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RESUMO

Neste trabalho, foi realizada uma detalhada analise por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono a 400 MHz e 100 MHz (RMN
'H e ®C), para estabelecer a composigdo quimica da cera existente na superficie do fruto
tomate (Solanum lycopersicum).

Esta cera é consumida diariamente com as peles de legumes e frutas, mas apenas
pouco € conhecido em detalhes sobre a composicdo quimica. Possuem diversas fungoes,
como por exemplos reduzir perda de agua, melhorar as condi¢gdes para trocas gasosas e
fotossintese, proteger contra ataques de insetos, proteger os frutos de poluentes, entre
outros.

O tomate é um dos frutos mais consumidos nas casas brasileiras, de diferentes
formas, porém é um fruto muito susceptivel a inUmeras pragas. A determinagcéo da
constituicdo da sua cera epicuticular € de grande utilidade no desenvolvimento de
pesticidas para combater essas pragas.

A cera foi extraida com os solventes cloroférmio e acetona, visando determinar o
que extraisse em maior quantidade nossa cera. Apos a evaporacdo do solvente, as
amostras foram dissolvidas em solventes deuterados. A complexidade dos espectros de
RMN 'H E *C reflete a variedade de constituintes deste tipo de cera.

Os resultados deste estudo permitem concluir que os compostos majoritarios
presentes na cera sdo a Naringenina Chalcona, B-amirina, n-hentriacontano (ou uma

mistura de alcanos) e mais compostos minoritarios.

Palavras-chave: tomate, cera epicuticular, RMN.
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1. INTRODUCAO

O sistema de revestimento das plantas as protege de diferentes formas,
apresentando adaptacdes dependendo do ambiente em que as plantas vivem. A
epiderme, camada mais superficial das plantas, apresenta varios tipos de células com
diferentes funcdes. Na parede das células epidérmicas ha uma camada cuticular fina, que
pode apresentar estriamentos, mascarados porém por uma cobertura cerosa. Essa
cobertura pode ser visualizada facilmente em alguns frutos como ameixas € magas ou em
folhagens com uma aparéncia de verniz, como o repolho. Apesar de nao tdo visiveis,
varias outras plantas contém essa cobertura encerada que pode funcionar para auxiliar a

reducao da perda de agua entre outras funcdes especificas.’

Essas coberturas cerosas sao as ceras epicuticulares, substancias de carater
lipidico cuja na composigdo quimica compreende diferentes fungdes organicas. Essas
ceras tém atraido atencdo devido ao feito dos seus componentes contribuirem na

conservacao das frutas e folhas.

A cera adquire formas cristalinas ou também pode estar presente em camada
derretida, algumas espécies também apresentam seus estdbmatos, que s&o sua

comunicagao do meio interno pra atmosfera, cobertos pelas ceras.?

As ceras variam a composi¢cao de espécie para especie, principalmente pelas
adaptacdes do meio que sdo cultivadas, como variagdes de temperatura, ataque de

patdgenos e herbivoros, estresse hidrico, entre outros.

O tomate é um fruto consumido quase diariamente pela populagao brasileira, seja na
forma do produto fresco como em saladas, ou na forma industrializada como em molhos
de tomate. Foi escolhido especificamente o tomate, por ser um fruto muito susceptivel a
diversas pragas, como broca-pequena, traga, acaros, mosca-branca, tripes, pulgdes,

entre outras. 3

A determinacdo da constituicdo quimica da cera epicuticular, além da possibilidade
de uso comercial, se extraida em quantidade suficiente, € de grande importancia também
para a formulagao de pesticidas, pois a cera epicuticular é a principal via de absorgao dos
mesmos, 0 que torna o conhecimento da sua constituicdo fundamental nos estudos de

absorcao desses compostos.
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A técnica a ser utilizada neste estudo é a espectroscopia de RMN de 'H e de *C que
pode oferecer informacdes sobre a composicdo qualitativa e quantitativa dos constituintes

das ceras em estudo.*

As técnicas de ressonancia magnética nuclear se baseiam na absorcao seletiva de
ondas de radio por amostras colocadas em um campo magnético. Quando a amostra é
excitada, regressa ao estado inicial emitindo energia radiante no dominio das
radiofrequéncias. A determinagao precisa dos valores destas radiofrequéncias especificas
emitidas e da velocidade com que a amostra regressa ao estado de partida, a relaxagao,
constituem a esséncia da informacgao que é possivel obter sobre a estrutura molecular da

amostra. °
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
2.1.1 Espectrébmetro de RMN

Na década de 50, observou-se pela primeira vez o deslocamento quimico, sinal que
o RMN reflete sobre o nucleo da molécula analisada, avangando na area de determinacao
estrutural de moléculas. Quando as ondas de radio frequéncia incidem na amostra, que
tem is6topos com spin nuclear maior que zero, os de maior abundancia sao hidrogénio

simples ('H) e carbono-13 ("*C).

A espectroscopia de RMN €& baseada na medida da absor¢cdo de radiacéo
eletromagnética na regido de radiofrequéncia. A diferenca encontrada na RMN as outras
técnicas é que quem participa desse método sdo os nucleos dos atomos, ao contrario de
ultravioleta, infravermelho e visivel que utiliza os elétrons mais externos para suas

analises.®

Quando a amostra é excitada, regressa ao estado inicial emitindo energia radiante
no dominio das radiofrequéncias. A determinacdo precisa dos valores destas
radiofrequéncias especificas emitidas e da velocidade com que a amostra regressa ao
estado de partida (relaxagao) constituem a esséncia da informacao pormenorizada que é
possivel obter tanto sobre a estrutura molecular da amostra como sobre a dinémica

interna e global das respectivas moléculas. ’

Atualmente, n&o ha outra técnica analitica que em uma unica analise seja capaz de
fornecer informacgédo qualitativa e quantitativa sem o uso de padrdes externos, sem a

aplicacao de uma separacao prévia dos diferentes compostos de uma amostra.

Alguns cuidados a serem tomados antes da analise, € em primeiro lugar, as
amostras que serdo analisadas, sejam elas misturas ou substancias puras, devem ser
completamente soluveis nos solventes deuterados a serem empregados. Caso este
quesito nao seja observado, a analise obtida apresentara um espectro de baixa qualidade,

muitas vezes com sinais alargados, devido a presenca de material insoltvel na amostra.®
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Figura 1. Diagrama de um espectrometro de RMN.®

2.1.2 Deslocamento quimico

Arnold Beckman e colaboradores, em 1951, substituiram uma amostra de agua por
etanol e registraram 3 linhas de ressonancia no lugar de apenas uma, como normalmente
era obtido com a agua. Este fenbmeno foi atribuido corretamente a estrutura molecular da
substancia, e € denominado deslocamento quimico ou, em inglés, chemical shift. Os
sinais observados com a substituicao pelo etanol, apresentaram diferentes intensidades e
frequéncias, correspondentes as diferentes quantidades de spins nucleares contidos nos

grupos quimicos existentes na molécula.

-’

Figura 2. Registro da experiéncia de Arnold, em 1951 que mostra os sinais de ressonancia magnética dos

nucleos 'H do alcool etilico.™
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Cada sinal de RMN é caracterizado por um valor de deslocamento quimico (8) que &
resultante do somatdrio do efeito do campo magnético aplicado e do local representada
pela equagao abaixo:

O=[(v—Vv°)/v°]x 108,

Onde v é a frequéncia de ressonancia do centro do grupo de linhas e vO é a
frequéncia de ressonancia de um padrdo.™

As intensidades dos sinais dependem do tempo de relaxagao de cada nucleo (tempo
necessario para a volta ao estado de equilibrio apés a absorcdo do pulso de
radiofrequéncia). Sendo este tempo relativamente curto para nucleos de hidrogénio (1 a 3
s), a intensidade dos seus sinais pode ser relacionada com a concentragcdo, sendo,
portanto, espectros de hidrogénio integraveis. Para outros nucleos, por exemplo, *C, o
processo de relaxagdo é mais lento, o que leva a espectros de rotina ndo integraveis.

Sao considerados espectros de rotina os espectros de RMN '"H, RMN "*C e os da
sequéncia DEPT que favoreceu informagdes de numeros de hidrogénios ligados a cada
carbono. Adicionalmente podem ser usados na identificagdo de compostos organicos,
espectros de RMN 2D como COSY (correlagdo H-H via acoplamento), HSQC (correlagao

3C e 'H) e HMBC (acoplamentos de longa distancia 34J).*

2.2. O Tomate

O tomate (Solanum lycopersicum) é a segunda hortaliga mais produzida no mundo,
superada apenas pela batata, com participagdo efetiva na dieta humana. A origem do
tomate foi registrada na América do sul, mais precisamente na Cordilheira dos andes,
antes do século 16. A planta demorou pra ser difundida por que a principio, acreditavam
que era extremamente venenosa e considerada apenas enfeite nas plantagdes pelos seus

belos frutos vermelhos.

Nos primeiros anos do século XIX, o tomate foi introduzido no Brasil, por imigrantes

europeus e 0 aumento do seu consumo foi a partir da primeira guerra mundial.

De acordo com estudos, os tomates se desenvolvem melhor no clima fresco e seco
e em clima tropical nas épocas mais frias do ano. Em fungao dessas limitagdes climaticas,
tem maior susceptibilidade ao ataque de doencas e pragas. O periodo de cultivo tem
dependéncia das condi¢des climaticas, da fertilidade do solo, do ataque de pragas, da

época do plantio e intensidade de irrigacao.
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Sua produgao e cultivo se estendem em todas as regides do Brasil, onde na safra de
2016 de Santa Catarina obteve-se um total de producdo de 3.667.121 de toneladas
segundo dados do IBGE."

Por todas essas caracteristicas especificas tanto de clima quanto de ambiente, que
o tomate é um fruto no qual estimamos uma quantidade consideravel de cera presente,

onde ¢é possivel prever também em sua aparéncia cerosa e brilhosa. "

2.3. Ceras epicuticulares

As ceras epicuticulares formam a fracdo da cuticula, que € o revestimento presente
na superficie dos tecidos vegetais. Em comparagdo com a cuticula, os tecidos de
revestimento das raizes e caules sdo muito mais espessos, fazendo com que, seja muito

mais facil a extragdo dos compostos na cuticula.™

A cuticula esta presente em todos os 6rgdos com crescimento primario, estando
ausente nas raizes e em 6rgaos com crescimento secundario. Ela desempenha um
importante papel na fisiologia e ecologia das plantas, sendo a principal interface entre as

células epidérmicas e a atmosfera.’

epicoticular wax film —

intracuticalar waxes
& cutin matrix

cellulose fibrils
pectinaceous lamella

cell wall

plasmalemma

Figura 3. Montagem esquematica de uma seg¢éao transversal da cuticula da planta. A membrana cuticular é
composta da matriz cutinea e ceras cuticulares, sobrepondo a parede celular de células epidérmicas. Na

camada mais externa, esta a cera epicuticular. '
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Essas ceras que da a aparéncia aveludada de alguns frutos e folhas, quando
observamos por microscopio eletrdnico, vemos a cera formar muitas dobras e projegdes.
Sao constituidas de um filme de cera amorfa, estruturas cristalinas de diferentes formas.
As estruturas mais frequentes encontradas sao placas, lamelas, tubulos, bastonetes,
filamentos, granulos de forma determinada ou n&o. Apesar da morfologia das ceras ser
controlada geneticamente, a quantidade e a distribuigdo podem ser modificadas pelas

condigdes ambientais de onde a planta cresce, como por exemplo, altitude."

A formacgao da cera comega no estagio inicial de desenvolvimento do fruto e persiste
até o final. Se a cera for retirada, por um método que ndo mate a planta ou tire o fruto da

sua raiz plantada, ela se forma novamente.

A cera é encontrada normalmente na camada mais externa dos frutos ou folhas,
porém existem casos onde podem ser encontradas em estruturas internas, como as
vesiculas de suco de frutas citricas, onde é importante na adesédo e integridade do
segmento do fruto. Também podemos encontrar no lado interno de partes modificadas de
folhas presentes na espécie Nepenthes, uma planta carnivora, na forma de uma camada

de escamas sobrepostas que aderem as patas de insetos que tentarem escala-las.

Esta cera, de origem vegetal, se produzida numa quantidade suficiente, pode ter
utilidade comercial, um exemplo muito popular é a cera de carnauba, utilizada como
lustrador de moveis, retirada de folhas de palmeira da espécie Copernicia cerifera, uma
das ceras mais duras conhecidas. Outra grande importéncia dessas ceras, s&o para a
industria de pesticidas, pois a cera epicuticular é a principal via de absorcdo destes
compostos. Conhecendo a constituicdo quimica da cera, € possivel desenvolver um

pesticida no qual ndo contamine o fruto e fique apenas na sua superficie.

Outro exemplo muito comum encontrado na literatura, € o estudo com a cera de
cana-de-agucar. A cera de cana tem despertado grande interesse, tanto pela aplicagcao
industrial, como pela composi¢do quimica.?’ Por apresentar em sua composicdo alcoois
alifaticos primarios de cadeia longa e acidos graxos de cadeia longa, a cera de cana pode

ser utilizada como matéria-prima pela industria farmacéutica.?’

Nas plantas, a sintese da cera acontece por processos de redugao e carboxilagéo
de lipidios simples, sendo convertidos para alcoois, acidos e hidrocarbonetos de alto peso

molecular. Estes processos sdo resultados das mudangas metabdlicas que ocorrem,
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diariamente, de acordo com a presenca ou a auséncia de luz, calor, periodos secos,

chuvas abundantes, umidade e, principalmente, com a natureza de cada espécie.?

Bondada et al (1996) investigou o estresse hidrico sobre a cera epicuticular do
algodéao (Gossypium hirsutum L.) e constatou um aumento significado na cera encontrada
nas folhas da planta. Além disso, a composi¢cao encontrada na cera sob stress hidrico foi
majoritariamente alcanos de cadeia longa e curta, com um predominio de cadeia longa.?

Charles et al (2008) estudou o comportamento das ceras submetendo a tratamento
com ultravioleta, constatou que a morfologia da cera da superficie do tomate é alterada
em dois efeitos. Por um lado, aumentou a capacidade de resistir ao ataque de patdégenos
mas por outro, as camadas da cera alteradas podem afetar as caracteristicas de luz
refletida na superficie, mudando a aparéncia da fruta.*
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Figura 4. Espectro de RMN de 'H 400 MHz da espécie Cordia monosperma em CDCl;.2°
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Estudos anteriores sobre determinagcdo da composi¢cao quimica da cera epicuticular
de outras espécies por RMN mostrou-se eficiente, determinando diferentes compostos
organicos. Podemos analisar, por exemplo, o espectro de RMN de 'H da folha da espécie
Cordia monosperma na figura 4.

Analisando o espectro podemos identificar picos caracteristicos de compostos
aromaticos (6,5-8 ppm), éter e alcool (3,5-4,0 ppm) e alifaticos (1,5-2,0 ppm) de longa
cadeia carboénica.

Em um estudo feito com varias espécies de folhas como Dalbergia ecastaphyllum,
Tithonia diversifolia, Trema micantra, entre outras, foram encontrados diferentes
compostos, mostrando a variedade de composicdes existentes nas ceras epicuticulares.
Na figura 5, também resultado da analise de ceras de folhas, foram encontrados epoéxidos
e hidréxidos derivados do acido linoleico. Como observamos na figura 6, diversos
mondmeros de cadeia longa carbbénica C18 e C16, apresentando ligacdo dupla, ligacao

-OH, entre outras. ®

14
OO O

(dfm_fﬁ-”“a..ﬂ"'ﬁ'“af'f"‘“«.r’"; fwﬁx.vﬁw.fa v.-"ﬂ'\-\.v.-"'
NN AN N %r’""x.,f“a._x"' :
H
J— W N T <f"—\'“v" e T M
¥ P b Y S

__F-ﬂu;-. H“- M

Figura 5. Derivados do acido linoleico encontrados em ceras epicuticulares de diferentes folhas. %
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo é analisar a composicdo quimica existente na cera

epicuticular do tomate através da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear.

3.2. Objetivos Especificos

> Determinar a composigcao das ceras epicuticulares do tomate.
> Comparar a possivel variagdo da composi¢cao da cera epicuticular do fruto

verde e maduro.

4. METODOLOGIA

Neste projeto sera utilizada a técnica de RMN de 'H e *C para a determinagdo da

constituicdo quimica da cera epicuticular do tomate.

4.1 Amostras e Reagentes

4.1.1 Procedéncia das amostras de tomate

Para as analises, foram obtidas amostras de tomate em feiras orgénicas do
comércio local de Floriandpolis, com os cuidados de ndo haver rupturas em sua casca
para nao extrair nada além de sua cera epicuticular. Amostras de dois diferentes estados

de amadurecimento serdo analisadas.

4.1.2 Escolha do solvente para extragcao da cera epicuticular

Com o intuito de escolher o solvente mais adequado para as extragdes, foi utilizado
duas amostras de tomate do tipo Carmem, também conhecido como Longa vida, em
estado de amadurecimento médio, o mais comum e mais vendido do Brasil, em dois
solventes diferentes, sendo eles cloroférmio (Exodo cientifica) e acetona (Vetec), ambas
de padrao analitico. foi feito uma extracao sélido liquido lavando varias vezes a casca do
tomate para extrair sua cera. Apés um procedimento de filtracao, seréo feita as analises
em RMN 'H e 3C.



23

4.2 Instrumentagao

4.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os experimentos de identificacdo de produtos foram realizados através de medidas
de ressonancia magnética nuclear, RMN 'H 400 Hz, RMN "*C 100 Hz e espectros de RMN
2D COSY e HSQC, marca Bruker, disponibilizado pela Central de Analises da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os espectros foram feitos em solventes
deuterados de polaridade variavel, dependendo do solvente de extragdo, tais como:
CDCI3, acetona-D6 e metanol-D4.

4.3 Método de extragao

O método prévio escolhido foi a extracdo sdélido liquido, onde com o solvente
escolhido seréo feitas cerca de 3 lavagens no tomate, para a retirada de toda a cera
epicuticular, seguido da adi¢cao de sulfato de magnésio para secar a extragao e filtragao.

Apos foi evaporado o solvente e feito um screening, ou seja, obter um perfil de RMN
da cera obtida. Em uma segunda etapa, a fim de otimizar a separagdo de uma
determinacao mais precisa, foram feitas extracdes de uma quantidade maior de amostra e

refeitos os espectros com o solvente que demonstrar melhores resultados.

5. Resultados e discussao

5.1. Escolha do solvente

As extracdes da cera foram efetuados inicialmente em acetona (u= 2,88 D) e
cloroférmio (u= 1,04 D) utilizando-se a metodologia de Hamilton (1995)%, com
modificagdes, visando a escolha de um solvente adequado para retirar a maior
quantidade de cera epicuticular da superficie do tomate.

Ferreira et al. 2005 obteve resultados satisfatorios utilizando cloroférmio como
solvente em um estudo da superficie foliar em gendtipos de cana-de-aglcar' enquanto
Figueiredo et al. 2015 obteve melhores resultados utilizando acetona extraindo a cera
epicuticular das folhas da espécie vegetal Thalia geniculata.?” Ao utilizarmos o cloroférmio,

os experimentos de RMN ™C e 'H observou-se a presenca, além dos picos
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correspondentes ao solvente utilizado (Tabela 1), poucos picos possivelmente referentes

a aromaticos, nao se comportando tdo bem solvente para extrair nossa cera de interesse.
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Figura 7. Espectros parciais referentes (a) RMN de 'H com cloroférmio (b) RMN de *C com cloroférmio

Solvente 6—Deslocamento Quimico| deslocamento Quimico
(ppm) (ppm)
RMN 'H / multiplicidade RMN "*C / multiplicidade
Acetona 2,050-5 206,260 — 1
30-7
Cloroférmio 7,260 -1 77,160 - 3

Tabela 1. Sinal caracteristico dos solventes utilizados. (MestReNova)

A extracdo da cera é realizada por imersao do fruto em solvente organico. E indicado

o uso de um solvente com polaridade intermediaria, que permite a extracdo de
hidrocarbonetos extremamente hidrofébicos e compostos polares com multiplos grupos

funcionais.?®
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Em comparagdo com o Cloroférmio, a acetona apresentou mais picos de interesse,
sendo o solvente escolhido para as préoximas extragdes para obtermos melhores
resultados. No teste de solvente, foi realizado a extragdo com uma quantidade pequena
de amostras de tomate (Solanum lycopersicum), 3 frutos para cada estudo, cerca de 360
gramas, o que explica um resultado dos picos majoritarios serem os dos solventes
estudados.

Em varias pesquisas, cloroférmio se mostrou o melhor solvente extrator para ceras
epicuticulares, é possivel que essa inversao de resultado esteja relacionada com a coleta
e armazenamento dos frutos. Frutos desprotegidos dos raios solares apos a coleta podem
ter sofrido alguma alteragdo na composi¢ao quimica da cera epicuticular, como processos

oxidativos.?®
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Figura 8. Espectros parciais referentes a escolha de solvente: (a) RMN de 'H com acetona (b) RMN de *C

com acetona.
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Escolhido o solvente a ser utilizado, esperamos na pesquisa, determinar os
componentes da cera de tomate, independente se forem compostos presentes em
pequenas quantidades ou majoritariamente.

Podemos confirmar a eficacia da extracdo, comparando os deslocamentos dos
espectros de "*C retirados do site SpectraBase do licopeno, substancia carotendide que
da a cor avermelhada ao tomate, e analisarmos que diversos picos (120-140ppm) n&o
estdo presentes no nosso estudo experimental, logo, conseguimos extrair somente o

material na superficie do nosso fruto.

e

Figura 9. Estrutura quimica do Licopeno.
(Fonte: SprectaBase/2018)

Deslocamentos referentes
ao Licopeno (**C) - (ppm)
139.3 124.9
137.5 124 1
136.5 40.3
136.1 26.8
135.5 25.6
132.7 17.8
130.2 17.0
125.9 12.9
125.2 12.8

Tabela 2. Valores de deslocamentos "*C referentes ao licopeno em metanol-d4.
(fonte: SpectraBase/2018)



5.2. Variagao da cera epicuticular com amadurecimento
5.2.1. Anédlise dos espectros de RMN 'H

Com o solvente escolhido, a acetona, foi extraida a cera de 1,5 kg de amostras de

tomates verdes e, a mesma quantidade, de tomates maduros.
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Figura 10. Espectros referentes a dois estados de amadurecimento: (a) RMN de 'H em acetona de

amostras cera de tomate verde (b) RMN de 'H em acetona de amostras cera de tomate maduro.
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Em uma visdo geral dos espectros de 'H, podemos perceber que temos um
composto majoritario na cera epicuticular, os ruidos de 0,5-1,0 ppm podem representar
compostos minoritarios, que necessitam de outro método de analise para serem
investigados com mais profundidade.

A proporgédo dos compostos entre os extratos de frutos verdes e maduros também
mostram diferencas, de modo que os frutos ndo amadurecidos apresentam proporgoes
maiores que aromaticos que os frutos maduros.

Baker et al. 1982 disse que a mistura de cera € bastante simples, consistindo em
alcanos e ftriterpenoides.®® Esta afirmagdo apoia os resultados obtidos, indicando a
presenca de compostos aromaticos nos perfis de extratos analisados, além da presenca
de compostos alifaticos.

Segundo Grover e Cessna (1991), existem evidéncias de que a penetragdo de
agrotoxicos diminuem a medida que a idade dos frutos aumentam.®' Silva & silva et
al.1991 disse que a absorgdo de herbicidas ndo esta necessariamente relacionado a
espessura ou ao peso da cuticula, mas ao seu grau de impermeabilidade que pode ser
atribuido a mudangas na composigdo ou aumentos na formagdo de ceras.*

Com o deslocamento quimico dos picos e os valores de intensidade fornecidos pelo
software MestReNova, conseguimos estimar a quantidade de hidrogénios presentes na
nossa cera, bem como, qual fungcdo orgénica pertence cada hidrogénio. Como os
compostos majoritarios, ja sabemos que sdo aromaticos e alcanos, foram divididos em 3

categorias para estimar a composi¢ao: aromaticos e carbonos sp?, alifaticos e outros.

Tabela 3. Valores estimados de hidrogénios presentes na cera do fruto verde e maduro.

Alifaticos Aromaticos e Outros
(0.0-3.0 ppm) Carbono sp? (3.0-5.0 + 8.5-13.0 ppm)
(5.0-8.5ppm)
Fruto Verde +/- 232 +/- 243 +/- 8
Fruto Maduro +/- 258 +/- 97 +/-9
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100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00% Outros
(3.0-5.0 + 8.5-13.0 ppm)
50,00% Aromaéticos e Carbono sp?
(5.0-8.5ppm)
40,00% Alifaticos
30,00% (0.0-3.0 ppm)
20,00%
10,00%
0,00%

Fruto Verde Fruto Maduro

Gréfico 1. Proporgao dos compostos presentes na cera investigada.

Neste grafico 1 podemos analisar que a quantidade de aromaticos diminuiu
fortemente do fruto verde para o maduro, enquanto a quantidade de alcanos se manteve

na mesma meédia porém aumentou na proporc¢ao total da cera.

5.2.2. Andlise dos espectros de RMN *C

Ao contrario do RMN de hidrogénio, em que os nucleos sofrem o mesmo grau de
relaxagao, ou seja, a intensidade dos sinais € diretamente proporcional ao numero de
nucleos presente na molécula analisada, obtendo faciimente obtida uma analise
quantitativa, o RMN de C, ndo tem a mesma relagéo, pois os nucleos de "*C ndo sofrem
0 mesmo grau de relaxagao, logo a area de cada pico obtido ndo é proporcional ao

numero de nucleos que eles representam.®
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Como citado anterior, os picos dos espectros de RMN de ™C ndo fornece
informagdes quantitativas, logo, nesta comparagédo vamos analisar a presenga de picos
diferenciados entre os frutos verdes e maduros. Observamos picos presentes na cera do

fruto verde que ndo encontramos no fruto maduro, como por exemplo 127,13 e 104,72

ppm.
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Figura 11. Espectros referentes a diferentes estados de amadurecimento: (a) RMN de "*C em acetona de
amostras cera de tomate verde (b) RMN de "*C em acetona de amostras cera de tomate maduro.
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5.2.3. Excedentes da extracao

Ao realizarmos a extragao seguindo a metodologia de Hamilton (1995), houve uma
quantidade de cera que no preparo de amostra para analisar no RMN que n&o solubilizou
no solvente. Com a desconfianga de que poderia haver compostos mais polares que nao
conseguiriam sair com acetona, foram retiradas essa quantidade de cera retida com o
solvente metanol (momento dipolar: 1,70 D) e feito um espetro de RMN de 'H para

analisarmos se trava-se de compostos diferentes.
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Figura 12. Espectro de 'H com a sobra de cera em metanol.

Devido a quantidade pequena de cera, ndo foi possivel igualar a escala dos
espectros em diferentes solventes, mas analisando o perfil podemos perceber que se
trata do mesmo composto. Os picos cortados na imagem 12 do espectro tratam-se da
presencga do solvente metanol que aparece em 4.87 (singleto) e 3.31 (quintupleto).

O motivo possivel de nao ter solubilizado com acetona pode ter sido apenas um

limite de solubilizacdo no solvente.
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5.3. Determinacgao da constituicao quimica da cera epicuticular do tomate

Segundo Eglinton & Hamilton (1983), as ceras epicuticulares de plantas terrestres
geralmente possuem homologos de n-alcanos com cadeias carbdnicas de 15 a 35 atomos
de carbono e predominancia de cadeias com nimeros impares de atomos de carbono.*

Considerando todas as restricdes que poderiam existir para este estudo, o tomate
(Lycopersicon esculentum) foi uma boa escolha pois nao possui estdbmatos e pela analise
rapida dos espectros de RMN, temos detectado que a mistura de cera é bastante
simples.*

Os deslocamentos quimicos encontrados para os espectros de RMN "*C estdo em
uma faixa de até 209 ppm enquanto para 'H estes atingem em torno de 12 ppm. Devido a
esta larga faixa de absorgdo e pelos sinais desacoplados em *C serem agudos, a técnica
de C se torna mais adequada para a analisar misturas.®® Apesar de na figura 11
visualizarmos picos mais intensos no espectro da cera epicuticular do tomate verde,
obtivemos maior quantidade de sinais na cera do fruto maduro, optamos pelo estudo da
cera do fruto maduro para avaliar a diversidade de compostos ali presentes.

A técnica de RMN C requer um maior tempo de aquisi¢do devido sua abundancia
natural ser muito baixa, apenas 1,08% de todos os atomos de carbono na natureza sao
atomos de *C, mas a vantagem que existe nessa técnica é a visualizagdo de nucleos ndo
ligados a hidrogénio, o que contribui para a identificagdo de grupos carbonilas, carbonos
quaternarios, nitrilas, alcenos e alcinos substituidos.%®

Na presente investigagado, o foco foi definir as estruturas dos compostos presentes
na cera, a fim de poder identificar o papel de cada um na protecdo que a cera
proporciona. Suas propriedades interfaciais sdo mais provavelmente determinadas pela

composigédo quimica ou pelo arranjo espacial de seus componentes.*’

5.3.1 Alcanos

A primeira classe de compostos no qual direcionamos o estudo foram os n-alcanos,
por serem compostos muito comuns na constituicdo das ceras em geral e a quantidade
grande de picos na regido referente a esses compostos tanto no espectro de 'H quanto no

espectro de "*C terem sido bem significativas. Os deslocamentos quimicos de *C foram
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definidos segundo as regides dos espectros: alifaticos (0 a 55 ppm), aromaticos ou
carbonos sp? (110 a 160 ppm) e carbonilicas e acilicas (160 a 209 ppm).

Ja vimos antes que a composi¢ao da cera varia de uma maneira especifica das
especies, 6rgaos e tecidos e geralmente consiste em séries homodlogas de moléculas
alifaticas de cadeia muito longa (por exemplo, acidos alcandicos, alcandis, aldeidos,
alcanos, ésteres) e de compostos ciclicos (por exemplo, triterpendides) ou
fenilpropandides.*®

Na regido de 0-2.5ppm do RMN de 'H (apéndice I, podemos ver inimeros picos
referentes aos compostos alcanos de cadeia longa que eram esperados. A proporgao
relativa dos n-alcanos, uma das classes de componentes principais presentes na cera de
frutos, foi de 45% em cera epicuticular total em estudos anteriores*’, enquanto na nossa
pesquisa encontramos uma média de 70% de alcanos na cera total.

Em pesquisas anteriores, os n-alcanos com comprimento da cadeia carbonada
identificado como maior de C25 até C37, com maiores propor¢des de C27, C29, C31 e
C33." O primeiro hidrocarboneto a investigarmos na composi¢cdo de ceras é o n-
hentriacontano*? (CsiHes), onde podemos encontrar na literatura os deslocamentos
referentes a este composto. Este composto aparece no RMN 'H em 0.9 ppm, ent&o cabe
ao RMN ™C confirmar a presengca dele, por inumeros alcanos aparecerem neste

deslocamento.

Figura 13. Estrutura quimica do n-hentriacontano (fonte: spectrabase/2016)

Deslocamentos referentes ao composto n-hentriacontano
6-C (ppm) 5-C (ppm)
(Referéncia) — CDClI; (Experimental) — Acetona-d6
14.2 13.44
22.4 22.40
294 29.22
29.7 29.44

Tabela 4. Comparacao de deslocamentos quimicos do composto n-hentriacontano.
(fonte: SpectraBase/2016)
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Figura 14. Espectro parcial de RMN "*C com énfase nos picos referentes ao n-hentriacontano

A seguir, vemos os valores de deslocamento de alguns alcanos de cadeia longa em

RMN de 'H, o que sugere a presenga dessa classe no estudo.

Compostos 6-H (ppm)
(Referéncia) - CDCI;

C25 0.89

1.28
Cc27 0.89
C29 0.89
C31 0.89
C35 0.90

Tabela 5. Deslocamentos quimicos tipicos de alcanos de cadeia longa no RMN "H.

(fonte: Bio-Rad Laboratories, Inc SpectraBase, 2018).
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Compostos 6-C - (ppm)
(Referéncia) - CDClI;

C29 141
22.7
294
31.9

C33 14.0
23.0
29.5
31.8

Tabela 6. Deslocamentos quimicos tipicos de alcanos de cadeia longa no RMN "*C.
(fonte: SpectraBase/2018)

Devido a semelhanca dos deslocamentos de diversos n-alcanos, ndo podemos
afirmar se existe o n-hentriacontano ou outro composto semelhante na nossa cera, mas
podemos afirmar que existe uma mistura de n-alcanos e, devido ser mais comum,

possivelmente possa ser o n-hentriacontano.

5.3.2 Triterpendides

Do ponto de vista quimico, os triterpendides podem ser classificado como inumeras
fungdes organicas, depende dos ligantes existentes. Podem ser hidrocarbonetos, como o
limoneno, porém, ao funcionalizar as ligagdes duplas presentes, podemos ter alcoois
(mentol), aldeido (citral), cetona (canfora), entre outros.

Dentre os triterpendides comumente encontrados em ceras epicuticulares®,

destacamos a presenga da amirina, confirmada nos dados a seguir.

(1) R,=H R,=R=CH, 3a-hidroxiurs-
12-eno (a-amirina)
(2) R,=R=CH, R,=H 3B-
hidroxiolean-12-eno (B-amirina)

Figura 15. Estrutura quimica da Amirina.
(fonte: P. N. Bandeira/2007)



Posicao 6-C (ppm) 6-C (ppm) 6-C (ppm)
o — amirina B —amirina [Experimental] -
[Referéncia] - [Referéncia] - Acetona — dg
CDCl; CDCl;

1 38.7 38.7 38.78

2 27.2 28.7 25.25
3 79.3 79.6 85.41

4 38.5 38.7 35.14
5 55.1 55.1 56.73
6 18.6 18.4 18.27
7 32.4 32.2 31.69
8 39.8 40.0 40.94
9 47.6 47.7 47.73
10 36.9 36.9 35.64
11 23.6 23.3 23.28
12 121.7 124 .4 128.27
13 145.2 139.5 142.28
14 41.7 42.0 43.17
15 26.2 27.2 28.39
16 26.1 26.6 24.96
17 32.6 33.7 31.69
18 47.2 59.0 56.73
19 46.8 39.6 39.24
20 31.0 39.6 39.24
21 34.7 31.2 31.11

22 371 41.5 40.94
23 28.0 28.1 27.94
24 15.4 15.6 15.54
25 15.4 15.6 15.54
26 16.8 16.8 16.55
27 25.9 23.2 23.28
28 28.4 281 28.58
29 33.8 17.4 17.57
30 23.7 21.4 22.40

Tabela 7. Deslocamentos quimicos de *C da amirina.

(fonte: P. N. Bandeira / 2007)
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Com os valores de deslocamento de 'H, podemos confirmar que amirina, mais
especificamente a B-amirina esta na constituicdo quimica da nossa cera. Os picos que
definem isso sao os 18, 19 e 20. Foi encontrado na literatura os sinais 5.16 e 3.15,
referentes a triterpenoides* em espectros de 'H, nos dados experimentais foram achados
os valores 5.36 e 3.37.

Triterpendides que foram citados em outros estudos ndo foram encontrados na
nossa cera de estudo, como o taraxerol que tem seus sinais indicadores em 80 e158 ppm,
e o lupeol que tem sinal indicador em 150 ppm.

Lembrando que os triterpendides existem em uma enorme variedade, quase 200
esqueletos diferentes sdo conhecidos de fontes naturais. Sua estrutura geral sdo os 5

anéis caracteristicos mas pode aparecer com inumeros ligantes.
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Figura 16. Espectro parcial de RMN "*C com énfase nos picos referentes a B-amirina.
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5.3.3 Naringenina Chalcona

Um composto que havia possibilidade de aparecer nos espectros € a Naringenina
Chalcona (Fig. 12), tendo uma ac&o antialérgica muito eficaz. Na literatura podemos
encontrar os deslocamentos quimicos referentes a essa estrutura para comparar com os

nossos obtidos.*®

Maringenin chalcone

Figura 17. Estrutura quimica da Naringenina Chalcona.

Os valores encontrados na literatura para os deslocamentos de a e 3 no espectro de
'H foram respectivamente, 8.06 e 7.69 ppm.*® Valores que encontramos muito proximos,
no nosso espectro de hidrogénio também. (No apéndice | podemos observar os
deslocamentos 8.11 (J=16hz) e 7.76 ppm (J=16hz). Os picos de 7.54 (J=8hz) e 7.43
(J=8hz) também sao referéncias da Chalcona que existe na Naringenina Chalcona. Os
valores de J (constante de acoplamento) sdo experimentalmente a distdncia em Hz entre

as linhas de um multipleto, e teoricamente, a energia de interagéo entre dois nucleos.
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A seguir, temos o espectro de *C da Naringenina Chalcona encontrado na literatura,
bem como a tabela com os picos referentes comparando com os encontrados

experimentalmente no nosso estudo.
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Figura 18. Espectro de RMN "*C tedrico do composto Naringenina Chalcona em metanol-d4.

(fonte: spectrabase/2016)

Deslocamentos referentes a Naringenina Chalcona ("*C)
5-C (ppm) 5-C - (ppm)
Posicao (Referéncia) — (Experimental) —
Metanol—d4 Acetona—d6
1 128.5 128.20
2-6 131.4 134.59
3-5 116.9 115.84
4 161 160.35
1 106 104.85
2'-6’ 166 164.35
3-5 96 95.51

4 166.2 164.85
a 125.5 124.34
B 143.3 142.28
C=0 194.2 192.12

Tabela 8. Comparagéo dos deslocamentos quimicos da literatura e experimental da Naringenina
Chalcona em RMN "3C.


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/422878?lang=en&region=US
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Figura 19. Espectro parcial de RMN "*C com énfase nos picos referentes a Naringenina Chalcona.

E possivel notar no espectro geral, que os picos referentes a naringenina Chalcona,
sao os picos mais intensos e definidos do nosso espectro, por isso, é possivel dizer que
ela é nosso composto maioritario presente na nossa cera epicuticular.

Com o auxilio da técnica de RMN 2D COSY (Fig. 20) podemos confirmar alguns
dados que foram mencionados no RMN 'H, como acoplamentos entre os hidrogénios
préximos 8.11 e 7.76 ppm e 7.54 e 7.43 ppm, criando um pico de cruzamento.

Este tipo de espectro, mostra melhor os compostos majoritarios, podemos observar de
1.5-0.5 uma quantidade grande de sinais, que ndo conseguimos analisar por RMN COSY,
pois aumentando muito a intensidade sendo varios picos sobrepostos, dificultando a

analise.
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Figura 20. Espectro de RMN de 2D COSY da amostra de tomate maduro em Acetona-d6.

No HSQC (Fig. 21) os sinais de cruzamento relacionam os hidrogénios aos carbonos
aos quais estdo ligados. Novamente, os RMNs de 2D mostram os picos que existem em

maior quantidade na cera.

Deslocamentos que relacionam hidrogénios e carbonos (ppm)
a 8.14 124.08
B 7.75 141.91
2-6 7.57 130.20
3-5 6.89 115.64
3-5 5.97 94.84
n-alcanos 1.28 29.05

Tabela 9. Deslocamentos quimicos retirados do RMN 2D HSQC que relacionam hidrogénios e carbonos.
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Os conjuntos de picos 1, 2, 3 e 4 sao referentes a Naringenina chalcona, enquanto o
conjunto de picos 5 é possivelmente dos compostos alifaticos ja comentados antes e

presentes na mistura.
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Figura 21. Espectro parcial de RMN de 2D HSQC do tomate maduro em Acetona-deé.

5.3.4 Compostos Minoritarios

Pela pequena quantidade destes compostos na nossa cera epicuticular, ndo
podemos dizer com clareza de que se tratam os compostos minoritarios de picos que nao
conseguimos uma definigao precisa no estudo.

No RMN de *C temos a existéncia de um pico em 208.85 ppm, possivelmente uma
cetona, também temos a existéncia dos picos caracteristicos de hidrogénios de carbonos
vizinhos de cetona no RMN de 'H em 2.09 e 2.15 ppm.

Os compostos majoritarios da cera falam como ela se comporta. Ceras com maior
quantidade de triterpendides sao hidrorepelentes, protegendo a superficie de muita
umidade. Da mesma forma que ceras ricas em ésteres, tem mais afinidade como a agua,

ajudando o fruto em grande exposi¢do ao sol. *2
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6. CONCLUSAO

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear se mostrou eficaz para identificar os
compostos majoritarios presente na cera epicuticular do tomate. Devido a se tratar de
uma mistura complexa, néo foi possivel identificar os compostos que existem em menor
quantidade.

Com base dos dados obtidos na literatura e experimentais, foi possivel dizer, com
certeza, que nao foi rompida a casca das nossas amostras de tomate durante a extracao,
pois ndo haviam picos referéncias do licopeno, que seria um indicativo de perfuracédo da
casca.

A analise em dois estados de amadurecimento diferentes mostrou o decrescimento
dos compostos aromaticos ao amadurecer do fruto e aumento de compostos alifaticos.

Através da comparagdo dos deslocamentos ja conhecidos dos compostos que
costumam existir em ceras comuns, foi definido que os compostos presentes na cera
epicuticular do tomate sdo n-hentriacontano, B-amirina e majoritariamente, a Naringenina
Chalcona.

Existem compostos minoritarios que nao foram identificados com clareza,
necessitando um outro método de analise tentar caracteriza-los.

A identificacdo dos compostos acima citados mostra que o método de obtengao da

cera com acetona foi apropriado.
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Apéndice |. Tabela de deslocamento quimico (3) dos espectros de 'H do tomate verde e

maduro.

Deslocamento quimico da amostra de tomate verde

0-H multiplicidade Intensidade 0-H multiplicidade Intensidade
(ppm) - Verde (ppm) — Maduro

12.18 - s 2.2 1217 —s 3.2
8.11-d 85.3 8.11-d 33.1
7.77 -d 51.1 7.76 —d 19.5
7.55-d 87.2 7.54 -d 34.2
6.92 -d 91.3 743 -5 2.0
5.97 -s 308.3 7.37—s 3.1
5.26 - t 3.6 7.16 — quint 2
3.17 -d 165.9 7.05-d 2.8

2.06 - Quintupleto 107.8 6.89 —-d 33.9
128 -s 253.3 6.84 - s 23
1.19-s 17.5 6.76 —d 2.8
116 -s 10.1 6.52-d 2
1.11 -t 11.8 596 -s 118.4
1.07 —-s 5.3 526 -t 2.9
1.04 —s 22.8 3.87-d 12.4
0.98 —d 221 3.21-d 1945.0
0.96 —s 13.9 261-s 26.9
0.94 -5 18.0 215-s 52.2
0.92 -5 8.0 2.09-s 31.3
0.88 —t 36.2 2.06 - quint 164.1
0.86-d 19.6 128 -5 228.4
0.82 -t 14.4 1.20-s 151.3
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0.81-d 8.5 1.16 —s 8.7
0.79-s 15.9 1.11 —s 11.8
0.76 —s 20.8 1.03-s 23.8
0.72-s 13.9 0.97 -d 31.2
094 -s 211
0.87 -t 40.5
0.85-d 19.9
0.82 -t 14.4
0.78 —s 15.0
0.75-s 211
0.71-s 14.9
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Apéndice ll. Tabela de deslocamento quimico (8) dos espectros de *C das amostras
de tomate verde e maduro.

Deslocamento amostra de tomate maduro
5-C (ppm) 6-C (ppm)
Tomate Verde Tomate Maduro
213.80 208.85
208.46 206.13
205.65 205.93
204.18 205.72
202.44 194 .45
192.41 192.12-A
176.08 191.75
164.88 164.35-A
159.80 160.35-A
156.36 147.06 - C
152.97 142.28 - A
149.65 134.59 - A
142.30 130.21
140.32 128.27 - A
136.93 127.05-C
130.37 124.34 - A
127.32 115.84 - A
124.37 115.54
120.88 109.89
115.94 104.85-A
104.76 95.51 -A
95.12 85.41-C
90.16 77.73
84.44 67.05
78.12 56.73-C
76.46 54.67 -C
61.70 47.73-C
61.01 43.17-C




59.37 41.73-C

38.65 4094 -C

31.94 39.24-C

29.53 38.78-C

29.46 35.64-C

28.76 -7 35.29-C

22.62 31.69-C

13.58 31.21-C

2944 -B

29.22-B

28.96 -7

28.46-C

2726 -C

25.25

2492 -C

23.28-C

2240-B

20.76

18.27 -C

17.57 -C

16.55-C

15.54 - C

13.44 -B

Legenda: A: Narigenina Chalcona
B: N-Hentriacontano
C: Beta-Amirina
- Picos do solvente




