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RESUMO: Diante da complexidade de amostras de ambar, a busca por uma
caracterizacao e especiacdo completa de suas fragdes é constantemente necessaria. A
ferramenta mais utilizada na rotina normalmente é a cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM). A composicdo quimica dos clastos de ambar do
cretaceo inferior foi examinada para inferir sua origem botanica através da analise
de compostos organicos. A Cromatografia gasosa acoplada a Espectromet5ria de
massas (GC-MS), revelou uma forte predominancia de diterpenoides do tipo abietano,
incluindo compostos como ambereno, dcido 16,17-bisnorcallitrisico, ferruginol
(abietano fendlico), caurano e acido E-19-noragético. O dominio dos diterpenoides
abietanos juntamente com esses biomarcadores especificos é consistente com
a exsudacdo de resina por coniferas Araucariaceae e Cheirolepidiaceae, como é
suportado por estudos quimiotaxonémicos prévios de ambar do Cretaceo. Estudos
palinoldgicos das mesmas amostras de rocha sedimentar destacaram uma assembleia
de pdlen-esporos caracterizada por baixa diversidade e nimero de espécimes, e
dominada por pdélen de coniferas atribuido aos géneros Classopollis, Araucariacites
e polen bissacado de coniferas, com ocorréncias relativas de esporos de fetos. A
combinacdo dos estudos geoquimicos e palinoldgicos, em conjunto com a evidéncia
geoldgica, apoia fortemente uma fonte relacionada a plantas coniferas para o
ambar aqui reportado, fortalecendo a atribuicdo destas resinas fésseis portuguesas
a linhagens de gimnospérmicas produtoras de resina do Mesozoico.

PALAVRAS CHAVES: Ambar, CG-EM, Cretaceo, paleobotanica
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MULTITECHNICAL STUDY OF CRETACEOUS
AMBER: BIOMARKERS AND PALYNOLOGY

ABSTRACT: Facing the complexity of amber samples, the search for a complete
characterization and speciation of their fractions is constantly necessary. The most
commonly used routine tool is typically Gas Chromatography coupled with Mass
Spectrometry (GC-MS). The chemical composition of Lower Cretaceous amber
clasts was examined to infer their botanical origin through the analysis of organic
compounds. Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS) revealed
a strong predominance of abietane-type diterpenoids, including compounds such
as amberene, 16,17-bisnorcallitrisic acid, ferruginol (phenolic abietane), kaurane,
and E-19-noragathic acid. The dominance of abietane diterpenoids along with
these specific biomarkers is consistent with resin exudation by Araucariaceae and
Cheirolepidiaceae conifers, as supported by previous chemotaxonomic studies of
Cretaceous amber. Palynological studies of the same sedimentary rock samples
highlighted a pollen-spore assemblage characterized by low diversity and specimen
count, and dominated by conifer pollen attributed to the genera Classopollis,
Araucariacites, and bisaccate conifer pollen, with relative occurrences of fern
spores. The combination of geochemical and palynological studies, together with
geological evidence, strongly supports a conifer plant source for the amber reported
here, strengthening the attribution of these Portuguese fossil resins to Mesozoic
gymnosperm resin-producing lineages.

KEYWORDS: Amber, GC-MS, Cretaceous, paleobotany

INTRODUCAO

Ambar é um tipo de resina fossilizada obtida de plantas, proveniente de
angiospermas e gimnosperma (Langenheim, 2003; Pereira et al,, 2007). Atualmente,
omaior depdsito conhecido de ambar encontra-se na regido do Baltico. No Brasil, as
resinas fossilizadas sdo raras, com maior ocorréncia durante o Cretaceo Inferior. Sdo
encontradas em diferentes bacias sedimentares, como por exemplo: Acre, Araripe,
Amazonas, Parnaiba, Recdncavo. Apresentam ampla ocorréncia temporal (Devoniano
ao Mioceno) formando depésitos ou ocorrendo de forma isolada (Pereira et al,
2007; Pereira et al., 2009).

Pretende-se uma ampliacdo dos conhecimentos fito/geoquimicos e
paleobotanicos de ambares a partir da analise quimica por CG-EM. A principal
motivacdo da analise do ambar baseia-se na reconstrucdo da histéria da producao
de resinas pelos vegetais superiores, fornecendo ainda dados sobre as modificagdes
diagenéticas sofridas pelos terpenoides constituintes das resinas e o tipo de vegetacao
que se desenvolveu no passado geoldgico nos sedimentos em que os ambares sédo
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encontrados (Otto et al, 2002, Langenheim et al., 2003). Dados paleoclimaticos também
podem ser obtidos pelo conhecimento da flora pretérita a partir de biomarcadores de
plantas vasculares (Hautevelle at al,, 2006). Além disso, a determinacdo da composicdo
quimica de resinas fésseis fornece importantes contribuicdes para a compreensao da
fitoquimica de resinas de gimnospermas e angiospermas (Langenheim et al,, 2003).
O objetivo principal do trabalho consiste na determinacdo da composicdo molecular
dos ambares em estudo e inferir sua origem botanica. Dessa forma, pretende-se uma
ampliacdo dos conhecimentos fito/geoquimicos e paleobotanicos de ambares. Os
objetivos especificos séo: comparar as assinaturas quimicas de &mbares do cretaceo
inferior; ldentificar e caracterizar dos compostos organicos presentes no ambar, como
hidrocarbonetos e terpenos, com base nas analises realizadas principalmente por CG-
EM e compreensdo da origem botanica dos ambares e das condicdes geoldgicas em
que as resinas se formaram e foram preservadas, incluindo dados sobre o ambiente
e as espécies vegetais associadas.

METODOLOGIA

Caracterizacao Microscopica do ambar

As amostras de ambar obtidas foram analisadas macroscopicamente em
um estereomicroscépio Carl Zeiss Discovery V20 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Oberkochen, Alemanha) equipado com uma cdmera integrada. A sua caracterizacdo
considerou parametros como dimensdes, morfologia, coloracdo, grau de esfericidade,
angularidade e translucidez.

Preparacao das Amostras

Fragmentos de &mbar selecionados foram preparados para a caracterizagdo
guimica. As pecas foram primeiro limpas com diclorometano para eliminar as
impurezas superficiais, secas ao are, em seguida, maceradas em um grau de dgata.
O pd resultante foi submetido a extracdo por agitacdo ultrassdnica em uma solucdo
de diclorometano:metanol (2:1, v/v) em trés ciclos de 20 minutos.

Apds a centrifugacdo a 2000 rpm durante 5 minutos, os sobrenadantes foram
coletados e reunidos. Os extratos combinados foram concentrados sob um fluxo
suave de nitrogénio e transferidos para frascos de vidro, onde os solventes residuais
foram completamente removidos para obter os extratos brutos.

Para as andlises baseadas em GC, aliquotas de 10 mg foram derivadas com
N-trimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamida (MSTFA) a 60 °C por 30 minutos. Apds a
derivacdo, o excesso de solvente foi evaporado sob nitrogénio, e os extratos sililados
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resultantes foram analisados por GC-MS. Tetracosano deuterado e n-hexadecano
deuterado foram adicionados como padrdes internos em uma concentracao final
de$265 ng.mL-1.

Analises por GC-MS

As andlises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC—
MS) foram realizadas utilizando um cromatégrafo gasoso Agilent 6890 acoplado
a um detector seletivo de massa 5973 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).
A separacdo dos compostos foi alcancada em uma coluna capilar de silica fundida
DB-5 (30mx0.25 mm d.i x0.25 um de espessura de filme).

A programacdo de temperatura do forno comecou a 60 °C até 280 °C a uma
taxa de 3 °C/min. O hélio serviu como gas de arraste. As amostras foram injetadas
no modo splitless, com o injetor mantido a 290 °C.

O espectrémetro de massa foi operado no modo full-scan (m/z 50-600) sob
ionizacdo porimpacto eletrénico a 70eV. A identificacdo dos compostos individuais foi
realizada comparando seus espectros de massa e dados de retencdo com referéncias
publicadas e entradas no NIST Mass Spectral Database® (versao 2.0, 2005), aplicando
um indice de similaridade minima de 70% como critério de aceitacdo. Estimativas
semiquantitativas dos constituintes identificados foram obtidas utilizando um padrao
interno, e os resultados foram expressos em microgramas por grama.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao do ambar

Caracterizagao Microscopica

Imagens representativas capturadas durante o exame sdo mostradas na Figura
1. Amaioria dos espécimes apresentou morfologias irregulares; no entanto, alguns
exibiram geometrias mais definidas, incluindo um fragmento oval, dez circulares,
um cilindrico e um retangular.

A sua coloracdo variou entre tons de preto, marrom, vermelho, laranja e bege.
A maioria das amostras era opaca e possuia uma superficie fosca, ndo reflexiva. A
esfericidade variou de baixa a alta, enquanto as bordas apresentavam diferentes
graus de angularidade, indo de nitidamente definidas a suavemente arredondadas
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Figura 1: Imagens Representativas da Variacdo Morfoldgica e
Caracteristicas Fisicas do Ambar (cor, angulacdo, tamanho, transparéncia,
presenca ou auséncia de vegetacdo no interior do ambar).

Os perfis cromatograficos obtidos a partir da analise por GC-MS das amostras de
ambar exibiram uma diversa gama de compostos, alguns dos quais foram identificados
com base nos espectros de massa obtidos, enquanto outros ndo puderam ser
elucidados. Os constituintes identificados foram classificados em grupos quimicos
principais, como monoterpenoides, diterpenoides, acidos carboxilicos, cetonas, fendis e
alcoois. Entre estes, os diterpenoides representaram a classe predominante (Tabela 1).

A composicdo terpenoide do ambar de Portela da Vila é dominada por
diterpenoides, particularmente derivados de abietano e podocarpano. Entre os
compostos detectados, 0 16,17,19-trisnorabieta-8,11,13-trieno foi o mais abundante,
seguido pelo ambereno. A andlise também destacou a presenca de biomarcadores
chave que refletem a fonte botanica, incluindo o acido E-19-noragdtico. Um
cromatograma de ions totais do extrato de ambar.

ESTUDO MULTITECNICO DO AMBAR CRETACEO: BIOMARCADORES E PALINOLOGIA

No Composto Composicado MM (mgg?’) Ref.

Diterpenoids

Alkyl benzenes, alkyl naphtalenes, alkyl tetralins

156.22 0.54 1
sHis 174.28 372 1
3 1-Isopropyl-5-methyl-1,2,3,4- C,H 188.31 1.48 1

14° 720

tetrahydronaphthalene -

1 1,5-Dimethylnaphthalene

C12H12
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2 1,2,34-Tetrahydro-1,5,8-trimethylnaphthalene

N




4 56,7 8-Tetramethyl-1,2,3,4- CHy 188.31 2.28 1
tetrahydronaphthalene

5  23,6-Trimethylnaphthalene CH,, 170.25 3.57 1
6 Ambereno C,Hye 2304  9.99 2,
3,4
Abietanes and Podocarpanes
7 Podocarpa-8,11,13-triene C,H,, 228.37 5.66 1
8 16,17,19-Trisnorabieta-8,11,13-triene CH,, 228.4 19.68 1
9 16,17,18-Trisnorabieta-8,11,13-triene C,,H,, 228.4 5.67 5,6
10 7-Ox0-16,17,19-trisnorabieta-8,11,13-triene C,,H,,0 242.3 4.38 5,6
11 Simonellite CoH,, 2524 256 7
12 18-norabieta-8,11,13-triene ngst 256.4 1.41 1
13 Dehydroabietan CoHso 2705 3.27 1
14 16,17-bisnordehydroabietic acid? CH,0, 27239 255 5
15 16,17-bisnorcallitrisic acid 2 C,gH,,0, 272.39 255 8
Kauranes
16  ent-18-Norkaurane CoHsy 2745  4.05 4
Phenolic Abietans <
17  Ferruginol CoH,,0 286.5 149 1 é
Labdanes §
18 E-19-Noragathic acid® C,oH300, 2904 292 6,9 %
Carboxylic acids S
19 Palmitic acid® C,H,,0, 256.4 392 1 %
20  Oleic acid C,H.,0, 2825  2.60 1 S
Alcohol, phenols ‘5
21 Methyltetrahydroionol C,H,.0 2124 1.60 1 §
22 4-Butyl-indan-5-ol C.H,0 190.28 073 1 3
23 2-Dodecanol C,H,0 1863 156 1 S
MM: Massa Molecular; 2 Analyzed as TMS derivative; 1: NIST library; 2: Nohra et al,, 2015; E
3: Menor-Salvan et al,, 2016; 4: Liu et al., 2022; 5: Otto & Simoneit, 2002; 6: Pereira et 5
al,, 2009; 7: Menor-Salvan et al., 2010; 8: Cox et al., 2007; 9: Otto & Simoneit, 2001. §
Tabela 1: Composicdo Quimica dos Espécimes de Ambar Classificados por Grupos %

Quimicos e Quantificagdo Semiquantitativa dos Constituintes Identificados por GC-MS.

Os diterpenoides originarios dos esqueletos de labdano e abietano estdo
amplamente difundidos entre as resinas produzidas por diversas familias modernas
de coniferas, o que reduz sua utilidade como indicadores quimiotaxonémicos. Da
mesma forma, o $\alpha$-ioneno e o metilioneno carecem de significado diagndstico
por serem resultantes de degradacdo diagenética avancada (Bray & Anderson, 2008;
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Menor-Salvan et al., 2010; Parczak et al., 2024). Embora biomarcadores terpenoides
individuais raramente fornecam especificidade ao nivel de espécie, o perfil terpenoide
geral — particularmente a abundancia relativa e a auséncia de certos compostos —
pode fornecer insights mais significativos sobre a afinidade botanica.

0 16,17,19-trisnorabieta-8,11,13-trieno é um diterpenoide aromatico comumente
detectado no ambar, especialmente no periodo Cretdceo, e serve como biomarcador
para a origem paleobotanica de gimnospermas, como aquelas pertencentes a
familia Araucariaceae. Sua ocorréncia, em combinacdo com a auséncia de compostos
triterpenoides, sugere fontes botdnicas de gimnospermas (Pereira et al., 2006; Paiva
e Carvalho, 2021).

A deteccdo de derivados do acido agatico, cauranos, abietanos e labdanos define
um perfil molecular consistente com resinas derivadas de Araucariaceae (Nohra et
al,, 2015; Menor-Salvan et al, 2016). Entre os compostos identificados, o 4cido E-19-
noragatico e o ambereno, ambos derivados do acido agatico, foram detectados
juntamente com o $ent$-18-norcaurano, abietanos adicionais e hidrocarbonetos do
tipo tetralina. A coocorréncia destes biomarcadores indica uma fonte de resina rica
em labdanoides ndo fendlicos, com uma menor contribuicdo de abietanos oxidados,
um padrdo amplamente relatado para resinas de Araucariaceae do Cretaceo Inferior
(Otto e Wilde, 2001; Pereira et al., 2009; Menor-Salvan et al., 2016).

A ocorréncia de ferruginol, em associacdo com labdanoides ndo fendlicos
dominantes, sugere que a resina analisada pode derivar de uma mistura de exsudatos
produzidos por diferentes linhagens de coniferas. Padrées semelhantes foram
amplamente documentados em depdsitos de ambar do Cretdceo, onde resinas
de Araucariaceae, Cheirolepidiaceae e Cupressaceae coexistiam em ecossistemas
florestais costeiros (Nohra et al.,, 2015; Menor-Salvan et al,, 2016). A presenca
simultanea de diterpenoides labdanoides tipicos de Araucariaceae e abietanos
fendlicos atribuidos a Cheirolepidiaceae apoia a hipdtese de coexsudagdo ou
retrabalho sedimentar envolvendo resinas de distintas origens botanicas (Pereira
et al,, 2009). Em ambientes deposicionais deltaicos e marginais, as goticulas de
resina podem ter sido remobilizadas por escoamento superficial ou transportadas
por correntes fluviais de curta duracdo antes do sepultamento final, resultando em
camadas de ambar composicionalmente heterogéneas (Delclos et al., 2007).

A deteccdo de trimetilnaftalenos, juntamente com diterpenoides labdanoides
e abietanoides, indica que o material sofreu alteracdo diagenética moderada,
consistente com a maturacdo aromatica parcial dos precursores originais da resina.
Tais condi¢des podem ter promovido a aromatizacdo de estruturas labdanoides e a
formacdo de hidrocarbonetos aromaticos de baixo peso molecular, preservando a
estrutura geral dos diterpenoides (Menor-Salvan et al,, 2016). Consequentemente,
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a diagénese de baixa a moderada temperatura pode ter contribuido para a
convergéncia parcial das impressoes digitais moleculares, dissipando as distincoes
entre familias de coniferas intimamente relacionadas (Anderson & Crelling, 1995).
Portanto, o padrdo molecular observado reflete tanto a diversidade paleofloristica
quanto os processos de transformacao pds-deposicional que influenciaram a evolugao
quimica e a preservacdo dos compostos de multiplas fontes botanicas.

O diterpenoide acido 16,17-bisnorcalitrisico € um biomarcador chave
comumente associado a resinas produzidas por coniferas das familias Cupressaceae
e Cheirolepidiaceae. Sua ocorréncia em resinas fésseis reflete a transformacao
diagenética parcial de derivados do 4cido calitrisico, que sdo caracteristicos de certas
coniferas produtoras de resina do Mesozoico. A deteccdo deste composto, muitas
vezes ao lado de outros diterpenoides do tipo abietano e labdano, fornece evidéncias
da origem botéanica da resina e contribui para a discriminacdo quimiotaxonémica
entre linhagens de coniferas intimamente relacionadas (Menor-Salvan et al., 2010;
Pereira et al,, 2009; Nohra et al.,, 2015).

A auséncia de pimaranos e isopimaranos, diterpenoides tipicamente abundantes
nas resinas da familia Cupressaceae, fornece um importante insight quimiotaxonémico
sobre a origem do &mbar estudado. Esses compostos sdo frequentemente utilizados
como marcadores de diagndstico para resinas Cupressaceas, e sua ndo detecgdo sugere
que as Cupressaceae foram contribuintes improvaveis para o conjunto de resinas.

Quando considerado em conjunto com a presenca de abietanos, labdanos e
acido 16,17-bisnorcalitrisico, o perfil quimico apoia uma afinidade mais forte com
as linhagens Araucariaceae e Cheirolepidiaceae (Menor-Salvan et al., 2010; Pereira
et al, 2009; Nohra et al,, 2015). Assim, a falta de pimaranos e isopimaranos reforca
a exclusdo de fontes Cupressaceas na reconstrucao paleoecoldgica das florestas
produtoras de resina do Cretaceo Ibérico.

Até agora, apenas algumas ocorréncias de ambar foram tentativamente ligadas
a familia Cheirolepidiaceae, e nenhuma foi submetida a uma andlise geoquimica
abrangente para confirmar uma associacdo direta (Bray e Anderson, 2008). O
desenvolvimento de uma assinatura quimica para resinas da extinta Cheirolepidiaceae
é crucial para diferenciar entre as varias coniferas produtoras de resina do Mesozoico.

Neste estudo, nenhum biomarcador especifico caracteristico das familias
Cupressaceae ou Podocarpaceae foi identificado. Além disso, o perfil composicional
das amostras analisadas exclui uma provavel origem de resinas Pinaceae, permitindo
que esta familia seja descartada como fonte predominante do material fossil.

O cromatograma GC-MS do extrato de ambar mostra uma mistura complexa
nao resolvida (UCM) leve, que aparece como uma protuberancia larga sob os picos.
Isso indica a presenca de compostos que coeluem e que a técnica ndo consegue
separar totalmente, refletindo a complexidade da composicdo quimica da resina.
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Dada a complexidade dos extratos de ambar e as limitacdes observadas nas
analises convencionais de GC-MS, sdo necessarias técnicas mais resolutivas para
alcancar uma caracterizacdo quimica abrangente. Métodos como a cromatografia
gasosa bidimensional abrangente (GCxGC) ou a espectrometria de massa de alta
resolucdo (HRMS) podem separar compostos que coeluem, detectar biomarcadores
minoritarios e fornecer um perfil molecular mais detalhado, permitindo interpretacoes
quimiotaxonOmicas e paleoambientais mais precisas.

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Origem Botanica Mista: Araucariaceae e Cheirolepidiaceae

A principal conclusdo quimiotaxonémica € que o ambar provavelmente se
originou de uma mistura de resinas produzidas por pelo menos duas familias de
coniferas do periodo Cretaceo:

I Principal Contribuinte: Araucariaceae

I  Isto é fortemente sugerido pela dominancia de diterpenoides
labdanoides nado fendlicos (como derivados do acido agatico,
que geram o acido $E$-19-noragatico e o ambereno). Este perfil
é classico para a familia Araucariaceae.

I Contribuinte Secunddrio: Cheirolepidiaceae e/ou Cupressaceae

I A presenca de diterpenoides do tipo abietano fendlico
(como o ferruginol) e o marcador acido 16,17-bisnorcalitrisico
indica a contribuicdo de resinas de outra linhagem, como as
Cheirolepidiaceae ou Cupressaceae.

I  Exclusdo da Cupressaceae: A auséncia de pimaranos e
isopimaranos (marcadores tipicos de Cupressaceae) sugere que as
Cheirolepidiaceae ou uma linhagem muito especifica de coniferas
foram os contribuintes secundarios, descartando a Cupressaceae
como fonte predominante.

Em resumo, o &mbar ndo veio de uma Unica arvore, mas sim de uma floresta
costeira diversa onde resinas de diferentes tipos de coniferas se misturaram.

Alteracdo Diagenética Moderada e Transporte

O perfil quimico também revela informacdes sobre o que aconteceu com a
resina apods ser exsudada:
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I Diagénese Moderada: A deteccdo de trimetilnaftalenos e a presenca de
compostos como o $\alpha$-ioneno e metilioneno (produtos de degradacéo)
indicam que o material sofreu alteracdo diagenética moderada — ou seja, 0
endurecimento da resina em ambar ndo foi apenas uma oxidagdo simples,
mas envolveu maturacdo aromatica parcial devido a temperaturas e pressdes
moderadas ao longo do tempo.

I Retrabalho Sedimentar: O fato de a resina ser uma mistura de diferentes
fontes botanicas sugere que as goticulas de resina foram transportadas (por
escoamento superficial ou correntes fluviais) e misturadas em um ambiente
deposicional deltaico ou marginal antes do seu sepultamento final.

Conclusao Final

A andlise do ambar conclui que ele é um material quimicamente complexo,
refletindo:

1. Paleoflora Diversa: Uma floresta do Cretdceo Ibérico composta
predominantemente por Araucariaceae, com contribuicdes significativas
de Cheirolepidiaceae.

2. Histéria Geoldgica Ativa: Processos de transporte e diagénese moderada
misturaram e alteraram as resinas originais, mas preservaram o perfil de
diterpenoides, permitindo a identificacdo da origem.

O estudo recomenda o uso de técnicas mais avancadas (GCxGC e HRMS)
para resolver a mistura complexa nao resolvida (UCM) e obter uma caracterizacao
molecular ainda mais precisa.
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