, de citronelol e de
geraniol com sinais dos outros constituintes do 6leo essencial, do CHCIs (presente
no solvente CDCI3) e do padréo interno OMCTS no espectro de RMN de 'H. A
linearidade foi checada pela adicdo a 7 tubos de RMN de uma quantidade de
citronelal, de citronelol e de geraniol variando de 5,0 a 35,0 mg. Os volumes da
mistura de citronelal (98,56 mg mL™1), de citronelol (109,0 mg mL1) e de geraniol
(108,0 mg mL?) em CDCIz adicionados aos tubos foram de 50, 100, 150, 200,
250, 300 e 350 puL que correspondem as massas de aproximadamente 5, 10, 15,
20, 25, 30 e 35 mg de citronelal, de citronelol e de geraniol. A cada um desses
tubos, foram adicionados 250 pL (1,36 mg) da solugéo estoque de OMCTS em
CDCl; a uma concentracdo de 5,44 mg mL* e cloroférmio deuterado a 20 °C para
completar o volume para 600 pL. Todas as transferéncias de volume foram
realizadas usando seringas cromatograficas. Os experimentos foram realizados
em triplicata.

Os sinais em 9,75 e 3,61-3,74 ppm, do citronelal e do citronelol,
respectivamente e, os sinais em 5,36-5,42 e 4,13 ppm do geraniol foram
integrados e usados para fazer um grafico no programa OriginPro8. Para cada um
destes sinais, foi obtida uma curva de linearidade usando a quantidade de
citronelal, de citronelol e de geraniol esperada (mg) versus a quantidade (mg)

destes compostos obtida dos espectros de RMN de 'H utilizando a Equacéo 4.1
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(Parikh e Gadape, 2011; Santos e Colnago, 2013; Cerceau et al., 2016a; Cerceau
et al., 2016b).

IX N Mx -
mx= X —=T X X MomcTs (Equacéo 4.1)
lomcTs Nx MowmcTs

Onde, mx = quantidade de citronelal, de citronelol ou de geraniol encontrada; Mx =
massa molecular de citronelal (154,25 g mol?), de citronelol (156,27 g mol?) ou de
geraniol (154,25 ¢ molY); Momcts = massa  molecular do
octametilciclotetrasiloxano (296,62 g mol?!); momcts = massa do
octametilciclotetrasiloxano, Ix = area da integral do sinal no espectro de RMN de
'H usado para quantificacdo dos compostos citronelal (d = 9,75), citronelol (J =
3,61-3,74) ou geraniol (0= 5,36-5,42 e = 4,13); lomcts = 1000; NomcTs = numero
de atomos de hidrogénio presentes no octametilciclotetrasiloxano; Nx = nimero de
atomos de hidrogénio que correspondem ao sinal no espectro de RMN de 'H

usado para quantificagdo dos compostos citronelal, citronelol ou geraniol.

Robustez

A robustez foi avaliada pelos espectros de RMN de 'H adquiridos com
namero de transiente (nt) de 16 e temperatura controlada a 25 °C e com nt de 8,
sem controle de temperatura. A determinagdo da robustez do método foi
realizada usando os tubos de RMN contendo aproximadamente 15 mg de
citronelal, de citronelol e de geraniol, preparados para determinacdo da
linearidade.

Os sinais em 9,75 e 3,61-3,74 ppm do citronelal e do citronelol,
respectivamente, e os sinais em 5,36-5,42 e 4,13 ppm do geraniol foram
integrados e os resultados foram expressos como desvio padrao relativo (DPR)
ou coeficiente de variacdo (CV), obtidos pela Equacao 4.2 (Parikh e Gadape,
2011; Santos e Colnago, 2013; Cerceau et al., 2016a; Cerceau et al., 2016b).

DPR = CV = 22 x 100 (Equacéo 4.2)
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Onde, DPR = desvio padrao relativo entre as massas, observado nas triplicatas,
CV = coeficiente de variagdo, X = média dos valores entre as massas observadas
nas triplicatas, DP = desvio padrao entre as massas observadas nas triplicatas.

Os resultados obtidos nos espectros de RMN de *H adquiridos com nt de
16 e temperatura controlada a 25°C e com nt de 8, sem controle de temperatura
foram comparados e a diferenca entre eles foi expressa em percentagem (%D),
conforme Equacéao 4.3 (Parikh e Gadape, 2011; Cerceau et al., 2016a; Cerceau et
al., 2016b).

My~ Myt

%D = x 100 (Equacéo 4.3)

mxi
Onde, %D = diferenca em percentagem entre a massa observada no espectro
adquirido usando nt = 16 e temperatura de 25 °C e a massa observada no
espectro adquirido usando nt = 8, sem controle de temperatura; mx = massa
observada no espectro adquirido usando nt = 16 e temperatura de 25 °C e mx =
massa observada no espectro adquirido usando nt = 8, sem controle de

temperatura.

Repetibilidade

A repetibilidade do método foi checada 15 dias apds a determinagédo da
linearidade pela realizacdo de um experimento similar, pelo mesmo analista,
usando o mesmo laboratério e equipamento. Os sinais em 9,75 e 3,61-3,74 do
citronelal e do citronelol, respectivamente, e os sinais em 5,36-5,42 e 4,13 ppm do
geraniol foram integrados para avaliacdo da repetibilidade do método e os
resultados foram expressos como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de

variacéo (CV).

Exatid&o e estabilidade

A exatiddo foi avaliada no mesmo experimento que a linearidade do
método. O método analitico proposto para andlise de um composto de pureza
conhecida (citronelal 96%, citronelol 95% e geraniol 97%) foi usado. A pureza

experimental (PE) foi calculada usando a Equacédo 4.4 e a exatiddo usando a
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Equacédo 4.5 (Parikh e Gadape, 2011; Santos e Colnago, 2013; Cerceau et al.,
2016a; Cerceau et al., 2016b).

PE= Ix % NOMCTSX Mx % MomcTs XPOMCTS (Equagéo 44)

lomcTs Nx MomcTts m

Onde: MowmcTs = massa molecular de octametilciclotetrasiloxano (296,62 g mol™?);
My = massa molecular do citronelal (154,25 g mol?), do citronelol (156,27 g mol*?)
ou do geraniol (154,25 g mol?); momcts = massa de octametilciclotetrasiloxano
(em Qg); Ix = area medida pela integracdo do sinal de interesse no espectro de
RMN de 'H do citronelal, do citronelol ou do geraniol; lomcts = 1000; NomcTs = 24
(nimero de atomos de hidrogénio presentes no octametilciclotetrasiloxano); Nx =
numero de atomos de hidrogénio do sinal de interesse no espectro de RMN de 'H
do citronelal, do citronelol ou do geraniol; m = massa de citronelal, de citronelol ou
de geraniol (em g); Pomcts = pureza do octametilciclotetrasiloxano (98%)
informada pelo fabricante; PE = pureza calculada do citronelal, do citronelol ou do

geraniol (em %m/m).
Exatidao (%) = —-x100 (Equacéo 4.5)

Onde: PE = pureza experimental; PF = pureza informada pelo fabricante.

A estabilidade dos analitos e do padrdo interno em solucdo foi avaliada
usando os tubos de RMN contendo aproximadamente 20 mg de citronelal, de
citronelol e de geraniol (como descrito na determinacdo da linearidade). As
analises foram realizadas a 25 °C com intervalos de tempo de O (inicial), 6, 12, 18
e 24 horas. Os sinais em 9,75 e 3,61-3,74 ppm do citronelal e do citronelol,
respectivamente, e os sinais em 5,36-5,42 e 4,13 ppm do geraniol foram
integrados para determinacdo da quantidade destes compostos em cada intervalo
de tempo, de acordo com a Equacéo 4.1. Os resultados foram expressos como

coeficiente de variacédo (CV) e como %D.
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Limites de quantificacdo e de deteccao

Os limites de quantificacdo (LQ) e de deteccdo (LD) foram determinados
experimentalmente. Volumes apropriados da solugdo contendo uma mistura de
citronelal (98,09 mg mL™?), de citronelol (103,6 mg mL?) e de geraniol (101,8 mg
mL1) em CDCI; correspondendo a 0,10; 0,50; 1,00; 2,50 e 5,00 mg de citronelal,
de citronelol e de geraniol foram adicionados aos tubos de RMN. A cada um
desses tubos foram adicionados 250 pL (1,15 mg) da solucéo estoque de OMCTS
em CDCl; na concentracdo de 4,6 mg mL™, seguido por cloroférmio deuterado a 20
°C para completar o volume para 600 L. Os espectros de RMN de 'H da mistura
foram obtidos e os sinais em 9,75 e 3,61-3,74 ppm referentes ao citronelal e ao
citronelol, respectivamente, e os sinais em 5,36-5,42 e 4,13 ppm correspondentes
ao geraniol foram integrados em relacao ao sinal do padrao interno (0,10 ppm) € a
guantidade de citronelal, de citronelol e de geraniol contidas em cada tubo foi
determinada conforme equacédo 4.1. Para determinacado de LQ, a razao sinal ruido
superior a 150 foi utilizada para garantir que os resultados fossem obtidos com
uma incerteza menor que 1% (Holzgrabe, 2010). Os experimentos foram

realizados em triplicata.

Quantificacdo de citronelal, de citronelol e de geraniol em Oleos essenciais
comerciais de citronela usando RMN de 1H

Para quantificacdo, quantidades exatas (54,0 a 61,0 mg) de cada amostra
de 6leo essencial foi pesada diretamente nos tubos de RMN. A estes tubos foram
adicionados 250 pL (1,00 mg) da solugéo estoque de OMCTS 4,00 mg mLt e o
volume foi completado para 600 pL pela adicdo de CDCIs a 20 °C. As amostras
foram quantificadas em triplicata. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos e o
sinal do OMCTS (0,10 ppm) foi integrado e arbitrariamente atribuido o valor de
1000 usando o programa MestReNova 9.0.1. Os sinais em 9,75 e 3,61-3,74 ppm
do citronelal e do citronelol, respectivamente, e os sinais em 5,36-5,42 e 4,13 ppm
do geraniol foram integrados e os valores das integracdes foram usados para

calcular a quantidade destes compostos de acordo com a Equacéo 4.1.
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4.2.4. Métodos cromatograficos
Solucdes

Solucéo estoque da mistura de citronelal (15,7 mg mL™'), de citronelol (17,5
mg mL?) e de geraniol (17,2 mg mL') em diclorometano e solucdo estoque do
padrdo interno octadecano (32,4 mg mL?) em diclorometano foram preparadas
para realizagdo dos experimentos de cromatografia gasosa utilizando
padronizacao interna (CG-PI).

Para identificar os constituintes das amostras usando CG-EM,
aproximadamente 10 mg de cada amostra foram dissolvidas em 1,00 mL de

diclorometano.

Instrumentagéo
Cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-EM)

A identificacdo dos constituintes dos Oleos essenciais foi realizada
utilizando um cromatégrafo a gas (Shimadzu, modelo 17A) equipado com uma
coluna capilar de silica fundida (RTX-5MS-Restek; 30 m x 0,25 mm d.i e
espessura do filme de 0,25 um) conectado a um detector por espectrometria de
massas (Shimadzu, modelo QP5050A).

Cromatografia gasosa com detecc¢édo por ionizacdo em chamas (CG-DIC)

A quantificacdo das amostras pelo método de cromatografia gasosa
usando normalizacdo de areas (CG-N) foi realizada utilizando o cromatografo a
gas Shimadzu, modelo 17A, conectado ao detector por ionizagcdo em chamas
(CG-DIC) equipado com uma coluna capilar de silica fundida (SBP5-Supelco, 30

m x 0,25 mm d.i e 0,25 pym de espessura de filme).

Condicdes experimentais
CG-EM

A temperatura do forno foi programada para variar de 40 °C (2 min) a
200°C a uma taxa de 3 °C mint. O injetor e o detector foram mantidos a 200 e
240 °C, respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio a uma taxa de
fluxo de 1,8 mL mint. A quantidade de 1,0 pL (solucédo do 6leo essencial 1% m/v

em diclorometano) foi injetada na razao de split foi de 1:5.
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Os compostos foram identificados pelo tempo de retencdo, pela
comparacao de seus espectros de massas com 0s espectros da base de dados
do equipamento CG-EM (Willey 7 ed.; Nist 5 ed., Nist 8 ed. e Nist 11 ed.) e
também comparando o indice aritmético calculado da injecdo da mistura de
alcanos lineares (C9 a C40) com os dados descritos na literatura (Martins et al.,
2006; Barbosa et al., 2008; Adams, 2012).

CG-DIC

A temperatura da coluna foi programada para variar de 40 °C (4 min) a 200
°C a uma taxa de 3 °C min’. O injetor e o detector foram mantidos a 200 e 240
°C, respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o nitrogénio a uma taxa de
fluxo de 1,8 mL mL1. A quantidade de 1,0 pL (solugéo do 6leo essencial 1% m/v

em diclorometano) foi injetada na razéo de split foi de 1:5.

Quantificacdo de citronelal, de citronelol e de geraniol em éleo essencial usando
CG-DIC

A quantificagdo de citronelal, de citronelol e de geraniol nos o6leos
essenciais comerciais de citronela usando cromatografia gasosa foi realizada
utiizando os métodos de normalizacdo de areas (CG-N) e de padronizacao
interna (CG-PI).

Normalizacao (CG-N)

Aproximadamente 10 mg dos Oleos essenciais foram pesadas em vials aos
quais foi adicionado 1,00 mL de diclorometano. As analises foram realizadas em
triplicata nas condigBes previamente descritas. O conteudo de citronelal, de
citronelol e de geraniol nos 6leos esssenciais foi calculado pela percentagem da

area do pico destes compostos em relacao a area total do cromatograma.

Padronizacao interna (CG-PI)
Uma curva analitica foi construida para cada constituinte a ser quantificado
nos 6leos essencias de citronela. Para isso, citronelal (0,39 a 7,84 mg mL™),

citronelol (0,44 a 8,76 mg mL?') e geraniol (0,43 a 8,63 mg mL?) foram
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adicionados a 7 baldes volumétricos de 2,00 mL. Os volumes da solugéo
contendo a mistura de citronelal (15,7 mg mL™?), de citronelol (17,5 mg mL™?) e de
geraniol (17,2 mg mL?1) em diclorometano adicionados aos tubos foram de 50,
100, 200, 400, 600, 800 e 1000 pL que correspondem a concentracdes de 0,39;
0,78; 1,57; 3,14; 4,70; 6,27 e 7,84 mg mL* para citronelal, de 0,44; 0,88; 1,75;
3,50; 5,26; 7,01 e 8,76 mg mL™? para citronelol e de 0,43; 0,86; 1,73; 3,45; 5,18,
6,90 e 8,63 mg mL* para geraniol. A cada um desses tubos, foram adicionados
200 pL (3,24 mg mL?) da solugdo estoque de octadecano em diclorometano a
uma concentracdo de 32,40 mg mL* e diclorometano a 20 °C para completar o
volume para 2000 pL.

As equacdes das curvas analiticas (y = 0,1726X + 0,0345, r = 0,9988; y =
0,1951X + 0,0188, r = 0,9995 e y = 0,2053X - 0,0431, r = 0,9997, para citronelal,
citronelol e geraniol, respectivamente) foram obtidas pela razdo entre a area do
pico correspondente ao analito e a area do pico referente ao padrao interno vs.
concentragdo analito (em mg L1).

Para determinar o teor de citronelal, de citronelol e de geraniol usando CG-
Pl, aproximadamente 19 a 22 mg dos Oleos essenciais foram pesadas
diretamente nos balBes volumétricos de 2,00 mL aos quais foram adicionados,
200 pL da solucéo estoque de octadecano (32,40 mg mL?) e diclorometano até
completar o volume. As amostras foram analisadas em triplicata em condi¢cdes

previamente descritas.

4.3. Comparacao entre os métodos de quantificacao

Uma comparacéo entre os métodos (CG-N, CG-Pl e RMN de 'H) utilizados
para quantificacdo de citronelal, de citronelol e de geraniol nos 6leos essenciais
comerciais de citronela foi realizada, utilizando um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial (8x3), sendo oito 6leos e trés métodos. Foram
realizadas analises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey de acordo com a
significancia da interacéo, usando o Programa R 3.0.3 com intervalo de confianca
de 95% (a = 0,05).
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4.4. Resultados e discusséo

De acordo com a Farmacopeia Britanica (1998) o controle de qualidade dos
Oleos essenciais de citronela envolve a determinacdo da densidade relativa, do
indice de refracdo e da rotacdo Optica desses o6leos. Além disso, o conteudo dos
constituintes majoritarios citronelal, citronelol e geraniol deve ser determinado
pela técnica de cromatografia gasosa acoplada ao detector por ionizagdo em
chamas utilizando o procedimento de normalizacdo de areas (CG-N). Entretanto,
o método de CG-N pode levar a erros de integracdo uma vez que, o teor de um
composto é determinado levando em consideracdo a area do pico referente ao
composto de interesse em relacdo a area de todos os picos do cromatograma.
Assim, ao selecionar os parametros para integracdo, alguns picos podem ser
incluidos ou excluidos, interferindo nos resultados.

Dessa forma, neste trabalho, um método para determinagédo simultanea de
citronelal, de citronelol e de geraniol em 0Oleos essenciais comerciais de citronela
usando RMN de 'H foi desenvolvido e validado e os resultados obtidos foram
comparados aos obtidos pelos métodos cromatograficos usando normalizacéo de
areas (CG-N) e padronizacéo interna (CG-PI).

Para avaliar a eficiéncia do método de RMN de 'H desenvolvido, oito
amostras de Oleos essenciais de citronela puros e trés o6leos formulados, de
diferentes marcas, foram adquiridos no mercado brasileiro. Conforme esperado, a
analise dos parametros indice de refracdo (Dados Suplementares 3, Tabela
S3.36) e densidade relativa (Dados Suplementares 3, Tabela S3.37) permitiu uma
distincdo entre os O6leos essenciais puros e os formulados, de acordo com os
limites estabelecidos da Farmacopeia Britanica (1998), que variam de 1,463 a
1,475 e de 0,881 a 0,895, respectivamente. Isso porque que os valores de indice
de refracdo e de densidade relativa dos Oleos puros estavam dentro dos limites
estabelecidos pela Farmacopeia, enquanto, nos Oleos formulados, os valores
obtidos excederam estes limites. Entretanto ndo foi possivel estabelecer uma
diferenca entre Oleos puros e formulados levando em consideracdo o parametro
rotacdo Optica, j& que os resultados obtidos para os dois tipos de 6leo estdo de
acordo com a Farmacopéia Britanica (entre -4 ° e +1,5 °), com excec¢do do Oleo
puro C6, que apresentou rotacdo optica de +1,63 ° (Ver Dados Suplementares 3,

Tabela S3.35). Esse comportamento provavelmente ocorrerd quando o aditivo
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usado nos 6leos formulados for opticamente inativo e ndo afetar a rotacdo optica
desses 6leos essenciais.

4.4.1. Desenvolvimento e validacdo do método de RMN  de 'H

O método de RMN de 'H desenvolvido para determinagdo simultanea de
citronelal, de citronelol e de geraniol em 06leos essenciais comerciais de citronela
foi validado de acordo com as recomendacdes do guia “Orientacdes sobre
Validacdo de Ensaios Quimicos DOQ-CGCRE-008" publicado pelo INMETRO,
conforme exigido pela legislagao brasileira (INMETRO, 2011). Uma vez que esta
resolucdo ndo estabelece limites para avaliar os parametros de validacao, a
Resolucdo RE 899 - Guia para Validacao de Métodos Analiticos e Bioanaliticos,
aprovada pelo Conselho da ANVISA (AVISA, 2003) e as recomendacfes da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (NBR-14029) Agrotéxicos e afins -
Validagdo de Métodos Analiticos (ABNT, 2005) também foram utilizadas.

Inicialmente, o espectro de RMN de H da mistura de citronelal (96%), de
citronelol (95%) e de geraniol (97%), contendo aproximadamente 20 mg de cada
constituinte, foi obtido. Como esperado, os sinais dos hidrogénios de alqueno dos
trés compostos, multipleto em 5,04-5,12 ppm referente aos H-5 do citronelal, do
citronelol e do geraniol, apareceram sobrepostos (Figura 4.4). O tripleto em 9,75
ppm referente ao hidrogénio do aldeido (H-10) do citronelal, o multipleto em 3,61-
3,74 ppm (H-10) do citronelol, o multipleto em 5,36-5,42 ppm e o dupleto em 4,13
ppm (H-1 e H10, respectivamente) do geraniol, apareceram em uma regiao
distante dos outros sinais. Os demais sinais no espectro de RMN de 'H dos trés
compostos foram observados em uma regido propensa a sobreposicdo com
outros sinais no espectro (Figura 4.4). Assim, em principio, 0s quatro sinais
listados acima podem ser utilizados para fins de quantificacdo e, portanto, foram
utilizados para validar o método.

A especificidade e a seletividade do método de RMN de 'H foram
comprovadas pela auséncia de sobreposi¢do dos sinais em 6 = 9,75; 6 = 3,61-
3,74 do citronelal e do citronelol, respectivamente, e dos sinais 6 =5,36-5,42 e 6 =
4,13 do geraniol com os sinais de CDCIsz e de OMCTS (Figura 4.4).

109



5 oH
f[
7 6 B

H2
A]:rm

Citronelal Citronelol Geraniol
(A) (B) ()

rrrrrrrrr

2.4 1.2 20 18 1o

A—H3
B—Hs
c— 1i5 HI0 — C
Hip— A Higp— B OMCTS
J C—HI ]ﬁ} ||
Ly * ’T' T =
oy L] e 8 l-l'cm'l F—"r [
5 5 T = =
= c o = SS=rivie
10.0 9.5 {J 0 85 H{} ?5 7(} 65 fn ] *5 5(]I 45 4() 3“ 3_(]' 2_5 2_() 1_5 l_l[] 0.5 00

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 4.4. Espectro de RMN de 'H da mistura de citronelal, de citronelol e de
geraniol, contendo o padrdo interno octametilciclotetrasiloxano (OMCTS) (300
MHz, em CDClI3).

A linearidade do método foi avaliada para os sinais é = 9,75 do citronelal, 6
= 3,61-3,74 do citronelol e 6 = 5,36-5,42 e 6 = 4,13 do geraniol, obtidos no
espectro de RMN de 'H da mistura destes compostos, em diferentes quantidades,
contendo OMCTS (Figura 4.4). ApéGs 0s espectros serem processados, 0 sinal
referente ao padrao interno OMCTS foi integrado e atribuido o valor de 1000. A
seguir, os sinais do citronelal, do citronelol e do geraniol foram integrados em
relacdo ao sinal do OMCTS (Figura 4.5). Pela substituicdo dos valores obtidos da
integracao dos sinais destes compostos na Equacéo 4.1, foi possivel determinar a
guantidade de citronelal, de citronelol e de geraniol contida em cada um dos tubos
de RMN usados para determinagao da linearidade. Uma curva de linearidade foi
entdo construida plotando um gréfico da quantidade observada vs. quantidade
esperada de citronelal (6 = 9,75), de citronelol (6 = 3,61-3,74) e de geraniol (6 =
5,36-5,42 e 6 = 4,13) (Figura 4.6). Para todos estes sinais, os coeficientes de
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correlacdo obtidos foram superiores ao critério minimo estabelecido pela

Resolucdo RE 899 (r = 0,99) (Figura 4.6).
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Figura 4.5. Espectro de RMN de *H da mistura de citronelal, de citronelol e de
geraniol (19,71; 21,80 e 21,61 mg, respectivamente) (300 MHz, em CDCI3)
contendo o padrédo interno OMCTS (1,36 mg) usado para determinagcdo da
linearidade do método de RMN de !H desenvolvido. A éarea do sinal
correspondente ao OMCTS (em azul) é atribuido o valor de 1000. A area dos

demais sinais é integrada em relagéo a do OMCTS.
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Figura 4.6. Curvas de linearidade da quantidade observada vs. quantidade
esperada de citronelal (=), de citronelol (®*) e de geraniol (4« e ¥) obtidas do
espectro de RMN de *H da mistura dos trés componentes.

A robustez do método foi avaliada pela obtencdo dos espectros de RMN de
'H com 16 varreduras (nt = 16), e temperatura controlada a 25 °C e usando 8
varreduras, sem controle de temperatura.

O coeficiente de variacdo obtido ao adquirir 0s espectros sem controle de
temperatura e usando 8 varreduras (CV = 2,75 em 9,75 ppm para citronelal; CV =
1,61 em 3,61-3,74 ppm para citronelol e CV = 1,01 em 5,36-5,42 ppm e CV = 1,49
em 4,13 ppm para geraniol) revelou que o método € robusto nas condi¢cdes
avaliadas. Aléem disso, a diferenca em percentagem (%D) entre as massas de
citronelal, de citronelol e de geraniol obtidas dos espectros adquiridos com 16
varreduras e temperatura de 25 °C em relagdo as massas obtidas dos espectros
adquiridos usando 8 vareduras, sem controle de temperatura foram
significativamente baixas (%D = 2,47% em 9,75 ppm para citronelal; 1,75% em
3,61-3,74 ppm para citronelol e 2,72% em 5,36-5,42 ppm e 2,22% em 4,13 ppm
para geraniol). Consulte as Tabelas S3.17 a S3.19, nos Dados Suplementares 3,
para dados completos sobre robustez.

A repetibilidade do método foi confirmada para citronelal (CV = 0,12 -

2,57% em 9,75 ppm), para citronelol (CV = 0,62 - 4,56% em 3,61-3,74 ppm) e
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para geraniol (CV = 0,14 - 3,59% em 5,36-5,42 ppm e CV = 0,40 - 3,96% em 4,13
ppm). Em todos os casos, a %CV < 5,0 estava de acordo com 0 maximo permitido
pela Resolucdo RE 899 (Anvisa, 2003), conforme apresentado nas Tabelas S3.5
a S3.8 - Dados Suplementares 3.

A exatiddo/precisdo do método de RMN de 'H foi avaliada usando
compostos de pureza conhecida (citronelal 96%, citronelol 95% e geraniol 97%).
A exatiddo foi determinada pela razdo entre a pureza experimental (PE) e a
pureza fornecida pelo fabricante (PF), de acordo com a Equacéo (4.5).

A exatiddo foi avaliada seguindo as recomendacdes da Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (NBR 14029) [33], que estabelece um resultado na
faixa de 98 a 102%. Os resultados obtidos para citronelal (98,14 a 101,06% em
9,75 ppm), para citronelol (99,79 a 101,97% em 3,61-3,74 ppm) e para geraniol
(98,68 a 101,22% em 4,13 ppm e 98,16 a 101,65% em 5,36-5,42 ppm) estavam
dentro dos limites estabelecidos pela NBR 14029 (ABNT, 2005) mostrando que a
exatiddo desse método € adequada (ver Tabelas S9 a S12 nos Dados
Suplementares 3).

A estabilidade dos analitos e do padrao interno em solucéo foi avaliada
usando os sinais em 9,75 ppm para citronelal; 3,61-3,74 ppm para citronelol e
5,36-5,42 ppm e 4,13 ppm para geraniol. Neste estudo os espectros de RMN de
'H de uma mistura de aproximadamente 20 mg de cada composto (citronelal,
citronelol e geraniol) foram obtidos a 25 °C, nos intervalos de O (inicial), 6, 12, 18
e 24 h.

As solucdes foram consideradas estaveis, uma vez que os valores de CV
obtidos para citronelal (variou de 0,14% apds 12 h a 1,98% apos 6 h, em 9,75
ppm), para citronelol (variou de 1,5% apoés 18 h a 2,45% apods 24 h, em 3,61- 3,74
ppm) e para geraniol (variou de 1,42% apés 18 h a 3,45% apds 24 h, em 5,36-
5,42 ppm e de 0,74% apo6s 18 h a 2,55% apds 24 h em 4,13 ppm) foram inferiores
ao maximo permitido pela Resolucdo RE 899 (%CV < 5,0). Consulte Tabelas S13
a S16 nos Dados Suplementares 3 para obter dados completos sobre isso.

Para atingir uma certeza de 1% em uma quantificacdo usando RMN de 1H,
a relacado sinal ruido deve ser de pelo menos 150 (Malz e Jancke, 2005).

Dessa forma, um limite de quatificacdo (LQ) de 2,50 mg foi obtido para o citronelal
(6=9,75; SIR = 204) e para o geraniol (6 =5,36-5,42; SIR=311e 06=4,13; SIR =

113



180). Entretanto, o LQ do citronelol foi de 5,00 mg (6 = 3,61-3,74; S/R = 180).
Além disso, um limite de detec¢do (LD) de 0,1 mg foi obtido para todos os
compostos, variando apenas a relagéo sinal ruido (citronelal 6 = 9,75; S/IR = 10;
citronelol 6 = 3,61-3,74; S/IR = 6 e geraniol 6 = 5,36-5,42; SIR=14e § =4,13; S/IR
= 67).

Os valores de LQ do citronelal (6 = 9,75 — 1 H) e do geraniol (6 = 5,36-5,42
—1He d=4,13 - 2 H) sdo os mesmos (2,5 mg), independentemente do nimero
de nlcleos que contribuem para o sinal nos espectros de RMN de H destes
compostos. O LQ do citronelol é o dobro da quantidade (5,00 mg) necessaria para
a quantificacdo dos outros constituintes.

Os valores de LD do citronelal, do citronelol e do geraniol sdo os mesmos,
independentemente do sinal avaliado, porque a mesma quantidade de substancia
€ necesséria para deteccao (0,1 mg) desses constituintes. A relacdo S / R ndo é
um fator chave para os valores LD.

4.4.2. Quantificacdo de citronelal, de citronelol e de geraniol em 0Oleos
essenciais comerciais de citronela

Inicialmente um grupo de oito amostras comerciais de 6leo de citronela
puro de Cymbopogon nardus (Cl, C2, C4, C5, C6 e C7) e de Cymbopogon
winterianus (C3 e C8) e trés produtos formulados comerciais (C9-C11) foram
submetidos a analises preliminares por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e por cromatografia gasosa equipada com
detector de ionizagdo em chamas (CG-DIC) usando normalizacdo de areas.
Essas analises possibilitaram identificar e quantificar os constituintes dos oleos
essenciais comerciais de citronela puros (Tabelas S3.32 e S3.33, Dados
Suplementares 3) e dos formulados (Tabela S3.34, Dados Suplementares 3).
Pelos resultados obtidos nestas anadlises, foi possivel observar que os 06leos
essenciais puros tém composicdo quimica similar e que o conteudo dos
constituintes majoritarios (citronelal, citronelol e geraniol) varia de um 06leo para

outro, conforme apresentado pelas Figuras 4.7 e 4.8.
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Figura 4.7. Cromatograma do 6leo essencial comercial de Cymbopogon nardus
(C2): 1: limoneno (3,88%); 2: citronelal (34,20%); 3: citronelol (21,92%); 4:
geraniol (16,26%); 5: acetato de citronelol (4,12%); 6: acetato de geraniol (2,72%);
7. BFelemeno (1,56 (1,56%); 8: ymuuroleno (2,53%); 9: J&cadineno (2,56%); 10:
elemol (1,49%).
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Figura 4.8. Cromatograma do O6leo essencial comercial de Cymbopogon
winterianus (C8): 1: limoneno (2,24%); 2: citronelal (23,74%); 3: citronelol
(11,78%); 4: neral (5,58%); 5: geraniol (34,38%); 6: geranial (7,79%); 7: acetato
de citronelil (1,84%); 8: acetato de geranil (3,87%); 9: E-cariofileno (2,57%).

Foi observado também que o dipropilenoglicol € um aditivo comum aos trés
6leos formulados (C9-C11) e que, como esperado, quanto maior a quantidade de
dipropilenoglicol adicionada aos O6leos, menor a quantidade de constituintes
detectados por CG, conforme Tabela S3.34 dos Dados Suplementares 3. Isso
ocorre porque a adicdo de dipropilenoglicol dilui o 6leo essencial, fazendo com
que varios constituintes desses 6leos estejam abaixo do limite de deteccdo das
técnicas de CG-EM e de CG-DIC. A Figura S3.1, Dados Suplementares 3,
apresenta a estrutura quimica de todos os constituintes dos 6leos essenciais

comerciais de citronela avaliados C1-C11.
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Apos a validacdo do método quantitativo de RMN de 'H e a caracterizagéo
preliminar dos 6leos comerciais, a seletividade dos sinais utilizados na validacao
do método foi avaliada nos 0leos essenciais.

No presente estudo, a razdo de 1:1 para a area dos sinais em 9,75 e 5,10
ppm do citronelal, de 1:2 para a area dos sinais em 5,10 e em 3,61-3,74 ppm do
citronelol e de 1:1:2 para a area dos sinais em 5,10; 5,36-5,42 e 4,13 ppm do
geraniol no espectro de RMN de H indica a ndo sobreposicdo desses sinais com
0s sinais de outros constituintes presentes nos oOleos (Holzgrabe, 2010; Bharti e
Roy, 2012). Em todos os 6leos essenciais avaliados os sinais em 9,75; 3,61-3,74
e 4,13 ppm referentes ao citronelal, ao citronelol e ao geraniol, respectivamente,
apresentaram area de menor intensidade quando comparada a area dos demais
hidrogénios intramoleculares. Portanto, esses sinais foram usados para
quantificacdo de citronelal, de citronelol e de geraniol nos 6leos C1-C8. Embora a
razdo entre as areas dos sinais do geraniol no espectro de RMN de 'H dos 6leos
C1-C8 indique que o sinal em 5,36-5,42 ppm se sobrepbe a sinais de outros
constituintes, este sinal também foi usado para quantificar geraniol para efeito de
comparacao com o teor de geraniol obtido usando o sinal em 4,13 ppm. Alguns
espectros RMN de H representativos para amostras C1-C8 sdo mostrados na

Figura 4.9.

116



J AT S,V ')

c |

1405 1198 1807 1508 LL‘ ' 1000
22 2 _A‘JL‘ e ‘A‘FL{L—.J[\—‘AI\*FIJ_‘L#"—A_f M/A \J

1470 1416 2420 943 b l 1000

I\ H

C3 JTIL " AM_QL_J‘\ML{‘_\ — N'Lf‘ LKJ Ll

1662 1030 1531 1966 } N. 1000
c4 Jﬂ ) *_AJLL_M WAVALWY

1441 1196 1794 1542 } 1000
cs ) . P S S J\J W‘J

1465 1459 2590 1079 HL}J J 1000
C6 i i ;LJ\_.,M_I e ,w/\d

1124 1184 2122 1068 L\J 1000
cr .| A N l o d (| b

1460 1673 2873 1036 \L\J 1000
S Y W Y .

1086 1619 3012 1019 1000

10.0 9.5 9.0 85 80 7.5 7.0 65 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0.0
Deslocamento quimico (ppm)

Figura 4. 9. Espectros representativos de RMN de 'H (300 MHz, em CDClz) das
amostras de 0leos essenciais comerciais de C. nardus (C1, C2, C4, C5, C6 e
C7) e de C. winterianus (C3 e C8). Os numeros abaixo de cada sinal sdo valores
de integrais e foram utilizados para quantificar citronelal (6 = 9,75), citronelol (6 =
3,61-3,74) e geraniol (6 = 5,36-5,42 e 6 = 4,13), em cada 6leo essencial.

Nos oleos formulados C9, C10 e C11 (Figuras S3.2, S3.3 e S3.4 dos
Dados Suplementares 3) ndo foi possivel determinar o teor dos constituintes
citronelal, citronelol e geraniol usando o método de RMN de 'H desenvolvido. Isto
€ devido ao dipropilenoglicol presente nestes 6leos, resultando em conteddo de
citronelal abaixo do limite de quantificagdo do método. Além disso, os sinais de
dipropilenoglicol se sobrepdem com os sinais em 6 = 3,61-3,74 do citronelol e
com os sinais 6 = 5,36-5,42 e 0 = 4,13 do geraniol, levando a uma
superestimacao de seus teores.

Na tentativa de separar os sinais de dipropilenoglicol sobrepostos com os
sinais utilizados para quantificagdo de citronelol e de geraniol nos Oleos
formulados, o espectro de RMN de 'H do formulado C11 foi adquirido substituindo
o cloroformio por benzeno deuterado (Dados Suplementares 3, Figura S3.5).
Além disso, AICIs foi adicionado ao tubo de RMN contendo o formulado C11
dissolvido em CDCIs (Dados Suplementares 3, Figura S3.6), numa tentativa de

promover uma complexagdo do AICIs com dipropilenoglicol. A complexacdo
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poderia causar um deslocamento dos sinais do dipropilenoglicol que se
sobrepem com o0s sinais utilizados para quantificar citronelol e geraniol nos 6leos
formulados.

Entretanto, como observado nas figuras S3.5 e S3.6, Dados
Suplementares 3, estes procedimentos ndo resultaram na separagao dos sinais
de dipropilenoglicol soprepostos com nenhum dos sinais de interesse. Apenas
uma pequena alteracdo na multiplicidade foi observada.

O conteudo de citronelal (Figura 4.10), de citronelol (Figura 4.11) e de
geraniol (Figura 4.12) obtidos por RMN de 'H foram comparados aos obtidos
pelos métodos cromatograficos usando normalizacdo de area (GC-N) e
padronizacao interna (CG-Pl) (Ver também Dados Suplementares 3, Tabelas
S3.29 a S3.31).

Testes estatisticos utilizando andlise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey comprovaram a similaridade dos trés métodos (CG-N, CG-Pl e RMN de H)
utilizados para quantificacdo dos constituintes majoritarios dos Oleos essenciais
comerciais de citronela (citronelal, citronelol e geraniol) para a maior parte dos
Oleos avaliados. Entretanto, pequenas diferencas foram observadas no teores de
geraniol obtidos pelo método de CG-N quando comparados aos obtidos por CG-
Pl e por RMN de H (d = 4,13), apenas nos 6leos C3 e C6 (Figura 4.12). Uma
comparagéo entre o teor de geraniol obtido pelo método RMN de *H desenvolvido
utilizando os sinais em 6 = 5,36-5,42 e em 0 = 4,13 e o determinado pelos
métodos cromatograficos de padronizagdo interna e de normalizacdo de areas
(Figura 4.12), permite observar que o método de RMN de 'H usando 6 = 5,36-
5,42 fornece resultados superestimados de geraniol para todos os 0Oleos puros
avaliados. Isso acontece porque o sinal em & = 5,36-5,42 do geraniol se
sobrep6em com sinais de outros constituintes presentes nos 0leos essenciais
avaliados. Devido a essa superposicdo de sinais, os resultados obtidos na
quantificacdo de geraniol por RMN de *H usando o sinal em & = 5,36-5,42 néo
foram levados em consideracdo para avaliacdo estatistica. Dessa forma, a
quantificacdo de geraniol por RMN em 6leo essencial deve ser realizada
utilizando o sinal 6 = 4,13.

Os métodos de RMN de 'H e de CG-PI foram estatisticamente equivalentes

para a determinacdo de citronelal para a amostra C2. No entanto, RMN de 'H e
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CG-N foram estatisticamente equivalentes para a determinacao de citronelal para
a amostra C5 (Figura 4.10).

Para determinacdo de citronelol, os trés métodos foram similares para
todos os Oleos avaliados (Figura 4.11). Essas diferencas mostram o quanto o
método de CG-N é dependente dos parametros selecionados para integracdo dos
picos em um cromatograma. De acordo com 0s parametros selecionados para
integracdo (inclinacdo, area minima), alguns picos podem ser incluidos ou

excluidos, interferindo nos resultados.

ORMN de *H - 4,13 ppm ECG-PI mCG-N

Conteudo de citronelal (%)

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8
Oleos essenciais

Figura 4. 10. Conteudo (%) de citronelal nos 6leos essenciais de C. nardus (C1,
C2, C4, C5, C6 e C7) e de C. winterianus (C3 e C8) medidos pelos métodos de
cromatografia gasosa usando padronizacdo interna (CG-Pl), normalizacdo de
areas (CG-N) e RMN de 'H. O simbolo T contido em cada barra representa o
desvio padréo.
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Figura 4.10. Conteudo (%) de citronelol nos 6leos essenciais de C. nardus (C1,
C2, C4, C5, C6 e C7) e de C. winterianus (C3 e C8) medidos pelos métodos de
cromatografia gasosa usando padronizacdo interna (CG-Pl), normalizacdo de
areas (CG-N) e RMN de 'H. O simbolo I contido em cada barra representa o
desvio padréo.
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Figura 4.11. Conteudo (%) de geraniol nos oOleos essenciais de C. nardus (C1,
C2, C4, C5, C6 e C7) e de C. winterianus (C3 e C8) medidos pelos métodos de
cromatografia gasosa usando padronizagcédo interna (CG-Pl), normalizagdo de
areas (CG-N) e RMN de 'H usando os sinais em & = 5,36-5,42 e 6 = 4,13 O

simbolo L contido em cada barra representa o desvio padrao.

Para identificar os possiveis constituintes dos 6leos essenciais de citronela
gue se sobrepdem com o sinal 6 = 5,36-5,42 do geraniol, os deslocamentos
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guimicos dos compostos com teores acima de 1,00% foram avaliados. A Figura
4.13, que possibilita visualizar o intervalo de 3,5-10,0 ppm, empregado para
quantificacdo dos constituintes majoritarios do 6leo de citronela, foi construida a
partir da andlise destes deslocamentos quimicos obtidos da literatura (Tissandié
et al., 2017; Guha et al., 2016; Schifrin et al., 2016; Zeng et al., 2015; Faraldos et
al., 2012; Szafranek et al., 2005).
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Figura 4.12. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos constituintes dos 6leos
essenciais de citronela com conteudo acima de 1,00% (3,5-10,0 ppm).

Analisando a Figura 4.13, € possivel observar que o teor superestimado de
geraniol determinado por RMN de 'H usando o sinal em 5,36-5,42 ppm (Figura
4.12) pode ser devido a sobreposicdo com sinais de limoneno, de acetato de
geraniol e de Jcadineno, presentes em todos os 6leos de citronela puros (C1-C8)
avaliados.

Caso os compostos limoneno, acetato de geraniol e J&cadineno sejam
responsaveis pela sobreposi¢cdo de sinais no 6leo C4, por exemplo, a subtracao
entre o percentual de geraniol obtido por RMN de 'H usando & = 5,36-5,42
(25,92% =+ 0,78%), diminuido do teor deste composto determinado por CG-N
(19,05% + 0,10%), e a soma dos teores de limoneno (3,67% + 0,03%), de acetato
de geraniol (3,03% * 0,04%) e de o-cadineno (0,19% * 0,00%) obtidos por CG-N
deve resultar em um valor préximo de zero. O resultado dessa subtracéo (-0,02%)
confirma que limoneno, acetato de geraniol e J-cadineno sdo responsaveis pelo

teor superestimado de geraniol determinado usando o sinal 6 = 5,36-5,42 no 6leo
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C4. Os dados utilizados nos célculos foram retirados das Tabelas S3.31-S3.33,
Dados Suplementares 3).

A seguir, essa mesma analise € apresentada para os demais 0Oleos.

Para C1, [(26,41% + 1,22%) — (17,65% + 0,61%)] — [(4,26% + 0,41%) +
(2,95% + 0,25%) + (2,90% + 0,23%)] = -1,35%

+

Para C2, [(22,57% * 0,69%) — (16,26% = 0,10%)] — [(3,88% * 0,24%) +
(2,72% = 0,20%) + (0,00% * 0,00%)] = -0,29%

Para C3, [(32,30% = 0,83%) — (25,22% + 1,02%)] — [(3,33% + 0,39%) +
(4,37% + 0,23%) + (1,40% 0,06%)] = -2,02%

Para C5, [(32,53% = 0,38%) — (27,43% + 2,21%)] — [(2,47% + 0,29%) +
(5,49% = 0,07%) + (1,27% + 0,12%)] = -4,13%

Para C6, [(26,49% = 0,51%) — (21,92% + 1,00%)] — [(1,25% + 0,03%) +
(0,97% + 0,04%) + (1,17% + 0,00%)] = 1,18%

Para C7, [(36,55% = 0,40%) — (30,75% = 0,43%)] — [(2,57% % 0,20%) +
(2,68% = 0,04%) + (0,69% + 0,02%)] = -0,14%

Para C8, [(35,96% = 0,45%) — (34,38% + 1,72%)] — [(2,24% + 0,30%) +

(3,87% £ 0,33%) + (0,30% = 0,06%)] = -4,83%.

Valores proximos a zero resultantes da subtracdo entre teor de geraniol
obtido por RMN de 'H diminuido do percentual deste mesmo composto
determinado por CG-N e a soma dos teores dos compostos limoneno, acetato de
geraniol e o-cadineno determinados também por CG-N, indicam sobreposicéo
entre limoneno, acetato de geraniol, &cadineno e geraniol. Dessa forma, nas
amostras C2 e C7, estes compostos se sobrepdem, uma vez que os resultados
obtidos foram préximos a zero. Para os 6leos C1 e C6, considerando o desvio
padrdo dos teores dos compostos usados nos calculos, o resultado também sera
proximo de zero. Observando os valores obtidos na analise das amostras C3, C5
e C8, percebe-se que em todas elas a subtracdo entre o percentual de geraniol
obtido por RMN de *H usando & = 5,36-5,42 e o teor deste composto determinado
por CG-N é sempre inferior a soma dos teores de limoneno, de acetato de
geraniol e de d-cadineno obtidos por CG-N. Isso indica que o teor dos compostos
limoneno, acetato de geraniol e &cadineno determinados por RMN foi inferior ao
obtido por CG-N. Isso é explicado pelo fato da concentracdo influenciar no
deslocamento quimico dos compostos nos espectros de RMN (Holzgrabe, 2010).
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Assim, dependendo da concentragdo do composto, pode haver variagdo no
deslocamento quimico do sinal, ocasionando uma sobreposicédo parcial ou até
mesmo a nao sobreposicao de sinais no espectro de RMN, diminuindo o teor dos
compostos determinados por este método.

Portanto, o teor de geraniol em Oleos essenciais de citronela deve ser
determinado usando o sinal em 4,13 ppm.

Avaliando a qualidade dos Oleos essenciais comerciais puros de citronela,
verificou-se que o conteudo citronelal (Figura 4.10) esta em conformidade com a
Farmacopeia Britanica (de 30 a 45% de citronelal), exceto nos 6leos C6 e C8, nos
quais o conteudo citronelal € menor do que o esperado.

Por outro lado, o teor de citronelol (Figura 4.11) dos Oleos C1, C2 e C4 esta
acima do limite estabelecido para controle de qualidade, de acordo com a
Farmacopeia (de 9 a 15% de citronelol). Em relacdo ao constituinte geraniol
(Figura 4.12), apenas as amostras C1 e C6 estdo de acordo com os padrbes de
qualidade da Farmacopeia Britanica (de 20 a 25% de geraniol). O teor de geraniol
na amostra C2 foi inferior a 20%, enquanto nas amostras C3, C4, C5, C7 e C8 foi
superior ao limite de 25%. Em geral, nenhuma das amostras dos 6leos essenciais
comerciais de citronela avaliados apresentou simultaneamente o conteldo de
citronelal, de citronelol e de geraniol de acordo com os padrées de qualidade da
Farmacopeia Britanica.

A degradagdo é uma das causas da reducdo da qualidade dos o6leos
essenciais, devido a exposicao a luz, oxigénio e calor durante o armazenamento e
transporte (Turek e Stintzing, 2013). Para avaliar se os compostos formados pela
degradacédo do citronelal, constituinte majoritario do 6leo essencial de citronela
(farmacopeia Britanica, 1998), interferem com o método de RMN de 'H
desenvolvido, este composto foi submetido a uma temperatura de 55 °C, sob
atmosfera de oxigénio durante 48 horas. Em seguida, a quantidade restante de
citronelal foi determinada pelos métodos de RMN de 'H e de CG-N (Tabela S3.39,
Dados Suplementares 3). O contetudo de citronelal variou de 96 a 38% e 26
compostos foram formados (Figura S3.7, Dados Suplementares 3).

Embora numerosos compostos tenham sido formados a partir da
degradacdo de citronelal, o método do RMN de 'H foi adequado para a

quantificacdo do conteudo deste composto apds submissdo as condicbes de
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temperatura e oxigénio. O espectro de RMN de 'H dos compostos formados na
degradacéao (Figura S3.8) consta nos Dados Suplementares 3.

4.5. Conclusao

E possivel diferenciar um 6leo essencial de citronela puro dos formulados
por meio de parametros simples como densidade relativa e indice de refracdo dos
0leos, com base nos limites estabelecidos pela Farmacopeia Britanica. Embora os
parametros fisico-quimicos de todos os Oleos puros avaliados estejam em
conformidade com a farmacopeia britdnica, nenhum deles apresentou
simultaneamente o conteddo de todos os constituintes majoritarios (citronelal,
citronelol e geraniol) dentro do intervalo estabelecido.

O método de RMN de 'H desenvolvido para quantificacdo de citronelal, de
citronelol e de geraniol em Oleos essenciais de C. nardus e de C. winterianus é
rapido (10 min) e simples. Entretanto, a determinacdo do conteddo de geraniol
deve ser realizada usando o sinal em 6 = 4,13, uma vez que o sinal em o = 5,36-
5,42 leva a obtencdo de um percentual de geraniol superestimado devido a
ocorréncia de sobreposi¢do com sinais do limoneno, do acetato de geraniol e do
o-cadineno.

Embora a degradacédo de citronelal submetido ao excesso de oxigénio e a
temperatura de 55 °C durante 48 h tenha formado 26 produtos, a quantificacéo
deste terpeno em meio aos produtos da degradacéo foi realizada com sucesso
utilizando método de RMN de 'H desenvolvido.
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DADOS SUPLEMENTARES 1 (S1)

OTIMIZACAO E VALIDACAO DE UM METODO EMPREGANDO RMN DE
1H PARA QUANTIFICACAO DE a-PINENO EM OLEOS ESSENCIAIS

Conteudo:

1. Dados de validagdo do método de 'H NMR (linearidade Tabelas S1.1 a
S1.9; repetibilidade Tabelas S1.10 a S1.18; exatidao/precisdo Tabelas
S1.19 a S1.27; estabilidade do analito e do padréo interno em cloroférmio
deuterado Tabelas S1.28 a S1.36; robustez Tabelas S1.37 a S1.45; limites
de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ), Tabela S1.46.

2. Dados da quantificagdo de a-pineno nas amostras de 6leo essencial por
RMN !H Tabela S1.47 e comparacdo do contetido de a-pineno obtido nas
amostras de O6leo essencial por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (NMR de 'H), cromatografia gasosa usando padronizagdo
interna (CG-PI), externa (CG-PE) e normalizacao (CG-N), Tabela S1.48.

3. ldentificacdo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais usando
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM) e
cromatografia gasosa acoplada ao detector por ionizacdo em chamas (CG-
DIC), respectivamente (Tabelas S1.49 e S1.50).
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Tabela S1.1. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

pineno nos 6leos essenciais usando o sinal em 6 = 5,17-5,23.

0=5,17-523
m (mg) Rep Mpein (Mg)  Mmuin (Mmg) DP (%) CV (%)
S/R Ipin

1 509,56 632,61 4,98

4,92 2 503,36 637,61 5,02 5,00 0,02 0,46
3 524,84 637,67 5,02
1 1024,79 1290,09 10,15

9,84 2 1078,26 1277,40 10,05 10,07 0,07 0,70
3 984,53 127277 10,01
1 1693,20 1881,02 14,80

14,75 2 1615,49 1885,44 14,83 14,83 0,02 0,16
3 1691,91 1886,99 14,85
1 1680,95 2507,22 19,72

19,67 2 1250,30 2509,29 19,75 19,73 0,01 0,04
3 2128,74 2508,27 19,73
1 2760,49 3137,66 24,68

24,59 2 1215,32  3140,23 24,70 24,81 0,19 0,78
3 241595 3181,36 25,03
1 2708,50 3828,95 30,12

29,51 2 1193,73 3828,51 30,12 30,13 0,01 0,02
3 2610,73 3830,05 30,13
1 2138,33 4414,58 34,73

34,43 2 2281,59 4414.,47 34,74 34,72 0,01 0,02
3 2284,09 4412,85 34,72

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.2. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

pineno nos 6leos essenciais usando o sinal em 6 = 2,35.

m (mg) Rep 07 2% Mein(Mg)  Mmein(Mmg) DP (%) CV (%)
S/R Ipin

1 482,31 636,05 5,00

4,92 2 472,51 639,01 4,98 5,00 0,02 0,43
3 482,86 637,67 5,03
1 952,47  1304,21 10,26

9,84 2 1002,02 1300,46 10,23 10,22 0,05 0,46
3 922,49  1292,59 10,17

1 1555,22 1912,05 15,04

14,75 2 1505,78 1907,83 15,01 14,99 0,06 0,40
3 1609,49 1897,28 14,93
1 1532,60 2561,49 20,15

19,67 2 1130,73 2567,68 20,20 20,16 0,03 0,16
3 1800,57 2560,12 20,14
1 2560,49 3195,72 25,14

24,59 2 1128,32 3160,21 24,89 25,04 0,16 0,63
3 2236,54 3193,95 25,13
1 2549,16 3831,87 30,15

29,51 2 1108,47 3832,78 30,15 30,15 0,00 0,01
3 2449,59 3832,02 30,15
1 1940,44 4491,47 35,34

34,43 2 2140,65 4470,55 35,17 35,16 0,18 0,50

3 2110,82 444724 34,99

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Irin = integral do
sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificagdo; mpin = quantidade de a-
pineno encontrada; Mpin = média da massa de a-pineno encontrada; DP = desvio padrédo; CV =
coeficiente de variacao.
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Tabela S1.3. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

pineno nos 6leos essenciais usando o sinal em 6 = 2,21.

m (mg) Rep. °r22 Mpein (Mg)  Mmpin (mg) DP (%) CV (%)
S/R Ipin

1 483,84 1312,89 5,16

4,92 2 474,33 1280,96 5,04 5,12 0,07 1,34
3 489,24 1309,00 5,15
1 962,14 2662,24 10,47

9,84 2 1006,64  2653,75 10,44 10,39 0,12 1,14
3 919,24 2606,39 10,25
1 1569,10 3790,93 14,91

14,75 2 1508,92 3893,37 15,31 15,05 0,23 1,55
3 1585,05 3790,27 14,91
1 1548,97 5077,89 19,97

19,67 2 1178,76 5159,37 20,29 20,14 0,16 0,80
3 1896,36 5119,95 20,14
1 2595,91 6441,91 25,34

24,59 2 1124,45 6355,92 25,00 25,37 0,39 1,54
3 2232,69 6553,64 25,78
1 2504,45 7662,61 30,14

29,51 2 1102,77 7736,25 30,43 30,29 0,15 0,48
3 2413,33 7702,96 30,30
1 1963,88 9010,40 35,44

34,43 2 2123,46 8852,21 34,82 35,08 0,32 0,93
3 2111,67 8890,36 34,97

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; lrin = integral do
sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificagdo; mpin = quantidade de a-
pineno encontrada; Mpin = média da massa de a-pineno encontrada; DP = desvio padrdo; CV =
coeficiente de variacao.
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Tabela S1.4. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

pineno nos 6leos essenciais usando o sinal em 6 = 2,04-2,12.

0=2,04-2,12
m(mg) Rep Mpein (Mg)  Mmpin(mg) DP (%) CV (%)
S/R IPin
1 335,11 658,63 5,180
4,92 2 329,50 645,53 5,080 514 0,06 1,08
3 343,46 656,59 5,170

1 680,66 1296,25 10,20

9,84 2 700,31 1299,08 10,22 10,15 0,09 0,93
3 643,94 1277,12 10,05
1 1108,65 1845,05 14,52

14,75 2 1066,98 1897,00 14,92 14,64 0,25 1,71
3 1109,59 1839,13 14,47
1 1099,08 2461,24 19,36

19,67 2 817,410 2513,66 19,78 19,61 0,22 1,12
3 1421,68 2504,69 19,70
1 1812,68 3139,51 24,70

24,59 2 783,530 3115,12 24,51 24,88 0,50 2,00
3 1586,10 3234,74 25,45
1 1741,10 3741,76 24,44

29,51 2 769,780 3808,78 29,96 29,77 0,29 0,99
3 1697,47 3803,69 29,92
1 1429,70 4392,39 34,56

34,43 2 1487,32 4293,91 33,78 34,28 0,43 1,27

3 1480,78  4386,12 34,51

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.5. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

pineno nos 6leos essenciais usando o sinal em 6 = 1,94.

m (mg) Rep o= 1o Mpin (Mg)  Mmein (Mg) DP (%) CV (%)
S/R Ipin

1 536,77 636,85 5,01

4,92 2 531,01 623,84 4,91 4,95 0,05 1,05
3 537,94 628,26 4,94
1 1090,36 1296,25 10,20

9,84 2 1208,29 1299,08 10,22 10,15 0,09 0,93
3 1043,80 1277,12 10,05
1 1797,43 1845,05 14,52

14,75 2 1715,65 1897,00 14,92 14,64 0,25 1,71
3 1794,12 1839,13 14,47
1 1752,22 2461,24 19,36

19,67 2 1323,43 2513,66 19,78 19,61 0,22 1,12
3 2236,34 2504,69 19,70
1 2958,77 3139,51 24,70

24,59 2 1285,73 3115,12 24,51 24,88 0,50 2,00
3 2563,66 3234,74 25,45
1 2808,05 3741,76 29,44

29,51 2 1278,09 3808,78 29,96 29,77 0,29 0,99
3 2780,76 3803,69 29,92
1 2298,95 4392,39 34,56

34,43 2 2434,44 429391 33,78 34,28 0,43 1,27
3 2409,45 4386,12 34,51

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&@o sinal/ruido; lpin
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de H usado para quantificacdo; mpin

quantidade de a-pineno encontrada; Mpin = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variagao.
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Tabela S1.6. Avaliagdo da linearidade do método de RMN de *H para determinagéo de a-

pineno nos 6leos essenciais usando o sinal em 6 = 1,67.

m (mg) Rep it Mpein (Mg)  Mmpein (Mg) DP (%) CV (%)
S/IR Ipin
1 2462,21 1877,05 4,92
4,92 2 2448,43 1894,81 4,96 4,94 0,02 0,47
3 2505,91 1886,23 4,94

1 4935,41 3861,61 10,12

9,84 2 5252,22 3897,33 10,21 10,07 0,17 1,64
3 4757,26 3774,50 9,89
1 8041,20 5612,98 14,70

14,75 2 7746,38 5637,57 14,77 14,74 0,03 0,23
3 8249,59 5631,79 14,75
1 8059,63 7513,38 19,68

19,67 2 6084,49 7554,24 19,79 19,72 0,06 0,29
3 9545,71 7518,89 19,70
1 13393,60 9386,58 24,59

24,59 2 5883,79 9357,90 24,51 24,55 0,04 0,16
3 11413,90 9364,10 24,53
1 13197,10 11266,83 29,52

29,51 2 5757,73  11260,15 29,50 29,50 0,01 0,04
3 12575,50 11258,22 29,49
1 9860,83 13137,65 34,42

34,43 2 1112290 13242,83 34,69 34,50 0,17 0,49

3 10937,10 13124,77 34,38

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de H usado para quantificagdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.7. Avaliacéo da linearidade do método de RMN de *H para determinacgéo de a-
pineno nos 6leos essenciais usando o sinal em 6 = 1,28.

m(mg) Rep i Men (Mg)  Mmein (Mg)  DP (%) CV (%)
SR -
1 477096 186638 4,89
492 2 472927 187565 491 4,90 001 025
3 475284 187220 4,90

1 9500,60 3832,58 10,04

9,84 2 9995,11 3851,80 10,09 10,01 0,10 1,00
3 9423,59 3778,15 9,90
1 15908,00 5590,82 14,65

14,75 2 15437,80 5613,04 14,70 14,63 0,09 0,63
3 16185,00 5544,30 14,52
1 15518,40 7513,70 19,68

19,67 2 11477,40  7508,37 19,67 19,67 0,01 0,06
3 18336,70  7505,16 19,66
1 26580,20 9358,69 24,52

24,59 2 11740,70 932295 24,42 24,51 0,08 0,34
3 22894,30 9385,72 24,59
1 25577,80 11269,57 29,52

29,51 2 11676,80 11347,11 29,73 29,58 0,13 0,45
3 25230,50 11251,81 29,48
1 19996,50 13154,91 34,46

34,43 2 21958,10 13135,24 34,41 34,44 0,03 0,08

3 24414,10 13143,84 34,43

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de *H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.8. Avaliacéo da linearidade do método de RMN de *H para determinacgéo de a-

pineno nos 6leos essenciais usando o sinalem 6 = 1,17.

m(mg) Rep il Men (Mg)  Mmen(mg) DP (%) CV (%)
S/IR Ipin
1 877,40 63501 5,00
492 2 86507 63547 5,04 5,01 0,02 047
3 880,02 640,38 5,00

1 1729,05 1282,58 10,09

9,84 2 1847,31 1293,43 10,18 10,12 0,05 0,52
3 1717,22 1281,22 10,08
1 2914,85 1914,45 15,06

14,75 2 2828,87 1905,19 14,99 15,03 0,04 0,27
3 2989,51 1913,52 15,05
1 2834,92 2559,33 20,13

19,67 2 2095,49 2566,10 20,19 20,14 0,05 0,23
3 3314,78 2554,22 20,09
1 4891,66 3194,11 25,13

24,59 2 2139,78 3196,61 25,15 25,12 0,03 0,10
3 4189,44 3190,19 25,10
1 4751,77 3832,05 30,15

29,51 2 2138,12 3833,86 30,16 30,15 0,01 0,05
3 4683,90 3830,15 30,13
1 3652,35 4473,42 35,19

34,43 2 4069,65 4500,25 35,40 35,24 0,15 0,43

3 3941,79 4462,99 35,11

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.9. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

pineno nos 6leos essenciais usando o sinal em 6 = 0,85.

m(mg) Rep °= 0% Men (Mg)  Mmen (Mg) DP (%) CV (%)
S/IR Ipin

1 499653 187506 491

492 2 493352 1877,16 4,92 4,91 0,00 006
3 497862 187614 4091
1 987313 378609 9,92

9,84 2 1047300 380513 9,97 9,01 0,07 067
3 980920 375491 984

1 16525,80 5606,38 14,69

14,75 2 16048,70  5605,23 14,68 14,71 0,04 0,26
3 16959,10 5631,16 14,75
1 16163,10 7590,00 19,88

19,67 2 11914,70  7524,37 19,71 19,77 0,09 0,48
3 18811,50 7531,24 19,73
1 27616,20 9358,70 24,52

24,59 2 12225,30 9382,61 24,58 23,43 1,94 8,27
3 23681,20 8090,02 21,19
1 26725,00 11263,74 29,51

29,51 2 12131,20 11258,48 29,49 29,50 0,01 0,02
3 26276,40 11259,52 29,50
1 20628,30 13136,28 34,41

34,43 2 22918,40 13136,87 34,41 34,41 0,01 0,03

3 2299,80 13130,58 34,40

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.10. Avaliagcdo da repetibilidade do método de RMN de 'H para determinacédo

de a-pineno em dleo essencial usando o sinal em 5,17-5,23 ppm.

5=5,17-5,23
m (mg) Rep Mpin (Mg) Mmpin (Mmg) DP (%) CV (%)
SIR lpin

1 529,16 625,91 5,01

5,01 2 523,28 626,77 5,01 5,01 001 0,0
3 260,39 625,52 5,00
1 1018,62 1252,54 10,02

10,01 2 1021,05 1252,97 10,02 10,05 0,05 0,46
3 1026,42 1262,85 10,10
1 1597,68 187521 15,00

15,02 2 1615,02 1868,94 14,95 14,99 0,04 0,24
3 1702,70 1877,60 15,02
1 1731,93 2520,79 20,16

20,02 2 1090,48 2512,19 20,10 20,11 0,05 0,22
3 2187,61 2510,17 20,08
1 2559,95 3106,50 24,85

25,03 2 2300,93 312578 25,00 24,94 0,08 0,32
3 2384,40 3120,71 24,96
1 2624,04 3753,39 30,03

30,04 2 2595,12  3748,34 29,98 30,02 0,04 0112
3 2592,23  3757,45 30,06
1 221352  4377,69 35,02

35,04 2 2220,16 4382,04 35,05 35,03 0,02 005

3 2316,86 4378,79 35,03

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de H usado para quantificagdo; mpin =
gquantidade de a-pineno encontrada; Mpin = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variagao.
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Tabela S1.11. Avaliagcdo da repetibilidade do método de RMN de H para determinacédo

de a-pineno em dleo essencial usando o sinal em 2,35 ppm.

60=2,35
m (mg) Rep Mpin (Mg)  Mmpein (mg) DP (%) CV (%)
S/R IPin

1 489,69 631,95 5,06

5,01 2 477,60 635,77 5,09 5,06 0,03 0,56
3 523,77 628,73 5,03
1 952,11 1258,34 10,07

10,01 2 955,26 1262,33 10,10 10,06 0,05 0,46
3 949,08 1250,82 10,01
1 1478,26 1875,42 15,00

15,02 2 1508,55 1879,04 15,03 14,96 0,09 0,62
3 1604,84 1857,48 14,86
1 1575,15 2502,44 20,02

20,02 2 1578,25 2567,93 20,54 20,25 0,27 1,32
3 1841,11 2523,94 20,19
1 2387,18 3148,38 25,19

25,03 2 2200,71 3179,33 25,43 25,32 0,13 0,50
3 220590 3168,50 25,35
1 2474,75 3791,07 30,33

30,04 2 2438,01 3789,25 30,31 30,29 0,05 0,15
3 243556 3780,16 30,24
1 2001,73 4551,00 36,41

35,04 2 2079,15 4505,45 36,04 35,97 0,48 1,32

3  2146,02 4433,12 35,46

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.12. Avaliagcdo da repetibilidade do método de RMN de H para determinacédo

de a-pineno em dleo essencial usando o sinal em 2,21 ppm.

0=221
m (mg) Rep Mpein (Mg) Mmein (Mg) DP (%) CV (%)
S/R IPin

1 495,17 1259,20 5,04

5,01 2 491,02 1256,70 5,03 5,05 0,03 0,61
3 519,28 1271,10 5,08
1 950,81 2606,54 10,43

10,01 2 942,76 2621,96 10,49 10,45 0,03 0,31
3 954,95 2610,14 10,44
1 1488,89 3771,01 15,08

15,02 2 1503,02 3862,31 15,45 15,33 0,21 1,39
3 1592,52 3864,81 15,46
1 1611,07 5103,27 20,41

20,02 2 1596,21 5272,69 21,09 20,78 0,34 1,65
3 1972,77 5211,94 20,85
1 2369,77 6416,50 25,66

25,03 2 2186,01 6457,43 25,83 25,81 0,13 0,52
3 2207,87 6482,68 25,93
1 241851 7733,49 30,93

30,04 2 2385,28 7738,69 30,95 30,92 0,04 0,12
3 2382,14 7720,57 30,88
1 2036,59 9021,14 36,06

35,04 2 2058,35 9060,12 36,24 36,21 0,12 0,33

3 2144,84 9079,63 36,32

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de *H usado para quantificacédo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.13. Avaliagcdo da repetibilidade do método de RMN de H para determinacédo

de a-pineno em dleo essencial usando o sinal em 2,04-2,12 ppm.

0=2,04-2,12
m (mg) Rep Mpein (Mg)  Mmpin (mg) DP (%) CV (%)
S/R IPin

1 347,33 636,83 5,09

5,01 2 342,06 636,34 5,09 5,08 0,02 0,36
3 361,23 632,68 5,06
1 669,52 1321,98 10,58

10,01 2 663,53 1330,15 10,64 10,59 0,05 0,46
3 667,93 1318,34 10,55
1 1053,14 191541 15,32

15,02 2 1068,93 1935,88 15,49 15,41 0,08 0,55
3 1111,52 1929,76 15,44
1 1135,06 2655,59 21,24

20,02 2 1142,05 2612,23 21,90 21,10 0,18 0,87
3 1453,64 2647,09 21,18
1 1688,68 3270,47 26,16

25,03 2 1034,92 3300,00 26,40 26,23 0,15 0,57
3 1564,94 3265,82 26,12
1 1691,12 391271 31,30

30,04 2 1684,21 3887,47 31,10 31,27 0,16 0,50
3 1681,95 3925,72 31,40
1 1475,12 4567,28 36,54

35,04 2 1443,70 4597,54 36,78 36,26 0,70 1,93

3 1504,56 4433,07 35,46

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.14. Avaliacdo da repetibilidade do método de RMN de 'H para determinacédo

de a-pineno em dleo essencial usando o sinal em 1,94 ppm.

0=194
m (mg) Rep Mpin (Mg) Mmein (Mg) DP (%) CV (%)
S/R IPin

1 560,96 616,19 4,93

5,01 2 547,90 621,01 4,97 4,95 0,02 0,36
3 591,55 619,89 4,96
1 1075,19 1258,34 10,07

10,01 2 1065,21 1262,23 10,10 10,10 0,03 0,32
3 1074,57 1266,53 10,13
1 1705,50 1875,72 15,00

15,02 2 1709,53 1873,92 14,99 15,01 0,02 0,15
3 1801,46 1879,34 15,03
1 1819,73 2559,92 20,48

20,02 2 1817,18 2557,11 20,46 20,37 0,17 0,83
3 2285,16 2521,92 20,17
1 2723,50 3133,91 25,07

25,03 2 2358,74 3130,98 25,05 25,15 0,17 0,66
3 2533,27 3168,50 25,35
1 2710,21 3788,53 30,31

30,04 2 2745,31 377771 30,22 30,23 0,07 0,24
3 2742,67 3770,50 30,16
1 2371,26 4225,30 36,20

35,04 2 2360,14 4531,19 36,25 35,97 0,44 1,22

3 2447,78 4433,12 35,46

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.15. Avaliagcdo da repetibilidade do método de RMN de 'H para determinacédo

de a-pineno em dleo essencial usando o sinal em 1,67 ppm.

0 =1,67 ppm
m (mg) Rep mPin (mg) Mmein (mg) DP (%) CV (%)
S/R IPin

1 2553,03 1877,10 5,00

5,01 2 2520,92 1884,06 5,02 4,99 0,03 0,57
3 2759,84 1863,13 4,96
1 4930,41 3778,28 10,06

10,01 2 4948,94  3768,73 10,04 10,05 0,01 0,13
3 5006,55 3772,79 10,05
1 7623,68 5641,00 15,03

15,02 2 7716,04 5652,65 15,06 15,03 0,03 0,18
3 8271,52 5632,95 15,01
1 8378,17 7692,30 20,49

20,02 2 8292,15 7554,22 20,12 20,28 0,19 0,94
3 9879,20 7589,58 20,22

1 12145,20 9433,67 25,13

25,03 2 11001,21 9426,39 25,11 25,09 oo 0,18
3 11280,70 9402,01 25,04
1 12742,20 11320,10 30,15

30,04 2 12497,00 11303,34 30,11 30,11 0,04 0,12
3 12493,00 11292,32 30,08
1 10236,60 13266,31 35,34

35,04 2 10774,80 13217,05 35,21 35,29 0,07 0,20

3 11113,20 13255,64 35,31

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.

150



Tabela S1.16. Avaliacdo da repetibilidade do método de RMN de H para determinacédo

de a-pineno em dleo essencial usando o sinal em 1,28 ppm.

m(mg) Rep o= L% Men (Mg)  Mmen (Mg) DP (%) CV (%)
S/IR Ipin
1 497926 1878,23 5,00
501 2 479743 188394 5,02 4,99 003 057
3 535832 186313 4,96
1 960871 375183 9,99
1001 2 945535 378592 10,08 10,05 0,05 047

3 9526,95 3777,25 10,06
1 15139,00 5662,16 15,08

15,02 2 15436,40 5649,75 15,05 15,08 0,03 0,17
3 16211,50 5668,95 15,10
1 16005,80 7560,99 20,14

20,02 2 16015,20 7604,60 20,26 20,17 0,07 0,36
3 18877,80 7555,48 20,13
1  24550,30 9497,64 25,30

25,03 2  22457,80 948191 25,26 25,26 0,04 0,15
3  22601,90 9469,83 25,23
1  24761,00 11275,79 30,04

30,04 2  25007,10 11293,17 30,08 30,04 0,04 0,12
3 25004,80 11267,34 30,01
1 20683,90 13652,13 36,37

35,04 2  21336,10 13538,88 36,06 35,86 0,69 1,92

3  21757,00 13159,65 35,05

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.17. Avaliagcdo da repetibilidade do método de RMN de H para determinacédo

de a-pineno em 6leo essencial usando o sinal em 1,17 ppm.

m(mg) Rep it Mepin (MQ) Mmepin (Mg) DP (%) CV (%)
S/IR Ipin
1 917,62 630,68 5,05
5,01 2 891,56 632,16 5,06 5,04 0,01 0,25
3 993,67 628,96 5,03

1 1760,06 1259,53 10,08

10,01 2 1735,85 1270,51 10,16 10,10 0,05 0,52
3 1744,86 1258,81 10,07
1 2768,95 1876,52 15,01

15,02 2 2822,79 1884,81 15,08 15,09 0,08 0,52
3 2991,97 1895,98 15,17
1 2736,69 2517,75 20,14

20,02 2 2831,56 2502,26 20,02 20,07 0,06 0,31
3 3426,26  2507,58 20,06
1 4506,30 3135,05 25,08

25,03 2 4070,90 3152,37 25,22 25,18 0,09 0,34
3 4138,48 3454,85 25,24
1 4589,62 3758,56 30,07

30,04 2 4636,38 3755,52 30,04 30,08 0,04 0,14
3 4633,44 3765,97 30,13
1 3780,33 4519,86 35,16

35,04 2 3943,22 4450,83 35,60 35,59 0,57 1,60

3 4005,17 4377,72 35,02

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de *H usado para quantificagdo; mein =
gquantidade de a-pineno encontrada; Mpin = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.18. Avaliagcdo da repetibilidade do método de RMN de 'H para determinacédo

de a-pineno em dleo essencial usando o sinal em 0,85 ppm.

0=0,85
m (mg) Rep Mpin (Mg) Mmein(Mmg) DP (%) CV (%)
S/R IPin

1 5183,38 1880,96 5,01

5,01 2 5021,77 1887,40 5,03 5,00 0,03 0,67
3 5599,97 1863,13 4,96
1 10001,00 3797,10 10,11

10,01 2 9843,53 3841,35 10,23 10,11 0,13 1,24
3 9949,80 3747,46 9,98
1 15728,20 5630,46 15,00

15,02 2 16032,90 5649,25 15,05 14,99 0,06 0,43
3 16901,50 5601,20 14,92
1 15494,50 7628,65 20,32

20,02 2 16001,20 7562,83 20,15 20,11 0,22 1,11
3 19456,10 7462,26 19,88
1 25554,80 9354,62 24,92

25,03 2 24979,60 9351,21 24,91 24,94 0,04 0,17
3 23389,60 9380,82 24,99
1 25081,20 11112,03 29,60

30,04 2 26030,42 11238,80 29,94 29,84 0,21 0,70
3 26027,90 11255,95 29,98
1 21372,60 13254,16 35,31

35,04 2 22249,40 13218,94 35,21 35,19 0,12 0,34

3 22660,10 13163,82 35,07

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin =
integral do sinal do a-pineno no espectro de RMN de 'H usado para quantificacdo; mpin =
quantidade de a-pineno encontrada; Mpi, = média da massa de a-pineno encontrada; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.19. Avaliacdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

pineno em 6leo essencial usando o sinal em 5,17-5,23 ppm.

0 =5,17-5,23
Rep Pein (%) Exa(%) Mea(%) DP (%) CV (%)
S/IR lpin

1 529,16 625,91 97,92 99,92

2 523,28 626,77 98,05 100,06 99,94 0,10 0,001
3 260,39 625,52 97,86 99,86

1 1018,62 1252,54 97,98 99,98

2 1021,05 1252,97 98,01 100,01 100,26 0,47 0,005
3 1026,42 1262,85 98,78 100,80

1 1597,68 1875,21 97,79 99,78

2 1615,02 1868,94 97,46 99,45 99,71 0,24 0,002
3 1702,70 1877,60 97,91 99,91

1 1731,93 2520,79 98,59 100,60

2 1090,48 2512,19 98,25 100,26 100,35 0,23 0,002
3 2187,61 2510,17 98,17 100,18

1 2559,95 3106,50 97,20 99,18

2 2300,93 3125,78 97,80 99,80 99,54 0,32 0,003
3 2384,40 3120,71 97,64 99,64

1 2624,04 3753,39 97,87 99,86

2 2595,12 3748,34 97,73 99,73 99,85 0,12 0,001
3 2592,23 3757,45 97,97 99,97

1 2213,52 4377,69 97,84 99,83

2 2220,16 4382,04 97,93 99,93 99,88 0,05 0,001
3 2316,86 4378,79 97,86 99,86

Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lpin = integral do sinal do a-pineno no
espectro de RMN de 'H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo; Mexa =
média da exatiddo; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variagéao.
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Tabela S1.20. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

pineno em o6leo essencial usando o sinal em 2,35 ppm.

Rep o= 2% Pen (%) Exa(%) Mea(%) DP (%) CV (%)
SR -
1 48969 631,95 99,86 100,88
> 47760 63577 99,46 101,49 10091 056 0,006
3 52377 62873 9836 100,37
1 95211 125834 9843 100,44
> 95526 126233 98,74 100,76 10034 047 0,005
3 949,08 125082 97,84 99,84
1 147826 187542 97,80 99,79
> 150855 1879,04 97,99 99,99 9954 061 0,006
3 160484 1857,48 96,86 98,84
1 157515 2502,44 97,87 99,87
> 157825 2567,93 100,43 102,48 101,03 133 0,013
3 1841,11 252394 9871 100,73
1 238718 314838 9851 100,52
> 220071 317933 9948 10151 101,06 050 0,005
3 220590 316850 99,14 101,16
1 247475 3791,07 9885 100,87
> 243801 378925 98,80 100,82 10075 0,16 0,002
3 243556 3780,16 9856 100,57
1 2001,73 4551,00 101,71 103,79
> 207915 450545 100,60 102,75 10254 1,36 0,013
3 214602 443312 99,08 101,10

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; lpin = integral do sinal do a-pineno no
espectro de RMN de H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo;

Mexa = média da exatiddo; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.21. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em o6leo essencial usando o sinal em 2,21 ppm.

Rep i Pen(%) Exa (%) Mea(%) DP (%) CV (%)
S/IR Ipin
1 49517 125920 9850 100,51
> 491,02 125670 9830 100,31 100,76 061 0,006
3 51928 1271,10 9943 101,46
1 950,81 260654 101,94 104,02
> 94276 2621,96 10255 104,64 10428 032 0,003
3 95495 2610,14 102,08 104,17
1 1488,89 377101 9832 100,33
> 1503,02 386231 100,71 102,76 101,97 142 0,014
3 1502,52 386481 100,77 102,83
1 1611,07 510327 99,80 101,83
> 159621 5272,69 103,11 10521 103,68 171 0,017
3 197277 5211,94 101,92 104,00
1 2369,77 641650 100,38 102,43
> 218601 6457,43 101,02 103,08 103,00 053 0,005
3 220787 6482,68 101,42 103,49
1 241851 773349 100,82 102,88
> 238528 7738,69 100,89 102,95 102,84 0,12 0,001
3 238214 772057 100,65 102,71
1 203659 9021,14 100,81 102,86
> 205835 9060,12 10124 103,31 10324 034 0,003
3 214484 9079,63 101,46 103,53

Rep = replicatas; S/R = raz&@o sinal/ruido; Ipin = integral do sinal do a-pineno no
espectro de RMN de H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo; Mexa =

média da exatiddo; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacéo.
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Tabela S1.22. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

pineno em 6leo essencial usando o sinal em 2,04-2,12 ppm.

5 =2,04-2,12
Rep Prin (%) Exa (%) Mea (%) DP (%) CV (%)
SIR lpin
1 347,33 636,83 99,63 101,66
2 342,06 636,34 9955 101,58 101,41 0,36 0,004
3 361,23 632,68 98,98 101,00
1 669,52  1321,98 103,41 105,52
2 663,53  1330,15 104,05 106,17 10564 0,48 0,005
3 667,93  1318,34 103,12 105,23
1 1053,14 191541 99,88 101,92
2 1068,93 193588 100,95 103,01 10254 0,56 0,005
3 1111,52  1929,76 100,63 102,69
1 113506 265559 103,86 105,98
2 1142,05 2612,23 102,17 104,25 10529 0,92 0,009
3 1453,64  2647,09 103,53 105,64
1 1688,68  3270,47 102,33 104,42
2 1034,92  3300,00 103,25 105,36 104,68 0,59 0,006
3 1564,94  3265,82 102,18 104,27
1 1691,12  3912,71 102,02 104,10
2 1684,21  3887,47 101,36 103,43 103,99 0,52 0,005
3 1681,95 392572 102,36 104,45
1 147512  4567,28 102,07 104,16
2 1443,70  4597,54 102,75 104,85 103,37 2,00 0,019
3 1504,56  4433,07 99,07 101,10

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal do a-pineno no espectro
de RMN de H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo; Mexa = média da
exatiddo; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.23. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

pineno em o6leo essencial usando o sinal em 1,94 ppm.

Rep °m 1 Pen(%) Exa (%) Mea(%) DP (%) CV (%)
SR -
1 560,96 616,19 9648 9845
> 547,90 62101 97,15 9914 9885 0,36 0,004
3 59155 619,89 9698 98,96
1 107519 125834 9843 100,44
> 106521 126223 9873 100,75 100,76 0,33 0,003
3 107457 126653 99,07 101,09
1 170550 187572 97,81 99,81
> 170953 187392 97,72 99,72 99,84 015 0,001
3 1801,46 1879,34 98,00  100,0
1 1819,73 2559,92 100,12 102,16
> 1817,18 255711 100,01 102,05 101,62 0,85 0,008
3 228516 2521,92 98,63 100,65
1 272350 313391 98,06 100,06
> 235874 313098 97,96 99,96 100,39 0,67 0,007
3 253327 316850 99,14 101,16
1 271021 378853 9878 100,80
> 274531 3777,71 9850 100,51 100,54 0,24 0,002
3 274267 377050 9831 100,32
1 2371,26 422530 101,14 103,20
> 236014 4531,19 10127 10333 102,54 125 0,012
3 244778 443312 99,08 101,10

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; lpin = integral do sinal do a-pineno no
espectro de RMN de H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo;

Mexa = média da exatiddo; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.24. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

pineno em o6leo essencial usando o sinal em 1,67 ppm.

Rep om Lo Pen (%) Exa (%) Mea(%) DP (%) CV (%)
SR -
1 255303 1877,10 97,89 99,88
> 252092 1884,06 98,25 100,25 99,76 057 0,006
3 2759,84 186313 97,16 99,14
1 493041 377828 9851 100,52
> 494894 376873 9827 100,27 100,39 0,13 0,001
3 500655 377279 9837 100,38
1 762368 564100 98,06 100,06
> 771604 565265 9826 100,26 100,08 018 0,002
3 827152 563295 97,92 99,91
1 837817 769230 100,28 102,33
> 829215 755422 9848 10049 101,26 095 0,009
3 087920 758958 98,94 100,96
1 1214520 943367 9839 100,40
2 11001,21 942639 9831 100,32 100,26 0,18 0,002
3 11280,70 940201 98,06 100,06
1 1274220 11320,10 9839 100,39
> 12497,00 1130334 9824 100,25 100,26 0,12 0,001
3 1249300 1129232 98,14 100,15
1 1023660 1326631 98,83 100,85
> 1077480 13217,05 9846 100,47 100,69 020 0,002
3 1111320 1325564 98,75 100,77

Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; lpin =
espectro de RMN de H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo; Mexa =
média da exatiddo; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variagéo.

integral do sinal do a-pineno no
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Tabela S1.25. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

pineno em 6leo essencial usando o sinal em 1,28 ppm.

Rep i Pen(%) Exa (%) Mea(%) DP (%) CV (%)
S/R Ipin
1 497926 187823 97,43 99,41
> 479743 188394 97,91 9991 9968 025 0,006
3 535832 186313 97,73 99,73
1 960871 3751,83 100,03 102,07
> 945535 378592 100,53 102,59 101,76 1,02 0,005
3 952695 377725 9861 100,62
1 15139,00 566216 97,28 99,27
> 1543640 5649,75 97,67 99,66 99,12 0,62 0,002
3 1621150 566895 96,47 98,44
1 1600580 7560,99 98,06 100,06
> 1601520 760460 97,99 99,99 100,00 0,06 0,003
3 18877,80 755548 97,94 99,94
1  24550,30 949764 97,71 99,70
> 2245780 948191 97,33 99,32 9967 034 0,001
3 22601,90 9469,83 97,99 99,99
1 24761,00 1127579 98,05 100,05
> 25007,10 1129317 9872 100,74 100,22 0,45 0,001
3 2500480 11267,34 97,89 99,89
1 2068390 1365213 9810 100,10
> 21336,10 13538,88 97,95 99,95 100,02 0,08 0,019
3 21757,00 13159,65 98,02 100,02

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal do a-pineno no espectro
de RMN de H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo; Mexa = média da
exatiddo; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.26. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

pineno em o6leo essencial usando o sinal em 1,17 ppm.

Rep il Pen(%) Exa (%) Mea (%) DP (%) CV (%)
SR -
1 91762 630,68 9867 100,68
> 89156 632,16 98,90 100,92 100,67 0,26 0,003
3 99367 62896 98,40 100,40
1 1760,06 1259,53 9852 100,53
> 173585 127051 99,38 101,41 10081 052 0,005
3 174486 125881 98,47 100,48
1 276895 187652 97,86 99,85
> 282279 188481 98,29 100,29 100,35 052 0,005
3 2001,97 189598 98,87 100,89
1 273669 251775 98,47 100,48
> 283156 2502,26 97,87 99,86 100,14 031 0,003
3 342626 2507,58 98,07 100,07
1 450630 313505 98,09 100,09
> 407090 3152,37 98,63 100,65 100,49 034 0,003
3 413848 345485 9871 100,73
1  4589,62 375856 98,00 100,00
> 463638 375552 97,92 99,92 100,04 014 0,001
3 463344 376597 98,19 100,20
1 378033 4519,86 101,01 103,08
> 394322 445083 99,47 10150 101,47 1,62 0,016
3 400517 4377,72 97,84 99,83

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal do a-pineno no espectro
de RMN de H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo; Mexa = média da
exatiddo; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.27. Avaliacdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

pineno em 6leo essencial usando o sinal em 0,85 ppm.

5=0,85
Rep Prin(%) Exa(%) Mea(%) DP (%) CV (%)
S/R |Pin

1 5183,38 1880,96 98,09 100,09
2 5021,77  1887,40 98,42 100,43 99,89 0,67 0,007
3 5599,97 1863,13 97,16 99,14
1 10001,00 3797,10 99,01 101,03
2 9843,53 3841,35 100,16 102,20 100,98 1,25 0,012
3 9949,80 3747,46 97,71 99,70
1 15728,20 5630,46 97,87 99,87
2 16032,90 5649,25 98,20 100,20 99,81 0,43 0,004
3 16901,50 5601,20 97,36 99,35
1 15494,50 7628,65 99,45 101,48
2 16001,20 7562,83 98,60 100,61 100,45 1,11 0,011
3 19456,10 7462,26 97,29 99,27
1 25554,80 9354,62 97,56 99,56
2 24979,60 9351,21 97,53 99,52 99,64 0,17 0,002
3 23389,60 9380,82 97,84 99,83
1 25081,20 11112,03 96,58 98,55
2 26030,42 11238,80 97,68 99,67 99,35 0,70 0,007
3 26027,90 1125595 97,83 99,83
1 21372,60 13254,16 98,74 100,75
2 22249,40 13218,94 98,48 100,49 100,44 0,35 0,003

3 22660,10 13163,82 98,07 100,07

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal do a-pineno no espectro
de RMN de H; Ppin = pureza calculada do a-pineno; Exa = exatiddo; Mexa = média da
exatiddo; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S1.28. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 5,17-5,23 ppm

obtido no espectro de RMN de *H do a-pineno.

0 =5,17-5,23
Intervalo de
tempo Rep SR o Mpin Mmpin DP cVv D
(mg) (mg) %) (%) (%)
1  1680,95 2507,22 19,72
Inicial (0 h) 2  1250,30 2509,29 19,75 19,73 0,01 024 NA
3 2128,74 2507,27 19,73
1 1451,31 2554,23 20,12
Apbs 6 h 2 1118,82 2543,62 20,17 20,17 0,05 0,26 221
3  2189,95 2536,03 20,22
1 1648,65 2554,23 20,10
Apdés 12 h 2 1068,73 2536,93 20,11 20,22 0,03 0,23 1,55
3 2190,71 2544,10 20,15
1 1667,38 2554,23 20,09
Apds 18 h 2 1108,75 2549,81 20,20 20,122 0,07 0,36 1,27
3 2156,49 2535,36 20,06
1 1079,23 2554,23 20,10
Apds 24 h 2 1357,09 2540,65 20,15 20,11 0,04 0,21 1,08
3 2075,51 2554,39 20,07
M1 (%) 20,05
DP1 (%) 0,18
CV1 (%) 0,90

Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; Ipin = integral do sinal de interesse do a-pineno no
espectro de RMN de H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmpin = média da
guantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padrédo; CV = coeficiente de variacido; NA
= ndo aplicavel; D - diferenga em percentagem entre as massas obtidas nos espectros de
RMN de H NMR nos diferentes intervalos de tempo analisados; M; = média das massas
encontradas em todos os intervalos de tempos analisados; DP; = desvio padrdo das
massas de a-pineno encontrada em todos os intervalos de tempo analisados; CVi =

coeficiente de variagdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S1.29. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 2,35 ppm obtido

no espectro de RMN de *H do a-pineno.

6=2,35
Intervalo de
tempo Rep S/R o Mpin Mmpin DP cVv D
(mg) (mg) %) (%) (%)
1 1532,60 2561,49 20,15
Inicial (O h) 2 1130,73 2567,68 20,20 20,16 0,03 0,16 NA
3 1800,57 2560,12 20,14
1 1313,11 2595,88 20,42
Apbs 6 h 2 1012,64 254294 20,01 20,17 0,22 1,09 0,85
3 1843,75 2553,82 20,09
1 1501,91 2617,75 20,59
Apdés 12 h 2 961,816 2549,00 20,05 20,09 0,30 1,49 0,85
3 1844,4 2554,15 20,09
1 1506,72 2609,23 20,53
Apds 18 h 2 996,966 2578,87 20,29 20,30 0,22 1,07 0,56
3 1822,16 2554,26 20,09
1 972,646 2609,21 20,53
Apds 24 h 2 1226,15 2540,46 19,99 20,14 0,34 1,67 0,78
3 1757,78 2530,47 19,91
M1 (%) 20,17
DP1 (%) 0,08
CV1 (%)

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal de interesse do a-pineno
no espectro de RMN de H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmei, = média da
guantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacéo;
NA = ndo aplicavel; D - diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos
espectros de RMN de *H NMR nos diferentes intervalos de tempo analisados; M; = média
das massas encontradas em todos os intervalos de tempos analisados; DP;: = desvio
padréo das massas de a-pineno encontrada em todos os intervalos de tempo analisados;

CV1 = coeficiente de variacdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S1.30. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 2,21 ppm obtido

no espectro de RMN de *H do a-pineno.

6=2.21
Intervalo
de tempo Rep S/R o Mpin Mmepin DP cv D
(mg) (mg) (%) (%) (%)
1 1548,97 5077,89 19,97
Inicial (Oh) 2 1178,76 5159,37 20,29 20,14 0,16 0,80 NA
3 1896,36 5119,95 20,14
1 1344,40 5293,08 20,82
2 1046,83 5273,63 20,74 20,72 0,11 055 291
Apoés 6 h
3 1962,75 5236,28 20,60
1 1533,84 5334,21 20,98
Apés 12 h 2 995,951 5313,87 20,90 20,83 0,21 0,99 2,72
3 1955,46 5235,44 20,59
1 1554,69 5313,73 20,90
Apés 18 h 2 1038,59 5286,16 20,79 20,78 0,13 0,63 2,11
3 1933,89 5247,34 20,64
1 1007,03 5367,84 21,11
Apds 24 h 2 1253,92 5287,45 20,80 20,84 0,26 1,24 2,00
3 1868,24 5237,99 20,60
M1 (%) 20,66
DP1 (%) 0,30
CV1 (%) 1,43

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal de interesse do a-pineno
no espectro de RMN de H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmei, = média da
guantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacéo;
NA = ndo aplicavel; D - diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos
espectros de RMN de *H NMR nos diferentes intervalos de tempo analisados; M; = média
das massas encontradas em todos os intervalos de tempos analisados; DP;: = desvio
padréo das massas de a-pineno encontrada em todos os intervalos de tempo analisados;

CV1 = coeficiente de variacdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S1.31. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 2,04-2,12 ppm

obtido no espectro de RMN de *H do a-pineno.

0=2,04-2,12
Intervalo
de tempo Rep SR o Mpin Mmepin DP CcVv D
(mg) (mg) (%) (%) (%)
1 1099,08 2461,24 19,36
Inicial (0 h) 2 817,41 2513,66 19,78 19,61 0,22 1,12 NA
3 1421,68 2504,69 19,70
1 946,89 2667,96 20,99
2 728,87 2669,02 21,00 21,00 0,01 0,04 7,06
Apds 6 h
3 1455,57 2670,01 21,01
1 1081,53 2614,22 20,57
2 693,15 2667,18 20,98 20,85 0,24 1,17 6,28
Ap6s 12 h
3 1455,99 2668,22 20,99
1 1090,62 2650,26 20,85
Apo6s 18 h 2 720,69 2662,31 20,94 20,93 0,08 0,36 6,72
3 1438,88 2669,26 21,00
1 700,85 2609,85 20,53
Apos 24 h 2 883,75 2600,21 20,46 20,64 0,25 1,24 5,23
3 1388,34 2660,53 20,93
M1 (%) 20,61
DP1 (%) 0,57
CV1 (%) 2,78

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal de interesse do a-pineno
no espectro de RMN de H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmei, = média da
guantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacéo;
NA = ndo aplicavel; D - diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos
espectros de RMN de *H NMR nos diferentes intervalos de tempo analisados; M = média
das massas encontradas em todos os intervalos de tempos analisados; DP;: = desvio
padréo das massas de a-pineno encontrada em todos os intervalos de tempo analisados;

CV1 = coeficiente de variacdo em todos os intervalos de tempo analisados.

166



Tabela S1.32. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 1,94 ppm obtido

no espectro de RMN de *H do a-pineno.

6=194
Intervalo de
tempo Rep S/R o Mpin Mmpin DP cv D
(mg) (mg) (%) (%) (%)
1 1752,22 2461,24 19,36
Inicial Oh) 2 1323,43 2513,66 19,78 19,61 0,22 1,12 NA
3 2236,34 2504,69 19,70
1 1517,53 2590,68 20,38
2 1176,89 2564,37 20,17 20,24 0,12 0,62 3,19
Apdés 6 h
3 2287,34 2562,25 20,16
1 1732,62 2578,55 20,29
Apés 12 h 2 1119,04 2558,95 20,13 20,23 0,08 0,41 2,46
3 2287,46 2575,88 20,26
1 1753,78 2568,07 20,20
Apds 18 h 2 1165,58 2563,26 20,17 20,17 0,03 0,16 1,87
3 2260,92 2559,72 20,14
1 1131,61 2576,84 20,27
Apds 24 h 2 1415,27 2555,79 20,11 20,20 0,08 0,41 1,69
3 2181,83 2568,56 20,21
M1 (%) 20,09
DP1 (%) 0,27
CV1 (%)

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal de interesse do a-pineno
no espectro de RMN de H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmei, = média da
guantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacéo;
NA = ndo aplicavel; D - diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos
espectros de RMN de *H NMR nos diferentes intervalos de tempo analisados; M; = média
das massas encontradas em todos os intervalos de tempos analisados; DP;: = desvio
padréo das massas de a-pineno encontrada em todos os intervalos de tempo analisados;

CV1 = coeficiente de variacdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S1.33. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 1,67 ppm obtido

no espectro de RMN de *H do a-pineno.

60=1,67
Intervalo
de tempo Rep SR o Mpin Mmpin DP cv D
(mg) (mg) %) (%) (%)
1 8059,63 7513,38 19,68
Inicial Oh) 2 6084,49 7554,24 19,79 19,72 0,06 029 NA
3 9545771 7518,89 19,70
1 6981,20 7589,09 19,90
2 5403,22 7659,75 20,09 20,03 0,11 055 155
Apds 6 h
3 9821,73 7663,99 20,10
1 7974,49 7560,09 19,83
Apbés 12 h 2 513450 7547,71 19,79 19,90 0,17 0,83 0,74
3 9780,64 7662,54 20,09
1 8077,67 7661,67 19,83
Apés 18 h 2 5355,20 7660,28 20,09 19,93 0,14 0,68 0,72
3 9659,68 7583,76 19,89
1 5193,22 7662,79 20,09
Apds 24 h 2 6507,67 7664,98 20,10 20,09 0,02 0,10 1,05
3 932521 7650,80 20,06
M1 (%) 19,93
DP1 (%) 0,14
CV1 (%) 0,71

Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; Ipin = integral do sinal de interesse do a-
pineno no espectro de RMN de H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmpin =
média da quantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padrédo; CV = coeficiente
de variacdo; NA = ndo aplicavel, D - diferenga em percentagem entre as massas
obtidas nos espectros de RMN de 'H NMR nos diferentes intervalos de tempo
analisados; M; = média das massas encontradas em todos os intervalos de tempos
analisados; DP1 = desvio padrdo das massas de a-pineno encontrada em todos 0s
intervalos de tempo analisados; CV: = coeficiente de variagdo em todos os intervalos

de tempo analisados.
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Tabela S1.34. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 1,28 ppm obtido

no espectro de RMN de *H do a-pineno.

0=1,28
Intervalo de Mpin Mmepin DP Ccv D
empo 0 R P kg e ) o
1 15518,40 7513,38 19,68
Inicial (0 h) 2 11477,74 7554,24 19,67 19,67 0,01 0,06 NA
3 18336,70 7518,89 19,66
1 1334,97 7589,09 19,76
Apbs 6 h 2 10260,70 7659,75 20,32 20,08 0,28 1,41 2,05
3 18859,50 7663,99 20,14
1 15247,90 7721,91 20,25
Apdés 12 h 2 9760,26 7605,13 19,94 20,09 0,15 0,77 1,69
3 1883,79 7651,82 20,07
1 15384,50 7717,16 20,24
Apés 18 h 2 10135,90 7742,40 20,30 20,26 0,04 0,18 1,99
3 18617,20 7719,79 20,24
1 9867,88 7761,17 20,35
Apés 24 h 2 12470,70 7659,07 20,08 20,17 0,16 0,79 1,44
3 17968,90 7652,84 20,07
M1 (%) 20,05
DP1 (%) 0,23
CV1 (%) 1,13

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal de interesse do a-pineno
no espectro de RMN de H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmei, = média da
guantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacéo;
NA = ndo aplicavel; D - diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos
espectros de RMN de *H NMR nos diferentes intervalos de tempo analisados; M; = média
das massas encontradas em todos os intervalos de tempos analisados; DP;: = desvio
padréo das massas de a-pineno encontrada em todos os intervalos de tempo analisados;

CV1 = coeficiente de variacdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S1.35. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 1,17 ppm obtido

no espectro de RMN de *H do a-pineno.

6=1,17
Intervalo de
tempo Rep S/R o Mpin Mmepin DP cVv D
(mg) (mg) (%) (%) (%)
1 2834,92 2559,33 20,13
Inicial Oh) 2  2095,49 2566,10 20,19 20,14 0,05 0,23 NA
3 3314,78 2554,22 20,09
1 2449,12 2599,93 20,45
2 1867,64 2563,50 20,17 20,28 0,15 0,75 0,77
Apoés 6 h
3 3419,04 2570,34 20,22
1 2799,07 2587,74 20,36
Apés 12 h 2 1775,05 2556,13 20,11 20,20 0,13 0,66 0,47
3 3412,70 2561,00 20,15
1 2829,33 2583,67 20,33
Apés 18 h 2 1847,37 2567,21 20,20 20,19 0,13 0,66 0,26
3 3371,04 2549,70 20,06
1 1795,16 2576,30 20,27
Apds 24 h 2 2283,32 2561,19 20,15 20,16 0,10 0,50 0,19
3 3253,12 2550,66 20,07
M1 (%) 20,19
DP1 (%) 0,05
CV1 (%) 0,27

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Ipin = integral do sinal de interesse do a-pineno
no espectro de RMN de H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmei, = média da
guantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacéo;
NA = ndo aplicavel; D - diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos
espectros de RMN de *H NMR nos diferentes intervalos de tempo analisados; M; = média
das massas encontradas em todos os intervalos de tempos analisados; DP;: = desvio
padréo das massas de a-pineno encontrada em todos os intervalos de tempo analisados;

CV1 = coeficiente de variacdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S1.36. Avaliacdo da estabilidade do analito a-pineno e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal em 0,85 ppm obtido

no espectro de RMN de *H do a-pineno.

Intervalo 0=0,85
de tempo Rep SR - mPin  Mmes DP  CV D
(mg) (mg) %) (%) (%)
1 16163,10 7587,47 19,88
Inicial Oh) 2 11914,70 7565,22 19,71 1977 009 048 NA
3 18811,50 757424 19,73
1 13929,60 7600,14 19,93
Apos6h 2 1066020 7566,27 19,84 1988 0,04 023 (54
3 19407,40 7578,64 19,87
1 15908,20 7539,02 19,77
Ap6s12h 2 10151,90 7588,27 1990 19,85 007 036 065
3  19366,60 7582,46 19,88
1 16025,00 7545,00 19,79
Ap6s18h 2  10519,60 7578,89 19,87 19,85 006 028 047
3 19120,20 7583,76 19,89
1 10260,30 7585,07 19,89
Ap6s24h 2 13001,90 7567,36 19,84 19,89 005 023 033
3 18446,00 7602,01 19,94
M1 (%) 19,85
DP1 0,05
Cv1 0,24

Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; lrin = integral do sinal de interesse do a-pineno no
espectro de RMN de 'H; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmpein = média da
guantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padrédo; CV = coeficiente de variacdo; NA =
nao aplicavel; D - diferenga em percentagem entre as massas obtidas nos espectros de RMN
de 'H NMR nos diferentes intervalos de tempo analisados; Mi1 = média das massas
encontradas em todos os intervalos de tempos analisados; DP1 = desvio padrdo das massas de
a-pineno encontrada em todos os intervalos de tempo analisados; CVi = coeficiente de
variacao em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S1.37. Avaliagdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em Gleos essenciais usando o sinal em 5,17-5,23 ppm.

m 0=517-5,23 Men Mmpn, DP CV D
Parametro Rep
(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) (%) (%)

1 340,75 629,50 4,95
4,92 2 401,34 632,28 4,97 4,97 0,01 0,23 0,76

3 431,33 631,60 4,97

nt=8; 1 154367 249870 19,66
temperatura 1957 2 119134 251053 1975 19,70 005 024 0,20
controlada
o5 oC 3 122136 250329 19.69
1 158576 445075 35,01
3443 2 101745 442958 3485 3487 0,14 040 0,41
3 159954 441533 34,74
1 646,95 63252 4,98
492 2 64052 63239 498 498 000 003 053
3 64096 632,76 4,98
nt=16; 1 49652 248336 1954
sem 1967 2 125175 250659 1972 1965 010 049 043
controle de
3 163474 250221 19,69
temperatura

1 2230,23 4383,76 34,49
34,43 2 1198,65 4394,63 34,57 34,50 0,07 0,20 0,65

3 2537,41 4377,69 34,44

m = quantidade de a-pineno pesada; Rep = replicatas; S/R = razéo sinal/ruido; lrin = integral do
sinal de interesse no espectro de RMN de 'H do a-pineno; mpin = quantidade de a-pineno
encontrada; Mmpein = média da quantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padrédo; CV =
coeficiente de variacdo; D = diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros de
RMN de *H nas diferentes condigdes.
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Tabela S1.38. Avaliagcdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em dleos essenciais usando o sinal em 2,35 ppm.

] m 6=235 Mpn  Mmes DP  CV D
Parametro Rep

(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) (%) (%)

1 223,38 639,64 5,03
4,92 2 372,14 634,80 4,99 502 002 043 0,28

3 403,92 639,46 5,03

nt=8; 1 144069 258265 20,32
temperatura 1462 5 108560 2564.64 20,18 2026 008 038 057
controlada
o5 oC 3 112262 2579.98 20,30
1 146848 446928 3516
3443 2 93896 4481,70 3526 3524 007 019 054
3 1505,16 4486,01 35,29
1 610,04 63750 5,02
492 2 59919 63617 500 503 003 063 046
3 59001 64366 5,06
nt=16; 1 51071 257539 20.26
sem 19.67 2 116944 257422 2025 2028 004 019 057
controle de
3 155345 258334 20,32
temperatura

1 2091,69 4486,01 35,29
34,43 2 1131,38 445485 35,05 3516 0,12 0,35 0,31

3 2386,29 4467,31 35,14

m = quantidade de a-pineno pesada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Irin = integral do
sinal de interesse no espectro de RMN de H do a-pineno; mpin = quantidade de a-pineno
encontrada; Mmpin = média da quantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padréo; CV =
coeficiente de variacdo; D = diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros de
RMN de *H nas diferentes condigges.
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Tabela S1.39. Avaliacdo da robustez do método de RMN de 1H para determinacado de a-

pineno em 6leos essenciais usando o sinal em 2,21 ppm.

A m 6=221 Mpn  Mme, DP CV D
Parametro Rep

(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) (%) (%)

1 323,74 1290,94 5,08
4,92 2 373,62 1293,55 5,09 507 003 057 1,63

3 398,39 1279,80 5,03

nt=8 1 143856 5102,03 20,07
temperatura 4462 5 110041 514896 20,25 2022 013 065 0,53
controlada
o5 o0 3 111168 516693 20,32
1 145169 908418 3573
3443 2 94493 8917,30 3508 3561 048 136 1,52
3 147484 9156,70 36,02
1 606,61 1302,92 513
492 2 58890 127708 502 509 006 1,15 051
3 59484 130278 512
nt=16; 1 501,74 504227 19,83
Sem 1967 2 115586 516640 2032 2016 028 139 057
controle de
3 150116 5164,02 2031
temperatura

1 2049,28 9039,56 35,56
34,43 2 1088,61 8838,75 34,77 3524 042 1,19 0,57

3 233490 8999,17 35,40

m = quantidade de a-pineno pesada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Irin = integral do
sinal de interesse no espectro de RMN de H do a-pineno; mpin = quantidade de a-pineno
encontrada; Mmpin = média da quantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padréo; CV =
coeficiente de variacdo; D = diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros de
RMN de *H nas diferentes condigges.
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Tabela S1.40. Avaliagdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em 6leos essenciais usando o sinal em 2,04-2,12 ppm.

i m 0=2,04-2,12 Mein  Mmpm DP  CV D
Parametro Rep
(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) (%) (%)

1 242,01 660,94 5,20

4,92 2 267,32 644,66 5,07 513 006 125 043

3 28213 65140 512
nt=8; 1 1021,26 247749 19.49
temperatura ;957 5 78401 254471 2002 1970 028 141 081
controlada
o5 oC 3 79233 249157 19,60
1 1032,93 4400,99 3462
3443 2 66314 435231 3424 3467 046 1,33 115
3 1047,95 446872 35,16
1 41979 656,33 516
492 2 41692 64590 508 514 005 101 021
3 41790 65811 518
nt=16; 1 32426 242970 19.11
sem 1967 2 81027 2541,18 19,99 1960 045 228 0,80
controle de
femperatura 3 1063,16 2504,03 19,70

1 1454,30 4417,12 34,75
34,43 2 760,78 4326,71 34,04 34,42 0,36 1,04 0,47

3 1647,20 4382,88 34,48

m = quantidade de a-pineno pesada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Irin = integral do
sinal de interesse no espectro de RMN de H do a-pineno; mpin = quantidade de a-pineno
encontrada; Mmpein = média da quantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padrédo; CV =
coeficiente de variacdo; D = diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros de
RMN de 'H nas diferentes condi¢ges.

175



Tabela S1.41. Avaliagcdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em 6leos essenciais usando o sinal em 1,94 ppm.

R m 1,9 Mpin  Mmpin, DP CcvV D
Parametro Rep
(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) (%) (%)
1 31044 631,45 4,97
492 2 43154 61889 487 492 005 1,00 072
3 454,67 62494 4,92
nt=8; 1 1668,72 245341 19,30
temperatura 1462 5 129131 249473 19,63 1958 026 1,35 0,56
controlada
o5 oC 3 134152 251972 19.82
1 1687,14 441484 34,73
3443 2 1098,79 429745 33,81 3443 054 157 044
3 1716,69 441797 34,76
1 68438 63751 5,02
492 2 67519 62604 493 497 005 092 025
3 681,082 63011 4,96
nt=16; 1 53627 241570 19,00
sem 1967 2 134035 2509,18 19,75 1949 042 216 0,71
controle de
3 172647 250718 19.72
temperatura
1 236150 442311 34,80
3443 2 126030 433551 3411 3459 042 122 091
3 269657 4432.80 34.87

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Irin = integral do
sinal de interesse no espectro de RMN de 'H do a-pineno; mpin = quantidade de a-pineno
encontrada; Mmpin = média da quantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padréo; CV =
coeficiente de variacdo; D = diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros
de RMN de 'H nas diferentes condiges.
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Tabela S1.42. Avaliagdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em 6leos essenciais usando o sinal em 1,67 ppm.

A m 6=167 Mpn  Mme, DP  CV D
Parametro Rep
(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) (%) (%)

1 1299,55 1870,53 4,90
4,92 2 1901,57 1901,20 4,98 495 0,04 0,87 0,40

3 2093,77 1896,20 4,97

nt=8; 1 753688 755526 19.79
temperatura 1957 5 570663 7614,83 19,95 1978 0,17 087 061
controlada
o5 o0 3 622332 748311 19.60
1 7603,05 1321919 34.63
3443 2 491990 1328584 34.80 3469 010 029 055
3 774465 13217,66 34,63
1 318436 188991 4,95
492 2 308373 190596 4,99 498 002 044 071
3 309165 190238 498
nt=16; 1 268424 758203 19.86
Sem 1967 2 605117 7607,19 1993 1991 004 021 095
controle de
3 792317 761162 19,94
temperatura

1 10748,3 13254,76 34,72
34,43 2 5999,07 13270,14 34,76 34,65 0,16 0,45 0,46

3 12221,50 13160,45 34,48

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; Irin = integral do
sinal de interesse no espectro de RMN de H do a-pineno; mpin = quantidade de a-pineno
encontrada; Mmpin = média da quantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padréo; CV =
coeficiente de variacdo; D = diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros de
RMN de *H nas diferentes condigges.
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Tabela S1.43. Avaliagcdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em o6leos essenciais usando o sinal em 1,28 ppm.

A m 6=128 Mpn  Mmpn DP  CV D
Parametro Rep

(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) () (%)

1 1763,42 185575 4,86
4,92 2 3800,46 1875,14 4,91 491 0,04 091 0,51

3 4149,54 1889,58 4,95

nt=8; 1 150150 745123 1952
temperatura 1462 5 1124240 7506,26 19,66 19.67 015 0,74 0,54
controlada
o5 oC 3 1227530 756254 1081
1 1525730 13144.85 34.44
3443 2 990536 1313874 3442 3444 003 007 0,07
3 15457,50 13157,66 34,47
1 625376 1876,54 4,92
492 2 6191,18 1890,72 495 494 002 038 0,68
3 612457 188504 494
nt = 16;
1 528486 7500,12 19.65
sem
1967 2 1224700 754436 1976 1978 014 071 0,67
controle de
temperatura 3 16024,30 7606,25 19,93

1 21575,80 13149,25 34,45

3443 2  11652,90 13213,12 3461 3451 009 0,26 0,26
3 24343,40 13161,64 34,48

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lrin = integral do sinal de
interesse no espectro de RMN de 'H do a-pineno; mpein = quantidade de a-pineno encontrada; Mmpin =
média da gquantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo; D =
diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros de RMN de 'H nas diferentes
condicoes.
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Tabela S1.44. Avaliagdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em 6leos essenciais usando o sinal em 1,17 ppm.

m 0=117 mMen Mmpn, DP CV D
Parametro Rep
(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) (%) (%)

1 315,83 636,56 5,01
4,92 2 700,49 640,11 5,04 504 0,03 0,69 0,58

3 767,80 645,32 5,08

nt=8; 1 276173 2568,90 2021
temperatura 1462 5 205063 258048 20,30 2020 011 054 033
controlada
o5 oC 3 228887 255309 20,09
1 2839.65 4503,10 3543
3443 2 1826,84 449291 3535 3537 005 0,13 050
3 287630 439348 3535
1 115921 631,07 4,96
492 2 113602 63824 502 502 006 111 061
3 113469 64526 508
nt=16; 1 95044 258312 20,32
sem 1967 2 2246,88 2577,36 2028 2029 002 012 0,77
controle de
3 296002 257799 20,28
temperatura

1 4026,94 4468,94 35,16
34,43 2 2162,48 4482,21 3526 3511 0,18 0,52 0,36

3  4545,08 4437,18 34,91

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; lrin = integral do
sinal de interesse no espectro de RMN de 'H do a-pineno; mpein = quantidade de a-pineno
encontrada; Mmpein = média da quantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padréo; CV =
coeficiente de variacdo; D = diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros
de RMN de 'H nas diferentes condigfes.
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Tabela S1.45. Avaliagdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

pineno em Gleos essenciais usando o sinal em 0,85 ppm.

m 0=0,85 Mpin  Mmpn DP  CV D
Parametro Rep
(mg) SIR Ipin (mg) (mg) (%) (%) (%)

1 1768,22 1875,78 4,91
4,92 2 3959,75 187102 490 491 0,01 0,29 0,22

3 4312,20 1881,70 4,93

nt=8; 1 1563240 758747 19.88
emperatura 1967 5 1169730 756222 1981 1984 003 017 0,37
controlada
o5 oC 3 1285290 757424 19,84
1 15924,00 1318564 3454
3443 2 1033260 1319125 3456 3459 007 021 053
3 1612910 13236,08 34.67
1 653834 187511 4,91
492 2 644800 189187 496 494 002 047 048
3 6391,71 188814 495
nt=16; 1 550157 754312 19.76
Sem 19.67 2 1275840 758497 1987 1977 010 049 056
controle de
3 1669640 751144 19,68
temperatura

1 22481,30 13041,31 34,16
34,43 2 12220,90 13181,93 34,53 34,32 0,19 0,56 0,50

3 25331,40 13074,35 34,25

m = quantidade de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Irin = integral do
sinal de interesse no espectro de RMN de 'H do a-pineno; mpein = quantidade de a-pineno
encontrada; Mmpein = média da quantidade de a-pineno encontrada ; DP = desvio padréo; CV =
coeficiente de variacdo; D = diferenca em percentagem entre as massas obtidas nos espectros
de RMN de 'H nas diferentes condiges.
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Tabela S1.46. Avaliacdo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) usando o

sinal em 5,23-5,17 ppm no espectro de RMN de *H NMR do a-pineno.

0=5,17-5,23
m (mg) Rep Ipin Mepin (MQ) S/R Mmepin (Mg)  DP (%) Erro (%) CV (%)

1 40,88 0,32 47,427

0,51 2 40,90 0,32 46,852 0,32 0,00 37,25 0,00
3 40,92 0,32 45,030
1 95,89 0,75 91,626

1,02 2 97,96 0,77 97,393 0,76 0,01 25,49 1,32
3 98,86 0,76 93,079
1 269,24 2,12 256,61

2,56 2 264,54 2,08 252,04 2,11 0,03 17,45 1,45
3 271,56 2,14 246,06
1 637,61 5,02 481,01

5,12 2 637,68 5,02 472,15 5,02 0,01 2,02 0,12
3 636,85 5,01 440,64

m = massa de a-pineno utilizada; Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; lrin = integral do sinal de
interesse no espectro de RMN de *H do a-pineno; mpin = quantidade de a-pineno encontrada; Mmpin =
média da quantidade de a-pineno encontrada; DP = desvio padrdo; Erro = erro relativo; CV = coeficiente

de variacao.
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Tabela S1.47. Quantificacdo de a-pineno em diversas amostras usando o sinal em 5,23-

5,17 ppm no espectro de RMN de *H do 6leo essencial.

Amosta T SR e @n Gy 08 o
EPN;. 39,12 0,7200 268,65 1378,56 10,94 27,96
EPN> 22,24 0,7200 240,66 776,72 6,160 27,47

2743 0,44
EPN3 33,28 0,7000 258,09 1167,95 9,010 27,08
EPN4 33,71 0,7000 269,25 1188,92 9,170 27,21
CTL, 24,54 0,7200 377,16 2156,34 17,11 69,73
CTL, 25,19 0,7200 353,90 2168,75 17,21 68,31
CTLj3 26,41 0,7000 389,71 2365,60 18,25 69,11 68,81 0.71
CTL4 27,55 0,7000 376,45 2431,09 18,76 68,08
CMC, 25,39 0,7200 697,89 1955,49 15,52 61,13
CMC> 33,28 0,7200 799,65 2533,44 20,11 60,42 60.40 0.56
CMC3 32,15 0,7000 552,60 2500,92 19,30 60,01
CMC4 35,90 0,7000 688,53 2792,61 21,55 60,02
SOC, 34,19 0,7000 2018,91 4192,50 32,35 94,62
SOC, 33,00 0,7000 1574,24 4049,92 31,25 94,69 95,11 0.52
SOC3 35,07 0,7000 2095,45 4343,39 33,51 95,55
SOC, 34,46 0,7000 2016,25 4268,32 32,93 95,56
UxG;, 40,81 0,7068 830,07 1821,40 14,19 34,77
UxG> 46,02 0,6572 1205,06 2186,88 15,84 34,42 34,44 0,32
UxG3 43,98 0,6572 122452 2071,59 15,01 34,12
EPE: 43,69 0,7000 508,36 2688,34 20,74 47,47
EPE,; 42.02 0,7000 432,82 2575,82 19,87 47,29 46,87 0,90
EPE; 46,09 0,7000 465,56 2737,84 21,12 45,83
ET, 43,98 0,7068 378,16 653,28 5,090 11,57
ET, 43,67 0,6572 374,45 715,45 5,180 11,87 11,74 0,15
ET; 41,84 0,6572 369,03 680,55 4,930 11,78
ES; 40,81 0,7068 943,94 1627,27 12,68 31,06
ES, 46,43 0,6572 709,24 2006,08 14,53 31,30 31,21 0,13
ESs 41,02 0,6572 935,31 1770,70 12,83 31,27
PR1 43,37 0,6572 344 .47 678,43 4910 11,33
PR 44,28 0,6572 454,17 681,87 4,940 11,15 11,27 0,10
PR3 44,79 0,6572 449,47 700,09 5,070 11,32

m = massa de amostra; mpei = massa de padrao interno; S/R = razéo sinal/ruido; lrin = integral do
sinal em 5,23-5,17 ppm do a-pineno no espectro de RMN de 'H do 6leo essencial; mpin =
guantidade de a-pineno encontrada; Pin = percentagem de a-pineno encontrada; Mpin = média
da percentagem de a-pineno encontrada; DP = desvio padréo; ES = E. saligna; UxG = hibrido
E. urophylla x E. grandis; ET = E. tereticornis; EPN = E. punctate; CTL = C. torelliana; CMC =
C. maculate; EPE = E. phoenicea, SOC = a-pineno comercializado pela Socer Brasil Industria e
Comércio Ltda; PR = pimenta rosa (Schinus sp).
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Tabela S1.48. Quantificacdo de a-pineno nos 6leos essenciais utilizando quatro métodos

diferentes.
Amostra  RMN de’H (%) CG-PI (%) CG-PE (%) CG-N (%)

ES 31,21 +0,13 33,89+1,01 33,78 £ 0,55 34,81+1,31
UxG 34,44 + 0,32 33,14+ 1,79 37,60+ 1,22 36,80+ 1,11

ET 11,74 £ 0,15 10,87 +£1,11 13,46 £ 0,70 11,40 +0,75
EPN 27,43 £0,44 28,41 +£1,37 25,53+£1,03 27,24 £ 0,51
CTL 68,81+ 0,71 68,72+ 1,10 70,13 +1,32 69,55 + 3,26
CMC 60,40 + 0,56 58,59 + 1,48 68,71 +2,18 68,07 + 1,61
EPE 46,87 £ 0,90 48,75+ 1,19 47,91 + 3,70 44,57 + 1,75
SocC 95,11 + 0,52 95,51 +1,13 96,95 + 1,26 93,59 + 0,03

PR 11,27 £ 0,10 11,80 £ 0,25 15,34 £ 0,67 11,47 + 0,68

RMN de 'H = ressonancia magnética nuclear de hidrogénio; CG-Pl = cromatografia gasosa
utilizando padronizacdo interna; CG-PE = cromatografia gasosa utilizando padronizacéo
externa; CG-N = cromatografia gasosa utilizando normalizacdo; ES = E. saligna; UxG =
hibrido E. urophylla x E. grandis; ET = E. tereticornis; EPN = E. punctata; CTL = C.
torelliana; CMC = C. maculata; EPE = E. phoenicea; SOC = a-pineno comercializado pela

Socer Brasil Industria e Comércio Ltda; PR = pimenta rosa (Schinus sp).
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Tabela S1.49. Identificacdo e quantificacdo dos constituintes dos Oleos essenciais

utilizando CG-EM e CG-DIC, respectivamente.

Componentes 1A ¢ AT CTL (%) CMC (%) EPN (%) SOC (%)
Tricicleno 917 921 - - - 0,30 + 0,00
a-Thujeno 924 924 - - 0,47 +0,01 -
a-pineno 932 932 69,55 + 3,26 68,07 £1,61 27,24 0,51 93,59 + 0,03

Canfeno 944 946 - - - 1,58 £0,02
Thuja-2,4(10)-dieno 950 953 - - - 0,10 +0,01
B-Pineno 973 974 1,68 £ 0,20 0,57 £+ 0,01 0,50+ 0,01 3,33+0,016
B-Mirceno 901 988 - - 0,93 +0,04 -
a-Felandreno 1003 1002 - - 6,76 = 0,56 -
a-Terpineno 1014 1014 - - 0,52 £0,02 -
o-Cimeno 1023 1022 - - 2,97 +0,34 -
Limoneno 1025 1024 1,10 £ 0,05 - - -
B-Felandreno 1024 1025 - - - 0,67 £0,02
y-Terpineno 1058 1054 - - 1,04 + 0,05 -
1,8-cineol 1029 1026 - 3,55+0,23 55,63 +1,41 -
Terpinen-4-ol 1175 1174 - - 0,70 +0,04 -
a-terpineol 1189 1186 - - 1,01 £ 0,06 -
a-Gurjuneno 1408 1409 - 0,59 £0,05 - -
E-Cariofileno 1418 1417 7,42 +1,38 - - -
Aromadendreno 1438 1440 3,16 +0,83 3,01+0,20 - -
a-Humuleno 1453 1452 0,77 £0,13 - - -
allo-Aromadendreno 1460 1458 0,74 +0,12 0,74 +0,04 - -
Viridifloreno (ledeno) 1495 1496 - 1,16 £0,04 - -
a-Selineno 1496 1498 1,42 +0,15 - - -
Germacrene-B 1560 1559 - 0,39 +£0,03 - -
Guaiol 1601 1600 2,13 +0,26 8,77 +0,44 - -
Espatulenol 1581 1577 0,77 £ 0,05 - - -
Globulol 1589 1590 2,26 £0,21 - - -
Viridiflorol 1593 1592 - 0,71+0,04 - -
Ledol 1605 1602 - 0,44 + 0,02 - -
10-epi-a-Eudesmol 1624 1622 - 0,90 + 0,07 - -
a-Eudesmol 1655 1662 - 0,68 +0,20 - -
Selin-11-en-4-a-ol 1656 1658 1,72 £0,40 - - -
7-epi-a-Eudesmol 1660 1662 - 0,45 +0,02 - -
Bulnesol 1670 1670 - 2,91+0,12 - -
Identificados (%) 92,72 92,94 97,77 99,57

IAc = Indice aritmético calculado; IAr = Indice aritmético tabelado; CTL = C. torelliana; CMC = C. maculata; EPN =
E. punctata; SOC = a-pineno comercializado pela Socer Brasil Industria e Comércio Ltda.
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Tabela S1.50. Identificacdo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais contendo a-

pineno utilizando CG-EM e CG-DIC, respectivamente.

Componentes IA ¢ IAT ET (%) ESC (%) UXG (%) EPE (%) PR (%)
a-Tujeno 924 924 0,77 £0,07 - - -
a-Pineno 932 932 11,40£0,75 34,81+1,31 36,80+1,11 44,57 +1,75 11,47 £0,68

Tuja-2,4(10)-dieno 949 953 - 0,50 £0,37 0,02 +£0,00 - -
B-Pineno 973 974 20,41 + 0,82 - 0,23+0,01 31,23 + 1,50 5,71+0,23
B-Mirceno 991 988 0,57 £0,02 - - 0,99 £ 0,02 4,02+ 0,20

a-Felandreno 1002 1002 4,30 +0,10 - - 0,96 + 0,031 0,80 £0,00
6-3-Careno 1008 1008 - - 0,60 +0,01 - 57,64 + 2,58
a-Terpineno 1014 1014 0,12 £0,00 - - - -
p-Cimeno 1024 1020 14,76 + 0,46 - - 1,26 +0,17 1,64 +0,06
o-Cimeno 1023 1022 - - - - 1,72 +0,02
Limoneno 1025 1024 - 2,40+0,11 - - 3,12+0,11
y-Terpineno 1058 1054 4,88 + 0,02 - - - -
Terpinoleno 1086 1086 0,44 £0,00 - - - 0,93 +0,03

Isoamil isobutirato 1014 1007 - 1,20+ 0,04 0,10 + 0,02 - -
1,8-cineol 1029 1026 17,34 £ 0,26 2,28 £0,08 33,69 +0,73 7,34 £0,20 -

Tetrahidro linalool 1098 1098 - 5,84 £0,23 - - -

Oxido de a-Pineno 1093 1099 - 0,68 £ 0,04 0,19 +£ 0,00 - -

endo-Fenchol 1112 1114 0,11+0,01 - 0,40 £ 0,00 - -
a-Canfolenal 1125 1122 - 4,23 +0,09 0,26 + 0,00 - -
Acetato de E-pinocanvil 1137 11135 - 0.90£0.06 5541003 - -
E-Pinocarveol 1137 1135 0,41 £0,07 2,67 £0,09 0,61 +0,03 - -
Z-Verbenol 1146 1137 - 5,78 £0,04 - - -
E-Verbenol 1145 1140 - - 0,39 +£0,03 - -
Pinocarvona 1161 1160 - 1,38 +0,03 - - -
Borneol 1165 1165 0,20 £0,03 - 0,93+0,08 - -
Terpinen-4-ol 1175 1174 1,53+0,07 - 0,53 +0,03 - -
a-Terpineol 1189 1186 2,19+0,11 1,54 +0,01 3,55+ 0,25 1,27 +0,16 -
Mirtenol 1194 1194 0,34 £0,02 - - - -
Mirtenal 1195 1195 - 2,26 £0,04 - - -
E-carveol 1221 1215 - 6,58 £ 0,07 - - -
Formiato de geranila 1309 1298 - 10,31+0,83 - - -
Z-2,3-Pinanodiol 1320 1318 - 1,73+0,21 - - -
E-Patchenol 1326 1328 - 5,88 £0,32 - - -
a-Acetato de terpinila 1352 1346 - - 4,84 +0,55 - -

Acetato de geranila 1386 1379 - - 0,23+0,03 - -

a-Gurjuneno 1408 1409 1,61+0,09 - 0,15 +0,02 - -
E-Cariofileno 1418 1417 0,06 £ 0,00 - 1,35+0,18 2,07 +0,29 0,44 £0,05
B-Gurjuneno 1431 1431 1,33+0,11 - - - -
E-a-Bergamoteno 1432 1432 - - - - 0,15 +0,02
Aromadendreno 1438 1440 4,13 +0,31 - 0,31 +£0,05 0,77 0,11 -
Allo-aromadendreno 1460 1458 1,77 +0,14 - - - -
Viridifloreno 1495 1496 0,95 +0,08 - 0,43 +0,08 - -
a-Muuroleno 1500 1500 - - 0,10 +£0,02 - 0,22 £0,04
E,E-a-farneseno 1515 1505 - 1,68 + 0,06 - 1,61+0,21 -
o-cadineno 1524 1522 0,23 +0,02 - 0,78 +0,14 - 0,54 +0,09
Elemol 1551 1548 - - - - 1,52+0,29
Palustrol 1568 1567 0,21 +0,05 - -
Espatulenol 1581 1577 1,16 +0,14 2,34+0,16 1,25 +0,30 - -
Guaiol 1601 1600 - - 0,39+0,10 - 0,22 £0,05
Oxido de cariofileno 1585 1582 - - - 1,87 +0,20 0,35+0,07
Globulol 1589 1590 2,32+0,24 1,01+ 0,06 1,17 £ 0,27 - -
Viridiflorol 1593 1592 0,53 £ 0,06 - 0,77 £0,18 - -
Ledol 1605 1602 0,44 £0,02 - - - -
y-Eudesmol 1626 1630 - - - - 1,55+0,35
B-Eudesmol 1652 1649 - - - - 0,79 £0,20
Identificados (%) 94,30 96,00 90,52 93,94 92,83

IAc = Indice aritmético calculado; IAT = indice aritmético tabelado; ET = E. tereticornis; ES = E. saligna; UXG = hibrido E. urophylla x E. grandis;
EPE = E. phoenicea; PR = pimenta rosa (Schinus sp).
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quantificacdo de a-pineno.
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DADOS SUPLEMENTARES 2 (S2)

VALIDACAO DE UM METODO DE RMN DE 'H PARA ANALISES DE a-
BISABOLOL EM OLEOS ESSENCIAIS DE EREMANTHUS ERYTHROPAPPUS

Conteudo:
1. Dados de validagdo do método de RMN de 'H (linearidade Tabelas S2.1 a
S2.3; repetibilidade Tabelas S2.4 a S2.6; exatidao/precisdo Tabelas S2.7 a
S2.9; estabilidade do analito e do padrdo interno em cloroféormio deuterado
Tabelas S2.10 a S2.12; robustez Tabelas S2.13 a S2.15; limites de
deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ), Tabelas S2.16 a S2.18.

2. Dados da quantificacdo de a-bisabolol em amostras de Oleos essenciais
por RMN de 'H e COSY, Tabelas S2.19 e S2.20, respectivamente.
Comparacédo do conteudo de a-bisabolol obtido nas amostras de Oleo
essencial por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H),
COSY, cromatografia gasosa usando padronizacdo interna (CG-Pl),

padronizacao externa (CG-PE) e normalizacéo (CG-N) Tabela S2.21.

3. ldentificacdo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais de
Eremanthus erythropappus por cromatografia gasosa-espectrometria de
massas (CG-EM) e cromatografia gasosa-deteccdo de ionizacado de chama

(CG-DIC), respectivamente (Tabelas S2.22 e S2.23).
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Tabela S2.1. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

bisabolol em 6leo essencial usando o sinal em 5,36 ppm.

m (mg) Rep S/R Igis mais (MQ) Mmgis (mg) DP (%) CV (%)
1 213,156 481,220 5,28
5,25 2 214,946 478,820 5,26
5,26 0,02 0,33
3 215,658 478,210 5,25
1 430,365 952,830 10,46
10,51 2 434,099 959,400 10,53
10,49 0,04 0,35
3 420,759 955,350 10,49
1 535,913 1437,10 15,77
15,76 2 499,286 1416,21 15,54
15,63 0,13 0,81
3 527,829 1418,26 15,57
1 628,655 1917,70 21,05
21,02 2 624,833 1916,74 21,04
20,99 0,09 0,43
3 588,417 1903,10 20,89
1 643,72 2385,60 26,18
26,27 2 735,926  2406,14 26,41 0,65
26,22 0,17
3 707,655 2375,50 26,07
1 791,252  2859,67 31,39
31,52 2 805,084 2844,97 31,22
32,26 0,12 0,38
3 691,927 2838,73 31,16
1 800,451 3293,21 36,14
36,78 2 726,040 3299,97 36,26
36,23 0,09 0,25
3 867,284 3309,88 36,33

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; Igis=
integral do sinal em 5,36 ppm no espectro de RMN de H do a-bisabolol; mgis =
quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmsis = média da quantidade de a-bisabolol
encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S2.2. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

bisabolol em 6leo essencial usando o sinal em 5,13 ppm.

m (mg) Rep S/R Igis meis (Mg) Mmeis (mg) DP (%) CV (%)
1 223,710 487,920 5,360
5,25 2 223,720 468,440 5,140
5,250 0,11 2,04
3 224,433 479,450 5,260
1 454,260 949,300 10,42
10,51 2 448,712 956,490 10,50
10,43 0,06 0,60
3 435,596 945,180 10,37
1 551,395 1422,90 15,62
15,76 2 507,769  1415,26 15,53
15,57 0,04 0,29
3 541,087 1416,68 15,55
1 649,975 1894,09 20,79
21,02 2 644,298 1903,64 20,89 0,07
20,82 0,33
3 597,255 1891,91 20,76
1 673,897 2375,18 26,07
26,27 2 763,963  2404,80 26,39
26,21 0,17 0,64
3 729,426  2383,27 26,16
1 813,778 2803,86 30,77
31,52 2 825,327 2813,85 30,88
30,88 0,11 0,36
3 716,002  2823,98 30,99
1 835,791 3286,44 36,07
36,78 2 742,598  3275,59 35,95
36,08 0,14 0,38
3 890,476  3300,72 36,23

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; lgis=
integral do sinal em 5,13 ppm no espectro de RMN de H do a-bisabolol; mgis =
quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol

encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagéo.
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Tabela S2.3. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de *H para determinacéo de a-

bisabolol em 6leo essencial usando o sinal em 1,10 ppm.

m (mg) Rep S/IR Igis meis (Mg)  Mmgis (mg) DP (%) CV (%)

1  2856,96 1443,37 5,280

5,25 2 282831 1431,28 5,240
5,26 0,02 0,43

3 2847,07 1439,69 5,270

1 5918,48 2834,97 10,37

10,51 2 5645,57 2871,82 10,51
10,43 0,07 0,65

3 5381,08 2849,62 10,43

1 6956,13 4294,23 15,71

15,76 2 6137,85 4242,46 15,52
15,59 0,10 0,66

3 6696,02 4249,19 15,55

1 8096,79 5612,42 20,53
21,02 2 7994,63 5636,31 20,62 20,55 0,06 0,30

3 7146,31 5603,82 20,50

1 8522,72 7337,28 26,84

26,27 2 9630,07 7231,74 26,46
26,61 0,20 0,77

3 9017,68 7252,21 26,53

1 10020,2 8311,59 30,41

31,52 2 10177,5 8383,24 30,67
30,46 0,19 0,62

3 8836,67 8283,57 30,30

1  10529,5 9968,83 36,47

36,78 2 9071,34 9706,20 35,51
36,15 0,56 1,54

3 10859,2 9971,72 36,48

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; Igis=
integral do sinal em 1,10 ppm no espectro de RMN de H do a-bisabolol; mgis =
quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmsis = média da quantidade de a-bisabolol
encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S2.4. Avaliacdo da repetibilidade do método de RMN de 'H para determinacéo de

a-bisabolol em éleo essencial usando o sinal em 5,36 ppm.

m (mg) Rep S/R Igis Meis (Mg) Mmagis (mg) DP (%) CV (%)

1 214,715 482,650 5,300

5,25 2 218,290 462,230 5,070
5,170 0,12 2,23

3 217,549 468,240 5,140

1 426,614 955,340 10,49

10,51 2 440,343 948,300 10,41
10,44 0,04 0,38

3 430,549 950,100 10,43

1 585607 1432,21 15,72

15,76 2 568,038 1411,67 15,49
15,61 0,11 0,72

3 500,394 1422,75 15,62

1 649,847 191454 21,01

21,02 2 642,467 1909,30 20,96
21,01 0,06 0,26

3 654,465 1919,32 21,07

1 658,335 2432,86 26,70

26,27 2 619,048 2361,69 25,92
26,11 0,53 2,02

3 614,057 234151 25,70

1 706,568 2773,80 30,44

31,52 2 712,033 2823,02 30,98
30,69 0,27 0,89

3 720,826 2792,68 30,65

1 763,639 3298,70 36,20

36,78 2 766,762  3300,49 36,22
36,39 0,30 0,83

3 724531  3347,05 36,73

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; lgis=
integral do sinal em 5,36 ppm no espectro de RMN de 'H do a-bisabolol; mgis =
quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol
encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S2.5. Avaliacdo da repetibilidade do método de RMN de 'H para determinacéo de

a-bisabolol em éleo essencial usando o sinal em 5,13 ppm.

m (mg) Rep S/IR Igis Magis (MQ) Mmgis(mg) DP (%) CV (%)

1 227,169 489,570 5,370

5,25 2 231,938 466,990 5,130

5,210 0,14 2,72

3 234,821 467,360 5,130

1 450,566 947,510 10,40

10,51 2 466,453 940,580 10,32
10,35 0,04 0,39

3 452,997 941,800 10,34

1 513,869 1425,21 15,64

15,76 2 507,398 1399,05 15,36
15,51 0,14 0,93

3 528,257 1414,85 15,53

1 684,202 1872,81 20,55

21,02 2 670,944  1913,43 21,00
20,83 0,24 1,15

3 691,42 1907,30 20,93

1 616,876 2410,80 26,46

26,27 2 658,085 2343,16 25,72
25,88 0,52 2,00

3 651,643 2320,11 25,46

1 756,779  2734,66 30,01

31,52 2 759,489  2813,17 30,88
30,42 0,43 1,42

3 753,543  2766,75 30,37

1 716,122  3274,00 35,93

36,78 2 712,211  3274,13 35,93
36,02 0,16 0,44

3 739,648  3298,88 36,21

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; lgis=
integral do sinal em 5,13 ppm no espectro de RMN de H do a-bisabolol; mgis =
quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol
encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagéo.
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Tabela S2.6. Avaliacdo da repetibilidade do método de RMN de 'H para determinacéo de

a-bisabolol em éleo essencial usando o sinal em 1,10 ppm.

m (mg) Rep S/IR lgis meis (Mg) Mmeis (mg) DP (%) CV (%)
1 2863,430 1449,58 5,300

5,25 2 2938,940 1393,26 5,100 5.180 0.11 2.06
3 2012,220 1408,37 5,150
1 5611,580 2823,74 10,33

10,51 2 5870,770  2829,13 10,35 10,30 0.06 0,61
3 5629,100 2797,06 10,23
1 6480,820 4202,80 15,38

15,76 2 6605,040 4191,79 15,34 1533 0.04 0.28
3 6397,020 4179,26 15,29
1 8479,110 5591,13 20,45

21,02 2 8009,840 5612,55 20,53 2053 0.07 0.33
3 8566,280 5628,32 20,59
1 10776,50 7234,89 26,47

26,27 2 10667,16  6981,45 25,54 25,59 0.85 3.31
3 10542,45 6771,81 24,77
1 10998,33  8202,80 30,01

31,52 2 10976,82 8285,17 30,31 30,22 0,18 0.61
3 10281,54 8294,50 30,34
1 10527,36  9750,40 36,67

36,78 2 10478,09 9773,21 35,75 35.85 0.24 0,67
3 10544,89 9873,44 36,12

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; lgis=
integral do sinal em 1,10 ppm no espectro de RMN de H do a-bisabolol; mgis =
quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol
encontrada; DP = desvio padréo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S2.7. Avaliacdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacdo de a-

bisabolol em 6leo essencial usando o sinal em 5,36 ppm.

Rep S/IR Isis Peis (%) Exa (%) Mexa (%) DP (%) CV (%)
1 213,156 481,220 98,51 103,16
2 214946 478,820 98,02 102,64 102,77 0,34 0,33
3 215,658 478,210 97,90 102,51
1 430,365 952,830 97,53 102,13
2 434,099 959,400 98,20 102,83 102,45 0,36 0,35
3 420,759 955,350 97,79 102,40
1 535,913 1437,10 98,07 102,69
2 499,286 1416,21 96,64 101,19 101,74 0,82 0,81
3 527,829 1418,26 96,78 101,34
1 628,655 1917,70 98,15 102,77
2 624,833 1916,74 98,10 102,72 102,49 0,44 0,43
3 588,417 1903,10 97,40 101,99
1 643,72 2385,60 97,67 102,28
2 735,926  2406,14 98,52 103,16 102,43 0,67 0,35
3 707,655 237550 97,26 101,84
1 791,252 2859,67 97,57 102,17
2 805,084 284497 97,07 101,64 101,74 0,38 0,38
3 691,927  2838,73 96,86 101,42
1 800,451  3293,21 96,31 100,85
2 726,040 3299,97 96,51 101,06 101,09 0,26 0,25
3 867,284  3309,88 96,80 101,36

Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; Igsis= integral do sinal em 5,36 ppm no
espectro de RMN de H do a-bisabolol; Pgis = pureza calculada do a-bisabolol; Exa =
Exatiddo; Mexa = média da exatiddo; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de

variacgéo.
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Tabela S2.8. Avaliacdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacdo de a-

bisabolol em 6leo essencial usando o sinal em 5,13 ppm.

Rep S/R lgis Peis (%) Exa (%) Mexa(%) DP (%) CV (%)
1 223,710 487,920 97,34 101,92
2 223,720 468,440 9345 97,85 99,98 2,04 2,04
3 224,433 479,450 95,65 100,15
1 454,260 949,300 94,69 99,15
2 448,712 956,490 9541 99,90 99,26 0,60 0,60
3 435596 945180 94,28 98,72
1 551,395 1422,90 94,62 99,08
2 507,769 141526 9411 98,55 98,76 0,28 0,29
3 541,087 1416,68  94.21 98,65
1 649,975  1894,09 94,46 98,92
2 644,298 1903,64 94,94 99,41 99,04 0,33 0,33
3 597,255 189191 94,36 98,80
1 673,897 237518 94,77 99,23
2 763,963 240480 9595 100,47 99,76 0,64 0,64
3 729,426 238327 9509 99,57
1 813,778 280386 93,23 97,62
2 825,327 281385 93,56 97,97 97,97 0,35 0,36
3 716,002 282398 9389 98,32
1 835,791  3286,44 93,66 98,07
2 742,598 327559 93,35 97,75 98,11 0,38 0,38
3 890,476  3300,72 94,07 98,50

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Igis= integral do sinal em 5,13 ppm no espectro
de RMN de 'H do a-bisabolol; Pgis = pureza calculada do a-bisabolol; Exa = Exatidao;
Mexa= média da exatiddo; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao.
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Tabela S2.9. Avaliacdo da exatiddo do método de RMN de H para determinacdo de a-

bisabolol em dleo essencial usando o sinal em 1,10 ppm.

Rep  SIR lgis Pes (%) Exa(%)  Mea(%) DP (%) CV (%)
1  2856,96 144337 9598 100,5
2 282831 143128 9518 99,66 100,1 0,43 0,43
3 2847,07 143969 95,74 100,2
1 591848 283497 94,26 98,70
2 564557 2871,82 9549 99,98 99,30 0,65 0,65
3 5381,08 2849,62 94,75 99,21
1 6956,13 429423 95,19 99,67
2 6137,85 424246 94,04 98,47 98,92 0,65 0,66
3 6696,02 4249,19 94,19 98,63
1 8096,79 561242 93,30 97,70
2 799463 563631 93,70 98,12 97,79 0,29 0,30
3 714631 5603,82 93,16 97,55
1 852272 733728 97,58 102,2
2 9630,07 7231,74 96,18 100,7 101,3 0,78 0,76
3 9017,68 725221 96,45 101,00
1 10020,2 831159 92,12 96,46
2 101775 838324 92,91 97,29 96,63 0,60 0,62
3 883667 828357 91,81 96,13
1 105295 9968,83 94,70 99,16
2 9071,34 970620 92,21 96,55 98,30 1,52 1,53
3 108592 9971,72 94,73 99,19

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Igis= integral do sinal em 1,10 ppm no espectro
de RMN de 'H do a-bisabolol; Pgis = pureza calculada do a-bisabolol; Exa = Exatidao;

Mexa= média da exatiddo; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao.

197



Tabela S2.10. Avaliacdo da estabilidade do analito a-bisabolol e do padréo interno
octametilciclotetrasiloxano no solvente cloroférmio deuterado usando o sinal em 5,36 ppm

no espectro de RMN de *H do a-bisabolol.

Intervalo Mgis Mmegis DP Ccv D
Rep S/R Isis
de tempo (mg) (mg) (%) (%) (%)

628,655 1917,70 21,05
624,833 1916,74 21,04 2099 009 043 NA

588,417 1903,10 20,89
628,655 1920,04 21,07

624,833 1905,04 20,92 20,99 0,08 0,38 0,55
588,417 1910,52 20,97
541,994 1916,03 21,03

1
Inicial O h) 2
3
1
2
3
1
Apdés 12 h 2 486,166 1907,17 20,93 20,95 0,07 0,32 0,36
3
1
2
3
1
2
3

Apo6s 6 h

454,872 1904,53 20,90
477,281 1918,62 21,06
491,747 1911,62 20,98 21,00 0,05 0,22 0,43
470,507 1911,10 20,97
445,224 1920,57 21,08

Apds 18 h

Ap6s 24 h 611,833 1907,32 20,93 2098 009 043 045
567,19 1905,58 20,91
M (%) 20,98
DP; (%) 0,02
CV1 (%) 0,09

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Igis= integral do sinal em 5,36 ppm no espectro
de RMN de 'H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmgis =
média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de
variacdo; M; = média das massas encontradas em todos os intervalos de tempo
avaliados; DP; = desvio padrdo das massas encontradas em todos os intervalos de
tempo avaliados; CV; = coeficiente de variacdo entre as massas encontradas em todos
os intervalos de tempo avaliados; NA = nédo aplicavel; D = diferenca em percentagem
entre a quantidade de a-bisabolol nos espectros de RMN de 'H adquiridos nos diferentes
intervalos de tempo avaliados.
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Tabela S2.11. Avaliagdo da estabilidade do analito a-bisabolol e do padrdo interno
octametilciclotetrasiloxano no solvente cloroférmio deuterado usando o sinal em 5,13 ppm
no espectro de RMN de *H do a-bisabolol.

Intervalo de Mais Mmgis DP Ccv D

Rep S/IR Isis
tempo (mg) (mg) (%) (%) (%)

649,975 1894,09 20,79
644,298 1903,64 20,89 20,82

597,255 189191 20,76
649,975 1900,46 20,86

644,298 1894,86 20,80
597,255 1896,64 20,82
561,717 1901,29 20,87

1
Iniciall (O h) 2
3
1
2
3
1
Apés 12 h 2 502,408 1892,35 20,77
3
1
2
3
1
2
3

0,07 0,33 NA

Apbs 6 h
20,82 0,03 0,15 0,38

20,74 0,14 0,69 0,37
465,335 1875,46 20,58

491,626 1891,95 20,76
507,211 1893,32 20,78
478,209 1881,16 20,65
464,381 1911,85 20,98

Apés 18 h
20,73 0,07 035 041

Apbs 24 h 629,315 190547 20,91
20,93 0,05 024 0,54
578,14 1903,12 20,89
M, (%) 20,81
DP; (%) 0,08
CVi1 (%) 0,39

Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; Igis= integral do sinal em 5,13 ppm no espectro
de RMN de 'H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmgis =
média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de
variacdo; M; = média das massas encontradas em todos os intervalos de tempo
avaliados; DP; = desvio padrdo das massas encontradas em todos os intervalos de
tempo avaliados; CV; = coeficiente de variacdo entre as massas encontradas em todos
os intervalos de tempo avaliados; NA = nédo aplicavel; D = diferenca em percentagem
entre a quantidade de a-bisabolol nos espectros de RMN de 'H adquiridos nos diferentes
intervalos de tempo avaliados.
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Tabela S2.12. Avaliacdo da estabilidade do analito a-bisabolol e do padréo interno

octametilciclotetrasiloxano no solvente cloroférmio deuterado usando o sinal em 1,10 ppm

no espectro de RMN de *H do a-bisabolol.

Intervalo de Mais Mmeg;s DP Ccv D
empo 0 SR g e e ) o)
1 8096,79 5612,42 20,53
Inicial Oh) 2 799463 5636,31 20,62 2055 006 030 NA
3 7146,31 5603,82 20,50
1 8096,79 5708,57 20,88
Apbs 6 h 2 799463 5640,97 20,64 20,75 012 060 1,05
3  7146,31 5666,16 20,73
1 68751 5703,73 20,87
Apés12h 2 623581 563539 2062 20,79 0,15 0,71 1,28
3 5604,51 5706,30 20,88
1 612586 570506 20,87
Ap6és18h 2  6289,64 567251 20,75 20,81 006 029 1,39
3 5750,65 5688,06 20,81
1 5839,14 5663,25 20,72
Apés24h 2 7809,47 5651,76 20,68 20,65 0,02 007 1,09
3 692553 5617,60 20,55
M (%) 20,71
DP1 (%) 0,11
CV1 (%) 0,52

Rep = replicatas; S/R = razao sinal/ruido; Igis= integral do sinal em 1,10 ppm no espectro
de RMN de 'H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-bisabolol encontrada; Mmgis =
média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de
variacdo; M; = média das massas encontradas em todos os intervalos de tempo
avaliados; DP; = desvio padrdo das massas encontradas em todos os intervalos de
tempo avaliados; CV; = coeficiente de variacdo entre as massas encontradas em todos
NA = nao aplicavel; D = diferenca em percentagem
entre a quantidade de a-bisabolol nos espectros de RMN de 'H adquiridos nos diferentes
intervalos de tempo avaliados.

os intervalos de tempo avaliados;
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Tabela S2.13. Avaliacdo da robustez do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

bisabolol em 6leo essencial usando o sinal em 5,36 ppm.

Parametro m(mg) Rep S/R Igis meis Mmas .l v P
(mg) (mg) (%) (%) (%)
5,25 1 2135 486,680 5,34
5,25 o 2268 480,160 527 531 004 070 094
5,25 3 2158 484,880 5,32
21,02 1 6368 1919,16 21,03
nt=g: 21,02 o 564,33 191962 21,07 2097 014 065 0,19
temperatura 21,02 3 6049 1896,63 20,82
controlada 36,78 1 8309 3303,73 36,26
25°C 36,78 o 797,3 3296,78 36,18 36,25 0,07 019 0,14
36,78 3 8631 330933 36,32
5,25 1 160,6 480,480 5,27
5,25 o 1575 481,130 528 526 003 060 0,38
5,25 3 157,3 475820 5,22
21,02 1 5419 191418 21,01
nt = 16; 21,02 o 4861 192383 21,11 21,06 005 025 0,46
Sem 21,02 3 4548 1919,14 21,06
controlede 3578 ;9422 328053 36,00
emperatura 3578, 1027, 3291,61 36,13 3607 006 017 045
36,78 3 7339 328342 36,07

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = razdo sinal/ruido; lgis= integral do
sinal em 5,36 ppm no espectro de RMN de H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-bisabolol
encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP = desvio padréo; CV =
coeficiente de variagdo; D = diferenca em percentagem entre a quantidade de a-bisabolol
encontrada nos espectros de RMN de H nas diferentes condicdes avaliadas.
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Tabela S2.14. Avaliagcdo da robustez do método de RMN de H para determinacéo de a-

bisabolol em 6leo essencial usando o sinal em 5,13 ppm.

Parametro m Rep S/R Igis Mes  Mmes  DP cv P
(mg) (mg) (mg) (%) (%) (%)
5,25 1 221,855 479,600 5,260
5,25 o 236,168 477,190 5240 526 002 0,38 1,29
5,25 3 225,686 480,790 5,280
21,02 1 659,618 190544 20,91
nt=g: 21,02 , 591,104 1903,36 20,89 20,82 0,15 0,71 0,40
temperatura 21,02 3 629,953 1881,12 20,65
controlada 25 36,78 1 862,099 3281,85 36,02
°C 36,78 5 824,151 3269,75 3589 36,00 0,10 0,28 0,24
36,78 3 892,028 3287,42 36,08
5,25 1 165,907 479,360 5,260
5,25 ) 163,551 476,590 5230 5,250 0,02 0,29 1,24
5,25 3 164,243 478,370 5,250
21,02 1 561,717 1908,64 20,95
nt = 16: 21,02 , 502,408 1910,15 20,96 20,97 0,02 0,11 0,74
semcontrole o702 4 465,335 1912,92 20,99
de 36,78 1 981,496 3268,13 3587
temperatura 357, 1074,33 328100 3601 3591 008 024 058

36,78 3 752,732 3267,14 35,86

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; Isis= integral do
sinal em 5,13 ppm no espectro de RMN de *H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-bisabolol
encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP = desvio padrédo; CV =
coeficiente de variagdo; D = diferenca em percentagem entre a quantidade de a-bisabolol
encontrada nos espectros de RMN de H nas diferentes condicdes avaliadas.
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Tabela S2.15. Avaliacdo da robustez do método de RMN de 'H para determinacéo de a-

bisabolol em 6leo essencial usando o sinal em 1,10 ppm.

A m Magis Mmeais DP cv D
Parametro Rep S/IR Igis
(mg) (mg) (mg) (%) (%) (%)
525 1  2771,08 143752 526
525 o 299924 143561 525 525 0,01 0,26 045
525 3  2866,62 1430,30 5,23
nt = 8: 21,0 q  8102,64 574752 21,03
temperatura 510, 7479,76 561504 20,54 20,63 036 1,75 1,22
controlada 515, 780643 555439 20,32
25 °C
36,7 1  10729,7 980533 35,87
36,7 ,  9996,44 9709,77 3552 3595 0,47 1,30 0,59
36,7 3  10996,9 9962,84 36,45
525 1 211544 143881 526
525 o,  2059,05 1418,77 519 522 0,04 0,72 074
525 3 2071,62 142497 521
”;#}6? 21,0 1 68751 5661,55 20,71
210 , 623581 5657,3% 20,70 20,72 0,03 0,16 084
controle de
temperatura 210 3 560451 567428 20,76
36,7 1 12139,3 9810,15 35,89
36,7 o, 135055 9854,74 36,05 3592 0,11 0,32 163

36,7 3 9164,41 9794,20 35,83

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lgsis= integral
do sinal em 1,10 ppm no espectro de RMN de *H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-
bisabolol encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP =
desvio padrdo; CV = coeficiente de variacdo; D = diferengca em percentagem entre a
guantidade de a-bisabolol encontrada nos espectros de RMN de H nas diferentes
condicbes avaliadas.
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Tabela S2.16. Avaliacdo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) do método
de RMN de !H para quantificacdo de a-bisabolol em 6leo essencial, usando o sinal em

5,36 ppm no espectro a-bisabolol.

m(mg) Rep S/R Igis Meis (Mg)  Mmgis (mg) DP (%) CV (%) E (%)
1 55983 9,380 0,118

0,104 2 59351 8,430 0,106 0,107 0,011 10,8 8,16
3  4,4293 7,560 0,095
1 11,957 20,350 0,256

0,259 2 12,423 20,330 0,256 0,255 0,003 1,03 1,78
3 8,6163 19,980 0,252
1 24,208 40,120 0,505

0,519 2 22,011 38,920 0,490 0,503 0,012 2,39 2,97
3 23,798 40,810 0,514
1 48,287 81,450 1,03

1,04 2 47,082 80,530 1,01 1,02 0,01 0,661 1,84
3 47,431 80,520 1,01
1 138,12 237,79 2,79

2,59 2 13455 221,87 2,77 2,79 0,01 0,487 7,57
3 138,63 220,21 2,80
1 217,93 222,23 5,00

5,19 2 224,41 398,94 5,02 5,02 0,01 0,211 3,28

3 220,69 398,39 5,01

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lgis= integral
do sinal em 5,36 ppm no espectro de RMN de 'H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-
bisabolol encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP =
desvio padrdo; CV = coeficiente de variacdo; E = erro relativo.
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Tabela S2.17. Avaliacdo dos limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método

de RMN de 'H para quantificagcéo de a-bisabolol em 6éleo essencial, usando o sinal em

5,13 ppm no espectro a-bisabolol.

m (mg) Rep S/IR Igis meis (Mg) Mmsgis (mg) DP (%) CV (%) E (%)
1 6,1225 10,020 0,126

0,104 2 5,3470 19,0300 0,114 0,112 0,015 13,2 12,73
3 4,2882 7,6700 0,097
1 12,377 20,330 0,256

0,259 2 11,180 20,320 0,256 0,254 0,003 1,27 1,99
3 8,0045 19,880 0,250
1 23,978 40,970 0,516

0,519 2 21,960 39,670 0,500 0,511 0,010 1,93 1,45
3 24,037 41,080 0,517
1 49,504 80,400 1,01

1,04 2 47,661 81,550 1,03 1,02 0,01 0,84 1,92
3 46,336 80,350 1,01
1 143,67 222,25 2,80

2,59 2 132,79 223,01 2,81 2,80 0,01 0,24 7,87
3 142,25 221,98 2,80
1 227,04 397,97 5,01

5,19 2 236,39 403,44 5,08 5,06 0,04 0,76 2,49
3 229,12 403,00 5,08

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lgsis= integral
do sinal em 5,13 ppm no espectro de RMN de *H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-
bisabolol encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP =

desvio padrdo; CV = coeficiente de variagcdo; E = erro relativo.
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Tabela S2.18. Avaliacao dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do
método de RMN de 'H para quantificacdo de a-bisabolol em 6leo essencial,

usando o sinal em 1,10 ppm no espectro a-bisabolol.

m (mg) Rep S/R Igis Mmsis (Mg) Mmgis (mg) DP (%) CV (%) E (%)
1 61,0854 25,0500 0,105

0,104 2 50,0953 21,2400 0,089 0,0960 0,0080 8,60 8,38
3 40,7396 22,3000 0,094
1 137,376 60,4000 0,254

0,259 2 138,614 61,0300 0,256 0,257 0,004 1,59 1,42
3 136,562 62,3100 0,262
1 266,709 125250 0,526

0,519 2 248,810 122,030 0,516 0,521 0,008 1,49 1,33
3 276,759 125,230 0,526
1 581,104 230,040 0,970

1,04 2 579,192 237,160 1,00 0,98 0,02 1,63 5,75
3 514,071 231,320 0,970
1 1759,98 667,860 2,80

2,59 2 1413,62 665,820 2,80 2,80 0,01 0,24 8,42
3 1721,86 668,980 2,80
1 2785,30 1231,08 5,17

5,19 2 2908,98  1242,46 5,22 5,19 0,03 0,49 0,36

3 2791,01  1233,26 5,18

m = massa de a-bisabolol utilizada; Rep = replicatas; S/R = raz&o sinal/ruido; lgis= integral
do sinal em 1,10 ppm no espectro de RMN de 'H do a-bisabolol; mgis = quantidade de a-
bisabolol encontrada; Mmgis = média da quantidade de a-bisabolol encontrada; DP =
desvio padrdo; CV = coeficiente de variacdo; E = erro relativo.
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Tabela S2.19. Quantificacdo de a-bisabolol em todas as amostras de 6leo essencial de
Eremanthus erythropappus usando o sinal em & = 5,13 do a-bisabolol no espectro de
RMN de *H dos 6leos essenciais.

Oleo Rep m(mg) mp(mg) S/R Igis msis (Mg) Bis (%) Mais (%) DP (%)
1 33,95 0,90 552,8 1835,76 29,84 87,91

El 2 34,93 0,90 503,7 1874,63 30,48 87,25 87,86 0,59
3 34,32 0,90 629,5 1866,80 30,35 88,43
1 37,95 0,90 5935 2100,53 34,15 89,99

E2 2 37,68 0,90 656,8 2075,86 33,75 89,57 89,66 0,29
3 37,00 0,90 605,4 2035,12 33,09 89,42
1 34,56 0,90 6753 1869,89 30,40 87,96

ES 2 36,32 0,90 5920 196596 31,96 88,00 88,25 0,46
3 37,39 0,90 623,1 2041,68 33,19 88,77
1 37,43 0,90 707,4  1989,49 32,34 86,41

E4 2 38,59 0,90 583,2 2042,23 33,20 86,04 86,27 0,20
3 35096 0,90 6353 1910,13 31,05 86,36
1 40,59 0,90 7889 239109 38,87 95,77

ES 2 40,89 0,90  656,3 241357 39,24 9596 95,63 0,42
3 40,12 0,90 681,6 234821 38,18 95,15
1 41,86 0,75 6645 2622,90 35,58 85,00

E6 2 41,83 0,75 5356 255359 34,64 82,82 84,51 1,51
3 41,33 0,75 623,5 2611,70 35,43 85,73
1 43,555 0,75 772,5 3102,24 42,08 96,64

E7 2 4555 0,75 8192 325049 44,10 96,81 96,74 0,09
3 4734 0,75 755,4  3377,02 45,81 96,77
1 43,26 0,75 644,9 2767,59 37,55 86,79

E8 2 43,60 0,75 6858 2771,83 37,60 86,24 86,35 0,40
3 43,36 0,75 718,6  2749,04 37,29 86,01
1 39,25 0,75 573,6 260560 35,35 90,06

E9 2 4255 0,75 6920 281597 38,20 89,78 89,93 0,14
3 41,59 0,75 601,8 2758,11 37,42 89,96
1 37,90 0,53 904,1 391850 37,36 98,59

E10 o 32,65 0,53 7945 3369,83 32,13 98,42 98,44 0,14
3 38,13 0,72 856,5 2893,99 37,49 98,32
1 35,69 0,53 932,0 3673,08 35,02 98,14

E1l o 3361 0,72 812,0 2543556 32,95 98,03 9827 0,32

3 31,4 0,72 784,2 2390,76 30,97 98,63

m = massa de amostra; mp - massa do padréo interno octametilciclotetrasiloxano; S/R = razao sinal/ruido; lgis = integral do sinal
6 = 5,13 do a-bisabolol no espectro de RMN de *H do 6leo essencial; mgs = quantidade de a-bisabolol encontrada; Bis =
percentagem de a-bisabolol encontrada; Mgis = média da percentagem de a-bisabolol encontrada; DP = desvio padréo; E1, E2,
E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10 e E11 = amostras de 6leo essencial de Eremanthus erythropappus.
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Tabela S2.20. Quantificacdo de a-bisabolol em todas as amostras de 6leo essencial de
Eremanthus erythropappus usando o método do COSY.
Oleo Rep m(mg) mpi(mg) lis  Mais(mg) Bis (%) Mais(%) DP (%)

3876 090 343,76 3387 87,38

1
El 7 87,38 0,00
2 38,76 090 343,76  33g7 87,38
2 1 39,45 090 35868 35,34 89,59 50 62 033
2 4310 090 39381 3881 90,05 ' ’
£3 1 4099 090 35780 3525 86,01 66 16 001
2 58,89 090 51540 50,82 86,30 ’ ’
£ 1 57,60 090 504,41 49,75 86,35 56,56 050
2 3462 090 30501 30,04 86,77 ' ’
- 1 4398 090 42989 4238 96,35 06 44 01
2 36,60 090 35854 3533 96,52 ’ ’
E6 1 3341 090 27065 26,65 79,75 . 017
2 3425 090 27825 27,40 79,99 ’ ’
7 1 37,15 090 364,13 35,88 96,58 06 60 008
2 3932 090 38551 37,99 96,62 ' ’
£8 1 3838 090 32144 31,66 82,50 60 4 0.08
2 3750 090 31368 30,90 82,39 ’ ’
E9 1 44,50 090 35774 3525 79,21 631 014
2 4536 090 36554 36,02 79,41 ' ’
£10 ! 3725 090 37236 36,69 98,50 06 54 008
2 48,45 090 48437 47,76 98,57 ’ ’
1 3780 090 37642 37,09 98,13
Ell 08,18 0,06

2 36,72 090 366,03 36,07 08,22

m = massa de amostra; mp - massa do padréo interno octametilciclotetrasiloxano; S/R =
razdo sinal/ruido; lgis = &rea do pico de correlagdo em 5,13 x 2,06 ppm do a-bisabolol no
mapa de contorno do COSY dos Oleos essenciais; mgis = quantidade de a-bisabolol
encontrada; Bis = percentagem de a-bisabolol encontrada; Mgis = média da percentagem
de a-bisabolol encontrada; DP = desvio padréo; E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10
e E11 = amostras de 6leo essencial de Eremanthus erythropappus.
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Tabela S2.21. Quantificacdo de a-bisabolol nos 6leos essenciais usando diferentes

métodos.
Amostra RMN de H (%)  COSY (%) CG-N (%) CG-PI (%) CG-PE (%)
El 87,86 £ 0,59 87,38+0,00 87,86+0,48 - -
E2 89,66 + 0,29 89,82+0,33 89,69+0,11 - -
E3 88,25 + 0,46 86,15+0,21 87,09%+0,11 - -
E4 86,27 £ 0,20 86,56 + 0,30 86,55+0,20 - -
E5 95,63 + 0,42 96,44 +0,12 95,25+0,23 - -
E6 84,51 +1,51 79,87 £0,17 79,23%0,21 - -
E7 96,74 + 0,09 96,60 + 0,03 96,44 + 0,30 - -
ES8 86,35 + 0,40 82,44+0,08 82,26 +0,32 - -
E9 89,93+0,14 79,31+0,14 79,38+0,80 - -
E10 98,44 + 0,14 98,54+0,05 98,08+0,12 97,13+ 0,45 98,62 +0,65
E1ll 98,27 + 0,32 98,18+ 0,06 97,38+0,17 97,10+ 0,66 97,67 +1,18

RMN de 'H = ressonancia magnética nuclear de hidrogénio; COSY = “homonuclear
correlation spectroscopy” com gradient de campo; CG-Pl = cromatografia gasosa usando
padronizacgéo interna; CG-PE = cromatografia gasosa usando padronizagéo externa; CG-
N = cromatografia gasosa usando normalizacao de areas.
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Tabela S2.22. Identificagdo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais de E. erythropappus (E1, E2, E3, E4, E5, e E6)

usando cromatografia gasosa-espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia gasosa-detector por ionizagdo em chamas (CG-DIC),

respectivamente.

Componentes 1A 1AT El (%) E2 (%) E3 (%) E4 (%) E5 (%) E6 (%)
B-elemeno 1387 1389 0,17 +0,01 - 0,17 + 0,03 0,56 £ 0,02 - -
Eugenol metil éter 1405 1401 - - 0,37 + 0,03 - - -
E-a-Bergamoteno 1430 1432 - - - - - 0,27 £ 0,02
allo-Aromadendreno 1453 1458 - - - - - -
ar-Curcumeno 1478 1479 - - - - - 0,99 + 0,00
y-Curcumeno 1474 1481 - - - - - -
Eremofileno 1479 1786 0,15+0,01 - - - - -
B-Selineno 1479 1489 - - 0,46 + 0,03 0,68 + 0,02 0,15+0,01 -
a-Selineno 1488 1498 - - 0,31 +0,02 - - -
B-Himachaleno 1497 1500 - - - - - 0,92 +0,01
Z-a-Bisaboleno 1497 1504 - - - - - 2,63 +0,03
[B-Bisaboleno 1503 1505 - - - - - 0,90 + 0,00
B-Curcumeno 1509 1514 - - - - - -

Nao identificado 1526 - - - - - - 0,99 + 0,00
E-a-Bisaboleno 1538 1549 - - - - - 2,50 +0,01
Nao identificado 1606 - - - 0,64 + 0,02 - - -
Oxido de a-bisabolol B 1649 1656 2,64 +£0,02 2,50 + 0,03 2,05+ 0,03 2,41 + 0,07 0,96 + 0,05 2,68 +£0,02
Nao identificado 1663 - - - - - - 1,78 £0,01
Nao identificado 1667 - - - 0,35+0,01 - - -
a-Bisabolol 1687 1685 87,86 £ 0,48 89,69 +0,11 87,09 £0,11 86,55+ 0,20 95,25 +0,23 79,23 £0,21
Nao identificado 1688 - - - 0,39+ 0,02 - - -
Nao identificado 1762 - - - 0,31 +0,01 - - -
Nao identificado 1768 - - - 0,41 +0,01 - - -
Oxido de a-bisabolol A 1751 1748 - - - - - -
Costunolida 1987 - 1,19+ 0,16 0,64 + 0,05 1,16 + 0,06 0,67 £ 0,02 0,66 + 0,01 0,77 £ 0,00
Eremantim 1989 1981 3,77 + 0,09 3,57 £0,10 3,71+ 0,27 4,25 +0,13 0,67 +0,02 0,57 £0,01
Identificados (%) 95,78 96,40 95,33 95,64 97,69 91,45
Nao identificados (%) - - 2,10 - - 2,78
Total (%) 95,78 96,40 97,43 95,64 97,69 94,23

IAc = Indice aritmético calculado; IAT = indice aritmético tabelado.
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gasosa-espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia gasosa-detector por ionizacdo em chamas (CG-DIC), respectivamente.

Componentes IA ¢ AT E7 (%) E8 (%) E9 (%) E10 (%) E11l (%)
B-elemeno 1387 1389 - - - 0,56 + 0,02 -
Eugenol metil éter 1405 1401 - - - -
E-a-Bergamoteno 1430 1432 - - 0,29 £0,03 - -
allo-Aromadendreno 1453 1458 - - 1,06 £ 0,05 - -
ar-Curcumeno 1478 1479 - - - - -
y-Curcumeno 1474 1481 - 0,87 £ 0,01 - - -
Eremofileno 1479 1786 - - - - -
B-Selineno 1479 1489 - - - 0,68 + 0,02 -
a-Selineno 1488 1498 - - - - -
B-Himachaleno 1497 1500 - - -
Z-a-Bisaboleno 1497 1504 0,13+0,00 0,74+0,00 1,06+0,05 - -
B-Bisaboleno 1503 1505 - 1,76 £0,01 2,73+0,13 - -
B-Curcumeno 1509 1514 - 0,89 £ 0,00 1,36 £ 0,05 - -

N&o identificado 1526 - - 0,98 + 0,00 1,44 +£0,07 - -
E-a-Bisaboleno 1538 1549 - 1,90 £ 0,00 3,08 +£0,12 - -
N&o identificado 1606 - - 0,51+0,01 0,51+0,03 - -
Oxido de a-Bisabolol B 1649 1656 0,66 + 0,01 192+0,01 216+0,01 241+0,07 1,82+0,05
N&o identificado 1663 - 1,80 +0,02 1,64 +0,01 - - -
N&o identificado 1667 - - - - - 0,80 +0,12
a-Bisabolol 1687 1685 96,44+0,30 82,26 +£+0,32 79,38+0,80 86,55+0,20 97,38+0,17
Oxido de a-Bisabolol A 1751 1748 - 0,42 £ 0,03 - - -
Costunolida 1987 - - 0,71+0,00 0,72+0,06 0,67 £0,02 -
Eremantim 1989 1981 0,41+023 0,74+0,01 034+0,04 4,25+0,13 -
Identificados (%) 97,65 92,22 92,18 99,15 99,20
N&o identificados (%) 1,80 3,12 1,95 0,78 0,80
Total (%) 99,45 95,34 94,13 99,92 100,0

IAc = Indice aritmético calculado; I1AT = Indice aritmético tabelado.

Tabela S2.23. Identificacéo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais de E. erythropappus (E7, E8, E9, E10 e E11) usando cromatografia
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Figura S2.1. Estruturas dos constituintes dos 6leos essenciais utilizados para quantificacéo

de a-bisabolol.
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DADOS SUPLEMENTARES 3 (S3)

UM METODO DE RMN DE H QUANTITATIVO PARA ANALISE SIMULTANEA DE
CITRONELAL, DE CITRONELOL E DE GERANIOL EM OLEOS ES SENCIAIS
COMERCIAIS DE Cymbopogon ssp.

Tabela S3.1. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de 'H para determinacédo de

citronelal em 6leos essenciais usando o sinal o = 9,75.

m(mg) Rep SIR lcity Mciu (Mg) ~ Mmciu (mg)  DP (%) CV (%)
1 334,33 290,98 4,94
4,93 335,67 288,62 4,90 4,95 0,06 1,15

329,13 295,22 5,01
340,03 581,40 9,87
398,07 581,42 9,87 9,96 0,16 1,60
499,17 597,66 10,14
466,93 870,73 14,78
471,57 871,81 14,80 14,85 011 0,77
437,99 882,81 14,94
469,07  1165,93 19,79

2
3
1
9,86 2
3
1
2
3
1
19,71 2 469,59  1155,10 19,61 19,65 0,12 0,60
3
1
2
3
1
2
3
1
2

14,78

472,66  1152,88 19,57
441,25  1438,05 24,41
515,35  1423,12 24,16 24,43 0,28 114
529,85  1455,89 24,71
670,71  1699,13 28,84
644,26  1717,09 29,15 29,02 0,16 0,54
747,10  1712,40 29,07
810,12  2110,90 35,83
800,95  2019,98 34,29 34,81 0,88 2,53

3 815,25 2022,01 34,32
m = massa de citronelal utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacao sinal/ruido; Iciu = integral do
sinal & = 9,75 do citronelal no espectro de RMN de 'H; mciu = quantidade de citronelal
encontrada; Mmcin = média da quantidade de citronelal encontrada; DP = desvio padrdo; CV =
coeficiente de variacao.

24,64

29,57

34,50
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Tabela S3.2. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de 'H para determinacéo de

geraniol em 6leos essenciais usando o sinal 6 = 5,42-5,36.

m (mg) Rep S/IR lgert Mgert (Mg)  Mmgers (Mg) DP (%) CV (%)
1 182,28 314,84 5,34

5,40 2 185,69 314,65 5,34 5,34 0,00 0,07
3 187,37 314,42 5,34
1 194,38 633,67 10,76

10,81 2 210,51 603,48 10,24 10,61 0,32 2,99
3 283,88 637,64 10,82
1 247,18 971,80 16,49

16,21 2 261,28 972,90 16,51 16,47 0,05 0,32
3 24954 967,11 16,42
1 271,75  1282,42 21,77

21,61 2 273,58  1257,53 21,34 21,53 0,22 101
3 270,92  1264,71 21,47
1 280,91  1619,10 27,48

27,02 2 290,42  1608,29 27,30 27,46 0,15 0,56
3 300,83  1626,23 27,60
1 362,71  1898,98 32,23

32,42 2 357,39  1934,99 32,84 32,62 0,34 1,04
3 396,93  1931,63 32,79
1 427,12  2215,01 37,60

37,82 2 420,76  2198,72 37,32 37,43 0,15 0,40
3 425,75  2201,03 37,36

m = massa de geraniol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; lcer1 = integral do
sinal 0 = 5,42-5,36 do geraniol no espectro de RMN de 'H; mger1 = quantidade de geraniol
encontrada; Mmcer1 = média da quantidade de geraniol encontrada; DP = desvio padrédo; CV =
coeficiente de variacao.
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Tabela S3.3. Avaliacdo da linearidade do método de RMN de 'H para determinacéo de

geraniol em 6leos essenciais usando o sinal 6 = 4,13.

m (mg) Rep S/IR lger2 Mger2 (Mg)  Mmgerz (Mg) DP (%) CV (%)
1 506,77 641,03 5,44

5,40 2 518,95 631,07 5,36 5,41 0,05 0,90
3 515,83 641,04 5,44
1 538,18  1266,57 10,75

10,81 2 611,85  1300,99 11,04 10,84 0,18 1,65
3 782,35  1262,87 10,72
1 697,20  1926,10 16,35

16,21 2 743,23  1928,27 16,36 16,40 0,07 0,43
3 688,25  1941,57 16,48
1 746,74  2575,06 21,85

21,61 2 753,60  2565,44 21,77 21,77 0,09 0,43
3 752,63  2553,23 21,67
1 729,64  3201,35 27,17

27,02 2 821,03  3203,48 27,19 217,35 0,29 1,06
3 834,97  3261,47 27,68
1 1002,0  3802,89 32,27

32,42 2 1003,3  3836,23 32,56 32,54 0,26 0,81
3 1147,9  3864,58 32,80
1 1275,3  4396,00 37,31

37,82 2 1281,2  4400,10 37,34 37,33 0,02 0,05
3 12856  4397,99 37,32

m = massa de geraniol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; lcer2 = integral do
sinal 6 = 4,13 do geraniol no espectro de RMN de H; mgerz = quantidade de geraniol
encontrada; Mmcer2 = média da quantidade de geraniol encontrada; DP = desvio padrédo; CV =
coeficiente de variacao.
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Tabela S3.4. Avaliacéo da linearidade do método de RMN de *H para determinagéo de

citronelol em 6leos essenciais usando o sinal o = 3,61-3,74 .

m (mg) Rep S/R Icito Mcie (Mg)  Mmcio (mg) DP (%) CV (%)
1 275,43 645,05 5,55

5,450 2 279,37 644,53 5,54 5,56 0,02 0,40
3 274,96 649,21 5,58
1 291,16  1352,12 11,63

10,90 2 327,37 1233,76 10,61 11,11 0,51 4,58
3 415,26 1290,04 11,09
1 376,25  1930,88 16,60

16,35 2 393,02 1938,88 16,67 16,67 0,06 0,38
3 367,73  1945,59 16,73
1 408,81  2616,83 22,50

21,80 2 396,71  2562,26 22,03 22,14 0,32 1,46
3 403,25  2545,03 21,88
1 399,12 321241 27,62

217,25 2 440,44  3218,39 27,67 217,79 0,25 0,89
3 448,41  3265,22 28,07
1 574,26  3820,24 32,85

32,70 2 535,42  3898,97 32,52 33,22 0,34 1,03
3 630,31  3870,39 33,28
1 642,25  4412,36 37,94

38,15 2 651,37  4472,52 38,45 38,07 0,34 0,89
3 645,22 438,87 37,82

m = massa de citronelol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; Iciz = integral do
sinal 6 = 3,61-3,74 do citronelol no espectro de RMN de !H; mciz = quantidade de citronelol
encontrada; Mmcitz = média da quantidade de citronelol encontrada; DP = desvio padrdo; CV =
coeficiente de variacao.
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Tabela S3.5. Avaliacdo da repetibilidade do método de RMN de H para determinacéo de

citronelal em 6leos essenciais usando o sinal o = 9,75.

m (mg) Rep S/R lcitt Mciu (Mg)  Mmcin (mg) DP (%) CV (%)
1 376,55 293,07 5,16

5,20 2 340,73 304,82 5,36 5,24 011 2,05
3 372,71 295,99 5,21
1 437,34 591,85 10,42

10,40 2 426,08 617,66 10,87 10,56 0,27 2,57
3 436,47 590,10 10,38
1 535,63 911,08 16,03

15,60 2 434,60 892,32 15,70 15,81 0,20 1,24
3 482,36 891,36 15,69
1 530,61  1174,75 20,67

20,80 2 594,09  1177,29 20,72 20,69 0,03 0,12
3 630,66  1174,77 20,67
1 631,62  1450,06 25,52

26,00 2 529,04  1430,87 25,18 25,31 0,19 0,74
3 637,68  1432,80 25,21
1 619,03  1740,06 30,62

31,20 2 519,06  1742,84 30,67 30,70 0,09 0,30
3 759,08  1750,12 30,80
1 815,26  2032,14 35,76

36,40 2 826,19  2035,29 35,57 35,61 0,14 0,38
3 800,92  2037,13 35,50

m = massa de citronelal utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; Icitz = integral do
sinal & = 9,75 do citronelal no espectro de RMN de 'H; mciu = quantidade de citronelal
encontrada; Mmcin = média da quantidade de citronelal encontrada; DP = desvio padrdo; CV =
coeficiente de variacao.
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Tabela S3.6. Avaliacdo da repetibilidade do método de RMN de H para determinacéo de

geraniol em 6leos essenciais usando o sinal 6 = 5,42-5,36.

m (mg) Rep S/IR lger1 Mgert (Ng)  Mmgenn (Mg) DP (%) CV (%)
1 198,79 306,28 5,39

5,39 2 186,23 296,93 5,23 5,31 0,08 1,55
3 194,89 301,77 5,31
1 228,53 602,23 10,60

10,78 2 227,50 630,92 11,10 10,68 0,38 3,59
3 222,91 588,12 10,35
1 285,55 910,72 16,03

16,18 2 244,41 939,00 16,52 16,33 0,27 1,64
3 265,19 934,73 16,45
1 293,10 1244,48 21,90

21,57 2 317,30 1247,79 21,96 21,86 0,12 0,55
3 341,85 1234,76 21,73
1 376,88 1554,06 27,35

26,96 2 315,75 1542,24 27,14 217,28 0,12 0,44
3 356,09 1554,16 27,35
1 351,29 1863,17 32,79

32,35 2 353,17 1897,14 33,39 33,00 0,34 1,02
3 342,11 1864,98 32,82
1 400,23 2159,30 38,00

37,74 2 425,62 2153,60 37,90 38,00 0,10 0,25
3 400,65 2164,40 38,09

m = massa de geraniol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacao sinal/ruido; lcer1 = integral do sinal
0 = 5,42-5,36 do geraniol no espectro de RMN de *H; mcer1 = quantidade de geraniol encontrada;
Mmcers = média da quantidade de geraniol encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de

variacao.
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Tabela S3.7. Avaliacdo da repetibilidade do método de RMN de H para determinacéo de

geraniol em 6leos essenciais usando o sinal 6 = 4,13.

m (mg) Rep S/IR lger2 Mger2 (Mg)  Mmgerz (Mg) DP (%) CV (%)
1 564,89 609,32 5,36

5,39 2 524,61 607,37 5,34 5,37 0,03 0,51
3 564,66 613,42 5,40
1 665,08  1210,88 10,65

10,78 2 655,41  1266,80 11,15 10,70 0,42 3,96
3 663,57  1170,96 10,30
1 749,98  1873,48 16,48

16,18 2 772,46  1883,23 16,57 16,57 0,09 0,54
3 746,91  1893,81 16,66
1 924,88  2507,82 22,07

21,57 2 924,92  2526,17 22,23 22,13 0,09 0,40
3 985,70  2510,18 22,09
1 1040,59 3120,00 27,45

26,96 2 1006,69 3070,89 27,02 27,17 0,24 0,89
3  1006,27 3074,25 27,05
1 1069,14 3776,27 33,23

32,35 2  1039,76 3718,46 32,72 33,04 0,28 0,85
3 117536 3771,22 33,18
1  1256,27 4318,75 38,00

37,74 2 126942 435285 38,30 38,07 0,21 0,55
3 126521 4307,39 37,90

m = massa de geraniol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; lcer2 = integral do
sinal 6 = 4,13 do geraniol no espectro de RMN de H; mgerz = quantidade de geraniol
encontrada; Mmcer2 = média da quantidade de geraniol encontrada; DP = desvio padrédo; CV =
coeficiente de variacao.
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Tabela S3.8. Avaliacéo da repetibilidade do método de RMN de 'H para determinagdo de

citronelol em 6leos essenciais usando o sinal 6 = 3,61-3,74.

m(mg) Rep SIR lcitz Mcie (Mg)  Mmciz (Mg)  DP (%) CV (%)
1 304,91 641,42 572

5,57 2 286,89 619,99 5,53 5,66 0,11 1,97
3 306,84 641,80 5,72
1 365,23 1224,49 10,92

11,15 2 360,42 1292,95 11,53 10,99 0,50 4,56
3 360,19 1181,40 10,53
1 446,06 1880,70 16,76

16,72 2 369,98 1891,69 16,86 16,76 0,10 0,62
3 408,42 1868,36 16,85
1 444,05 2585,12 23,04

22,29 2 497,89 2465,87 21,98 22,45 0,54 2,42
3 533,23 2503,75 22,32
1 557,69 3088,28 27,53

27,87 2 452,36 3136,67 27,96 27,72 0,22 0,79
3 543,18 3105,26 27,68
1 526,02 3812,75 33,99

33,44 2 540,58 3765,87 33,57 33,84 0,24 0,70
3 543,18 3810,62 33,97
1 633,85 4459,25 39,75

30,01 2 635,26 4458,10 39,75 39,73 0,02 0,05
3 642,25 4454,86 39,71

m = massa de citronelol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; Iciz = integral do
sinal 6 = 3,61-3,74 do citronelol no espectro de RMN de !H; mciz = quantidade de citronelol
encontrada; Mmcitz = média da quantidade de citronelol encontrada; DP = desvio padrdo; CV =
coeficiente de variacao.
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Tabela S3.9. Avaliacdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacdo de

citronelal em 6leos essenciais usando o sinal o = 9,75.

Rep SIR lci Pciu (%)  EX (%) Mex (%) DP (%) CV (%)
1 376,55 290,98 96,21 100,22
2 340,73 288,62 95,43 99,41 100,44 1,15 1,15
3 372,71 295,22 97,62 101,68
1 437,34 581,40 96,12 100,13
2 426,08 581,42 96,12 100,13 101,06 1,62 1,60
3 436,47 597,66 96,81 102,93
1 53563 870,73 95,97 99,97
2 434,60 871,81 96,08 100,08 100,47 0,77 0,77
3 482,36 882,81 97,30 101,36
1 53061 116593 96,38 100,40
2 594,09 115510 95,48 99,46 99,71 0,60 0,60
3 630,66 1152,88 9530 99,27
1 631,62 1438,05 9510 99,06
2 529,04 1423,12 94,11 98,03 99,13 1,13 114
3 637,68 145589 96,28 100,29
1 619,03 1699,13 93,64 97,54
2 519,06 1717,09 94,63 98,57 98,14 0,53 0,54
3 759,08 1712,40 94,37 98,30
1 81526 2110,90 99,71 103,87
2 826,19 2019,98 95,42 99,39 100,92 2,55 2,53
3 800,92 2022,01 9551 99,49

Rep = replicatas; S/R = relacgéo sinal/ruido; Iciu = integral do sinal do citronelal no espectro
de RMN de H; Pcit = pureza calculada do citronelal; Ex = exatiddo; Mex = média da

exatiddo; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S3.10. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de 'H para determinacdo de

geraniol em 6leos essenciais usando o sinal 6 = 5,42-5,36.

Rep SIR lcen  Poen (%)  EX (%) Mex (%) DP (%) CV (%)
1 182,28 314,84 95093 98,90
2 18569 314,65 95,88 98,84 98,84 0,07 0,07
3 187,37 31442 9581 98,77
1 194,38 633,67 96,54 99,53
2 21051 603,48 91,94 94,79 98,16 2,93 2,99
3 283,88 637,64 97,15 100,15
1 247,18 971,80 98,71 101,76
2 261,28 972,90 98,82 101,87 101,63 0,32 0,32
3 24954 967,11 98,23 101,27
1 271,75 128242 97,69 100,71
2 273,58 1257,53 95,69 98,76 99,60 1,01 1,01
3 270,92 1264,71 96,34 99,32
1 280,91 1619,10 98,67 101,72
2 290,42 1608,29 98,01 101,04 101,65 0,57 0,56
3 300,83 1626,23 99,11 102,17
1 362,71 1898,98 96,44 99,42
2 357,39 1934,99 98,27 101,31 100,62 1,04 1,04
3 396,93 193163 98,10 101,13
1 427,12 221501 96,42 99,40
2 420,76 2198,72 9571 98,67 98,95 0,40 0,40
3 42575 220103 9581 98,77

Rep = replicatas;

S/R = relagéo sinal/ruido; leer1 = integral do sinal do geraniol no espectro de
RMN de 'H; Pger1 = pureza calculada do geraniol; Ex = exatiddo; Mex = média da exatidao; DP
= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S3.11. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de !H para determinacdo de

geraniol em 6leos essenciais usando o sinal 6 = 4,13.

Rep SIR lger  Poer2 (%)  EX (%) Mex (%) DP (%) CV (%)
1 506,77 641,03 97,66 100,68
2 51895 631,07 96,15 99,12 100,16 0,90 0,90
3 51583 641,04 97,67 100,69
1 538,18 1266,57 96,48 99,47
2 611,85 1300,99 99,11 102,17 100,27 1,65 1,65
3 78235 1262,87 96,20 99,18
1 697,20 1926,10 97,82 100,84
2 743,23 1928,27 97,93 100,96 101,15 0,44 0,43
3 688,25 1941,57 98,60 101,65
1 746,74 257506 98,08 101,11
2 753,60 256544 97,71 100,74 100,70 0,43 0,43
3 752,63 2553,23 97,25 100,26
1 729,64 3201,35 97,55 100,57
2 821,03 320348 97,61 100,63 101,22 1,07 1,06
3 834,97 3261,47 99,38 102,45
1 1002,0 3802,89 96,56 99,55
2 1003,3 3836,23 97,41 100,42 100,38 0,81 0,81
3 1147,9 3864,58 98,13 101,17
1 12753 4396,00 9568 98,64
2 1281,2 4400,10 9577 98,73 98,68 0,05 0,05
3 12856 4397,99 9572 98,68

Rep = replicatas; S/R = relagdo sinal/ruido; leerz = integral do sinal do geraniol no espectro

de RMN de H; Pgerz = pureza calculada do geraniol; Ex = exatiddo; Mex = média da

exatiddo; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S3.12. Avaliagdo da exatiddo do método de RMN de H para determinacéo de

citronelol em 6leos essenciais usando o sinal 6 = 3,61-3,74.

Rep SIR lcitz Pci (%)  Ex (%) Mex (%) DP (%) CV (%)
1 27543 645,05 96,67 101,76
2 279,37 644,53 96,59 101,68 101,95 0,40 0,40
3 274,96 649,21 97,30 102,42
1 291,16 1352,12 101,32 106,65
2 327,37 1233,76 92,45 97,32 101,91 4,67 4,58
3 41526 1290,04 96,67 101,76
1 376,25 1930,88 96,46 101,54
2 393,02 1938,88 96,86 101,96 101,93 0,39 0,38
3 367,73 194559 97,19 102,31
1 408,81 2616,83 98,05 103,21
2 396,71 2562,26 96,00 101,05 101,54 1,48 1,46
3 403,25 254503 9535 100,37
1 399,12 321241 96,29 101,36
2 440,44 321839 96,47 101,54 101,97 0,91 0,89
3 44841 326522 97,87 103,02
1 574,26 3820,24 9542 100,44
2 53542 389897 97,39 102,51 101,57 1,05 1,08
3 630,31 3870,39 96,67 101,76
1 642,25 441236 94,47 99,44
2 651,37 447252 9576 100,80 99,79 0,88 0,89
3 645,22 438,87 94,18 99,14

Rep = replicatas; S/R = relac¢éo sinal/ruido; Iciz = integral do sinal do citronelol no espectro
de RMN de H; Pciz = pureza calculada do citronelol; Ex = exatiddo; Mex = média da

exatiddo; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao.
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Tabela S3.13. Avaliacdo da estabilidade do analito citronelal e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal & = 9,75 obtido no

espectro de RMN de H do citronelal.

Mcit Mmciu  DP CvVv D

Tempo Rep S/IR Icitn
(mg) (mg) (%) (%) (%)

1 469,07 870,73 14,78

Inicial (Oh) 2 46959 871,71 14,80 14,85 0,11 0,75 NA
3 472,66 882,81 14,98
1 462,84 916,14 15,55

Apos 6 h 2 462,42 904,29 1535 1528 0,30 1,98 0,55
3 439,37 881,04 14,95
1 466,38 900,81 15,29

Apos 12 h 2 447,60 903,20 15,33 1531 0,02 0,14 0,36
3 427,26 902,51 15,32
1 462,42 914,46 15,52

Apos 18 h 2 462,84 886,87 1509 1525 0,24 1,58 0,43
3 519,97 894,76 15,19
1 447,60 910,93 15,46

Apbs 24 h 2 466,38 889,63 1510 1520 0,23 1,554 0,45
3 52368 88520 15,03
Média (%) 15,18
DP; (%) 0,19
CV1 (%) 1,25

Rep = replicatas; S/R = relagdo sinal/ruido; Iciu = integral do sinal do citronelal no
espectro de RMN de 'H; mciu = quantidade de citronelal encontrada; Mmciu = média da
quantidade de citronelal encontrada; DP= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao;
NA = N&o aplicavel; D = diferenca em percentagem entre a quantidade de citronelal
encontada usando os espectros de RMN de 'H nos diferentes intervalos de tempo
analisados; Média = média da masssa de citronelal encontada em todos os intervalos de
tempo analisados; SD1 = desvio padrdo em todos os intervalos de tempo analisados;
CV1 = coeficiente de variagcdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S3.14. Avaliacdo da estabilidade do analito geraniol e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal 6 = 5,42-5,36 obtido no

espectro de RMN de 'H do geraniol.

mGerl MmGerl DP CV D

Tempo Rep S/IR lgert
(mg) (mg) (%) (%) (%)

1 271,7 971,80 16,49

Inicial (O h) 2 2735 972,90 16,51 16,47 00 0,32 NA
3 2709 967,11 16,42
1 2609 96349 16,35

Apos 6 h 2 2631 95549 16,22 1601 04 3,00 0,55
3 251,3 911,01 15,46
1 2655 9463 16,06

Apos 12 h 2 2551 95349 16,18 16,27 0,2 164 0,36
3 2461 9764 16,57
1 2631 95435 16,20

Apos 18 h 2 2609 93488 1587 16,13 02 1,42 0,43
3 2897 960,84 16,31
1 2551 981,12 16,65

Apbs 24 h 2 2655 94838 16,10 16,07 06 3,75 0,45
3 2920 910,13 15,45
Média (%) 15,18
DP1 (%) 0,19
CV1 (%) 1,25

Rep = replicatas; S/R = relagdo sinal/ruido; leern = integral do sinal do geraniol no
espectro de RMN de 'H; mcer1 = quantidade de geraniol encontrada; Mmger1 = média da
quantidade de geraniol encontrada; DP= desvio padrédo; CV = coeficiente de variacéo;
NA = Nao aplicavel; D = diferenca em percentagem entre a quantidade de geraniol
encontada usando os espectros de RMN de 'H nos diferentes intervalos de tempo
analisados; Média = média da masssa de geraniol encontada em todos os intervalos de
tempo analisados; SD1 = desvio padrdo em todos os intervalos de tempo analisados;
CV1 = coeficiente de variagcdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S3.15. Avaliacdo da estabilidade do analito geraniol e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal 6 = 4,13 obtido no

espectro de RMN de 'H do geraniol.

Tempo Rep S/R lger2 Moerz  MMoer  DP cv b
(mg) (mg) (%) (%) (%)
1 746,74 1926,10 16,35
Inicial ©h) 2 753,60 1928,27 16,36 16,40 0,07 043 NA
3 752,63 194157 16,48
1 726,52 1932,00 16,40
Apos 6 h 2 726,42 1892,22 16,06 16,06 0,34 214 0,55
3 694,00 1851,16 15,71
1 736,71 1912,07 16,23
Apoés12h 2 707,12 1886,93 16,01 16,20 0,18 1,11 0,36
3 684,04 1928,87 16,37
1 726,41 1889,77 16,04
Apoés18h 2 726,52 1879,24 1595 16,06 0,12 0,74 0,43
3 810,59 1906,94 16,18
1 707,12 1952,43 16,57
Apos24h 2 736,71 191368 1624 16,19 041 255 0,45
3 826,76 1855,64 15,75
Média (%) 16,18
DP; (%) 0,14
CV1 (%) 0,86

Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; leerz = integral do sinal do geraniol no espectro
de RMN de 'H; mcer2 = quantidade de geraniol encontrada; Mmcer2 = média da quantidade
de geraniol encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variacdo; NA = N&o
aplicavel; D = diferenca em percentagem entre a quantidade de geraniol encontada usando
os espectros de RMN de 'H nos diferentes intervalos de tempo analisados; Média = média
da masssa de geraniol encontada em todos os intervalos de tempo analisados; SD1 =
desvio padrdo em todos os intervalos de tempo analisados; CV1 = coeficiente de variagdo

em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S3.16. Avaliacdo da estabilidade do analito citronelol e do padrdo interno

octametilciclotetrasiloxano em cloroférmio deuterado usando o sinal 6 = 3,61-3,74 obtido no

espectro de RMN de H do citronelol.

Mcit2 Mmcitz DP Cv D

Tempo Rep S/R Icit2
(mg) (mg) (%) (%) (%)
1 408,81 1930,88 16,60
Inicial @ h) 2 396,71 1938,88 16,67 16,67 0,06 0,38 NA
3 403,25 194559 16,73
1 390,50 1921,64 16,52
Apos 6 h 2 393,21 1890,84 16,26 16,23 0,31 1,92 0,55
3 379,75 1849,46 15,90
1 396,34 1935,71 16,64
Apoés12h 2 378,01 1920,04 16,51 16,74 0,30 1,78 0,36
3 370,04 1986,48 17,08
1 393,21 1889,78 16,25
Apés18h 2 390,50 1891,31 16,26 16,40 0,25 1,50 0,43
3 443,20 1940,00 16,68
1 378,01 1940,93 16,69
Apés24h 3 396,39 1931,34 16,61 1642 0,40 2,45 0,45
3 450,55 185543 15,95
Média (%) 16,49
DP; (%) 0,21
CVi (%) 1,28

Rep = replicatas; S/R = relagdo sinal/ruido; Iciz = integral do sinal do citronelol no
espectro de RMN de 'H; mciz = quantidade de citronelol encontrada; Mmciz = média da
quantidade de citronelol encontrada; DP= desvio padrdo; CV = coeficiente de variacao;
NA = N&o aplicavel; D = diferenca em percentagem entre a quantidade de citronelol
encontada usando os espectros de RMN de 'H nos diferentes intervalos de tempo
analisados; Média = média da masssa de citronelol encontada em todos os intervalos de
tempo analisados; SD1 = desvio padrdo em todos os intervalos de tempo analisados;
CV1 = coeficiente de variagcdo em todos os intervalos de tempo analisados.
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Tabela S3.17. Avaliacédo da robustez do método de RMN de 'H usando o sinal & = 9,75 para determinagéo de citronelal em 6leo essencial.

Parametro m (mg) Rep S/R lert Mger1 (MQ) Mmcert (Mg) DP (%) CV (%) D (%)

1 469,0 870,73 14,78

nt = 16; 14,78 2 469,5 871,71 14,80 14,85 0,11 0,77 NA

temp. de 25 °C

3 472,6 882,81 14,98
1 465,7 921,40 15,64

nt=8;

temp. 3 472,1 872,04 15,21

nt = nimero de transientes; temp. = temperatura; m = massa de citronelal utilizada, Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido;
Icin = Integral do sinal do citronelal no espectro de RMN de 'H; mciu = quantidade de citronelal encontrada; Mmciu = média da
guantidade de citronelal encontrada; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao; NA = ndo aplicavel; D = diferenca em
porcentagem entre a quantidade de citronelal encontrada pelos espectros de RMN de 'H adquiridos usando diferentes nimeros

de transientes.
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Tabela S3.18. Avaliagdo da robustez do método de RMN de *H usando o sinal & = 5,42-5,36 para determinacéo de geraniol em 6leo

essencial.
Parametro m(mg) Rep S/IR lGer1 Mgert (Mg)  Mmgern (Mg) DP (%) CV (%) D (%)

1 271,75 971,80 16,49

nt = 16, 16,21 2 273,58 972,90 16,51 16,47 0,05 0,32 NA

temp. de 25 °C

3 270,90 967,11 16,42
1 211,62 964,49 16,37

nt = §;

temp. 3 270,65 961,17 16,31

nt = ndmero de transientes; temp. = temperatura; m = massa de geraniol utilizada, Rep = replicatas; S/R = relacéo sinal/ruido; lcer
= Integral do sinal do geraniol no espectro de RMN de 'H; meen = quantidade de geraniol encontrada; Mmeer1 = média da
guantidade de geraniol encontrada; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variacdo; NA = ndo aplicavel; D = diferenca em
porcentagem entre a quantidade de geraniol encontrada pelos espectros de RMN de 'H adquiridos usando diferentes nimeros de
transientes.
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Tabela S3.19. Avaliagdo da robustez do método de RMN de H usando o sinal & = 4,13 para determinagdo de geraniol em 6leo

essencial.
Parametro m(mg) Rep SIR ler2 Mcerz (M)  MMgerz (Mg) ~ DP (%)  CV (%) D (%)
1 746,74  1926,10 16,35
tgtm:p_lgg 16,21 2 753,60  1928,27 16,36 16,40 0,07 0,43 NA
25 °C. 3 752,63  1941,57 16,48
1 746,62  1959,33 16,63
Ser:tc(:)r?t;role 16,21 2 754,12  1907,48 16,19 16,35 0,24 1,49 0,29
de temp. 3 752,25 1912,17 16,23

nt = nimero de transientes; temp. = temperatura; m = massa de geraniol utilizada, Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; lgerz =
Integral do sinal do geraniol no espectro de RMN de *H; meer2 = quantidade de geraniol encontrada; Mmeerz = média da quantidade de
geraniol encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo; NA = ndo aplicavel; D = diferenga em porcentagem entre a
guantidade de geraniol encontrada pelos espectros de RMN de H adquiridos usando diferentes nimeros de transientes.
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Tabela S3.20. Avaliagdo da robustez do método de RMN de 'H usando o sinal § = 3,61-3,74 para determinacéo de citronelol em 6leo

essencial.
Parametro m (mg) Rep S/IR Icit2 Mciz (Mg)  Mmcie (mg) DP (%) CV (%) D (%)
_ 1 408,81  1930,88 16,60
serr;tc:o:rllfr'ole 16,35 o, 396,71  1938,88 16,67 16,67 0,06 0,38 NA
de temp. 3 40325 194559 16,73
_ 1 408,26  1946,42 16,74
Sen?tczr?t’rme 16,35 5 396,25  1921,39 16,52 16,77 0,27 1,61 0,62
de temp. 3 403,15  1983,78 17,06

nt = ndmero de transientes; temp. = temperatura; m = massa de citronelol utilizada, Rep = replicatas; S/R = relacao sinal/ruido;
Iciz = Integral do sinal do citronelol no espectro de RMN de 'H; mciz = quantidade de citronelol encontrada; Mmciz = média da
guantidade de citronelol encontrada; DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao; NA = ndo aplicavel; D = diferenca em
porcentagem entre a quantidade de citronelol encontrada pelos espectros de RMN de 'H adquiridos usando diferentes nimeros
de transientes.
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Tabela S3.21. Avaliacdo dos limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) usando o

sinal & = 9,75 no espectro de RMN de *H do citronelal.

m (mg) Rep S/IR lcitt Mciu (Mg)  Mmciu (Mg) DP (%) CV (%) Erro (%)
1 10,152 6,1900 0,09

0,10 2 9,3348 6,1200 0,09 0,08 0,01 1,62 3,66
3 10,152 15,2800 0,08
1 49,000 33,270 0,48

0,49 2 50,077 33,320 0,48 0,48 0,01 1,35 1,80
3 52,995 34,080 0,49
1 92,638 62,840 0,90

0,98 2 87,632 60,890 0,87 0,89 0,01 1,61 9,64
3 85,713 61,530 0,88
1 212,92 168,09 2,41

2,45 2 197,10 168,94 2,42 2,42 0,01 0,48 1,14
3 204,56 169,72 2,44
1 296,88 331,20 4,75

4,90 2 309,18 323,17 4,78 4,77 0,02 0,35 2,68
3 327,35 333,29 4,78

m = massa de citronelal utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; Icitz = Integral do
sinal do citronelal no espectro de RMN de 'H; mciu = quantidade de citronelal encontrada; Mmcitu
= média da quantidade de citronelal encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de

variacdo; Erro = erro relativo.
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Tabela S3.22. Avaliacdo dos limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) usando o

sinal & = 5,42-5,36 no espectro de RMN de *H do geraniol.

m Rep S/R IGert Mgerr (Mg)  Mmgerr (Mg) DP (%) CV (%) Erro (%)
1 14,406 6,190 0,09

0,10 2 13,727 5,890 0,08 0,08 0,01 1,62 11,40
3 13,378 4,950 0,07
1 70,055 32,72 0,47

0,51 2 72,029 36,47 0,52 0,49 0,03 1,35 5,62
3 76,974 33,80 0,49
1 138,66 62,77 0,90

1,02 2 129,51 60,25 0,86 0,90 0,03 1,61 3,60
3 128,49 64,75 0,93
1 322,81 164,80 2,37

2,55 2 297,35 168,53 2,42 2,36 0,06 0,48 2,33
3 315,08 160,83 2,31
1 457,47 342,33 491

5,09 2 469,13 335,79 4,82 4,93 0,12 0,35 2,46

3 499,60 352,56 5,06

m = massa de geraniol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; lcerr = Integral do
sinal do geraniol no espectro de RMN de 'H; meer1 = quantidade de geraniol encontrada; Mmcer:
= média da quantidade de geraniol encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de
variacdo; Erro = erro relativo.
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Tabela S3.23. Avaliacdo dos limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) usando o

sinal 6 = 4,13 no espectro de RMN de *H do geraniol.

m Rep S/R lGer2 Maert2 (MQ) MmMger2 DP (%) CV (%) Erro (%)
1 65,500 12,65 0,09

0,10 2 69,000 11,85 0,09 0,08 0,01 9,02 17,66
3 67,589 10,56 0,08
1 73,362 69,70 0,50

051 2 74,285 72,38 0,52 0,51 0,01 2,44 2,10
3 78,447 69,17 0,50
1 85,157 129,49 0,93

1,02 2 81,232 127,24 0,91 0,93 0,01 1,28 9,07
3 79,372 130,46 0,94
1 189,67 338,18 2,43

255 2 176,68 338,74 2,43 2,42 0,02 0,73 5,01
3 185,17 334,20 2,40
1 265,59 704,25 5,05

509 2 275,31 713,00 5,12 5,09 0,03 0,62 0,41

3 292,67 709,68 5,09

m = massa de geraniol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacéo sinal/ruido; lcerz = Integral do
sinal do geraniol no espectro de RMN de 'H; mcer2 = quantidade de geraniol encontrada; Mmcer2
= média da quantidade de geraniol encontrada; DP = desvio padrdo; CV = coeficiente de
variacdo; Erro = erro relativo.

235



Tabela S3.24. Avaliacdo dos limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) usando o

sinal & = 3,61-3,74 no espectro de RMN de *H do citronelol.

m (mg) Rep S/R lcito Mcie (Mg)  Mmcie (Mmg) DP (%) CV (%) Erro (%)
1 59772 58,15 0,42

0,10 2 54788 57,12 0,42 0,41 0,02 4,28 294,8
3 6,3772 53,56 0,49
1 28,591 113,19 0,82

0,52 2 29,569 122,00 0,89 0,84 0,04 4,60 22,41
3 30,333 112,41 0,82
1 54,232 171,99 1,25

1,04 2 50,359 164,57 1,20 1,27 0,08 6,51 6,48
3 50,167 186,87 1,36
1 121,62 388,24 2,82

2,59 2 113,69 391,11 2,84 2,84 0,01 0,46 9,53
3 116,71 391,54 2,85
1 173,89 748,45 5,44

5,18 2 179,56 748,02 5,44 5,52 0,13 2,42 6,48
3 189,11 780,10 5,67

m = massa de citronelol utilizada; Rep = replicatas; S/R = relacdo sinal/ruido; Iciz = Integral do sinal
do citronelol no espectro de RMN de H; mciz = quantidade de citronelol encontrada; Mmciz = média
da quantidade de citronelol encontrada; DP = desvio padrédo; CV = coeficiente de variacéo; Erro =

erro relativo.
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Tabela S3.25. Quantificacdo de citronelal has amostras de 6leo essencial de citronela

usando o sinal & = 9,75 no espectro de RMN de *H NMR dos 6leos essenciais.

Amostra Rep m Mei SR o Mcit Citl Mcit1 DP

(mg)  (mg) (mg) (%) (%) (%)
1 5986 1,00 597,73 153590 19,17 32,02

c1 2 5459 1,00 597,63 1404,88 17,53 32,12 3212 0,10
3 61,33 1,00 68620 158383 19,77 32,23
1 5677 1,00 611,44 1611,91 20,12 3544

c2 2 5522 1,00 606,03 1561,91 20,74 3530 3559 0,39
3 5645 1,00 65355 1629,63 20,34 36,03
1 56,96 1,00 540,84 146536 19,29 32,11

C3 2 5491 1,00 570,96 143323 1834 3258 3244 0,29
3 5600 1,00 544,80 146420 1857 32,63
1 5411 1,00 563,37 135502 16,91 31,25

ca 2 5594 1,00 494,35 144102 17,98 31,15 3120 0,07
3 5643 1,00 550,11 1426,73 17,81 31,55
1 5532 1,00 478,53 143831 17,95 32,45

C5 2 5600 1,00 554,79 146500 1828 32,65 3255 0,14
3 5618 1,00 586,81 148318 1851 32,95
1 5472 1,00 468,25 1136,68 14,19 2593

C6 2 5520 1,00 46580 112448 14,03 2542 2542 0,50
3 5524 1,00 519,46 110320 13,77 24,93
1 5711 1,00 518,93 1434,67 17,93 31,35

c7 2 57,35 1,00 389,39 143943 1822 31,33 3148 0,25
3 5735 1,00 457,62 145957 1834 31,76
1 5804 1,00 327,19 114121 1424 24,54

Cc8 2 5660 1,00 312,10 1086,12 13,56 23,95 24,35 0,35

3 58,29 1,00 315,86 1146,93 14,31 24,56

m = massa de amostra utilizada; mei = massa do padréo interno OMCTS utilizada; S/R = relagéo
sinal/ruido; Iciu = Integral do sinal & = 9,75 referente ao citronelal no espectro de RMN do 6leo
essencial (amostra); mciu = massa de citronelal encontrada; Citl = porcentagem de citronelal
encontrada; MCitl = média da porcentagem de citronelal encontrada; DP = desvio padrao; C1,
C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8 = amostras de 6leo essencial de citronela.
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Tabela S3.26. Quantificacdo de geraniol nas amostras de 6leo essencial de citronela

usando o sinal d = 5,42-5,36 no espectro de RMN de *H NMR dos 6leos essenciais.

Amostra Rep m Mp) S/R lgers MGer1 Gerl Maer1 DP

(mg) (mg) (mg) (%) (%) (%)
1 5986 100 21506 1200,88 11,58 19,35

C1 2 5459 1,00 204,85 1197,76 14,95 27,38 24,52 4,49
3 61,33 100 22224 1317,78 16,45 26,82
1 56,77 100 170,59 996,46 12,44 21,91

C2 2 5522 100 156,43 1030,13 12,86 23,28 22,57 0,69
3 56,45 1,00 158,95 1018,79 12,72 22,52
1 569 1,00 245,12 1514,81 18,91 33,19

C3 2 5491 1,00 258,95 141592 17,67 32,18 32,31 0,83
3 56,00 1,00 240,75 141535 17,66 31,54
1 5411 1,00 194,34 1089,85 13,60 25,14

C4 2 5594 1,00 184,79 1196,30 14,93 26,69 2591 1,10
3 56,43 1,00 19451 1172,49 14,63 25,93
1 5532 100 22561 141091 17,61 31,83

C5 2 56,00 1,00 25422 145891 18,21 3251 32,17 0,48
3 5618 1,00 254,64 1461,28 18,24 32,46
1 5472 1,00 244,99 117541 14,67 26,81

C6 2 5520 1,00 221,77 118391 14,78 26,77 26,49 0,51
3 5524 1,00 246,03 1146,43 14,31 25,90
1 5711 100 28055 169357 21,14 37,01

C7 2 57,35 100 220,53 1673,30 20,88 36,41 36,55 0,41
3 5735 1,00 25546 166508 20,78 36,24
1 5804 100 232,70 1660,76 20,73 35,71

C8 2 56,60 1,00 234,84 1618,77 20,20 3569 3596 0,45

3 58,29 1,00 232,77 170357 21,26 36,48

m = massa de amostra utilizada; mei = massa do padréo interno OMCTS utilizada; S/R = rela¢é@o
sinal/ruido; lcer1 = Integral do sinal & = 5,42-5,36 referente ao geraniol no espectro de RMN do
6leo essencial (amostra); meerr = massa de geraniol encontrada; Gerl = porcentagem de
geraniol encontrada; MGerl = média da porcentagem de geraniol encontrada; DP = desvio
padrdo; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8 = amostras de 0leo essencial de citronela.
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Tabela S3.27. Quantificacdo de geraniol nas amostras de 6leo essencial de citronela

usando o sinal & = 4,13 no espectro de RMN de *H NMR dos 6leos essenciais.

Amostra Rep m Mp) S/IR lGer2 Maer2 Gerz  Maerz DP

(mg)  (mg) (mg) (%) (%) (%)
1 59,86 1,00 558,20 1855,84 11,58 19,35

C1 2 54,59 1,00 548,81 1806,54 11,27 20,65 20,11 0,68
3 61,33 1,00 629,10 1998,68 12,47 20,34
1 56,77 1,00 421,50 1445,82 9,02 15,89

C2 2 55,22 1,00 400,47 1530,58 9,55 17,30 16,70 0,72
3 56,45 1,00 420,94 152891 9,54 16,90
1 56,96 1,00 659,72 2572,09 16,05 28,18

C3 2 54,91 1,00 69598 2420,48 15,10 2751 27,51 0,66
3 56,00 1,00 662,26 2410,02 15,04 26,86
1 54,11 1,00 512,99 1697,52 10,59 19,58

C4 2 55,94 1,00 466,57 1794,28 11,20 20,02 19,64 0,35
3 56,43 1,00 508,53 1747,94 10,91 19,33
1 55,32 1,00 604,58 2536,14 15,89 28,61

C5 2 56,00 1,00 701,84 2564,70 16,16 28,58 28,66 0,12
3 56,18 1,00 713,55 2592,76 16,32 28,80
1 54,72 1,00 662,40 2132,40 13,31 24,32

C6 2 55,20 1,00 631,50 2121,70 13,24 23,99 2399 0,33
3 55,24 1,00 695,77 2094,88 13,07 23,67
1 57,11 1,00 766,81 3038,98 18,96 33,21

c7 2 57,35 1,00 585,39 3012,33 18,80 32,78 33,27 0,53
3 57,35 1,00 681,10 3109,56 19,40 33,84
1 58,04 1,00 644,96 2934,28 18,31 31,55

C8 2 56,60 1,00 626,94 2873,33 17,93 31,68 31,42 0,34
3 58,29 1,00 630,16 2899,75 18,10 31,04

m = massa de amostra utilizada; mei = massa do padréo interno OMCTS utilizada; S/R = relagéo
sinal/ruido; lger2 = Integral do sinal 6 = 4,13 referente ao geraniol no espectro de RMN do 6leo
essencial (amostra); meerz = massa de geraniol encontrada; Ger2 = porcentagem de geraniol
encontrada; MGer2 = média da porcentagem de geraniol encontrada; DP = desvio padrao; C1,
C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8 = amostras de 6leo essencial de citronela.
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Tabela S3.28. Quantificacdo de citronelol has amostras de 6leo essencial de citronela

usando o sinal d = 3,61-3,74 no espectro de RMN de *H NMR dos 6leos essenciais.

Amostra Rep m Mp S/IR lciz Mcitz Cit2 Mmciz  DP

(mg) (mg) (mg) (%) (%) (%)
1 59,86 1,00 225,65 1418,27 8,97 14,98

C1 2 5459 1,00 22546 1508,15 9,53 17,47 16,47 1,32
3 61,33 100 23596 164567 10,40 16,96
1 56,77 1,00 271,53 1811,21 11,45 20,17

Cc2 2 55,22 1,00 267,67 1965,84 12,43 2251 21,34 1,17
3 56,45 1,00 282,10 1906,95 12,06 21,36
1 56,96 1,00 120,00 1004,82 6,35 11,15

C3 2 5491 1,00 128,09 942,68 5,96 10,85 11,01 0,15
3 56,00 1,00 121,42 94551 5,98 11,03
1 54,11 1,00 206,73 1371,81 8,67 16,03

C4 2 55,94 1,00 183,00 1517,18 9,59 17,15 16,59 0,79
3 56,43 1,00 203,94 1527,13 9,65 17,11
1 55,32 1,00 120,17 987,40 6,24 11,28

C5 2 56,00 1,00 142,07 107859 6,82 12,18 11,73 0,63
3 56,18 1,00 147,19 1100,04 6,95 12,38
1 54,72 1,00 160,36 1054,70 6,67 12,19

C6 2 5520 1,00 150,68 1067,58 6,75 12,23 12,00 0,35
3 5524 100 168,12 1013,11 6,40 11,59
1 57,11 1,00 125,17 1054,16 6,41 11,23

Cc7 2 57,35 1,00 116,68 1018,74 6,55 11,43 11,27 0,14
3 57,35 1,00 112,47 1073,09 6,39 11,15
1 58,04 1,00 105,33 1014,13 6,66 11,48

Cc8 2 5660 1,00 109,78 103644 6,44 11,38 11,50 0,13

3 5829 100 109,76 1011,35 6,78 11,64

m = massa de amostra utilizada; mpi = massa do padrédo interno OMCTS utilizada; S/R =
relacéo sinal/ruido; Iciz = Integral do sinal & = 9,75 referente ao citronelal no espectro de RMN
do ¢leo essencial (amostra); mciu = massa de citronelol encontrada; Cit2 = porcentagem de
citronelol encontrada; MCit2 = média da porcentagem de citronelol encontrada; DP = desvio
padréo; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8 = amostras de 6leo essencial de citronela.
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Tabela S3.29. Quantificacdo de citronelal em 6leo essencial de citronela comercial
utilizando os métodos de RMN de 'H e de cromatografia gasosa usando padronizacéo

interna (CG-PI) e normalizacdo de &reas (CG-N).

Oleo essencial RMN de *H (%) CG-PI (%) CG-N (%)
C1l 32,12+0,11 32,61 + 0,56 32,11 + 0,47
Cc2 35,59 + 0,39 35,48+0,04 34,53+0,38
C3 32,44 + 0,29 31,70+0,44 31,91+0,65
Cc4 31,20 £ 0,07 31,91 + 0,59 30,58 + 0,09
C5 32,55+0,14 30,50 + 0,47 32,58 + 0,42
C6 25,42 + 0,50 2492+0,39 24,68+0,81
C7 31,48 £ 0,24 30,26 +0,43  29,20+0,14
C8 24,35+ 0,35 24,31 + 0,06 24,37 £ 0,54

C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8 = Oleo essencial comercial de citronela

Tabela S3.30. Quantificagdo de citronelol em o6leo essencial de citronela comercial
utilizando os métodos de RMN de 'H e de cromatografia gasosa usando padronizacéo

interna (CG-PI) e normalizacao de areas (CG-N).

Oleo Essencial RMN de 'H (%) CG-PI (%) CG-N (%)
C1 16,47 +1,32 16,65+0,29 16,06 +0,23
C2 21,34+1,14 22,84+0,06 21,92+0,23
C3 11,01 +0,25 11,18+0,09 11,48 +0,30
C4 16,59+0,79 16,35+0,18 15,80 +0,05
C5 11,73+0,63 11,92+0,17 11,89+0,33
C6 12,00+0,36 12,70+0,09 11,88 +0,18
Cc7 11,27+0,24 11,68+0,14 12,04 +0,07
C8 11,50+0,13 11,86+0,04 11,78 +0,09

C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 and C8 = Oleo essencial comercial de citronela
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Table S3.31. Quantificacdo de geraniol em O6leo essencial de citronela comercial
utilizando os métodos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H)
usando os sinais & = 542-536 e & = 4,13 e de cromatografia gasosa usando

padronizacéo interna (CG-PI) e normalizacao de areas (CG-N).

Oleo RMN de H RMN de *H

essencial 5=542536(%)  6=413@%)  Co Pl CCN(%)
c1 26,41 + 1,22 20,11+0,68  20,48+0,40 19,48 +0,08
c2 22,57 + 0,69 16,70+0,73  16,39+0,16 16,26+ 0,10
c3 32,30 + 0,83 2751+0,66 2811+031 2522 +1,02
ca 25,92 + 0,78 10,64+0,35 20,33+0,28 19,05+0,10
c5 32,53 +0,38 28,66+0,12  27,62+029 27,07 +0,43
C6 26,49 + 0,51 2309+033  2459+0,34 2202+0,44
c7 36,55 + 0,40 31,42+034 31,97+033 31,09+0,18
cs 35,96 + 0,45 3327+053 3359+0,06 33,15+0,09

C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 e C8 = Oleo essencial comercial de citronela
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Tabela S3.32. Composicao quimica dos 6leos essenciais de citronela (C1, C2, C3 e C4)

determinadapor CG-EM.

Componentes 1Ac IAt Cl (%) C2 (%) C3 (%) C4 (%)
Limoneno 1023 1024 4,26 £0,41 3,88 +0,24 3,33+0,39 3,67 £0,03
Z-3-Ocimeno 1034 1032 - - 0,16 £0,02 0,90 £ 0,03
E-B-Ocimeno 1044 1044 - - - -
Linalol 1097 1095 1,07 +0,12 0,75 +0,05 0,85+0,10 -
Isopulegol 1140 1145 1,80 +0,23 0,92 £0,05 1,16 + 0,13 1,58 + 0,02
Citronelal 1155 1148 32,11 +0,47 34,53+0,38 31,91 +0,65 30,58 £ 0,09
Neoisopulegol 1162 1167 - - - -
Decanal 1202 1201 - - 0,35+0,05 -
Citronelol 1230 1223 16,06 +0,23  21,92+0,23 11,48 £0,30 15,80 + 0,05
Neral 1238 1235 0,45 +0,26 0,78 £0,34 3,06 £0,02 0,42 £0,01
Geraniol 1260 1249 17,65+0,61 16,26 +0,10 25,22 +1,02 19,05 +0,10
Geranial 1269 1264 0,76 £ 0,44 0,88 £0,17 4,85+1,10 0,49 £0,01
Acetato de citronelil 1352 1350 3,79+£0,23 4,12 + 0,04 3,04 £0,14 3,87 £0,05
Eugenol 1354 1356 0,67 £0,01 - - 0,78 £0,05
a-Copaeno 1367 1374 - - - 0,21 £0,03
Acetato de geranil 1383 1379 2,95+0,25 2,72 +0,20 4,37 £0,23 3,03+0,04
B-Elemeno 1387 1389 2,51 +0,16 1,56 + 0,04 1,59 £0,06 2,50 £0,04
Z-Cariofileno 1409 1408 0,15+0,01 0,08 £ 0,01 - 0,15+0,01
E- Cariofileno 1413 1417 - 0,11 +£0,01 1,54 +0,05 -
a-Guaieno 1430 1437 - - - -
a-Humuleno 1446 1452 0,14 £ 0,03 - 0,24 £ 0,02 0,15 £ 0,00
y-Muuroleno 1474 1478 2,97 £0,26 2,53 +0,06 0,89 +0,05 2,58 +0,03
Germacreno-D 1475 1484 - - - -
6-Selineno 1493 1496 0,84 £ 0,05 0,64 +£0,01 0,38 £ 0,02 -
a-Muuroleno 1495 1500 0,64 £ 0,06 0,92 +£0,01 0,38 £ 0,03 0,44 +£0,39
Germacreno-A 1498 1508 0,77 £0,06 0,58 £ 0,01 1,07 £ 0,06 0,79+0,14
a-Bulneseno 1505 1509 - - - 0,70+0,14
y-Cadineno 1508 1513 - 2,56 +0,01 - 2,96 £0,03
6-Cadineno 1518 1522 2,90 £ 0,23 - 1,40 £ 0,06 0,19 + 0,00
a-Cadineno 1542 1537 0,23 +£0,06 0,12 +£0,00 0,12 £0,03 3,11 +£0,03
Elemol 1546 1548 2,90 £0,32 1,49 +0,11 1,47 +£0,14 -
Germacreno D-4-ol 1570 1574 0,41+ 0,06 0,27 £0,02 0,26 £ 0,00 0,58 £ 0,55
y-Eudesmol 1626 1630 0,26 £ 0,04 0,24 £ 0,02 - 0,36 £0,03
Epi-a-Cadinol 1636 1638 0,61 £ 0,02 0,54 £0,01 - 0,86 £ 0,02
B-Eudesmol 1644 1649 0,36 £ 0,09 0,30 £0,03 - 0,38 £0,02
a-Cadinol 1649 1652 0,92 +£0,08 1,04 +0,18 - 1,29 + 0,05
Bulnesol 1663 1670 0,47 +£0,14 0,22 £0,03 - 0,39 + 0,03

Total (%) 99,76 99,54 99,43 98,86

IAc = indice aritimético calculado; IAt = indice aritimético tabelado; C1, C2, C3 e C4 = 6leos

essenciais de citronela.
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Tabela S3.33. Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de citronela (C5, C6, C7 e C8)

determinada por CG-EM.

Componentes IAc 1At C5 (%) C6 (%) C7 (%) C8 (%)
Limoneno 1023 1024 2,47 £0,29 1,25 +0,03 2,57 £0,20 2,24 £0,30
Z-3-Ocimeno 1034 1032 - 0,40 £0,01 0,25 +0,03 0,27 £0,04
E-B-Ocimeno 1044 1044 - - 0,13 £0,02 0,16 £ 0,02
Linalol 1097 1095 0,55 £ 0,06 - 0,80 + 0,06 0,90 £+ 0,10
Isopulegol 1140 1145 1,09 +0,31 0,89 £0,04 1,54 £0,10 0,58 +£0,14
Citronelal 1155 1148 30,43+0,33 24,68+0,81 29,20+0,14 23,74 +0,29
Neoisopulegol 1162 1167 - - 0,18 +0,02 -
Decanal 1202 1201 0,14 +£0,05 - - 0,65 £ 0,05
Citronelol 1230 1223  11,89+0,33 11,88+0,18 12,04 +0,07 11,78 +0,09
Neral 1238 1235 1,14 + 0,05 0,75 £ 0,07 3,93+0,04 5,58 £ 0,02
Geraniol 1260 1249 27,43+2,21 2192 +1,00 30,75+0,43 34,38+1,72
Geranial 1269 1264 1,85+0,14 1,25+0,36 5,29+0,16 7,79 +0,56
Acetato de citronelil 1352 1350 3,98 £0,61 1,07 +£0,03 1,65 +0,02 1,84 +0,01
Eugenol 1354 1356 - 0,30 £0,10 - -
a-Copaeno 1367 1374 - - - -
Acetato de geranil 1383 1379 5,49 + 0,07 0,97 +£0,04 2,68 +£0,04 3,87 +0,33
B-Elemeno 1387 1389 1,38+0,10 0,73 +0,01 0,42 +0,01 -
Z-Cariofileno 1409 1408 - - 1,87 +0,02 -

E- Cariofileno 1413 1417 0,44 £ 0,03 - - 2,57 £0,25
a-Guaieno 1430 1437 - - 0,10 £0,00 -
a-Humuleno 1446 1452 - - 0,27 +£0,00 0,30 £ 0,06
y-Muuroleno 1474 1478 - 0,83 +0,03 0,68 +£0,01 0,80 £ 0,46
Germacreno-D 1475 1484 0,88 £ 0,09 - - -
6-Selineno 1493 1496 - 0,19 £0,01 - -
a-Muuroleno 1495 1500 0,31 +0,05 0,64 £ 0,02 0,11 £0,00 -
Germacreno-A 1498 1508 0,60+0,11 0,11 +£0,01 0,38 £0,00 -
a-Bulneseno 1505 1509 - - 1,03 £ 0,02 -
y-Cadineno 1508 1513 0,41 +£0,01 - - 0,74 £0,05
6-Cadineno 1518 1522 1,27 +0,12 1,17 + 0,00 0,69 £ 0,02 0,30 0,06
a-Cadineno 1542 1537 - - - -
Elemol 1546 1548 3,14 +£0,25 7,82 £0,30 062 + 0,02 -
Germacreno-D-4-ol 1570 1574 1,26 +0,29 1,60 + 0,09 0,44 £0,01 -
y-Eudesmol 1626 1630 0,35+0,09 2,43+0,71 - -
Epi-a-Cadinol 1636 1638 0,67 £0,09 9,93 £ 0,09 0,81 + 0,05 -
B-Eudesmol 1644 1649 0,45+0,16 - - -
a-Cadinol 1649 1652 1,05+0,21 6,31 £0,54 0,81 £0,05 -
Bulnesol 1663 1670 0,73+0,04 4,33+0,08 0,21 +£0,01 -
Total (%) 99,41 97,66 99,72 98,94

IAc = indice aritimético calculado; IAt = indice aritimético tabelado; C5, C6, C7 e C8 = 6leos

essenciais de citronela.
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Tabela S3.34. Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de citronela formulados (C9,
C10 e C11) determinada por CG-EM.

Componentes IAc I At C9 (%) C10 (%) C11 (%)
Limoneno 1023 1024 - 0,64 + 0,03 -
Dipropileno glicol 79,63 £ 0,19 60,23 + 0,16 90,30 + 0,14
Linalol 1097 1095 0,89+0,14 0,80 £ 0,06 -
Isopulegol 1140 1145 1,80+0,03 1,78 + 0,02 2,10+ 0,03
Citronelal 1155 1148 3,82+0,04 10,43 £ 0,09 2,37 £ 0,02
Citronelol 1230 1223 2,89+0,01 16,51 + 0,08 3,84 +£0,00
Neral 1238 1235 0,38 + 0,03 - -
Geraniol 1260 1249 7,79 £ 0,06 4,91 £0,07 1,00 £ 0,15
Geranial 1269 1264 0,85 + 0,05 - -
Acetato de citronelil 1352 1350 0,34 £0,02 0,82 +0,01 -
Acetato de geranil 1383 1379 0,43 £ 0,06 1,13+0,06 -
S-Elemeno 1387 1389 - 0,09 +0,04 0,11+ 0,00
E-Cariofileno 1413 1417 0,87 0,01 - -
Germacreno-D 1475 1484 0,22 +0,01 0,45+ 0,02 0,09+0,01
a-Muuroleno 1495 1500 - 0,18 £ 0,01 -
y-Cadineno 1508 1513 - 0,18 + 0,01 -
o-Cadineno 1518 1522 0,09 £ 0,01 0,65 + 0,02 0,09 + 0,01
Elemol 1546 1548 0,89 + 0,03 0,11+0,01

Total (%) 100,00 99,36 100,00

IAc = indice aritimético calculado; 1At = indice aritimético tabelado; C9, C10 e C11 = dleos
essenciais comerciais de citronela formulados.
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Tabela S3.35. Rotacao optica dos 6leos essenciais comerciais de citronela.

Amostra  m (mg) a (%) Conc (g.cm?) Temp (°C) [a] (®)
C1 11,82 -0,01 0,00591 23,8 -1,69
C2 10,32 0,00 0,00516 23,6 0,00
C3 13,52 0,00 0,00676 23,8 0,00
C4 14,14 -0,01 0,00707 23,3 -1,41
C5 11,45 0,00 0,00572 23,9 0,00
C6 12,29 +0,01 0,00614 23,3 +1,63
Cc7 13,54 0,00 0,00677 23,3 0,00
C8 10,77 0,00 0,00538 22,9 0,00
C9 11,12 0,00 0,00556 23,4 0,00
C10 12,11 0,00 0,00605 23,5 0,00
Cl1 11,35 0,00 0,00567 23,5 0,00

m = massa de 6leo essencial; a = rotacao fornecida pelo polarégrafo; Conc =
concentracao da solucdo do 6leo essencial; Temp = temperatura; [a] = rotacdo
optica do o¢leo essencial; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10 e C11 =

amostras de 6leo essencial comercial de citronela.

Solvente: acetato de etila; volume da solucdode d6leo essecial: 2,0 mL;

comprimento da cubeta de amostragem: 1,00 dm.
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Tabela S3.36. indice de refracdo (IR) das amostras de 6leo essencial comercial de

citronela.

C1, C2,C3, C4, C5,Csb, C7,C8, C9, C10 e C11 = amostras de 6leo essencial comercial de

citronela.

Amostras IR
C1 1,466
Cc2 1,462
C3 1,466
Cc4 1,467
C5 1,466
C6 1,474
Cc7 1,466
C8 1,469
C9 1,420

C10 1,429
Cl1 1,425

247



Tabela S3.37. Densidade relativa das amostras de 6leo essencial comercial de citronela.

Agua C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 Cl1

ms () 0,0973 0,0857 0,0859 0,0862 0,0857 0,0863 0,0872 0,0858 0,0857 0,0905 0,0910 0,0956
m: () 0,0966 0,0871 0,0864 0,0854 0,0858 0,0865 0,0877 0,0862 0,0868 0,0912 0,0915 0,0927
ms () 0,0971 0,0863 0,0864 0,0861 0,0863 0,0863 0,0878 0,0863 0,0859 0,0891 0,0900 0,0954
m4 () 0,0986 0,0863 0,0857 0,0859 0,0864 0,0856 0,0872 0,0856 0,0865 0,0907 0,0918 0,0956
ms () 0,0978 0,0861 0,0862 0,0861 0,0864 0,0862 0,0873 0,0862 0,0854 0,0901 0,0910 0,0956
ms (Q) 0,0981 0,0865 0,0857 0,0886 0,0865 0,0862 0,0872 0,0858 0,0861 0,0907 0,0917 0,0939
m7 (9) 0,0971 0,0865 0,0859 0,0861 0,0865 0,0867 0,0873 0,0859 0,0861 0,0902 0,0910 0,0937
ms (Q) 0,0985 0,0865 0,0858 0,0857 0,0865 0,0886 0,0873 0,0858 0,0859 0,0899 0,0912 0,0954
Mo (Q) 0,0973 0,0864 0,0866 0,0858 0,0864 0,0857 0,0877 0,0859 0,0864 0,0895 0,0908 0,0953
Mio (Q) 0,0977 0,0861 0,0857 0,0862 0,0857 0,0864 0,0873 0,0862 0,0864 0,0902 0,0910 0,0957
Mm () 0,0976 0,0864 0,0860 0,0860 0,0862 0,0862 0,0874 0,0860 0,0861 0,0902 0,0911 0,0949
D (g.mL?) 0,9761 0,8635 0,8603 0,8595 0,8622 0,8619 0,8740 0,8597 0,8612 0,9021 0,9110 0,9489
DR -- 0,850 0,8810 0,8810 0,8830 0,8830 0,8950 0,8810 0,8820 0,9240 0,9330 0,9720

ma1, M2, M3, M4, Ms, Ms, M7, Mg, Mg, M10 = Massa obtida pela pesagem de 100 pL do dleo essencial; Mm = media das massas obtidas
pela pesagem de 100 uL do 6leo essencial; D = densidade; DR = densidade relativa; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7,C8, C9,C1l0e Cll =

amostra de 6leo essencial comercial de citronela.
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TEREN

Limoneno Z-$-Ocimeno E-p-Ocimeno Linalool Isopulegol Citronelal
: § Q
A N NN =
neo-Isopulegol Citronelol Decanal Neral Geraniol
= H X .
OCH, : X CH,OCCH;4 NG
H20CCH3 2 \ ',,//
T
PN
Acetato de citronelil Eugenol a-Copaeno Acetato de geraniol p-Elemeno
Z-Cariofileno E-Cariofileno a-Guaieno a-Humuleno 7-Muuroleno
= 7z
:H
PN

5-Selineno a-Muuroleno Germacreno A a-Bulneseno y-Cadineno

PN
5-Cadineno a-Cadineno Elemol Germacreno-D-4-ol Oxido de cariofileno
HQf
OH :H OH
PN
y-Eudesmol 10-epi-a-Cadinol S-Eudesmol a-CadmoI Bulnesol

Figura S3.1. Estrutura quimica dos constituintes dos 6leos essenciais comerciais
puros de C. nardus e de C. winterianus.
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Figura S3.2. Espectro de RMN de 'H do 6leo essencial de citronela formulado
C9 (300 MHz, em CDCls)
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Figura S3.3. Espectro de RMN de 'H do 6leo essencial de citronela formulado
C10 (300 MHz, em CDCls)
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Figura S3.4. Espectrode RMN de *H do 6leo essencial de citronela formulado
C11 (300 MHz, em CDCls)
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Figura S3.5. Espectrode RMN de 'H do 6leo essencial de citronela formulado

C11 (300 MHz, em CsDs)
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Figura S3.6. Espectrode RMN de 'H do 6leo essencial de citronela formulado
C11 com adigao de AIClsz (300 MHz, em CDCl3).

(X1,000,000)

Imc
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Figura S3.7. Cromatograma dos produtos de degradacdo de citronelal
submetido a temperatura de 55 °C, sob atmosfera de oxigénio durante 48 h. A
seta aponta o pico referente ao citronelal remanescente a degradacéo. Nao foi possivel

identificar nenhum dos compostos formados usando a biblioteca do espectrdmetro de
massas.
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A) Espectro de RMN de 1H do citronelal (96%)

H7
H8

H10 H2
i CHCl, H5 H1b H4

J A e

OMCTS

H3
B) Espectro de RMN de 1H dos produtos da degradacéo de citronelal
l A

1877.20 1000.00

T T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
Deslocamento quimico (ppm)

Figura S3.8. Espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCIs). A) Citronelal (96%)
adquirido da Sigma Aldrich. B) Produtos da degradacao de citronelal submetidos a

temperatura de 55 °C, sob atmosfera de oxigénio durante 48 h.

Tabela S3.38. Quantificacdo do teor de citronelal no produto de degradacéao deste
terpeno usando RMN de *H (6 = 9,75).

m Mp) Mcin Citl Mcit DP
Amostra Rep S/R Icit1 (%)
(mg)  (mg) (mg) (%) (%) (%)

1 65,79 1,07 309,08 1881,23 25,12 38,19
Deg 2 65,79 1,07 334,96 1877,20 25,07 38,10 38,11 0,19
3 65,79 1,07 304,41 1873,98 25,03 38,04

Deg = amostra resultante da degradacdo de citronelal (55 °C, oxigénio em excesso, 48 h); Rep =
repeticdes; m = massa da amostra resultante da degradacéo de citronelal; mpi = massa do padréo interno
OMCTS; S/R = razdo sinal/ruido; Iciu = Integral do sinal 6 = 9,75 referente ao citronelal no espectro de RMN
de 'H da amostra resultante da degradagdo deste composto; mcin = massa de restante citronelal apés
degradacédo; Citl = percentagem de citronelal restante ap6s degradacdo; Mt = média percentagem de
citronelal restante ap6s degradacgéo; DP = desvio padrao.
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Tabela S3.39. Quantificagdo do teor de citronelal no produto de degradacéo deste
terpeno utilizando os métodos de RMN de 'H (& = 9,75) e de cromatografia gasosa

usando normalizacéo de areas (CG-N).

Amostra | RMN de H (%) CG-N (%)
Deg 38,11+ 0,19 38,22 + 0,47

Deg = amostra resultante da degradacdo de citronelal (55 °C, oxigénio em excesso, 48 h); RMN de H =
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio; CG- = cromatografia gasosa usando normalizagdo de areas.
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