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Resumo

Resumo: Estudo Quimico de Plantas com Atividade Sobre Insetos
Sociais.

O controle quimico de pragas, feito com utilizacdo de inseticidas convencionais,
€ 0 gque apresentam as maiores vantagens ao agricultor devido a sua eficiéncia, baixo
custo e facilidade de uso em relacdo aos demais. Todavia, a continua utilizacdo do
controle quimico com agrotoxicos ndo seletivos, sem a rotacdo de culturas, pode causar
desequilibrios mediante a eliminacdo de insetos beneficos, explosbes populacionais de
pragas, e principalmente, a perda de eficacia de inseticidas mediante a selecdo natural
de linhagens de insetos resistentes a estes compostos quimicos. Acrescentem-se ainda
aspectos negativos relativos a contaminacdo do meio ambiente (solo, agua, atmosfera e
seres vivos) e danos acidentais ocasionados pela ma utilizagao de agrotoxicos.

A pesquisa por busca de substancias com atividade inseticida por meio de
plantas visa o controle de insetos e baixo impacto ambiental. Partindo de informacdes
de agricultores sobre a utilizacdo de plantas para o controle de salvas, observagdes de
campo e de dados quimiossistematicos da literatura, o0 Grupo de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos e do Centro de
Estudo de Insetos Sociais da UNESP de Rio Claro vem estudando os efeitos de plantas
potencialmente toxicas para essas formigas. O “mau de outono”, como é conhecido
pelos apicultores, que consiste na morte de abelhas meliferas no outono e que é causado
por compostos toxicos que sdo levados ao ninho das abelhas juntamente com o néctar
das plantas, tem sido também estudado por este grupo.

Este trabalho descreve o0 estudo quimico de Dimorphandra mollis,
Stryphnodendron adstringens e Helietta puberula associadas as suas a¢cdes em formigas

cortadeiras e abelhas. O estudo de toxicidade bioldgica em peixes modelo para esta

Xiii



Resumo

atividade visou avaliar o impacto que algumas substancias com atividade inseticida
pudessem causar a0 meio ambiente.

O estudo fitoquimico, além da busca de metabolitos secundéarios para avaliacdo
da atividade inseticida, visou contribuir com a quimiosistematica das espécies vegetais.
As técnicas cromatogréaficas usadas foram desde técnicas classicas, até técnicas ifenadas
como GC-MS e LC-UV-MS visando a obtencdo dos constituintes quimicos bem como
ajuda na identificacdo, juntamente com os experimentos espectroscépicos de RMN. Do
fracionamento dos extratos foram obtidas substancias de classes diversas como &lcoois
(S17) e ésteres graxos (Sig — Sas, Ss2 — Se2, Ss9 — Sgs), hidrocarbonetos (S; — Sig),
derivados de &cido cindmico (Sa7, Sas, Sso, Ss1, Ses € Sea), agucares (Ses — Se7), esterdides
(Sas - Sas, So6 - Sgg), triterpeno (Sigo), flavondides (S; — Ss, Ses — Sss, S100 — Si0s) €
alcaldide (Sao).

Os extratos obtidos das espécies vegetais apresentaram atividades inseticidas
frente a pelo menos um dos modelos testados. Os flavondides astilbina, isoastilbina e
catequina, obtidos de D. mollis, foram ensaiados em peixes modelo e ndo apresentou
atividade tdxica, sendo assim, promissores para uso em plantacbes proximas a
ambientes aquatico, visto que, provavelmente, ndo causara danos a estes ecossistemas.

Uma vez isolados e identificados os compostos com atividade inseticida de
plantas com potencial para utilizagdo na producéo de inseticida natural, espera-se uma
reducdo do impacto ambiental nos ecossistemas causados por inseticidas sintéticos.
Ressalta-se assim, que o desenvolvimento de agdes de pesquisa no sentido da
prospeccdo e avaliacdo de plantas com atividade inseticida é de grande importancia
econdmica, assim como para a conservacdo ambiental dos agro-ecossistemas onde as
fragOes ativas destas plantas poderdo ser utilizadas como inseticidas naturais no manejo

integrado de pragas.
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Abstract

Abstract: Chemical Investigation of Active Plants against Social

Insects

The chemical control of pest, which uses conventional insecticides, shows a
number of advantages to agriculturists due to its efficiency, lower cost and facility of
use in related to others. However, the utilization of the chemical control with non-
selective insecticides, without culture rotation, could cause instability eliminating
beneficial insects, increasing populations of pests, and mainly loosing insecticide
efficacy due to natural selection from insects resistant to these chemicals. Besides that,
there are more negative aspects referring to environmental contamination, such soil,
water, atmosphere and others organisms contaminations, and accidental damage caused
by bad utilization of insecticides.

The investigation for substances with insecticide activity from plants aims the
insect control and lower environmental impact. Based on agriculturist information about
plants utilized for leaf-cutting ant control, field observations and chemosystematic data
from the literature, the Natural Products Group from the Chemistry Department of Séo
Carlos Federal University together the Study Center of Social Insects of UNESP in Rio
Claro have been studied the effects of plants potentially toxic to those ants. The “fall
disease”, as it is known by beekeepers, consists in death of Apis mellifera in autumn and
it is caused by toxic compounds, which are carried to beehives with nectar, has also
been studied by this team.

This work describes the chemical study of Dimorphandra mollis,
Sthyphnodendro adstringens and Helietta puberula associated to their actions in ants
and bees. The toxicity study in model fish aims to evaluate the impact that several

substances with insecticide activity could cause to the environment.
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Abstract

The phytochemical study, besides the search for secondary metabolic, aimed to
contribute to chemosystematic of vegetal species. It was employed traditional
chromatographic techniques and even on-line ones such as GC-MS and LC-UV-MS to
obtain compounds from the plants studied and also to chemistry identification,
associated with NMN spectroscopic experiments. From extracts fractionation were
obtained several compounds of various classes such as alcohols (S;7), fatty acids (Sis —
Su3, Ss2 — Se2, Sgg — Sgs), hydrocarbons (S4 — Si6), cinnamic acid derivative (S47, Sas, Sso,
Ss1, Se3 € Sea), glycosides (Sgs — Se7), steroids (Sas - Sas, Ses - Sgg), triterpenes (Sioo),
flavonoids (S1 — S3, Ses — Sgs, S100 — S105) and alkaloids (Sag).

The extracts from the vegetable species studied showed insecticide activity
against at least one tested model. The flavonoids astilbin, isoastilbin and catechin,
obtained from D. mollis, were tested in model fish and they did not show toxic activity,
therefore they could be promising for the use in plantations near aquatic environments
since they will not damage these ecosystems.

Once identified and isolated the compounds with insecticide activity from plants
with potential utilization in the production of natural products, it is expected a reduction
in the environmental ecosystems impact caused by synthetic insecticides. It is possible
to note that the development of prospecting research and evaluation of plants with
insecticide activity have great economic importance, as well as for environmental
conservation of agroecosystems where the active fractions from these plants could be

utilized as natural insecticides in pest integrated management.
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1- INTRODUCAO
1.1- INSETICIDAS DE ORIGEM VEGETAL

O Brasil ocupa uma posicao de destaque no abastecimento mundial de produtos
de origem vegetal, portanto, o controle de pragas € um dos principais objetivos para 0
crescimento e melhoria do setor agricola.

Antes do descobrimento do Brasil os insetos endémicos desse territdrio
limitavam-se a alimentar-se de plantas silvestres, situacdo que se modificou com o
processo de colonizagdo, quando parte dos insetos nativos passou a se alimentar das
novas plantas introduzidas e como estas normalmente apresentavam-se em grande
quantidade e concentradas, houve multiplicacdo répida e desequilibrada de insetos.
Situacdo semelhante ocorreu com algumas das espécies estrangeiras, onde o clima mais
favoravel, predadores naturais em pequeno numero e hospedeiros em grande
concentracdo determinaram uma superpopulacdo de insetos. O desmatamento e a caca
indiscriminada de passaros insetivoros colaboraram para um desequilibrio ainda maior
que, aliado ao crescimento populacional rapido e continuo, tem aumentado em muito a
competicdo homem-inseto pelo mesmo tipo de alimentacdo e territorio, dificultando o
controle, dentre outras, de infec¢bes hospitalares e doencas que tém nos insetos 0s
vetores de transmissdo. Todos estes fatores tém levado a busca continua por agentes
inseticidas eficientes, que representem maior seguranca a0 homem e ao meio ambiente
(D).

Inseticidas sdo substancias quimicas utilizadas para controlar insetos e existem
ainda substancias utilizadas para atrair e repelir insetos. Suas descobertas, isolamentos,
sinteses, avaliacdes toxicoldgicas e de impacto ambiental constituem vasto tépico de
pesquisa no mundo inteiro e que tem se desenvolvido bastante nas Gltimas décadas (2-

3).
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Num resumo histérico do aparecimento dos agrotdxicos, Bohmont (4) relata que,
0S romanos antigos ja usavam a fumaca proveniente da queima de enxofre para
controlar pulgbes que atacavam as plantacGes de trigo e também usavam sal para
controlar ervas daninhas. Nos primérdios do século X1X, os chineses utilizavam arsénio
misturado em agua para controlar insetos. Descobriu-se, no inicio do século passado,
que produtos derivados de plantas como a rotenona e a piretrina controlavam diferentes
tipos de insetos. O Verde Paris, uma mistura de derivados de arsénio e de cobre, foi
descoberto em 1865 e foi muito utilizado, desde ent&o, no controle do besouro da batata
do Colorado. Em 1882, descobriu-se que uma mistura de sulfato de cobre e cal -
Mistura Bordeaux - era um excelente fungicida para o controle de uma doenca em
videira denominada mildio (Plasmopara viticula). Essa mistura continua a ser utilizada
até hoje, com grande sucesso, no controle de doencas em varias culturas. Em 1890, um
po6 contendo mercurio comecou a ser utilizado para tratamento de sementes e, em 1915,
foi desenvolvida uma formulacdo liquida para ser utilizada em controle de doengas
fangicas e tratamento de sementes. Os primeiros herbicidas surgiram por volta de 1900,
mas o grande avango no desenvolvimento dos agrotoxicos, de maneira geral, aconteceu
por volta de 1940, com a redescoberta do DDT e toda a gama de organoclorados e
fosforados.

Akesson & Yates (5) dividem o desenvolvimento do controle de pragas em trés
periodos. O primeiro refere-se a época anterior a 1867 em que se utilizavam produtos
odorificos ou irritantes, tais como excrementos e cinzas, mas também se comecava a
utilizar enxofre, rotenona, piretro, nicotina, éleos animais ou de petréleo. O segundo
compreendido entre 1867 a 1939, corresponde ao periodo da descoberta e refinamento
da mistura Bordeaux, bem como de outras formulaces cupricas. O terceiro periodo

inicia-se a partir de 1939, com a era dos organossintéticos.
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Em 1946, foi iniciado 0 emprego macico de inseticidas organoclorados, como o
DDT (Dicloro Difenil Tricloro Etano), para o controle de insetos vetores de doengas.
Como resultado disso, populacBes de insetos tornaram-se resistentes devido ao
fendmeno de selecdo natural, ja desde 1947. Além disso, essa classe de inseticidas
degrada-se muito lentamente no ambiente podendo persistir por décadas. Por esses

motivos, esses inseticidas foram banidos em diversos paises, entre eles o Brasil.

Nas décadas de 50 a 70, logo apds a Il Grande Guerra, ocorreu uma explosao no
desenvolvimento da sintese organica, inclusive de produtos com atividade inseticida.
Naquela época comecou a reforcar-se um propoésito de protecdo ao meio ambiente e um
sério questionamento quanto ao uso de inseticidas clorados e fosforados que, além de
causarem enorme impacto ambiental depois de certo tempo, perdiam o largo espectro de
atividade que anteriormente mostraram. Percebeu-se que a natureza possui enorme
capacidade de adaptacdo, e num processo de selecdo natural estava elegendo os
especimens mais resistentes e, portanto, trazendo certa ineficiéncia aos produtos
utilizados no controle populacional. No mesmo periodo, o lancamento do livro “Silent
Spring” de Carson (1962) motivou uma mudanca filos6fica que se estendeu ao
comportamento dos cientistas, que passaram a procurar entender melhor o processo de
interacd@o inseto-planta e, desta forma, respeitar mais 0s mecanismos de adaptagéo da
natureza. O efeito dessa nova filosofia de trabalho refletiu-se nas décadas seguintes,
quando novos produtos passaram a ser planejados e sintetizados, buscando maior
seletividade aos insetos alvo, procurando preservar os demais animais do mesmo

habitat, incluindo predadores naturais dos insetos indesejados (1).

Novas substancias sdo necessarias, portanto, para o efetivo controle de pragas,

oferecendo maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econémica e



Introducéo

aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos e baixo impactos

ambientais (1).

1.2 - FORMIGAS CORTADEIRAS E SEU FUNGO SIMBIONTE

As formigas pertencem a familia Formicidae e sua populacéo é cerca de 10'°
individuos. A tribo Attini abrange cerca de 304 espécies divididas em 13 géneros:
Acromyrmex, Apterostigma, Atta, Cyphomyrmex, Mycetagroicus, Mycetarotes,
Mycetophylax, Mycetosoritis, Mycocepurus, Myrmicocrypta, Pseudoatta, Sericomyrmex
e Trachymyrmex (6-8). As Attini sdo restritas a0 novo mundo, e constituem um grupo
essencialmente de clima tropical, ocorrendo dos Estados Unidos ao centro da Argentina,
incluindo varias ilhas do Caribe como Curacao, Cuba, Trinidad e Tobago (9-10). Com
excecdo de Acromyrmex striatus dos Andes argentinos que ja foi encontrada a 3.500
metros de altitude, as Attini em geral sdo encontradas em menores altitudes, como € o
caso do género Atta, que mesmo na Colébmbia, Equador e Bolivia sdo restritas a
altitudes inferiores a 2.000 metros (9).

Estes géneros podem ser subdivididos em trés grandes grupos chamados de
primitivos, intermediarios e avancados de acordo com o tamanho da colénia, do
polimorfismo de suas operarias e tipo de substrato que usam para cultivar seu fungo
simbionte (11-14). Esta Gltima caracteristica € o grande diferencial desta tribo de
formigas frente as outras (15). Dentre as Attini, 0s géneros mais primitivos usam
cadaveres, excremento de outros insetos e matéria vegetal morta como substrato para o
fungo, e 0s géneros mais derivados, como Atta (salvas) e Acromyrmex (quenquéns),
usam material vegetal fresco para cultivar seu fungo sendo, portanto, consideradas
herbivoras (16).

Todas as espécies da tribo Attini caracterizam-se por manterem uma relacéo

obrigatoria de simbiose com fungos da familia Lepiotaceae (17).
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Entre as Attini, os géneros tidos como mais basais como Apterostigma utilizam
matéria organica em decomposicdo como carcacas e fezes de insetos como substratos
para seu fungo. Géneros mais derivados exploram tambeém fragmentos de material
vegetal seco e o género Trachymyrmex chega a utilizar pedacos de pétalas frescas para o
cultivo do simbionte.

O consenso em se tratando da filogenia das Attini é que 0os géneros Acromyrmex
(quenquéns) e Atta (salvas) representam o apice evolutivo da tribo. Estas formigas
cultivam seu fungo simbionte sobre material vegetal fresco, principalmente folhas,
cortadas por elas mesmas, o que as torna conhecidas como formigas cortadeiras.

As plantas normalmente cortadas pelas formigas dos géneros Atta e Acromyrmex
sdo utilizadas como substrato para o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus (18-19).

Em trabalhos anteriores (20-21), foi relatado que as formigas se alimentam do
fungo simbionte, porém em alguns trabalhos (22-23) é afirmado que as operérias de
formigas cortadeiras ingerem seiva de plantas; e em outros (24), apenas as larvas que
ndo tém contato com as folhas seriam exclusivamente alimentadas com o fungo
simbionte.

Como as operarias de algumas espécies de formigas cortadeiras ndo podem
ingerir particulas solidas, que ficam retidas em um filtro infrabucal, a seiva das plantas é
proposta como a principal fonte nutricional das formigas. Considerando a necessidade
energética de operarias de Atta cephalotes durante o forrageamento, propde-se que a
quantidade de hifas fangicas que uma operaria ingere diariamente possibilitaria apenas a
aquisicdo de 5 % de sua energia (23). Logo, a maior parte desta energia seria fornecida
pelos nutrientes contidos na seiva das plantas, embora trabalhos recentes (25) indiquem

que as formigas devam se alimentar diretamente dos produtos de hidrélise dos
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polissacarideos vegetais, que sdo gerados nos jardins de fungo pela acdo das
polissacaridases.

O trabalho realizado por SILVA, A. em 2000 (26), comprova as observacdes de
outros autores (27), mostrando que as formigas adultas sustentam seu trabalho
predominantemente com a energia extraida de carboidratos. Entre eles, parecem ser
essenciais 0s polissacarideos (28), que representam 60 % da matéria sélida vegetal (29).
Para assimilar estes compostos as formigas necessitam de polissacaridases, que sdo
produzidas pelo fungo simbionte (27), ingeridas e concentradas no intestino das
formigas e entdo, distribuidas sobre a matéria vegetal, para provocar sua degradacao

dentro dos ninhos (26).

1.2.1 - Simbiose entre fungo e formigas

A Figura 1 (p. 8) representa o ciclo do mutualismo entre as formigas cortadeiras
e seu fungo, no qual a formiga corta 0 material vegetal e deposita sobre a massa fungica
para que este faca a degradacdo do mesmo para produzir 0s agUcares necessarios para
alimentacédo das formigas adultas e suas larvas.

Leucoagaricus gongylophorus, o fungo simbiose das Atta, produz estruturas
unicas entre os fungos, denominadas gongilideos, que aparentam ser uma adaptacdo
especial a vida das formigas (30). Gongilideos séo estruturas arredondadas (Figura 2 —
B, p. 8) repletas de liquido contendo concentracdes maiores de lipideos e carboidratos
do que o resto do fungo (31). Conjuntos de gongilideos, que se assemelham aos

minusculos cachos de uvas, sdo denominados estéfilas (Figura 2 - A, p. 8).
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Figura 1 — Simbiose entre as formigas cortadeiras e o fungo L. gongylophorus.

Figura 2 - Aspectos microscépicos do fungo Leucoagaricus gongylophorus, o fungo
simbionte de Atta sexdens rubropilosa. (A) Estafilas (setas) contrastando com hifas. (B)
Estéfilas vista sob microscopio, cada esfera correspondendo a um gongilideo.
(Aumento: 1000 X) (32).

O fungo fornece alimento e enzimas para as formigas e estas coletam e preparam
0 substrato para o fungo. Os fungos simbiontes foram inicialmente propostos como
excelente fonte de alimentacao para as formigas, uma vez que as hifas possuem 46,9 %

em proteinas, 27,0 % em carboidratos, 17,7 % em aminoacidos e 0,2 % em lipideos (33
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e 25). Alguns estudos (33 e 25) relatam que as formigas se alimentam exclusivamente
do fungo simbionte. Mas, também existem relatos da ingestdo da seiva de plantas por

operarias de formigas cortadeiras (34).

As formigas adultas sustentam seu trabalho predominantemente com a energia
extraida de carboidratos (27-35), entre 0s quais parecem ser essenciais 0s
polissacarideos (28), que representam até 60,0 % da matéria sélida vegetal (36 e 29). A
distribuicdo dos polissacarideos nos vegetais faz com que microorganismos, de um
modo geral, apresentem estratégias para acessar estes nutrientes dos vegetais. O fungo
Leucoagaricus gongylophorus, simbionte de Atta sexdens rubropilosa, apresenta
atividade de polissacaridases, fornecendo as formigas enzimas que digerem celulose,
xilana, amido, pectina e proteinas (33) como a amilase, xilanase, B-glicosidase e
manosidase (37). Estudos sobre a atividade celulasica no fungo cultivado pela formiga
Atta sexdens rubropilosa mostraram as diferentes atividades metabdlicas do fungo
cultivado, que degradou o polissacarideo pectina em maior quantidade, seguido de
amido, xilana, carboximetilcelulose e celulose (28). J& os fungos se beneficiam da
atividade das formigas, uma vez que estas produzem compostos antimicrobianos que
reduzem o crescimento de outros fungos e bactérias contaminantes dos ninhos (38).

As esponjas, que sdo constituintes do fungo simbionte crescendo nas folhas, séo
capazes de sustentar as formigas. A andlise do conteudo de glicose nas esponjas indica
valores maiores do que aqueles encontrados no lixo e nas hifas, sugerindo que o
crescimento do fungo sobre a matéria vegetal provoque o aumento da concentracdo de

glicose, que seria originada da hidrélise dos polissacarideos vegetais.

De fato, o fungo simbionte é capaz de produzir grandes quantidades de
polissacaridases em meios de cultivo em laboratorio e atividades desta natureza sdo

também abundantes nas esponjas fungicas (25). Estes resultados sugerem que as
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formigas adultas se alimentem preferencialmente dos carboidratos originados pela
hidrolise extracelular de polissacarideos vegetais, que por sua vez, seria catalisada por

polissacaridases produzidas pelo fungo simbionte (Figura 3).

Além do fungo, outro componente dos ninhos parece ter um papel significativo
na nutricdo das formigas adultas. ObservacOes recentes demonstraram que as larvas de
Atta sexdens secretam e expelem um liquido nutritivo que é ingerido pelas formigas
adultas. Este liquido é secretado apds estimulo por parte das adultas, que tocam a regido
posterior das larvas. A analise do contetdo de glicose (39) e o calculo da freqiiéncia
com que as formigas adultas ingerem, bem como do volume ingerido, sugerem que 0
liquido das larvas tem um papel significativo na nutricdo dos adultos. Como as larvas se
alimentam de esponjas flangicas (28), é provavel que elas atuem preparando e
modificando estes nutrientes em compostos assimilaveis para as formigas adultas

(Figura 4, p. 11).

A operéria primeiramente coleta estafila na esponja de fungo, manipula estéfila
retirando grande parte do liquido contido. A operéria posiciona estéfila na boca da larva
e mantém em contato com pecas bucais da mesma. E por ultimo, a larva se alimenta da

estafila e secreta o liquido proctodeal (32).

Figura 3 - Operaria media ingere a nova gota de liquido proctodeal com movimentos de
sua glossa. A operaria minima mantém a estafila em contato com a boca da larva (32).

10
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Figura 4 - Operaria média-pequena de Atta sexdens rubropilosa carregando entre as
mandibulas, estafila previamente mastigada, cuja parte liquida foi em grande parte
sugada durante manuseio (32).

1.3 - ABELHAS SOCIAIS:

O mel, que ¢é usado como alimento pelo homem desde a pré-historia e por varios
séculos, foi retirado dos enxames de forma extrativista e predatoria, muitas vezes
causando danos ao meio ambiente, matando as abelhas. Entretanto, com o tempo, 0
homem foi aprendendo a proteger seus enxames, instalando-os em colméias racionais
(Figura 5) e manejando-os de forma que houvesse maior producdo de mel sem causar

prejuizo para as abelhas.

Figura 5 - Modelos de apiarios racionais.
Essa atividade atravessou o tempo, ganhou 0 mundo e se tornou uma importante
fonte de renda para varias familias. Hoje, além do mel, é possivel explorar, com a

criacdo racional das abelhas, produtos como: pdlen apicola, geléia real, rainhas,

11
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polinizacdo, apitoxina, cera e propolis. Existem casos de produtores que comercializam
enxames e crias.

O Brasil ¢, atualmente, o 6° maior produtor de mel, ficando atras somente da
China, Estados Unidos, Argentina, México e Canada. Entretanto, ainda existe um
grande potencial apicola ndo explorado e grande possibilidade de se maximizar a
producdo, incrementando o agronegocio apicola. Para tanto, é necessario que o produtor
possua conhecimentos sobre biologia das abelhas, técnicas de manejo e colheita do mel,
pragas e doencgas dos enxames, importancia econémica, mercado e comercializagéo.

As abelhas sdo descendentes das vespas que deixaram de se alimentar de
pequenos insetos e aranhas para consumirem o pdlen das flores quando estas surgiram,
ha cerca de 135 milhdes de anos. Durante esse processo evolutivo, surgiram varias
espécies de abelhas. Hoje se conhecem mais de 20 mil espécies, mas acredita-se que
existam, aproximadamente, 40 mil ainda ndo-descobertas, sendo que, somente 5 % sé&o
sociais e produzem mel. Entre as espécies produtoras de mel, as do género Apis (Figura

6) sdo as mais conhecidas e difundidas.

Figura 6 — Abelhas produtoras de mel em colméia racional.

O habitat das abelhas Apis mellifera (produtoras de mel) é bastante diversificado

e inclui savana, florestas tropicais, deserto, regides litoraneas e montanhosas. Essa

12



Introducéo

grande variedade de clima e vegetacao acabou originando diversas subespécies ou racas

de abelhas, com diferentes caracteristicas e adaptadas as diversas condi¢cGes ambientais.

Ha as chamadas abelhas africanizadas, as quais sdo poliibridos, resultantes dos
cruzamentos entre as abelhas africanas Apis mellifera scutellata Lepeletier (1836),
anteriormente classificadas como Apis mellifera adansonii Latreille (1804), e as racas
européias [A. m. mellifera Linnaeus (1758), A. m. ligustica Spinola (1806), A. m.
carnica Pollmann (1879), A. m. caucasica Gorbachev (1916)], que foram introduzidas
na Ameérica antes da chegada das africanas em 1956, predominando, nestes poliibridos,

as caracteristicas morfologicas e comportamentais das africanas.

A abelha africanizada é mais bem adaptada ao nosso ambiente do que as
européias, desde o inicio se apresentou como melhor produtora de mel e também sédo
relativamente resistentes as pragas e doencas. Na década de 1950 o Brasil ocupava o
28° lugar como produtor de mel (com producdo em torno de 5 mil toneladas de mel/
ano) e em 1995 destacou-se no 5° lugar (com produgdo em torno de 40 mil toneladas de

mel/ano) (40).

A medida que ocorria a africanizacfo, cada vez mais se sentia a necessidade de
se estudar a biologia dessas abelhas e de se desenvolverem novas técnicas de manejo. A
literatura internacional contribuia com poucos trabalhos, de forma que os técnicos,
apicultores e pesquisadores brasileiros tiveram que buscar com seus préprios meios 0s
novos conhecimentos. Com tudo as verdadeiras conseqiéncias da africanizagdo das
abelhas do Brasil foram o aprimoramento das técnicas apicolas e o aumento da

producéo (40).
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Grande parte das espécies de abelhas ndo forma col6nias e sdo conhecidas como
abelhas solitarias. Entre as que formam col6nias, de 300 a 400 espécies ndo possuem
ferrdo e estdo reunidas num grupo chamado Meliponineos. Cerca de 200 espécies de
abelhas sem ferrdo vivem no Brasil, especialmente na regido amazonica. Por isso, a

Amazonia é conhecida como o ber¢o mundial das abelhas sem ferrao.

Os meloponineos constroem ninhos em locais protegidos, como ocos de arvores.
Como nédo desenvolveram ferrdo, quando atacados se defendem de outra forma,
enrolam-se nos cabelos e pélos, entram em ouvidos, nariz e olhos. Ou, entdo, langcam
substancias resinosas que ardem a pele. Conforme o local onde vivem, as abelhas sem
ferrdo sdo responsaveis por 40 % a 90 % da polinizacdo das arvores nativas. Por isso,
tém uma funcdo muito importante na formacéo das florestas, contribuindo também para
manter a diversidade de plantas e animais que vivem na varzea (41).

Cada vez mais as abelhas vém sendo valorizadas pelo importante papel que
cumprem nas comunidades ecologicas. As abelhas constituem os principais agentes
polinizadores adaptados a visita as flores de Angiospermas, provendo e aumentando a
producéo de frutos comestiveis para 0 homem e muitos animais silvestres. Além disso,
auxiliam na producdo de sementes para a reproducdo das plantas, mantendo a
diversidade do ecossistema.

Os levantamentos melissofaunisticos em areas restritas, por meio de
amostragens padronizadas, tiveram inicio com o trabalho de SAKAGAMI &
MATSUMURA (1967), no Japdo e com o trabalho de SAKAGAMI et al. (1967), no sul
do Brasil. Até essa época, poucas eram as contribuicbes sobre a ecologia de
comunidades de visitantes florais e essas eram realizadas por meio de procedimentos
parcialmente padronizados (COCKERELL, 1900; SCHROTTKY, 1902; DUCKE,

1906, 1907; FRIESE, 1910; DUCKE, 1925).
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A partir da década de 70, varios levantamentos sobre a fauna de abelhas e a
relacdo com a flora foram realizados em diferentes ecossistemas, mostrando que o
estudo dessas comunidades representa uma abordagem adequada na procura de padrdes
de organizacdo destas. No Brasil, existem inumeros levantamentos da apifauna e flora
apicola que mostram a importancia das plantas na dieta e manutencdo das populagdes
das abelhas, assim como a importancia das abelhas no processo de polinizagcdo das
plantas que visitam (42).

Muitos metabolitos secundéarios de plantas produzem substancias capazes de
exercer acdo tdxica sobre organismos vivos e seriam formados com a funcdo de
defender a espécie de predadores, alguns desses compostos sdo encontrados no néctar
de muitas plantas, e muitas vezes produzem néctar toxico ou repelente para as abelhas
(43).

Estudos realizados na India (Darang) mostraram que colbnias de abelhas Apis
mellifera apresentavam mortalidade da cria em outubro, quando os arbustos de cha
(Camellia thea, Theaceae) estavam florescendo. As larvas tornavam-se amarelas e
morriam, emitindo um odor desagradavel. Larvas alimentadas em laboratério com o
néctar das flores do chd demonstraram os mesmos sintomas. No entanto, larvas
alimentadas com o néctar diluido desenvolveram—se normalmente (44).

A cria ensacada € uma doenca causada por virus e afeta principalmente as larvas
de abelhas. No Brasil, nas regides de cerrados foi possivel verificar sintomas
semelhantes dessa doenca nas larvas, no entanto, nenhum virus ou outro patégeno pode
ser detectado (45).

Estudos realizados por CARVALHO (46) e CARVALHO et al. (47) mostraram

que essa doenca ocorre na mesma época do florescimento do barbatiméo

15



Introducéo

(Stryphnodendron polyphyllum) e que, fornecendo polen dessa planta na dieta de larvas
de operarias em laboratorio, 0s mesmos sintomas eram reproduzidos.

Em funcdo dos sintomas serem semelhantes (48) passou a denominar essa
doengca no Brasil como “Cria Ensacada Brasileira”. Posteriormente, SANTOS &
MESSAGE (49) verificaram que alimentando larvas de abelhas em laboratorio com
acido tanico, os sintomas da doenca também podiam ser reproduzidos sugerindo que 0s
taninos normalmente encontrados em grande quantidade no barbatimdo seriam os
causadores da “Cria Ensacada Brasileira”.

Muitas hipdteses tém sido propostas para explicar a toxicidade do pélen e do
néctar para as abelhas, incluindo a especializacdo dos polinizadores, a tentativa de
impedir o roubo do néctar, a prevencdo da degradacdo de néctar e a adulteracdo do
comportamento de polinizagao (44).

A introducdo de espécies vegetais e animais, as mudancas climaticas e o
processo evolutivo de polinizacdo e defesa das plantas podem ser fatos que explicam a
possibilidade de “substancias” como o néctar e o pdlen serem tdxicos para as abelhas.
Os relatos de casos de mortalidade em apiarios na época de florescimento de
determinadas espécies vegetais sdo abundantes como, por exemplo, Kalmia latifélia,
Aesculus californica, Zigadenus venenosus, Astragalus spp., Gelsemium semprevirens e
Cyrilla racemiflora, mas a questdo permanece sem resposta mais esclarecedoras (50).

O Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal de Sao Carlos
juntamente com o Grupo de Pesquisa do Centro de Estudo de Insetos Sociais da UNESP
de Rio Claro véem realizando estudos em parceria hd bastante tempo, os dados mais
recentes (51-69) demonstram que esta parceria véem proporcionando resultados
significativos e bastante promissores, ajudando a reforca que os grupos envolvidos

realizam trabalhos produtivos e que devem continuar com a pesquisa em conjunto.
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1.4 — PEIXE MODELO PARA TESTE DE TOXICIDADE AQUATICA

Os estudos ecotoxicolégicos constituem importantes ferramentas para o
monitoramento ambiental, pois as informacGes que fornecem a respeito dos ambientes
degradados ddo subsidios para comparagdes com estudos paralelos em habitat menos
afetados, o que pode ajudar a avaliar os danos e identificar as causas dos impactos, além
de auxiliar o entendimento das relagdes entre a poluicdo e suas conseqléncias
bioldgicas. Assim, o conhecimento das aplicacdes dos processos biolégicos no controle
da poluicdo e a compreensdo das sérias consequéncias dos impactos no ambiente
possibilitam oferecer subsidios para especialistas de diversas areas, tais como quimicos,
engenheiros, administradores e legisladores, que dividem a responsabilidade do manejo

dos recursos naturais.

A contaminag&o dos recursos hidricos com inseticidas pode colocar em risco ndo
apenas 0s seres humanos, mas também a fauna aquatica, uma vez que inseticidas usados
em planta¢Bes proximas a lagos e rios, que por meio das aguas das chuvas podem ser
conduzidos a estes ambientes aquéaticos (lixiviagdo) e causar sérios danos,

contaminando as guas e 0s organismos presentes no mesmo.

Um dos organismos padronizados para testes de toxicidade aquatica sdo 0s
peixes da espécie Brachydanio rerio (Hamilton, 1822) devido ndo exigir muitos
cuidados para crid-los em cativeiro. Pertence a classe Actinopterygii, & ordem
Cypriniformes e a familia Cyprinidae (70), é conhecido como Paulistinha, mas apesar
do nome, é originario da india e recebeu esse nome devido as suas listras horizontais
que lembram a bandeira paulista. Brachydanio rerio é um peixe ornamental transgénico
que recebeu genes de agua-viva e no escuro fica com luminosidade verde-amarelada,

como a luz do vaga-lume (71-72) (Figura 7, p. 18).
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Figura 7 - Brachydanio rerio em aquario ornamental.

Acostumado a viver em cardume da natureza, apreciara conviver com outros
individuos da mesma espéecie. Costumam nadar proximo a superficie, quando criados
em cativeiro deve-se manter o pH em torno de 7,0 e temperatura entre 23 e 27° C,
enguanto que a alimentacdo desse agil ciprinideo deve ser a mais variada possivel a fim
de garantir a saude do peixe, artémia salina, racdo em flocos, alimentos liofilizados etc.

A maneira de diferenciar o macho da fémea é que 0 macho é mais esguio e a
fémea possui seu ventre mais volumoso; sua reproducdo ndo é muito dificil, mas deve-
se tomar cuidado para que 0s ovos nao sejam devorados pelos pais, a eclosdo dos ovos
deve ocorrer em 48 horas ap0s a fémea para de deposita-los. A alimentacdo dos alevinos
é, geralmente, feita com gema de ovo cozida, infusérios, nauplios de artémia e racfes

para filhotes de oviparos (70).

1.5 - ESPECIES VEGETAIS

1.5.1 — Stryphnodendron adstringens

A espécie Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, cujo nome popular é
verdadeiro barbatimdo, pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosaceae, ocorre do
cerrado do Pard até Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul, em formagfes primarias ou
secundarias, sendo utilizada como ornamental e, a madeira em construcao civil, obras

em lugares imidos, trabalhos de torno e marcenaria. E também amplamente empregada
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na medicina caseira na maioria das regides do pais, sendo seu decocto indicado contra
leucorréia, hemorragia, diarréia, hemorroida, para limpeza de ferimento e na forma de
gotas contra conjuntivite. O cha da casca € indicado para uso externo em hemorragia
uterina, ferida ulcerosa e para pele excessivamente oleosa (73-75).

A altura média alcangada pelas arvores varia entre 4 a 5 m e seus troncos variam
de 20 a 30 cm de diametro. Suas folhas sdo compostas bipinadas, com 5 a 8 jugas e
foliolos em nimero de 6 a 8 pares por pina. Fruto tipo vagem, séssil, grossa e carnosa,

linear-oblonga, comprida, de aproximadamente 10 cm de comprimento (73).

As flores de S. adstringens tém forma elipsoide, achatada, com cerca de 6 mm
no eixo maior. O tegumento é duro, constituido por camada externa de células em
palicada (camada de Malpighi) e o estrato profundo é constituido por cerca de dez
camadas de células de paredes espessas. O endosperma mucilaginoso envolve o embrido
que apresenta cotilédones foliaceos (76).

E descrita como uma espécie perenifolia, com pico de floracdo, producéo de
folhas novas e queda de folhas entre julho e outubro. Apresenta inflorescéncias com
namero variavel de flores pequenas de cor marrom (Figura 8, p. 20), hermafroditas,
com longevidade de apenas um dia, produzindo pequenas quantidades de néctar nas
flores, o que atrai pequenos insetos, tais como Apis mellifera, Bombus spp., moscas
Tabanidae e, especialmente, abelhas Meliponinae, como principais polinizadores.
Apresenta frutos em algum estadio de maturacdo durante o ano todo e a dispersao
parece ser zoocdrica (77).

A casca de S. adstringens é citada na Farmacopéia Brasileira, sendo a
constituicdo mencionada de 20 % de taninos (78). A porcentagem de taninos na planta
pode variar entre 10 a 37 % do seu peso, variando esta porcentagem de acordo com o

local de coleta do material.
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Mello e colaboradores (79) identificaram varios compostos de S. adstringens,
em especial flavondides e proantocianidinas. Constituintes quimicos: taninos
condensados, substancias monoméricas (flavan-3-06is) e proantocianidinas (entre elas 8
tipos de prodelfinidinas e 8 prorobinetinidinas), substancias tanicas (20 % a 30 %),
taninos (18 a 27 %), alcaldides ndo determinados, amido, matérias resinosas,
mucilaginosas, matéria corante vermelha, &cido tanico, estrifno, aglcar sollvel,

flavonoides, flobafenos.

3 7l

Figura 8 — Stryphnodendron adstringen.

1.5.2 - Dimorphandra mollis

Com a expansdo da fronteira agricola nas regies de cerrado, muitas espécies
arboreas encontram-se ameacadas de extingdo, entre elas, o falso-barbatiméo
(Dimorphandra mollis Benth., Figura 9, p. 21), uma espécie nativa do Brasil,
pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpiniaceae, encontrada em regifes de
cerrado nos estados do Pard, Goids, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato
Grosso do Sul (80), com grande importancia principalmente para a industria
farmacéutica, na producdo de principios ativos constituidos por compostos fenolicos,
tanino e rutina. O fruto do falso-barbatimdo € importante fonte de rutina, na proporcao
de 8 g para 100 g de pericarpo. A rutina tem importancia terapéutica em virtude de
determinar a normalizacdo da resisténcia e permeabilidade das paredes dos vasos

capilares (81).
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A madeira do faveiro pode ser usada para tabuado, confeccdo de caixas,
compensados, forros, painéis, brinquedos, lenha e carvao, além da espécie poder ser
utilizada em paisagismo e regeneracédo de areas degradadas (83). A sua casca € rica em

tanino, bastante utilizado para curtir couro (82-83).

Figura 9 — Dimorphandra mollis.

A érvore pode ser pequena ou mediana e de porte tortuoso. As folhas séo
grandes e bipinadas, com foliolos alternos ou subopostos. As flores sdo pequenas de cor
creme-amarelada, em espigas. Os frutos sdo vagens de comprimento entre 10 e 15 cm,
com 3 a 4 cm de largura que produzem cada uma de 10 a 13 sementes alongadas e

avermelhadas.

1.5.3 — Helietta puberula

A familia Rutaceae esta incluida na ordem Rutales (84) com aproximadamente
150 géneros e 1500 espécies separadas em sete subfamilias largamente distribuidas
pelas regides tropicais e temperadas do mundo todo, sendo mais abundante na América
tropical, Sul da Africa e Australia (85). Segundo Albuquerque (86), no Brasil existem
cerca de 188 espécies.

A taxonomia da familia Rutaceae encontra-se ainda desorganizada, sendo o

trabalho de Engler (84) a ultima monografia sobre a familia (85). A diversidade quimica
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desta familia é bastante significativa sendo observados limonoides, alcaloides,
flavonoides, terpendides, cumarinas, etc. (87).

Dentre os representantes desta familia pode destacar-se a espécie Helietta
puberula, sendo que a maioria das espécies deste género (Figura 10) sdo pequenas
arvores ou arbustos encontrados no México, Texas, Cuba, Venezuela, Colémbia, Peru,
Paraguai, norte da Argentina e no Brasil (88).

H& poucos estudos relacionados a quimica e a taxonomia de Helietta puberula,

justificando o interesse pelo estudo desta espécie vegetal.

Figra 10 — Helietta sp.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é o estudo fitoquimico das espécies Stryphnodendron
adstringens, Dimorphandra mollis e Helietta puberula visando a obtencdo de

substancias que possam ter atividade toxica contra insetos sociais.

Sendo assim, foram propostos 0s seguintes passos:

2.1 — Realizar o estudo fitoquimico de H. puberula, visando obtencdo de seus
constituintes quimicos, visto que se trata de uma espécie pouco estudada, contribuindo

com a quimiossistematica da familia, género e espécie.

2.2 — Testar os extratos e/ou substancias isoladas de S. adstringens contra
abelhas produtoras de mel (adultas e larvas) das especies Apis mellifera e Scaptotrigona

postica.

2.3 — Testar os extratos e/ou suas substancias isoladas de S. adstringens e D.
mollis sobre formigas cortadeiras (Atta sexdens), bem como acdo sobre seu fungo
simbionte (Leucoagaricus gongylophorus) e sobre as enzimas de seu fluido fecal

(pectinases).

2.4 - Verificar a atividade toxica em Brachdanio rerio das substancias astilbina e
neoisoastilbina, isoladas de D. mollis, por estas terem apresentado atividade inseticida

contra formigas cortadeiras, em trabalhos anteriores (89).
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3-PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS DO ESTUDO FITOQUIMICO

3.1.1 - EQUIPAMENTOS

Evaporadores Rotatdrios

¢ BUCHI, rotavapor R — 200, equipado com banho BUCHI B — 490 e
recirculador refrigerado OAKTON, modelo CFT - 25 mantido a 5° C, DQ — UFSCar.
Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

¢ BRUKER modelo DRX 400 MHz (9,4 Tesla), DQ — UFSCar.

¢ BRUKER modelo ARX 200 MHz (4,7 Tesla), DQ — UFSCar.
Cromatografo a Gas (GC)

¢ SHIMADZU, GC — 17A (Gas Chromatograph), coluna DB — 5, comprimento
= 30 m, diametro = 0,32 mm e filme = 0,25 pm, DQ — UFSCar.
Cromatografo a Gas Acoplado ao Espectrémetro de Massas (GC — MS)

¢ SHIMADZU, GC/MS — QP 5000 (Gas Chromatograph Mass Spectrometer),
coluna DB — 5, comprimento = 30 m, didmetro: 0,32 mm. Ioniza¢do por impacto por
elétrons a 70 eV, DQ — UFSCar.
Cromatografo a Gas Acoplado ao Espectrémetro de Massas (GC — MS)

¢ SHIMADZU, GC/MS — QP 5000 (Gas Chromatograph Mass Spectrometer),
coluna DB — 5, comprimento = 25 m, diametro: 0,32 mm. lonizagdo por impacto por
elétrons a 70 eV, IQS USP - Sao Carlos.
Camara Escura de UV

¢ CHROMATO — VUE (A =254 nm e A = 365nm).
Espectrofotometro no Infravermelho (1V)

¢ BOMEM HARTMANN E BRAUN, MB 102. Utilizando-se partilhas de KBr.
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Polarimetro: modelo Perkin Elmer — 241, DQ — UFSCar.
Cromatdgrafos Liquidos de Alta Eficiéncia (HPLC)
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Acoplado a Espectrofotémetro no Ultra-
Violeta (HPLC-UV)

¢ SHIMADZU modelo LC — 10AD, DQ — UFSCar.

Detector: SHIMADZU, Espectrofotometro UV-VIS modelo SPD-5AV, DQ —
UFSCar.

Bomba: SHIMADZU modelo LC — 10AD VP, DQ — UFSCar.

Comunicag¢do detector/computador: SHIMADZU, Modulo CBM — 10A.

SHIMADZU, Programa de computagdo Class - VP.

¢ SHIMADZU modelo LC — 8A, DQ — UFSCar.

Detector: SHIMADZU, Espectrofotometro UV-VIS modelo SPD-6AV, DQ —
UFSCar.

Bomba: SHIMADZU modelo LC — 10AD VP, DQ — UFSCar.

Comunicag¢ao detector/computador: SHIMADZU, Mdédulo CBM — 10A.

SHIMADZU, Programa de computagdo Class - VP.

¢ SHIMADZU modelo LC — 6D, DQ — UFSCar.

Detector: SHIMADZU, Espectrofotometro UV-VIS modelo SPD-6AV, DQ —
UFSCar.

Bomba: SHIMADZU modelo LC — 10AD VP, DQ — UFSCar.

Comunicagdo detector/computador: SHIMADZU, Modulo CBM — 10A.

SHIMADZU, Programa de computagdo Class - VP.
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Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Acoplado a Detector de Arranjo de
Diodos (HPLC-DAD).

¢ SHIMADZU modelo LC — 10AD, DQ — UFSCar.

Detector: SHIMADZU, Detector de Arranjo de Diodos modelo SPD — M 10A
VP, DQ — UFSCar.

Desgasificador: SHIMADZU, Desgasificador modelo DGU - 14A, DQ -
UFSCar.

Comunicagdo detector/computador: SHIMADZU, Modulo CBM — 10A.

SHIMADZU, Programa de computagado Class - VP.
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Acoplado a Espectrémetro de Massas
(LC-MS).

¢ ALLIANCE - WATERS 2695 Separations Module.

Detectores: Photodiode Array Detector (PDA)

¢ Massas: Waters Micromass ZQ
Colunas cromatograficas

¢ Coluna analitica C-18 (Luna 10 p) 25,0 cm x 4,0 mm empacotada no DQ —
UFSCar.

¢ Coluna semipreparativa C-18 (Luna 10 p) 30,0 cm x 2,0 cm empacotada no
DQ — UFSCar.

¢ Coluna preparativa C-18 (Luna 10 p) 30,0 cm x 2,5 cm empacotada no DQ —
UFSCar.

¢ Coluna C 18 Gemini (250 cm x 4,6 mm x 5 pum)
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3.1.2 - MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS

3.1.2.1 — Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Fases estaciondarias para cromatografia em camada delgada

¢ Silica gel 60 GF»s4 MERCK em placas de vidro preparadas no laboratdrio, de
dimensodes 3 x 10 cm (0,25 mm espessura).

¢ Silica gel 60 GF,s54 MERCK em placas de aluminio.
Agente revelador

¢ Vanilina em acido sulfurico - A vanilina (3,0 g) foi dissolvida em uma
solucdo contendo: 135 mL de H,O destilada, 135 mL de MeOH e 30 mL de H,SO4
(concentrado). A solu¢do foi estocada em frasco ambar e a baixa temperatura

(aproximadamente 10° C).

3.1.2.2 — Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

¢ Silica gel 60 PF;s4 (70 — 230 Mesh ASTM) em placas de vidro preparadas no

laboratério, de dimensdes 20 x 20 cm.

3.1.2.3 — Cromatografia em Coluna de Vidro (CC)

Fases estacionarias:

¢ Silica 60 (230 — 400 Mesh ASTM) — “flash”.

¢ Silica 60 (70 — 230 Mesh ASTM) — “comum”.

¢ Sephadex® LH — 20 (dextrana hidroxipropilada — Amersham Pharmacia
Biotech).

¢ Florisil (230 — 400 Mesh ASTM).

Colunas: As colunas utilizadas nas analises por CC foram confeccionadas na vidraria

do DQ — UFSCar.
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3.1.2.4 — Solventes

Solventes para cromatografia
¢ Solventes P. A.
¢ Solventes graus cromatografico/espectroscopico.
Solventes para obtencéo dos espectros de RMN
¢ Solventes deuterados (ACROS organics; CIL Cambridge Isotope

Laboratories, Inc. e ALDRICH Chemical Company, Inc.).

3.1.2.5 — Outros reagentes

¢ Padrdes de hidrocarbonetos, ALDRICH Chemical Company, Inc.
¢ Reagentes para reagdo de esterificacao: NaOH, NH4Cl, H,SO4 e NaHCOs
(SYNTH).

3.1.2.6 - Procedimento de Reacdo

Reagdo de Transesterificagdo: As reagdes de esterificagdo foram realizadas
pelo método de Hartman e Logo (90), de acordo com o seguinte procedimento:
1 — Em 150 mg de amostra adicionar 4 mL de solu¢do de NaOH metandlico 0,5 N em
tubo de ensaio, tampar, agitar e aquecer em banho a 80° C por 10 min., resfriar a
temperatura ambiente;
2 — Adicionar mistura de esterificacdo (2 g de NH4Cl, 3 mL de H,SO4 e 60 mL de
MeOH), tampar, agitar e aquecer em banho a 80° C por 5 min. e resfriar a temperatura
ambiente;
3 — Adicionar 10 mL de solu¢do de NaHCOs3, agitar e deixar em repouso por 5 min.

4 — Extrair por 3 vezes consecutivas com 2 mL de hexano.
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3.1.3 - MATERIAL BOTANICO

3.1.3.1 — Dimorphandra mollis

O cerne, as inflorescéncias e os pedinculos de D. mollis foram coletados em
novembro de 2003, em bosque pertencente a Unesp de Rio Claro - SP, localizado na
cidade de Corumbatai e identificados por botanicos daquela instituicdo, em cujo

herbério encontra-se depositada uma excicata: 5464 HRCB — Rio Claro — SP.

3.1.3.2 — Stryphnodendron adstringens

As inflorescéncias e os pedinculos de S. adstringens foram coletados em
novembro de 2003, e uma segunda coleta em dezembro de 2004, em bosque pertencente
a Unesp de Rio Claro - SP, localizado na cidade de Corumbatai e identificados,
também, por botanicos daquela instituicdo, em cujo herbario encontra-se depositada

uma exsicata: 11.777 HRCB — Rio Claro — SP.

3.1.3.3 — Helietta puberula

O caule de H. puberula foi coletado em janeiro de 2001 na cidade de Corumba —
MG, pelo grupo de Produtos Naturais da UFSCar, juntamente com o professor Dr. José
Rubens Pirani, do Departamento de Botanica da USP — Sao Paulo, que foi o responséavel

pela identificacdo, em cujo herbario daquela instituicdo possui depositada uma excicata:

4844 — Sao Carlos - SP.
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3.1.4 - METODOLOGIA

3.1.4.1 — Obtencdo dos Extratos Brutos

3.1.4.1.1 — Obtencao dos extratos brutos de D. mollis

As amostras do cerne, dos pedunculos e das inflorescéncias foram secas em
estufa a temperatura de, aproximadamente, 45° C durante quatro dias, sendo
posteriormente moidas em moinho elétrico tipo Willey obtendo-se um total do material
seco e moido de 800,0 g, 130,0 g e 440,0 g, respectivamente.

As extragdes foram realizadas por percolacdo, nas quais o material foi
submetido a trés extracOes consecutivas com os solventes em ordem crescente de
polaridade: diclorometano e metanol (vide Fluxograma 1, p. 33; Figura 11), que apos
filtracdo e evaporagdo dos solventes forneceram os extratos brutos relacionados nas

Tabela 1 (p. 34).

Material
vegetal ’ ’

CH,Cl,
MeOH

EBCH,Cl,
EBMeOH

Figura 11 — Procedimento para obtengao dos extratos brutos.
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Fluxograma 1 — Obtenc¢do dos extratos brutos do cerne, dos pedinculos e das

inflorescéncias de D. mollis.

Material Vegetal
seco e moido
800,0 g de cerne

130,0 g de pedinculos
440,0 g de inflorescéncias

Extragao com CH,Cl, (5L/3 dias)

Extrato
Diclorometano

Evaporagao

Filtragao
Residuo I

Filtracao

EBDC (80,0 g)
EBDP (1,5 g)
EBDI (7,7 )

Obs: os extratos foram obtidos

Extracdo com MeOH (5L/3 dias)

Extrato
Metanolico

Evaporagao

EBMC (45,0 g)
EBMP (11,0 g)
EBMI (12,0 g)

separadamente.

Residuo I
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Tabela 1 - Extratos brutos obtidos do cerne, dos pedtinculos ¢ das inflorescéncias de D.
mollis.

Material Vegetal Solventes Extrato Bruto () Cddigo
Cerne Diclorometano (5 L) 80,0 EBDC
Metanol (5 L) 45,0 EBMC

Pedunculos Diclorometano (5 L) 1,5 EBDP
Metanol (5 L) 11,0 EBMP

Inflorescéncias Diclorometano (5 L) 7,7 EBDI
Metanol (5 L) 12,0 EBMI

EBDC — Extrato Bruto Diclorometano do Cerne.

EBMC — Extrato Bruto Metanolico do Cerne.

EBDP — Extrato Bruto Diclorometano dos Pedunculos.
EBMP — Extrato Bruto Metanolico dos Pedunculos.
EBDI - Extrato Bruto Diclorometano das Inflorescéncias.
EBMI — Extrato Bruto Metanolico das Inflorescéncias.

3.1.4.1.2 — Obtencao dos extratos brutos de S. adstringens

As amostras utilizadas de S. adstringens foram apenas os pedunculos e as
inflorescéncias, as quais foram tratadas da mesma forma que as amostras de D. mollis,
para obtencdo do material seco e moido, proporcionando massa de 88,5 g ¢ 183,0 g de
pedunculos e inflorescéncias, respectivamente.

As extracdes foram realizadas por percolagdo com os solventes em ordem
crescente de polaridade: diclorometano e metanol (vide Fluxograma 2, p. 35), que apds

filtracdo e evaporagdo dos solventes forneceram os extratos brutos relacionados na

Tabela 2 (p. 36).
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Fluxograma 2 — Obtengao dos extratos brutos dos pedunculos ¢ das inflorescéncias de

S. adstringens.

Marterial Vegetal
seco e moido

88,5 g de pedinculos

183,0 g de inflorescéncias

Extracdo com CH,Cl, (5L/ 3 dias)
Filtragao

Extrato
Diclorometano

Evaporagao

EBDP (1,3 g)
EBDI (3, g)

Residuo I

Extracdo com MeOH (5L/3 dias)
Filtragdo

Extrato Residuo
Metanolico

Evaporagao

EBMP (7,5 g)

EBMI (11,0 )

Obs: os extratos foram obtidos separadamente.
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Tabela 2 - Extratos brutos obtidos dos pedunculos e das inflorescéncias de S.
adstringens.

Material Vegetal Solventes Extrato Bruto (g) Cadigo
Pedunculos Diclorometano (5 L) 1,3 EBDP
Metanol (5 L) 7,5 EBMP

Inflorescéncias Diclorometano (5 L) 3,0 EBDI
Metanol (5 L) 11,0 EBMI

EBDP — Extrato Bruto Diclorometano dos Pedunculos.
EBMP — Extrato Bruto Metanoélico dos Pedtnculos.
EBDI — Extrato Bruto Diclorometano das Inflorescéncias.
EBMI — Extrato Bruto Metanolico das Inflorescéncias.

3.1.4.1.3 — Obtencao dos extratos brutos de H. puberula

Os extratos obtidos do Caule de H. puberula foram preparados no DQ -
UFSCar pela técnica Dorai Pereotto Zandonai. Apenas os Extratos Brutos Hexanico e a
Fracdo Hidroalcoodlica obtida por particdo liquido-liquido do Extrato Bruto Metandlico

foram estudados neste trabalho.

3.1.4.2 — Fracionamento Cromatografico de D. mollis

3.1.4.2.1 — Fracionamento cromatografico do cerne de D. mollis

Realizou-se uma pré-analise em Cromatografia em Camada Delgada
Comparativa (CCDC), e foi observado que o extrato bruto metandlico demonstrava-se
de maior interesse para obten¢do dos flavonoides astilbina (S;), isoastilbina (S;) e
catequina (Sg), visto que o objetivo era o isolamento dessas substancias para realiza¢do
de ensaios biologicos. Sendo assim, este foi fracionado por meio de métodos
cromatograficos usuais.

O EBMC (30,0 mg) foi fracionado por Cromatografia em Coluna CC (Cy, ¢ =

4 ¢cm x h = 60 cm) utilizando como fase estacionaria Sephadex® LH — 20 e como fase
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movel metanol (vide Fluxograma 3). O EBMC foi previamente filtrado em algodao por
trés vezes e em seguida por filtros Iso-Disc™ (N-25-4 Nylon 25mm x 0,45 pm) para
eliminacdo de residuos ou impurezas. Por meio deste fracionamento foi possivel a
obtenc¢do de, aproximadamente, 5,0 mg de catequina (S3) ¢ 3,1 mg de astilbina (S3) e
isoastilbina (Sz) em mistura. A identificacdo foi realizada por analise de RMN. As
fragdes que deram origem a estas substancias continham quantidades significativas de
pigmentos, sendo necessaria a purificacdo das mesmas.

As demais fragdes apresentaram-se como misturas nas quais havia grande
concentragdo destes pigmentos, quando comparadas por CCDC com as substancias
identificadas ficando inviavel a andlise para determinacdo da composi¢do quimica das

mesmas.

Fluxograma 3 — Fracionamento cromatografico do EBMC de D. mollis.

Coluna 1 (Cy)
EBMC

30 mg

CC (sephadex® LH-20)

C:1 Ci 2 (S1+Sz) C:3 C. 4 (83)
5 mg 3,1 mg 8 mg ~11mg

As fragdes foram primeiramente analisados por HPLC acoplada a Detector de
Arranjo de Diodos (DAD) em sistema analitico no modo reverso de eluicdo em
condi¢des gradiente exploratério em coluna ODS (Luna 150 x 4,6 mm), fluxo de 1
mL/min., o volume de inje¢do foi de 20 ul. em uma concentragdo de 1 mg/mL. E

posteriormente separadas em modo preparativo, adequando as condigdes por calculos de
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escalonameto (S), para separagao dos diastereoisomeros foi utilizado condi¢cdes com

valvula de reciclo.

_RZ2L,
R,2L,

S=4,631

Onde: Rp e Ry sdo os diametros e Lp ¢ La, o comprimento das colunas
preparativa e analitica, respectivamente.

O fracionamento por CC foi repetido para se obter uma quantidade mais
elevada da Fragdo C; 2 que foram reunidas ap6s analise por CCDC de acordo com seus
Rf’s.

Sendo assim, a partir da reunido da Fragcdo C; 2 (~ 8,0 mg) obteve-se a
separagdo dos dois flavonodides astilbina (S;) e isoastilbina (S;) (2,4 mg e 1,9 mg,
respectivamente). Devido a pouca quantidade ndo foi possivel a realizagdo de
experimentos de RMN a partir destas, sendo necessario para fracionamento uma maior
quantidade do material de partida.

Portanto, estabelecida a metodologia para separacdo dos constituintes
desejados, o procedimento foi repetido por varias vezes com o objetivo de se isolar a
quantidade necessaria para os experimentos de identificagdo e posterior ensaios

bioldgicos.

3.1.4.2.2 — Fracionamento cromatografico dos pedinculos de D. mollis

Dos extratos brutos obtidos dos pedinculos de D. mollis, o metanélico foi o
que se apresentou mais interessante apos analise em CCDC e RMN. Por este motivo o
fracionamento foi iniciado a partir deste, seguindo-se 0 mesmo procedimento utilizado

para o EBMP (40,0 mg), ou seja, CC (Cz, d =4 cm x h = 60 cm) com fase estacionaria
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Sephadex® LH — 20 e como fase movel apenas metanol (vide Fluxograma 4) o
tratamento para eliminacdo de matrizes interferentes foi o mesmo.

Fluxograma 4 — Fracionamento cromatografico do EBMP de D. mollis.

Coluna 2 (Cy)
EBMP

40 mg

CC (sephadex® LH-20)

C1 C,2 C,3 (Sl'l‘Sz)
5mg 8 mg ~6,8 mg

C,4 (81"‘82)

~8mg

Do fracionamento em CC para o EBMP, as fra¢des que continham a mistura
das substancias S; e S, foram refracionadas por HPLC utilizando a mesma metodologia
utilizada para o EBMC, obtendo-se um total de 3,2 mg e 1,5 mg, respectivamente. Foi
observada para este extrato que a substancia S; apresentava-se em maior propor¢ao, ou

seja, era 0 composto majoritario.

3.1.4.2.3 — Fracionamento cromatografico das inflorescéncias de D. mollis

Como foi observado nos fracionamentos anteriores o EBM ¢ o que se
apresenta de maior interesse, ndo sendo diferente para as inflorescéncias apds analise
por CCDC. Sendo assim, os procedimentos, tanto para o fracionamento do extrato (vide
Fluxograma 5, p. 40) e obtenc¢do das substancias foram os mesmos, visto que foram

bem eficientes.
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Fluxograma 5 — Fracionamento cromatografico do EBMI de D. mollis.

Coluna 3 (Cy)
EBMI

50 mg

CC (sephadex® LH-20)

Csl Cs2 C3 3 (51+Sy) Cs4
8,5 mg 11,0 mg 6,7 mg 6,9 mg

Utilizou-se HPLC para separar os diastereoisomeros por meio da metodologia

descrita anteriormente. Sendo que, a partir deste extrato também a substancia S; estava
em maior propor¢ao, quando comparado o rendimento de S; e S; (3,8 mg e 1,2 mg,
respectivamente).

Para obtencdo das quantidades necessarias (100 mg de cada substancia) para a
realizacdo dos ensaios biologicos, os procedimentos de separacdo e purificacio dos
flavondides astilbina (S;), isoastilbina (S;) e catequina (S3), foram os mencionados
anteriormente, ou seja, a metodologia, por meio de CC (Sephadex® LH — 20) ¢ HPLC,
foi repetida varias vezes.

Levando em consideragdo que para obtencao dos diastereoisomeros a partir do
EBMC o rendimento foi mais elevado, optou-se pelo fracionamento apenas deste

extrato.

3.1.4.3 — Fracionamento cromatografico de S. adstringens

3.1.4.3.1 — Fracionamento cromatografico das inflorescéncias de S. adstringens

3.1.4.3.1.1 — Fracionamento cromatografico do EBDI de S. adstringens
O EBDI foi submetido a CC (C4, ¢ = 6 cm x h = 35 cm) utilizando como fase

estacionaria silica 60 (70 - 230 Mesh ASTM) e como fase movel misturas de solventes

40



Parte experimental

(vide Fluxograma 6, p. 42) em ordem crescente de polaridade (2 L para cada elui¢ao)
obtendo-se um total de 7 fracdes que foram biomonitoradas por diferentes ensaios
biologicos apresentando atividade em pelo menos um dos modelos testados. Com isso,
seguiram-se os procedimentos usuais de identificagdo.

A andlise por CCDC das Fragdes C4 1 — 4 indicou a presenca de substancias
de pouca polaridade, estas foram identificadas por meio de anélise de RMN 'H e GC-
MS, bem como por comparagdo de algumas substancias com amostras auténticas
comerciais por meio de GC, enquanto que, as Fracdes C, 5 — 7 apresentaram-se mais
complexas, necessitando de mais fracionamentos para obtengdo de seus constituintes. A

Fragdo C,4 5 originou a Coluna Cs, e a Fragdo C4 6 deu origem a Coluna Cs.
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Fluxograma 6 — Fracionamento cromatografico do EBDI de S. adstringens.

Hex Ca 1 (Sa-S17)

0,424 g

C4 2 (S18-S33)
0,355 ¢

Hex/CH,Cl, 50% I

C4 3 (S19-So1,

CH,CL S23-S26, Szs,

S30-Sz1 € Sza)
1,348 g

Coluna 4 (Cy) cc
EBDI
6,83 g

Cs 4 (S19-Sa1,
CH2C12/ACOEt 50% 823’ 825_831’

S35-Sa2)
1,283 g

AcOEt C4 5

(Coluna Cs)
0,185 ¢g

Cs6
(Coluna Cg)
1,131 g

AcOEt/MeOH 50%

MeOH C,7
1,92 ¢g

¢ O fracionamento da Fragdo C, 5 (vide Fluxograma 7, p. 43) foi realizado
por meio de CC (Cs, ¢ =2,5 cm x h =40 cm) utilizando como fase estaciondria silica 60
(230 - 400 Mesh ASTM) e como fase médvel mistura de solventes (Hex — AcOEt) em
ordem crescente de polaridade (para cada 350 mL aumento de 5 % de AcOEt). As

fragdes foram reunidas de acordo com seu Rf’s, apds analise por CCDC.
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Fluxograma 7 — CC da Fracédo C4 5 do EBDI de S. adstringens.

Coluna 5 (Cs)
C4 5 (180 mg)

Cs2 Cs 4
(S21, S25-S6, Szs, S ?S )
S39 € S42-Sas) L

52 mg 6,2 mg

¢ O refracionamento da Fracdo C4 6 (vide Fluxograma 8) foi realizado por
CC (¢ = 2,5 cm x h =30 cm) utilizando com fase estacionaria silica 60 (230 - 400 Mesh
ASTM) em sistema gradiente de elui¢do e como fase médvel mistura de solventes (Hex —
AcOEt) em ordem crescente de polaridade (para cada 300 mL aumento de 5 % de
AcOEt). As fragdes foram reunidas de acordo com seu RF’s, apods analise por CCDC.

Fluxograma 8 - CC da Fragéo C4 6 do EBDI de S. adstringens.

Coluna 6 (Cg)
C4 6 (835 mg)

Cell
(Ss1 +
Impurezas)

Cs 5-10
(Sso +
Impurezas)
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A Fracéao Cg 11 foi purificada por CCDP utilizando como fase estacionaria
silica gel 60 GF,s4 Merck e como fase mdovel Hex/AcOEt 20 %, obtendo-se assim, a
substancia Ss;.

¢ A Fragdo C, 7 apresentou-se como uma mistura de agtcares e nao foram
realizadas andlises para sua elucidacdo estrutural.

Posteriormente, o EBDI (aproximadamente 5,0 g) foi fracionamento por mais
duas vezes por meio do mesmo procedimento, para obtengdo de uma maior quantidade
das Fracoes.

Do estudo fitoquimico do EBDI identificou-se um total de 49 substancias (Sa-

Ss2).

3.1.4.3.1.2 — Fracionamento cromatografico do EBMI de S. adstringens

Inicialmente o EBMI apresentou-se muito complexo para obtencdo dos seus
constituintes quimicos, devido a uma quantidade elevada de pigmentos e agucares.
Sendo assim, foram testados varios métodos cromatograficos muitos dos quais
ineficientes. Entdo, tentou-se obter metodologias para HPLC, das quais a mais adequada
foi utilizando-se as seguintes condigdes para sistema analitico:

¢ Coluna C 18 Gemini (250 cm x 4,6 mm X 5 pm).

¢ Detector DAD (na regido de A =200 nm a A = 500 nm).

¢ Sistema gradiente: 5 % B - 100% B 60 min.

¢ Fase movel: A (HO/HCOOH 1 % v/v): B (MeOH/ACN 48/48)

¢ Fluxo: 1,0 mL/min.

¢ Loop 20 pL.

¢ Concentracdo do extrato: 1 mg/mL de MeOH.
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Apos obtencao e adequagdao das condigdes cromatografica para HPLC em
sistema analitico, as condi¢des foram otimizadas para sistema preparativo.

Para uma melhor andlise dos constituintes, o EBMI (5 g) foi fracionado,
primeiramente, por CC (C7) utilizando-se como fase estacionaria Sephadex® LH — 20 (¢
=4,0 cm x h = 120 cm) e como fase modvel, apenas metanol, deste fracionamento foi
obtido um total de 32 fra¢des que foram reunidas de acordo com seus RF’s apos andlise
por CCDC. Apds reunido das fragdes, estas foram refracionadas por HPLC preparativo
(Cs) adequando as condigdes analiticas por calculos de escalonamento (S).

Das fracdes do EBMI obtidas por HPLC identificou-se as substancias Ses—Seo,

S74—Ses.

3.1.4.3.2 — Fracionamento cromatogréafico dos peddnculos de S. adstringens

3.1.4.3.2.1 — Fracionamento cromatografico do EBDP de S. adstringens

O EBDP de S. adstringens foi submetido a CC Cg (¢ = 5,0 cm x h = 35 cm)
utilizando como fase estacionaria silica 60 (70 - 230 Mesh ASTM) e como fase movel,
solventes e mistura destes em ordem crescente de polaridade (2 L para cada eluicdo),
como ¢ indicado no Fluxograma 9 (p. 47), obtendo-se um total de 10 fragdes, as quais
foram biomonitoradas em diversos ensaios bioldgicos, tendo apresentado alguma
atividade em pelo menos um modelo testado. Sendo assim, a identificacdo de seus
constituintes foi necessaria.

As Fracoes Cg 1 - 4, ap6s analise preliminar por CCDC verificou-se que
continham substancias apolares e isto foi confirmado através de experimentos de RMN
'H. As substéncias destas fra¢des foram identificadas por meio de analises de RMN e
GC-MS e algumas se comparando por GC com padrdes comerciais auténticos, nao

sendo necessario para isso um novo fracionamento destas fragoes.
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As FracOes Cg 5 — 9 apresentaram-se mais complexas para identificagdo dos
constituintes quimicos, sendo necessarias serem refracionadas. Foram submetidas a CC
sendo que as metodologias estdo indicadas na descri¢ao de cada fracionamento.

A Fracgdo Cg 10, apos anélise por RMN 'H néo se demonstrou de grande
interesse, sendo que, provavelmente, trata-se de mistura de agucares e pigmentos.

¢ A Fracdo Cg 9 foi refracionada por CC (Cyp, ¢ = 2,5 cm x h = 25 cm)
utilizando-se como fase estacionaria silica 60 (230 - 400 Mesh ASTM) com uma
camada superior de Florisil (230 — 400 Mesh ASTM) e como fase movel misturas de
solventes (Hex — AcOEt) em ordem crescente de polaridade (a cada 300 mL aumento de

5 % de AcOEt), Fluxograma 10 (p. 48).

46



Parte experimental

Fluxograma 9 — Fracionamento cromatografico do EBDP de S. adstringens.

EBDP (Co)
38l¢g

cCc

Hex

Hex/CH,Cl, 25 % (v/v)

Co 1 (Se-Sie)
138,2 mg

Hex/CH,Cl, 50 % (v/v)

Co 2 (Sa1, Sas-
S26, S8, S30,
S39, S0, Sat,
Saa, Ss3-Sss)

249.4 mg

Hex/CH,Cl, 75 % (v/v)

Co 3 (Sw, Sau,
S24-S26, S28, Sat,
Sa0)
111,3 mg

Co 4 (Sis, Sau,
S24-S26, Szs,

S3g, S57-Ses)
383.4 mg

CH2C12 CQ 5
331,0 mg
CH,Cl,/AcOEt 25% (v/v) Co6
675,6 mg
CH2C12/ACOEt 50% (V/V) Cg 7
141,7 mg
AcOEt Co8
160,6 mg
AcOEt/MeOH 25%
Co9
260,0 mg
MeOH Cg 10
112,0 mg
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Fluxograma 10 — Fracionamento da Fracéo Cy 9 do EBDP de S. adstringens.

Coluna 10 (Cyp)
(C9 9 -150,0 mg)

CC (27 fragoes)
CCDC (agrupadas)

Ci8

Col-7 I (fsé"rsrfg Cy9-27 I

3.1.4.3.2.2 — Fracionamento cromatografico do EBMP de S. adstringens

Para o fracionamento do EBMP foi utilizado a mesma metodologia e condigdes
obtidas para o EBMI, visto que os dois extratos demonstravam-se similares.

O EBMP foi, entdo, fracionado por CC (Cy1, d =4 cm x h = 120 cm) utilizou-se
como fase estacionaria Sephadex® LH - 20 e fase movel metanol e as fragdes obtidas
deste foram cromatografadas por HPLC sistema preparativo (Cj;), obtendo-se desta

forma as substincias Sgg, S76, S78 — S79, Sgs — Sgs.

3.1.4.4 — Fracionamento cromatografico de H. puberula

3.1.4.4.1 — Fracionamento cromatografico do caule de H. puberula

O EBHC (18,13 g) de H. puberula foi fracionado por CC (Cy3, ¢ =5,0cm x h
= 40 cm) utilizando como fase estacionaria silica 60 (70 - 230 Mesh ASTM) e como
fase movel, solventes e misturas destes (Hex/CH,Cl,/AcOEt/MeOH) em ordem
crescente de polaridade (3 L para cada eluigdo), como ¢ indicado no Fluxograma 11 (p.

50), obtendo-se um total de 8 fracdes.
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A Fracéo Cy; 2 foi analisada por RMN 'H e GC-MS, bem como por GC em
comparacao de algumas substancias com amostras de padrdoes comerciais auténticas.

¢ A Fracdo Ci3 5 (3,0 g) foi submetida a mais um fracionamento por CC
(C14, ¢ = 4,0 cm x h = 45 cm) utilizando como fase estacionaria silica 60 (230 — 400
Mesh ASTM) e como fase movel Hex/AcOEt 8 % em sistema isocratico. As fragdes
obtidas foram monitoradas por CCDC e reunidas de acordo com seus Rf’s. Foi obtido

um total de 51 fragdes. E desta, a Fracdo C;4 8 foi identificado a substancia Sygo.

3.1.4.4.1.1 — Fracionamento cromatografico do EBMC de H. puberula

O EBMC de H. puberula apresentou-se complexo apos analise por CCDC e
RMN IH, sendo assim, tentou-se obter uma metodologia para HPLC, o sistema mais
adequado foi:

¢ Coluna C 18 Gemini (250 x 4,6 mm x 5 um).

¢ Detector DAD (A =250 nm e A = 360 nm).

¢ Sistema gradiente: 5 % B — 100 % B 60 min.

¢ Fase movel: A (HO/HCOOH 1 % v/v): B (MeOH/ACN 48/48)
¢ Fluxo: 1,0 mL/min.

¢ Loop 20 uL.

¢ Concentracdo do extrato: 1 mg/mL de MeOH.

Depois de encontrada a metodologia mais adequada, o EBMC (5 g) de H.
puberula foi, primeiramente filtrados e depois fracionado por CC (Cjs) utilizando como
fase estacionaria Sephadex® LH — 20 (¢ = 4,0 cm x h = 120 cm) e como fase mével,
apenas metanol e as fragdes obtidas deste foram cromatografadas por HPLC sistema

preparativo (Cyg), obtendo-se desta forma as substancias Sy - S7s, S101 — S105.
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Fluxograma 11 — Fracionamento do EBHC de Helietta puberula.
Hex

C13 1
49,8 mg

Hex/CH,Cl, 25% (v/v) Cis2
1

157,3 mg

HeX/CH2C12 50% (V/V) C13 3
115,9 mg

Hex/CH,Cl, 75% (v/v) Cin
13

402,0 mg

EBHC (Cy3) CC
18,13 g

CH,Cl, Cis5

128,0 mg

CH2C12/ACOEt 50% (V/V) C13 6
8959,1 mg

AcOEt
¢ Ci37

118,1 mg

AcOEt/MeOH 25% (v/v) C138
723,2 mg

FEEEEERE
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3.2 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS DO ESTUDO DAS ATIVIDADES

BIOLOGICAS

Os ensaios de atividade inseticida e fungicida foram realizados no Centro de
Estudos de Insetos Sociais — IB — UNESP de Rio Claro — SP. Os modelos utilizados
foram frente as formigas cortadeiras, seu fungo simbionte e as enzimas pectinases
provenientes do fluido fecal e frente as abelhas produtoras de mel, suas operdrias e
larvas.

Os ensaios de toxicidade em peixes da espécie Brachdanio rerio foi realizado no
Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica Comparativa do Departamento de Biologia da

UFSCar.

3.2.1- ATIVIDADE INSETICIDA

3.2.1.1 — Ensaio Inseticida Frente as Abelhas Sociais

3.2.1.1.1 — Obtencao das operérias

A atividade foi realizada com as duas espécies de abelhas produtoras de mel
Apis mellifera e Scaptotrigona postica. As espécies Apis mellifera foram coletadas
diretamente dos favos, sendo observada a coloragdo e o tamanho das mesmas para a
identificagdo. Ja para as Scaptotrigona postica, os favos de cria coletados nos ninhos
foram colocados em bandejas plasticas de 55 cm x 45 cm x 10 cm com paredes
revestidas de fluon (resina de fluoroetireno) para evitar fugas, com alimento (candi) e

agua, para que as operdrias emergissem num intervalo de 24 horas.

3.2.1.1.2 — Obtencao das larvas

Para ensaios com larvas foram utilizados alvéolos artificiais segundo a técnica
descrita por VANDENBER e SHIMANUKI (91), com algumas adaptagdes. Segundo

essa técnica, com o auxilio de um estilete de ponta dobrada em angulo reto as larvas de
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aproximadamente um dia de idade foram transferidas para cupulas de polietileno (9,8
mm de altura x 5,6 mm de raio inferior x 8,8 mm de raio), normalmente utilizadas para
producdo de rainha ou de geléia real. Previamente, as cipulas foram esterilizadas em

autoclave para evitar a contaminagdo das larvas.

3.2.1.1.3 — Preparacdo da dieta artificial e metodologia do ensaio para as operarias

A atividade inseticida frente as abelhas produtoras de mel foi realizada por
ingestdo do material vegetal incorporado em dieta artificial, a qual é composta de actcar
candi (agtcar de confeiteiro e mel 5:1). A concentragdo do material incorporado a dieta
artificial foi de 0,2 %; 0,5 % e 1,0 % (m/m). As abelhas recém emergidas foram
colocadas em caixas de madeiras em grupos de 20, encubadas em estufa BOD a uma
temperatura de 32 = 1° C para A. mellifera e 28 + 1° C para S. postica e umidade
relativa de 70 %, por um periodo de 25 dias. A mortalidade foi avaliada diariamente em
planilha apropriada, e entdo, foi aplicado o teste ndo-paramétrico Log Rank test (92)

para comparar as curvas de sobrevivéncia.

3.2.1.1.4 — Preparacao da dieta artificial e metodologia do ensaio para as larvas

O alimento foi depositado para as larvas no fundo dos alvéolos com auxilio de
uma micropipeta, durante cinco dias, recebendo em cada um deles: 15; 25; 50 e 75 pL
de alimento contendo o material incorporado, gerando as concentracdes do material
incorporado na dieta de 0,2 %; 0,5 % e 1,0 % (m/m). A dieta utilizada foi preparada
com 10 g de geléia real, 7,4 mL de dgua destilada, 1,4 g de D-glicose, 1,4 g de D-frutose
e 0,2 g extrato de levedo.

Os alvéolos contendo as larvas foram colocados em placas de Petri dispostos em
forma quadrangular com cinco alvéolos em cada lateral, contabilizando vinte alvéolos
em cinco placas. Cada teste totalizou 100 larvas. As larvas foram observadas

diariamente sob lupa e anotadas as alteragdes de coloragdo, desenvolvimento e o
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numero de individuos mortos por 24 e 48 horas. Dessa forma, foi calculada a
porcentagem de larvas sobreviventes a cada 24 horas, comparando o resultado ao grupo

controle.

3.2.1.2 — Ensaio Inseticida Frente as Formigas Cortadeiras

3.2.1.2.1 — Obtencao das formigas cortadeiras

As operarias de Atta sexdens rubropilosa foram retiradas aleatoriamente de

formigueiros mantidos em condic¢des de laboratdrio e mantidas com dieta artificial.

3.2.1.2.2 — Preparacdo da dieta artificial e metodologia do ensaio para as operarias

A atividade inseticida frente as formigas cortadeiras foi realizada por ingestdo,
por meio da incorporagdo do material vegetal em dieta artificial, que é composta por 5,0
% glicose, 1,0 % peptona, 1,0 % extrato de levedura e 1,5 % 4agar bacteriologico
dissolvidos em 10,0 mL de 4gua destilada. Esta solu¢do foi levada ao forno de
microondas por 4 min. e posteriormente a autoclave por 15 min. a uma temperatura de
120° C. A concentragdo do material incorporado a dieta artificial foi de 0,2 %; 0,5 % e
1,0 %. A dieta foi deixada em temperatura ambiente onde se solidificou e foi colocada
em placas de Petri contendo grupos de 10 formigas por placa e incubadas em estufa
BOD a uma temperatura de 25° C por um periodo de 25 dias onde foi verificado o
indice didrio de mortalidade e comparado com um controle. Apds este periodo foi

verificada a mortalidade média através de teste estatistico apropriado.

53



Parte experimental

3.2.1.3 — Ensaios Frente ao Fungo simbionte

3.2.1.3.1 — Isolamento do fungo simbionte

Inicialmente isolou-se o fungo simbionte de um ninho de formigas cortadeiras
(Acromyrmex balzani) e ele foi mantido em condigdes de laboratério por passagens

mensais ao meio de cultura.

3.2.1.3.2 — Preparacdo do meio de cultura e metodologia do ensaio para os fungos

O preparo do meio de cultura para o fungo simbionte Lecoagaricus
gonyilophorus foi realizado adicionando-se 10 g extrato de malte (Merk), 10 g glicose
(Mallin Kradt), 5 g NaCl (Sinter/Difro), 5 g peptona (Difro), 15 g agar (Difro), em 1000
mL 4gua destilada, mantendo o pH entre 6 e 6,5 a uma temperatura aproximada de 25°
C, em seguida aquecido por 5 min. em microondas em poténcia alta para homogeneizar.

Os ensaios foram realizados seguindo o protocolo de PAGNOCCA et al. (93).
Cada amostra foi ensaiada em triplicata de tubos de cultura contendo a massa flngica,
sendo que foi utilizado um ntimero idéntico de réplicas para o solvente e o grupo
controle. Estes foram incubados por um periodo de 30 dias a uma temperatura de 25 +
2° C. Ap0s este periodo foram realizadas observagdes visuais do crescimento do micélio

e comparando-se a massa fingica do controle com a massa fungica da amostra.

3.2.1.4 — Ensaios Frente as Enzimas Pectinases

3.2.1.4.1 — Extracdo do fluido fecal das formigas

As formigas cortadeiras foram colocadas em recipiente e resfriadas a 9° C por 10
min. Os abdomens das formigas foram comprimidos com auxilio de uma pinca ¢ o
fluido fecal coletado por meio de uma pipeta automatica. As amostras do fluido fecal e
anal (ricos em enzimas pectinases) foram depositadas em tampao Mcllvaine 50 mM, pH

5,0, mantidas em banho de gelo e em seguida estocadas a — 20° C.
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3.2.1.4.2 — Preparacdo do meio reacional e metodologia da atividade enzimatica

Para os ensaios com as enzimas foi preparado 4 uL de uma solu¢do de DMSO
(dimetilsufoxido) (50 pg/ul) da amostra a ser testada a qual foi adicionada ao meio
reacional (300 pL) constituido por: 150 uL de pectina citrica a 2 g/100 mL (Sigma P-
9135) em 50 mmol/LL de tampao citrato-fosfato em pH = 5; 75 uL de liquido fecal
(contento pectinases) diluido 500 vezes e 71 uL de agua ultrapura. Como controle foi
preparada a mesma mistura reacional sem a adi¢do da amostra a ser testada. As misturas
reacionais foram incubadas a 37° C sob agitagdo por 30 min., sendo que aliquotas de 50
uL foram coletadas nos tempos de incubagdo zero e final de 30 min. Estas aliquotas
foram adicionadas a 100 puL de reagente ADNS (4cido dinitrosalisilico) (94) e 100 pL
de dgua. A mistura resultante foi fervida em banho maria por 5 min., centrifugada por 3
min. ¢ o sobrenadante foi utilizado para determinag¢dao da densidade 6ptica (DO) a 540
nm. As diferencas de DO no tempo zero e final foram calculadas para os experimentos
com a amostra testada (DO4) e para o controle (DO¢). Os resultados das densidades

opticas foram submetidos ao teste estatistico Mann-Whitney (95).

3.2.1.5 — Ensaios de Toxicidade Frente ao Peixe Paulistinha

3.2.1.5.1 — Obtencado e manutencdo dos peixes

Os peixes foram adquiridos num aquarista da cidade de Sao Carlos e foram
introduzidos em aquarios no Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica Comparativa do
Departamento de Biologia da UFSCar sob as condi¢des necessarias a sua sobrevivéncia,
ou seja, agua corrente, temperatura de aproximadamente 25° C, aeragao constante, pH
entre 6,8 ¢ 7,0. Eles foram submetidos a adaptacao durante 20 dias em aquarios de 200
L e alimentados com ragdo apropriada todos os dias, sendo que durante os testes os

peixes ndo foram alimentados. Apds o tempo de incubagao os peixes foram transferidos
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para aquarios menores, com dimensdes de 10 cm x 13 ¢cm x 20 cm de modo que o
volume total de 4gua foi de aproximadamente 1 g de massa corpdrea / L em um total de

2,5 L em cada aquario, utilizando a agua do aquério da fase de adaptacao.

3.2.1.5.2 — Metodologia do ensaio de toxicidade

Os testes foram realizados em duplicata para as substancias astilbina, isoastilbina
e catequina isoladas de D. mollis. Elas foram administradas nas concentra¢des de 20, 21,
2%, 2% ¢ 2" mg/L e um dos aquarios foi utilizado como controle, nas mesmas condigdes
dos demais, porém sem a substancia ensaiada. As observacdes foram feitas de 6 em 6
horas durante um periodo de 96 horas e anotadas em planilha apropriada.

Se a substancia ensaiada apresentou-se toxica, calculou-se a média aritmética
aproximada dos peixes mortos e aplicaram-se esses dados ao programa estatistico

JSPear test (96), para a determinag@o da CLs.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - ESTUDO FITOQUIMICO: IDENTIFICACOES E DETERMINACOES

ESTRUTURAIS DOS COMPOSTOS ISOLADOS.

4.1.1 - GENERALIDADES SOBRE FLAVONOIDES

Os flavondides se apresentam como solidos amorfos de cor amarela. No espectro
no infravermelho apresentam principalmente uma banda caracteristica do estiramento
de carbonilas o,B-insaturadas em torno de 1650 cm™ e também uma banda intensa na

regido de 3500-3000 cm™, referente ao estiramento da ligagdo O-H.

4.1.1.1 — Nomenclatura dos Flavonoides

4.1.1.1.1 — Nomenclatura Oficial (IUPAC, 1971)

Os flavonodides sdo constituidos basicamente por um sistema benzopiranico
(cromeno), a partir do qual ¢ iniciada a numeragao das estruturas (Figura 12).

8 1

o
7 2
6 /3
5 4

Figura 12 — Sistema benzopiranico.

No caso das flavonas, que apresentam carbonila em C-4, o sistema passa a
receber a nomenclatura: 4H-1-benzopiran-4-ona Figura 13 (p. 59). Os substituintes,
desde que ndo formem anéis diretamente com o sistema benzopiranico, recebem a

numeragao ¢ a nomenclatura sistematica, conforme o exemplo da Figura 14 (p. 59).
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4H-1-benzopiran-4-ona.

Figura 13 — Nomenclatura dos flavonodides.

OMe O
4H-1-benzopiran-4-ona-2-(1,3-dimetdxi-4-hidroxifenil)-5,7-dimetoxi.

Figura 14 - Nomenclatura dos flavondides.

A presenga do grupo metilenodioxi ligado ao anel B altera sua numeragao,

conforme indicado na Figura 15.

OH O
4H-1-benzopiran-4-ona-2-(1,3-benzodioxal-5-il)-5,7-dihidroxi.

Figura 25 — Nomenclatura dos flavonodides.

A ocorréncia de outro anel piranico, oriundo da ciclizagdo de grupos C-prenil,
leva a modificacio na nomenclatura. O sistema central passa a ser chamado de
benzodipirano e a numeragdo varia de acordo com a posicdo do novo anel formado

(Figura 16, p. 60).
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OMe

2H,10H-benzodipiran-[3,4-b:1,2-b’]-10-ona-8-(4-metoxifenil)-2,2-dimetil-5-metoxi.

Figura 16 — Nomenclatura dos flavonodides.

O termo 2H, 6H situa os pontos onde houve perda de hidrogénio, o termo [1,2-

b:5,4-b’] representa a posicao relativa dos dois anéis piranicos.

4.1.1.1.2 — Nomenclatura Usual

Na nomenclatura usual (97), os anéis sdo designados como anéis A, B e C e os
atomos de carbono individuais sdo referidos por um sistema de numerac¢ao que utiliza
numeros arabicos para os anéis A e C e numeros marcados com (‘) para o anel B

(Figura 17).
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Figura 17 — Numeracao usual do esqueleto dos flavonoides.
Os grupos substituintes recebem um nimero de acordo com a posi¢do em que se
encontram e o tipo de flavonoide ¢ especificado no final, conforme ilustra o exemplo

(Figura 18).

OH O

5,7,4’-trihidroxi-8-metoxiflavona.

Figura 318 — Nomenclatura dos flavonoides.

4.1.1.2 — Analise de Flavondides por meio de RMN 'H

O experimento de RMN 'H ¢ uma técnica bastante Gtil na determinacio
estrutural de flavonodides. Por meio deste experimento, pode-se determinar o tipo de
flavonodide analisando-se apenas os sinais relativos ao anel C e, também, definir

rapidamente o padrdo de substitui¢do dos anéis A e B.

4.1.1.2.1 — Determinacdo do padrdo de substituicdo do anel A e do anel B

Alguns exemplos de possiveis padrdoes de substitui¢do para o anel B estdo

indicados na Figura 19 (p. 62).
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(a) (b) ©

Figura 19 — Alguns possiveis padrdes de substituicao para o anel B.

Para o exemplo (a) da Figura 19, os sinais de deslocamentos quimicos dos
hidrogénios 2’ e 6’ surgem como um singleto intenso na regido entre 6 6,7 ppm e 6 7,5
ppm. Este fato se da devido a equivaléncia dos hidrogénios 2’ e 6’ ocasionada pela livre
rotagdo do anel. No caso (b) da Figura 19 tém-se sinais para trés hidrogénios, pois
neste caso ndao ha uma simetria do anel. O sinal de deslocamento quimico do H-2’ surge
como um dupleto com constante de acoplamento meta (J = 2,5 Hz) devido ao
acoplamento deste hidrogénio com H-6" em torno de & 7,6 ppm. O sinal do H-5’
também surge como um dupleto devido ao acoplamento orto (J = 8,5 Hz) com H-6" em
torno de & 6,9 ppm. Finalmente, o sinal do H-6 surge como duplo dupleto devido ao
acoplamento em meta (J = 2,5 Hz) com H-2’ e orto (J = 8,5 Hz) com H-5" proximo a o
7,4 ppm.

No caso (¢) da Figura 19 surge como um exemplo de equivaléncia quimica dos
hidrogénios 2’ e 6’ e dos hidrogénios 3’ e 5’ devido a livre rotacdo do anel B em torno
de 6 8,0 ppm e o 6,9 ppm, respectivamente. Neste caso os sinais apresentam-se como
dois dupletos com constante de acoplamento orto (J = 8,5 Hz). O dupleto
correspondente a H-3" e H-5" aparece mais protegido com relacdo aquele
correspondente a H-2’ e H-6 devido ao efeito de prote¢do da metoxila em C-4°.

A Figura 20 (p. 63) mostra alguns casos de substituicao do anel A.
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OMe
MeO_ A MeO_ A MeO.
| g C
MeO
OMe OMe OMe
(a) (b) (©)

Figura 20 — Alguns possiveis padrdes de substituicdo para o anel A.

No caso (a) da Figura 20 tem-se um exemplo de dissubstituicdo do anel A. Os
sinais de deslocamentos quimicos dos hidrogénios 6 e 8 aparecem como dupletos com
constante de acoplamento meta (J = 2,5 Hz) em torno de 6 6,2 ppm e 6 6,4 ppm,
respectivamente. Devido o efeito de protecdo das metoxilas em C-5 e C-7, o sinal de H-
6 aparece mais protegido em relagdo ao de H-8.

No caso de (b) e (¢), a tinica diferenga no anel A estd na posi¢do da metoxila em
C-6 e C-8. Desta forma, quando temos a posi¢do 8 metoxilada, o sinal de H-6 aparece
como singleto na regido de & 6,4 ppm e, quando a posi¢ao metoxilada ¢ a 6, o sinal de
H-8 surge como singleto em 6 6,8 ppm. Desta forma, pode-se dizer que quando a
posicdo 8 ¢ metoxilada, o sinal de H-6 aparece em regido mais protegida do espectro
devido ao efeito de prote¢do das metoxilas em C-5 e C-7.

Em flavonas 5,7,8 metoxilada, o sinal do H-3 pode ser confundido com o de H-
6, porém um acoplamento a longa distdncia de H-6 com os hidrogénios metoxilicos
torna o sinal de H-6 levemente mais alargado do que o relativo a H-3.

A presenca de grupos metoxilas nos flavonoides é caracterizada por singletos
intensos na faixa de 6 3,5 — 4,1 ppm.

Um sinal em torno de & 5,0 ppm indica a presenca de hidrogénio anomério e
também os multipletos, que em alguns casos sdo sinais alargados, entre d 4,0 ppm ¢ o

3,0 ppm, indicam a presenga de substitui¢ao por glicosideo e quando este glicosideo ¢ a
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ramnose, hd presenca de um dupleto em torno de 6 1,0 ppm (J = 6,0 Hz), relativo ao
sinal de deslocamento quimico de sua metila.

Estas caracteristicas sdo confirmadas pelos espectros de RMN °C, onde se
observam, por exemplo, os sinais de deslocamentos quimicos em torno de 6 177,0 ppm,
caracteristico de carbonilas em flavonodides e nos casos de glicosideos destacam-se, por
exemplo, os carbonos em torno de 6 61,0 ppm que s3o caracteristico de glicose e no
caso da ramnose o sinal de carbono em & 17,0 ppm (metila), confirma a presenca deste
glicosideo.

A constante de acoplamento dos sinais dos hidrogénios anoméricos
freqlientemente indica a configuracao do glicosideo ligado na aglicona (flavondide sem
o residuo de actucar). A Tabela 3 indica algumas destas constantes de acoplamento (98)

e as estereoquimicas especificas das ligagdes entre os glicosideos ¢ a aglicona.

Tabela 1 — Dados de constantes de acoplamento relacionando com a estereoquimica do
glicosideo ligado (98)

Grupo Glicosideo Configuracdo  J (Hz)
Piranosideo D — glicose, galactose, xilose -B- 7-8
D — glicose, galactose, xilose -0~ 3-4
L — ramnose -B- 1
L — ramnose -0 2
L — arabinose -B- 2,5
L — arabinose -0 8
Furanosidos D — glicose, galactose, xilose -B- 0-2
D — glicose, galactose, xilose -0l- 4-45
L — arabinose -B- 4
L — arabinose -0 1
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OH OH
OH HC
HO HO HO
OH OH OH

B-D-glicopiranosil B-D-galactopiranosil B-L-rhamnopiranosil

OH OH
QH H;C
HO o} o} HO 0
HO HO HO
OH OH OH

o-D-glicopiranosil o-D-galactopiranosil o-L-rhamnopiranosil

OH

HO HO

OH OH

B-D-xilopiranosil o-L-arabinopiranosil

OH OH —OH  on o4 —ou OH OH OH OH
OH oH OH OH
0 o o— o—
H H OH OH

[3-D-glicofuranosil o-D-glicofuranosil B-D-galactofuranosil o.-D-galactofuranosil

oH OH OH OH oH OH

OH OH
H
O o
H
HO

B-D-xilofuranosil o-D-xilofuranosil B-L-arabinofuranosil o-L-arabinofiranosil
Figura 21 — Estruturas dos glicosideos com suas estereoquimicas.

H HO

Para distinguir a posi¢do na qual o glicosideo esta ligado, o deslocamento
quimico do sinal do hidrogénio anomérico pode ser utilizado, quando por meio dos
dados espectrais nao forem suficientes para esta atribuicao. As Tabelas 4 ¢ 5 (p. 66-67)
mostram alguns destes deslocamentos quimicos para C- e O-glicosideos,

respectivamente.
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Tabela 2 — 6 (ppm) de hidrogénios anoméricos de agtcares de flavonoides C-
glicosilados (em DMSO-d¢) (98)

Glicosideo Primario 0 (ppm) Glicosideo terminal 0 (ppm)

6-C-B-D-Glucoside 4,58 —4,90 (10)
4,70 29-0-a-L-Mannosyl 4,30 (2)
4,77 — 4,81 (29-0-Acetilado)

6-C-a-L-Rhamnoside 4,85 -5,26

6-C-a-L-Arabinoside 4,67 (8,2)

6-C-B-D-Olioside 5,01(11,7,3,2)

6-C-B-L-Boivinoside 5,33 (12,3, 3,1)

8-C-B-D-Glucoside 4,64 — 4,88 (10)
4,69 29.0-Apiofuranosyl 4,98 (1,8)
4,89 29-0-a-L-Rhamnosyl 5,00
4,76 69-0-Apiofuranosyl 4,79 (3)
4,88 —4,92 (29-0-Acetilado)

8-C-B-D-Xyloside 5,04 (8)

8-C-B-L-Arabinoside 5,51s

8-C-a-L-Arabinoside 4,78 — 4,89 (9)

6,8-Di-C-B-D-Glucoside 4,84 sl

6,8-Di-C-B-D-Alloside 4,93 (9,9)

6,8-Di-C-a-L-Arabinoside 4,70 — 4,83 (9,5)
4,52 — 4,66 (9,5)
Na coluna glicosideo terminal, o nimero indica a posi¢do onde esta ligado o glicosideo terminal e a letra indica o glicosideo que ele
se liga. Por exemplo: 29-O-a-L-Rhamnosyl, indica que o residuo de ramnose esta ligado na posigio 2 de um residuo de glicose,

sendo que esta ligacdo se da por meio do oxigénio desta posi¢do. Os valores entre paréntesis correspondem as constantes de
acoplamentos.
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Tabela 3 — 6 (ppm) de hidrogénios anoméricos de glicosideos de flavonodides O-
glicosilados (em DMSO-d¢) (98)

Glicosideo Primario o (ppm) Glicosideo terminal o (ppm)

3-0-B-D-Glucoside 5,25-5,56
5,72-5,75 29.0-B-D-Glucosyl 4,63 — 4,65
5,40 — 5,66 29-0-a-L-Ramnosyl 4,90-5,10
5,65—5,72 26.0-p-D-Xylosyl 4,58 - 4,62
5,28 —5,46 69-0-B-D-Glucosyl 3,96 —4,02
5,28 69-0-a-L-Rhamnosyl 4,37 -4,39

3-0O-a-L-Glucoside 5,63 sl

3-O-B-D-Galactoside 5,33-5,52 29-0-B-D-Glucosyl 4,56 — 4,58
5,64 —5,68 29-0-a-L-Ramnosyl 5,02-5,12
5,59 -5,71 29.0-B-D-Apiofuranosyl 531 (1,4)
5,60
530—5,32 6%-0-B-D-Glucosyl 4,04 — 4,08
5,42 5,47 6°-0-0-L-Rhamnosyl 4,37 - 4,46

3-0-B-D-Glucuronide 5,48

3-0O-a-L-Rhamnoside 4,96 —5,36 (2R-O-Acetilad0)
5,56 2R.0-B-D-Glucosyl 4,10 423
5,39 5,56 2R.0--D-Xylosyl 4,17 -4,73
5,21 -5,50 3R.0-p-D-Glucosyl 4,32 — 4,48
5,33 —5,44 3R.0-B-D-Galactosyl 425
5,31 3R.0-g-L-Rhamnosyl 4,81
5,31

3-O-B-D-Alloside 5,67 — 5,68

3-O-B-Xyloside 5,37

3-0O-a-D-Arabinofuranoside 5,27 5,55
5,59 (2*-O-Acetilado)

3-O-a-L-Arabinofuranoside 5,60s

3-O-a-L-Arabinopiranoside 525d

5-O-B-D-Glucoside 4,56 -4,79
4,90 (diidroflavonol)

6-0O-a-L-Rhamnoside 5,53

7-0-B-D-Glucoside 4,90 - 5,25 26.0-B-D-Glucosyl 4,43 - 4,68
5,05-5,56 29-0-0-L-Ramnosyl 5,56
5,56 29-0-B-D-Apiofuranosyl 5,38 —5,40
4.95
4,80—-5,10 69-0-a-L-Ramnosyl 4,48 — 4,60
5,40 (aurona)

7-0-B-D-Glucuronide 5,10-5,30
5,40 Metoxilado em 8

7-0O-a-L-Rhamnoside 5,22 -5,75

7-0-B-D-Xyloside 4,98

7-O-a-L-Arabinofuranoside 5,61

8-O-B-D-Glucoside 4,65

8-0O-B-D-Glucuronide 4,82

2’-0O-B-D-Glucoside 5,13 (25-0-Acetilado)

2’-O-B-D-Glucuronide 5,00-5,11

2’-0-B-D-Xyloside 4,87

3’-O-B-D-Glucoside 4,92 - 5,00

3’-0-0-L-Rhamnoside 5,37-5,43

3’-0-B-D-Xyloside 4,80 — 4,90

4’-0-B-D-Glucoside 4,80-5,04
5,35 (25-0-Acetilado)

4’-0-B-D-Galactoside 5,00

Na coluna glicosideo terminal, o niimero indica a posigéo onde esta ligado o glicosideo terminal e a letra indica o glicosideo que ele
se liga. Por exemplo: 2-O-a-L-Rhamnosyl, indica que o residuo de ramnose esta ligado na posi¢do 2 de um residuo de glicose,
sendo que esta ligacdo se da por meio do oxigénio desta posi¢ao.
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4.1.1.3 — Espectrofotometria de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

(99)

A absor¢ao espectrofotométrica no UV ¢ usada como auxiliar na identificacao
do tipo de flavonoide, indicando o padrio de oxigenagdo. Em adi¢do, o modo de
substitui¢do no nucleo flavonoidico por grupos hidroxifendlico ndo substituidos pode
ser obtido por adicdo de reagentes que provoquem deslocamentos das bandas de
absor¢do no UV (deslocamentos batocromico ou hipsocrdmico), por exemplo, hidroxico
de s6dio e observando o resultado do deslocamento no pico de absor¢do. Assim,
indiretamente, a técnica pode ser usada em determinar a localizagdo de glicosideos ou
grupos metilas substituindo uma hidroxila fenélica.

A maior vantagem desse método ¢ a pequena quantidade de flavondide requerida
para a completa andlise (usualmente uma quantidade de 0,1 mg). Na pratica, prepara-se
uma solucdo estoque de aproximadamente 0,1 mg por 10 mL em metanol e em seguida
dilui-se até o nivel de absor¢do (absorbancia) do maior pico que ¢ cerca de 0,6. Esta
solugdo estoque ¢ entdo usada para todas as medidas subseqiientes.

Para andlise quantitativa de flavonodides conhecidos aplica-se a lei de Beer-
Lambert:

Equacdo de Beer-Lambert: A=gxcxd

Onde: A = absorbacia

€ = coeficiénte de extingdo molar
¢ = concentracdo do soluto (mol/dm?)

d = comprimento unitario da cela da amostra (cm)
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4.1.1.3.1 — Espectro Geral de Flavondides (99)

Os espectros de UV de flavonoides sdo obtidos em solu¢do de metanol ou menos
satisfatoriamente em etanol. O espectro basicamente consiste em duas absor¢des nas
faixas entre 240-285 nm (banda II) e 300-500 nm (banda I). A posi¢do precisa ¢ a
intensidade relativa destes valores maximos permitidos informa a natureza do
flavonoide e seu padrao de oxigenagdo. Aspectos caracteristicos desses espectros sdo, a
pequena intensidade relativa da Banda I em hidroxiflavonas, diidroxiflavonois e
flavonas, e o longo comprimento de onda da posicdo da Banda I no espectro de
chalconas, auronas e antocianinas. Essas caracteristicas sdo relativamente invariaveis
mesmo mudando o padrio de oxigenacdo, embora a faixa de absor¢do maxima de
diferentes tipos de flavondides pode ser sobreposta, como resultado da variagdo no
padrdo de oxigenagdo. Alguns exemplos da faixa esperada de absor¢do méaxima de cada
tipo de flavonoide sdo mostrados na Tabela 6 (p. 70).

Variagdo dentro destas faixas dependera do padrao de hidroxilagdo e do grau de
substitui¢do das hidroxilas. Em resumo, sdo os seguintes:

1 — Alteracdo na substituicdo do anel A tende ser refletido na absor¢do da Banda II
enquanto alteracao na substituicdo dos anéis B e C tende ser mais aparente na absor¢ao
da Banda L.

2 — Oxigenagdo adicional (especialmente hidroxilagdo) geralmente causa um
deslocamento da banda apropriada com aumento do comprimento de onda, exemplo:
Banda I em 3,5,7-triidroxiflavona, 359 nm; 3,5,7,4’-tetraidroxiflavona, 367 nm;
3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona, 370 nm e 3,5,7,3°,4°,5’-hexaidroxiflavona, 374 nm.

3 — Metilagdo ou glicosilagdo (especialmente nos hidroxis 3,5,7 e 4°) causa
deslocamento da banda com diminuicdo do comprimento de onda. A natureza do

glicosideo na aglicona normalmente nao interfer.
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4 — Acetilagao tende invalidar o efeito de grupos hidroxifendlicos sobre o espectro.

5 — A presenga de acidos cinamicos como funcao acil sobre flavonoides pode ser
detectada pela presenca de absorcao de banda em 320 nm.

6 — Em flavonas e flavondis a presenca de um sistema 3°,4’-diidroxi ¢ geralmente

evidenciado por um pico secundario (ocasionalmente uma proje¢ao) na Banda II.

Tabela 4 — Faixa de absorcao no UV-Vis para flavonoides. (99)

Banda II (nm) Banda I (nm) Tipo de flavondide

250-280 310-350 Flavona

250-280 330-360 Flavonol (3-OH substituido)

250-280 350-385 Flavonol (3-OH livre)

245-275 310-330 curto Isoflavonas

pico em 320 Isoflavonas (5-deéxi-6,7-dihidro adicionado)

275-295 300-330 curto Flavanonas ¢ Dihidroflavonois
230-270 (baixa intensidade) 340-390 Chalconas
230-270 (baixa intensidade) 380-430 Auronas

270-280 465-560 Antocianidinas e antocianinas
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4.2 - DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

DE Dimorphandra mollis.

O estudo fitoquimico do EBM do Cerne de D. mollis resultou no isolamento e
identificacdo de trés flavonodides: astilbina (S;), isoastilbina (S;) e catequina (S3). Os
diastereoisdmeros (S; e S;) apresentaram-se como cristais brancos que foram separados
por HPLC, onde primeiramente verificaram-se as melhores condi¢des de separagdo por
HPLC-DAD modo analitico (cromatogramas A e B, Figura 22), para posterior
separagdo em modo preparativo por HPLC-UV e neste foi utilizado reciclo. A catequina
(S3) apresentou-se como solido de coloragdo vermelha e seu isolamento foi por meio de

CC (Sephadex® LH-20) como indicado no procedimento experimental.

Figura 224 - Cromatogramas da separacdo das substancias Sy € S;: A — cromatograma
sem alteracdo; B — ampliagdo do cromatograma, evidenciando o uso de reciclo. Coluna
C 18 (Luna 250 x 4,6 mm), fase mével MeOH, fluxo de 1 mL/min., detector de DAD, A
=212 nm, A =240 nm, A = 315 nm e A = 350 nm, loop 20 pL.
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A determinagdo estrutural dos compostos isolados foi realizada por meio das
analises espectroscopicas de RMN de 1D e 2D, e outras quando necessario.

Os flavondides astilbina (Sy), isoastilbina (S;) e catequina (S3) apresentaram o
mesmo padrdo de substituicdo para o anel A e B. Para o anel A eles apresentaram sinais
de hidrogénios das posi¢des C-6 e C-8 com constante de acoplamento em meta. Para o
anel B o padrao de substitui¢do aparece com sinais de trés hidrogénios, referente ao
sinal do H-2’ (d com acoplamento em meta), ao sinal H-5 (d com acoplamento em

orto) e ao sinal H-6" (dd com acoplamentos em 0rto e meta).

4.2.1 — Constituintes Quimicos da Fracao C; 2.

A isoastilbina (S;) foi diferenciada da astilbina (S;) pelos sinais de hidrogénios
das posicdes C-2 e C-3, visto que sdo diastereoisomeros. A identificagcdo de S, foi
realizada em mistura com S;.

O espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz, Figura 24, p. 74) apresenta sinais de
deslocamentos quimicos caracteristicos para o anel A das posi¢des C-6 ¢ C-8 em o 5,88
ppm (d, J=2,00 Hz) e em 6 5,91 ppm (d, J = 2,00 Hz), respectivamente. Para o anel B,
o padrdo de substitui¢do aparece com sinais de trés hidrogénios na regido de aromaticos,
referente ao sinal do H-2’ em & 6,97 ppm (d, J = 1,2 Hz), os sinais de H-5" ¢ de H-6’
encontram-se sobrepostos em & 6,83 ppm. Os sinais relativos aos hidrogénios H-2 e H-3
aparecem em & 5,05 ppm (d, J = 10,0 Hz) e 6 4,57 ppm (d, J = 10,0 Hz) para a Sy, ¢ em
85,10 ppm (d, J=2,5 Hz) ¢ 6 4,60 ppm (d, J = 2,5 Hz) para a S,, sendo que a constante
de acoplamento ¢ a principal diferenga entre os diastereoisomeros. Os sinais entre 6 4,40
ppm e 6 3,30 ppm sugerem a presenca de agucares, onde se podem distinguir os em o
4,27 ppm (m), 6 4,04 ppm (d, J = 2,0 Hz), 6 3,68 ppm (dd, J = 2,6 Hz ¢ 9,6 Hz), 3,55
ppm (M) e & 3,31 ppm (dd, J = 2,0 Hz e 2,6 Hz). Os Sinais em torno de d 7,35 ppm sio

sinais relativos a impurezas numa porcentagem de, aproximadamente 12 %. Apds
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analise do espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz, Figuras 25 ¢ 26, p. 74-75)
foi possivel verificar as correlacdes homonucleares e propor a estrutura do glicosideo,
que tratou-se de ramnose, esta observagao foi reforgada com o sinal em & 1,19 ppm (d, J
= 6,80 Hz) de metila caracteristica deste residuo de glicosideo. As correlagdes

encontram-se indicadas na subestrutura da Figura 23.

4,04 3,68
H 427 H
331 %
H

oH (il
H

3,55
Figura 23 — Residuo de ramnose com os dados obtidos dos espectros de RMN 'H e
gCOSY 'H x 'H.

Os dados obtidos do espectro de RMN °C (MeOD, 400 MHz, Figura 31, p. 77)
e dos mapas de correlagdes de gHSQC e de gHMBC (MeOD, 400 MHz, Figuras 27-30,

p. 75-77) encontram-se listados na Tabela 7 (p. 78).
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Tabela 5 — Dados de RMN 'H e "*C para a astilbina (S;) ¢ isoastilbina (S;) em

compara¢do com dados obtidos da Literatura 100 (MeOD, 200 MHz, & = ppm).
RMN 'H | RMN 'H | RMN “C | RMN “C
Posicio S, Lit. 100 S; Lit. 100 S Lit. 100 S; Lit. 100
2 5,05 5,20 5,11 5,50 83,79 84,70 83,79 82,00
3 4,57 4,60 4,62 4,20 78,50 79,30 78,50 76,90
4 - - - - 195,75 196,80 195,75 194,10
5 - - - - 165,32 166,30 165,32 166,20
6 5,88 5,85 5,88 5,86 96,36 98,20 97,47 97,60
7 - - - - 168,74 169,30 168,74 169,80
8 5,91 5,86 591 5,90 96,36 97,10 97,47 96,50
9 - - - - 163,94 164,90 163,94 164,50
1 - - - - 102,36 103,2 102,36 101,60
1' - - - - 129,15 130,00 129,15 128,60
2' 6,97 6,87 6,97 6,84 116,33 117,10 116,33 116,30
3' - - - - 146,39 147,30 146,39 146,50
4 - - - - 147,22 148,10 147,22 146,60
5' 6,83 6,70 6,85 6,70 115,48 116,2 115,48 115,30
6' 6,83 6,75 6,81 6,75 120,47 121,30 120,47 119,40
1" 4,04 4,05 4,00 4,78 102,02 102,90 102,02 102,00
2" 3,31 3,34 3,30 3,45 71,69 72,60 71,69 72,00
3" 3,68 3,20 3,68 3,40 72,11 73,20 72,11 72,00
4" 3,55 3,12 3,52 3,02 73,77 74,60 73,77 73,40
5" 4,27 3,91 4,27 2,42 70,43 71,30 70,43 70,80
6" 1,19 1,10 1,19 0,83 17,80 18,70 17,80 17,80
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Tabela 8 — Dados de gHMBC para a astilbina (S1) (MeOD, 400 MHz, 6 = ppm).

gHMBC
Posiciao Sy
2 195,75; 129,15; 120,47 ¢ 116,73
3 195,75; 129,15; 120,47; 102,36;
102,02 e 83,79
4 -
5 -
6 168,74; 165,32; 102,36 ¢ 96,36
7 -
8 168,74; 163,94; 102,36 € 97,47
9 -
10 -
1 -
2' 147,22; 146,39; 129,47 ¢ 129,15
3 -
4' -
5' 147,22;129,47; 129,15 ¢ 115,48
6' 147,22; 129,15; 116,33 ¢ 115,48
1" 78,50 ¢ 71,69
2" 102,02 ¢ 72,11
3" 71,69
4" 72,11
5" 73,77
6" 70,43

4.2.2 — Constituintes Quimicos da Fracao C; 4.

A Fragao C; 4 apresentou-se como sélido vermelho, caracterizando impurezas

presentes na amostra. A andlise por CCDC indicou como substincia pura, portanto,

prosseguiram-se procedimentos usuais para identificacdo. Por andlises preliminares do

espectro de RMN 'H (MeOD, 200 MHz, Figura 32, p. 80) da Fracdo C; 4 foi possivel

observar sinais na regido de deslocamentos quimicos de hidrogénios aromaticos em o

5,92 ppm (d, J = 2,3 Hz) ¢ 6 5,84 ppm (d, J = 2,3 Hz) referente aos hidrogénios H-8 ¢

H-6, respectivamente; o sinal em 6 6,83 ppm (d, J = 1,7 Hz) corresponde ao sinal do

hidrogénio H-2’ e o conjunto de sinais em 6 6,72 ppm (m) refere-se aos sinais dos

hidrogénios H-5" ¢ H-6’. Os sinais em 6 4,55 ppm (d, J = 7,9 Hz), 6 3,95 ppm (ddd, J =
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5,4 Hz, 7,9 Hz e 8,0 Hz), 6 2,83 ppm (dd, J = 5,4 Hz ¢ 16,0 Hz) ¢ 6 2,48 ppm (dd, J =
8,0 Hz e 16,0 Hz) referem-se aos sinais dos hidrogénios H-2, H-3, H-4b ¢ H-4a,
respectivamente. Estes dados foram comparados (Tabela 9, p. 81) com dados obtidos
da literatura (101) e confirmou que a substancia S; ¢ a catequina.

A catequina (S3) ocorre em duas formas estercoisoméricas que podem ser
diferenciadas pelo desvio da luz plano-polarizada, denominado [a]p. O [a]p

determinado para a catequina foi de -14,57°, portanto, trata-se do isdmero S da mesma.

WWM

6.8313
16.8229
L5.8377
1.2790

5.9231
£5.9115

3-5.8490
/4.5724
4.5350

RN R R R R R R R R R N R R N R N N R R R R R R R RN
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

Figura 32 — Espectro de RMN 'H (MeOD, 200 MHz) da substéncia S; (catequina).
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Tabela 9 — Dados de RMN 'H (MeOD, 200 MHz) da catequina (S3) em comparacio
com dados obtidos da Literatura 101.

Posicao S; Literatura 101
2 - -
3 3,95 (ddd, J =5,4 Hz, 7,9 Hz ¢ 8,0 Hz) 3,88 (m)
42 2,83 (dd, J=5,4 Hz e 16,0 Hz) 2,75 (dd, J=5,4Hze 16,0 Hz)
4b 2,48 (dd, J=8,0 Hz ¢ 16,0 Hz) 2,40 (dd, J=8,0 Hz ¢ 16,0 Hz)
5 - -
6 5,84 (d,J=2,3 Hz) 5,75(2d,J=2,2 Hz)
7 - -
8 5,92 (d,J=2,3 Hz) 5,78 (d,J=2,2 Hz)
9 - -
1 - i,
1 - R
2' 6,83 (d,J=1,7) 6,74 (sl)
3 - -
4' - -
5 6,72 (m) 6,71 (m)
6' 6,72 (M) 6,71 (M)

4.3 — DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

DE Stryphnodendron adstringens.

4.3.1 — Determinacio Estrutural dos Constituintes do EBDI de S. adstringens.

O estudo fitoquimico do EBDI de S. adstringens levou a obtengdo de 7 fragdes
(Fluxograma 6, p. 42), das quais algumas foram analisadas diretamente por GC-MS
para identificagdo de seus constituintes quimicos. Sendo que destas algumas foram
submetidas a reacdes quimicas de transesterificacdes com objetivo de facilitar sua
identificacdo e outras foram submetidas a novos fracionamentos cromatograficos devido
a complexidade na constituicdo de seus componentes. Deste extrato foi possivel
identificar hidrocarbonetos, dalcoois graxos, 4acidos carboxilicos (4cidos graxos),

esteroides, derivados de acido cinamico e alcaldide.
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4.3.1.1 — Constituintes Quimicos da Fra¢do C4 1

O espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz, Figura 33) da Fraciio Cq4 1 apresenta
apenas sinais de deslocamentos quimicos de hidrogénios metilicos em 6 0,89 ppm e de
hidrogénios metilénicos em o6 1,25 ppm correspondentes a cadeia normal

hidrocarbonica, sugerindo que se tratava de hidrocarbonetos.
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Figura 33 — Espectro de RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) da Fracdo Cy 1.

Sendo assim, a Fra¢ao Cy4 1 foi submetida a analise por GC-MS com objetivo de
identificacao dos constituintes presentes na mesma.

A andlise do cromatograma gasoso (Figura 34, p. 83) e dos espectros de massas
(Figura 35, p. 85) obtidos por GC-MS permitiram identificar picos caracteristicos de
hidrocarbonetos, em m/z 57 [C4Ho]", m/z 71 [CsHy]", m/z 85 [C¢His]', m/z 113

[C3H17]+, reforgando a analise feita por meio do experimento de RMN.
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Figura 34 — Cromatograma obtido por GC-MS da Fracido C4 1. Condigdes: Gas de
arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial de 1,0 min.; a
temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C, permanecendo nesta
temperatura por 10,0 min.
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Figura 35 (continuagdo) - Espectros de massas dos constituintes da Fracdo Cj4 1
obtidos por GC-MS.
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Sg - Tricosano (Ca3Hyg, tg = 13,825 min.)
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Figura 35 (continuacdo) - Espectros de massas dos constituintes da Frag¢ao Cj4 1
obtidos por GC-MS.
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Sis - Triacontano (C;oHgy, tr = 22,867 min.)
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Figura 35 - Espectros de massas dos constituintes da Fraciao C4 1 obtidos por GC-MS.

A auséncia do pico do ion molecular (M") nos espectros de massas para os
hidrocarbonetos ndo permitiu propor por meio de EM as estruturas dos mesmos, pois
nao possibilitou indicar qual o tamanho de cada cadeia hidrocarbonica. Sendo assim,
foram utilizados padrdes comerciais de hidrocarbonetos (Cs-Css € C30) para comparagao
dos tg das substancias presentes na Frac¢ao C4 1 com os tg dos padroes comerciais
(Figura 36, p. 86). A analise de comparacao foi realizada por GC sem estar acoplada ao
MS, conseqiientemente, os tg verificados no cromatograma obtido por GC-MS nao sao
exatamente iguais daqueles observados por GC, ja que ndo era a mesma coluna
cromatografica. Com isso, foi possivel verificar que os hidrocarbonetos presentes na

amostra sao os relacionados na Tabela 10 (p. 86).

85



Resultados e Discussdes

m— L T T L T

—3 /L5200 84

k21070871496

| S YT L
- Rl 2311349

3714 748,/3833

] FiELL
0,71 6. 578/ 5335

=1

20

3dmm

2004

100+

o
5L
1
o
5 }?4

gc,,

LT

.26
4394
5.60L

3 C

S— 1 A
—

N

H

el .8

TG
.02
N
6 .

——l1.759

S—

e

15666
—15.5

2

f——Lf. 995 .S-)

L1752 O

bzz 105 O

0

10

20

3[|'min

Figura 36 — Comparacao dos Cromatogramas obtido por GC da Frag¢do C4 1 (A) e dos
padrdes comerciais de hidrocarbonetos (B). Condi¢des: Gas de arraste: Nitrogénio (N);
temperatura inicial de 100° C; tempo inicial de 1,0 min.; a temperatura da coluna
aumentou de 10° C/min. até 250° C, permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.

Tabela 10 — Hidrocarbonetos identificados na Fracdo C4 1. Os tg foram obtidos por
GC.

Nome Formula tr dos tr dos Picos da  Porcentagem
Molecular Padrdes Fraciao C4 1 relativa (%)
(min.) (min.)

Nonadecano Sy CioHyg 9,612 9,584 0,50
Icosano Ss CyoHao 10,721 10,708 0,25
Henicosano Sg Cr1Hus 11,793 11,807 15,99
Docosano Sy CyHue 12,822 12,816 1,10
Tricosano Sg Co3Hyg 13,811 13,831 21,15
Tetracosano So Ca4Hsg 14,759 14,749 0,62
Pentacosano Sy CysHsp 15,666 15,671 9,96
Hexacosano St; CosHss 16,588 16,578 0,91
Heptacosano Si2 C,7Hs56 17,662 17,629 12,83
Octacosano Si3 CogHss 18,995 18,979 1,87
Nonacosano Sy CyoHsgo - 20,688 20,88
Triacontano Sis CsoHez 22,706 22,686 1,90
Hentriacontano Si¢ Cs31Hgs - 25,401 11,96

tg — Tempo de retengdo em minutos.
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O pico com tempo de retencdo de 5,68 min. ndo apresenta espectro de massas
tipico de hidrocarbonetos e sim, com padrdo de fragmentagdo de alcoois secundarios
(102). Os espectros de massas de alcoois primarios obtidos por impacto por elétrons
(IE) normalmente ndo apresentam o pico do ion molecular, devido a eliminagdo 1,4 de
H,0 (M-[H,0]"), e, portanto, seus espectros de massas se assemelham muito a um
alqueno. A disting@o entre um alcool e um alqueno ¢é efetuada facilmente por meio do
tempo de retencdo. Os alcoois (C,) eluem na mesma regido de hidrocarbonetos, porém
com 3 unidades de carbono a mais (C,+3), sendo assim foi possivel propor o alcool em
questdo seja o Ci7H360 (Heptadecanol — Sy7), mas sem poder afirmar a posicdo da

hidroxila.

C17H360

M=256¢ ———>» }:;O m/z 238

Sendo assim, na Fraciao C4 1 foi possivel identificar os hidrocarbonetos C;9-Cs;
(S4 — S16), € 0 alcool presente na fracdo ¢ o heptadecanol (Sy7), no qual a posicao da
hidroxila ndo foi definida e sua propor¢do em relagdo aos hidrocarbonetos ¢ de apenas

0,08 %.

4.3.1.2 — Constituintes Quimicos da Fracdo C4 2.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz, Figura 37, p. 88) da Fragio C, 2
apresenta sinais de hidrogénios olefinicos em 6 5,35 ppm, carbindlicos em 6 4,05 ppm e
sinais de hidrogénios ligados a carbono em posi¢do o a uma fung¢do carbonilica em &
2,28 ppm, além dos sinais em 6 1,25 ppm e 6 0,86 ppm referentes a hidrogénios
metilénicos e metilicos, respectivamente, sugerindo assim a presenca de acidos
carboxilicos como compostos majoritarios e ¢steres oriundos de alcoois graxos e acidos

graxos.
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Figura 37 — Espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da Fracdo Cy 2.

A andlise dos espectros de massas obtidos por GC-MS apresentou, em alguns
espectros padrdes de fragmentacdes tipicas de hidrocarbonetos, com pico do ion
molecular muito pequeno, como ja foi visto anteriormente; em outros, o padrdo de
fragmentacdo sugere a presenca de dacidos carboxilicos. Os acidos carboxilicos
apresentam uma periodicidade marcante para ions com fragmentos comegando em m/z
73 D e seguindo-se com trés unidades de grupos metilénicos (m/z 129 D, m/z 185 D, m/z
241 D). Os 4acidos carboxilicos, que devido a alta polaridade apresentam um
alargamento de pico consideravel em cromatografia gasosa, portanto, foi aconselhavel
transformar os 4cidos graxos livres em seus ésteres metilicos.

Assim, realizaram-se a metilagdo de uma aliquota da Fragao C4 2 pelo método
descrito no procedimento experimental. O material reacional foi analisado por GC-MS,
mostrando a presenca de picos bastante significativos, como pode ser observado no
cromatograma gasoso (Figura 38, p. 89). Analises dos respectivos espectros de massas
permitiram detectar a presenca, principalmente, de ésteres metilicos de acidos graxos

caracterizados pela presenga do pico base correspondente ao fragmento m/z 74 D,
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originado pelo rearranjo do tipo McLafferty, no qual ocorre a clivagem da ligacao Ca —
CB e a transferéncia de a&tomo de hidrogénio do Cy para o fragmento ionizado (Figura
39).

A
16,497 503

50

o L

125 o5 375

10 2,062,187

0 L r—
125 25 75
Figura 38 — Cromatogramas da mistura de ésteres metilicos de acidos graxos obtidos da
Fracao C4 2. A — cromatograma sem alteracdo; B — cromatograma com aumento da
intensidade dos picos. Condi¢des: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de
100° C; tempo inicial de 1,0 min., temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até

250° C, permanecendo nesta por 10,0 min.
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Figura 39 — Rearranjo do tipo McLafferty para os ésteres metilicos de acidos graxos.

Os espectros de massas foram comparados com espectros de massas de ésteres
de 4cidos graxos encontrados na biblioteca Wily/PBM do sistema GC-MS. Esta
comparagdo ¢ identificacdo dos constituintes presentes na Fracdo C4 2 encontram-se na
Figura 40 (p. 95), e os seus respectivos tempos de retencdo e porcentagens constam na

Tabela 11 (p. 96).
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Figura 40 (continuagdo) - Espectros de massas da Fracao C4 2 obtidos por GC-MS em
comparagao com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
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S,; — Ester metilico do acido hexadecandico (tr = 10,333 min.)
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Figura 40 (continuago) - Espectros de massas da Fracao C4 2 obtidos por GC-MS em
comparagdo com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
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S14 - Ester metilico do acido (Z) 9-octadecendico (tg = 12,775 min.)
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Figura 40 (continuagdo) - Espectros de massas da Fra¢do C4 2 obtidos por GC-MS em
comparagdo com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
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Figura 40 (continuagdo) - Espectros de massas da Fracao C4 2 obtidos por GC-MS em

comparagdo com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
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S30 - Ester metilico do acido tetracosandico (tr = 20,942 min.)
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Figura 40 (continuagdo) - Espectros de massas da Fra¢ao C4 2 obtidos por GC-MS em
comparagdo com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
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Ss3 - Ester metilico do acido 9-[Z,Z]-hexadecenil-9-hexadecendico (tg = 39,242 min.)
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Figura 40 - Espectros de massas da Fra¢ao C4 2 obtidos por GC-MS em comparagao

com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
Para alguns picos foi aplicada a equagdo de Van Den Dool e Kratz (103), que
considera o tempo de retencdo de cada composto e os numeros de carbonos de

hidrocarbonetos injetados no GC:

IK = 100.N.(tg-ty.1) + 100.Cyq
th-tn-1

Onde:
IK = indice de retencao de Kovats.
N=C,-Cpi.
C, = niimero de carbonos do n-alcano que elui apods a substancia analisada.
Cy.1 = niimero de carbonos do n-alcano que elui antes da substincia analisada.
tx = tempo de retencdo da substancia analisada.
t, = tempo de retencdo do n-alcano que elui apds a substancia analisada.
t,.1 = tempo de reten¢do do n-alcano que elui antes da substancia analisada.

Com isto, foi determinado o indice de reten¢do de Kovats para cada pico.

Kovats introduziu um indice de retengdo em cromatografia gasosa de varios
tipos de substancias em relagdo ao tempo de retencdo de hidrocarbonetos saturados de

cadeia linear. Esse indice d4 indicacdes de onde um determinado composto aparecera
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num cromatograma, em relacdo a um determinado n-alcano utilizando tempos de
retencao ajustados. O indice de Kovats fornece informagdes consideraveis com relacao
a grupos funcionais e tamanhos de moléculas desconhecidas.

Portanto, os compostos foram identificados pela andlise dos espectros de
massas de cada pico, pela comparagdo de seus espectros de massas com 0s espectros
obtidos da biblioteca do aparelho e pela comparagdo do indice de Kovats o qual
refor¢ou a proposta para algumas substancias (Tabela 12, p. 97).

Tabela 11 — Compostos identificados como ésteres metilicos na Fracdo Cy4 2. Os tg
(min.) foram obtidos por GC-MS.

Nome tr dos Picos da  Porcentagem
Fracgao C42 relativa (%)
(E) 3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol acetato Sqg* 6,988 0,18
Acido tetradecanoico Sto 7,483 0,89
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona Szp* 9,208 2,43
Acido hexadecanoico Sy 10,333 15,91
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol acetato Sy,* 11,933 1,35
Acido (Z,Z) 9,12-octadecadiendico S»3 12,692 4,51
Acido (Z) 9-octadecendico Sy4 12,775 3,18
Acido octadecanoico S;s 13,117 21,38
Acido icosandico Sy 15,733 30,02
Acido henicosanoico Sz7 16,967 0,61
Acido docosandico Sys 18,167 8,10
Acido tricosandico Syo 19,433 0,32
Acido tetracosandico Ssg 20,942 6,94
Acido hexacosanbico Sz 24,967 3,17
I-nonadecanol S3,* 30,042 0,71
Acido (Z2,2) 9-hexadecenil-9-hexadecendico Si; 39,242 0,30

* Presentes na fracdo e identificados por comparagdo com os dados dos espectros da Biblioteca, apesar
de ndo serem derivados de ésteres metilicos.
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Tabela 12 — Comparagao dos indices de Kovats dos ésteres metilicos dos compostos
identificados com os indices obtidos de ADAMS (103) dos compostos da Frag¢ao Cy4 2.

Os tg (min.) foram obtidos por GC-MS.

Nome IK K
Acetato do (E) 3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol Syg 1885 1847
Acido tetradecanodico Sio 1920 1922
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona Sz 2044 2025
Acido hexadecanoico S 2123 2125
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol acetato Sy, * 2238 2218
Acido (Z,Z) 9,12-octadecadiendico S»3 2293 -
Acido (Z) 9-octadecendico Sz4 2297 -
Acido octadecandico Ss 2325 -
Acido icosandico Sz 2528 -
Acido henicosanoico Sy7 2627 -
Acido docosandico Szs 2727 -
Acido tricosandico Sjo 2825 -
Acido tetracosandico Ssg 2922 -

Acido hexacosandico Sz
1-nonadecanol Sz*
Acido (Z,7) 9-hexadecenil-9-hexadecendico Si;

IK - indice de Retengio de Kovats calculado e IK - Indice de Retencio de Kovats de ADAMS (103).

* Presentes na fragdo e identificados, apesar de ndo serem derivados de ésteres metilicos.

4.3.1.3 — Constituintes Quimicos da Fracdo C43.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz, Figura 41, p. 98) da Fraciio C4 3

apresenta um sinal em 6 4,18 ppm (t, J = 4,5 Hz) referente a hidrogénios carbinélicos

de ésteres, um sinal em 6 3,94 ppm (t, J = 4,9 Hz) correspondente a hidrogénios de

CH,; de uma fungdo alcool, em 6 2,35 ppm (t, J = 7,5 Hz) sinal de hidrogénios de CH,

em posi¢ao o a uma fungdo carbonilica, os sinais em & 1,62 ppm (M) e em o 1,26 ppm

(S) referentes a hidrogénios metilénicos e em & 0,88 ppm (1, J = 6,4 Hz) a sinais de

hidrogénios metilicos. Estes dados sugerem a presenca de alcoois e acidos graxos,

além de ésteres de alcoois e acidos graxos.
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Figura 41 — Espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da Fracdo Cy 3.

Ao analisar o cromatograma gasoso (Figura 42, p. 99) e os espectros de massas
obtidos por GC-MS foi possivel observar a presen¢a de alcoois e acidos carboxilicos
devidos o padrdo de fragmentacgdo tipico para estas classes de compostos, ja discutidos
anteriormente, reforcando a andlise realizada por RMN.

Devido as caracteristicas dessas classes de compostos, as quais sdo de dificeis
interpretacdes de seus espectros de massas, ja& discutido anteriormente, foram
realizadas reagdes de transesterificacdes (metilagdo) para modificacdes estruturais para
melhor anélise por GC-MS de seus produtos. Os espectros de massas encontram-se na
Figura 43 (p. 99) e estes foram comparados com espectros de massas obtidos da

biblioteca do equipamento.
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Figura 42 — Cromatogramas dos compostos presentes na Fracdo C4 3. A —
cromatograma sem altera¢ao; B — cromatograma com aumento da intensidade dos picos.
Condigdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial
de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C,
permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.

S34 - Ester metilico do 4cido heptadecanoico (tg = 11,725 min.)
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Figura 43 - Espectro de massas da Fracdo C4 3 obtido por GC-MS em comparagdo
com espectro obtido da biblioteca do equipamento (Os demais espectros sdo iguais aos
ja apresentados na Figura 40, p. 90).

Portanto, foi possivel identificar na Fracdo C,4 3 as substancias relacionadas

nas Tabelas 13 e 14 (p. 100).
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Tabela 13 — Compostos identificados como ésteres metilicos na Fracdo C4 3. Os tg
(min.) foram obtidos por GC-MS.

Nome tr dos Picos da Porcentagem
Fracido C43 relativa (%)
Acido tetradecanoico Sto 7,475 0,79
Acido hexadecandico S 10,333 37,09
Acido heptadecandico Ss4 11,725 0,54
Acido (Z,7) 9,12-octadecadiendico Sy3 12,683 16,56
Acido (Z) 9-octadecendico Sy4 12,767 11,59
Acido octadecanoico S;s 13,108 18,43
Acido icosandico Sy 15,717 10,74
Acido docosandico Sas 18,150 2,67
Acido tetracosanoico Sso 20,925 1,14
Acido hexacosandico Sz 24,933 0,45

Tabela 14 — Comparacdo dos indices de Kovats dos compostos identificados como
¢ésteres metilicos com os indices obtidos de ADAMS (103) dos compostos da Frag¢ao Cy
3. Os tg (min.) foram obtidos por GC-MS.

Nome IK 1K
Acido tetradecanodico Sio 1920 1922
Acido hexadecandico Sy; 2123 2125
Acido heptadecandico Sz4 2223 -
Acido (Z,Z) 9,12-octadecadiendico S,3 2293 -
Acido (Z) 9-octadecendico Sy 2299 -
Acido octadecanoico S;s 2324 -
Acido icosandico Sz 2526 -
Acido docosandico Szs 2726 -
Acido tetracosandico Ssg 2920 -

Acido hexacosandico Ss; - -
IK - Indice de Retencdo de Kovats calculado e IK - Indice de Retencio de Kovats de ADAMS (103).

4.3.1.4 — Constituintes Quimicos da Fracao C4 4

A Fracdo C4 4 apresentou caracteristicas espectroscOpicas bastante
semelhantes da Fra¢dao C4 3 (Figura 44, p. 101), sendo assim seguiu-se 0 mesmo
procedimento para determinagdo de seus constituintes quimicos, ou seja, realizacao de

modificacao estrutural e andlise por GC-MS (Figura 45, p. 101).
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Figura 44 — Espectro de RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) da Fracdo Cy 4.
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Figura 45 — Cromatogramas dos compostos presentes na Fracdo C4 4. A —
cromatograma sem alteragdo; B — cromatograma com aumento da intensidade dos picos.
Condigdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial
de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C,
permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.

Desta fragdo foi possivel identificar as substancias Sy9, Sz1, S23 € Sz25 — S31 ja
identificadas em fragdes anteriores e as S35 — S4; identificadas, at¢ o momento, apenas

nesta fracdo (Tabela 15, p. 102).

101



Resultados e Discussdes

Tabela 15 — Compostos identificados na Frag¢ao C4 4. Os tg (min.) foram obtidos por
GC-MS.

Nome tr dos Picos da Porcentagem
Fraciao Cs 4 relativa (%)
Acido 9-oxo-nonadecandico Szs 3,867 1,48
Acido octandico Sse 4,858 0,20
Acido nonanedidico Sz, 5,117 0,61
Acetal dimetil decanal Sz 5,758 1,15
Acido tetradecanoico Sqo 7,500 1,79
Acido dodecandico Sso 8,817 0,48
6,10-dimetil-2-undecanona Sy 9,233 0,27
Acido hexadecandico Sy 10,367 45,61
Acido heptadecandico S4 11,750 0,66
Acido (Z,Z) 9,12-octadecadiendico S,z 12,708 10,00
Acido 13,16-octadecadiendico S4 12,792 7,04
Acido octadecandico S5 13,128 18,16
Acido icosandico Sy 15,733 6,17
Acido henicosandico S, 16,975 0,31
Acido docosandico Syg 18,167 3,52
Acido tricosandico Syo 19,442 0,22
Acido tetracosandico Sso 20,950 1,83
Acido hexacosandico S 24,967 0,50

* Presentes na fracdo e identificados, apesar de ndo serem derivados de ésteres metilicos.

Tabela 16 — Comparacdo dos indices de Kovats dos compostos identificados como
¢ésteres metilicos com os indices obtidos de ADAMS (103) dos compostos da Frag¢ao Cy
4. Os tg (min.) foram obtidos por GC-MS.

Nome IK IK*
Acido 9-oxo-nonadecandico Sis 1629 1621
Acido octanoico Ss 1719 1724
Acido nonanedibico Ss7 1740 -
Acetal dimetil decanal Szg 1793 -
Acido tetradecanoico Sqo 1922 1922
Acido dodecandico Sso 2023 -
6,10-dimetil-2-undecanona Sa 2045 -
Acido hexadecandico Sy 2126 2129
Acido heptadecandico Si4 225 -
Acido (Z,2) 9,12-octadecadiendico S,z 2294 2096
Acido 13,16-octadecadiendico Sy 2301 -
Acido octadecandico S,s 2326 -
Acido icosandico S 2527 -
Acido henicosandico S, 2628 -
Acido docosandico S,s 2727 -

Acido tricosandico Syg - -
Acido tetracosanoico Sz - -

Acido hexacosanoico Ss3; - -

IK - Indice de Retencdo de Kovats calculado e IK - Indice de Retencdo de Kovats de ADAMS (103).
* Presentes na fracdo e identificados, apesar de ndo serem derivados de ésteres metilicos.
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S35 — Ester metilico do acido 9-oxo-nonadecandico (tr = 3,967 min.)
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S36 — Ester metilico do &cido octanoico (tg = 4,858 min.)
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S37 — Ester metilico do acido nonanedidico (tr = 5,117 min.)
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Figura 46 (continuagdo) - Espectros de massas dos compostos identificados como
ésteres metilicos da Fracdo C4 4 obtidos por GC-MS em comparagdo com espectros
obtidos da biblioteca do equipamento (S3o mostrados apenas os ndo identificados nas
fracdes anteriores).
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Sis — Acetal dimetil decanal (tg = 5,758 min.)
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S40 — 6,10-dimetil-2-undecanona (tg = 9,233 min.)
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Figura 46 (continuagdo) - Espectros de massas dos compostos identificados como
¢ésteres metilicos da Fracdo C4 4 obtidos por GC-MS em comparagdo com espectros
obtidos da biblioteca do equipamento (Sao mostrados apenas os nao identificados nas
fragdes anteriores).
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S41 — Ester metilico do acido 13,16-octadecadiendico (tg = 12,792 min.)
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Figura 466 - Espectros de massas dos compostos identificados como ésteres metilicos
da Fragcao Cs 4 obtidos por GC-MS em comparagdo com espectros obtidos da
biblioteca do equipamento (S3o mostrados apenas os nao identificados nas fragdes
anteriores).

4.3.1.5 — Constituintes Quimicos da Fracdo C4 5.

Ap6s andlise por CCDC a Fragao C4 5 apresentou-se complexa para
identificacao direta de seus constituintes quimicos, sendo entdo necessario novo
fracionamento, este originou a coluna Cs, deste refracionamento obteve-se um total de
38 fragdes que foram reunidas em grupos apds analise por CCDC e receberam nova
numeracdo. A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por meio de

analises espectrais de RMN e espectrometria de massas.

4.3.1.5.1 — Constituintes Quimicos da Coluna Cs (Proveniente da Frac&o C, 5).

4.3.1.5.1.1 — Constituintes Quimicos da Fragao Cs 1.

Ao observar o espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz, idéntica & Figura 33, p.
82) e o cromatograma (Figura 47, p. 106) da Fracao Cs 1 pode-se sugerir que se trata
basicamente de hidrocarbonetos devido a presenca de sinais de hidrogénios metilicos e
metilénicos em 6 0,86 ppm e & 1,28 ppm, respectivamente. Como j& foram analisadas
anteriormente fracdo com esta classe de compostos, ficou bastante claro tratarem-se de

hidrocarbonetos, portanto, optou-se pela nao realizagdo de analises por GC-MS, visto
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que o espectro de RMN 'H sugere a presenca apenas dessas substdncias. Sendo assim,
como realizado anteriormente, foram feitas comparacdes dos tg dos compostos
presentes na amostra e dos tg de padrdoes comercial. Os hidrocarbonetos presentes na

Fracao Cs 1 encontram-se listados na Tabela 17 (p. 107).
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Figura 47 - Comparagao dos Cromatogramas obtidos por GC da Fracao Cs 1 (A) e dos
padrdes comerciais de hidrocarbonetos (B). Condicdes: Gés de arraste: Nitrogénio (N);
temperatura inicial de 100° C; tempo inicial de 1,0 min.; a temperatura da coluna
aumentou de 10° C/min. até 250° C, permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.
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Tabela 17 — Hidrocarbonetos identificados na Frag¢ao Cs 1. Os tg foram obtidos por
GC.

Nome Formula tg dos tr dos Picos da  Porcentagem
Molecular Padroes Fraciao Cs 1 relativa (%)
(min.) (min.)
Tricosano Sg Cax3Hus 13,811 13,797 0,90
Tetracosano So CasHsg 14,759 14,743 0,29
Pentacosano Sig CysHs, 15,666 15,657 5,61
Hexacosano Si1 CysHs4 16,588 16,570 1,29
Heptacosano Sy Cy7Hs56 17,662 17,697 31,64
Octacosano Si3 CogHsg 18,995 18,968 2,38
Nonacosano Sy CyoHsgg - 20,672 2991
Triacontano Sis Cs0Hez 22,706 22,671 3,04
Hentriacontano St¢ Cs31Hes - 25411 24,94

tg — Tempo de reteng@o em minutos.

4.3.1.5.1.2 — Constituintes Quimicos da Fracado Cs 2.

Ao analisar o espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz, Figura 48, p. 108) da
Fracgao Cs 2 foram observados sinais caracteristicos de acidos carboxilicos, & 2,35 ppm
(t, J = 17,3 Hz) referentes a hidrogénios de CH, em posi¢ao o a uma fun¢ao carbonilica,
sinal em 6 1,63 ppm (t, J = 6,97 Hz) e 6 1,26 ppm (S) correspondentes a sinais de
hidrogénios metilénicos ¢ em & 0,88 ppm (t, J = 6,4 Hz) sinais de hidrogénios metilicos.
O cromatograma desta fracdo ¢ mostrado na Figura 49 (p. 108). Realizou-se a
transesterificacdo (metilagdo) desta fragcdo e posterior analise por GC-MS comparando-
se os espectros de massas dos picos provenientes da amostra com os espectros de

massas obtidos da biblioteca do equipamento.
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Figura 48 — Espectro de RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) da Fracdo Cs 2.
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Figura 49 — Cromatogramas dos compostos presentes na Fracdo Cs 2. A —
cromatograma sem altera¢ao; B — cromatograma com aumento da intensidade dos picos.
Condigdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial
de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C,
permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.

Foi possivel identificar os compostos relacionados na Tabela 18 (p. 109), os

quais ja foram identificados em fragdes anteriores.
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Tabela 18 — Compostos identificados como ésteres metilicos na Fracdo Cs 2. Os tg
(min.) foram obtidos por GC-MS.

Nome tr dos Picos da Porcentagem

Fracio Cs 2 relativa (%)
Acido dodecandico Szo 8,925 0,25
Acido hexadecandico S 10,367 52,98
Acido hexadecil icosandico Sy 12,058 0,80
Acido octadecandico Sis 13,142 29,59
Acido 13,16-octadecadiendico S4; 14,300 1,58
Acido icosanéico Sy 15,750 10,21
1,1-dimetoxi-hexadecano Sg3” 17,042 0,56
Acido docosandico Sys 18,183 4,03

* Presente na fracao e identificado, apesar de ndo ser derivado de éster metilico.

Tabela 19 — Comparacdo dos indices de Kovats dos compostos identificados como
ésteres metilicos com os indices obtidos de ADAMS (103) dos compostos da Fragao Cs
2. Os tg (min.) foram obtidos por GC-MS.

Nome IK IK*
Acido dodecanoico Szo 2045 -
Acido hexadecanoico Sz 2125 2125
Acido hexadecil icosandico Ss; 2226 -
Acido octadecanoico S;s 2327 -
Acido 13,16-octadecadiendico S4 2415 -
Acido icosandico Sz 2528 -
1,1-dimetoxi-hexadecano S43* 2634 -
Acido docosandico Sig 2729 -

IK - Indice de Retengdo de Kovats calculado e IK” - Indice de Retengdo de Kovats de ADAMS (103).
* Presente na fracao e identificado, apesar de ndo ser derivado de éster metilico.

4.3.1.5.1.3 — Constituintes Quimicos da Fragéo Cs 3.

A Fracao Cs 3 apresentou-se como sélido branco cristalino que apos analise por
CCDC verificou-se que pela sua coloragcdo caracteristica apos a revelagao e seu Rf,
provavelmente, tratava-se de esterdides, possivelmente o sitosterol. Desta forma,
seguiram-se os procedimentos usuais para sua identificacdo e confirmacao da presenca
desta substancia na Fracao Cs3.

A anilise do espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz, Figura 50, p. 110)
apresentou um sinal em 6 5,34 ppm (dl, J = 5,0 Hz) o qual corresponde ao deslocamento

quimico do hidrogénio olefinico ligado ao carbono 6; em & 3,51 ppm (M) corresponde
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ao do hidrogénio ligado ao carbono 3; e os sinais entre & 0,65 ppm e o 2,30 ppm
referem-se aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos carbonos metilicos,
metilénicos e metinicos. Estes sinais indicaram a presenca do B-sitosterol. Foi possivel
observar, ainda, um sinal em & 5,03 ppm (dd, J = 15,4 e 8,0 Hz) referente ao
deslocamento quimico de hidrogénio olefinico, sugerindo a presenca do estigmasterol,
visto que este sinal pode ser do hidrogénio ligado ao carbono da posicao 23 e em d 5,11
ppm (dd, J = 15,4 ¢ 8,0 Hz), correspondente ao sinal do hidrogénio ligado ao carbono
olefinico da posi¢do 22.

Para confirmagdo de que nesta fragdo havia apenas estas duas substincias foi
realizado experimento por GC-MS e obtiveram-se no cromatograma trés picos
majoritarios (Figura 51, p. 111).

Apo6s andlise dos espectros de massas (Figura 52, p. 111) foi possivel verificar
que além do sitosterol (S44) € do estigmasterol (S4s) havia também a presenga do

esteroide campesterol (S4).

Figura 50 — Espectro de RMN 'H (CDCls;, 200 MHz) da Fracéo Cs 3.
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Figura 51 — Cromatograma obtido no GC-MS da Frac¢ao Cs 3. Condi¢des: Gas de
arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial de 1,0 min.; a
temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C, permanecendo nesta

temperatura por 10,0 min.
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Pico 3 - Espectro de massas do campesterol (S4e).

Figura 527 - Espectros de massas da Fra¢ao Cs 3 obtidos por GC-MS.
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4.3.1.5.1.4 — Constituintes Quimicos da Fracao Cs 4.

A Fracio Cs 4, apos analise por RMN 'H (CDCls, 200 MHz, Figuras 54 ¢ 55,
p. 113), apresentou conjuntos de sinais em & 7,64 ppm (d, J=8,7 Hz) ¢ 6 6,81 ppm (d, J
= 8,7 Hz) e em 6 7,44 ppm (d, J = 8,7 Hz) ¢ 6 6,84 ppm (d, J = 8,7 Hz) de hidrogénios
ligados a carbonos aromaticos, de acoplamento orto, sendo que cada conjunto de sinais

corresponde a um anel, como pode ser observado nas subestruturas da Figura 53.

6,81 6,84

7,64 7,44

H

a b
Figura 53 — Subestruturas com dados RMN 'H para Fracéo Cs 4, sugerindo tratar-se de
dois anéis aromaticos (a ¢ b).

Os sinais em & 7,63 ppm (d, J = 16,1 Hz) ¢ 6 6,31 ppm (d, J = 16,1 Hz) referem-

se a sinais de hidrogénios olefinico em configuragdo trans, e os sinais em 6 6,83 ppm (d,
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J=12,4 Hz) ¢ o sinal em 6 5,83 ppm (d, J = 12,4 Hz) referem-se a sinais de hidrogénios
olefinicos em configuracdo cis. Ainda analisando o espectro de RMN 'H, observam-se
sinais em 0 1,58 ppm e 0 1,26 ppm referentes a sinais de hidrogénios metilénicos ¢ em o

0,88 ppm de sinais de hidrogénios metilicos da cadeia hidrocarbdnica.
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Figura 55 — Ampliacio do espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da Fragio Cs 4.
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Este conjunto de dados propde que a Fragao Cs 4 ¢ constituida por derivados de
acidos cinamicos com cadeia lateral olefinica com configuragao cis e trans esterificados
por cadeia normal hidrocarbonica.

Esta fracdo foi analisada por GC-MS e nao foi obtida nenhuma informacao a
cerca do tamanho das cadeias hidrocarbonicas, nas condi¢des analisadas, ficando estas
indeterminadas por este método. Utilizando a integragdo do espectro de RMN 'H, pode-
se propor que o nimero de metilenos com deslocamentos quimicos entre 6 1,2-1,7 ppm
¢ 23 e, portanto, a cadeia hidrocarbonica seja de 25 carbonos. Sendo assim, pode-se
dizer que a Frac¢ao Cs 4 apresenta dois derivados do acido cindmico (S47 € S4g) com a
cadeia lateral na configuragdo Cis e trans e tamanho da cadeia esterificante de 25

carbonos.

0]
CH
N O/\<CH2i3 3 N

HO HO O O

Sa7 Sa CH2>7CH3
23

4.3.1.5.2 — Constituintes Quimicos da Coluna Cgs (Proveniente da Fracéo C, 6).

Apo6s andlise por CCDC, a Fragao Cy4 6 apresentou-se muito similar a anterior e
bastante complexa para determinagdo de seus constituintes quimicos necessitando de
mais um fracionamento dando origem a Coluna Cg. Sendo que nas fragdes iniciais
(Fragdes Cg 1 — 3) ap6s analises preliminares por CCDC ¢ RMN 'H foi observada a
presenca de hidrocarbonetos, acidos graxos e as substancias sitosterol (Ss4) €
estimasterol (S4s). Elas ndo serdo discutidas visto que estes compostos ja foram

identificados anteriormente.
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4.3.1.5.2.1 — Constituintes Quimicos da Fragao Cg 4.

A Fracao Cq 4 apresentou-se como solido amorfo de coloragdo branca que apds
analise por CCDC constatou-se estar pura. O seu espectro de RMN 'H (CDCls, 200
MHz, Figura 56) apresentou poucos sinais, um em o 7,48 ppm (s, 1H) e trés em 0 3,95
ppm, 8 3,54 ppm e & 3,36 ppm (S, 3H cada) caracteristicos de sinais de hidrogénios de
metilas ligadas a nitrogénio.

A amostra foi submetida a andlise por GC-MS que confirmou, pela observacao
do cromatograma gasoso (Figura 57, p. 116), tratar-se de um unico composto. Por
comparacdo dos espectros de massas da amostra com o obtido da biblioteca do
equipamento (Figura 58, p. 116), foi possivel determinar que o composto presente na

Fracio Cg 4 trata-se do alcaldide cafeina (Syo).
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Figura 56 — Espectro de RMN 'H (CDCls, 200 MHz) da Fragio Cq 4.
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Figura 57 — Cromatograma obtido por GC-MS da Fracido C¢ 4. Condigdes: Gas de
arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial de 1,0 min.; a
temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C, permanecendo nesta
temperatura por 10,0 min.

S49 - Cafeina

o B7 109
2 134
240
0] A 1.22.13?15”.155.1?9.- @22t
100 ! 200 ! 300
Espectro de massas da biblioteca:
3 13 194 i
0142 82 ;:j]::‘}
|
105
ol 1 ?{3 L) 122 1390 18
! 100 ! 200 ! 200

Figura 58 - Espectro de massas da Fracdo Cg 4 obtido por GC-MS em comparagao
com dados obtidos da biblioteca do equipamento.

Ao analisar por CCDC e RMN as Fracoes C¢ 5 — 10 foi possivel observar que

estas contém como componentes majoritarios acidos graxos e cafeina.
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4.3.1.5.2.2 — Constituintes Quimicos da Fragcédo Cg 11.

Ao analisar o espectro de RMN '"H (CDCls, 400 MHz, Figuras 60 ¢ 61, p. 118)
da Fracdo Cq 11 foi possivel observar dois sinais em 6 6,49 ppm e 6 5,48 ppm (d, J =
9,8 Hz, 1H cada), um em o 6,19 ppm (S, 1H), trés sinais correspondentes a sinais de
hidrogénios de metoxilas em o 3,76 ppm, d 3,73 ppm e 6 3,68 ppm (S, 3H cada), dois
sinais em 0 2,87 ppm e 6 2,51 ppm (t, J = 8,2 Hz, 2H cada) correspondentes a sinais de
hidrogénios metilénicos e um em o 1,42 ppm (S, 6H) de sinais de hidrogénios metilicos.
O espectro de gCOSY 'H x 'H (CDCls, 400 MHz, Figura 62, p. 113) mostra que o sinal
dos hidrogénios em o 6,49 ppm correlaciona-se com o sinal em 6 5,48 ppm sugerindo
tratarem de sinais de hidrogénios de anel piranico e o sinal em § 2,87 ppm com o sinal o
2,51 ppm de hidrogénios metilénicos. De acordo com esses dados pode-se sugerir que a
substdncia Ssg apresenta um sistema benzopiranico. A Figura 59 apresenta

subestruturas para o anel piranico ¢ a cadeia lateral.

2,51 2,87
CHZ—CH2—§

34,0 19,0

Figura 598 — Subestruturas com dados de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e gHSQC de
sinais de hidrogénios que correlacionam-se (os & dos sinais de acoplamentos estdo
indicados por meio de setas).

Os dados completos de gHSQC (Figura 63, p. 119) e gHMBC (Figura 64, p.
119) encontram-se listados na Tabela 20 (p. 120), sendo os dados referentes aos sinais
de carbono sdo os das projecdes dos mesmos. A analise destes dados possibilitou propor

as subestruturas constantes da Figura 65 (p. 121) e a estrutura Ssg cujos dados de RMN

'H ¢ "°C aparecem na Figura 66 (p. 121).

117



Resultados e Discussdes

gen

Fi

b 5030

g AT

——f. 19181

o 10

gura 60

Figura 61 —

R
| |
[ I
Lot
..... —
gl= |£I|
s V=t
Sl -4
ppm

(]

AT

I T

L

4

‘ ™

o
o=
=]
-

mfm

l

A

— Espectro de RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) da Fragao Cg 11.

FEETE

A

NN

a o

)
::::::

<

Ampliagio do espectro de RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) da Fragiio Cg 11.

118



Resultados e Discussdes

. ..
o I\ ‘ — e |
. | | | ® <
©o |

N
= o | l's) |
N I R —
= o | | |
o | o | | |

Figura 62 — Espectro de gCOSY 'H x 'H (CDCls, 400 MHz) da Fragio Cg 11.
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Figura 63 — Mapa de correlacdes de gHSQC (CDCl3, 400 MHz) da Fragao Cq 11.
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Figura 64 — Mapa de correlagdes de gHMBC (CDCl3, 400 MHz) da Fracao Cg 11.

Tabela 20 — Dados de gHSQC e gHMBC da Fracio Ce 11 (CDCls, 400 MHz).
Fracido Cq 11

RMN'H  gHSQC (‘Jcy) gHMBC (**Jcn)

du (ppm) ¢ (ppm) dc (ppm)
6,49 111,0 76,0; 153,0 e 155,0
6,19 97,0 107,0; 114,0; 153,0 ¢ 159,0
5,48 128,0 28,0; 76,0 ¢ 107,0
3,76 55,0 159,0
3,73 63,0 155,0
3,68 52,0 1740
2,87 19,0 34,0; 114,0; 155,0; 169,0 e 174,0
2,51 34,0 19,0; 115,0 e 174,9
1,42 28.0 28.,0; 76,0 e 128.0
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Figura 65 — Subestruturas com dados de gHMBC. As subestruturas a, b e ¢ referem-se
ao anel piranico, as d e e a cadeia lateral e as f, g e h as posi¢cdes das metoxilas.

Figura 669 — Dados de RMN 'H e *C de 3-(5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-2H-cromen-6-il)-
propanoato de metila (Ss9). A — dados de RMN '"H e B - dados de RMN C.

4.3.1.5.2.3 — Constituintes Quimicos da Fracéo Cg 12.

A Fracao Cg 12 apresentou-se como so6lido branco que ap6s analise por CCDC
foi verificado que se tratava de unico composto.

Ao analisar o espectro de RMN 'H (CDCl3;, 400 MHz, Figuras 70-72, p. 125-
126) da Frac¢io Cg 12 foram observados dois sinais em 6 6,93 ppm e 6 6,52 ppm (d, J =
8,2 Hz, 1H cada), dois sinais em & 6,56 ppm ¢ & 5,63 ppm (d, J = 10,0 Hz, 1H cada),
mais dois sinais em o 6,48 ppm e 6 5,48 ppm (d, J = 9,8 Hz, 1H cada), um sinal em o
6,19 ppm (s, 1H), trés sinais correspondentes a sinais de hidrogénios de metoxilas em 6

3,76 ppm, o 3,75 ppm e 6 3,73 ppm (S, 3H cada). Foram observados também dois sinais
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tripletos sobrepostos em o 2,87 ppm e 6 2,85 ppm (4H) e mais dois em 6 2,60 ppm e o
2,52 ppm (t, J = 8,2 Hz, 2H cada) correspondente a sinais de hidrogénios metilénicos e
um em o 1,42 ppm (S, 12H) de sinais de hidrogénios metilicos. Por meio desta analise
preliminar, observa-se que a substancia da Fracao Cg 12 apresenta dados semelhantes
aos da substancia presente na Fracdo Cg 11, propondo tratar-se da mesma classe de
compostos.

No espectro de gCOSY 'H x 'H (CDCls, 400 MHz, Figuras 73-75, p. 126-127)
pode-se ver as correlagdes entre os sinais em & 6,93 ppm e 6 6,52 ppm, sugerindo
serem sinais de hidrogénios aromdtico em acoplamento orto (J = 8,2 Hz), as
correlagdes dos sinais em 6 6,56 ppm e & 5,63 ppm e dos sinais em 6 6,48 ppm e 5,48
ppm sugeriram a presenca de dois sistemas piranicos. As correlagdes entre os sinais &
2,87 ppm e 6 2,52 ppm e os sinais d 2,85 ppm e o 2,60 ppm de grupos metilénicos
podem corresponder a cadeias laterais. A Figura 67 mostra subestruturas com as
correlagdes e os dados obtidos dos espectros de gCOSY 'H x 'H e mapa de correlagdes
gHSQC (Figuras 76-77, p. 128) sendo que os dados de RMN °C foram obtidos por

meio de suas respectivas projegoes neste ultimo.

6,48

H
Sﬁ 117,20
1252077
H;C 129,25
H;C 112,20 H6.93

2,87 2,52 2,85 2,60
—CH,—CH,— —CH,—CH,—
19,00 34,00 25,00 35,00 96,00
d e 619H
f
Figura 67 — Subestruturas com dados de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e gHSQC. As
subestruturas a ¢ b referem-se cada uma a um anel pirdnico, a ¢ ¢ a f a um anel

aromatico cada, € as d e e a duas cadeias laterais distintas.
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Os dados de gHSQC e gHMBC (Figuras 76-78, p. 128-129) encontram-se
listados na Tabela 21 (p. 1247); a Figura 68 mostra subestruturas com dados de

gHMBC, sendo que os valores de carbonos sdo os valores das suas projecoes.

6,56

152,00
C

152,00

125,00
154,00, 154,00

H6.93
H
e
0 0 0 O
2,87 159,00 2,85 25,00
177,20 19,00 177,20 177,20 2 177,20
114.00 C/CHZ\/lSH’ CH /lgﬁ C\ /CHZ\/lSJ" CH /l%""
e 34,00 557 114,00$ 35,00 2,60
129.25C . 153,00C .
h 1 J k

Figura 68 — Subestruturas com os dados de gHMBC para os respectivos hidrogénios.
As subestruturas a e b correspondem ao anel piranico 1, as ¢ e d ao anel pirdnico 2,a e e
f ao anel aromatico 1, a g ao anel aromatico 2, as h e i a cadeia lateral 1 eas je k a
cadeia lateral 2.

Ainda analisando o mapa de correlacdes gHMBC (Figuras 78-80, p. 129-130)
foi possivel observar que o sinal correspondente a metoxila em & 3,76 ppm
correlaciona-se com o sinal em & 159,0 ppm, o sinal em 6 3,75 ppm com o sinal em &
153,0 ppm e nao foi possivel observar correlagdo para o sinal dos hidrogénios em & 3,73

ppm. A Figura 69 (p. 124) mostra a substancia Ss; com os dados de RMN 'H e "°C.
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Tabela 21 — Dados de RMN 'H ¢ "°C, gHSQC e gHMBC da Fraciio Cg 12.
Fraciao C¢ 12

gHSQC (‘Jcn) gHMBC (**Jcn)

Oc (ppm)  Su (ppm) d¢ (ppm) du (ppm)
177,20 - - -
159,00 - - -
155,00 - - -
154,00 - - -
153,00 - - -
152,00 - - -
129,25 6,93 154,00 ¢ 152,00 6,93
130,80 5,63 75,50 ¢ 27,80 5,63
125,20 5,48 75,50; 27,80 ¢ 108,00 5,48
117,20 6,56 154,00; 152,00; 75,50 ¢ 27,80 6,56
117,20 6,48 155,00; 153,00; 108,00; 75,50 ¢ 27,80 6,48
115,00 - - -
114,00 - - -
112,20 6,52 154,00 ¢ 125,00 6,52
108,00 - - -
96,00 6,19 159,00; 155,00; 114,00 ¢ 108,00 6,19
75,50 - - -
62,25 3,73 - -
62,00 3,75 - -
55,30 3,76 - -
35,00 2,60 177,20 e 25,00 2,60
34,00 2,52 177,20 e 19,00 2,52
27,80 1,44 130,80; 125,20; 117,20 ¢ 75,50 1,44
25,00 2,85 177,20; 159,00; 153,00; 114,00 e 35,00 2,85
19,00 2,87 177,20; 129,25; 114,00 ¢ 34,00 2,87

3,75
OCH; Heé4s

Figura 69 — Dados de RMN "He BC (CDCls, 400 MHz) da substancia Ss;. A — dados
de RMN 'H e B — dados de RMN °C.

Foi realizado levantamento bibliografico para esta substancia e verificou-se que

se trata de um composto inédito na literatura até o0 momento.
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Figura 70 — Espectro RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da Fragiio Cg 12.
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Figura 71 — Ampliacio do espectro RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da Fracgio Cg 12.
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Flgura 72 — Ampliagao do espectro RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da Fraciio Cs 12
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Figura 73 — Espectro gCOSY 'H x 'H (CDCls, 400 MHz) da Fragéo Cg 12.
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i

Figura 74 — Ampliacio de espectro gCOSY 'H x 'H (CDCl3, 400 MHz) cia Fracao Cq
12.
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Figura 75 — Ampliagio de espectro gCOSY 'H x 'H (CDCls, 400 MHz) da Fracio Cs
12.
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Figura 76 — Mapa de correlagdoes de gHSQC (CDCls, 400 MHz) da Fracgao Cg 12.
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Figura 77 — Ampliacdo do mapa de correlagdes de gHSQC (CDCl;, 400 MHz) da
Fraciao Cg 12.
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Figura 80 — Ampliagdo do mapa de correlagdes de gHMBC (CDCls, 400 MHz) da
Fraciao Cg 12.

4.3.2 - Determinagio Estrutural dos Constituintes do EBDP de S. adstringens

4.3.2.1 — Constituintes Quimicos da Fracdo Co 1

O espectro de RMN 'H (CDCl;, 200 MHz, idéntica a Figura 35, p. 85)
apresentou sinais de hidrogénios metilicos em 6 0,88 ppm e de hidrogénios metilénicos
em o 1,26 ppm correspondentes a cadeia normal hidrocarbonica, sugerindo que esta
fracdo contém hidrocarbonetos de cadeia linear como ja discutido no item 4.3.1.1.

Ao analisar o cromatograma e os espectros de massas obtidos por GC-MS, pode-
se confirmar que se tratava de hidrocarbonetos, com picos caracteristicos para esta
classe de compostos em m/z 57 [C4Ho]", m/z 71 [CsHy 1", miz 85 [CeHi3]", miz 113

[CsH17]" e por meio do padrio de fragmentagdo caracteristico para esta classe de
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compostos, ou seja, pico do ion molecular muito pequeno ou ausente ¢ dominado por
jons CyHonei ™ € em menor extensdo por C,H,,.1" com abundancia maxima em torno de
Cs e C4 decrescendo exponencialmente até o pico do ion molecular quando presente. A
auséncia do pico do fon molecular (M) ndo permitiu propor a estrutura dos
hidrocarbonetos, por meio destes dados. Sendo assim, foram comparados os tempos de
retengdo de padrdes comercial de hidrocarbonetos (Cs-Cos € C3p) com os tempos de
retengdo das substancias presentes na amostra por analise por GC (Figura 81). Portanto,

os hidrocarbonetos presentes nesta fracao sdo os Cy; — C3; (S¢ — S16) (Tabela 22, p.

132).
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Figura 81 — Cromatograma de Padrdes de Hidrocarbonetos (A) e da Fragao Cy 1 (B).
Condigdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial

de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C,
permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.
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Tabela 22 — Hidrocarbonetos identificados na Frag¢ao Coy 1. Os tg foram obtidos por
GC.

Nome Formula tr dos tr dos Picos da  Porcentagem
Molecular Padroes Fraciao Cy 1 relativa (%)
(min.) (min.)

Henicosano Sg Co1Huy 11,793 11,789 6,19
Docosano S~ CooHus 12,822 12,816 6,72
Tricosano Sg Cy3Hug 13,811 13,816 7,25
Tetracosano Se Cy4Hsg 14,759 14,747 7,74
Pentacosano Sy CysHsp 15,666 15,662 8,22
Hexacosano Sti CysHss 16,588 16,575 8,70
Heptacosano Si2 Cy7Hs56 17,662 17,670 9,27
Octacosano Si3 CogHss 18,995 18,900 9,92
Nonacosano Sy CyoHsgo - 20,610 10,81
Triacontano Sis CsoHeo 22,706 22,664 11,89
Hentriacontano Si¢ C31Hgs - 25,318 13,29

tg — Tempo de retengdo em minutos.

4.3.2.2 — Constituintes Quimicos das Fracoes Co 2, Co 3 ¢ Co 4

Os espectros de RMN 'H (CDCls, 200 MHz, idénticos ao da Figura 37, p. 88)
das Fragoes Cy 2, Cy 3 ¢ Cy 4 apresentaram sinais de hidrogénios olefinicos em o 5,34
ppm (m), de hidrogénios ligados a carbono em posicdo o a uma fun¢do carbonilica o
2,79 ppm (t, J = 7,5 Hz), além dos sinais em 6 1,60 ppm (M) e & 1,25 ppm (sl) referentes
a sinais de hidrogénios metilénicos e em & 0,88 ppm (t, J = 6,0 Hz) referentes aos sinais
de hidrogénios metilicos, sugerindo assim a presenca de acidos graxos como compostos
majoritarios. Aliquotas destas fragdes foram submetidas a reagdes de transesterificagdes
(metilagdes) por meio do mesmo procedimento realizado para as fracdes do EBDI.
Ap6s derivatizagdes as Fragoes Cy 2, Cy 3 ¢ Cy 4 foram submetidas as analises por GC-
MS (cromatogramas, Figuras 82-84, p. 133-134), sendo possivel identificar as
substancias constantes nas Tabelas 23-25 (p. 133-135) e os dados de indice de Kovats

aparecem nas Tabelas 26-28 (p. 135-136).
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Figura 82 — Cromatogramas dos compostos presentes na Fracdo Co 2. A —

cromatograma sem alteragdo; B — cromatograma com aumento da intensidade dos picos.
Condigdes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial
de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até 250° C,
permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.

Tabela 23 — Compostos identificados na Fracdo Cy 2. Os tg (min.) foram obtidos por
GC-MS.

Nome tr dos Picos da Porcentagem

Frac¢ao Cy 2 relativa (%)
Acido undecandico Ssy 7,517 0,19
Acido dodecanoico Sso 8,933 0,32
Acido hexadecanoico S 10,383 49,42
Acido heptadecanoico S4; 11,758 0,93
Acido 2-hidréxi-hexadecandico Ss; 12,067 0,91
Acido octadecanoico S;s 13,150 27,85
Acido 10-nonadecendico Ssy 14,317 1,61
Acido icosandico Sz 15,758 10,21
Acido 4,7-dimetil-decanedidico Sss 16,637 1,24
1,1-dimetoxi-hexadecano Sy 17,050 0,65
Acido docosandico Syg 18,192 4,07
Acido tetracosandico Ssg 20,983 2,60

* Presente na fracdo e identificado, apesar de nao ser derivado de éster metilico.
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Figura 83 — Cromatogramas dos compostos presentes na Fragdo Co 3. A —
cromatograma sem altera¢do; B — cromatograma com aumento da intensidade dos picos.
Condigodes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial
de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até¢ 250° C,
permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.

Tabela 24 — Compostos identificados na Fracdo Cy 3. Os tg (min.) foram obtidos por
GC-MS.

Nome tr dos Picos da  Porcentagem

Frac¢ao Cy 3 relativa (%)
Acido tetradecandico Sio 7,508 1,76
6,10-dimetil-2-undecanona Sgg 9,233 0,95
Acido hexadecanéico S 10,342 23,66
Acido 13,16-octadecadiendico Sz4 12,792 1,05
Acido octadecanoico Sas 13,133 12,65
Acido icosanéico Sy 15,750 43,50
Acido docosandico Sys 18,183 15,54
Acido hexacosandico Sz 24,975 0,89

* Presente na fracdo e identificado, apesar de ndo ser derivado de éster metilico.
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Figura 84 — Cromatogramas dos compostos presentes na Fragdo Co 4. A —
cromatograma sem altera¢do; B — cromatograma com aumento da intensidade dos picos.
Condigoes: Gas de arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial
de 1,0 min.; a temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até¢ 250° C,
permanecendo nesta temperatura por 10,0 min.
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Tabela 25 — Compostos identificados na Frag¢ao Cy 4. Os tg (min.) foram obtidos por
GC-MS.

Nome tr dos Picos da  Porcentagem

Fraciao Cy 4 relativa (%)
Acido heptanoico Sse 4,000 0,20
1,1-dimetéxi-heptano Ss;° 4,558 0,48
Acido undecanoico Ss; 4,900 0,39
Acido nonadiendico Ssg 5,142 8,40
Acetal dimetil decanal Szg" 5,792 5,83
Acido tetradecanoico So 7,542 1,81
6,10,14-trimetil-2-undecanona Sso 9,275 2,41
Acido pentadecandico Seo 9,592 0,33
Acido hexadecandico Sa 10,383 54,45
Acido 11,14-icosanodiendico S¢1 12,742 2,42
Acido 9-octadecendico Sy 12,817 5,87
Acido octadecanoico Szs 13,158 9,30
13-metil oxacilciclotetradecan-2-ona S62* 14,333 1,57
Acido icosandico Sy 15,767 4,92
Acido docosandico Syg 18,200 1,62

* Presentes na fracdo e identificados, apesar de ndo serem derivados de ésteres metilicos.

Tabela 26 - Comparagdo dos indices de Kovats dos compostos identificados com os
indices obtidos de ADAMS (103) dos compostos da Frag¢ao Cy 2. Os tg (min.) foram
obtidos por GC-MS.

Nome IK IK*
Acido undecanoico Ss, 1923 1922
Acido dodecandico Szo 2024 -
Acido hexadecanoico Sz 2127 2125
Acido heptadecanoico S4; 2226 -
Acido 2-hidroxi-hexadecandico Ss; 2248 -
Acido octadecandico Ss 2328 -
Acido 10-nonadecenoico Ssy 2416 -
Acido icosandico Sz 2529 -
Acido 4,7-dimetil-decanedidico Sss 2600 -
1,1-dimetoxi-hexadecano Sgq 2634 -
Acido docosandico Sis 2729 -
Acido tetracosandico Ssg 3041 -

IK - Indice de Retengdo de Kovats calculado e IK” - Indice de Retencdo de Kovats de ADAMS (103).
* Presente na fracdo e identificado, apesar de ndo ser derivado de éster metilico.
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Tabela 27 — Comparagao dos indices de Kovats dos compostos identificados com os
indices obtidos de ADAMS (103) dos compostos da Frag¢ao Cy 3. Os tg (min.) foram
obtidos por GC-MS.

Nome IK IK*
Acido tetradecanodico Sio 1920 1922
6,10-dimetil-2-undecanona S40* 2102 -
Acido hexadecandico Sy; 2123 2125
Acido 13,16-octadecadiendico Sz4 2299 2096
Acido octadecanoico Sis 2324 -
Acido icosandico Sy 2526 -
Acido docosandico Szg 2726 -

Acido hexacosandico Si; - -
IK - Indice de Retencdo de Kovats calculado e IK - Indice de Retencdo de Kovats de ADAMS (103).
* Presente na fracao e identificado, apesar de ndo ser derivado de éster metilico.

Tabela 28 — Comparacao dos indices de Kovats dos compostos identificados com os
indices obtidos de ADAMS (103) dos compostos da Frag¢ao Cy 4. Os tg (min.) foram
obtidos por GC-MS.

Nome KI KI*
Acido heptandico Sse 1642 -
1,1-dimetoxi-heptano Ss;” 1694 -
Acido undecandico Ss3 1722 1724
Acido nonadiendico Ssg 1742 -
Acetal dimetil decanal S3s* 1796 -
Acido tetradecanoico Sio - -
6,10,14-trimetil-2-undecanona Ssy 2048 -
Acido pentadecandico Seo 2070 -
Acido hexadecanoico S 2127 2125
Acido 11,14-icosanodiendico Sg; 2297 -
Acido 9-octadecendico Sz4 2303 -
Acido octadecanoico S;s 2328 -
13-metil oxacilciclotetradecan-2-ona Sgz 2417 -
Acido icosandico Sz 2530 -
Acido docosandico Sys 2730 -

IK - Indice de Retencio de Kovats calculado e IK - Indice de Retengdo de Kovats de ADAMS (103).
* Presentes na fracdo e identificados, apesar de ndo serem derivados de ésteres metilicos.

4.3.2.3 — Constituintes Quimicos das Fracoes Co 5-8 € da Fracéio Co 10.

Analises dos espectros de RMN das Frac¢ées Cy 5-7 apresentaram caracteristicas
similares das observadas para as Fragoes Cy 2-4, analisadas no paragrafo anterior e os

cromatogramas obtidos por GC-MS destas fracdes apresentaram-se muito similares. A
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analise dos espectros de RMN da Frag¢ao Cy 8 mostrou como componentes majoritarios
os esteroides sitosterol e estigmasterol, ja identificados anteriormente.

A Fracao Cy 10 mostrou sinais de deslocamento quimicos de hidrogénios na
regido de glicosideos, multipletos entre & 5,00 ppm e 6 3,00 ppm e esta ndo foi analisada
para identificacdo dos seus constituintes em razdo da dificuldade de separar seus

constituintes e a pequena quantidade da mesma.

4.3.2.4 — Constituinte Quimico da Fracido Cy 9

O espectro de RMN 'H da Fraciio Cy 9 apresentou sinais de deslocamentos
quimicos na regido de hidrogénios ligados ao anel aromatico. Esta fracdo continha
também uma quantidade bastante significativa de compostos graxos e optou-se pela
purificagdo em CC (Cjg), onde se obteve um total de 27 fragdes que foram agrupadas de
acordo com seus Rf’s e renumeradas. Das fragdes obtidas, a Fracdo Cyo 8, que se
apresentava pura, seguiu-se os procedimentos usuais de identificacdo. Os dados de
RMN foram idénticos aos discutidos para a Fracdo Cs 4, ji discutida no item
43.1.5.1.4. O espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz, Figuras 86-88, p. 138-139)
mostrou sinais de deslocamentos quimicos em & 7,65 ppm ¢ & 6,80 ppm (d, J = 8,6 Hz,
2H), e em & 7,44 ppm ¢ 6 6,85 ppm (d, J = 8,6 Hz, 2H cada) caracteristicos de anel
aromatico para substituidos; os sinais em & 7,63 ppm ¢ 6 6,32 ppm (d, J = 16,0 Hz, 1H
cada) ¢ 6 6,81 ppm ¢ 6 5,84 ppm (d, J = 13,2 Hz, 0,6H) referem-se a sinais de
hidrogénios olefinicos em configuragdo trans e cis, respectivamente. Os sinais em &
4,18 ppm (t, J= 6,8 Hz, 2H) e 6 4,11 ppm (t, J = 6,8 Hz, 2H) caracteristicos de sinais de
hidrogénios carbindlico. Os sinais em 6 1,65 ppm (M), & 1,57 ppm (S) € 6 1,24 ppm (sl)
correspondente a sinais de hidrogénios metilénicos € o em 6 0,88 ppm (t, J = 6,9 Hz,

9H) a sinais de hidrogénios metilicos (Figura 85, p. 138).
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Figura 85 — Subestruturas com dados de RMN 'H e gCOSY 'H x 'H dos anéis
aromaticos para substituidos (a ¢ b) ¢ das cadeias laterais em configurag@o trans e cis (c
e d, respectivamente).

O espectro de correlagdo homonuclear de gCOSY 'H x 'H (CDClLs, 400 MHz,
Figuras 89-91, p. 140-141) confirmou as interagdes dos sinais dos hidrogénios,
indicando tratar-se de derivados do acido cinamico nas configuragdes trans e Cis com
cadeia lateral hidrocarbonica normal longa.

As integragdes observadas no espectro de RMN 'H sugerem que o derivado na

configuracdo trans encontra-se em maior propor¢ao, numa relacdo aproximada de 1:6.
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Figura 86 — Espectro de RMN 'H (CDC13, 400 MHz) da Frag¢ao Cyg 8.
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Figura 87 — Ampliagdo do espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da Fracdo Cy, 8.
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Figura 90 — Ampliagio do espectro de gCOSY 'H x 'H (CDCl;, 400 MHz) da Fragéo
Ci 8.
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Figura 91 — Ampliagio do espectro de gCOSY 'H x 'H (CDCl;, 400 MHz) da Fragéo
Ci 8.

Esta fracdo foi analisada por GC-MS e LC-MS para verificar o tamanho da
cadeia hidrocarbonica, e a determina¢do do peso molecular (300 Daltons) indica a
formula CyH;,05C;oH;7, com a cadeia longa do éster de 10 atomos de carbonos com 2

insaturagoes (Se¢3 — Se4).
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4.3.3 - Determinacio Estrutural dos Constituintes do EBMI de S. adstringens

O EBMI apresentou, apds analise por CCDC e RMN, uma concentragdo bastante
elevada de acucares, sendo, portanto de dificil andlise para identificagdo de seus
constituintes, visto que os agucares sao constituintes de dificil separagdo.

Portanto, foi analisado, primeiramente, por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos (HPLC-DAD) com selecdo da
faixa de comprimento de onda entre 250-500 nm na regido do UV, em sistema analitico
no modo reverso de eluicdo com condicdes gradiente exploratoria para desenvolvimento
das condi¢des experimentais, como € possivel observar nos Cromatogramas A ¢ B da
Figura 92 (p. 143). Depois de obtido as condi¢cdes adequadas, o EBMI foi fracionado
por CC (Sephadex® LH-20) dando origem a Coluna 7 e este fracionamento foi
realizado com objetivo de pré-purificagio para que matrizes interferentes fossem
eliminadas; deste fracionamento foram obtidas 32 fragdes que foram reunidas de acordo
com seus Rf’s apods andlise por CCDC obtendo-se um total de 15 fragdes, algumas das
quais foram submetidos a fracionamento por HPLC-UV preparativo, com objetivo de
isolamento dos constituintes presentes nas fragdes analisadas. Este fracionamento deu
origem a Coluna Cg ¢ algumas de suas fragdes foram analisadas por LC-UV-MS, para
ajudar na identificag¢do de seus constituintes. As condigdes utilizadas para a maioria das
analises por LC-UV-MS foram por meio de modo reverso de elui¢dao, com fase movel,
A: HO:HCOOH 0,1 %, B MeOH:ACN 1:1; fase estacionaria: Coluna C-18 (Gemini
250 x 4,6 mm, 5 pm); em sistema gradiente inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %; 35 min.:
1:1; 45 min.: 100 % de MeOH/ACN 1:1 até 50 min. Detectores: Espectro de UV na
regido de 200 nm a 400 nm. Massas: Modo electro-spray negativo (ES-), varrendo de

200-1200 m/z; Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V; Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5; temperatura
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inicial: 100° C; Dessolvation temperatura: 350° C; Fluxo de gas: dessolvation — 400

L/h; Cone — 50 L/h.

£ ‘ Detector A250 nm | | | | | |
—— EBMSa_130706
EBMSa_130706 | | | | | |
| | | | | | |
| | | | | |
2000 T - - - = | i N |
| | | | |
| | | | |
| | | | |
| | | | |
1500+ | |
| |
| |
> | | 5
H 4
E ! ! E
1000+ |
|
|
|
|
500-] |
|
|
|
] |
|
‘ 1
0 10 20 30 20 50 60 70 80
Minutes
—— EBMSa_130706

B 17504 — — —Dpetector A360nm _ - ——— - 4 - o= iy k1750
EBMSa_130706 ! ! ! ! !
| | | | | |
I | | | |

B0 — — e e

| | | | |
| | | | |
| | | | |
12504 — — — — — — == == === === = — 4—-===== +-———-—- == b=
| | | | |
| | | | |
| | | | |

004 ————————————————4 A~~~ — -~ 5 - - - - - - === === ===

40 50 60 70 80

0 nm e B: A =360 nm) de elui¢do gradiente por
HPLC-DAD do EBMI de S. adstringens. Condi¢des cromatograficas: Coluna C-18
(Gemini 250 x 4,6 mm, 5 um); usando gradiente linear de 5 % a 100 % B em 60 min.
Fase movel: A: H O:HCOOH 1 %, B MeOH:ACN 1:1, vazdo 1 mL/min. Vinj = 20 pL,
[ 1= 1 mg/mL. Detector: DAD.

4.3.3.1 — Constituintes Quimicos da Fracdo C; 2.

Ao analisar o espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz, Figuras 93-94, p. 145),
constatou-se que a Fra¢do C; 2 continha aglicares como componentes majoritarios, o

qual apresentou sinais de hidrogénios anoméricos, sendo que os mais intensos foram o
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5,39 ppm (d, J = 4,0 Hz), 6 5,11 ppm (d, J = 3,6 Hz) e 6 4,47 ppm (d, J = 8,0 Hz),
caracteristicos de sacarose e glicose. A regido entre 6 4,20 ppm e 6 3,00 ppm apresentou
sinais sobrepostos sendo de dificil interpretagdo. A regido entre 6 2,50 ppm e 6 1,80
ppm sugerem a presenca de aminoacidos e devido a pequena intensidade dos sinais nao
foram identificados.

Os espectros de correlagio homo e heteronucleares apresentaram pouca
resolu¢do devido ao congestionamento de sinais, e ndo foi possivel atribuir todos os
valores das correlagdes. O mapa de correlagdes gHSQC (MeOD, 400 MHz, Figura 95,
p. 146) proporcionou verificar o valor dos sinais dos carbonos dos hidrogénios
anoméricos por meio das suas projecdes a 'J no qual os sinais em & 5,39 ppm, & 5,11
ppm e & 4,47 ppm correlacionam-se com os sinais das proje¢des em 6 94,00 ppm, &
94,10 ppm e 6 98,00 ppm. Nao foi possivel atribuir os sinais obtidos no mapa de
correlagdes de gHMBC.

O espectro de RMN °C (MeOD, 200 MHz, Figuras 96-97, p. 146-147)
apresentou sinais correspondentes a carbonos carbindlicos de glicosideos (entre 6 86,00
ppm e 6 58,00 ppm), os sinais entre & 40,50 ppm e & 24,00 ppm, provavelmente,

correspondem aos sinais dos carbonos de aminoacidos.
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Figura 95 — Mapa de correlagdes de gHSQC (MeOD, 400 MHz)
hidrogénios anomérico da Frac¢ao C; 2.
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Figura 96 — Espectro de RMN °C (MeOD, 200 MHz) da Fragéo C- 2.
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Figura 97 — Ampliacio do espectro de RMN "*C (MeOD, 200 MHz) da Fracdo C; 2.

Por meio das andlises dos dados espectroscopico e comparagdo com dados
obtido da literatura (105) foi possivel identificar os aguicares majoritarios presentes na
Fragao C; 2 como sendo a a-glicose (Ses), B-glicose (S¢6) € sacarose (S¢7) (Figura 98).

Os dados encontram-se listados na Tabela 26.

Figura 98 — Sacarideos identificados na Frag¢ido C; 2, a-glicose (Ses), B-glicose (Sg) €
sacarose (Se7).
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Tabela 29 - Dados de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) ¢ RMN "°C (MeOD, 200 MHz) da
Fracgdo C; 2 em compara¢do com dados obtidos da Literatura 104 (3 = ppm).

Sacarideo Posi¢do 'H Lit. PC Lit. '"H amostra C amostra
B-glicose CH-1 4,66 d (7,9 Hz) 96,90 4,47 d (8,0 Hz) 98,10
CH-2 3,26dd (9,3;80Hz) 75,10 - 74,56
CH-3 3,51t(9,1 Hz) 76,90 - 75,67
CH-4 3,41dd(9,8;9,2Hz) 70,70 - 71,17
CH-5 3,45 77,00 - 77,51
CH-6 3,9 61,80 - 62,13
a-glicose CH-1 5,25d (3,8 Hz) 93,10 5,11d(3,6 Hz) 93,55
CH-2 3,55 72,50 - 72,51
CH-3 3,73 73,80 - 73,8
CH-4 3,42dd(9,8;92Hz) 70,70 - 69,35
CH-5 3,84 72,40 - 73,12
CH-6 3,85 61,70 - 62,59
Sacarose  CH-1 5,42.d (3,0 Hz) 93,20  5,39d (4,0 Hz) 93,88
CH-2 3,57 72,10 - 71,92
CH-3 3,78 73,60 - 73,67
CH-4 3,48 70,20 - 69,13
CH-5 3,85 73,40 - 73,36
CH-6 3,83 61,10 - 60,72
CH-1' 3,69 62,30 - 62,77
CH-2' 104,70 - 105,23
CH-3' 4,22 77,60 - 77,91
CH-4' 4,06 75,00 - 76,22
CH-5' 3,89 82,20 - 83,64
CH-6' 3,83 63,30 - 63,37

4.3.3.2 — Constituintes Quimicos das Fracdes obtidas por HPLC

O fracionamento por HPLC preparativo das inflorescéncias e dos pedinculos de
S. adstringens e do caule de H. puberula foram denomidadas de Colunas Cs, Cy; ¢ Cys.
As fragdes resultantes foram submetidas a analise por RMN 1D e 2D para identificacao
das substancias presentes nas mesmas. Por meio de andlises preliminares pode-se
constatar que na maioria das fragcdes havia flavondides como componentes majoritarios.
Devido a pequena quantidade de amostra de muitas fragdes, estas foram analisadas em
misturas, motivo pelos quais alguns experimentos espectroscOpicos nao apresentaram

boa resolugao.
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Os flavonodides geralmente fazem parte de uma mistura complexa obtida de um
extrato de planta, sendo necessaria a purificagdo para as analises, ¢ dependendo do
método de purificacdo estas analises podem demandar um tempo relativamente alto.
Portanto, as amostras foram submetidas a analise por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Espectrofotometro de Ultra Violeta e Espectrometro de Massas
(LC-UV-MS). Desde que foram desenvolvidas técnicas de lonizacdo a Pressdo
Ambiente (API), o acoplamento de Espectrometro de Massas (EM) com Cromatografia
Liquida (LC) tornou-se possivel, e as analises ficaram mais rapidas, pois o método de
purificacdo passou a ser on-line com o Espectrometro de Massas. As técnicas de API
sao mais brandas que as técnicas de EI (ionizagdo por Impacto por Elétrons) ou CID
(Dissociagao Induzida por Colisdo), ou seja, detecta-se geralmente apenas o ion
molecular, e os fragmentos subseqiientes ndo sdo detectados, ndo sendo eficiente na
elucidagdo estrutural utilizando apenas esta técnica, sendo necessario utilizar
ferramentas adicionais, como a RMN.

Para facilitar a discussdo dos dados espectrométricos e da identificacdo dos
flavonodides, suas estruturas foram agrupadas em trés CLASSES I, II e III. O
agrupamento das estruturas foi feito pelo padrao de substituicdo nos anéis dos
flavonoides responsaveis pelo perfil nos espectros de RMN 'H. O Quadro 1 apresenta

todos os flavonoides identificados de acordo com as classes.
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Quadro 1 Flavonoides identificados dos Extratos Brutos Metandlicos das
Inflorescéncias e dos Pedunculos de S. adstringens e do Caule de H. puberula das
Classes I-III.

Classe 1
H
Quercetina-3-O--L-ramnosideo (Sgg) R;i=Ry=R4=Rs=H; R3= OH
OH CH;
Quercetina (S74) Rj =R, =R3;=R;=Rs=H
HO Q
Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (S75) R =R2=R4=R5=H  R3= HO H
OH
on OH
Quercetina-3-0-f-L-arabinofuranosideo (S76) Ri =Ry =R4=Rs=H Ry = o—
O
H
og OH

H
Quercetina-3-0O-o-L-arabinofuranosideo (S77) Ri=Ry=R4=Rs=H Ry = o—
O
H OH
Quercetina-3-0-a-L-ramnosideo (S79) Ri=Ry=R4=Rs=H R3= 0— OH

OH CH;
HO 0
Quercetina-3-O--L-arabinopiranosideo (Sg7) Ri=R2=R4=R5=H R; = HO
OH
H
H
. .y _ _ _ _ . OH
Quercetina-7-O-B-D-glicosideo (Sg1) Ry=R3=R4=R;=H R;= OH
O/
OH OH
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OH

OH
Sgs Rl = oO—

Classe 11

Miricetina-3-O-B-L-ramnosideo (Sg9) Ri =Ry =R4=Rs=Rg=H;, R3=

H
OH
Miricetina-7-O-a-D-glicosideo (Sg;) Ro=R3=R4=Rs=Rs=H; R;= H }(I)H
Miricetina-3'-O-a-D-glicosideo (Sg3) Ri=Ra=R;=Rs=Rg=H; Ry= H o

H
0]
O/
OH CHj
%@
O/
OH
OH
%@
O/
OH
OH
OH

O’O
Miricetina-7-O-c.-D-arabonoglicosideo (Sgs) R2=R3=R4=Rs=Rs=H; R;= HO 0
HO

(0]
HO
OH

H
Miricetina-3-O-B-D-glicosideo (Sgs) Ri=Ro=R4=Rs=Rg=H; R3= O}(I)H
O/
OH
OH
Miricetina-3-O-a-D-glicosideo (Sgg) Ri =Ry =R4=Rs=Rg=H; R3= OHOH
O/
OH
OH
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Classe 111
ORs
H
HC o
H
HO H 4
5,7,4'-trihidroxiflavona-8-C-B-glucuronideo  (S70) Re=R3;=R4=Rs=H; R;= H g
OH
HO -Q
HO H 4
H H
5,7,4'-trihidroxiflavona-8-C-o-glicuronideo  (S71) Re=R3=R4=Rs=H; R;= H y O
HO -0
H
HO
H OH
H
H:C o
H
HO H )4
5,7 4'-trihidroxiflavona-6-C-B-glucuronideo (S72) Ri =Ry =R4=Rs=H;, R3= H ¢
OH
HO H Y4
HH C
3 (0)
HO b
H
HO
H
5,7,4'-trihidroxiflavona-6-C-o.-glicuronideo (S73) Ri=Ro=R4=Rs=H; R3= H y O
HO -0
H
HO
H OH
H
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3,5,7-trihidroxiflavona-4'-O-B-D-glicosideo (Sgg) Ri=Ro=R4=H; R3=OH; Rs= O%H

OH
OH

A identificacdo ou elucidacdo estrutural de um flavondide de cada Classe foi
realizada como exemplo da interpretacdo dos dados espectrométricos. Estes exemplos
(modelos) certamente facilitardo compreender as discussdes dos dados relativos as
demais estruturas. Foram escolhidos como exemplos as substancias das Fracoes Cs 3,
Cs 5 e Cy5 3 como representativas das Classes I, II e 111, respectivamente.

Para os flavonoides glicosilados, foram utilizados, além dos dados
espectroscopicos obtidos, aqueles da literatura (Tabelas 3, 4 ¢ 5, p. 64-67) para

determinagdo do glicosideo e sua provavel posi¢ao no nticleo flavonoidico.

4.3.3.2.A - CLASSE I: Anéis A e B di-substituidos (Frac¢ao Cg 3)

A substancia proveniente da Fra¢ao Cg 3 foi escolhida como modelo da Classe I

(Figura 99).
H OR
RO i H @ OR
H H
OR H

Figura 99 — Padrdo de oxigenacdo para o anel A e B de flavonoides da Classe 1.

O seu espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz, Figura 103, p. 155) mostra
sinais na regido de aromaticos referentes a quatro atomos de hidrogénios, os sinais em 6
7,27 ppm (d, J = 2,0 Hz), & 7,23 ppm (dd, J =2,0 Hz ¢ 8,3 Hz) ¢ 6 6,83 ppm (d, J = 8,3
Hz) permitiram reconhecer a presenca de atomos de hidrogénios formando um sistema
ABX compativel com um anel B de flavonoides com substituigdes nas posi¢des 3’ e 4.

Os sinais em 6 6,27 ppm (sl) € 6 6,09 ppm (sl) foram atribuidos a hidrogénios C-8 e C-
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6, respectivamente, de anel A di-oxigenado, o sinal em & 12,64 ppm corresponde ao
sinal do hidrogénio de hidroxila quelada, sugerindo que a hidroxila encontra-se na
posi¢do C-5. O sinal em & 5,25 ppm (sl) referente a sinal de hidrogénio anomérico e o
sinal em & 0,81 ppm (d, J = 6,0 ppm) correspondente sinal da metila do glicosideo,
sugerindo que a B-L-ramnose (ver Tabela 3, p. 64) seja o residuo do glicosideo presente
na amostra.

O espectro 2D de correlagio homonuclear de gCOSY 'H x 'H (Figura 104, p.
156) foi usado para confirmagao das interagdes spin-spin destes atomos de hidrogénios.
As interagdes entre os sinais dos hidrogénios da ramnose encontram-se indicadas na

subestrutura da Figura 100.

Figura 100 — Subestruturas com dados de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e gHSQC para o
residuo de ramnose da Fracao Cg 3.

As correlagdes obtidas no espectro de gCOSY 'H x 'H e mapa de correlagdes de
gHSQC (DMSO-ds, 400 MHz, Figura 105, p. 156) sdo mostradas nas subestruturas da
Figura 101, sendo que os dados de carbonos foram obtidos pela projecdo dos seus
respectivos carbonos.

0O 7

H 6.2 \H
7.27H OH HO 940
115.4

115.4 992

121.2 H6.83 . Og-[

HJ’\QJ ' OH

Figura 101 - Subestruturas com dados de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e gHSQC (os &
dos sinais de acoplamentos estdo indicados por meio de setas).
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O mapa de correlagdes de gHMBC (DMSO-ds, 400 MHz, Figura 106, p. 157)
indicou as correlagdes dos sinais dos hidrogénios e da proje¢ao dos sinais dos carbonos
a duas ou trés ligacdes. Por meio da correlacdo do sinal do hidrogénio anomérico com a
projecao do sinal do carbono em 6 134,00 ppm, foi possivel verificar que o residuo de
ramnose esta ligado ao dtomo de oxigénio ligado no C-3. As subestruturas com estes

dados encontram-se na Figura 102.

OH
"H H OH T
- 45.4
. 9.0 H &4 _OH
120.75 115.4 1490
c - c H 12075
156.8 156.8 C L
H7 23 H

Figura 102 — Subestruturas com dados obtidos do mapa de correlagdes de gHMBC.
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Figura 103 — Espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz) da Fragiio Cs 3.
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M
i
Q

r. )

Figura 104 — Ampliagdo do espectro de gCOSY 'H x 'H (DMSO-ds, 400 MHz) da

Fracao Cg 3, A — regido dos sinais de H de aromatico e B - regido dos sinais de H de
glicosideo.
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Figura 105 — Mapa de correlagoes de gHSQC (DMSO-dg, 400 MHz) da Fragao Cs 3.
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Figura 106 — Mapa de correlagoes de gHMBC (DMSO-dg, 400 MHz) da Fracao Cs 3
(A) e ampliacdo na regido de sinais de H de aromatico e o sinal de H anomérico do
glicosideo (B).

A Frac¢ao Cg 3 foi analisada por LC-UV-MS e a analise do cromatograma

(Figuras 107) verifica-se que ha uma banda mais intensa.
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Figura 107 — Cromatograma de elui¢do gradiente da Fracao Cg 3 obtido por LC-UV-
MS (A = 254,0 nm, tg = 35,707 min.). Condi¢des: modo reverso de elui¢do, com fase
movel, A: HO:HCOOH 0,1 %, B MeOH:ACN 1:1; fase estacionaria: Coluna C-18
(Gemini 250 x 4,6 mm, 5 um); em sistema gradiente inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %;
35 min.: 1:1; 45 min.: 100 % de MeOH/ACN 1:1 até 50 min. Detectores: Espectro de
UV na regido de 200 nm a 400 nm. Massas: Modo electro-spray negativo (ES-),
varrendo de 200-1200 m/z; Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V; Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5;
temperatura inicial: 100° C; Dessolvation temperatura: 350° C; Fluxo de gas:
dessolvation — 400 L/h; Cone — 50 L/h.
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Figura 108 — Espectros de MS e de UV obtidos por LC-UV-MS da Fracao Cs 3.

A analise do espectro de massas com o ion pseudomolecular m/z 447,5 D, ¢ o
pico m/z 300,6 D com perda de m/z 147 D (M+' — CgH1104) sugere a perda da ramnose.
O espectro no UV apresenta absor¢do em A = 254,8 nm (Banda II) e A = 350,0 nm
(Banda I) indicativo de flavonol com posi¢des 5,7-hidroxiladas e posicdo 3-OH

substituido, respectivamente, confirmam a proposta dada para a substincia Ses.

De acordo com o que foi descrito, a substancia identificada foi o flavonoide

Quercetina-3-O-B-L-raminosideo (S¢s), modelo utilizado para a Classe 1.

OH
OH

O/

OH O og ©Hs

Quercetina-3-O-B-L-raminosideo (Ses)

4.3.3.2.B - CLASSE II: Anéis A di- e B tri-substituidos (Fracao Csg 5)

A substincia presente na Fracio Cs 5 foi escolhida como modelo para a Classe

IT (Figura 109).
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H OR
RO I H E OR
H OR
OR H

Figura 109 — Padrao de oxigenacao para o anel A e B de flavonoéides da Classe II.

O seu espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz, Figura 112, p. 160) mostra
apenas um sinal na regido de aromatico em o 6,96 ppm (S) para os H-2’ ¢ H-6’ do anel
B ¢ mantendo o mesmo padrdo de substituicdo para o anel A, anteriormente descrito,
onde os sinais em 6 6,39 ppm (S) e d 6,21 ppm (S) correspondem aos sinais dos
hidrogénios H-8 ¢ H-6, respectivamente. O sinal em & 5,29 ppm (sl) e o sinal em 6 0,81
ppm (d, J = 6,0 Hz) sugerem que a B-L-ramnose (ver Tabela 3, p. 64) também seja o
residuo de acticar presente na amostra.

O espectro 2D de correlagdo homonuclear de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400
MHz, Figuras 113-114, p. 161) confirmou as interacdes spin-spin destes atomos de
hidrogénios H-6 ¢ H-8, e as apresentadas pelos sinais de hidrogénios do glicosideo,
confirmando a presenca do residuo de ramnose. Estas correlagdes sdo apresentadas nas
subestruturas da Figura 110, juntamente com os dados obtidos do mapa de correlagdes

de gHSQC (MeOD, 400 MHz, Figura 115, p. 162).

a b

Figura 110 — Subestruturas com dados obtidos do espectro de gCOSY 'H x 'H
(indicado por meio de setas) e mapa de correlagdes de gHSQC da Fragao Cs 5.

O mapa de correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz, Figura 116, p. 162)

mostrou correlagdo do sinal do hidrogénio anomérico em 6 5,29 ppm com o sinal da
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projecao do carbono em 6 136,00 ppm, indicando assim que a ramnose encontra-se
ligada ao oxigénio do carbono C-3. A Figura 111 mostra as correlagdes
heteronucleares dos dados do mapa de correlacdbes de gHMBC por meio de

subestruturas.

136,0C_O 72.0, OH

OH
0 | CH
OH

Figura 111 — Subestruturas com dados obtidos do mapa de correlagdes de gHMBC da
Frac¢ao Cg 5.
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Figura 112 — Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fracio Cs 5.
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Figura 114 — Ampliagdo do espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio
Cs S.
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Figura 115 — Mapa de correlagdes de gHSQC (MeOD, 400 MHz) da Fragao Cs 5.
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Figura 116 — Mapa de correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz) da Fracao Cs 5.
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Esta fragdo foi analisada por LC-UV-MS e foi possivel observar no
cromatograma (Figura 117) a presenga de mais de uma banda cromatografica, sendo
que a mais intensa (tg = 33,206 min.) corresponde ao composto majoritario observado
no espectro de RMN, as demais bandas nao foram analisadas visto que o objetivo ¢ a
identificacao e classificagdo de um modelo para facilitar a determinagdo dos demais

compostos nas fragdes subseqiientes.

mmmmmm

Figura 117 — Cromatograma de eluicao gradiente da Fracdo Cg 5 obtido por LC-UV-
MS (A = 254,0 nm, tg = 35,707 min.). Condi¢des: modo reverso de elui¢do, com fase
movel, A: HO:HCOOH 0,1 %, B MeOH:ACN 1:1; fase estacionaria: Coluna C-18
(Gemini 250 x 4,6 mm, 5 um); em sistema gradiente inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %;
35 min.: 1:1; 45 min.: 100 % de MeOH/ACN 1:1 até 50 min. Detectores: Espectro de
UV na regido de 200 nm a 400 nm. Massas: Modo electro-spray negativo (ES-),
varrendo de 200-1200 m/z; Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V; Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5;
temperatura inicial: 100° C; Dessolvation temperatura: 350° C; Fluxo de gas:
dessolvation — 400 L/h; Cone — 50 L/h.
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Figura 118 — Espectros de EM e de UV obtidos por LC-UV-MS da Fracao Cs S.

De acordo com o que foi observado com os dados obtidos dos experimentos

espectroscopicos foi possivel identificar o flavondide presente na Fracdo Cs 3 como
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sendo o flavonoide Miricetina-3-O-B-L-ramnosideo (S¢9). O pico do ion
pseudomolecular de m/z 463,4 D e o espectro de UV confirmam a presenca da

substancia Sgo.

Miricetina-3-O-B-L-ramnosideo (S¢9)

4.3.3.2.C - CLASSE III: Anéis A tri- e B mono-substituidos (Fracao Cs 3)

A Fracio Cys 3 proveniente do EBM do caule de H. puberula, foi escolhida

para exemplificar a Classe III (Figura 119).

R H H
RO E ' RO i 3 H a OR
H R H
OR OR
a b c

Figura 119 — Padrdo de oxigenagdo para o anel A e B de flavondides da Classe III.

Ao analisar o espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz, Figura 123, p. 168)
observa-se a presenca de seis sinais na regido de aromaticos, correspondentes a 6 8,00
ppm (d, J = 8,8 Hz), & 7,85 ppm (d, J = 8,8 Hz), 6 6,95 ppm (d, J = 8,8 Hz) ¢ & 6,93
ppm (d, J = 8,8 Hz) de hidrogénios do anel B caracterizando tratar-se de uma mistura.
Os trés sinais em 6 6,61 ppm (S), 6 6,52 ppm (s) e 6 6,28 ppm (S), 6 6,61 ppm
corresponde ao sinal do H-3 do anel C indicando a possibilidade de uma flavona e os
outros dois sinais referem-se aos sinais dos hidrogénios do anel A indicando assim a tri-

substitui¢do do mesmo.
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O espectro de correlagdo homonuclear de gCOSY 'H x 'H (Figuras 124-125, p.
169) mostrou as interagdes spin-spin dos atomos de hidrogénios H-6 ¢ H-8. Também
indicou que os sinais em 6 8,00 ppm (d, J = 8,8 Hz) e 6 7,85 ppm (d, J = 8,8 Hz), ¢ os
em 8 6,95 ppm (d, J = 8,8 Hz) e 6 6,93 ppm (d, J = 8,8 Hz) correspondem a sinais de
acoplamento orto entre o H-2°/H-6" e H-3’/H-5" de anéis independentes B, refor¢ando a
hipdtese de uma mistura. Na Figura 120 estio indicados os dados obtidos do espectro
de gCOSY 'H x 'H e do mapa de correlagdes de gHSQC (MeOD, 400 MHz, Figura

126, p. 170) referentes aos anéis aromaticos.

6,52 6,93
RO, 57 RO seHo L orR  H_ L _OR
’ 8,00
129,3) P 130
99,5
H R H H H
6,61 6,28
OR OR H

o H

Figura 120 — Subestruturas com dados obtidos dos espectros de 2D homo e
heteronucleares, respectivamente, de gCOSY 'H x 'H e gHSQC da Fraciio Cys 3.

Observou-se a presenga de sinais relativos a hidrogénios de residuos de
glicosideos entre & 5,22 ppm e & 2,30 ppm, e foi possivel verificar a presenga de sinais
correspondentes a hidrogénios anoméricos destacando os sinais em & 5,12 ppm (d, J ~
10,0 Hz), 6 5,02 ppm (d, J = 10,0 Hz), 6 5,20 ppm (d, J > 2,0 Hz), ¢ 6 5,09 ppm (d, J >
2,0 Hz), -caracteristicos de hidrogénios anoméricos de glicose e ramnose,
respectivamente, como ¢ indicado na Tabela 4 (p. 66). A presenca de dois sinais em o
0,79 ppm (d, J = 6,2 Hz) e 6 0,64 ppm (d, J = 6,2 Hz) que sdo sinais caracteristicos de
hidrogénio metiticos de residuo de ramnose, refor¢gam a proposta feita anteriormente.

Pelo deslocamento quimico o residuo de ramnose encontra-se ligado ao oxigénio
da posicao C-2’ de glicose, como indicado na Tabela 4 (p. 66).

Por meio da anélise do mapa de correlagdes de gHMBC (Figura 127, p. 170)

foi possivel observar as correlagdes heteronucleares do hidrogénio 6 6,61 ppm com as
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projecdes dos sinais dos carbonos do anel C; a correlagdo com a projecao do sinal em o
185 ppm referente a carbonila, confirmam tratar-se de uma flavona; as correlagdes com
as projecdes dos sinais de carbonos em o 107 ppm/C-10, 5 124 ppm/C-1°, & 166 ppm/C-
2 e 0 167 ppm/C-2 reforgam a proposta do nucleo de flavona, sendo que ha dois sinais
para o carbono C-2, confirmando assim, tratar-se de pelo menos dois sistemas com este
padrdo de substitui¢do para o anel C. A Figura 121 mostra as correlagdes observadas
entre os sinais de hidrogénios e os sinais das proje¢des dos carbonos (J ou *J), os dados

encontram-se listados na Tabela 30 (p. 167).

R
124 124
O C f0) ¢ RO. 1065
167 166 163,5
185 185
107 H 107
6,61 g,l 6%
o 0 OR
6,95 6,93
H H H H
H OR H OR H OR H OR
8,00 163 163 7,85 163 163
124 118 118
1% o H H 1?6 05 H H
H H H H

Figura 121 — Subestruturas com dados obtidos do espectro heteronuclear de gHMBC da
Fraciao Cy5 3.

A proposta para as agliconas ¢ demonstrada na Figura 122.

Figura 122 — Proposta para as agliconas dos flavondides presentes na Fracao C;s 3.

Os dados de RMN para a substancia S79 foram comparados com obtios por

SOBOLEYV (105) e estdo de acordo para a proposta realizada para este flavonoide.
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Tabela 30 — Dados das correlagdes heteronucleares obtidos do mapa de correlagdes de

gHMBC da Fracao C;5 3.
gHMBC S5 gHMBC S,
C Sc 2 en Sc 2 en
2 167,0 H-2°/H-6’; H-3 166,0 H-2°/H-6’; H-3
3 104,0 - 104,0 -
4 185,0 H-3 185,0 H-3
5 - - 158,0 H-1”
6 99,5 - 106,0 H-8; H-1”
7 163,5 H-6 165,0 H-8; H-1”
8 106,5 H-6; H-1” 95,7 -
9 158,0 H-17 160,0 H-8
10 107,0 H-3 110,5 H-8
r 124,0 H-3°/H-5’; H-3 124,0 H-3
2 130,0 H-2’/H-6’ 129,5 H-2°/H-6’
3 118,0 H-3’/H-5° 118,0 H-3’/H-5°
4 163,0 H-2’/H-6’; H-3’/H-5° 163,0 H-2’/H-6; H-3’/H-5’
5 118,0 H-3’/H-5° 118,0 H-3’/H-5°
6’ 130,0 H-2’/H-6’ 129,5 H-2’/H-6’
17 73,7 - 73,7 -
2” 78,2 H-1” 78,2 H-1”
3” 81,6 H-17; H-2” 81,6 H-17; H-2”
4 72,2 - 72,2 -
5” 82,9 - 82,9 -
6” 63,0 - 63,0 -
1’ 102,5 H-2” 102,5 H-2”
2 73,0 - 73,0 -
3 72,5 H-4> 72,5 H-4>"
4> 73,6 - 73,6 -
5 70,0 H-4>"° 70,0 H-4>"
6’ 18,0 H-4°" 18,0 H-4>"’
Os residuos de glicosideos presentes nas agliconas propostas, foram

determinados com base nos dados espectroscopicos e dados tedricos obtidos das

Tabelas 3-5 (p. 64-67), os sinais dos hidrogénios anoméricos em 6 5,22 ppm (sl), 6 5,09

ppm (d, J > 1 Hz), referentes a sinais de dois residuos de B-L- e a-L-ramnose que por

meio da andlise do mapa de correlacoes de gHMBC estdao correlacionado com o sinal

em 0 78,0 ppm referente ao sinal do carbono C-2” do residuo de glicose indicando que
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os glicosideos estdo ligados entre si dando origem ao glicosideo conhecido de
glucuronideo (Rha-1,2-Glc-), e os sinais em 6 5,12 ppm (d, J = 9,8 Hz,), ¢ 6 4,95 ppm
(d, J ~ 4 Hz,) residuos de B-D- e a-D-glicose. Ainda analisando o mapa de correlagdes
de gHMBC, eles estao correlacionando com os sinais em & 165,0 ppm (C-7), 6 158,0
ppm (C-9) e 8 159,0 ppm (C-9) referentes aos sinais dos carbonos do anel A, sendo os
dois ultimos de anéis distintos. Portanto, os residuos de glucuronideo encontram-se dois
na posi¢do C-8, e os outros dois na posi¢ao C-6 nos quais um na configuragdo a e outro
B para cada posi¢ao, esta informagdo é confirmada pelos dados de correlagdes homo e

heteronucleares listados na Tabela 30 (p. 167).
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Figura 124 — Espectro de gCOSY 'H x 'H (DMSO-ds, 400 MHz) da Fracio Cis 3 (A)
e ampliacdo na regido de sinais H dos glicosideos (B).
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Figura 125 — Ampliacio de espectro de gCOSY 'H x 'H (DMSO-ds, 400 MHz) da
Fracao C;s 3 na regido dos glicosideos (C - D).
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Figura 127 — Mapa de correlagdes de gHMBC (DMSO-ds, 400 MHz) da Fracao Cis 3.
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A Fracao C;s 3 foi submetida a andlise por LC-UV-MS e foram observadas 5
bandas no cromatograma (Figura 128, p. 172), confirmando a presen¢a de uma mistura
na fragdo. As andlises dos espectros de massas e de Ultra Violeta (Figura 129, p. 173)

confirmam a proposta dada para os compostos presentes, onde para as bandas A, B, C e
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D apresentam o pico do ion pseudomolecular para cada banda: ion pseudomolecular m/z
577,4 D; m/z 577,4 D; m/z 577,4 D e m/z 577,5 D, repectivamente, confirmando a
presenca dos quatros isomeros. A banda E apresenta o pico do ion pseudomolecular de
m/z 607,4 D, indicando que ha mais uma substancia presente na Fracido Cys 3 diferente
das quatro identificadas e como ela se encontra em baixa concentragao nao foi possivel
atribuir a sua estrutura.

Portanto, foram identificados os flavondides A: 5-7-4’-trihidroxiflavona-8-C-3-
glucuronideo (S79); B: 5-7-4’-trihidroxiflavona-8-C-a-glucuronideo (S7); C: 5-7-4’-
trihidroxiflavona-6-C-f-glucuronideo  (S72) e D: 5-7-4’-trihidroxiflavona-6-C-a-

glucuronideo (S73).
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0.00
—
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Figura 128 — Cromatograma de eluicao gradiente da Fra¢ao C;s 3 obtido por LC-UV-
MS (A = 253,4 nm; tg = A = 30,182 min.; B = 30,932 min.; C = 31,960 min.; D =
32,428 min. e E = 32,987 min.). Condi¢gdes: modo reverso de elui¢do, com fase movel,
A: H,O:HCOOH 0,1 %, B MeOH:ACN 1:1; fase estacionaria: Coluna C-18 (Gemini
250 x 4,6 mm, 5 pm); em sistema gradiente inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %; 35 min.:
1:1; 45 min.: 100 % de MeOH/ACN 1:1 até 50 min. Detectores: Espectro de UV na
regido de 200 nm a 400 nm. Massas: Modo electro-spray negativo (ES-), varrendo de
200-1200 m/z; Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V; Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5; temperatura
inicial: 100° C; Dessolvation temperatura: 350° C; Fluxo de gas: dessolvation — 400 L/h;
Cone — 50 L/h.
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Figura 129 — Espectros de EM e de UV dos componentes da Fra¢ao Cis 3.
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4.3.3.2.1 - Constituintes Quimicos da Fracdo Cg 9

A Fracao Cg 9 foi obtida do fracionamento por HPLC-UV. O espectro de RMN
'H (MeOD, 400 MHz, Figuras 131-132, p. 174-175) apresenta sinais caracteristicos de
flavonoide da Classe I e ndo foi observado sinal caracteristico para o anel C, indicando
tratar-se de um flavonol. Portanto, os sinais obtidos dos espectros de gCOSY 'H x 'H
(Figuras 133-134, p. 175-176) e mapa de correlagdes de gHSQC (Figura 135, p. 176)
encontram-se indicados no ntcleo flavonoidico para Classe I (Figura 130).

Os dados de gHMBC (Figura 136, p. 177) encontram-se listados na Tabela 31
(p- 179), sendo que todos os dados dos carbonos foram obtidos das proje¢des dos sinais

dos mesmos.

Figura 130 — Dados obtidos do espectro de gCOSY 'H x 'H e gHSQC para a substancia
presente na Fracao Cg 9.
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Figura 131 — Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fracio Cg 9.
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Figura 132 — Ampliacio do espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragéo Cs 9.
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Figura 133 - Espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio Cg 9.
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Figura 134 — Ampliagdo do espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio
Cs 9.
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Figura 135 — Mapa de correlagdes de gHSQC (MeOD, 400 MHz) da Frag¢ao Cs 9.
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| I _ Efi
Figura 136 — Mapa de cc;;relagées c;e gHMBé (MeOD,E4OO MHz) da Frag¢ao Cg 9.
A Fragao Cs 9 foi analisada por LC-UV-MS e foi observado no Cromatograma
(Figura 137) apenas uma banda, no comprimento de onda analisado. O espectro de
massas (Figura 138) apresenta pico do ion pseudomolecular de m/z 301,4 D,

confirmando que a substancia presente nesta fracdo ¢ o flavondide conhecido de

Quercetina.
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Figura 137 — Cromatograma de elui¢do gradiente da Frac¢ao Cg 9 obtido por LC-UV-
MS (A = 253,4 nm, tg = 39,732min.). Condi¢des: modo reverso de elui¢cdo, com fase
movel, A: HO:HCOOH 0,1 %, B MeOH:ACN 1:1; fase estacionaria: Coluna C-18
(Gemini 250 x 4,6 mm, 5 um); em sistema gradiente inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %;
35 min.: 1:1; 45 min.: 100 % de MeOH/ACN 1:1 até 50 min. Detectores: Espectro de
UV na regido de 200 nm a 400 nm. Massas: Modo electro-spray negativo (ES-),
varrendo de 200-1200 m/z; Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V; Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5;
temperatura inicial: 100° C; Dessolvation temperatura: 350° C; Fluxo de gas:
dessolvation — 400 L/h; Cone — 50 L/h.
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Figura 138 — Espectros de MS e de UV da Fragao Cs 9.

Tabela 31 — Dados obtidos do mapa de correlacdes de gHMBC para a substancia da

Fracgao Cg 9.
Posi¢iio RMN 'H (6 = ppm) gHMBC
6 6,17 (d, J=2,07 Hz) 165,98; 162,71; 104,62 ¢ 94,59
7 - -
8 6,38 (d, J=2,07 Hz) 165,98; 158,39; 104,62 ¢ 99,47
2 7,73 (d, J = 2,16 Hz) 148,93; 147,85; 146,40 ¢ 121,87
5 6,88 (d, J = 8,50 Hz) 149,93; 147,85; 146,40 e 124,34

6' 7,63 (dd, J=8,50 Hz e 2,16 Hz) 148,93; 147,85; 146,40 ¢ 116,11

Quercetina (S74)
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4.3.3.2.2 - Constituintes Quimicos da Fracdo Cg 4

A Fracio Cs 4 foi proveniente do fracionamento por HPLC-UV da Fragdo do
EBMI. Por meio da anélise preliminar do espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz,
Figuras 141-142, p. 182-183) pode-se verificar que a amostra tratava-se de mistura de

flavonodides glicosilados pertencentes as Classes I e I11.

Apbs analise do espectro de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e mapa de correlagdes de
gHSQC (DMSO-ds, 400 MHz, Figuras 143-144, p. 184-185) foi possivel atribuir os
sinais dos hidrogénios para as Classes indicadas das substincias presentes na Fra¢ao Cs
4 (Figura 139, p. 180), observou-se também que ha uma sinal em 6 12,63 ppm referente
ao sinal de hidrogénio de hidroxila quelada, informando que héa flavondide com a

posi¢do C-5 hidroxilada.

OR O OR O

Figura 139 — Dados de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e gHSQC (DMSO-ds, 400 MHz)
para as agliconas da Frac¢ao Cg 4.

Ainda analisando o espectro de RMN 'H e o mapa de correlagdes de gHSQC
verificou-se sinais de hidrogénio anomérico correspondentes ao residuo de ramnose em
o 5,25 ppm (sl, B-L-ramnosideo) correlacionando com & 104,6 ppm; e os sinais
correspondentes aos sinais de hidrogénios anoméricos de residuos de arabinosil em o
5,26 ppm (d, J = 5,4 Hz) de 3-O-B-L-arabinofuranosideo, 6 5,34 ppm (d, J = 7,3 Hz) de
3-O-a-D-arabinopiranosideo ¢ 6 5,58 ppm (d, J = 1,3 Hz) de 3-O-a-D-
arabinofuranosideo, com correlagdes gHSQC com os sinais em o 104,36 ppm e 6 109,00

ppm, respectivamente. Estes dados estdo de acordo com os dados apresentados nas
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Tabelas 3-5 (p. 64-67) e com os de carbonos de glicosideos relatados por AGRAWAL

(106).

A andlise dos mapas de correlacdes heteronucleares possibilitou atribuir as
posi¢des dos glicosideos para as agliconas propostas. Os sinais em 0 5,58 ppm, ¢ 5,34
ppm, 6 5,27 ppm e & 5,26 ppm apresentaram correlacdes com os sinais da projecao de
carbono em & 133,5 ppm, 6 133,0 ppm e & 135,0 ppm indicando que os hidrogénios

anoméricos estdo ligados ao oxigénio da posi¢ao C-3.

Os dados de gHSQC ¢ gHMBC (DMSO-dg, 400 MHz, Figuras 144-145, p. 185-

186) para os sinais dos hidrogénios aromaticos encontram-se na Tabela 32 (p. 182).

O espectro de gCOSY 'H x 'H confirmou as correlagdes obtidas na analise do
espectro de RMN 'H e os mapas de correlagdes heteronucleares de gHSQC e de
gHMBC mostram as correlagdes dos hidrogénios com a projecao dos sinais dos seus

respectivos carbonos como ¢ mostrado nas subestruturas da Figura 140.

Figura 140 — Dados obtidos dos mapas de correlacdes de gHSQC e de gHMBC da
Fracao Cg 4.

A fracdo foi submetida a andalise por LC-UV-MS e os seus espectros de massas
e UV (Figura 147, p. 180) auxiliaram a identificar as substancias propostas. O
cromatograma (Figura 146, p. 179) apresenta quatro bandas como componentes
principais, e os espectros de massas de cada banda apresentaram picos do ion

pseudomolecular de m/z 433,5 D relativo a Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo
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(S75); m/z 433,5 D relativo aos Quercetina-3-O-f-L-arabinofuranosideo (S7) +

Quercetina-3-O-a-L-arabinofuranosideo (S77); m/z 447,4 D relativo a Quercetina 3-O-f3-

L-ramnosideo (Ses) € m/z 598,3 D (impureza) para as bandas A, B, C e D,

respectivamente.

Tabela 32 — Dados de gHMBC para Flavonoide da Fragao Cs 4 (DMSO-ds, 400 MHz,

O =ppm).

Posicao

S75

S76

gHMBC

gHMBC

QUBEBWUWNR =TV A WD

94,0; 104,0; 161,0 e 164,0

94,0; 104,0; 161,0 ¢ 164,0

99,0; 104,0; 156,0 € 164,0  99,0; 104,0; 156,0 e 164,0

121,5; 145,0 € 156,5

122,0; 145,0 e 148,8
122,0; 145,0; 148,8 ¢ 156,5

122,0; 145,0 e 148,8
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Figura 141 — Espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz) da Fragiio Cs 4.
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Figura 143 — Espectro de gCOSY 'H x 'H (DMSO-d,, 400 MHz) da Fraciio Cs 4 (A) ¢
ampliagdes nas regides de sinais H dos glicosideos (B - D).
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Figura 144 — Mapa de correlacdes de gHSQC (DMSO-dg, 400 MHz) da Fracgao Cs 4
(A); ampliagdes na regido de sinais H aromaticos (B) e de H dos glicosideos (C - D).

184



Resultados e Discussdes

A B
el oﬂil__-u._n_i_ e kS ) L
! 4 T | .
— | ) | -
- o == ! B S—
J g e “3 J
—_g . = " — =‘;% ¢ =

_._.3 ok {
—:JI 4.t " ___—;1] - ¢
1 .., = i
C
- ,.Mx AN -
_] - =
| > ’
2
. nd
____:_9' - o e
_1 !
I I O “ a
)
i = | [

| | ron

Figura 145 — Mapa de correlagdes de gHMBC (DMSO-ds, 400 MHz) da Fraciao Cg 4
(A); ampliagdes na regido de sinais H aromaticos (B) e de H dos glicosideos (C - D).
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Portanto, foram identificadas nesta fracao as substancias S7s, S7¢, S77, € Ses.
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Figura 146 — Cromatograma da Fracio Cs 4 obtido por LC-UV-MS (A = 288,2 nm; tr:
A = 34,677 min.; B = 35,083 min.; C = 35,692 min. ¢ D = 40,553 min.). Condigdes:
modo reverso de eluicao, com fase movel, A: HO:HCOOH 0,1 %, B MeOH:ACN 1:1;
fase estacionaria: Coluna C-18 (Gemini 250 x 4,6 mm, 5 um); em sistema gradiente
inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %; 35 min.: 1:1; 45 min.: 100 % de MeOH/ACN 1:1 até
50 min. Detectores: Espectro de UV na regido de 200 nm a 400 nm. Massas: Modo
electro-spray negativo (ES-), varrendo de 200-1200 m/z; Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V;
Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5; temperatura inicial: 100° C; Dessolvation temperatura:
350° C; Fluxo de gas: dessolvation — 400 L/h; Cone — 50 L/h.
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4.3.3.2.3 - Constituintes quimicos da Fracdo Cg 2.

A Fracgao Cg 2 apresentou compostos (Figura 148) com perfis de substitui¢des
caracteristicos de flavondides glicosilados pertencentes as Classes I e III, desta forma
foram atribuidos os dados obtidos dos espectros de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e gHSQC
(MeOD, 400 MHz, Figuras 149-154, p. 190-193) para as agliconas correspondentes a

estas classes referidas. Verificou que sdo dois da Classe I e apenas um da Classe II1.

Figura 148 — Agliconas das Classes I e III com os dados obtidos dos espectros de RMN
'H,gCOSY 'Hx 'He mapa de correlagdes de gHSQC da Fracgao Cs 2.

Os sinais relativos aos de hidrogénios anoméricos em 6 = 5,26 ppm (d, J = 7,46
Hz) com correlagio 'J com & 103 ppm e *J com & 135 ppm, & 5,34 ppm (d, J = 1,49 Hz)
com correlagdo 'J com & 103 ppm e 2J com & 136 ppm e & 4,80 ppm (d, J = 7,00 Hz)
com correlacdo ndo observada em razao da baixa concentracdo deste constituintes, sao
caracteristicos de 3-O-B-D-glicose, 3-O-a-L-ramnose e 4’-O-B-D-glicose. Estes dados
foram comparandos com as constantes de acoplamento e deslocamento quimico com os
das Tabelas 3-5 (p. 64-67) e da literatura para carbono-13 de glicosideos (106).

Os dados obtidos do mapa de correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz,
Figura 155, p. 193) encontram-se listados na Tabela 33 (p. 194) e observou-se que as
correlagdes dos sinais dos hidrogénios anoméricos confirmam as propostas das posi¢oes
dos glicosideos. As estruturas propostas para os flavonoides da Fra¢io Cg 2 com os

valores obtidos deste e dos outros experimentos de RMN encontram-se na Tabela 33 (p.

194),
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De acordo com o que foi analisado foi possivel propor que as substancias
presentes na Fra¢ao Cg2 sao A: Quercetina-3-O-f-D-glicosideo (S7s), B: Quercetina-3-

O-a-L-ramnosideo (S79) e C: 3,5,7-trihidroxiflavona-4’-O-B-D-glicosideo (Sgo).
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Figura 149 — Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio Cs 2.
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Figura 154 — Mapa de correlacdo de gHSQC (MeOD, 400 MHz) da Fracao Cs 2.
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Tabela 33 — Dados espectrais para os compostos da Fraciao Cg 2 (6 = ppm).

Posicio RMN 'H/ gHMBC RMN 'H/ gHMBC RMN "H/ gHMBC
gHSQC A gHSQC B gHSQC C
A B C
2 - - - - - -
3 - - - - - -
4 - - - - - -
5 - - - - - -
6 6,2/100  166;163;106e¢95  6,2/100  166; 163;106€95  6,2/100  166; 163; 106 € 95
7 - - - - - -
8 6,4/94  166;158;106e 100  6,38/84  166; 158;106 ¢ 100  6,38/94  166; 158; 106 e 100
9 - - - - - -
10 - - - - - -
1 - - - - - -
2' 7,71/118  159;149; 146 ¢ 123 7,34/117  159;149; 147;e 123 7,05/- 151 e 147
3 _ . - - 6,81/- 118
4' - - - - - -
5 6,87/116 149; 146 ¢ 123 6,91/115,5 159;149; 147e 117  6,81/- 118
6' 7,59/123 159; 149 ¢ 118 7,31/123 149;147 ¢ 123 7,05/- 151 e 147
1 5,26/103 135 5,34/103 136 4,80/- -
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4.3.3.2.4 - Constituintes quimicos da Frac&o Cg6

A analise do espectro de RMN 'H (Figuras 158-160, p. 197-198) sugeriu a
presenga de flavonoides glicosilados pertencentes as Classes I e 11, desta forma os dados
dos sinais obtidos dos espectros de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H ¢ mapa de correlacio
gHSQC (MeOD, 400 MHz, Figuras 161-165, p. 199-201) foram indicados nas
agliconas (Figura 156). Os dados relativos aos sinais observados no mapa de
correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz, Figuras 166-168, p. 201-202) encontram-
se indicados nas agliconas da Figura 157, sendo duas da Classe I e trés da Classe II
caracterizadas pelos sinais dos anéis B (Classe I: 6 7,74 ppm, d; 6 7,58 ppm, dd; 6 6,85
ppm, d; 6 7,60 ppm d; 6 7,58 ppm, dd ¢ 6 6,87 ppm d; Classe II: & 7,38 ppm; & 7,23 ppm

e d 7,13 ppm).

RO.

OR O

Figura 156 — Dados dos espectros de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e mapa de correlagdes
de gHSQC para as agliconas da Fracao Cs 6.
OR

Figura 157 - Dados do mapa de correlagdes de gHMBC para as agliconas da Fragao Cg
6.
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Analisando o espectro de RMN 'H na regido de sinais de hidrogénios
anoméricos verificou-se que os sinais em & 5,46 ppm (S|, a-L-arabinofuranosideo) com
correlagio 'J com & 109 ppm e *J com & 88 ppm; & 5,24 ppm (d, J = 2,9 Hz, 3’-O-0a-D-
glicopiranosideo) com correlagdo 'J com & 104 ppm e %J com néo detectada; & 5,25 ppm
(d, J = 2,9 Hz, 7-0-0-D-glicopiranosideo) com correlagio 'J com & 104 ppm e 2J ndo
detectada; & 5,19 ppm (d, J = 6,9 Hz, 7-O-B-D-glicopiranosideo) com correlagdo 'J com
8 104 ppm e 2J ndo detectada; & 5,18 ppm (d, J = 7,0 Hz, 3-O-B-D-glicopiranosideo)
com correlagio 'J com & 104 ppm e 2J com & 136 ppm (C-3) ¢ & 5,15 ppm (d, J = 6,7
Hz, p-D-glicopiranosideo) com correlagio 'J com & 104 ppm e *J ndo detectada. Por
meio da integracdo dos sinais de deslocamentos propde-se que a aglicona da Classe |
com maior deslocamento (6 7,74 ppm) estd em maior propor¢do na mistura e deve estar
ligada por meio do seu carbono 3 com a glicose (S7g). A outra aglicona da Classe I que
esta presente numa concentragdo proxima a anterior deve estar ligada a glicose, mas por
meio do carbono 7 (Sg1). Duas agliconas da Classe II estdo ligadas a a-D-glicoses nas
posicdes 7 € 3’ (Ss2 € Ss3, respectivamente) e a tltima a arabinoglicosil na posi¢do 7 da
aglicona e 1 da glicose (Sg4).

Por meio das analises dos dodos espectroscdpicos pode-se propor que os

compostos presentes na Fra¢ao Cg 6 sio:

OH
HO 0
S;s Ry=H;R; =
HO
OH
H
OH
0
Ss1 R,=H;R,= HO
HO
OH
H
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Figura 158 - Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio Cs 6.
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Figura 161 - Espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio Cs6.
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Cs 6.

198



Resultados e Discussdes

. '.-
udy . il '
- 2 g s a T -
1 ._..—'. i
% - ooy | |
- y iy i |
1 g |
encergee - B I i | Fpom
ppm 5.0 4.5 40 3156 1.0

Figura 163 — Ampliacio do espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio
Cs 6.
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4.3.4 - Determinacio Estrutural dos Constituintes do EBMP de S. adstringens

O EBMP teve as mesmas caracteristicas do EBMI, ou seja, uma quantidade
bastante elevada de pigmentos e agucares, desta forma optou-se pela mesma
metodologia para o fracionamento cromatografico por meio de CC com fase
estacionario Sephadex® LH — 20 para posterior analise por HPLC — UV preparativo. As
fracdes provenientes destes fracionamentos foram submetidas a anélise por RMN 1D e

2D com objetivo de indentificar os constituintes presentes nas fracdes obtidas.

4.3.4.1. - Constituintes Quimicos da Fracdo C;; 3

As analises preliminares do espectro de RMN 'H e gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400
MHz, Figuras 171-175, p. 205-207) da Fra¢do C;; 3 indicaram a presenga de
flavonoides glicosilados pertencentes as Classes I e 1I. Assim, foram atribuidos os sinais
de deslocamentos quimicos dos hidrogénios nas Classes propostas e a partir dos dados
obtidos do mapa de correlagdes de gHSQC (Figura 176, p. 207) determinaram-se os
valores dos deslocamentos dos sinais dos carbonos hidrogenados ('J). Os deslocamentos
quimicos dos carbonos ndo hidrogenados foram estabelecidos pelo mapa de correlagdes

de gHMBC por meio das correlagdes heteronucleares (Figuras 177-178, p. 208).

Figura 169 - Dados dos espectros de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H ¢ mapa de correlagdes
gHSQC para as agliconas da Fracao Cy; 3.
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Pela analise do mapa de correlacdes de gHMBC (Figuras 177-178, p. 208), os
sinais dos H-anoméricos correlacionam-se com o sinal do C-3 (~ 6 136 ppm), ou seja,
os flavonoides se diferenciaram pelo residuo de agucar. Observando o espectro de RMN
'H ¢ o mapa de correlagdes de gHSQC (MeOD, 400 MHz, Figura 176, p. 207) na
regido de sinais de hidrogénios anoméricos pode-se constatar por meio dos dados
obtidos das Tabelas 3-5 (p. 64-67) que os sinais em 6 5,35 ppm e 6 5,31 ppm (d, J ~ 1
Hz, 'Jc 103 cada) sdo caracteristicos a-L-ramnose, os sinais em 6 0,96 ppm (d, J = 6,17
Hz) e em 6 0,94 ppm (d, sobreposto ao anterior) confirmaram a presenga dos dois
residuos deste glicosideo. Os outros sinais de H-anoméricos em 6 5,46 ppm (d, J ~ 2,5
Hz, 'Jc 103) e & 5,25 ppm (d, J = 7,5 Hz, 'Jc 103), pertencem a 3-O-p-L-
arabinofuranosideo e 3-O-a-L-arabinopiranosideo, respectivamente; os sinais em 9 5,18
ppm (d, J=7,6 Hz, 'Jc 104) ¢ & 5,16 ppm (d, J = 7,5 'Jc 104) de glicose. Esta analise se
baseou nos valores das constantes de acoplamento e correlagcdes de gHSQC.

Ao analisar o espectro de gCOSY "Hx'H (MeOD, 400 MHz, Figuras 174-175,
p. 206-207) foi possivel observar correlagdes para alguns residuos de glicosideos
reforgando a proposta feita anteriormente, a comparacdo dos valores de carbonos
obtidos das projecdes com os valores obtidos da literatura (98 e 104) ajundaram a
reforcar estas propostas, estas correlagdes, bem como os dados obtidos da literatura para

os valores de carbonos encontram-se listados nas subestruturas da Figura 170.

5,25 3,34

H 348 H
104,00 H 73,59
OH
72,25 3,55
O—| %50 = ooOH
OH ’

a 3,82

Figura 170 — Correlagio dos dados obtidos do espectro de gCOSY 'H x 'H, e
comparacdo dos valores das projecdes de carbono com os dados obtidos da literatura
(106) para os residuos de arabinose (a e b) e glicose (c e d).
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A Fracao C;; 3 foi analisada por LC-UV-MS e no cromatograma (Figura 179)
observam-se seis bandas, as quais apresentaram espectros de massas (Figura 180, p.
211) com os seguintes picos dos ions pseudomoleculares de A: m/z 464,4 D; B: m/z
463,4 D; C: m/z 463,4 D; D: m/z 433,3 D; E: m/z 433,4 D e F: m/z 447,5 D,
confirmando as massas para cada pico com as propostas estruturais dos flavonoides.

Portanto, com as informagdes obtidas, foi possivel determinar as estruturas dos
flavonodides presentes na fragdo que sdo A: Miricetina-3-O-B-L-raminosideo (Se,
componente majoritario na mistura), B: Mericetina-3-O-B-D-glicosideo (Sss), C:
Mericetina-3-O-a-D-glicosideo (Sse); D: Quercetina-3-O-B-L-arabinofuranosideo (S7),
E: Quercetina-3-O-B-L-arabinopiranosideo (Sg7) € F: Quercetina-3-O-a-L-raminosideo
(S79). Os espectros de UV confirmaram as propostas apresentadas, onde as absorc¢des
das Bandas II indicam que os anéis A encontraram-se dioxigenado e as Bandas I

indicaram que as posi¢des C-3 apresentam hidroxila substituida.

L e B B e e B B e B B S Bt B B ey R B B B s
31.00 32.00 33.00 34.00 35.00 36.00 37.00 38.00

Figura 179 — Cromatograma da Fracio C;; 3 obtido por LC-UV-MS (A = 254,0 nm;
tR: A = 33,235 min.; B = 33,737 min.; C = 33,909 min.; D = 34,814 min.; E = 35,217
min. ¢ F = 35,806 min.). Condi¢des: modo reverso de eluicdo, com fase movel, A:
H,O:HCOOH 0,1 %, B MeOH:ACN 1:1; fase estacionaria: Coluna C-18 (Gemini 250 x
4,6 mm, 5 um); em sistema gradiente inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %; 35 min.: 1:1; 45
min.: 100 % de MeOH/ACN 1:1 até¢ 50 min. Detectores: Espectro de UV na regido de
200 nm a 400 nm. Massas: Modo electro-spray negativo (ES-), varrendo de 200-1200
m/z; Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V; Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5; temperatura inicial:
100° C; Dessolvation temperatura: 350° C; Fluxo de gas: dessolvation — 400 L/h; Cone —
50 L/h.

208



Resultados e Discussdes

Sg7 Ri=
SSS R] = HO
HO OH
OH H
on H
H;C o
O HO
HO S, R =
Sss R, = H 79 K H
HO HO
OH OH
] 1604 w77
3x108 150] | ‘\,‘
4 /‘J‘/‘ ‘\\
= 2108 \
2 929.5 100 \ 256.0
5 ] < / N 3500
= ] N P
1x10% s
] 0501 \ P
N~
04 313 o4 72 2 1074
200.00 406.00 600.00 806.00 1006.00 1200.00 200.00 226400 24&.00 260‘400 286‘00 300‘.00 326400 34(:‘!.00 360‘.00 386‘00
mz nm
B
634
P L N 2548

AU

0a] |
/ \ \
E o~/ \ \
0201 ~ \ \
\ - \

] 284 \
0.10+ A
233 4wV dsn66739 o7 5L PEBAINA51027.2 \
Ot e e A b L B B B s B
20000 40000 600.00 80000 1000.00 1200.0¢ 20000 22000 24000 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00
niz nm

Figura 180 (continuagdo) - Espectros de MS e de UV da Fracao Cy 3.

209



Resultados e Discussdes

1 4534
3a0’
2a09]
va| 283
] 4
bes 08 [ SSmosmares 8974‘*??9756 11851
o -
2000 40M 60000 80000 100000 120000
niz
1 4333
25x10%]
20x10%]
2 1
g :I.leO&: 2
10x10%]
1 8673
50x10%]
L 2 l5‘50%25432 %6 847.48%);5&98-7 1135611983
00 bt e R
20000 40000 600.00 80000 100000 120000
niz
433.4
15x10%
@ 10x10%
50107
501.5 868.5
009.4 l \ 559.1 67947576 1 962.71018.2 11828
0.0 st ‘I‘J‘ Lt i“ il - anHhu.\ A L
200.00 400.00 600.00 800.00 100000 120000
mz
4475
3x10%-
= 2x10%
1x10%
895.5
1 5153 7442 9573
1 300.4360.2 . 6212 8437 " 1143111749
O T t T L T T S T
200.00 406.00 600 00 806 00 1006 00 1200 0C

mz

0507
\
248
o] | /,
\“ // 354.8

o] | / \

= “\ /
—/
0207
0101

20000 22000 24000 260.00 280.00 300.00 32000 340.00 360.00 380.00

nm

2’%
015 /N 3548
/,’ \\\ N\
/ \
010 \\
\ \
\ _ \
A \
0057 ‘\\ // \\
N
\Vi
000 .

nm

200.00 220 00 240 00 260 00 280 00 300 00 320 00 340.00 360 00 380 00

0.10q

0.057

AU

0004 /

00|
U/

200.00  220.00 240 00 260.00 ZBO 00 300.00 320 00 340.00 360 00 380.00

nm
2548
015 //54\\
\ 88
// “‘\ o
o] y \ / \
5 / \
<< / \77 ///
005 /

0.001

20000 220.00 24000 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00

Figura 180 — Espectros de MS e de UV da Fragao Cy; 3.
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4.3.4.2 - Constituintes Quimicos da Fracdo Cy, 5

Apos analises preliminares por RMN 'H (MeOD, 400 MHz, Figuras 182-183, p.
213-214) da Frag¢ao Cy; 5 verificou-se tratar de flavondides glicosilados pertencentes a
Classe 1. Os dados obtidos do espectro de gCOSY 'H x 'H e mapas de correlagdes de
gHSQC e de gHMBC (MeOD, 400 MHz, Figuras 184-189, p. 214-217) estdo de acordo
com os indicados para a aglicona desta classe na Figura 181. O sinal em 6 6,38 ppm (S),
apos analise por gHMBC correlaciona-se além dos sinais correspondente ao anel A,
com um sinal em & 177 ppm correspondente a sinal de carbono carbonilico, indicando
que além do hidrogénio da posi¢do 8, ha um outro hidrogénio ligado na posi¢do C-3,
sugerindo a presen¢a na mistura de uma flavona. A intensidade do sinal em 6 6,20 ppm
correspondente ao hidrogénio 6, indica que uma das estruturas das moléculas da mistura

teve a mesma substituida por hidroxila.

OR O OR O

Figura 181 — Proposta para as agliconas presentes na Fraciao C;; 5 com dados de RMN
'H e as proje¢des dos dados de carbono obtidos dos mapas de correlagdes de gHSQC e
de gHMBC.

Os sinais na regido de hidrogénios anoméricos em & 5,50 ppm (sl, 'Jc & 108

ppm) referente a 3-O-a-L-arabinofuranosideo; & 5,34 ppm (s, 'Jc & 103 ppm)

caracteristico de 3-O-B-L-raminosideo, em & 5,23 ppm (d, J = 7,5 Hz, 'J¢ & 103 ppm)

211



Resultados e Discussdes

caracteristico de 3-O-a-L-arabinopiranosideo ¢ & 5,18 ppm (d, J = 7.5 Hz, 'Jc & 103
ppm) correspondente a unidade de 3-O-f-D-glucosideo.

O mapa de correlagdes de gHMBC apresenta a correlagdo dos sinais de
hidrogénios anoméricos com a projecdo do sinal de carbonos em torno de & 136 ppm
exceto para 6 5,18 ppm, indicando que estes glicosideos encontram-se ligados ao

oxigénio da posi¢do 3, e o da flavona em C-7, reforgando a proposta feita anteriormente.

ppm

K Slalail<l=lail |=ls Sheilai ol |=llall-ls - o
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T T v v T
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Figura 182 — Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio C;; 5.
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Figura 183 — Ampliacdo do espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fracdo C;, 5.
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Figura 184 — Espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio C;; 5.
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Figura 185 — Ampliagdo do espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio
Clz 5.
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Figura 186 — Ampliacio do espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio
C12 5 com um corte mais alto.
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Figura 188 — Mapa de correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz) da Fracao Cy; 5.
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Figura 189 — Ampliagdo do mapa de correlacdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz) da
Fraciao Cy, 5.

A Frac¢ao Cy; 5 foi analisada por LC-UV-MS e o Cromatograma (Figura 190, p.
218) apresentou quatro bandas mais intensas, as quais apresentaram espectros de massas

(Figura 191, p. 219) com picos dos ions pseudomoleculares de m/z 464,4 D; m/z 434.,4

D; m/z 434,4 D e m/z 448,8 D para as bandas A, B, C e D, respectivamente.
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Figura 190 — Cromatograma da Fracao Cj; 5 obtido por LC-UV-MS (A = 254,0 nm;
tr: A = 33,902 min.; B = 34,800 min.; C = 35,214 min. ¢ D = 35,795 min.). Condigdes:
modo reverso de eluicao, com fase movel, A: HO:HCOOH 0,1 %, B MeOH:ACN 1:1;
fase estacionaria: Coluna C-18 (Gemini 250 x 4,6 mm, 5 um); em sistema gradiente
inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %; 35 min.: 1:1; 45 min.: 100 % de MeOH/ACN 1:1 até
50 min. Detectores: Espectro de UV na regido de 200 nm a 400 nm. Massas: Modo
electro-spray negativo (ES-), varrendo de 200-1200 m/z; Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V;
Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5; temperatura inicial: 100° C; Dessolvation temperatura:
350° C; Fluxo de gas: dessolvation — 400 L/h; Cone — 50 L/h.
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Figura 191 (continuagdo) — Espectros de MS e de UV da Fra¢ao Cy 5.
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Figura 191 — Espectros de MS e de UV da Fra¢ao Cy; 5.

Foi possivel observar que os espectros de UV demonstraram bandas que
confirmaram as propostas apresentadas, onde as quatro bandas dos cromatogramas (A,
B, C e D) apresentaram A = 254,8 nm (Banda II) caracteristico de flavonol de anel A di-
oxigenado; para as bandas do cromatograma A, B e C a absor¢do da Banda I do
espectro de UV sdo de A = 353,6 nm, A = 356, nm e A = 353,6 nm, respectivamente,
indicativos de flavonol de 3-OH substituido e a para a Banda D do cromatograma de A =
348,8 nm indicativo de flavona, refor¢ando a identificacdo realizada por meio dos
experimentos por RMN.

O conjunto dos dados obtido pelos experimentos analisados, proporcionou a
identificacdo das seguintes substancias: A: 5,6,7,3°,4’-pentahidroxiflavona-7-O-a-L-
raminosideo (Sss); B: Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (S7s); C: Quercetina-3-O-

a-L-arabinofuranosideo (S77); D: Quercetina-3-O-D-B-glicosideo (S7s).
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4.3.4.3 - Constituintes Quimicos da Fracao C2 7

Ao analisar o espectro de RMN '"H (MeOD, 400 MHz, Figuras 193-194, p. 221-
222) observou-se que se trata de flavondides glicosilados pertencentes as Classes I e 1,
sendo que foi apenas determinado o composto majoritario, o qual pertencem a Classe II,
devido a pouca resolu¢do dos demais sinais. Portanto, foram atribuidos os valores
obtidos dos espectros de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz, Figuras 195-
196, p. 222-223) e mapa de correlagdes de gHSQC (MeOD, 400 MHz, Figura 197, p.
223) para a aglicona correspondente a classe referida (Figura 192, p. 221). O mapa de
correlacdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz, Figura 198, p. 224), mostrou a correlagdo
do sinal do H anomérico com o sinal em & 136,0 ppm correspondente ao sinal do

carbono na posic¢ao C-3.
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Figura 192 — Dados obtidos dos espectros de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H e mapa de
correlacdes de gHSQC para o composto majoritario.

Este flavonoide ja foi identificado anteriormente no EBMI, sendo assim nao foi
necessario maiores detalhes para sua descrigao.
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Figura 193 — Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fraciio Cy, 7.
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Figura 194 — Ampliacdo do espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fracéo Cy, 7.
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Figura 195 — Espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fracdo Cy, 7.
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Figura 196 — Ampliacio do espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio
Clz 7.
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Figura 197 — Mapa de correlagdes de gHSQC (MeOD, 400 MHz) da Fragéao C;, 7.
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Figura 198 — Mapa de correlagcdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz) da Frac¢éo Cy, 7.

Esta Fragdo foi analisada por LC-UV-MS e foi observado no cromatograma
(Figura 199, p. 225) um pico majoritario, onde a analise do espectro de massas (Figura
200, p. 225), com pico do ion pseudomolecular de m/z 463,4 D e espectro de UV que
apresenta bandas em A = 257,2 nm (Banda II) e A = 348,8 nm (Banda I) caracteristicos
de flavonoide de 3-OH susbstituido, confirmou a proposta para a Miricetina-3-O-f-L-

ramnosideo (Sgo).
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Figura 199 - Cromatograma da Frac¢ao Cy; 7 obtido por LC-UV-MS. A =254 nm; tg: A
= 33,206 min. Condi¢des: modo reverso de eluigdo, com fase movel, A: H,O:HCOOH
0,1 %, B MeOH:ACN 1:1; fase estaciondria: Coluna C-18 (Gemini 250 x 4,6 mm, 5
um); em sistema gradiente inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %; 35 min.: 1:1; 45 min.: 100
% de MeOH/ACN 1:1 até 50 min. Detectores: Espectro de UV na regido de 200 nm a
400 nm. Massas: Modo electro-spray negativo (ES-), varrendo de 200-1200 m/z,
Capilar: 3,50 kV; Cone: 30 V; Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5; temperatura inicial: 100° C;
Dessolvation temperatura: 350° C; Fluxo de gas: dessolvation — 400 L/h; Cone — 50 L/h.
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4.3.4.4 - Constituintes Quimicos da Fracao C;2 9.

A analise dos seus espectros de RMN 'H, gCOSY 'H x 'H, mapas de correlagdes
de gHSQC e de gHMBC (MeOD, 400 MHz, Figuras 202-209, p. 227-230) indicou para
aglicona a Classe I e na regido de sinais de hidrogénios de glicosideos indicou o sinal do
hidrogénio anomérico em & 5,34 ppm (d, J = 1,60 Hz) caracteristico de 3-O-a-L-
ramnosideo (ver Tabelas 3-5, p. 64-67), o sinal em & 0,93 ppm (d, J = 6,12 Hz)
caracteristico de hidrogénio de metila deste glicosideo, refor¢a a proposta do glicosideo
ser a ramnose. As correlagdes obtidas do espectro de gCOSY 'H x 'H, e mapa de
correlacdes de gHSQC e de gHMBC entre os sinais dos hidrogénios do residuo de

ramnose encontram-se indicadas na subestrutura da Figura 201.

17,77CHa [P
OH 09°

Figura 201 — Dados obtidos do espectro de RMN 'H, e mapa de correlacdes de gHSQC
e gHMBC da Fracao C;, 9.

O mapa de correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz, Figuras 207-209, p. 229-
230) mostrou a correlacao heteronuclear do sinal do hidrogénio anomérico em o 5,34
ppm, com o sinal do carbono em & 136,34 ppm, confirmando a posi¢ao deste residuo de

glicosideo em C-3.
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Figura 202 — Espectro de RMN 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio C; 9.
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Figura 204 — Espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fracdo Cy, 9.
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Figura 205 — Ampliagio do espectro de gCOSY 'H x 'H (MeOD, 400 MHz) da Fragio
Ci2 9.

227



Resultados e Discussdes

[ — | L.
S | 0 P
I
7 +

i

poa & 0

Figura 206 — Mapa de correlagdes de gHSQC (MeOD, 400 MHz) da Fragao C;, 9.
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Figura 207 — Mapa de correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz) da Fracao Cy, 9.
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Figura 208 — Ampliagdo do mapa de correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz) da
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Figura 209 — Ampliagdo do mapa de correlagdes de gHMBC (MeOD, 400 MHz) da
Fraciao Cy2 9.
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Esta fragdo foi analisada por LC-UV-MS e o cromatograma (Figura 210)
apresentou apenas uma banda indicando que se trata de apenas uma substancia. O
espectro de massas (Figura 211) apresenta pico do ion pseudomolecular de m/z 4474

D.

0.010

0.005

AU

0.000-pwm b

-0.005

B B e A e e B e B A A
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Figura 210 — Cromatograma da Frac¢ao Cj; 9 obtido por LC-UV-MS. A =254 nm, tg =
36.089 min. Condi¢des: modo reverso de eluicao, com fase movel, A: H,O:HCOOH 0,1
%, B MeOH:ACN 1:1; fase estacionaria: Coluna C-18 (Gemini 250 x 4,6 mm, 5 um);
em sistema gradiente inicio: 5:95 %; 20 min.: 25:75 %; 35 min.: 1:1; 45 min.: 100 % de
MeOH/ACN 1:1 até¢ 50 min. Detectores: Espectro de UV na regido de 200 nm a 400
nm. Massas: Modo electro-spray negativo (ES-), varrendo de 200-1200 m/z; Capilar:
3,50 kV; Cone: 30 V; Extrator: 3,0 V; RF lens: 0,5; temperatura inicial: 100° C;
Dessolvation temperatura: 350° C; Fluxo de gas: dessolvation — 400 L/h; Cone — 50 L/h.
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Figura 211 — Espectros de MS e de UV da Frac¢ao Cy2 9.

Portanto, o flavondide presente na Fracdo Ci; 9 ¢ Quercetina-3-O-o-L-

ramnosideo (S79) ja identificada no EBMI.
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4.4 - DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
DE Helietta puberula.

4.4.1 — Determinacao Estrutural dos Constituintes do Extrato Bruto Hexano do

Caule (EBHC) de H. puberula

O estudo fitoquimico do EBHC de H. puberula levou a obtengdo de 8 fragdes
(Fluxograma 11, p. 50), das quais parte foi analisada diretamente por GC-MS para
identificacdo de seus constituintes quimicos e parte foi submetida a novos
fracionamentos cromatograficos. Deste extrato foi possivel identificar hidrocarbonetos,

alcoois e acidos graxos, ésteres de acidos graxos e triterpenos.

4.4.1.1 — Constituintes Quimicos da Frac¢do C;3 2

Ao analisar o espectro de RMN 'H (CDCls;, 200 MHz, F igura 212, p. 234) foi
possivel observar um sinal de deslocamento quimico em & 5,34 ppm (M) correspondente
a sinal de hidrogénios olefinicos, referente a sinais de hidrogénios da posicao C-5 de
esteroides; os sinais entre & 4,83 ppm e & 4,50 ppm (m) referentes a hidrogénios
olefinicos das posi¢des C-22 e C-23; os sinais entre d 0,65 ppm e & 2,32 ppm referentes

aos sinais dos hidrogénios ligados aos carbonos metilicos, metilénicos e metinicos.

Estes dados sugerem a presenca de esterdides na Fracao Cys 2.

O espectro de RMN °C (CDCl;, 200 MHz, Figuras 213-215, p. 235-236)
apresentou sinais em & 172,90 ppm, 6 172,65 ppm e & 172,50 ppm referentes a sinais de
carbonos de carbonilas; os sinais em & 73,32 ppm e 6 72,87 ppm, sinais de carbonos C-3
e 8 139,43 ppm sinal do C-6 de nucleo esteroidal. De acordo com o que foi previamente

analisado, observou-se que a amostra continha mais de uma substancia.

Optou-se analisar esta fracdo por GC-MS para auxiliar na identificacdo dos

constituintes presentes. Para verificar a presenca de 4cidos carboxilicos, que
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provavelmente, poderiam estar presentes na amostra, uma aliquota da Frag¢ao C;3 2 foi

submetida a reacao de metilagdo para posterior analise.

ApOs analise do cromatograma e dos espectros de massas (Figuras 216 ¢ 217, p.

237-240) verificou-se a presenca de 27 compostos (Tabela 34), sendo que 5 foram

identificados como os esterdides. Foi calculado o indice de Kovats para algumas

substancias e comparados com os obtidos por ADAMS (103), confirmando a proposta

de identificagdo.

Tabela 34 — Constituintes quimicos presentes na Fracao Cy3 2 com comparagdo de seus
indices de Kovats com os indices obtidos de ADAMS (103). A andlise por GC-MS.

Nome tr dos Picos da  Porcentagem IK IK*
Fracao C3 2 Relativa (%)

Acido octadiendico Sgo 3,926 2,84 1635 -
Acido dodecandico Sso 4,833 0,90 1717 1724
Acido nonanedidico S 5,108 591 1740 1727
Acido nonadidico Seq 5,558 0,17 1776 -
Acido tridecanoico Se; 5,725 0,90 1790 -
Acido tridecanedidico So, 6,400 0,67 1841 -
Acido tetradecandico Sio 7,483 1,64 1921 1922
Acido 12-metil-tetradecandico Se; 8,500 1,23 1994 -
Acido pentadecandico Sg; 8,908 0,90 2022 -
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona Sso 9,217 0,27 2044 2025
Acido hexadecandico Sy 10,392 20,50 2134 2125
Acido 14-metil-hexadecandico Seq 11,400 5,84 2200 2197
Acido heptadecandico Si4 11,758 2,10 2225 -
Acido (Z) 9-octadecendico Sy 12,842 17,66 2264 -
Acido octadecandico S,s 13,167 4,81 2329 -
Acido (Z,2) 9,12-octadecadiendico S,z 13,983 5,71 2391 -
Acido icosandico Ssg 15,750 2,77 2528 -
Acido docosandico S,g 18,175 1,10 2728 -
Acido tricosandico S,e 19,458 0,93 2826 -
Acido tetracosandico Ssp 20,967 1,84 - -
Acido pentacosanodico Sos 22,767 0,90 - -
Ergost-5-em-3p-o0l Se¢" 24,033 0,27 - -
Acido hexacosandico Ss; 25,025 0,77 - -
5,6-Ciclopropa-estigma-22(Z)-en-3-ona So;" 26,150 1,00 - -
Ergosta-5,22-dien-3-acetato Sog. 26,800 3,04 - -
Estigma-5,22-dien-3-acetato Sgg* 29,592 7,48 - -
Sitosterol Sys’ 39,100 7,85 - -

IK - Indice de Retencdo de Kovats calculado e IK" - Indice de Retengdo de Kovats de ADAMS, (103).

*Presentes na Fragdo e identificados, apesar de ndo serem derivados de ésteres metilicos.
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Figura 212 - Espectro de RMN 'H (CDCl3, 200 MHz) da Fragéo C3 2.
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Figura 216 — Cromatogramas da Fraciao Cy3 2 obtidos por GC-MS. Condigdes: Gas de
arraste: Nitrogénio (N); temperatura inicial de 100° C; tempo inicial de 1,0 min.; a
temperatura da coluna aumentou de 10° C/min. até¢ 250° C, permanecendo nesta
temperatura por 10,0 min.
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Figura 217 (continuagdo) - Espectros de massas da Fracao Cy; 2 obtidos por GC-MS
em comparacao com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
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Figura 217 (continuagdo) - Espectros de massas da Frac¢ido C;3 2 obtidos por GC-MS
em comparacdo com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
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Figura 217 (continuagdo) - Espectros de massas da Fracao Cy3 2 obtidos por GC-MS

em comparacao com espectros obtidos da biblioteca do equipamento.
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Figura 217 — Espectros de massas dos compostos identificados na Fracio C;3 2.
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4.4.1.2 - Constituintes Quimicos da Fracdo C;3 8

A Fracao Cy3 8 apresentou-se como solido amorfo que ap6s andlise por CCDC
observou-se estar pura e seguiram-se os procedimentos usuais para sua identificacao.

A analise do espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz, Figuras 218-219, p. 245)
da Fracao C;3 8 pode-se verificar que a substiancia analisada era um triterpeno,
portanto, foi possivel observar o conjunto de sinais em & 3,64 ppm (dd, J = 6,0 ¢ 10,0
Hz) correspondente ao sinal do hidrogénio carbinolico, outro sinal em & 2,44 ppm (M)
sugerindo a presenca de hidrogénios adjacentes a carbonila. Na regido entre 6 2,0 ppm e
o 0,80 ppm foram observados um conjunto de sinais sobrepostos referentes aos
hidrogénios metilénicos e metinicos. Observou-se também oito sinais singletos
referentes aos hidrogénios metilicos em ¢ 1,92 ppm, 6 1,15 ppm, o 1,11 ppm, 6 1,08
ppm, & 1,04 ppm, 6 1,01 ppm, & 0,94 ppm e 6 0,88 ppm.

O espectro de RMN °C da Fraciio C;; 8 (Figuras 220-221, p. 246), apresentou
a presenca de 30 sinais de deslocamentos quimicos, reforcando a possibilidade de se
tratar de um triterpeno. Observou-se um sinal em 6 218,17 ppm relativo a um sinal de
carbono carbonilico; trés sinais em o6 86,56 ppm, 6 86,38 ppm e & 70,33 ppm sugerindo
a presenca de trés carbonos carbinolicos. Na Tabela 35 (p. 242) sdo listados os dados

obtidos e os da literatura para o composto identificado como ocotilona (S1gp)-
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Tabela 35 - Dados de RMN "°C da Fracao C;3 8 (CDCl;, 200 MHz) em comparagao
com dados obtidos da Literatura 107 (CDCl;, 75,46 MHz).

Carbono Lit. 107 Fracido Cy4 8 Carbono Lit. 107 Fracido C4 8
C-1 39,90 39,90 C-16 27,00 26,99
C-2 34,10 34,11 C-17 50,20 50,20
C3 213,190 218,17 C-18 16,10 16,12
C-4 47,40 47,44 C-19 15,20 15,20
C-5 55,40 55,42 C-20 86,50 86,56
C-6 19,70 19,66 C-21 24,10 24,10
C-7 34,80 34,86 C-22 34,60 34,65
C-8 40,30 40,33 C-23 26,40 26,39
C-9 49,80 49,80 C-24 86,40 86,38
C-10 36,90 36,90 C-25 70,30 70,33
C-11 22,30 22,31 C-26 26,80 26,74
C-12 25,80 25,85 C-27 27,20 27,24
C-13 43,00 43,01 C-28 27,80 27,82
C-14 50,00 50,00 C-29 21,00 21,02
C-15 31,40 31,46 C-30 16,30 16,34

A estrutura proposta foi confirmada pela andlise dos dados de RMN 2D
discutidos a seguir.

O espectro de gCOSY 'H x 'H (CDCls;, 400 MHz, Figuras 222-223, p. 247) da
Fracao Cy3 8 mostrou correlagdes pouco resolvidas devido a grande sobreposicao de
sinais, podendo apenas fazer algumas atribui¢des nas quais o sinal em & 3,64 ppm
correlaciona-se com o sinal centrado em & 1,88 ppm, o sinal em 6 2,44 ppm
correlaciona-se com os sinais centrados em & 1,92 ppm e 6 1,47 ppm, os sinais em 0
1,92 ppm e 6 1,47 ppm correlacionam-se entre si e este Gltimo também correlaciona-se
com o sinal centrado em 6 1,09 ppm.

O mapa de correlagdes de gHSQC (CDCl;, 400 MHz, Figura 224, p. 248) da
Fragdo Cy3 8 mostrou as correlagdes entre sinais de carbonos e hidrogénios a Jeo

mapa de correlagdes de gHMBC (CDCl;, 400 MHz, Figura 225, p. 248) de dificil
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interpretagdo, permitiu interpretar apenas algumas correlacdes de carbonos e

hidrogénios a >*J. Estes dados encontram-se listados na Tabela 36.

Tabela 36 - Dados de RMN 'H e ">C (CDCl;, 400 MHz) Fracéo C; 8.

Fracido C3 8
gHSQC (‘Jcn) gHMBC (“Jcn)
Oc (ppm)  Ou (ppm) ¢ (ppm) dy (ppm)
218,17 - - -
86,56 - - -
86,38 3,64 70,33 3,64
70,33 - - -
55,42 1,40 - -
50,20 1,46 - -
50,00 - - -
49,80 1,88 - -
47 44 - . -
43,01 1,66 - -
40,33 - . -
39,90 1,45 - -
36,90 - . -
34,86 1,27 - -
34,65 1,67 - -
34,11 2,44 218,17; 39,90 e 34,11 2,44
31,46 1,47 - -
27,82 1,19 - -
27,24 1,15 86,40 1,15
26,99 1,79 - -
26,74 1,08 - -
26,39 1,86 - -
25,85 1,81 - -
24,10 1,11 - .
2231 1,51 - -
21,02 1,04 218,17 1,04
19,66 1,50 - -
16,34 0,88 - -
16,12 0,94 40,33 ¢ 50,00 0,94
15,20 1,01 49,80 1,01

De acordo com esta andlise verificou-se que o triterpeno em questdo ¢ do tipo
damarano, que sdo triterpenos formados a partir da ciclizacdo do esqualeno (precursor
de todos os triterpenos) quando o mesmo se encontra na conformagdo cadeira-cadeira-

cadeira-barco. Este possue anel tetraidrofurano em seu esqueleto o qual é formado a
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partir da epoxidagdo da ligacao entre C-24 e C-25, favorecendo um ataque nucleofilico
da hidroxila ao epéxido, promovendo a formagao do anel de cinco membros (Esquema

1) (108).

L

+

H HO

cadeira-cadeira-cadeira-barco

l H,O0
OH
o 7 < [epoxidase] AN
/T O
OH Q

Esquema 1 - Biogénese dos Triterpenos do Tipo Damarano.

Para identificacdo estrutural foram comparados os dados de RMN,
principalmente, os de °C (Tabela 36, p. 243) com dados da literatura e verificou-se

tratar do triterpeno do tipo damarano conhecido como ocotilona.
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Figura 219 — Ampliacio do espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) da Fracéo C; 8.
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Figura 221 — Ampliacdo do espectro de RMN *C (CDCls, 400 MHz) da Fraciio Cy3 8.
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Figura 224 — Mapa de correlagdes de gHSQC (CDCl3, 400 MHz) da Fragao Cy3 8.
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4.4.2 - Determinacio Estrutural do Constituinte do EBMC de H. puberula

O EBMC de H. puberula foi analisado por CCDC ¢ RMN ¢ observou-se que era
bem complexo para elucidadagdo de seus constituintes quimico devido a presenca de
acucares e outros constituintes cuja classe ndo foi possivel determinar apenas por esta
analise. Sendo assim, este foi analisado também por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos (HPLC-DAD) com sele¢do da
faixa de comprimento de onda entre 200-500 nm na regido do UV, em sistema analitico
no modo reverso de eluig¢do com condigdes gradiente exploratdria, como ¢ possivel
observar nos Cromatogramas A e¢ B da Figura 226 (p. 250). Depois de obtidas as
condi¢des adequadas, o EBMC foi fracionado por CC (Sephadex® LH-20) dando
origem a Coluna Cis Deste fracionamento foram obtidas um total de 28 fragdes,
algumas das quais foram submetidas ao fracionamento por HPLC-UV preparativo
adequando as condi¢des para este modo de analise por meio de calculos de
escalonamento, com objetivo de isolamento dos constituintes presentes das fragdes
alisadas.

A Fracio Cjs 3 foi identificada como modelo para facilitar a determinacao dos
demais constituintes obtidos do fracionamento por HPLC das espécies S. adstringens e

H. puberula, desta fra¢do identificou-se os flavondides Sy - S73 (ver p. 164).
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4.5 - ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.5.1 - ATIVIDADE INSETICIDA

4.5.1.1 — Atividade Inseticida de Stryphnodendron adstringens em Abelhas Apis

mellifera e Scaptotrigona postica

Os bioensaios de atividade frente as abelhas produtoras de mel foram realizados
pelo aluno Tiago Favaro de Souza do Centro de Estudos de Insetos Sociais — IB —

UNESP de Rio Claro - SP, sob a orienta¢do do Prof. Dr. Osmar Malaspina.

4.5.1.1.1 — Bioensaios com operarias

Nos experimentos com os Extratos Brutos Diclorometano ¢ Metandlico obtidos
das Inflorescéncias ¢ dos Pedunculos de S. adstringens foram utilizadas abelhas
operarias das espécies Apis mellifera e Scaptotrigona postica para o teste de toxicidade.

Foi possivel verificar nos graficos da Figura 227 (p. 252) que o EBDI
apresentou atividade toxica frente as duas espécies de abelhas nas concentragdes
utilizadas, quando comparadas com o grupo controle, sendo que foi mais significativo
para a espécie S. postica nas trés concentragdes testadas (0,2 %; 0,5 % e 1,0 %).

A Tabela 37 (p. 252) apresenta os resultados da andlise estatistica para o
experimento de toxicidade no experimento de ingestdo do EBDI para operarias de A.
mellifera e S. postica, nas concentragdes de 0,2 %; 0,5 % e 1,0 %. Foi possivel observar
que a concentracdo mais efetiva foi a de 1,0 %, quando comparadas com o grupo
controle, e a espécie mais susceptivel foi a S. postica em todas as concentragdes

testadas.

250



Resultados e Discussdes

100
—confrole

’
%

—0.5%
—0,2%

5)

504

Sobreviveé ncia(%

0 10 20 30
Dias

100+
— — Confrole

— 1,0%
—0,5%
—0,2%

Sobrevivencia (%)
[4; ]
o
1

0 10 20 30
Dias

Figura 227 - Curvas de sobrevivéncia do experimento de ingestdo realizado com o

EBDI para operarias de A. mellifera (A) e S. postica (B), nas concentragdes 0,2 %; 0,5
% e 1,0 %.

Tabela 37 - Resultado da andlise estatistica obtida na comparagdo entre as
concentragdes dos tratamentos e do grupo controle no experimento de ingestdo do EBDI
para operarias de A. mellifera e S. postica, nas concentragdes 0,2 %; 0,5 % e 1,0 %.

Espécies Apis mellifera Scaptotrigona postica

Concentragdo 0,20 % 0,50 % 1,00 % 0,20 % 0,50 % 1,00 %
X 6,999 5,173 9,225 26,400 23,020 15,870

Df 1 1 1 1 1 1
P 0,0082 0,0029 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Significativo sim sim Sim sim sim Sim
Meéd. Controle 18 18 17 17 17 17
Meéd. Tratamento 16 16 15 14 14 15

As quatro primeiras fragoes (Fracdoes C,4 1-4) obtidas do Fracionamento

Cromatografico do EBDI foram testadas frente as abelhas da espécie A. mellifera.
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(Figuras 228-231). As Fracoes C4 1-4 foram efetivas no teste de atividade inseticida
por ingestdo frete a esta espécie de abelhas, ndo perdendo assim, a atividade apos o
fracionamento do Extrato Bruto, sendo que, a Fracdo C4 4 foi a mais significativa em

todas as concentragdes, quando comparada com as demais fragdes e ao grupo controle.
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Figura 228 - Curvas de sobrevivéncia do experimento de ingestdo realizado com a
Fracao C4 1 para operarias de A. mellifera nas concentragoes 0,2 %; 0,5 % e 1,0 %.
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Figura 229 - Curvas de sobrevivéncia do experimento de ingestdo realizado com a
Fracao C4 2 para operarias de A. mellifera nas concentragoes 0,2 %; 0,5 % e 1,0 %.
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Figura 230 - Curvas de sobrevivéncia do experimento de ingestdo realizado com a
Fracao C4 3 para operarias de A. mellifera nas concentragoes 0,2 %; 0,5 % e 1,0 %.
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Figura 231 - Curvas de sobrevivéncia do experimento de ingestdo realizado com a
Fracio C4 4 para operarias de A. mellifera nas concentragoes 0,2 %; 0,5 % e 1,0 %.

A identificacdo dos constituintes quimicos destas fragdes foi realizada e indicou
a presenca de acidos graxos como compostos majoritarios, principalmente na Frag¢ao Cy
4, a mais ativa, indicando assim que esta classe de composto, provavelmente, seja a
responsavel pela atividade.

O experimento com o EBMI em todas as concentragdes (Figura 232, p. 255)
analisadas demonstrou atividade toxica para as duas espécies de abelhas, A. mellifera e
S. postica, para o mesmo, sendo que para este Extrato Bruto a primeira espécie foi a
mais susceptivel e que a atividade tdxica aumenta com o aumento da concentracao,
quando comparado com o grupo controle.

A Tabela 38 apresenta o resultado da andlise estatistica para o EBMI, e observa-
se que a concentragdo de 1 % apresenta maior atividade frente a espécie A. mellifera,
reforcando a andlise feita anteriormente. Deste extrato foi possivel identifica
flavondides glicosilados como compostos majoritarios, sugerindo desta forma que € esta

classe de compostos responsaveis pela atividade bioldgica neste extrato.
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Figura 232 - Curvas de sobrevivéncia do experimento de ingestdo realizado com o
EBMI para operarias de A. mellifera (A) e S. postica (B), nas concentragdes 0,2 %; 0,5

% e 1,0 %.

Tabela 38 - Resultado da andlise estatistica obtida na comparagdo entre as
concentragdes dos tratamentos e do grupo controle no experimento de ingestdo do
EBMI para operarias de A. mellifera e S. postica, nas concentragdes 0,2 %; 0,5 % ¢ 1,0

o
- Espécies Apis mellifera Scaptotrigona postica
Concentragdo 0,20 % 0,50 % 1,00 % 0,20 % 0,50 % 1,00 %
X? 42,030 76,120 120,500 32,940 19,210 18,480
Df 1 1 1 1 1 1
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Significativo sim sim Sim sim sim sim
Meéd. Controle 17 17 17 17 17 17
Meéd. Tratamento 13 12 9 14 14 13
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O EBDP apresentou atividade inseticida frente as duas espécies de abelhas, em
todas as suas concentragdes, quando comparadas com o grupo controle, como pode ser
observado na Figura 233. Observa-se que a espécie S. postica foi a mais susceptivel
para o experimento com este extrato. A Tabela 39 apresenta o resultado da analise

estatistica para este experimento com o EBDP, confirmando a andlise realizada

anteriormente.
A,
— coriroke
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Figura 233 - Curvas de sobrevivéncia do experimento de ingestdo realizado com o
EBDP para operarias de A. mellifera (A) e S. postica (B), nas concentragdes 0,2 %; 0,5
% e 1,0 %.
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Tabela 39 - Resultado da andlise estatistica obtida na comparagdo entre as
concentragdes dos tratamentos e do grupo controle no experimento de ingestdo do
EBDP para operarias de A. mellifera e S. postica, nas concentragdes 0,2 %; 0,5 % ¢ 1,0

%.
Espécies Apis mellifera Scaptotrigona postica
Concentracdo 0,20 % 0,50 % 1,00 % 0,20 % 0,50 % 1,00 %
X2 5,240 13,550 19,890 30,430 41,720 13,840
Df 1 1 1 1 1 1
P 0,0182 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002
Significativo sim sim Sim sim sim Sim
Mgéd. Controle 18 18 18 17 17 17
Méd. Tratamento 16 16 16 12 11 13

A andlise dos constituintes quimicos

presentes nas fragdes obtidas da

Cromatografia deste extrato foi bem similar da observada para o EBDI, desta forma,

nao foi necessaria a realizagao dos ensaios com as fragcdes provenientes.

O EBMP também apresentou efeito toxico frente as duas espécies de abelhas

(Figura 234, p. 258) e a atividade ¢ mais efetiva a medida que se aumenta a

concentracdo do mesmo, quando comparado com o grupo controle, sendo que na

concentragdo de 1,0 % a espécie A. mellifera apresentou-se mais susceptivel que a

espécie S. postica, na mesma concentragdo. A analise estatistica dos resultados deste

experimento ajuda a reforcar esta observacao (Tabela 40, p. 258).
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Figura 234 - Curvas de sobrevivéncia do experimento de ingestdo realizado com o
EBMP para operarias de A. mellifera (A) e S. postica (B), nas concentragdes 0,2 %; 0,5

% e 1,0 %.

Tabela 40 -

Resultado da andlise estatistica obtida na comparagdo entre as

concentragdes dos tratamentos e do grupo controle no experimento de ingestdo do
EBMP para operarias de A. mellifera e S. postica, nas concentragdes 0,2 %; 0,5 % e 1,0

o
- Espécies Apis mellifera Scaptotrigona postica
Concentracao 0,20 % 0,50 % 1,00 % 0,20 % 0,50 % 1,00 %
X? 10,340 31,520 64,110 53,980 41,520 24,600
Df 1 1 1 1 1 1
P 0,0013 <0,0001 <0,0001 0,0013 <0,0001 <0,0001
Significativo Sim sim Sim sim sim sim
Méd. Controle 15,5 15,5 15,5 17 17 17
Méd. Tratamento 13 13 11 10 10 13
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As curvas de sobrevivéncia para os experimentos de ingestoes realizados com os
Extratos Brutos Diclorometanicos e Metandlicos das Inflorescéncias e Pedunculos para
operarias de A. mellifera e S. postica, e com as Fracdes C4 1-4 obtidas do Extrato Bruto
Diclorometano das Inflorescéncias de S. adstringens para operarias de A. mellifera,
apresentaram-se toxicas em todas nas concentragdes 0,2 %; 0,5 % e 1,0 %.

Observou-se também, que a espécie S. postica ¢ mais susceptivel aos Extratos
Brutos Diclorometéanico, enquanto a espécie A. mellifera ao Extrato Bruto Metandlico

no modelo e nas concentragdes testadas.

4.5.1.1.2 - Bioensaios com larvas

Na Tabela 41 encontram-se os resultados obtidos no experimento com larvas de
Apis mellifera de 1 a 5 dias de idade, utilizando trés concentragdes diferentes dos
Extratos Brutos Metanodlicos e Diclorometanicos das Inflorescéncias e dos Pedunculos
de S. adstringens (0,2 %; 0,5 % e 1,0 %), adicionadas as dietas das larvas de operarias.

Na Tabela 42 (p. 259) encontram-se os resultados obtidos no experimento com
larvas de Scaptotrigona postica de 1 a 5 dias de idade, utilizando trés concentragdes
diferentes dos extratos metandlicos e diclorometano, das inflorescéncias e pedunculos
de S. adstringens (0,2 %; 0,5 % e 1,0 %), adicionadas as dietas das larvas de operarias.

Os resultados mostraram uma elevada taxa de mortalidade para as larvas tratadas
em relacdo as larvas do controle. Considerando também que para os bioensaios com
larvas, a espécie S. postica mostrou-se mais resistente em comparagdo a espécies A.
mellifera. No entanto, para as duas espécies de abelhas, foram idénticos os sintomas ¢ as
alteracdes no desenvolvimento provocadas pela alimentagdo com Extratos Brutos de S.

adstringens.
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Tabela 41 — Porcentagem de mortalidade de larvas de A. mellifera com 1 a 5 dias de
idade durante o seu desenvolvimento, alimentadas com dieta e Extratos Brutos de S.
adstringens em diferentes concentragdes (%).

Extratos EBDI EBMI EBDP EBMP Cont.
dia\conc. | 0.2 0,5 1,0 0,2 0,5 1,0 | 02%  05%  1,0% | 02% 05% 1,0%
1° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 ‘ 18 33 33 ‘ 33 375 375 ‘ 25 25 33 | 25 18 25 ‘ 12,5
30 ‘ 37,5 60 75 ‘ 72,5 725 750 ’ 50 60 60 | 50 60 60 ‘ 25
4° ‘ 85 100 90 ‘ 90 100 100 ’ 60 72,5 725 | 85 85 100 ‘ 60
50 ‘ 95 100 ‘ 100 ‘ 72,5 90 100 | 100 100 ‘ 75

O EBMI foi o mais efetivo que os demais extratos no modelo testado, visto que

no quarto dia de experimento ja havia morrido a maiorias das larvas de A. mellifera

alimentadas com este extrato para as trés concentragdes utilizadas quando comparado

com as demais alimentadas com os outros extratos.

Tabela 42 — Porcentagem de mortalidade de larvas de S. postica com 1 a 5 dias de idade
durante o seu desenvolvimento, alimentadas com dieta e Extratos Brutos de S.
adstringens em diferentes concentracdes (%).

Extratos EBDI EBMI EBDP EBMP Cont.
dia\conc. | 0.2 0,5 1,0 0,2 0,5 1,0 0,2 0,5 1,0 0,2 0,5 1,0
1° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 ‘ 8 20 33 ‘ 25 25 33 ‘ 25 20 33 ‘ 25 30 25 ‘ 4
3° ‘ 20,5 33 60 ‘ 50 55 75 ‘ 50 40 60 ‘ 55 60 60 ‘ 12
4° ‘ 50 60 90 ‘ 80 90 100 ‘ 60 70 70 ‘ 85 85 100 ‘ 40
50 ‘ 80 95 100 ‘ 100 100 ‘ 95 90 100 ‘ 100 100 - ‘ 70

Para as larvas de S. postica as que se desenvolveram menos foram as

alimentadas com os extratos metanolicos apresentando pouca diferenca de mortalidade

no quarto dia nas concentragdes de 0,2 % ¢ 0,5 %.

259



Resultados e Discussdes

4.5.1.2 — Atividade Inseticida de Stryphnodendron adstringens em Formigas

Cortadeiras, Atta sexdens rubropilosa

Os bioensaios de atividade inseticida em formigas cortadeiras foram realizados
no Centro de Estudos de Insetos Sociais — IB — UNESP de Rio Claro - SP, por alunos

daquela institui¢@o sob a orientagdo do Prof. Dr. Odair Corréa Bueno.

4.5.1.2.1 — Bioensaios com operarias

Foram realizados ensaios em formigas cortadeiras com os extratos brutos de S.
adstringens (vide Tabela 43).
Tabela 43 — Porcentagem de mortalidade de operarias de Atta sexdens rubropilosa

alimentadas com extratos de Stryphnodendron adstringens na concentragdo de 2
mg/mL.

DIA
EXTRATO 1 2 13 6 | 8 |10 |14 | 17 |21 | 25 Sso
Controle 0 o0 o0 10 16 18 60 &80 86 100 | 14*
EBDI 0O 0 O 6 16 26 54 76 92 100| 14*
EBMI 0 2 10 38 48 56 74 8 96 100| 10°
EBDP o o0 2 &8 16 28 58 72 94 100 | 13*
EBMP 0 4 16 28 46 66 8 92 98 100| 9°

Sso = sobrevivéncia média. Letras apds o valor do S5y mostram diferengas significativas de
acordo com o “log-rank test” (b =0,01 <p <0,05; c=p <0,01).

O S5 corresponde ao dia do experimento em que 50 % das formigas ainda
estavam vivas. Letras distintas em relacdo a do controle indicam diferencas
significativas, ou seja, que houve uma mortalidade maior que a do controle, assim o
extrato, contem alguma substancia toxica as formigas cortadeiras que esteja afetando a
sobrevivéncia das mesmas.

Por meio da Tabela 40 (p. 257) pode-se perceber que os extratos metanolicos

possam ser promissores na obtengao de substancias que sejam toxicas, ja que os extratos
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de inflorescéncia e pedinculo obtidos a partir deste solvente causaram mortalidade

significativa das formigas cortadeiras.

4.5.1.3 — Atividade anti-fungica de S. adstringens e D. mollis ao Fungo Simbionte L.

gongylophorus.

Os bioensaios frente ao fungo simbionte L. gongylophorus das formigas
cortadeiras foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais — IB da UNESP de
Rio Claro - SP, pela aluna Roberta N. A. Almeida sob a orientacdo do Prof. Dr.
Fernando Carlos Pagnocca.

Os extratos brutos de D. mollis e S. adstringens que foram submetidos a
ensaios in vitro frente ao fungo simbionte das formigas cortadeiras nas concentragdes de
1000 pg/mL sdo indicados nas Tabelas 44 ¢ 45 (p. 262).

Foi possivel observar na Tabela 44 que apenas o extrato diclorometinico
obtido das inflorescéncias de D. mollis apresentou efeito inibitorio contra o fungo
simbionte em uma porcentagem de 100 %, ou seja, inibiu por completo o crescimento
do micélio.

A Ttnica substancia isolada até o momento testada, foi o flavonoide astilbina
(S1), devido a pouca quantidade das demais substancias. Este flavonoide apresentou 100
% de inibicdo, demonstrando ser potencial agente fungicida.

Na Tabela 45 (p. 262), os extratos diclometanicos de S. adstringens
apresentaram efeito inibitorio em 100 % e 80 %, para os pedinculos e as
inflorescéncias, respectivamente.

Analisando as duas tabelas ¢ possivel observar que ha necessidade de se testar
os extratos metanodlicos, nos quais os extratos obtidos das inflorescéncias contaminaram

e os obtidos dos pedunculos ndo foram testados para as duas espécies vegetais.
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Tabela 44 - Efeito dos extratos de D. mollis sobre o desenvolvimento do fungo
simbionte de Acromyrmex balzani.

ORGAO EXTRATO BRUTO % DE INIBICAO DO
FUNGO
Inflorescéncias  Diclorometéanico 100
Inflorescéncias ~ Metandlico Contaminou
Pedunculos Diclorometanico 20
Pedunculos Metanodlico -

Concentracdo dos extratos: 1000 pg.mL-1; Controle: = 0 % de inibi¢do; Peso seco do inoculo: média 11,8
mg.mL-1; (-) ndo testado.

Tabela 45 - Efeito dos extratos S. adstringens sobre o desenvolvimento do fungo
simbionte de Acromyrmex balzani.

ORGAO EXTRATO BRUTO % DE INIBICAO DO
FUNGO
Inflorescéncias  Diclorometanico 80
Inflorescéncias  Metandlico Contaminou
Pedunculos Diclorometanico 100
Pedunculos Metanodlico -

Concentracdo dos extratos: 1000 pg.mL-1; Controle: = 0 % de inibi¢ao; Peso seco do inoculo: média 11,8
mg.mL-1; (-) ndo testado.

4.5.1.4 — Atividade Inibidora Enzimatica

Os ensaios frente as enzimas pectinases presentes no liquido fecal e nos ninhos
das formigas cortadeiras foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais — IB-
UNESP de Rio Claro — SP, pela aluna Cinthia Zavan sob a orientagdo do Prof. Dr.
Mauricio Bacci Junior.

Os extratos brutos de D. mollis e S. adstringens que foram submetidos a ensaios

frente as enzimas pectinases encontram-se listados nas Tabelas 46 ¢ 47 (p. 263).
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Dos resultados obtidos apenas o extrato bruto metandlico de D. mollis
apresentou atividade na metodologia utilizada, sendo assim o Unico extrato promissor

para inibi¢do desta atividade.

Tabela 46 - Atividade inibitoria dos Extratos Brutos de D. mollis frente as pectinases.

PEDUNCULO INFLORESCENCIA

P 1A (%) P IA (%)
EBD 0,88 104 0,68 102
EBM 0,02 119% 0,20 0,80

(*) extrato que apresentou atividade inibitoria significativa segundo o teste Mann-Whitney (95 %) (95)
p <0,05.

Tabela 47 - Atividade inibitoria dos Extratos Brutos de S. adstringens frente as
pectinases.

PEDUNCULO INFLORESCENCIA

P 1A (%) P IA (%)
EBD 0,85 100 0,40 100
EBM 0,40 87 0,48 102

4.5.1.5 — Atividade Tdxica em Peixes

Os ensaios em peixes da espécie Brachdanio rerio (Paulistinha) foram
realizados pelo aluno de Fabio de Oliveira do laboratério de Quimica de Produtos
Naturais - DQ da UFSCar, no Laboratoério de Fisiologia e Bioquimica Comparativa do
Departamento de Biologia da UFSCar sob a responsabilidade da Prof®. Dr”. Marisa
Narciso Fernandes.

As substancias astilbina, isoastilbina e catequina sdo os principais constituintes
de D. mollis e astilbina e isoastilbina apresentaram efeito toxico para A. mellifera (101),
Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda (109). A utilizacdo destes compostos

como inseticida necessita levar em consideracdo o efeito toxico para outros organismos.
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Os ensaios no modelo utilizando o peixe paulistinha (B. rerio) constituem uma das
indicacdes para determinagdo de toxicidade. Assim o mesmo foi aplicado para estas
substancias. Ao analisar os resultados da Tabelas 48 ¢ 49 (p. 265-266) ¢ possivel
observar que as substancias astilbina e isoastilbina ndo apresentaram atividade téxica
em peixes da espécie B. rerio. Tendo em vista que catequina ndo havia sido ensaiada em
abelha e formigas e ela tem uma alta distribuicdo na natureza sem ser citada como
toxica, e baseado nos resultados com astilbina ¢ isoastilbina, ela foi testada apenas em
duas concentragdes como ¢ indicado na Tabela 50 (p. 267). Como ja esperado
catequina também ndo apresentou toxicidade.

Durante o tempo observado, os aquarios estiveram constantemente aerados, com
temperatura entre 21,5° C e 22° C e pH entre 7,0 e 7,5. Nio se observou relagio direta
entre 0 aumento da concentragdo das substincias ensaiadas e a morte dos peixes, e
somente em um dos aquérios de concentragio 2° mg/L, para astilbina, houve
mortalidade acima da observada no controle. Os dados obtidos levam a constatacdo de
que as substancias testadas ndo foram toxicas aos peixes nas concentragdes referidas,
atribuindo-se a morte de alguns dos peixes a falta de alimentagdo. Por este motivo ndo
foi necessario calcular a CLsy das mesmas através do programa estatistico (96) descrito
no procedimento experimental do ensaio. Os ensaios de toxicidade em peixes que
apresentam CLsy para diversas outras substancias sdo realizados em concentragdes
inferiores a 2 mg/L, sugerindo que ndo ha necessidade da realizagdo de novos testes em
concentragdes superiores. Além deste fato, a partir das concentragdes testadas as

substancias nao sao soliveis na quantidade de dgua utilizada para os ensaios.
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Tabela 48 - Observacdes realizadas durante o ensaio de toxicidade em Brachdanio
rerio com a substancia astilbina (S,).

Concentrac¢do (mg/L)

Observagdes 200 2% [ [ ot 22l 22 [ 27 1 27 [ 2 | 2 [Controle
1°dia 1800 - - - 1E - - - - - 1E -
2°dia 0000 - - - 1M - - - - - 1M -

06:00 | - - - - - - - lE 1E - -
1200 - 1M - - - 1E - 1M 1M - -
18:00 - - - 1M - 1M - - - - -
3° dia 00:00| - - - - - - - - - - -
06:00| - - - - - - - - - - -
12:00| - - - - - - 1E - - - -
18:00| - - - - - - 1E - - - 1M
4° dia 00:00 | - - 1E - - 2E 1M - 1E - -
1E
06:00 | - - - - - 2M - - 1M - IM
1200 - 1E 1M - - - 1M IM 1E - -
IE 1E
18:00| - 1M - - - - l1E 1E 1M - -
5°dia  00:00 - - - - - - - IM - - 1M
06:00 - 1M - - - - 1M 1E - - 1E
12:00 | - - - l1E - - - 1M - - 1E
18:00| - - 1E - - - - -
N° total de peixes | 0 3 1 2 0 3 3 4 3 1 3

mortos

E — Peixe com coloragdo escura

M — Peixe morto
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Tabela 49 - Observacdes realizadas durante o ensaio de toxicidade em Brachdanio
rerio com a substancia isoastilbina (S;).

Concentracdo (mg/L)

Observacdes 20 120 2t T2t o 22 127 [ 22 [ 2' | 2' [Controle

1° dia 18:00| - - - - 1 E - l1E - - - -

2° dia 00:00| - - - - IM 1E 1M - - - -
06:00| - - 1M - - IM - - 2M - IM
12:00| - - - - 1E - - - 1E - -
18:00| - - - 1M - - - 1E -

3° dia 00:00| 1E - - - - - - - 1E -
06:00 1M - - - l1E - - - 1M -
12:00 | - - - IM - - - - - -
18:00 - - - - - - - - - - -

4° dia 00:00| - - 1E - - - - - - - -
06:00| - - - 1E - lE - - - - -
12:00| - - 1M 1M IM 1E 2E - - -
18:00| - - - - - - 1M 1IM - - -
1E

5° dia 00:00 I M - - - - - - 1M 1E - 1E

06:00 - - - 1E - l1E - - 1M 1E IM
l1E
12:00| - - - 1M - IM - - - 1M 1M
1800, - 1E 1E - - - 1E - -

N°totaldepeixes | 2 0 2 2 3 3 2 2 3 2 3
mortos

E — Peixe com coloragdo escura
M — Peixe morto
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Tabela 50 - Observacdes realizadas durante o ensaio de toxicidade em Brachdanio
rerio com a substancia catequina (S3).

Concentrac¢do (mg/L)
Observacdes 2! \ 2° \ Controle

1° dia 18:00 - - -
2° dia 00:00 - - -
06:00 - - -

12:00 1M - -

18:00 - - -

3° dia 00:00 - - -
06:00 - 1M -

12:00 - - -

18:00 - - -

4° dia 00:00 - - -
06:00 - - -

12:00 - - -

18:00 - - -

5° dia 00:00 - - -
06:00 - - -

12:00 - - -

18:00 - - -

NF° total de peixes 1 1 0

mortos

E — Peixe com coloragdo escura
M — Peixe morto
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5 - CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das espéecies vegetais D. mollis, S. adstringesns e H.
puberula proporcionou a obtencgéo 6 extratos brutos, os quais foram submetidos a testes
bioldgicos. Apos o fracionamento cromatografico, destes foram identificados um total
de 100 substancias, incluindo hidrocarbonetos, alcoois e ésteres graxos, derivados de
acidos cinamicos, esteroides, triterpeno, alcaloide e flavonoides.

Os extratos brutos obtidos de H. puberula ndo foram submetidos a ensaios
bioldgicos neste trabalho, sendo que, em trabalhos anteriores realizados pelo Grupo de
Produtos Naturais da UFSCar estes apresentaram atividade significativa frente as
formigas cortadeiras, justificando o estudo fitoquimico para obtencdo de metabdlitos
secundarios, além de contribuir com a quimica da familia, género e espécie, visto que,
ha poucos relatos de estudo nesta area para esta espécie vegetal.

Os EBD das inflorescéncias e pedunculos de D. mollis apresentaram atividade
frente ao fungo simbionte L. gongylophorus das formigas cortadeira e apenas o0 EBM
dos peddnculos foram ativos frente as enzimas proveniente do fluido fecal, nos modelos
testados; sendo assim promissores para obtencdo de compostos que possam ser
utilizados para controle destes insetos. O objetivo do fracionamento de D. mollis, neste
trabalho, foi isolar os flavonoides astilbina (S,), isoastilbina (S;) e catequina (Ss), para
realizacdo de ensaios biologicos, vistos que estas ja haviam sido identificadas em
trabalhos anteriores e apresentaram atividade em alguns ensaios de atividade inseticidas.
A astilbina apresentou 100 % de inibi¢do do fungo simbionte e os trés compostos (Sy, S
e S;) foram submetidos a testes de toxicidade em peixes para verificar se estes poderiam
causar danos a ecossistema aquaticos e nas concentragdes testadas ndo se apresentaram
toxicos aos peixes da espécie B. rerio, sendo assim possiveis de serem utilizados como

inseticidas naturais contra pragas em planta¢@es préximas a lagos e rios.

269



Conclusdes

Os EBD das inflorescéncias e dos pedunculos de S. adstringens apresentaram
inibicdo do crescimento do fungo simbionte em uma porcentagem de 80 % e 100 %,
respectivamente. Tanto os extratos diclometanicos e metandlicos das inflorescéncias e
dos peddnculos apresentaram atividade frente as abelhas produtoras de mel nas
concentracOes testadas, desta forma os EBD foram fracionados e as Fragdes C4 1 — 4
(inflorescéncias) apresentaram atividades significativas para as abelhas. Os compostos
identificados destas fracfes foram hidrocarbonetos, alcoois e acidos graxos, esterdides,
derivados de &cidos cindmicos, entre outros, sugerindo que as substancias que
apresentaram pouca polaridade s@o ativas frentes as abelhas produtoras de mel. Em
relagdo a atividade nos modelos frente as enzimas pectinases estes extratos néao
apresentaram atividades.

O EBM das inflorescéncias de S. adstringens foram ativos frente as formigas
cortadeiras nas concentragOes testadas e deste foram identificados, na sua grande
maioria, flavonoides glicosilados.

Sendo assim, as espécies testadas apresentaram compostos promissores para
utilizacdo como agentes inseticidas e as substancias astilbina, isoastilbina e catequina
ndo apresentaram efeito tdxico a peixes, podendo assim ser utilizada préximo a
ambientes aquéaticos, ndo causando dano ao meio ambiente por este modelo de

toxicidade.
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