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EXTRATO

TEIXEIRA, Robson Ricardo, M.S., Universidade Federal de Vicosa, junho
de 1996. Estudo da atividade inseticida e dos constituintes volateis das
partes aéreas (folhas e cascas) de Gallesia gorazema MoqQ. por
cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas. Professor
Orientador: Luiz Claddio de Almeida Barbosa. Professores
Conselheiros: Antonio Jacinto Demuner e Maria Eliana Lopes Ribeiro
de Queiroz.

Gallesia gorazema, da familia das fitolacaceas, € uma espécie
vegetal que faz parte daimensa flora medicinal brasileira. De grande valor
terapéutico, é utilizada, popularmente, para combater os mais diferentes
tipos de enfermidades. Além disso, no meio rural acredita-se que suas
cascas possuam atividade inseticida contra baratas e repelente contra
varios insetos. O presente trabalho teve por meta realizar testes biol 0gicos
para averiguar se as cascas apresentavam ou nao atividade inseticida e, ou,
repelente, bem como analisar a composicdo quimica das cascas,
objetivando identificar os compostos responsaveis por tais atividades. Os
testes bioldgicos conduzidos em laboratério, com baratas e cascas de
Gallesia gorazema, evidenciaram que as mesmas s&o altamente repelentes
para tais insetos e ndo mostraram possuir nenhuma atividade inseticida.
Para o proposito de se estudar a composicdo quimica das cascas da espécie
vegetal, foram preparados extratos etéreo e por arraste a vapor das cascas.
Estes extratos foram, entédo, analisados por cromatografia em fase gasosa
e espectrometria de massas (CG/EM). O cromatograma do extrato etéreo
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das cascas mostrou a presenca de um grande nimero de compostos, sendo
possivel a identificagdo dos organossulfurados 2,3,4-tritiapentano
(trissulfeto de metila), metilmetanotiossulfinato, metilmetanoti ossulfonato,
1,2,4-tritiolano,  metiotiometildissulfeto, = metiltiometildimetilsulfona,
2,3,4,6-te-tratiaeptano, 1-metilsulfonil-2,3-ditiabutano, 2,3,5,7-tetratiaoctano,
2,4,5,7-te-tratiaoctano (bis (metiltiometil)dissulfeto), 2,3,5,6-
tetratiaoctano, 2,3,4,6,8-pentatianonano, 2,3,5,6,8-pentatianonano, 1,4-
dimetilsulfinil-2,3-ditiabutano e 2,4,5,6,8-pentatianonano, além dos
compostos nao-sulfurados hidroquinona, 4-hidroxi-3-metilacetofenona e
2,3-diidro-3,5-diidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona. A anadlise do 0Oleo
essencial das cascas revelou a presenca dos organossulfurados 2,3,4-
tritiapentano  (trissulfeto de  metila),  metilmetanotiossulfinato,

metil metanotiossulfonato, 1,2,4-tritiolano, metiotiometildissulfeto,
2,3,4,5-tetratiaexano  (tetrassulfeto de metila), 2,3,5,6-tetratioeptano,
2,3,4,6-tetratiaeptano, 1,2,4,5-tetratiano, 2,3,4,6-tetratiaeptano, 1-

metilsulfonil-2,3-ditiabutano, 2,3,5,7-tetratiaoc-tano, 2,4,5,7-tetratiaoctano
(bis (metiltiometil)dissulfeto), 2,3,4,6,8-penta-tianonano, 2,3,5,6,8-
pentatianonano, 1-metilsulfinil-2,3,4-tritiaexano, 1,4-dimetilsulfinil-2,3-
ditiabutano e 2,4,5,6,8-pentatianonano. Ainda foi analisado por CG/EM o
extrato etéreo das folhas, no qual foi possivel identificar os compostos
organossulfurados dimetilsulfona, metilmetanotios-sulfonato, benzotiazol,
1-metilsulfonil-2,3,-ditiabutano e, ainda, 0os com-postos nao-sulfurados
hidroquinona, 4-hidroxi-3-metilacetofenona, 3-oxo-a-ionol e vitamina E
na forma de a-tocoferol. Tendo-se em vista a possibilidade de utilizac&o
de Gallesia gorazema como uma fonte alternativa de vitamina E,
subsequientemente procedeu-se a quantificacdo do teor desta vitamina, em
diferentes tipos de amostras de folhas, por cromatografia em fase gasosa.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Robson Ricardo, M.S., Universidade Federal de Vicgosa, June
of 1996. Estudo da atividade inseticida e dos constituintes volateis das
partes aéreas (folhas e cascas) de Gallesia gorazema moqg. Por
cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas. Advisor:
Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Committee Members. Antonio
Jacinto Demuner e Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

The present investigation had as a purpose to undertake biological tests
to verify if the peels presented or not insecticide and/or repellent activity, as well
as to analyze the chemical composition of the peels, aiming to identify the
compounds responsible for such activities. The biological tests conducted in
laboratory, with cockroaches and peels of Gallesia gorazema, proved that the
peel is highly repellent to these insects but did not exhibit any insecticide activity.
For the purpose of studying the chemical composition of the peels of this plant
species, ethereal extracts were prepared as well as extracts by steam carrying
treatment of the peels. These extracts were, then, analyzed by gas
chromatography and mass spectrometry (GC/ME). The chromatogram of the
ethereal extract of the peels showed the presence of a great number of
compounds, it being possible to identify the organossulphurated compounds
2,3, 4-methyl  trisulfide,  methylmethanethyosulphonate,  1,2,4-trithyolane,
metiothyo  methyldisulfide,  methylthyomethyldimethylsulphone,  2,3,4,6-
tetrathyoheptane, 1-methylsulphonyl-2,3-dithyobutane, 2,3,5,7-tetrathyooctane,
2,4,5,7-tetrathyoctane  (bis(methylthyomethyl)disulfide), 2,3,5,6-tetrathyoctane,
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2,3,4,6,8-pentathyononane, 2,3,5,6,8-pentathyononane, 1,4-dimethyl suphonyl-
2,3-dithyobutane and 2,4,5,6,8-pentathyononane, as well as the non sulphur
containing compounds hydroquinone, 4-hydroxy-3-methylacetophenone and 1,2-
dihydro-3,5-dihydroxi-6-methyl-4H-pyrane-4-one. The analysis of the essential
oil from the peels has revealed the presence of the organo sulphurated
compounds 2,3,4-trithyopentane (methyltrisulfide),
methylmethanethyosul phinate, methylmethanethyosulphonate, 1,2,4-trithyolane,
methiomethylsulfide, 2,3,4,5-tetrathyohexane (methyltetrasulfide), 2,3,5,6-
tetrathyoheptane,  2,3,4,6-tetrathyoheptane,  1,2,4,5-tetrathione,  2,3,4,6-
tetrathyoheptane,  1-methylsulphonyl-2,3-dithyobutane,  2,3,5,7-tetrathyotane,
2,4,5,7-tetrathyoctane (bis(methylthyomethyl)disulfide), 2,3,4,6,8-
pentathyononane, 2,3,5,6,8-pentathyononane, 1-methylsulphonyl-2,3,4
trithyohexane, 1,4-dimethylsulphonyl-2,3-dithyobutane  and 2,4,5,6,8-
pentathyononane. Also analyzed by CG/EM was the ethereal extract of the
leaves, in which was possible to identify the organo sulphurated compounds
dimethylsulphone, methylmethanethyosul phonate, benzothyoazol, 1-
methylsulphonyl-2,3,-dithyobutane and also the non sulphur containing
compounds hydroquinone, 4-hydroxy-3-methylacetophenone, 3-oxo-a-ionol and
vitamin E in the a-tocoferol form. Contemplating the possibility of using
Gallesa gorazema as an aternative source of vitamin E, subsequent
quantification of this vitamin was aso undertaken, in different types of leave
samples, by gas chromatography.
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1. INTRODUCAO

1.1. Os pesticidas

O termo pesticidas refere-se a um grupo de substancias que podem
ser categorizadas quanto as respectivas fungbes no controle de insetos
(inseticidas), de ervas daninhas (herbicidas) e de fungos (fungicidas). Tais
compostos sdo0 muito importantes para 0 homem, destacando-se sua
atuacdo no controle de pragas que transmitem doencas e no aumento da
producéo agricola, permitindo que um numero cada vez maior de pessoas
possam se alimentar de modo satisfatério. Estima-se que a populacdo de
108 insetos que povoa o mundo seja responsavel pela metade das mortes
humanas e pelo consumo ou destruicéo de um terco da producédo agricola
(CAVA et al., 1985).

Na agricultura, as primeiras substéncias utilizadas no combate as
pragas e, ou, doencas foram enxofre, compostos de cobre, cianetos e
arsenicais. Apés o término da Segunda Guerra Mundial, compostos
quimicos ja conhecidos no mundo cientifico e até usados durante a guerra
pelas suas propriedades inseticidas passaram a ser usados na agricultura.
Dois exemplos bem conhecidos sdao DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-
clorofenil)etano) e BHC (1,2,3,4,5,6-hexaclorocicloexano) (LARA e
BATISTA, 1992). Dessa época em diante, o0 numero de pesticidas
produzidos e empregados pelo homem & cada vez maior.



Entretanto, mesmo que os pesticidas sejam empregados de maneira
adequada, eles podem causar problemas de ordem ecoldgica ou de saude
publica.

Um problema sério que pode ocorrer, especialmente no caso dos
inseticidas, € um desequilibrio na natureza, favorecendo o aparecimento de
novas pragas ou O retorno de outras que estavam sob controle natural
satisfatério, na forma de surtos, em razdo da eliminacdo de predadores
que, em condicdes naturais, mantém as populacdes de insetos nocivos em
niveis economicamente aceitaveis (LARA e BATISTA, 1992).

Outro problema refere-se aos residuos deixados pelos pesticidas no
ambiente. Um exemplo bastante conhecido é o DDT, cujo principal
produto de sua decomposicdo no ambiente é o DDE (1,1-dicloro-2,2-
bis(p-clorofenil)eteno). Este residuo contribui para a ma formagéo da
casca dos ovos de muitos passaros, inibindo a enzima anidrase carbonica
que controla o suprimento de calcio para a formacdo da casca. Como
conseqguliéncia, as cascas sao freguentemente muito frageis e ndo resistem
até que ocorra a abertura natural dos ovos. Nos ultimos anos a populacéo
de aguias, falcbes e agores caiu drasticamente, e existe a suspeita de que o
DDE seja o principal responsavel por esse fato (SOLOMONS, 1983).

—Orp-0- ~OO~

CCl3
DDT DDE

Ventos e enxurradas podem levar os pesticidas para grandes
distancias em relagéo ao local onde foram aplicados, causando a morte de
peixes, aves, etc. Sabe-se hoje que os tecidos gordurosos dos pinguins da
Antartica contém residuos de BHC, DDT e outros organoclorados, sendo
este apenas um exemplo de como eles podem ser levados a distancia de
milhares de quildmetros (LARA e BATISTA, 1992).

A resisténcia que insetos e microrganismos adquirem em relacéo
aos pesticidas é outro problema a ser notado. Por um processo de selecéo
natural, um genotipo resistente, que inicialmente estd com uma baixa
freqiéncia numa populagcdo, torna-se de ocorréncia cada vez mais
generalizada, o que faz com que os individuos sejam cada vez menos



sensiveis aos pesticidas. O grafico a seguir (Figura 1) procura ilustrar o
que acaba de ser mencionado.

Aplicagdes de paslicida
1! 1 ar a4t

\ v ¢

Prajulio econdmico
acima deste nivel

Log.do n*de mdviduos

Tempo —=

Figura 1 - Resisténcia de espécies a pesticidas.

Observa-se que a primeira aplicacéo do pesticida resulta numa alta
mortalidade na populacdo de pragas. Aplicacdes posteriores tém impacto
cada vez menor, até que, finalmente, o inseticida ndo é mais eficaz no
controle da praga. Com a resisténcia crescente, a populacédo de pragas
retorna a niveis prejudiciais ainda mais rapidamente. 1sso significa que o
pesticida deve ser aplicado com freqiéncia cada vez maior (SAMWAY'S,
1989).

Deve-se ressaltar ainda o problema da toxicidade elevada de
muitos pesticidas, como por exemplo os inseticidas organofosforados, que
sao muito toxicos para os mamiferos (BENN e McAULIFFE, 1981).

1.2. Os inseticidas naturais: vantagens e desvantagens de sua utilizacéo

Tendo em vista tantos problemas com os pesticidas, solucoes
alternativas tém sido buscadas no combate as ervas daninhas, doencas e
pragas agricolas. No caso das ultimas, uma saida possivel é a utilizagao de
inseticidas naturais. Alguns exemplos interessantes desses tipos de
compostos podem ser destacados.

O piretro corresponde a um inseticida natural extraido de algumas
plantas pertencentes ao género Chrysanthemum, familia Compositae,
espécie cinerariaefolium. Ele pode ser utilizado para combater insetos
caseiros (moscas, percevejos, formigas, tragcas, mosquitos, etc.), pragas de
hortalicas, plantas ornamentais e frutas (pulgdes, percevejos, besourinhos, etc.)



e parasitas de animais domesticos (pulgas, piolhos, etc.) (MARICONI,
1983). Os primeiros estudos relativos ao piretro foram feitos de 1910 a
1926 por Stadinger e Ruzicka, sendo seus resultados somente publicados
em 1924. O principio ativo do piretro era constituido pelas piretrinas,
esteres formados pela combinacédo de dos acidos, 2,2-dimetil-3-(2-metil-1-
propenil)-1-ciclopropanocarboxilico (crisantémico) e 2,2-dimetil-3-(2-
metoxicarbonil-1-propenil)-1-ciclopropanocarboxilico (acido pirétrico),
com trés alcoois: piretrolona, cinerolona e jasmolona.

H
H  COOH H 'COOH
Acido crisantémico Acido pirétrico

Os ésteres do acido crisantémico sao chamados de piretrina | (a
mais ativa das piretrinas naturais), cinerina | e jasmolina I, sendo
coletivamente chamados de piretrinas |; e os ésteres do acido pirétrico séo
chamados de piretrina Il, cinerina Il e jasmolina Il, e conjuntamente s&o
denominados piretrinas Il (KASCHERES e CUNHA, 1989).

: R= \:/_ - piretrinal
y\/O/////é*R R= \_/ - cinerinall
| N -
o 0 R = \:/_ - jasmolinal
Estrutura das piretrinas |
\—/_ - piretrinall
@]
é— \__/ -cinerinall
O \_/_ - jasmolinall

Estrutura das piretrinas ||



Muito embora existam disponiveis muitos inseticidas sintéticos, o
uso do piretro tem aumentado muito, destacando-se como causas desse fato
a sua baixa toxidez para mamiferos, aliada a sua alta atividade inseticida e
régpida agéo (alguns segundos) contra insetos voadores. Uma importante
vantagem do piretro é o fato de o0s seus constituintes ndo serem
persistentes e ndo deixarem residuos toxicos, ao contrério dos inseticidas
sintéticos organoclorados, organofosforados e carbamatos (KASCHERES
e CUNHA, 1989).

Apesar das muitas vantagens que O piretro apresenta, existem
algumas desvantagens que dificultam sua utilizacdo, destacando-se o seu
custo elevado, a dificuldade de conservacao de extratos e a instabilidade
na presenca do ar e da luz. Estas condi¢des respondem pelas desvantagens
no uso do controle agricola (KASCHERES e CUNHA, 1989).

Apobs a descoberta dos constituintes ativos do piretro, buscou-se a
sintese de novos piretroides, fazendo-se diversas modificacdes em suas
estruturas, no sentido de potencializar sua atividade inseticida. Foram
descobertos novos compostos com atividade superior aos piretroides
naturais. Citam-se como exemplo a aletrina, bioaletrina e bioresmetrina,
sendo a aletrina o primeiro piretroide sintético produzido comercia mente.
Entretanto, o problema da estabilidade destes novos compostos em frente
da luz continuava.

(R.9)
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Esta situacéo, porém, modificou-se no principio da década de 70,
com a sintese de novos piretroides, altamente ativos e também
fotoestaveis, possibilitando 0 uso desses inseticidas até mesmo na
agricultura (KASCHERES e CUNHA, 1989).

O uso dos inseticidas piretroides tem aumentado, e, em 1987, eles
ja correspondiam a 25% do total dos inseticidas empregados (COMBRIE,
1989). Deve-se salientar ainda que os piretroides estdo entre os inseticidas
mai s potentes e seguros conhecidos até hoje.

Exemplos interessantes de compostos naturais com propriedades de
repeléncia e inseticida séo encontrados no género Allium. As espeécies
deste género, destacando-se como seus principais representantes o alho, a
cebola e a cebolinha, apresentam como caracteristica comum a presenga
de diversos compostos volateis organossulfurados, que s&o reponsaveis
pelo sabor e aroma tipicos das plantas deste género. Alguns desses com-
postos sulfurados apresentam propriedades inseticidas ou repulsivas para
algumas espécies. Propilpropanotiossulfinato é repelente para Ephestia
kuehniellal. Dialildissulfeto e dialiltrissulfeto, presentes no 6leo essencial
de alho, séo toxicos para mosquitos e larvas de insetos em doses de 2 ppm
e sdo repelentes para Ixodes ricinus?. Dialildissulfeto tem ainda sido em-
pregado para espantar passaros que danificam vérias culturas (BLOCK, 1992).

NN P e AN

Dialildissulfeto Dialiltrissulfeto

O
Il
/\/S\S/\/

Propilpropanotiossulfinato

Os isoflavondides séo compostos que ocorrem mais comumente nas
plantas da familia Leguminosae (MANN, 1987). Um exemplo interessante
desta classe de compostos € a rotenona, um produto natural com
propriedades inseticidas que vem sendo utilizado desde o homem

1 Ephestia kuehniella: Corresponde a uma mariposa com 22 a 25 mm de envergadura. Tal inseto é uma
praga de produtos armazenados, principalmente farinha de cereais, produtos agricolas secos e até
mesmo carne (STORER et a., 1977).

2 |xodes ricinus: Uma espécie de carrapato, com escudo dorsal, medindo de 3 a 10 mm, sendo parasita de
vérios tipos de mamiferos e vetor do virus daencefalite (BERTELS, 1956).

6



primitivo, com o proposito de “envenenar” peixes, para serem
posteriormente consumidos (MANN, 1987; MANN et al., 1994).

Rotenona

A rotenona e outros rotenoides sdo encontrados em grande namero
de plantas pertencentes aos géneros Tephrosia, Derris, Lonchocarpus,
Milletia, Mudulea, Stapholobus e Pachyrhizus. Entre as pragas que podem
ser combatidas com a rotenona citam-se pulgdes, algumas espécies de
acaro, pequenas lagartas, pulgas e piolhos. Em alguns paises, o consumo
de rotenona é muito grande, particularmente no combate as pragas que
atacam hortalicas, pelo fato de ela se decompor rapidamente quando
exposta a luz e ao ar e ainda ndo deixar residuos toxicos. Este inseticida,
porém, age lentamente: os insetos morrem depois de decorridos alguns
dias (MARICONI, 1983).

Como um ultimo exemplo de substancia natural com propriedade
inseticida, menciona-se 0 composto azadiractina. Isolado de Azadirachta
indica, este tetranortriterpeno altamente oxigenado apresenta intensa
atividade antialimentar (antifeedant) contra insetos (KOSKINEN, 1993).
Muito embora o composto tenha sido isolado em 1968, sua estrutura so foi
definitivamente elucidada em 1985.

Azadiractina



Outros dois exemplos de substancias naturais com 0 mesmo tipo de
atividade séo o poligodial e o warburganal (COMBRIE, 1989).

GHO HQ CHO
CHO

CHO

Warburganal Poligodial

N&o se pode negar a dependéncia do homem com relacdo ao uso
dos inseticidas, nem os beneficios decorrentes de sua utilizacdo. Torna-se
até mesmo dificil imaginar a eliminacdo dos mesmos. No entanto, ndo
podem ser esquecidos os diversos problemas causados pela utilizacdo de
inseticidas sintéticos, como os organoclorados, organofosforados e
carbamatos. Existe uma tendéncia de se buscarem novos inseticidas que
possuam o maximo de efeitos especificos contra os insetos e que sejam
biodegradaveis, causando menos problemas ao homem e ao ambiente.
Nesse caso, 0s inseticidas naturais despontam como uma solucdo
alternativa. Problemas associados com esta classe de inseticidas, como por
exemplo estabilidade dos compostos e custo elevado, podem ser
solucionados por meio da sintese de andlogos. Em vista das diversas
vantagens resultantes da utilizacdo de inseticidas naturais e seus analogos
sintéticos, a pesquisa neste campo da quimica organica torna-se cada vez
mai s necessaria.

1.3. As baratas e os problemas causados ao homem

A ordem Blattariae possui como representante as baratas. S&o
insetos terrestres, havendo algumas espécies aquaticas ou semi-aquéaticas.
As fémeas efetuam a postura de capsulas especiais, denominadas ootecas,
em cujo interior estdo 0s ovos. As ootecas sdo deixadas em locais
abrigados, nas paredes e nos muros. Desde que nascem, as baratinhas séo
semelhantes ao adulto; a medida que crescem trocam de casca (ecdise);
surgem as asas, as quais também v&o crescendo. Efetuando a ultima
ecdise, o inseto torna-se adulto.



As baratas podem ser divididas em “domésticas’ e “do mato”. As
Ultimas sdo encontradas no solo, sob pedras, etc. As espécies mais
importantes séo as que infestam os lares e outros domicilios, e que foram
levadas a todas as regibes pelas bagagens transportadas pelos navios.
Tanto as espécies silvestres como as das habitacdes em geral tém habitos
noturnos; de modo geral, sdo onivoras. Ha baratas predadoras que se
alimentam de outros insetos.

Do ponto de vista agricola, as baratas s&o muito pouco importantes.
Do ponto de vista econdmico, a importancia é muito grande, pois,
encontrando ambiente favoravel, as baratas domésticas invadem galpdes,
armazeéns, silos e lares, principalmente as cozinhas e despensas. Além de
devorarem alimentos, estes ficam estragados e impregnados de um cheiro
desagradavel. Livros também sdo danificados, principalmente se as capas
sdo grudadas por certas colas especiais apreciadas pelos insetos. A espécie
mais comum, a barata americana Periplaneta americana, vem as vezes ao
rosto das pessoas adormecidas, para comer detritos alimentares que ali
ficaram.

Acredita-se que as baratas tenham papel importante na transmisséao
de bactérias e protozoarios; entretanto, se elas contaminam os alimentos
com tais microrganismos, ainda nao se sabe (MARICONI, 1983). Em
virtude dos problemas causados por tais insetos, seu combate é desejavel.

1.4. Justificativa do trabalho

A quimica dos produtos naturais tem se tornado cada vez mais
importante para 0 homem, que tem conseguido isolar, principalmente de
plantas, diversas substancias com as mais variadas atividades, tais como
farmacol 0gica, inseticida, herbicida, etc.

No meio rural acredita-se, segundo Souza (1993)3, que as cascas de
Gallesia gorazema, quando colocadas em paidis, silos, etc., séo ingeridas
por baratas que comumente habitam esses locais, causando sua morte.
Outras informagdes populares obtidas no meio rural salientam o uso de
cascas dessa planta para afugentar pulgas e outros insetos caseiros.

Em vista dessas informacdes, vislumbrou-se a possibilidade de se
isolar desta planta uma ou mais substancias com atividade baraticida e, ou,
repelente para insetos.

3 Informagao pessoal do Prof. Dr. Agostinho Lopes de Souza, do Departamento de Engenharia Florestal
da Universidade Federa de Vicosa.



Uma andlise preliminar do extrato etéreo bruto das Gallesia
gorazema por CG/EM revelou a presenca de vitamina E, na forma de a-
tocoferol. Uma vez que Gallesia gorazema produz grande massa foliar e é
amplamente utilizada em reflorestamentos, ela poderia ser utilizada
também como uma fonte alternativa dessa vitamina, dependendo do teor da
substancia em suas folhas. Este foi outro fator que motivou a realizagéo
do presente trabal ho.
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2. DADOSBOTANICOS, FARMACOLOGICOSE QUIMICOSDE
Gallesia gorazema M og.

Divisao: Angiospermae.

Classe: Dicotiledoneae.

Ordem: Centrospermae.

Familia: Phytolaccaceae.

Nome Cientifico: Gallesia gorazema (Vell.) Mog.

Nomes vulgares: Arvore d'aho, catinga-de-gamba, gorazema,
ibirarema, pau-d'alho-verdadeiro, pau-de-mau-cheiro, pau-fedorento,
ubirarema (CORREA, 1984), gororema, gorarema, guararema (INOUE et
al., 1984), ivirarema, jandiparana, jandiparanduba, ubaeté, ibiracema
(TAVARES, 1959), “arbol-de-aj0”, na Bolivia, e “Garlic Wood”, no
comércio internacional (MAINIERI e CHIMELO, 1989).

Sinonimia: Crataeva gorarema Vell., Gallesia scorododendrun
Casar, Seguiera alliacea, Gallesia guararema (CORREA, 1984;
BALBACH, s.d.; Index Kewensis).

Habitat: A espécie € encontrada principalmente no estados de Sao
Paulo (em maior concentragdo no Vale do Ribeira) e Parana (Florestas
Latifoliadas e subtropicais do Estado). Ocorre ainda no Espirito Santo, Rio
de Janeiro, na Amazonia e na Republica do Peru (INOUE et al., 1984,
CORREA, 1984; MAINIERI e CHIMELO, 1989).

Local de Coleta: Horto Botéanico da Universidade Federal de
Vigosa.

Caracteristicas Morfologicas. Gallesia gorazema é uma arvore
muito grande e ramosa, de caule até 38 metros de altura e 3 metros de

11



diametro maximo, tortuoso, ramificado, contorcido e freglientemente oco,
com sapopemas bem desenvolvidas na base. Casca escura e rugosa, com
galhos fortes e grossos, ramos finos, estriados longitudinalmente, um pouco
angulosos, revestidos de epiderme parda ou castanha com numerosas
lenticelas amarel o-laranja. Suas folhas s&o simples, alternadas, aproximadas,
pecioladas (peciolo de 4 cm, caniculado, anguloso e glabro), peninérveas,
ovais ou elipticas, acuminadas no apice e agudas na base, até 14 cm de
comprimento e 6 cm de largura, coriaceas, rigidas, saliente-reticulado-
nervadas e pelucido punctudas na pagina inferior, verde-escuras e
vernicosas. As flores sdo pequenas, esverdeadas ou alvo-cremes, dispostas
em paniculas terminais éfilas, floribundas, com ramos numerosos,
flexuosos, angulosos, pubescente-tomentosos, bracteas ovadas, pequenas,
agudas. Fruto nucula samariforme, com asa acenaciforme contendo uma
semente comprida verticalmente, orbicular, com albumen farinaceo,
medindo ao todo cerca de 3 cm de comprimento. A planta apresenta odor
alidceo intenso, peculiar a todas as suas partes, motivo pelo qual os indios
batizaram-na de guararema, que significa madeira mal cheirosa (CORREA,
1984; INOUE et al., 1984; LECOINTE, 1947; TAVARES, 1959, Boletim de
Agricultura, 1933). A Figura 2 contém uma fotografia da espécie vegetal
Gallesia gorazema.

Ciclo Vegetativo: Segundo TAVARES (1959), a floragcdo se da
entre fevereiro e maio, ndo ocorrendo, ao que tudo indica, em anos seguidos.
No entanto, quando a mesma ocorre, verifica-se intensa frutificaggo
(INOUE et al., 1984).

Descricédo do uso popular: A espécie possui um grande emprego
popular, particularmente pelas pessoas interioranas mais antigas, para o
tratamento das mais variadas enfermidades. Pode-se citar sua utilizagéo
como antiespasmadico, anti-helmintico, antigonorréico, anti-hemorradario e
vermifugo; contra reumatismo, afeccdes dartrosas, hidropsia, tumores e
tosses nervosas; no tratamento externo da orquite, de doencas das vias
respiratorias e abscessos; para baixar a febre e ainda contra as afeccoes
histéricas e as convulsdes (CORREA, 1984; INOUE et al., 1984;
LECOINTE, 1947; BALBACH, s.d.; BOLETIM DE AGRICULTURA,
1933). Sua madeira tem aplicacéo generalizada, para obtencéo de tabuas e
sarrafos que podem ser utilizados em cibramento, construgdes temporarias e
em caixotarias e embalagens leves (MAINIERI e CHIMELO, 1989). Além
disso, no meio rural acredita-se que as cascas da espécie atraem baratas,
sendo ingeridas pelos insetos, levando a morte dos mesmos; étambém
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Figura 2 - Fotografia da espécie vegetal Gallesia gorazema.
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utilizada para afugentar pulgas e outros insetos (Souza, 1995, informacéo
pessoal).

Constituintes quimicos: A literatura consultada (Chemical
Abstrat, 1926-1994) revelou que quase nenhum estudo quimico relativo ao
género Gallesia foi realizado. Um dos poucos estudos que se conhece
refere-se a analise da composic¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de
Gallesia integrifolia. Nele, ocorrem pelo menos 47 componentes, entre 0s
quais foram identificados apenas éacido palmitico, sulfeto de metila,
metiltiometildissulfeto e bis(metiltiometil)dissulfeto (AKISUE et al.,
1984).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Andlise qualitativa do extrato etéreo bruto das folhas de Gallesia
gorazema

Amostras de folhas de Gallesia gorazema coletadas no Horto
Botanico da Universidade Federal de Vicosa (cerca de 5,0 gramas de
folhas) foram trituradas em liquidificador e a seguir extraidas com
100,0 mL de éter dietilico por 24 horas. Apos este tempo, o extrato foi
secado com quantidade suficiente de sulfato de magnésio, filtrado e
concentrado em evaporador rotativo. Obteve-se um Oleo de coloracdo
verde intensa, que foi entdo submetido a uma analise qualitativa
por CG/EM. As condicOes utilizadas durante a andlise sédo descritas a
seqguir.

- Coluna: SE 30 0,25 mm x 25 m.

- Temperatura do injetor: 200°C.

- Temperatura do detector: 230°C.

- Aquecimento: 80°C/5°C/min. até 210°C.

- Gasde arraste: H, = 0,8 ml/min.
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3.2. Preparo de extratos etéreos a frio de diferentes amostras de folhas de
Gallesia gorazema para quantificacéo de vitamina E

3.2.1. Extrato das folhas frescas

Amostras de folhas frescas foram coletadas no Horto Botanico da
Universidade Federal de Vigosa e em seguida trituradas em liquidificador.
Trés porgdes das folhas trituradas, cada uma delas pesando cerca de 5,0 g,
foram transferidas para bal 6es de fundo chato de 250 mL e misturadas com
100,0 mL de éter dietilico. Os sistemas foram mantidos sob agitacao
magnética durante 24 horas. Decorrido este tempo, adicionou-se
quantidade suficiente de sulfato de magnésio para secagem do extrato,
filtrando-se toda a mistura posteriormente. A solugéo resultante foi
concentrada em evaporador rotativo sob baixa presséo, a temperatura de 30
°C, resultando num o6leo de coloracdo verde escura intensa (extrato
bruto). Este 6leo foi passado através de uma pequena coluna de silica,
eluida com 50,0 mL de uma mistura de hexano/acetato de etila (10:1).
Este procedimento conseguiu reter no topo da coluna a grande quantidade
de clorofila contida no extrato. O material resultante dessa operacéo,
isento de clorofila, apresentou coloracdo amarelada. Apos completa
remocdo do solvente em evaporador rotativo, o solido resultante foi
dissolvido em 0,5 mL de éter dietilico. Para quantificacdo do teor de
vitamina E nas folhas frescas, por cromatografia em fase gasosa, foram
utilizados 2 L desta ultima solucéo.

3.2.2. Extrato das folhas liofilizadas

Apo6s coleta no Horto Botanico da UFV, trés amostras de folhas
frescas, previamente pesadas e cada uma contendo cerca de 5,0 gramas,
foram acondicionadas em congelador por 72 horas. A seguir, as amostras
foram submetidas ao processo de liofilizagéo, até a remogcéo completa da
agua das folhas. Posteriormente, as amostras de folhas, ja liofilizadas,
foram devidamente trituradas e extraidas com 100,0 mL de éter dietilico.
A partir deste ponto, os mesmos procedimentos utilizados no preparo do
extrato etéreo das folhas frescas para anélise por cromatografia em fase
gasosa foram repetidos para as amostras de folhas liofilizadas.
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3.2.3. Extrato das folhas secadas em estufa a 50°C por 72 horas

Apo6s coleta no Horto Botanico da UFV, trés amostras de folhas
frescas, previamente pesadas e cada um contendo cerca de 5,0 gramas,
foram submetidas a secagem em estufa a temperatura de 50 °C, durante 72
horas. Decorrido este periodo, as amostras foram trituradas e extraidas
com 100,0 mL de éter dietilico durante 24 horas. Novamente, 0S mesmos
procedimentos utilizados para o preparo dos extratos etéreos de folhas
frescas e liofilizadas para quantificagdo de vitamina E por cromatografia
em fase gasosa foram repetidos no preparo dos extratos etéreos das
amostras de folhas secas.

3.2.4. Andlise quantitativa dos extratos das diferentes amostras
de folhas quanto ao teor de vitamina E

A analise quantitativa de vitamina E nas amostras de folhas de
Gallesia gorazema foi realizada pelo método da curva de calibracéo
(LANCAS, 1993). Diferentes solugbes-padréao de a-tocoferol, de
diferentes concentracdes, foram preparadas e analisadas por cromatografia
em fase gasosa.

As condigdes utilizadas durante as analises cromatograficas dos
extratos etéreos das diferentes amostras de folhas e das solucdes-padréo
foram as seguintes:

- Instrumento: CG-37 - CG Instrumentos Cientificos Ltda.

- Coluna: OV-17 (50% difenil + 50% dimetil siloxano) empacota-
da; média polaridade.

- Dimensbes da coluna: 2 mm x 2 m.

- Suporte: Chromosorb.

- Temperatura do injetor: 286 °C.

- Temperatura do detector: 261 °C.

- Programacéo de temperatura: de 100 - 330 °C.

- Velocidade de aguecimento: 8 °C/minuto.

- Fluxo de nitrogénio: 30 mL/minuto.

- Fluxo de hidrogénio: 30 mL/minuto.

- Fluxo de ar: 300 mL/minuto.

- Detector: lonizag&o de chama (FID).

- Gasde Arraste: nitrogénio.
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- Velocidade do papel: 8 mm/min.

3.3. Preparo de extratos de cascas para analise por cromatografia em
fase gasosa acoplada a um espectrometro de massas (sistema CG/EM)

3.3.1. Extrato por arraste a vapor das cascas (0leo essencial das cascas)

Para o0 preparo do Oleo essencial das cascas, tomaram-se
40,05 gramas de amostras de cascas, também coletadas no Horto Botanico
da Universidade Federal de Vicosa, que foram devidamente trituradas e a
seguir misturadas com cerca de 200,0 mL de agua destilada. Diversas
aliguotas de extrato aquoso foram coletadas e reunidas até perfazerem um
total de 1 litro. Em seguida, procedeu-se a extragédo da fase aquosa com
diclorometano (3 x 150 mL). Apds extragao, procedeu-se a concentracdo
da fase organica em evaporador rotativo sob baixa pressdo, até a
eliminagdo completa do solvente. O extrato assim obtido foi submetido a
analise por CG/EM.

3.3.2. Extrato etéreo a frio das cascas

Um procedimento similar aquele realizado para o preparo de
extratos etéreos a frio das diferentes amostras de folhas foi utilizado para
0 preparo do extrato etéreo das cascas. As amostras de cascas foram
trituradas e extraidas, sob agitacdo magnética, com cerca de 300,0 mL de
éter dietilico. Apos extragdo, secagem, filtracdo e concentragéo do extrato,
em evaporador rotativo, a 30 °C, obteve-se um extrato oleoso, que
apresentou intensa coloracéo esverdeada. A partir deste ponto, os demais
procedimentos descritos no item 2.2, para o preparo dos extratos de folhas,
novamente foram repetidos até a obtencdo final do extrato etéreo das
cascas para analise por CG/EM.

Para uma analise mais completa da composi¢éo quimica do extrato
etéreo das folhas frescas, preparou-se um novo extrato, segundo
metodologia mencionada no item 3.2.1, que foi entdo submetido a uma
nova analise por CG/EM. As condic¢Oes utilizadas para as anélises dos
extratos das cascas e para a analise do extrato etéreo das folhas foram as
seguintes:
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Instrumento - Espectrédmetro de massas HP MSD5972, acoplado a
um cromatografo a gas HP5890 e possuindo o software HPG1034GM S
Chemstation.

Fontedeion: 176 °C.

Energia do feixe eletronico: 70 eV

Modo do impacto eletronico: Faixa de massas de 33-400 m a
velocidade de 1,9 varredura por segundo.

Coluna: SGE BPX 5 - 50 m (95% dimetil siloxano + 5% fenil);
apolar. Espessura do filme: 0,5 micron:

d.i.0,25 mm.

d.e.0,43 mm.

Condicoes:

Coluna:

Temperaturainicial: 60 °C, durante cinco minutos.

Vel ocidade de aquecimento: 4 °C/min.

Temperatura final: 250 °C durante 20 minutos.

3.4. Testes biologicos com baratas

Com o propoésito de averiguar se as cascas da espécie vegetal
Gallesia gorazema apresentavam ou ndo atividade inseticida contra
baratas, foram realizados testes biol6gicos, que foram divididos em quatro
etapas, descritas a seguir.

3.4.1. Etapa 1

Inicialmente, foram empregadas cubas de vidro de dimensdes
12 cm x 25 cm x 15 cm, dotadas de tampa de vidro. No interior da
cuba, em uma de suas extremidades, foram colocadas duas tiras de papel
de filtro de 3 cm x 9 cm, contendo quatro dobraduras (em forma de “w”
e, na extremidade oposta, duas outras tiras, que foram deixadas em
contato, dentro de um frasco de vidro fechado, com cascas de Gallesia
gorazema por cinco minutos. Essas tiras de papel ficaram impregnadas
com o forte odor aliaceo exalado pelas cascas. Em seguida, doze baratas
em estadio de ninfa foram colocadas no centro da cuba de vidro, sendo a
mesma imediatamente tampada e, a seguir, recoberta com um pano negro.
ObservacOes foram realizadas em intervalos de cinco minutos, durante
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30 minutos, e foi anotado o niumero de baratas que se agregaram em cada
tirade papel. O experimento foi realizado em quadruplicata.

3.4.2. Etapa 2

Numa segunda etapa dos testes, utilizou-se o0 extrato etéreo das
cascas. Para o preparo deste extrato, foram pesados 10,08 gramas de
cascas que foram extraidas com 100,0 mL de éter dietilico destilado. O
sistema foi mantido sob agitagdo magnética durante 24 horas. Duas tiras de
papel de filtro, de dimensbes idénticas as que foram citadas no
experimento 1, foram mergulhadas diretamente no extrato etéreo. Apos
volatilizaggdo do solvente, as tiras impregnadas com o0 extrato
foram colocadas no interior de uma cuba de vidro, juntamente com
duas outras néo-impregnadas, em extremidades opostas. Novamente,
baratas em estddio de ninfa, num total de quinze insetos, foram
soltas no centro da cuba, sendo esta rapidamente tampada e recoberta com
pano negro. Novas observacdes foram feitas em intervalos de tempo de
cinco minutos, durante 30 minutos, tomando-se nota do numero de baratas
agregadas em cada tira de papel. Esta etapa também foi feita em
quadruplicata.

3.4.3. Etapa 3

Na terceira etapa dos testes biologicos, foi colocada no interior de
uma placa de Petri uma tira de papel de filtro impregnada com o odor
aliaceo das cascas (esta tira foi deixada em contato com as cascas, dentro
de um frasco de vidro fechado, por cinco minutos), juntamente com outra
tira ndo impregnada, opostas entre si. Dezoito baratas em estadio de ninfa
foram soltas no centro da placa de Petri. O recipiente foi rapidamente
tampado e recoberto com um pano negro. Observacdes foram feitas a cada
cinco minutos, durante 30 minutos. Também anotou-se o0 numero de
baratas agregadas sobre cada tira de papel ap0s cada observagao.
Novamente, 0 experimento referente a esta etapa foi feito em
quadruplicata.
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3.4.4. Etapa 4

I nsetos adultos foram utilizados na quarta etapa dos ensaios. Neste
caso, utilizou-se uma caixa de papel&o de dimensdes 1 m x 1 m x 30 cm,
também dotada de tampa de vidro. Em cada canto da caixa, foi colocada
uma caixa menor de dimensbes 7 cm x 7 cm x 30 cm; essas caixinhas eram
abertas em sua parte superior, permitindo que seu interior fosse observado,
e dotadas de uma fenda na parte inferior, através da qual as baratas
poderiam penetrar. Em duas dessas caixas menores, opostas
diagonalmente, foram colocadas cascas de Gallesia gorazema e, a seguir,
vinte e oito insetos adultos foram soltos no centro da caixa maior, sendo a
mesma rapidamente tampada e também coberta com um pano negro.
ObservacOes foram feitas em intervalos de 10 minutos, durante 30
minutos, tomando-se o0 cuidado de anotar o nimero de insetos no interior
de cada caixinha apos cada observagao.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Extratos etéreos e por arraste a vapor das partes aéreas (folhas e
cascas) de Gallesia gorazema

Extratos etéreos das folhas e cascas e, ainda, o extrato por arraste a
vapor das cascas de Gallesia gorazema foram preparados, objetivando o
estudo da composi¢ao quimica dos mesmos. O preparo de dois tipos de
extratos das cascas tinha por objetivo verificar se a composicdo dos
mesmos seria alterada em funcéo do tipo de tratamento a que as amostras
de cascas foram submetidas durante o preparo dos extratos.

Para o preparo do extrato por arraste a vapor das cascas, 40,05 g de
amostra foram devidamente triturados e, em seguida, extraidos com cerca
de 200,0 mL de &gua. Seguindo-se o procedimento descrito no item 3.2.1,
obteve-se 1,28 grama de Oleo essencial (3,20%). O oOleo produzido
apresentou coloracgdo vermelho-alaranjada e odor bastante irritante.

Com relagdo aos extratos etéreos, observou-se que para uma
amostra de casca de 80,80 gramas foram obtidos 5,03 gramas de um 0leo
com coloracdo esverdeada intensa, 0 que corresponde a 6,23% de extrato.
Os resultados relativos as quantidades obtidas de extratos etéreos das
diferentes amostras de folhas serdo apresentados no item 4.2.

Segundo CORREA (1984), o extrato etéreo das folhas de Gallesia
gorazema ja foi bastante usado em xaropes ou em pilulas, contra as
afeccOes histéricas e as convulsdes, evidenciando uma aplicagao medicinal
da espécie, entre tantas outras ja citadas anteriormente.
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4.2. Analise de vitamina E em diferentes tipos de amostras de folhas de
Gallesia gorazema por cromatografia em fase gasosa

Os tocoferdis correspondem a um grupo de derivados 6-
hidroxicromano, possuindo uma cadeia lateral fitil. Variacdes no grau de
metilacdo do ndcleo cromano produzem os membros a, b, g e d da série
dos tocoferdis.

.

HO

R O

Me
CADEIA LATERAL FITIL
R1 R”

a-TOCOFEROL -CHg -CHg
b-TOCOFEROL -CHg -H
¢ TOCOFEROL -H -CHg
d-TOCOFEROL -H -H

As quatro formas sao encontradas na natureza. Aparentemente, a
forma mais difundida e biologicamente mais ativa € o a-tocoferol (CONN
e STUMPF, 1980).

Sintomas caracteristicos da deficiéncia de vitamina E variam com a
espécie animal. Em ratas adultas, had queda na taxa de reproducédo. Elas
podem ficar prenhes, mas os fetos morrem durante a gestacdo e sao
absorvidos pelo Utero. No rato macho, o tecido germinativo degenera. Em
coelhos e cobaias, ocorre distrofia muscular aguda; em frangos ocorrem
anormalidades vasculares. No homem, nenhuma sindrome de deficiéncia
de vitamina E foi detectada (CONN e STUMPF, 1980). Nos Estados
Unidos, preparados desta vitamina sdao muito populares por causa de uma
alegada associacdo com a manutencao da poténcia sexual, porém existem
poucas evidéncias que suportam esta suposi¢édo (MANN, 1987).

A funcdo biolégica precisa da vitamina E nédo foi ainda
identificada, mas provavelmente ela participa da prevencdo do ataque
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destrutivo do oxigénio sobre os lipideos das membranas celulares
(atividade antioxidante) (LEHNINGER, 1991).

A mais importante fonte de vitamina E em dietas sdo os 6leos das
sementes de plantas (50 - 200 mg por 100 gramas). Muitos outros tecidos
animais contém menos do que 0,5 mg por 100 g. Os tocoferoéis também séo
encontrados em gorduras animais (COULTAT, 1984).

No mundo moderno, a soja é a principal matéria-prima de onde se
extrai vitamina E. O 6leo bruto de soja, obtido a partir da farinha de soja
via extracdo com solventes organicos, contém muitos compostos de
interesse comercial, entre eles tocoferdis, os quais sédo removidos do 6leo
bruto na etapa de desodorizacao, por meio da destilagao, com a finalidade
de se produzir 6leo incolor, neutro e sem odor forte (chamado destilado de
alto valor comercial) (WOERFEL, 1981). Neste destilado, a composi¢ao
média de tocoferois é de 9,0 - 14,7%, sendo 1,7-3,7% (a-tocoferol), 5,6 -
8,9% (b-tocoferol + gtocoferol) e 1,7 - 3,3% (d-tocoferol) (SLOVER et
al., 1983).

Conforme comentado anteriomente, uma das metas deste trabalho
consistiu na quantificacéo do teor de vitamina E em diferentes tipos de
amostras de folhas. Esse composto foi identificado por CG/EM como um
dos constituintes do extrato etéreo das folhas de Gallesia gorazema. Na
Figura 3 é apresentado o cromatograma correspondente a analise
mencionada.

Neste cromatograma (Figura 3), o pico com tempo de retencao de
32,15 minutos refere-se ao a-tocoferol. Sua identificacdo foi feita com
base na analise de seu espectro de massas (Figura 4) e na comparacdo do
mesmo com O espectro-padréo do a-tocoferol contido na biblioteca de
dados do software. A interpretacdo para os principais picos observados no
espectro de massas da Figura 4 é apresentada a seguir.

Uma vez que Gallesia gorazema produz grande quantidade de
folhas e apresenta rapido crescimento, sendo por isso utilizada para
arborizacéo de grandes parques ou jardins e até mesmo em reflorestamento
(TAVARES, 1959), ela poderia vir a ser utilizada como uma fonte
alternativa de vitamina E, dependendo do teor deste composto na espécie.
Tendo-se em vista esta possibilidade, extratos etéreos de diferentes
amostras de folhas foram preparados e submetidos a andlise por
cromatografia em fase gasosa, para quantificacao do teor de a-tocoferol.
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Trés tipos diferentes de extratos etéreos, preparados a frio,
utilizando folhas frescas, liofilizadas e secadas em estufa a 50 °C por 72
horas, foram preparados segundo metodologia descrita no item 3.2. e
submetidos a analise por cromatografia em fase gasosa. Os diferentes
tipos de tratamento a que as folhas foram submetidas antes do preparo dos
extratos tiveram por meta estudar a eficiéncia da extracéo, verificando seu
efeito na quantidade de vitamina E extraida, uma vez que esta substancia
ndo € muito estavel. A Tabela 1 contém as quantidades de extrato
produzidas pelas diferentes metodol ogias.

Tabela 1 - Informacdes quantitativas dos extratos utilizados na analise de

vitamina E
Tipo de Amostra Cadigo do Massa de Massa de % de % Médiade
Extrato Amostra Extrato Extrato Extrato
(em gramas) Produzida Obtida
(em gramas)
EFF1 5,10 0,10 1,96
Folhas Frescas EFF2 5,13 0,11 2,14 2,21+0,24
EFF3 512 0,13 2,54
EFL1 3,08 1,10 35,71
Folhas Liofilizadas EFL2 3,04 1,04 34,21 32,8+3.14
EFL3 3,06 0,87 28,43
EFS1 3,04 0,33 10,86
Folhas Secas em Estufa EFS2 3,03 0,29 9,57 11,56+1,97
ab0°C EFS3 3,02 0,43 14,24

A andlise quantitativa de a-tocoferol nos diferentes extratos das das
amostras de folhas foi realizada pelo método da curva de calibracdo. Para ta
proposito, diferentes solugbes-padrédo do composto a ser analisado foram
preparadas e submetidas a andlise por cromatografia em fase gasosa. Os
resultados dessas andlises estdo apresentados na Tabela 2, na Figura 5 (que
contém a curva de calibracdo) e, ainda, na Figura 6, onde estdo ilustrados os
cromatogramas obtidos apos a injecdo de cada solucéo-padréo.

Na Tabela 1 nota-se que a quantidade de amostra de folhas frescas
pesadas foi maior do que para os outros dois tipos de amostras. Tal diferenca
€ justificada tendo-se em vista que nas folhas de Gallesia gorazema
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Tabela 2 - Resultados quantitativos da analise das solucdes-padrdo de a

-tocoferol
Concentragdo de a-Tocoferol Alturados Picos”
(mg/mL de éter) (emcm)
0,5 0,4
13 0,7
2,0 1,6
4,0 41
6,4 7,6
8,0 8,5

by

* Valores correspondentes a média de trés injecbes de cada solucéo-
padréo.

18 L

Equagio da reta: H = 1,146.C - 3,620x10°! /
C = concentrago da a-tocofarol Py

= 0,9936 4’
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Figura 5 - Curva de calibracéo para analise de a-tocoferol por cromato-
grafia em fase gasosa.

28



INTENSIDADE
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Figura 6 - Cromatogramas correspondentes as solugdes-padrdo de a-
tocoferol analisadas por cromatografia em fase gasosa.
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o teor meédio de agua determinado foi de 34,29%. Desse modo, tomando-se
como exemplo uma amostra de 5,10 gramas de folhas frescas,
descontando-se a quantidade de agua, o material de partida desidratado
teria uma massa de 3,35 gramas. Sendo assim, a quantidade de material de
partida, isento de agua, seria aproximadamente a mesma para os diferentes
tipos de amostras, permitindo dessa maneira uma comparacéo da eficiéncia
do processo de extracdo do composto de interesse. A Tabela 3 contém os
resultados obtidos na analise dos extratos etéreos das amostras de folhas
por cromatografia em fase gasosa.

Tabela 3 - Resultados quantitativos da analise de a-tocoferol nas amos-
tras de folhas

Tipo de Amostra Caodigo do Teor de a-Tocoferol Teor Médio de a-
Extrato (mg/100 g de Tocoferol
amostra)

EFF, 49,8

Folhas Frescas EFF, 331 39,9+7,2
EFF3 36,7
EFL; 55,2

Folhas Liofilizadas EFL, 61,5 55,245
EFL3 48,9
EFS; -

Folhas Secadas EFS, -
EFS3 -

Nas folhas frescas o teor médio de vitamina E encontrado foi de
39,9+7,2 mg/100 gramas de folha desidratada. Este teor € inferior ao das
folhas liofilizadas, cujo valor médio determinado foi de 55,2+5 mg/100
gramas de folhas. Uma possivel explicacdo para a diferenca observada
nestes dois tipos de amostras seria a presenca de agua nas folhas frescas, o
que tornaria o processo de extracdo menos eficiente. Esta hipotese parece
ser reforcada pelo fato de que no cromatograma do extrato das folhas
liofilizadas (Figura 8) nota-se a presenca, além da vitamina E, de um grande
nimero de outros compostos em grande quantidade (0s picos correspondentes a
estes outros compostos apresentam-se bastante intensos no cromatograma), e
estes estdo com intensidade reduzida ou até mesmo ausentes no
cromatograma do extrato das folhas frescas (Figura 7). E provavel que tais
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compostos sejam aqueles responsaveis pelo tipico odor de alho comum a
todas as partes da planta.

Com relagdo as amostras de folhas secadas em estufa a 50 °C por
72 horas, ndo foi possivel a quantificacdo de a-tocoferol, uma vez que néo
se observou um pico definido para o composto de interesse no
cromatograma (Figura 9). A decomposicdo da substancia durante o
processo de secagem da amostra talvez seja o fator mais provavel desse
comportamento. Além disso, no cromatograma da Figura 9, a maioria
daguel es picos observados no cromatograma das folhas liofilizadas (Figura
8) esta praticamente ausente, em razdo, provavelmente, da perda desses
compostos por volatilizagdo durante a secagem da amostra.

4.3. Composicdo quimica dos extratos etéreos das partes aereas
(cascas e folhas) de Gallesia gorazema

As espéecies da familia das fitolacaceas apresentam como
caracteristica quimiotaxondmica importante a presenca de produtos
naturais sulfurados em seus membros. Citam-se como exemplos de
compostos sulfurados ja identificados nesta familia o cis-3,5-difenil-1,2,4-
tritiolano, trissulfeto de benzila, sulfeto de metila e o trissulfeto de benzil-
2-hidroxietila (DEMUNER, 1985; AKISUE et al., 1984).

O odor caracteristico do aho é devido a compostos
organossulfurados voléateis, que sdo formados pela acdo enzimatica de
alinases sobre precursores que estéo presentes no bulbo intacto da planta,
guando o mesmo é cortado ou lesado (BLOCK, 1992).

A presenga de substancias organossulfuradas em Gallesia
gorazema foi suspeitada pelo fato de a mesma apresentar um forte odor
aliaceo, comum a todas as suas partes, e ser pertencente a familia das
fitolacaceas.

A literatura evidencia uma vasta aplicacdo do sistema
CG/EM nas mais diversas areas. Podem ser mencionados como
exemplos a analise de pesticidas em aguas (THOMAS et al.,
1980), a determinacdo de constituintes volateis de plantas
(analise de oOleos essenciais), principalmente aqueles extraidos
de flores e frutos (TERANISHI et al., 1992), e a analisede
agua potavel para determinar a presenca de tragcos de poluentes
organicos (KOESTER e CLEMENT, 1993). Modernamente, o
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Istrumento: CG-37 - CG INSTRUMENTOS CIENTIFICOS LTDA.
Coluna: OV-17 2mm x 2m)

Suporte: Chromosorb

Tempersturs do injetor: 206 *C

Tempersturs do detector: 28] *C

Programagiio de temperstura: 100 - 330°C

IPTI]ZT‘SJ]D[\I)IB

Velocidade de aquecimento: 8 *C/min
Gés de armaste: itroglalo
Fluxo de sitrogiaio: 30 mL/minuto
Fhuxo de hidrogénio: 30 mL/minuto
Fhuxo de or: 300 mL/minuto
Detector: loalrsclo de chamada (FID)
Me
HO
H
Me (V] Y
Me
J
—+ } 4 4 +- t } t
5 10 15 20 25 30 35 40
TEMPO ( min)

‘Figura 8 - Cromatograma do extrato etéreo das folhas liofilizadas de
: Gallesia gorazema, analisado por cromatografia em fase
gasosa.
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sistema CG/EM constitui uma das mais poderosas técnicas para analise de
misturas complexas.

A analise de extratos etéreos e por arraste a vapor das partes aéreas
(folhas e cascas) de Gallesia gorazema foi realizada por CG/EM, sendo
identificados diversos compostos, dentre eles muitos compostos
sulfurados. A Tabela 4 contém as estruturas propostas para diversas
substancias presentes nos extratos das folhas e das cascas. As propostas
foram feitas com base na comparagdo, via software, dos espectros de
massas das amostras com os espectros de padrdes existentes no banco de
dados do sistema CG/EM, na comparagdo com espectros obtidos da
literatura, bem como pela andlise dos padrdes de fragmentacdo de cada
composto.

Uma discussdo detalhada sobre a proposicéo estrutural de cada
composto € apresentada neste item. Vale ressaltar que, para a identificacéo
definitiva de cada composto, um estudo detalhado envolvendo a
comparacdo de dados cromatograficos e espectrométricos com padrdes
auténticos se fara necessario.

Algumas informagdes gerais sobre a Tabela 4 s&o mencionadas a
seguir:

1) O simbolo A- refere-se a compostos cujos picos estédo
presentes nos cromatogramas dos extratos, porém ndo se conseguiu
formular uma proposta estrutural para a substancia.

2) O simbolo A* refere-se a compostos cujos picos estdo presentes
nos cromatogramas dos extratos, porém nado se conseguiu formular uma
proposta estrutural para a substancia por ndo se dispor do espectro de
massas da mesma, uma vez que o0 mesmo néo foi fornecido pelo software

do sistema CG/EM.
t

R ~ : .
3) 1 corresponde aos tempos de retencéo, em minutos, dos picos

do cromatograma do extrato etéreo das folhas.
t

R n . .
4) 2 corresponde aos tempos de retencdo, em minutos, dos picos

do cromatograma do extrato etéreo das cascas.
t

5) R3 corresponde aos tempos de retencdo, em minutos, dos picos
do cromatograma do extrato por arraste a vapor das cascas.

6) (@) A nenhuma proposta estrutural para a substancia foi
formulada, porém pode tratar-se de um &cido carboxilico de cadeia longa.
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Tabela 4 - Resultados obtidos a partir da andlise dos extratos das
partes aéreas de Gallesia gorazema por CG/EM

Extrato Extrato Extrato
Etéreodas Etéreodas por
Folhas Cascas Arraste a
Vapor das
Cascas
Estrutura Mt tR1 tRo tr3.
1) . 74 3,52 - -
2) _x - 3,69 - -
3) _x - - - 3,72
4) CH3CH(CH3)CH,OH 74 - - 3,79
5) _x - - - 3,95
6) CH3CHOOH 60 412 4,37 -
7 - - - 4,20
8) CH3CH(OC,Hs), 118 5,03 4,95 5,07
9 - - 5,30 -
10) CH3CH,CH(CH3)CH,0H 88 - - 5,32
11) » - 5,41 - -
12) CH3CH(CH3)CH,CH,0H 88 - - 5,52
13) . 100 - - 5,62
14) . 100 - - 571
15) - - - 7,56
16) _« - - 7,84 -
17) . - 9,05 - -
18) CH3SO,CH3 94 11,93 - -
19) CH3-S-S-'S-CHj 126 - 13,67 13,65
20) - - 13,76 -
21) CH3S(0O)SCH3 110 - 14,35 14,34
22) . - 14,75 - -
23) - - 16,17 -
24) - 16,22 - -
25) CH3SO,SCH3 126 17,61 17,62 17,56
26) _* - - 17,71 -
27) - - 17,86 -
28) - 18,25 - -
S
29 () 124 - 19,31 19,30
S—S
30) CH3-S-CH»-S-S-CH3 140 - 20,11 20,11
(o)
HO OH
31) | 144 - 20,54 -
M e 0
32) - 21,12 - -
33) . - 21,76 21,72 -
34) . 138 - 22,66 22,66
35) CH3-S-CH,-SO,-CH3 140 - 23,03 -
Continua ...
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Tabela 4, Cont.

Extrato Extrato Extrato
Etéreodas Etéreodas por
Folhas Cascas Arraste a
Vapor das
Cascas
Estrutura M+ tR1 tRo tr3.
36) CH3-S'S-S-S-CH3 158 - - 23,58

N
37) @ >\ 135 24,02 - -
S
OoH
38) /©/ 110 25,37 25,43 -
HO

39) _. 138 26,01 - -
[¢]
40) 150 26,66 26,61 -
HO
Me

41) CHg-SS-CHy-S-S-CHg 172 . - 28,54
42) CHg-S-CHy-S-S-S-CHy 172 . 28,86 28,85
43)
44)

S—S
15) < > 156 . - 29,26

S—S
46) _ - : - 30,38
47) - . 30,39 -
48) - 30,44 - -
49) _x - : - 30,58
50) CHa-S-S-CH2-SO-CHs 156 . - 30,65
51) _x - : - 30,89
52) CHg-S-S-CH2-SO,-CHs 172 31,77 31,89 -
53) CHa-S-CH,-S-CHy-S-S-CHg 186 - 3353 3355
54) CHg-S-CHy-S-S-CH,-S-CHg 186 . 34,07 33,97
55) _. - . - 34,19
56) (a) - 34,27 - -
57) _x - 34,91 - -
58) _. - 35,92 - -
59) _. 184 - - 35,93
60) CHa-CHy-S-S-CHy-S-S-CHg 186 . 35,98 -
61) _x - . 36,71 -

OH
62) N 208 37,22 - -
o
Continua ...

37



Tabela 4, Cont.

Extrato Extrato Extrato
Etéreodas Etéreodas por
Folhas Cascas Arraste a
Vapor das
Cascas
Estrutura M+ trR1 tRo tr3.
63) - - 38,38 -
64) . - - 38,83 -
65) - - - 38,83
66) (a) - 39,99 - 40,10
67) . 188 40,50 - -
68) CH3-S-CH»-S-CH»-S-S-S-CHg 218 - 41,09 41,10
69) . 178 41,37 - -
70) CH3-S-CH»-S-S-CH»>-S-S-CH3g 218 - 41,51 41,47
71) . - 41,47 - -
72) . - 41,91 - -
73) . - 42,50 - -
74) CH3-SO-CH»-S-S-CH,-S-CH3 202 - - 42,63
75) CH3-SO-CHj-S,-CH»-SO-CHg 218 - 42,82 42,83
76) (b) 278 42,93 - 4291
77) (0) - - 42,94 ;
78) . - 43,44 - -
79) CH3-S-CH»-S-S-S-CH»-S-CHg 218 - 43,54 43,48
80) . 120 - 43,85 -
81) . 222 44,75 - -
82) - - 44,96 -
83) (@) - 45,20 - -
84) - - 45,22 45,22
85) (d) 266 - - 45,36
86) (e) 282 45,39 - -
87) - - - 46,92
88) (¢) - 47,95 - 47,93
89) . - 48,71 - 48,69
Q) . - - 51,63 51,64
91) . - - - 52,76
92) . - - 53,12 53,11
93) . - 53,42 - -
94) - - - 55,14
95) (f) 388 - - 60,01
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7) (b), (), (d), (e) e (f) referem-se a diversos ftalatos, que s&o
impurezas comuns em espectros de massas, uma vez que estes Sdo
componentes comuns de colunas cromatograficas e de pecas plastificadas
(MCLAFFERTY e TURECEK, 1993). Todos estes ftalatos foram
identificados por meio da comparacdo, via software, dos espectros de
massas das amostras com os espectros de padrdes existentes no banco de
dados do sistema CG/EM.

(b) - bis(2-metilpropil)ftalato

: :COOCH ,CH(CH 3),
COOCH CH(CH ,),
(c) - sem proposta estrutural para a substancia, mas o espectro de

massa evidenciou a presenca de um ftalato, em virtude da presenca de um
pico em m/z 149 que é tipico deste tipo de compostos.

O

m/z 149 (ion caracteristico de espectros de massas de ftalatos)

coo” >N COOCH2CH20Me
: :coo\/\/ OOCH2CH20Me
(d) dibutilftalato (e) bis(2-metoximetil)ftalato

(f) - bis(2-etilexil)ftalato

L,
P
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t tR t

8) Nas colunas relativas a I:21, 2 e R3 o sinal (-) indica
auséncia da substancia no referido extrato.

9) M+** corresponde ao valor do pico do ion molecular para a
substéancia.

10) Na coluna relativa a M** o sinal ( A ) indica auséncia do pico
do ion molecular no espectro de massas da substancia.

11) Os numeros que aparecem ao lado da estrutura de cada
composto na Tabela 4 ser&o os mesmos utilizados durante a discussao de
seus espectros de massas ou outros aspectos relativos a substancia.

Nas Figuras 10, 11 e 12 sdo apresentados os cromatogramas do
extrato etéreo das folhas, extrato etéreo das cascas e extrato por arraste a
vapor das cascas, respectivamente, obtidos a partir de analise por CG/EM.

4.3.1. Constituintes organossulfurados e ndo-sulfurados identificados
nos extratos das partes aéreas (folhas e cascas) de Gallesia
gorazema

A discussdo sobre os espectros de massas das substancias
identificadas nos diversos extratos das partes aereas sera feita em funcéo
de suas massas moleculares, uma vez que foram observadas substancias
diferentes com mesma massa molecular presentes num mesmo extrato ou
até mesmo em extratos diferentes. Nestes casos, uma énfase maior sera
dada as diferencas de fragmentacéo dos compostos por meio das quais foi
possivel propor estruturas diferentes.

As substancias assinaladas com o simbolo (*) durante a discusséao
foram identificadas por meio da comparacéo de seus espectros de massas
com O0s respectivos espectros-padrédo das substancias existentes na
biblioteca de dados do software. As outras propostas estruturais foram
feitas a partir da interpretacéo dos espectros.

4.3.1.1. Compostos organossul furados identificados
4.3.1.1.1. Dimetilsulfona [ 18] (*)
Organossulfurado de estrutura bastante simples foi detectado no

extrato etéreo das folhas com tempo de retencéo de 11,93 minutos. Seu
espectro de massas € apresentado na Figura 13.
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m/z

Figura 13 - Espectro de massas da dimetilsulfona [18].

A simplicidade estrutural da substancia é refletida também em seu
espectro de massas, que apresenta poucos picos, sendo 0s mais intensos
correspondentes a m/z 94 (pico do ion molecular) e m/z 79, formado a
partir da perda de um grupo metila:

0.
|
CH3C —CH3 T» C|—|3soz+
oM CH3z3:
m/z 94 m/z 79

Medidas de alta resolucao revelaram a composi¢céo dos picos de
menor intensidade: m/z 45 (CHS*), m/z 48 (constituido por 5% de CH,S** e
95% de SO**) e m/z 63 (CH3SO*) (BOWIE e WILLIAMS, 1966).

Muito embora a dimetilsulfona [18] ja tenha sido isolada como
produto natural do extrato etéreo do liquen Cladonia deformis Hoffm
(BRUNN e SORENSEN, 1954), ndo se pode garantir com certeza que esta
substancia exista naturalmente nas folhas de Gallesia gorazema. Neste
caso, existe a possibilidade de que a dimetilsulfona tenha sido formada por
meio da oxidacdo do sulfeto de metila por oxigénio diatémico (oxigénio do ar),
uma vez que este sulfeto ja foi identificado como um dos componentes do
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0leo essencial das folhas de Gallesia integrifolia (AKISUE et al., 1984). A
dimetilsulfona [18] ja foi obtida sinteticamente a partir do sulfeto de
metila, pela reacéo deste com excesso de peroxido de hidrogénio em acido
acetico (McALLAN et al., 1951).

4.3.1.1.2. Metilmetanotiossulfinato [ 21] (*)

Desde a caracterizagdo de uma substancia com atividade
antibacteriana presente em alho comum (Allium sativuum), como sendo
alil-2-propeno-1-tiossulfinato (ou alicina),

CH2=CH-CH2-S(0)S-CH2-CH=CH ,

Alicina

consideravel interesse tem sido focalizado sobre os tiossulfinatos,
RS(O)R’, ésteres organicos do hipotético acido tiolsulfoxilico:

HS(O)SH HO-S-SH

Alquil tiossulfinatos mostram possuir ainda atividade antitumoral,
antiviral e fungicida. Alguns tiossulfinatos tém-se mostrado como
inibidores da auto-oxidacdo de poliolefinas e também de utilidade como
estabilizante para a borracha sintética (BLOCK e O'CONNOR, 1974).

No género Allium, os tiossulfinatos séo considerados importantes
marcadores taxondmicos. Esses compostos, bem como outros sulfurados
encontrados em espeécies deste género, ndo estdo presentes nas plantas
intactas, sendo formados pela agcdo enzimatica de alinases sobre os
precursores quando as espécies sao cortadas ou lesadas (BLOCK,1992).
Os precursores (Figura 14) correspondem a aminoacidos n&o-protéicos
presentes em quantidades que variam de 1 - 5% do peso seco da planta
(BLOCK, 1992).

Nas especies do género Allium, metilmetanotiossulfinato [21] é
formado a partir da agéo enzimatica de alinases sobre o precursor S-Metil-
Cisteina-S-oxido, resultando na formagédo do acido metilssulfénico, um
intermediario reativo cuja condensacéo produz [21] (BLOCK, 1992).
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Figura 14 - Aminoéacidos ndo-protéicos presentes em plantas do género

Allium.
HoN Q
2 Me — [MeSOH] — MeS0)SMe
Alinase Acido
Metilsulfénico [21]
COOH

SMETIL CISTEINA S-OXIDO

O composto metilmetanotiossulfinato foi identificado como um dos
constituintes volateis das cascas de Gallesia gorazema, e, neste caso, €
bastante provavel que o composto [21] seja biossintetizado pela reacéo
mencionada anteriormente.

Sinteticamente, [21] pode ser obtido por oxidagdo cuidadosa de
dimetil sulfeto por peroxi acidos ou oxigénio (BLOCK, 1992).

Na Figura 15 é mostrado o espectro de massas da substancia
metilmetanotiossulfinato [21], identificado nos extratos das cascas. Logo
a seguir é apresentada uma interpretacdo para a formacgéo dos fragmentos
de maior intensidade registrados no espectro de massas do composto.

Com relagéo a0 pico em m/z 47, é necessario salientar que ele poderia ser
devido as eypédes isoméricas CHsSt ou CHp=SH*. Edudos conduzidos por
CALDWELL e CREED (1978) sobre as enargias rel ativas desses ions gasosos mostraram
gue ambeas as formas S estavel's, porém a segunda € significativamente mais estave do
queaprimeira
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Figura 15 - Espectro de massas de metilmetanotiossulfinato [21].
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Desse modo, € mais provavel que a primeira espécie, ao ser formada,
isomerize rapidamente para a segunda forma mais estavel.
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4.3.1.1.3. 1,2,4 - Tritiolano [29] (*)

Analisando compostos volateis responsaveis pelo odor
caracteristico de ovos de galinha, por CG/EM, GIL e MacLEOD (1981)
suspeitaram da presenca de 1,2,4-tritiolano [29]. Para confirmar tal
suspeita, 0 composto foi sintetizado pela reacdo de uma solucdo de sulfeto
de sodio (NapSy 5) com diclorometano. O produto obtido correspondia a
um Oleo de coloragcdo amarelada, apresentando um forte odor de alho.
Comparagéo do CG/EM do tritiolano sintético com o natural comprovou a
identidade deste ultimo.

Embora 1,2,4-tritiolano [29] apresente odor aliaceo intenso, ndo se
tem noticia da presenca de tal componente no alho.

Em cebola, dois derivados de 1,2,4-tritiolano [29] foram
identificados: cis e trans-3,5-dietil-1,2,4-tritiolano (BLOCK, 1992). Outro
derivado, 3,5-dimetil-1,2,4-tritiolano (GIL e MacLEOD, 1981), aparece
como um composto volatil em alguns alimentos como carne bovina e
batata (Figura 16).

Et\{sya Et\( LE

S—s ST
cis-3,5-dietil-1,2,4-tritiolano trans-3,5-dietil-1,2,4-tritiolan

3,5-dimetil-1-2,4-tritiolano

Figura 16 - Derivados de 1,2,4-tritiolano [29].

O compodo 1,24-tritiolano [29] mostrou-se presente nos extratos etéreos e por
aragte avapor das cascas. A Figura 17 contém o espectro de massas de 1,24 tritiolano [29],
eospicosemm/z 124, 78, 60, 59, 46 e 45 2o interpretados como goresentado aseguir.
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Figura 17 - Espectro de massas do 1,2,4 - tritiolano [29].
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S—S
[29] s,
m/z 124
CH p=s+ CHa-SeH 2
m/z 46 m/z 60
; AN f} "
HCS t S—S +
m/z 45 m/z 78 S\
m/z 59

4.3.1.1.4. Compostos de massa molecular 126: trissulfeto de metila
[19] e metilmetanotiossulfonato [ 25]

Duas substancias de massa molecular 126 foram identificadas nos
extratos das partes aéreas de Gallesia gorazema: trissulfeto de metila
(2,3,4-tritiapentano) [19] e metilmetanotiossulfonato [25]. Seus espectros
de massas encontram-se presentes nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18 - Espectro de massas do trissulfeto de metila (2,3,4- tritiapen-

tano).
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' Figura 19 - Espectro de massas do metilmetanotiossulfonato [25].
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4.3.1.1.4.1. Trissulfeto de metila (2,3,4-tritiapentano) [ 19] (*)

ALENCAR et al. (1993) analisaram a composi¢ao quimica do 0Oleo
essencial de Allium sativuum, procedente da China, por CG/EM; os
resultados revelaram a presenca de diversas substancias, dentre elas
trissulfeto de metila [19] (1,88%). Tal substancia também foi detectada
nos extratos etéreos e por arraste a vapor das cascas de Gallesia gorazema.
Os principais picos em seu espectro de massas podem ser interpretados
conforme mostrado a seguir.

Me—S-§-SMe — Me-S-S =5

nE/1291]26 CHa m/z 111
. + .
Me-S-K53s Me ﬁ» Me-S=5 ﬁ» S2
CH3S- m/z 79 'CH3  mizes4

+

+
CH2'8\s s Me CH 2=SH HCS
+
N Vmiear y miz 45
H CH3S2 H2

A sintese de trissulfeto de metila [19] foi realizada por MILLIGAN
et al. (1963) pela reacdo de S-metiltiosulfato de sédio (MeSSO3-Na*) com
sulfeto de sodio. O mecanismo proposto para a reagédo envolve duas
substitui¢des nucleofilicas, conforme apresentado nas equagdes (1) e (2).

7N

S° + C H3-S-SO3

- 2
CH3-S-S + S 03 (1)

/N

M - -2
CH3-S-S + C H3-S-SO3 CH3-S-S-S-CH3 + S03 (2

Nessa reacdo, pode ocorrer conversao parcial do trissulfeto de
metila [19] formado em dissulfeto de metila (equacdo 3). Este problema é
minimizado pela adi¢cédo de formaldeido ao meio reacional, em pH 8, que
evita a converséo do trissulfeto em dissulfeto pela reacéo preferencial com
o ion sulfeto libertado (equacéo 4).
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7\ 7N\

2 - -
SO3 + CH3-S-SS-CH3 CH3S + CH3-SS-S03

-2
CH3-S-SCH3 + 03 (3)

CH3S + CH2O + H* === CH3-S-CHyOH (4)

A saturacéo da mistura reacional com cloreto de sédio também suprime a
formacé&o do dissulfeto, embora em menor extensao.

Além de ter sido identificado como componente do 6leo essencial
de Allium sativum, trissulfeto de metila [19] ja foi identificado no 6leo
essencial de outras espécies do género Allium, tais como Allium
tuberosum, Allium scalonium, Allium victorialis, bem como em Humulus
lupulus (Iapulo) (PEPPARD e SHARPE, 1977).

Em alho, tal substancia corresponde ao resultado da decomposicao
de alicina (pagina 45), que produz ainda diéxido de enxofre, alcool alilico,
dialil mono, di e trissulfeto e alil-metil di e trissulfeto (BLOCK, 1992).

4.3.1.1.4.2. Metilmetanotiossulfonato [ 25]

Metilmetanotiossulfonato [25] pode ser formado, a temperatura
ambiente, a partir de metilmetanotiossulfinato [21], por uma reacéo de
desproporcionamento, que produz ainda dissulfeto de metila (BLOCK e
O'CONNOR, 1974).

Me-S(O)S-Me ® Me-S-S-Me + Me-S(0)o-S-Me
M etilmetanotiossulfonato [25]

O mecanismo proposto para esta reacéo € apresentado na Figura 20.

O espectro de massas do metilmetanotiossulfonato [25] (Figura 19)
mostra como principais picos m/z 126 (pico do ion molecular), 81, 63, 47,
45. Um interessante mecanismo proposto por BLOCK e O'CONNOR
(1974) mostra como o pico am/z 81 é formado:

Y A
S—s' ¢ H ——» MeSOH)? + HCS.

(|)m u m/z 81

H
m/z 126

Me
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H20
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Figura 20 - Mecanismo proposto para a formacdo de metilmetanotios-
sulfonato [25] a partir de metilmetanotiossulfinato [21].

A clivagem daligacdo S-S da origem ao pico am/z 79:

Me

O:
1> o

~J

|
ol

+

Me ——» MeSO2

m/z 79

O pico-base do espectro, m/z 47, pode ser explicado a partir da
seguinte fragmentacéo:

Me

i
NS

H

53

+
CHo2 —> CH 2=SH

m/z 47

HCS
m/z 45



Este mesmo pico origina m/z 45, também de grande intensidade no
espectro.

Segundo BUDZIKIEWICZ et al. (1967), o espectro de massas do
composto metilvinilsulfona mostra como segundo pico mais intenso aquele
correspondente ao ion de m/z 63 (CH3SO*). Este seria formado por um
rearranjo apos impacto eletrénico, como mostrado a seguir.

—+
CHFCH—ﬁ—CH3—€> ECHFCH—O—S—CHj —> CH3sO*

o) l|) m/z 63

Tal tipo de rearranjo também €& comum em diaril sulfonas (BOWIE e
WILLIAMS, 1966).

Como na substancia metilmetanotiossulfonato [25] tem-se a
presenca do grupo caracteristico da funcao sulfona, € bastante sugestivo
que o pico de m/z 63 observado no espectro desta substancia seja formado
a partir de um rearranjo como aquele mostrado anteriormente.

O

n—=0

_+
o S—CHj —  » CH3sO*

CHS—TS—CHg — EIHQ,
L m/z 6

4.3.1.1.5. Benzotiazol [37](*)

A substancia benzotiazol [37] jafoi isolada como produto natural a
partir de glandulas da cauda do cervo vermelho (Cervus elaphus)
(DICTIONARY OF NATURAL PRODUCTS, 1994). Além disso, o nucleo
benzotiazdlico estd presente na substéncia luciferina, responsavel pelo
interessante fendmeno da bioluminescéncia - emissao de luz fria, visivel,
por bactérias, fungos, algas e animais - sendo mais frequiente no ambiente
marinho (BECHARA, 1994).

O espectro de massas do composto [37], presente no extrato das
folhas, e apresentado na Figura 21.
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Figura 21 - Espectro de massas do benzotiazol [37].

Segundo MAQUESTIAU et al. (1975), as principais fragmentacoes
da substancia, apos o impacto eletronico, correspondem a eliminacéo de
CS e HCN, a partir do ion molecular (m/z 135), originando os fragmentos
de m/z 91 e 108, respectivamente.

A eliminagéo de HCN a partir do fragmento de m/z 91 produz o
fragmento de m/z 64. O fragmento de m/z 58 é originado do ion de m/z
108, pela eliminacdo de uma molécula de etileno. O ion de m/z 108 pode
ainda fragmentar-se, pela eliminacdo de uma molécula de acetileno,
originando o ion de m/z 82. Todas estas fragmentacbes podem ser
racionalizadas da seguinte maneira:

.
D

cs m/z 135

N H
+ .-
T> C2H2S
+
S.

C4H2 m/z 58
m/z 91 m/z 108

m/z 82
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4.3.1.1.6. Substancias de massa molecular 140: metiltiometildissul -
feto[ 30] e tiometildimetilsulfona [ 35]

As Figuras 22 e 23 contém os espectros de massas de duas subs-
tancias identificadas com massa molecular 140: o primeiro espectro (Figu-
ra 22) corresponde ao composto metiltiometildissulfeto [30]; o segundo
espectro (Figura 23) refere-se a sulfona tiometildimetilsulfona [35].
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Figura 22 - Espectro de massas de metiltiometildissulfeto [30]
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Figura 23 - Espectro de massas de tiometildimetilsulfona [35].
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No espectro de massas do metiltiometildissulfeto [30](*) (Figura
22), nota-se a dominancia de picos formados por clivagens a, com
possibilidade de isomerizacbes, conforme mostra as fragmentacbes
seguintes, que explicam os picos observados.

[30] m/z 93
m/z 140

79

+
CH3—S—CH2~S— S—CHgﬁ CH3—S=CH2>

+
CHg—&éH\z\—s—S—CHe,ﬁ> CH3—S—S=CH2 T» m/z 9]
+
H2

CH3S.

CH3Sy. m/z 61
ra + +
(|3\H/2:+—CH2—S—S— CH3 —> CH2=SH HCS
H m/z 47 m/z 45

De acordo com McLAFFERTY e TURECEK (1993), ions como
HS*, H,S* e H3St s&o suficientemente estaveis para produzir uma série de
picos de m/z 33, 34 e 35; desta maneira explica-se também o pico a m/z
35 presente no espectro da Figura 22. Esta substéncia ja havia sido
identificada no 6leo essencial das folhas de Gallesia integrifolia (AKISUE
et al., 1984).

Observando o espectro de massas da Figura 22, nota-se que a
clivagem MeSCH,*/MeSS, que origina o pico em m/z 61, é grandemente
favorecida em relagdo a clivagem MeSSCH,*/MeS, que resulta no pico de
m/z 93. Segundo sugestdo de BLOCK (1992), o angulo diedral proximo a
90° do sistema C-S-S-C impede a deslocalizac&o pelo segundo enxofre, ao
mesmo tempo em que a disponibilidade eletronica sobre o primeiro
enxofre é diminuida por efeitos indutivos (Figura 24).

n

OO
i

Figura 24 - Conformacdo postulada de carbocétions aciclicos contendo o
grupo C-S-S-Ct.
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No espectro de massas da sulfona [35] (Figura 23), o pico-base do

+
espectro, m/z 61 (CH 3-S=CH ) também é formado a partir de uma
clivagem a, com eliminagdo do grupo CH3SO,. A composicao dos
fragmentos responsaveis pelos outros picos contidos no espectro de massas
da substancia ja foi citada anteriormente: m/z 45 (HCS*) e m/z

+
47(CH 2 = SH) (paginas 44, 47, 51 e 53), m/z 63 (CH5SO*) (paginas 44,
47 e 54), m/z 81 (MeS(OH),*) (pagina 52).

4.3.1.1.7. Substancias de massa molecular 156: 1,2,4,5-tetratiano
[45] e 1-metilsulfinil-2,3-ditiabutano [50]

O polissulfeto ciclico 1,2,4,5-tetratiano [45](*) e o sulfoxido 1-
metilsulfinil-2,3-ditiabutano [50], ambos com massa molecular 156,
mostraram estar presentes no extrato por arraste a vapor das cascas. Seus
espectros de massas séo apresentados nas Figuras 25 e 26.
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Figura 25 - Espectro de massas do polissulfeto ciclico 1,2,4,5-tetrati-ano
[45].
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No espectro de massas da sulfona [35] (Figura 23), o pico-base do

+
espectro, m/z 61 (CH 3-S=CH ) também é formado a partir de uma
clivagem a, com eliminagdo do grupo CH3SO,. A composicao dos
fragmentos responsaveis pelos outros picos contidos no espectro de massas
da substancia ja foi citada anteriormente: m/z 45 (HCS*) e m/z

+
47(CH 2 = SH) (paginas 44, 47, 51 e 53), m/z 63 (CH5SO*) (paginas 44,
47 e 54), m/z 81 (MeS(OH),*) (pagina 52).

4.3.1.1.7. Substancias de massa molecular 156: 1,2,4,5-tetratiano
[45] e 1-metilsulfinil-2,3-ditiabutano [50]

O polissulfeto ciclico 1,2,4,5-tetratiano [45](*) e o sulfoxido 1-
metilsulfinil-2,3-ditiabutano [50], ambos com massa molecular 156,
mostraram estar presentes no extrato por arraste a vapor das cascas. Seus
espectros de massas séo apresentados nas Figuras 25 e 26.
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Figura 25 - Espectro de massas do polissulfeto ciclico 1,2,4,5-tetrati-ano
[45].
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Figura 26 - Espectro de massas do sulfoxido 1-metilsulfinil-2,3-
ditiabutano [50].

A substancia 1,2,4,5-tetratiano [45] mostrou-se presente em
quantidade muito pequena no extrato por arraste a vapor das cascas, CoOmo
se pode verificar pelo cromatograma da Figura 12 (pagina 55); o0 pico
correspondente ao composto € aquele com tempo de retencdo de 29,26
minutos e de baixa intensidade. Referéncias sobre [45] como produto
natural ndo foram encontradas, muito embora polissulfetos ciclicos ja
tenham sido isolados como substancias naturais; cita-se como exemplo a
lentionina, uma substancia odorifera isolada de uma espécie de cogumelo
comestivel, Shiitake lentinus edodes, muito apreciado na Asia, em especial
na China e no Japdo (MORITA e KOBAY ASHI, 1966).

S—)
Lentionina
O espectro de massas do 1,2,4,5-tetratiano [45] (Figura 25) mostra

como picos principais m/z 156 (pico do ion molecular), m/z 45 (HCS')
(pico-base do espectro), m/z 46 (CH,S*), m/z 64 (S,**), m/z 78 (CH,S*™) e m/z
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110 (CH,S3%"). Todos estes picos também foram observados no espectro
de massas de lentionina.

A interpretacdo dos picos observados no espectro de massas do
1,2,4,5 - tetratiano [45] é apresentada a seguir.

+ .

S—s ..
S

S—S

m/z 156 m/z 64
Ot

S7S +
<\ ___ » S=SCH»S.

S—S

m/z 110

S—S
m/z 78
—I + - o+ H \'"
S—S S—S ST
Oy —= M 7
—_— —_—
s—s S—S S—5
+ -H- + -H- +
HCS <«—""— .CH=SH =<=—— CH2=SH
m/z 45 m/z 46 m/z 47

A oxidagc&o do composto metiltiometildissulfeto [30] explicaria a
formag&o do sulfoxido [50].

CH3-SCH2-5SCH3 —L9 »  CH3-5(0)-CH2-S-S-CH:
[30] [50]
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A composi¢cdo dos principais picos observados no espectro de
massas da substancia [50] (Figura 26), formados principalmente por
clivagens a, foi mencionada anteriormente: m/z 45 (HCS*) (paginas 44,
47, 51 e 53), m/z 63(CH3SO*) (paginas 44, 47 e 53), m/z 78 (CH,S,**)
(pagina 49) e m/z 93, pico base do espectro (CH3S,CH,*) (pagina 57).

4.3.1.1.8. Tetrassulfeto de metila (2,3,4,5-tetratiaexano) [36] (*)

Na Figura 27 € mostrado o espectro de massas da substancia
tetrasssulfeto de metila (2,3,4,5-tetratiaexano). Os picos de m/z 47, 79 e
111, separados entre si por 32 unidades de massa, sdo resultantes de
processos de clivagem a. O esguema seguinte procura mostrar a
composicdo dos fragmentos responsaveis por estes picos.

CH3—S—S——S—+S—CHz

! |
m/z 79 5
<—|
m/z 111
79 CH_;-S—S-S-SuCHS
158 m'z  Ini
45 95 8
47 55 6
&l 1.4
64 542
24 79 100
\h | 11|1 | 94 13,9
e L [ IT”"""”’"'""' T oy ]!! ‘F_':I
30 40 80 80 TO B0 90 100 110 120 130 140 180 180 158 50.0
m/z 160 69

Figura 27 - Espectro de massas do tetrassulfeto de metila (2,3,4,5-
tetratiaexano) [36].
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BOWIE et al. (1966) propuseram um rearranjo para explicar o pico
de m/z 94 observado no espectro de massas do dissulfeto de etila.

— — *+ +.

CHo—H N
| T» CoH5-SSH
_C§S—S—C2H5_

CH9=CH> m/z 94

m/z 122

Por um mecanismo similar, podem-se explicar os picos de m/z 94 e
m/z 61 observados no espectro de massas do tetrassulfeto de metila [36].

+.

=
CH 3—5—§;5_‘S —3 = CH3SSCH3
H3C S So m/z 94

m/z 158

+.
CH 3_8 S H +
v\s ——» CH3-SCH3 ———> CH3-SCH2
H3C S/ ¥ m/z 61
m/z 158

Os dois picos restantes, m/z 64 (S,**) (paginas 47 e 51) e m/z 45
(HCS*) (péaginas 44, 47, 51, 53), ja foram discutidos anteriormente.

Os primeiros estudos conduzidos sobre alho e cebola envolveram
procedimentos de destilacdo. O primeiro relato quimico detalhado sobre a
preparacdo e analise do 6leo destilado de alho apareceu em 1844, e é
provavel que muitos séculos antes alquimistas e farmacéuticos tenham
destilado bulbos de alho para produzir pocbes para o tratamento de uma
grande variedade de enfermidades. M odernamente, os destilados de alho e
cebola sédo itens de importancia comercial para uso tanto em produtos
alimenticios quanto em tratamentos de saude (BLOCK et al., 1988).

Estudos quimicos sobre a composicdo quimica do 6leo de alho por
cromatografia em fase gasosa e CG/EM mostraram a presenca de uma
familia de compostos tioeterociclicos e aciclicos, formados a partir da
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decomposic¢éo térmica do composto dialil sulfeto, um dos componentes do
0leo essencial de alho. O mecanismo para a formacdo dos compostos
tioeterociclicos (Figura 28) corresponde a adicdo de tioacroleina aos
compostos Al,S, Al,S, e Al,S;, em que Al corresponde ao grupo alil
(BLOCK et al., 1988). A tioacroleina € formada a partir da decomposicéo

de dialil sulfeto:
/\g /\
3 S
Hf\/ O\

Dialil sulfeto Tioacroleina
O
. EN s
= (1 L= U
S 7

SRR OUUR
OAS/M*Ov%A

S
~S3 ™ S/ SN
oS3 @A = + @\/S\S/S\/\

Figura 28 - Formacdo de compostos tioeterociclicos no 6leo essencial de
alho.

Os compostos aciclicos seriam formados por processos via radical
livre.

A analise do 6leo essencial de alho por HPLC revelou a presenca
de polissulfetos com até seis atomos de enxofre (como, por exemplo,
Al,Sg), 0s quais sdo dificeis de serem detectados por Cromatografia em
Fase Gasosa em razdo da sua instabilidade térmica. Na Figura 29 tem-se o
mecanismo proposto para a formagcdo de um desses compostos
identificados: o trissulfeto de alila (BLOCK et al., 1988).
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Figura 29 - Mecanismo via radical livre que explica a formacdo do
trissulfeto de alila no oleo essencial de alho.

Deve ser observado que no mecanismo citado a formacdo dos
radicais livres é proposta pela clivagem de ligacbes C-S, que sé&o mais
fracas do que as ligagOes S-S. No dissulfeto de alila a energia de ligagéo
C-S é de 192,5 kJ/mol, sendo possivel a sua ruptura por meio de pirdlise,
enquanto a ligagcdo S-S possui uma energia de 259,4 kJ/mol, sendo sua
ruptura possivel somente por meio de fotolise (BLOCK, 1992).

Uma vez que os compostos tetrassulfeto de metila [36] e 1,2,4,5-
tetratiano [45] foram observados somente no extrato por arraste a vapor
das cascas, € provavel que eles sejam o0 resultado de processos de
decomposicéo de outros compostos organossulfurados também presentes
no extrato.

A reacdo do sal S-metiltiossulfato de sédio com sulfeto de sédio
mostrou ser um método conveniente para a obtencdo de trissulfeto de
metila [19], conforme consideragOes anteriores. No entanto, a reag&o
também forma como produto secundario tetrassulfeto de metila [36], a
partir de trissulfeto de metila [19]. O mecanismo proposto para a reagéo
(equacdo 5) postula a participacdo de um anion metil hidrodissulfeto
(formado conforme mostrado na equagéo 1) .

/N

CH3-SS + CH3-S-SS-CH3

CH3-SSSS-CH3 + CH3S (5)

O tetrassulfeto de metila [36] pode ser obtido também pela reacéo
de S-metiltiossulfato de sddio com dissulfeto de sodio, em vez de sulfeto
de sodio (equacdes 6 e 7) (MILLIGAN et al., 1963).



7N

") .
S, + CHz-S-S03

/7N

CH3-S-SS + CH3-S-S03

. -2
CH3-SSS + S03 (6)

-2
CH3SSSSCH3 + SO3 (7)

4.3.1.1.9. Substancias de massa molecular 172: 2,3,5,6,-
tetratiaeptano [41], 2,3,4,6-tetratiaeptano [42] e 1-
metilsulfonil-2,3-diatiabutano [52]

Dois polissulfetos alifaticos isoméricos, cada um deles contendo
quatro atomos de enxofre em sua estrutura e uma sulfona, foram
identificados nos diferentes extratos das folhas de Gallesia gorazema.
Seus espectros de massas sdo apresentados nas Figuras 30, 31 e 32.

: CH3-S-S-CH3-8-5-CH3
EG{
E 1
601
8 "1
7] 1
Z, ]
E 40_—' mfz Int
] 8 as 100
204 47 23.0
] 64 126 64 11,1
172 79 297
93 97,3
20 40 60 BO 100 120 140 160 126 149
mT 712 4

Figura 30 - Espectro de massas do polissulfeto (2,3,5,6-tetratiaeptano)
[41].
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Figura 31 - Espectro de massas do polissulfeto (2,3,4,6-tetratiaeptano)
[42].
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Figura 32 - Espectro de massas da sulfona 1-metilsulfonil-2,3 ditiabutano
[52],
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A simetria observada na estrutura do primeiro polissulfeto [41] é
refletida em seu espectro de massas (Figura 30), que apresenta picos muito
intensos para m/z 45 (HCS*, formado a partir de CH3S* pela eliminagéo de

hidrogénio) e m/z 93 (cH 3-S- § =CH o formado diretamente por meio

de uma clivagem a). Além dos picos a m/z 79 (CH3S,*) e m/z 64 (S,**),
encontra-se ainda um pico a m/z 126, que pode ser explicado por um
rearranjo semelhante aquele que foi mencionado anteriormente para
explicar o pico a m/z 94 no espectro de massas do tetrassulfeto de metila
[36] (pagina 62).

CH3—S—S—CH2—S—K_ ——> CH3—S—S—CH

N
M)
T

m/z 126
m/z 172

Muito semelhante ao que foi observado no espectro de massas do
composto tetrassulfeto de metila, no espectro de massas da Figura 31,
referente ao tetrassulfeto alifético [42], nota-se a presenca de picos de m/z
47, 79 e m/z 111, separados por 32 unidades de massa e formados a partir
de processos de clivagem a, além dos picos m/z 61 e 93. A seguir &
mostrada a composicdo de todos os fragmentos responsaveis por estes
pi COS.

m/z 111

___________

_______

Para se explicar o pico observado em m/z 107, pode-se utilizar o
mesmo tipo de rearranjo que foi usado anteriormente para o polissulfeto
2,3,5,6-tetratiaeptano [41].
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CH3— s—CH> .SfQS H.
~> — > CH3-SCH2.SCH3 —— > CH3-SCH2S=CH;
H3C—-S m/z 107
m/z 172

Comparando-se 0s espectros de massas das Figuras 30 e 31, nota-se
uma diferenca na intensidade do pico de m/z 93, observada nos dois
espectros. Uma hipotese que pode ser aventada para explicar tal aspecto
reside no fato de que no espectro de massas da Figura 30 o pico
mencionado € formado por clivagem a de uma ligagéo C-S, ao passo que,
no segundo espectro de massas, ele € formado por clivagem a de uma
ligacdo S-S que possui valor de energia de ligagdo mais elevado do que
uma ligagcdo C-S (em acordo com o exemplo mencionado anteriormente
para as energias de ligagéo das ligagbes C-S e S-S do dissulfeto de alila,
pagina 64). O mesmo tipo de observacao pode ser feito para o pico de m/z
79.

A oxidagdo do composto metiltiometildissulfeto [30], segundo a
reacdo equacionada a seguir, seria uma possivel explicacdo para a
formacédo do composto [52]:

CH3-SCH2-55CH3 29 o 4 50,-CHo-SS-CH:

[30] [52]

Os principais picos presentes no espectro de massas ja foram
discutidos anteriormente: m/z 45(HCS*) (péaginas 44, 47, 51 e 53),
63(CH,;SO*) (paginas 44, 47 e 53), 79(CH3S,*) (pagina 51) e m/z 93

+
(CH 3SS =CH 2) (pagina 57).
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4.3.1.10. Polissulfetos de massa molecular 186: 2,4,5,7-
tetratiaoctano (bis(metiltiometil)dissulfeto), 2,3,5,7-
tetratiaoctano e 2,3,5,6-tetratiaoctano

Analisando o 0Oleo essencial das folhas de Gallesia integrifolia,
AKISUE et al. (1984) identificaram um polissulfeto de quatro d&tomos de
enxofre. Os dados da espectrometria de massas, do infravermelho e da res-
sonancia magnética nuclear (RMN), permitiram identificar este polis-
sulfeto como sendo bis(metiltiometil)dissulfeto (2,4,5,7-tetratiaoctano)
[54].

CH3-S-CH,-S-S-CH,-S-CHy
Bis(metiltiometil)dissulfeto (2,4,5,7-tetratiaoctano) [54]

A mesma substéncia também mostrou-se presente nos extratos
etéreos e por arraste a vapor das cascas de Gallesia gorazema.
Observando sua estrutura, seria de esperar picos bastante intensos

+ +
para m/z 93 (CH 3-S-CH = SH) em/z 61 (CH3-S:CH2), em funcéo da

simetria do composto. No entanto, a formagdo do pico a m/z 61 é bastante
favorecida, provavelmente em raz&o do fator mencionado anteriormente, de
gue a energia da ligacdo C-S é menor do que a energia da ligagdo S-S. Os
outros picos observados no espectro de massas da Figura 33 podem ser
explicados segundo as fragmentagdes mostradas a seguir.

oy
100% 8L CH3-S-CH3-S-S-CH3-8-CH3
BU S —
E ‘ mz Int
do) 15 9.7
E - 45 | tﬁ
o q7 56
40] 61 100
: 78 2.1
201 a8 ?ga if
a5
93 <
49 T8 94 108 124 139 153 . }?;; :::
40 60 BO 100 120 140 180 1?:- 153 =<1
m/St |1R6G 4,2

Figura 33 - Espectro de massas do polissulfeto bis(metiltiometil) dissulfeto
(2,4,5,7-tetratiaoctano) [54].
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—|+-
CH3— S—CH>—S—S—CH2+— S—CH3 _,(%) m/z 153

m/z 186

<..M/z139: HS

CH3 S CH2

w

_§—QC‘3H2 T’ CH3-SCH2—S+SCH:

m/z 186 Hs‘CD—CS CH2S m/z 108

O bis(metiltiometil)dissulfeto [54] foi obtido, em substancial
quantidade, como um produto secundario da reacdo usada para produzir
bis(metiltiometil)tetrassulfeto, por meio da reacdo entre
metiltiometilmercaptana e monocloreto de enxofre, em benzeno seco, na
presenca de piridina. A obtencdo do dissulfeto puro foi possivel apos
destilagdo fracionada sob alto vacuo da mistura reacional. A partir de 5,2
gramas de metiltiometilmercaptana, obteve-se 1,54 grama de bis
(metiltiometil)dissulfeto, um liquido de cor amarela e com um leve odor
alidceo (ALTAMURA et al., 1963).

O cromatograma da Figura 11 (pagina 42) mostra a presenca de
dois picos de baixa intensidade com tempos de retencao de 33,53 minutos
(compostos [53]) e 35,98 (compostos [60]). Os espectros de massas das
substancias correspondentes a estes picos sdo apresentados nas Figuras 34
e 35, respectivamente.

100 % sh
] CH3-5-CH3-S-CH3-5-S-CH3
BO4
:
g 804
W
i
E 40! _miz_ It
a5 15 97
il 45 444
20] . 61 100
79 93 139 79 49
91 76
40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 107 347
m /e 139 69

Figura 34 - Espectro de massas da substancia 2,3,5,7-tetratiaoctano [53].
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Figura 35 - Espectro de massas da substancia 2,3,5,6-tetratiaoctano [60].

Muito embora o pico do ion molecular do composto [53] ndo esteja
presente no espectro de massas da Figura 34, sugere-se que a massa
molecular da substancia seja 186. Dois argumentos podem ser utilizados
para dar suporte a essa hipétese. O tempo de retencdo da substancia [53]
(33,53 minutos) é muito proximo ao tempo de retencdo do composto [54]
(34,07 minutos). Além disso, 0 espectro de massas da Figura 34, referente
ao composto [53], apresenta semelhancas com o espectro de massas do
composto [54] (Figura 33). Praticamente todos os picos observados no
espectro da substancia [54] estd@o presentes no espectro do composto [53],
havendo diferencas quanto a intensidade desses picos. Desse modo,
assumindo-se que [53] corresponda a um isdmero de [54] e analisando-se 0
espectro da Figura 34, sugere-se que o0 composto [53] corresponda ao
polissulfeto 2,3,5,7-tetratiaoctano.

CH3 S CH2 S CH2 S S CH3
2,3,5,7-tetratiaoctano [53]

As fragmentacbes que procuram explicar os principais picos
registrados no espectro da Figura 34 sdo apresentadas a seguir.
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m/z139 ..miz79.

_______________

Outra estrutura, também isomérica, do polissulfeto bis
(metiltiometil)dissulfeto [54], pbde ser proposta, a partir da analise do
espectro de massas da Figura 35, como sendo correspondente ao composto
2,3,5,6-tetratiaoctano [60]. A seguir sao mostradas as fragmentacdes que
procuram explicar 0s principais picos observados no espectro da Figura
35.

CH3—CH>—S—S— CH2—S—5— CH3
2,3,5,6-tetratiaoctano [60]
*__m_/_z__l_O_7___1l
. . |
CH3—CH2>—S——S—— CH2—+S— S— CHg3
: : "

‘_mZZ_G.la ! i_____m[Z_YQ__’
<--Mz93_..:

Observa-se que a intensidade do pico de m/z 107 é diferenciada
nos espectros das Figuras 34 e 35. Uma possivel explicacdo para essa
diferenca talvez segja o fato de que para a substancia 2,3,5,6-tetratiaoctano [60]
o fragmento de m/z 107 corresponde a um cétion, formado a partir de uma
clivagem a, apresentando em sua estrutura um sistema C-S-S-C. Nesse
caso, a clivagem para formacao deste cation seria menos favorecida do
que no caso do polissulfeto 2,3,5,7-tetratiaoctano [53], uma vez que o
angulo diedral proximo a 90° do sistema C-S-S-C impede a deslocalizag&o
pelo segundo enxofre, a0 mesmo tempo em que a disponibilidade
eletronica sobre o primeiro enxofre é diminuida por efeitos indutivos,
conforme comentado anteriormente na discussdo do composto
metiltiometildissulfeto [30] (pagina 57). Com relagcdo ao pico a m/z 139,
ele esta ausente no espectro de massas do polissulfeto 2,3,5,6-
tetratiaoctano [60], provavelmente em virtude do fato de que neste
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polissulfeto esse pico seria formado a partir de uma clivagem S-S, o que é
mais dificultado em funcdo da maior forca dessa ligacdo. No caso do
polissulfeto 2,3,5,7-tetratiaoctano, o fragmento de m/z 139 seria formado
por uma clivagem de uma ligagéo C-S, de menor energia de ligagdo, sendo,
portanto, mais facilitada.

4.3.1.1.11. 1-metilsulfinil-2,3,5-tritiaexano [ 74]

O valor da massa molecular da substancia [74] corresponde a um
acréscimo de dezesseis unidades de massa (um atomo de oxigénio) ao
valor da massa molecular 186. Sendo assim, pode-se sugerir que este
composto seja formado a partir de um processo oxidacdo de algum dos
isdmero de massa molecular 186, dentre os comentados anteriormente. A
estrutura CH3-S(0)-CH2-S-S-CH92-S-CH3 [74] corresponde a um produto
de oxidagcdo do composto bis (metiltiometil)dissulfeto [54], apresenta
massa molecular 202 e esta de acordo com os principais picos observados
no espectro da Figura 36.

<..Miz63 0 m/z6l1..»
L.m93_
100% &l
. 99 CH3-S0-CH3-S-5-CH3-S-CH3
a
< 45
E B0 93
jl,f.i_
E o m'z  Int
L 139 35 13,9
45 .6
209 14 n 61 100
T8 78 6.9
123 156 202 9 54,2
| ™ T TT Ty r T e rerry Ty 11 12.5
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 139 1.9
miz 202 2 ]

Figura 36 - Espectro de massas do sulfoxido [74] 1-metilsulfinil-2,3,5-
tritiaexano.
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4.3.1.1.12. Substéancias de massa molecular 218:1,4-metilsulfinil-
2,3-ditiabutano [ 75] , 2,3,4,6,8-pentatianonano [ 68], 2,3,5,6,8-
pentatianonano [ 70] e 2,4,5,6,8-pentatianonano [ 79]

Uma inspecdo do espectro de massas da Figura 37 sugere que o
composto [75], correspondente a este espectro, seja simétrico. 1sso pode
ser observado por meio do pico de m/z 109, cuja massa corresponde a
metade do valor da massa do ion molecular (m/z 218). Desse modo,
tomando-se o composto bis(metiltiometil)dissulfeto [54], e o fato de ele
ser simétrico, uma oxidacdo dos dois atomos de enxofre ligados aos grupos
metila da molécula levaria a formacéo do sulfoxido 1,4-metilsulfinil-2,3-
ditiabutano, que pode ser fragmentado simetricamente para produzir o pico
de m/z 109.

I I

CH3—S—CHy—S—S—CHp—s—CHz 2[9, CHz— S CHy—SHS—CHy—$—CHa
<.-Mz109 i m/z1Q9

[54] [79]

A simetria deste sulfoxido [75] explica também as elevadas
intensidades observadas para os picos de m/z 63 (CH3SO*) e m/z 45
(HCS*). A intensidade destes picos € maior se comparada com a
intensidade do pico de m/z 109, em razao de eles serem formados por
clivagem a de ligacdes C-S, cuja energia € menor do que as ligacdes S-S,
as quais séo rompidas para dar origem ao pico de m/z 109. Os picos de
m/z 79 e m/z 93 presentes no espectro da Figura 37 podem ser
racionalizados como apresentado a seguir.

_||+
%‘) CHo—S ,/S\—CHg—s—CHg —> m/z79
AV
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Segundo BUDZIKIEWICZ et a. (1967), o pico de m/z 186
observado no espectro de massas do difenilsulfoxido (massa molecular
202) seria proveniente da eliminac&o de um atomo de oxigénio.

Assim sendo, no espectro de massas da Figura 37, o pico de m/z
139 pode ser racionalizado como sendo resultante de uma clivagem a, com
eliminagdo de CH3SO e posterior perda de um atomo de oxigénio.

ﬁ’ i

CH3—S—CHp—S—S—%CH3~S5—CH3 m/z 155 m/z 139
N v

+.
CH3S0:- o

100%7 4|5
] i 6,3
] CH3-S0-CH3-5-5-CH3-S0-CH3
B
5 ]
139
- . 53
L]
&
T o ¢ ___ e
& & mi'z Int
15 1 Gy
20 TS 63 93,8
1 g 79 25.0
N’ 248 93 62,5
™ v Tr.-f-g—.—‘—‘—.—'—v—v—.—.—r—.—.—v—rlrv- 109 410
40  BO 80 100 120 140 160 180 200 220 139 6?,"9
w3 218 56

Figura 37 - Espectro de massas do sulfoxido 1,4-metilsulfinil-2,3-
ditiabutano [75].

Ainda com relagcdo a massa molecular 218, foi proposta a estrutura
de trés polissulfetos isomeéricos: 2,3,4,6,8-pentatianonano [68] (tempo de
retencdo de 41,09 minutos), 2,3,5,6,8 pentatianonano [70] (tempo de
retencdo de 41,51 minutos) e 2,4,5,6,8-pentatianonano [79] (tempo de
retengdo de 43,54 minutos).

Na Figura 38 € mostrado o espectro de massas do polissulfeto
2,4,5,6,8-pentatianonano [79].
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Figura 38 - Espectro de massas do polissulfeto 2,4,5,6,8-pentatianonano
[79].

Conforme pode ser observado pelo espectro anterior, o polissulfeto
[79] se fragmenta de modo a produzir praticamente um Unico pico no
espectro (m/z 61, pico-base), uma vez que a intensidade dos demais picos
€ muito reduzida. A estrutura do composto estd de acordo com as
observacdes descritas. A molécula simétrica apresenta duas posicdes de
clivagem de ligagdes C-S que resultariam no pico de m/z 61.

CH3-S-CH3-S-S-§-CH-S-CH3
<.M[z61; L. m/z61,

Duas posicdes de clivagem na molécula também resultariam na
formag&o do pico m/z 93; porém estas sdo menos favorecidas, em razéo de
a energia da ligagdo S-S ser maior do que uma ligagdo C-S. Os outros
picos de menor intensidade, como m/z 78, 111 e 139, seriam devidos a
rearranjos.

Na Figura 39, a seguir, encontra-se ilustrado o espectro de massas
do polissulfeto 2,3,5,6,8 pentatianonano [70].

A simples andlise estrutural do composto revela a origem de
praticamente todos o0s picos observados no espectro da Figura 39.
Comparado com o espectro de massas da Figura 38, nota-se um aumento
da intensidade dos picos de m/z 93 e 139. Mais uma vez 0 argumento que
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Figura 39 - Espectro de massas do polissulfeto 2,3,5,6,8-pentatianonano
[70].

pode ser utilizado para explicacdo deste fato esta nas energias de ligacéo
S-SeC-S.

_______________

CH3—S—CH2—§—S—§—S—E—CH4E§ S—S—CHza3
| 1 , !

<...M/z61 | L.m/z79..

O pico observado, a m/z 154, é devido a eliminag&o de S,, a partir
do pico do ion molecular de m/z 218.

O espectro de massas do polissulfeto 2,3,4,6,8-pentatianonano [68]
€ mostrado na Figura 40.

Muito embora nesse ultimo espectro ndo se observe a presenca do
pico do ion molecular, sugere-se que a massa molecular do composto [68]
também possua o valor de 218. Trés argumentos podem ser mencionados
para sustentar esta hipotese. O tempo de retencdo do composto [68] (41,09
minutos) € muito proximo ao do composto [70] (41,51 minutos). Além
disso, notam-se muitas semelhancas entre os espectros de massas dos
compostos [68] e [70]; os dois espectros apresentam praticamente 0s
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Figura 40 - Espectro de massas do polissulfeto 2,3,4,6,8-pentatianonano
[68].

mesmos picos, diferindo quanto as suas intensidades. Finalmente, deve-se
notar que a soma dos valores de m/z dos picos de m/z 139 e 79 resulta
exatamente no valor 218, que seria 0 valor de m/z do pico do ion
molecular. Assim, tomando-se que a massa molecular de [68] seja 218 e
interpretando-se o espectro de massas da Figura 40, sugere-se que 0O
composto [68] corresponda a um isdmero do composto [70] e ao
polissulfeto 2,3,4,6,8-pentatianonano [68].

Observa-se no espectro de massas da Figura 40 que a intensidade
dos picos m/z 139 e m/z 93 foi bastante aumentada em relacéo a
intensidade destes mesmos picos no espectro de massas dos polissulfetos
[79] e [70]. Com relagéo ao pico m/z 93, no composto [79] 0 mesmo é
formado a partir da clivagem de uma ligagdo S-S, que, como ja
argumentado, apresenta uma energia mais elevada do que uma ligacao C-S.
Ja no composto [70] a ligagdo clivada para dar origem ao pico a m/z 93
corresponde a uma ligagcdo C-S, porém esse composto apresenta em sua
estrutura o sistema C-S-S-C (conforme discutido para o composto
metiltiomeltildissulfeto [30], pagina 57). Nenhum dos fatores mencionados
anteriormente é observado na formagdo do pico m/z 93 do composto [68].
O pico a m/z 139 do polissulfeto [70] também apresenta o sistema C-S-S-C, e,
no polissulfeto [79], esse pico teria de ser formado por um rearranjo pouco
provavel de ocorrer, o que resultou em uma baixissima intensidade
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do pico m/z 139 em seu espectro. Nenhum desses dois fatores
mencionados é observado na formagéo do pico de m/z 139 no composto
[68].

CH3—S—CH2—+—S——CHz—S+—S——S—CHg3

<.....M/z 61 ; , L L.m/z79.. 5

m/z 139

<. ...........

4.3.1.2. Compostos ndo-sulfurados identificados

4.3.1.2.1. Hidroquinona [ 38] (*)

A expressao “compostos fendlicos’ abrange uma vasta quantidade
de substancias organicas que sdo compostos aromaticos com substituintes
hidroxila. Muitas séo as classes de compostos fendlicos naturais, citando-
se como exemplos as cumarinas, os isoflavonoides e as xantonas.

Nos extratos etéreos das folhas e das cascas foi identificado o
composto fendlico 1,4-diidroxibenzeno (ou hidroquinona) [38]. Esta
substéncia ocorre em besouros bombardeiros, onde funciona como o
precursor da substancia téxica benzoquinona, que € formada dentro do
besouro por oxidacdo realizada por peroxidase e expelida a alta
temperatura contra algum predador (MANN et al., 1994).

A hidroquinona [38] ja foi isolada de plantas, como por exemplo
Pyrola rotundifolia, e também pode ser obtida pela hidrolise do tanino de
plantas (DICTIONARY OF NATURAL PRODUCTS, 1994). A biossintese
da substancia, segundo GEISMANN e CROUT (1969), pode ser realizada
a partir do aminoécido tirosina, via rota do acido chiquimico, por um
processo envolvendo um ataque eletrofilico do oxigénio, aqui convenien-
temente representado por OH*.

NH 2
HoCHCOOH o
2 COOH OH C//
- \ H
ACIDO OH+
CHIQUIMICO - — — | || et > — ——> HIDROQUINONA
OH OH (O
Q
TIROSINA
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Na Figura 41 é apresentado o espectro de massas do composto
[38]. O pico-base do espectro, m/z 110, corresponde também ao pico do
ion molecular. Um rearranjo de hidrogénio deste ion da origem a um
intermediario carbonilado que pode eliminar uma molécula de mondxido
de carbono (CO), dando origem ao pico de m/z 82, ou eliminar uma
molécula de CO juntamente com um aomo de hidrogénio, dando origem
ao pico de m/z 81. A partir do pico de m/z 81, uma nova molécula de CO
pode ser eliminada, resultando no pico de m/z 53. Este ultimo pode sofrer
a perda de 14 unidades de massa (na forma de CH,), produzindo o pico de

m/z 39.

00'% no 1o
B0
g ]
&0 no
a8
o
A
IE 401
z 53 Bl mfz  Int
39
30+ is 20,8
33 27 R
43 51 ‘ 63
Ay _,ill_l_”‘ o Jl.tu '...|.|. E_.gl 1o = E] :"_g‘lg‘
a0 40 50 80 7O [:1+] 80 100 110 iz 209
msz 110 100

Figura 41 - Espectro de massas da hidroquinona [38].

Uma interpretacdo para a formag&o dos principais fragmentos
registrados no espectro de massas da hidroguinona é dada a seguir.
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m/z 39 47 m/z 5347 @
CH»2
OH OH

m/z 81 m/z 82

4.3.1.2.2. 3-oxo-a-ionol [62] (*)

AASEN et al. (1973) identificaram 3-oxo-a-ionol [62] como um
dos constituintes volatéis de Nicotiana tabacum L. (tabaco). O composto
mostrou um elevado angulo de rotagéo o¢tica ([a]p + 177°) em virtude da
presenca de dois centros assimeétricos, C (6) e C (9), ambos possuindo
configuragdo R.

3-o0xo0-a-ionol ( (9R) - 9- hidroxi-4,7 E - megastigmadien-3-ona) isolado
de tabaco.

Ainda segundo AASEN et al. (1973), muitos isoprendides ciclicos
e aciclicos constituintes do tabaco possuem como potenciais precursores
terpendides superiores. Nesse caso, postula-se que o composto 3-oxo-a-
ionol possa ser biossinteticamente formado a partir do a-caroteno e da
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luteina, ambos também constituintes do tabaco, uma vez que o0 a-
caroteno, a luteina e o composto 3-oxo-a-ionol possuem a mesma

configuragdo na posicao 6.

Luteina

a-caroteno

No extrato etéreo das folhas de Gallesia gorazema identificou-se
3-0x0-a-ionol [62] como um de seus componentes.

O fato mais importante observado no espectro de massas de 3-0xo-
a-ionol (Figura 42) é a grande intensidade do pico de m/z 108 (pico-base
do espectro), cuja formacdo pode ser explicada conforme a fragmentacdo
mostrada a seguir.

IUU%}: 108

] OH
“ 80- ﬁ\)\
3 ] o
g 60]
% 4
E 401 43

20 39 9]
] 55 T 5
123'2% 152
i o e R S ———
40 60 80 100 120 140 160 180 200

m/lz

Figura 42 - Espectro de massas do 3-oxo-a-ionol identificado no extrato
etéreo de Gallesia gorazema.
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m/z 208 m/z 152
CH3CHC
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Me

HO
m/z 108

A perdainicial de 56 unidades de massa, correspondente a C4Hg, €
explicada pela fissdo da ligacéo 2,3 (clivagem a) e da dupla ligacéo alilica
1,6. A subsequente ciclizacdo do ion resultante, m/z 152, seguida da
expulsdo de acetaldeido, leva a formacdo do ion estavel m/z 108
correspondente ao m-cresol.

Mais recentemente, foi reportado o isolamento de dois
diasteroisomeros 3-oxo-a-ionol glicosideos (Figura 43) do extrato
etandlico de framboesas (PABST et al., 1992).

O/

(6R, 9R) (6R, 9S)

R = b-D-GLICOSE

Figura 43 - Dois diasteroisdmeros 3-oxo-a-ionol glicosideos isolados do
extrato etandlico dos frutos do framboeseiro.
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4.3.1.2.3. 4-hidroxi-3-metilacetofenona [ 40] (*)

Esta cetona aromatica mostrou-se presente nos extratos etéreos das
folhas e das cascas. Os dois picos de maior intensidade observados em seu
espectro de massas na Figura 44 correspondem ao pico do ion molecular
(m/z 150), que, por meio da eliminacdo do grupo metila ligado a carbonila
da cetona, da origem ao pico am/z 135. A eliminacdo de uma molécula de
monodxido de carbono a partir do pico m/z 135 da origem ao pico a m/z
107, que se rearranja produzindo o ion tropilio; este ion fragmenta-se por
meio da eliminacdo de uma segunda molécula de monoxido de carbono,
dando origem ao ion de m/z 79. Este ultimo ion pode eliminar uma
molécula de hidrogénio, o que da origem ao ion de m/z 77. O esquema
seguinte contém a estrutura dos ions correspondentes as fragmentacdes
discutidas anteriormente.

o
+
H3
H HO
H H
CH3 CH3 CH3 CO CH3

O
+

m/z 150 m/z 135 m/z 107
OH
wr— Q) - (O)
Ho co
m/z 79
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Figura 44 - Espectro de massas da 4-hidroxi-3-metilacetofenona.

Segundo GEISMANN e CROUT (1969), acetofenona corresponde
a um produto natural originado a partir do acido chiquimico. Assim, a
origem biossintética da cetona aromatica identificada nos extratos etéreos
das folhas e cascas de Gallesia gorazema pode ser idealizada como
mostrado a seguir.

O o)

Acido [O]
Chiquimico ' z HO
HO

S-Adenosil Metionina Me

Acetofenona : ;
4-hidroxiacetofenona 4-hidr oxi-3-metilacetofenon

[44]

4.3.1.2.4. 2,3-diidro-3,5-diidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona [ 31] (*)

A partir do extrato etéreo de culturas de Penicillium gilmanii,
conseguiu-se isolar uma substancia de ponto de fusdo 82°C e massa
molecular 144. Os dados espectrais do ultravioleta, do infravermelho e da
ressonancia magnética nuclear (RMN) permitiram a elucidacéo da
estrutura da substancia, sendo identificada como 2,3-dihidro-3,6-dihidroxi-
2-metil-4H-piran-4-ona (RAISTRICK e RICE, 1971).
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HO

M O OH
2,3-diidro-3,6-diidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona

No extrato etéreo das folhas, identificou-se, com o tempo de
retencdo de 20,54 minutos, um andlogo isomérico da substancia
supramencio-nada, denominada 2,3-diidro-3,5-diidroxi-6-metil-4H-piran-
4-ona[31].

HO OH
M @)

2,3-diidro-3,5-diidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona [ 31].

Na Figura 45 € mostrado o espectro de massas do composto 2,3-
diidro-3,5-diidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona [31], presente no extrato etéreo

das cascas.
100% 7 als
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E} ] | m'z Imt
z ] 13 100
Em:a 44 642
1 101 45 18,
20 2 55 72 e s s
12 16,2
AL 5o
30 40 50 60 70 80 90 100110 120 130 140 150 45 203

Figura 45 - Espectro de massas da substancia 2,3-diidro-3,5 diidroxi-6
metil-4H-piran-4-ona [31] identificada no extrato etéreo das
cascas.
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O espectro de massas da Figura 45 foi praticamente idéntico ao
espectro-padrdo da substancia [31] contido na biblioteca de dados do
software, 0 que realmente confirma a estrutura do composto identificado.

4.3.1.2.5. Alcoois identificados no 6leo essencial da casca(*)

Os &coois 2-metilbutanol, 3-metilbutanol e metilpropanol foram
identificados como constituintes do extrato por arraste a vapor das cascas.

O & cool 2-metilbutanol em sua configuracdo S jafoi isolado como
metabolito secundario de uvas, tomates e magas.

Ja 3-metilbutanol é um constituinte comum dos 6leos de plantas,
tanto na forma livre como na forma de ésteres. E um componente volatil
das fezes de Mus musculus, uma espécie de rato.

Finalmente, 2-metilpropanol esta presente no oleo de batata e é
produzido por fermentagéo de carboidratos. Este alcool ainda é utilizado
como removedor de vernizes e na manufatura de esséncias aromatizantes.

4.4. Resultados dos ensaios biol 0gicos

Estudando feromonio de agregagéo de baratas, ISHII e KUWAHARA
(1967) observaram que baratas em estadio de ninfa, quando soltas em um pote de
vidro, reuniam-se em uma certa area do pote e repousavam, apos vagarem por
algum tempo. Numa segunda parte do experimento, em uma placa de Petri, foram
colocadas trés tiras de papel-filtro (3,5 cm x 7,5 cm), possuindo cada uma quatro
dobraduras, em forma de “w”, sendo que duas destas tiras foram deixadas em
contato com baratas adultas por alguns dias (tiras impregnadas). As tiras foram
significativamente contaminadas com as fezes e o odor emitido pelas baratas.
Cerca de 60 baratas foram introduzidas na placa de Petri e foi observado que a
grande maioria dos insetos agregou-se sobre as duas tiras de papel-filtro
Impregnadas.

A metodologia utilizada para a realizagdo dos ensaios biol0gicos
com baratas, a fim de se averiguar a possivel atividade atraente ou
repelente das cascas de Gallesia gorazema, foi baseada no trabalho de
ISHII e KUWAHARA (1967), com modificacoes.

Conforme comentado anteriormente, acredita-se no meio rural que
as cascas da espécie vegetal Gallesia gorazema séao utilizadas em silos,
paiois, etc. para atrair baratas, que entdo se alimentariam das cascas,
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provocando a morte desses insetos. Como as cascas da espécie vegetal
exalam um forte odor aliaceo, quando dilaceradas ou lesadas, uma
primeira hipotese que foi levantada seria o fato de que a atragdo dos
insetos, caso isso ocorresse, fosse induzida como resposta a um estimulo
quimico provocado pelo odor exalado pelas cascas. Para averiguar tal
hipétese, tiras de papel-filtro impregnadas com 0os compostos volateis
responsaveis pelo odor exalado das cascas foram utilizadas em duas etapas
dos testes biol dgicos.

Cubas de vidro foram inicialmente utilizadas na primeira etapa dos
testes. Insetos em estadio de ninfa foram soltos no centro das cubas, que
possuiam tiras de papel impregnadas e ndo-impregnadas, opostas entre si.
Logo apods a liberagdo dos insetos, observou-se que 0S mesmaos procuravam
agregar-se nas dobraduras das tiras de papel. Em seguida, foram feitas
observacdes quanto ao comportamento dos insetos a cada cinco minutos,
durante 30 minutos, anotando-se em cada observacdo 0 numero de insetos
agregados sobre as tiras de papel impregnadas e nao-impregnadas. Este
experimento foi realizado em quadruplicata, e os resultados obtidos s&o
apresentados na Tabela 5. Nesta primeira etapa dos testes foram utilizadas
12 baratas, em estadio de ninfa, cada inseto medindo cerca de 1 cm de
comprimento.

Tabela 5 - Agregacdo de baratas Periplaneta americana(® em experimen-
to realizado em cubas de vidro, utilizando-se tiras de papel
impregnadas e ndo-impregnadas com compostos volateis das
cascas de Gallesia gorazema

Tempo 1(b) [l 1l v
(minutos) A© B@ A B A B A B
5 11 1 11 1 11 1 10 2
10 12 0 12 0 10 2 11 1
15 12 0 11 1 12 0 12 0
20 11 1 12 0 12 0 12 0
25 12 0 12 0 12 0 11 1
30 12 0 12 0 12 0 12 0

(@) Numero de insetos utilizados no ensaio = 12 insetos em estadio de
ninfa, cada um medindo cercade 1 cm.

(®) 1,11,111,1V - correspondem ao ntimero de repeticdes.

(€) NUmero de insetos agregados sobre as tiras de papel ndo-impregnadas.

(d) NUmero de insetos agregados sobre as tiras de papel impregnadas com os
compostos volateis das cascas de Gallesia gorazema.
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O gréfico a seguir (Figura 46) contém a porcentagem média de
insetos agregados sobre as tiras de papel n&o-impregnadas, para cada
intervalo de tempo no qual as observacdes foram feitas. Verifica-se que,
para todos os interval os de tempo, a grande maioria dos insetos agregaram-
se sobre as tiras de papel ndo-impregnadas. Observa-se ainda que, para o
intervalo de tempo de 30 minutos, para todas as repeticdes realizadas nesta
etapa, todos o0s insetos agregaram-se sobre as tiras de papel néo-
impregnadas com 0s compostos voléateis das cascas de Gallesia gorazema.

T e e

60 |

40 [

% DE INSETOS AGREGADOS SOBRE
TIRAS DE PAPEL NAO IMPREGNADAS

5 10 15 20 25 30
TEMPO (Min)

Figura 46 - Agregacdo de baratas Periplaneta americana (porcentagem)
sobre tiras de papel ndo-impregnadas com 0s compostos
volateis das cascas de Gallesia gorazema, em um
experimento realizado em cubas de vidro.

Na Figura 47 é apresentada uma fotografia correspondente a uma
das repeticoes realizadas. Observa-se maior niumero de insetos agregados
sobre as tiras de papel ndo-impregnadas, que estdo colocadas a direita na
cuba de vidro.
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Figura 47 - Testes bioldgicos realizados em cubas de vidro, utilizando-se
tiras de papel n&o-impregnadas e impregnadas com o0s
compostos voléteis das cascas de Gallesia gorazema.

A segunda etapa dos testes foi realizada em placas de Petri. Nestas
foram introduzidas duas tiras de papel-filtro, uma impregnada com os
compostos volatéis das cascas e outra ndo-impregnada, ficando
diametralmente afastadas. Os insetos, em estadio de ninfa, medindo cerca
de 1 cm, eram soltos no centro da placa de Petri, e novas observacdes
foram realizadas quanto ao comportamento dos insetos, a intervalos de
cinco minutos, durante 30 minutos. Na Tabela 6 é mostrado o resultado
dessas observacoes.

Os dados estatisticos referentes ao resultados apresentados na
Tabela 6 s&o mostrados na Figura 48. Novamente observa-se que a grande
maioria dos insetos agregaram-se sobre as tiras de papel nao impregnadas
com 0s compostos volateis das cascas de Gallesia gorazema.
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Tabela 6 - Agregacdo de baratas Periplaneta americana(® em experimen-
to realizado em placas de Petri, utilizando-se tiras de papel
impregadas e nao-impregnadas com compostos volateis das
cascas de Gallesia gorazema

Tempo
(minutos)

1(b) I

AL BY A B

5
10
15
20
25
30

15
14
14
15
16
16

16
15
15
17
17
15

NNWKADMW
WkFRPPFPWWN

15
15
16
15
15
16

NWWNWW

14
15
16
15
15
15

WWWN WPH

(@ Numero de insetos utilizados no ensaio = 18 insetos em estadio de

ninfa, cada um medindo cercade 1 cm.

(®) 1,11,111,1V - correspondem ao ntimero de repeticdes.
(€) NUmero de insetos agregados sobre as tiras de papel ndo-impregnadas.

(d) NUumero de insetos agregados sobre as tiras de papel impregnadas com os

compostos voléteis das cascas de Gallesia gorazema.
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Figura 48 - Agregacao de baratas Periplaneta americana (porcentagem)

sobre tiras de papel

nao-impregnadas com 0S compostos

voléteis das cascas de Gallesia gorazema, em um experimen-
to realizado em placas de Petri.
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Na Figura 49 é mostrada a fotografia de uma das repeticoes
realizadas. A esquerda na fotografia, observa-se maior nimero de baratas
agregadas sobre as tiras de papel-filtro que ndo estdo impregnadas, e, a
direita, uma menor quantidade de insetos agregados sobre as tiras de papel
que estdo impregnadas com os compostos voléteis das cascas de Gallesia

gorazema.

Figura 49 - Testes biol6gicos em placa de Petri, utilizando-se tiras de
papel ndo-impregnadas e impregnadas com 0S compostos
volateis das cascas de Gallesia gorazema.

Os resultados apresentados nas Tabelas 5 e 6 e nos graficos das
Figuras 47 e 48 demonstraram que o odor exalado pelas cascas de Gallesia
gorazema ndo atraem oOs insetos; na verdade, apresentam alta atividade de
repeléncia para 0s mesmos.

Como os odores volateis das cascas de Gallesia gorazema mostram ser
repelentes para os insetos, postulou-se uma segunda hipoétese de que se
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a atracao dos insetos ocorresse, esta seria devido a algum constituinte ndo-
volatil presente nas cascas. Desse modo, com o intuito de se buscar extrair
este possivel principio ativo de atracdo dos insetos, preparou-se um extrato
etéreo das cascas. Nesta nova etapa dos testes foram também utilizadas
cubas de vidro e tiras de papel-filtro, com dimensdes idénticas aquelas
utilizadas nos testes anteriores. Estas tiras eram mergulhadas diretamente
no extrato, que nao foi concentrado. Apoés volatilizagdo do solvente, as
mesmas eram introduzidas nas cubas, num procedimento semelhante ao
que foi realizado na primeira etapa dos testes. Nesta etapa também foram
utilizados insetos em estadio de ninfa, com cerca de 1 cm de comprimento.
Na Tabela 7 estéo os resultados das observacbes do comportamento dos
insetos, realizadas a cada cinco minutos, durante 30 minutos.

Tabela 7 - Agregacdo de baratas Periplaneta americana(®, em experi-
mento realizado em cubas de vidro, utilizando-se tiras de
papel ndo-impregadas e impregnadas com o extrato etéreo das
cascas de Gallesia gorazema

Tempo 1(b) I 1 v
(minutos) A© Bd A B A B A B
5 14 1 11 4 12 3 11 4
10 14 1 14 1 12 3 11 4
15 14 1 12 3 12 3 12 3
20 14 1 14 1 12 3 12 3
25 14 1 14 1 12 3 13 2
30 14 1 13 2 12 3 13 2

(8 Numero de insetos utilizados no ensaio = 15 insetos em estadio de
ninfa, cada um medindo cercade 1 cm.

(B) 1,11,111,1V - correspondem ao niimero de repeticdes.

(C) Numero de insetos agregados sobre as tiras de papel nao-impregnadas.

(d) Numero de insetos agregados sobre as tiras de papel impregnadas
com o extrato etéreo das cascas de Gallesia gorazema.

Conforme pode ser observado no gréfico da Figura 50, que contém os
dados estatisticos da Tabela 7, novamente nota-se que a grande maioria dos
insetos agregaram-se sobre as tiras de papel ndo-impregnadas.
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Figura 50 - Agregacao de baratas Periplaneta americana (porcentagem)
sobre tiras de papel n&o-impregnadas com o extrato etéreo das
cascas de Gallesia gorazema, em um experimento realizado
em cubas de vidro.

A Ultima etapa dos testes biolégicos foi realizada com insetos
adultos, sendo utilizadas vinte e oito 28 baratas adultas e as cascas de
Gallesia gorazema. A utilizagdo das cascas in natura teve por objetivo
verificar se as mesmas poderiam apresentar alguma atividade inseticida
contra baratas, conforme informacdo pessoal fornecida pelo Prof.
Agostinho Lopes de Souza. Nesta etapa construiu-se uma caixa de papel&o
de 1 mx 1 mx 30 cm, na qual adaptou-se, em cada um de seus cantos,
uma caixa menor de dimensdes 7 cm x 7 cm x 30 cm. No interior de duas
destas caixas menores, diagonalmente opostas, foram colocadas cascas de
Gallesia gorazema. Observacgdes foram feitas a cada 10 minutos, durante
30 minutos. Na Tabela 8 estdo os resultados obtidos.

O intervalo de tempo para as observacbes foi maior neste
experimento em razdo de o0s insetos, quando libertados na caixa,
inicialmente mostrarem-se muito agitados, vagando continuamente por
diferentes pontos da caixa. Somente depois de decorridos cerca de 10
minutos, a agregacdo dos mesmos comegou a acontecer. E interessante
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Tabela 8 - Agregacdo de baratas Periplaneta americana(®, em experi-
mento realizado com cascas de Gallesia gorazema e insetos

adultos
10 20 30
Alb) 25 26 26
B(c) 3 2 2

(8) Numero de insetos utilizados no ensaio = 28 insetos adultos.

(b) Nimero de insetos agregados no interior das caixinhas sem as cascas
de Gallesia gorazema.

(C) Nimero de insetos agregados no interior das caixinhas contendo as
amostras de cascas.

ainda salientar que os insetos foram mantidos em contato com as cascas
por um tempo bem superior a 30 minutos, ao todo 12 horas. Decorrido este
prazo notou-se que 0 numero de insetos agregados nas caixinhas menores,
gue n&o continham as amostras de cascas, eram em namero de 25; apenas
dois agregaram-se numa das caixinhas contendo as cascas e um
encontrava-se fora das caixinhas, mas distante dos locais onde se
encontravam as cascas. Mesmo apés 12 horas de contato com as cascas,
n&o se observou morte de um Unico inseto.
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5. CONCLUSAO

As andlises dos diversos extratos das partes aéreas (folhas e
cascas) de Gallesia gorazema revelaram a presenca de diversos compostos
organossulfurados.

Conforme comentando anteriormente, o odor caracteristico das
espécies do género Allium é devido a diversos compostos
organossulfurados volateis. Estes compostos sdo formados por acdo
enzimética de alinases sobre aminoéacidos sulfurados n&o-protéicos
(precursores). Nas células das espécies deste género, as enzimas
encontram-se compartimentalizadas em vacuolos, enquanto 0s precursores
encontram-se dispersos no citoplasma. Quando os tecidos vegetais das
espécies sdo cortados ou lesados, ocorre liberagéo das alinases que atuam
sobre os aminoacidos precursores, 0 que leva a formacdo dos diversos
compostos organossulfurados ja identificados nas espécies do género
Allium.

Na espécie vegetal Gallesia gorazema, € muito provavel que os
diversos compostos sulfurados identificados nos extratos de suas partes
aéreas (folhas e cascas) sejam formados também por processos similares
aos que ocorrem nas plantas do género Allium. Essa inferéncia pode ser
feita, uma vez que o odor aliaceo, comum a todas as partes da planta, so é
observado quando as folhas e cascas s&o dilaceradas ou lesadas. O odor
exalado pela planta € devido aos diversos compostos organossulfurados
volatéis formados logo apds corte ou lesdo. E bastante provéavel também
gue as enzimas e 0S precursores estejam também compartimentalizados,
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semelhante ao que ocorre no género Allium. Um estudo subseqiente
poderia ser realizado no sentido de identificar os precursores e 0s
mecanismos responsaveis pela formagdo dos diversos compostos
sulfurados identificados.

Alguns compostos sulfurados identificados correspondem a
sulfoxidos e sulfonas. N&o se tem certeza se estas substancias foram
também formadas por agdo enzimatica ou se correspondem a processos
oxidativos, por exemplo os realizados pelo oxigénio do ar, sobre 0s outros
sulfurados presentes nos extratos analisados. Essas possibilidades
merecem um estudo conclusivo.

Com relagdo a analise de vitamina E por cromatografia em fase
gasosa, as amostras que produziram os melhores resultados, quanto a
quantidade de vitamina E extraida, foram as folhas liofilizadas, em
comparagdo com as folhas frescas.

No cromatograma da Figura 8, uma hipotese levantada para
explicar o aumento da intensidade dos picos presentes no cromatograma,
em comparagdo com 0S mesmos picos observados na Figura 9, foi a de que
a eficiéncia da extragdo foi maior nas amostras das folhas liofilizadas,
provavelmente em razdo da auséncia de dgua. No entanto, uma segunda
hipétese pode ser levantada. Para o preparo das amostras de folhas
liofilizadas, foram coletadas amostras de folhas frescas, e, a seguir, estas
foram imediatamente congeladas. E muito provével que esse procedimento
tenha diminuido a acdo enzimatica sobre os precursores presentes nas
folhas. Com isso, a concentracdo dos precursores nos extratos das folhas
liofilizadas € maior do que nos extratos das folhas frescas, resultando com
Isso num aumento da intensidade dos picos observados no cromatograma
da Figura 8.

Nas folhas secadas em estufa, ndo foi possivel a quantificacdo do
composto de interesse, provavelmente em virtude da decomposicdo deste
durante o processo de secagem da amostra.

Sobre o fato de Gallesia gorazema vir a ser usada como fonte
alternativa de vitamina E, aspectos positivos e negativos devem ser
ressaltados. Como aspecto positivo, destaca-se o fato de esta espécie
vegetal produzir grande massa foliar, ou seja, grande quantidade de
matéria-prima para extragdo de a-tocoferol. Além disso, merece ser
salientado o rapido desenvolvimento do vegetal e seu féacil cultivo. Porém,
o forte odor alidceo que a planta exala talvez seja o fator mais restritivo
quanto a uma tentativa de extracdo de vitamina E desta espécie. Pode
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ocorrer que durante o processo extrativo ndo se consiga separar, da
vitamina E, os diversos compostos volatéis que a planta produz, sendo
desconhecidos os efeitos que os mesmos poderiam causar ao homem.

Os testes biologicos em laboratério evidenciaram que a crenca da
populacdo rural de que as cascas de Gallesia gorazema atrairiam e
matariam baratas ndo é veridica. Em nenhuma das etapas dos testes
biol6gicos realizados foram observadas propriedades de atracéo dos
insetos. Mesmo no experimento utilizando cascas in natura e insetos
adultos, apdés 12 horas os insetos continuaram agregados em locais
distantes das cascas, e ndo foi observada a morte de nenhum deles.

E bastante provavel que os diversos compostos organossulfurados
voléteis identificados nos extratos das cascas sejam 0s responsaveis pela
atividade de repeléncia observada. Tal hipotese pode ser levantada, uma
vez que foram citados anteriormente exemplos de compostos sulfurados,
identificados em espécies do genéro Allium, que mostram atividade de
repeléncia (exemplos mencionados na pagina 6).

Finalmente, na Figura 51 € ilustrada a espécie vegetal que foi alvo
de estudo deste trabalho, assim como os diferentes compostos
identificados em seus extratos por meio de analises por CG/EM.
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CHj-§-CH;-S-CHy-$-§-5-CHs CHj-§-CH;-§-8-CH,-5-5-CH,

.‘I-:r- CHs-S-CHy-8-8-5-CH,-5-CH,
%1

"H,-S-CH;-8-§-CH,

CHs-80-CH;-§-8-CH;-50-CH,

CH;-30-5-CH, CH;-80-CH;-5-5-CH;-CH,4

(CHa)2-CH-CH;-OH

CH;‘S'S'E‘CH!
CH,-S-CH;-804-CH
3 1-304-CH, CH,-§-CH;-5-CH;-5-5-CH;

CHy-CH;-CH(CHy)-CH;-OH
(CHs);CH-CH,-CH;-OH
CH,-5-CH;-5-8-5-CHy

AN

CHi-5-CH;-5-8-CH;-5-CH,

CHs-5-5-CH;-50,-CH;

CH;-5-5-5-5-CHs

CH;-CH;-5-8-CH,;-5-8-CHy;  CH;-5-5-CH;-SO-CH,

Figura 51 - Gallesia gorazema e os diversos compostos identificados nos
extratos de suas partes aéreas (folhas e cascas).
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