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Estudo Quimico e Biologico da Madeira de lei Hymenolobium petraeum
(Angelim pedra)

Resumo:

Hymenolobium petraeum é uma espécie pertencente a familia leguminosae e conhecida
popularmente como angelim-amarelo, angelim-aroeira, angelim-pedra, angelim-
vermelho e murarema. A madeira € muito utilizada na medicina popular na cura de
Ulceras, bem como na industria madeireira para construcdo civil por sua alta
durabilidade e resisténcia ao ataque de cupins, fungos e outros parasitas. Os extrativos
em ciclohexano, acetato de etila e etanol foram avaliados segundo sua bioatividade,
frente a larvas de Aedes aegpti. Apenas o0 extrato em acetato de etila apresentou uma
significativa atividade larvicida. A total mortalidade das larvas foi observada nas
concentracdes (10, 100 e 250 ppm) deste extrato. Nele foram identificados alguns
constituintes quimicos, através de andlises espectroscopicas, GC-MS, ESI-MS, *H-
RMN e *C-RMN uni e bidimensionais e em comparacéo com os dados da literatura. Os
compostos identificados foram: palmitato de etila e estearato de metila, 1 pterocarpeno
(HP-1) anidrotuberosina, 2 coumestanos: (HP-2) coumestrol e (HP-3)
sophorocoumestano A e uma isoflavona impura (HP-4) daidzeina, todas descritas pela
primeira vez nesta espécie. A composic¢ao quimica desta madeira foi quantificada sendo
obtidos 52% de celulose e hemicelulose, 33,65% lignina total, 9,05% de extrativos e
0,8% de cinzas. A identificacdo de lignina foi determinada por analise elementar, RMN
de 'H e IV, sendo observado um contetido de 40% de unidades siringila e 60% de
guaicila, tipicos de madeiras folhosas. As substancias isoladas no extrato em acetato de
etila foram submetidas a atividade larvicida e constatou-se que (HP-1) causou a
mortalidade de 71 +8% das larvas na concentracdo de 100 ppm, 43 +6% em 50 ppm e
18+2% em 10 ppm e (HP-4) apresentou 88 +2% em 10 ppm e nas concentracdes de
50 e 100 ppm a mortalidade foi total. A natural resisténcia desta madeira ao ataque de
fungos da podriddo branca foi avaliada utilizando-se, Phanerochaete chrysosporum,
Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum communee, Lentinula edodes e Trametes
vellosa, e ndo foi observado crescimento de nenhum dos fungos testados tanto na

madeira com extrativos como com a madeira livre de extrativos.

Palavra chave: Hymenolobium petraeum; lignina; flavonoides; Aedes egypti; fungos da
podriddo branca; resisténcia natural.
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ABSTRACT

Hymenolobium petraeum is a species belonging to the family Leguminosae, known as
angelim-amarelo, angelim-aroeira, angelim-pedra, angelim-vermelho and murarema.
The wood is widely used in folk medicine in the healing of ulcers, as well as timber for
construction for high durability and natural resistance to termites, fungi and other
parasites. The extractives in cyclohexane, ethanol and ethyl acetate were evaluated for
their bioactivity against larvae of Aedes aegpti. Only the ethyl acetate extract showed
significant larvicidal activity. The extract at the concentrations of (10, 100 and 250
ppm) caused the mortality of 100% of larvae. The chemical constituents of this extract
have been identified through spectrometric and spectroscopic analysis, GC-MS, ESI-
MS, *H-NMR and *C-NMR and in comparison with literature data. The compounds
were identified: ethyl palmitate and methyl stearate, one pterocarpene, anhydrotuberosin
(HP-1), two coumestans, coumestrol (HP-2) and sophorocoumestan A (HP-3) and one
impure isoflavone, daidzein (HP-4). All these substances are described for the first time
in this species. The chemical composition of wood was evaluated and is composed of
52% cellulose and hemicellulose, 33.65% total lignin, 9.05% extractives and 0.8% of
ash. The chemical composition of lignin was determined by elemental analysis, 'H-
NMR and IR and was observed that this wood has a content of 40% of syringyl and 60
% of guaicyl units, typical of hardwoods. The substances isolated in the ethyl acetate
extract were subjected to larvicidal activity and was found that the pterocarpene (HP-1)
caused the mortality of 71 + 8% of the larvae at a concentration of 100 ppm, 43 + 6% to
50 ppm and 18 + 2% to 10 ppm. The (HP-4) caused the death of 88 + 2% of the larvae
at 10 ppm and that at concentrations of 50 ppm and 100 ppm the mortality was total.
The natural resistance of wood to attack by white rot fungi was evaluated using,
chrysosporum Phanerochaete, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum communee,
Lentinula edodes and Trametes Velloso, and no growth was observed in any of the fungi
tested in both the wood extractives and free extractives.

Keyword: Hymenolobium petraeum; lignin; flavonoid; Aedes egypti; white rot fungi;

natural resistance.



Introdugdo | 1
Estudo Quimico e Bioldgico da Madeira de lei Hymenolobium petraeum (Angelim pedra)

1 INTRODUCAO

Considerada um importante produto comercial, a madeira apresenta grande
diversidade de aplicacBes, sendo matéria-prima para geracdo de energia, producdo de
papel, indUstria moveleira, construcdo civil, meios de transportes (barcos, carrocarias,
vagdes de trem e dormentes), instrumentos musicais, artigos esportivos, entre outros.
Apesar da importancia econdmica da madeira, 0S processos que levam ao seu
desenvolvimento e muitos de seus aspectos bioquimicos e moleculares sdo ainda pouco
conhecidos’. Uma importante caracteristica que a madeira apresenta é a alta ou baixa
susceptibilidade a uma série de fatores bidticos e abidticos, tais como a composi¢do da
microbiota do solo, as condi¢Ges climaticas e as caracteristicas fisicas e quimicas da
madeira’.

Os agentes degradadores bioticos sdo: insetos, fungos, bactérias e microrganismos,
ou seja, 0s organismos xilofagos em geral, enquanto que os abidticos sdo: chuvas,
ventos e radiagdo solar, as chamadas intempéries®.

A propriedade que a madeira apresenta de resistir ao ataque dos agentes
deterioradores sem um prévio tratamento € chamada de resisténcia natural (ou
durabilidade natural).

A durabilidade natural das madeiras é conferida por dois componentes principais: O
primeiro sdo os metabolitos secundarios, que na maioria das vezes se apresentam em
pequenas proporcBes e possuem baixo peso molecular, mas podem, em algumas
espécies, atingir valores bastante elevados como os encontrados por Oliveira e Della
Lucia®, ao determinarem os teores de extrativos de 27 espécies de madeiras. Esses
componentes sdo denominados extrativos. O segundo componente é a lignina,
biopolimero de grande abundancia nos vegetais sendo encontrado, sobretudo na madeira
e que também confere resisténcia ao ataque de organismos Xxil6fagos, influenciando
significativamente a durabilidade natural da madeira®®. A lignina e a celulose sdo

responsaveis pela resisténcia fisica (sustentacao) das plantas.

! Plomion, C.; et al.; Plant Physiology 2001, 127: 1513-1523.

% Trevisan, H.; et al.; Floresta 2008, 38, 1: 33-40.

® Pastore, T. C. M.; et al.; Quim. Nova 2008, 31, 8: 2071-2075.

% Oliveira, J. T. S.; Della Licia, R. M.; Sociedade de Investigacdes Florestais, Bol. Técnico 9, 1994, 5p.
® Syafh, W.; et al; Bulletin of Tokyo University Forest, 1988, 80: 69-77.
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Os fatores que afetam a velocidade da deterioracdo da madeira s&o a umidade e a
temperatura. A degradacdo da madeira é maior em &reas quentes e Umidas que
favorecem a deterioracdo bioldgica’, resultante da atividade de organismos xil6fagos,
bem como dos fatores climéaticos®.

Madeiras com resisténcias quimicas e biolégicas sdo chamadas de madeira de lei.
A expressdao madeira de lei tem origem em uma lei do periodo Colonial em que
madeiras destinadas a construg¢do naval era protegidas por lei, ou “ordenagdes do reino”
e por decretos dos governadores®. Apesar do termo ser muito utilizado no Brasil, ndo
existe uma definicdo técnica. Esta expressdo é ainda hoje sinbnimo da madeira de
construcdo, civil e naval, ou seja, conforme o dicionario Aurélio™: "madeira dura ou
rija, prépria para construcdes e trabalhos expostos as intempéries”. De modo geral,
pode-se dizer que madeira de lei € um material resistente utilizado para a construcéo
civil e outras areas, apresentando baixa suscetibilidade ao ataque de organismos

xilofagos (fungos, bactérias e cupins).

1.1 Definicdo da Madeira

Conforme Petrucci (1979), a madeira € um produto vegetal proveniente do lenho
dos vegetais superiores, arvores e arbustos'’. A madeira é um material heterogéneo de
composicdo complexa, onde predominam as fibras de celulose, hemicelulose e lignina®.
Ela é responsavel por desempenhar funcdes como: conducdo de seiva e substancias

nutritivas, transformacédo, armazenamento e sustentacao do vegetal.

® Tuomela, M.; et al; A review. Bioresource Technology 2000, 72: 169-183.

'Simpson, W.; Wolde, A.; Wood Handbook-Wood as an engineering material; Department of
Agriculture, Forest Service 1999, 463 p.

& Schmitt, U.; et al.; Holz als Roh und Werkstoff 2005, 63: 118-122.

° Gonzaga, A. L.; Madeira: Uso e conservacéo; IPHAN/Monumenta; Caderno técnico - 6, Brasilia-DF,
2006, 39 p.

19 Ferreira, A. B. de H.; Novo Dicionario da Lingua Portuguesa. 2. ed. Rio de Janeiro: Nova Fronteira,
1986, 755p.

1 petrucci, E. G. R.; Materiais de Contruc&o. 4 ed., Porto Alegre, 1979.

12 Barrichelo, L. E. G.; Britto, J. O.; Quimica da madeira - Manual Didatico. Centro Académico “Luiz de
Queirdz”, USP — Piracicaba, 1989.
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As arvores sdo plantas superiores de elevada complexidade anatdmica e fisiologica
e podem ser classificadas em Gimnosperma e Angiosperma™. As diferencas
fundamentais entre esses grupos devem-se a tipos, tamanhos, proporcdes e arranjo das
diferentes células que as compdem. As madeiras moles (softwoods), ou de coniferas
principal classe pertencente ao grupo das gimnospermas, apresentam como
caracteristicas distintivas a folhagem na forma de agulha e a auséncia de frutos
(sementes descobertas). As madeiras duras (hardwoods), ou folhosas, pertencem ao
grupo das angiospermas dicotiledneas, que apresentam como caracteristicas distintivas

folhas largas e sementes encerradas em frutos™.
1.2 Anatomia da madeira
O tronco apresenta camadas de crescimento que se dispde em arranjos concéntricos,

0s chamados anéis de crescimento. A figura 1 mostra do centro para a periferia,

respectivamente, a medula, o cerne, o alburno e a casca.

47
CASCAINTERNA  CAMBIO ALBURNO

- /

Figura 1. Representacdo da anatomia do tronco de uma arvore.

O alburno é a regido do xilema que conduz &gua e sais minerais, armazena
substancias de reserva e colabora na sustentacdo™. O cerne, por sua vez, é a regido do

xilema que apresenta como principal funcdo a sustentacdo e defesa quimica. A

BMiller, R.B.; Wood Handbook-wood as an engineering material. Department of Agriculture, 1999, Cap.
1.

 Rowell, R. M.; Handbook of Wood Chemistry and Wood Composites, 1 ed., CRC Press: Madison,
2005.

1> Wiedenhoeft, A. C., Miller, R. B.; In Handbook of wood chemistry and wood composites. Washington,
2005, 9-33 p.
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cernificacdo € o processo de transformacao do alburno em cerne. Essa transformacao é
geralmente acompanhada pelo aumento no conteldo de extrativos, substancias
comumente armazenadas pelo cerne e que sdo conhecidas por contribuir para a
durabilidade natural das madeiras'®. Os extrativos alteram a coloracéo do cerne dando a
ele uma cor caracteristica, que é variavel nas diferentes madeiras e conferem maior
resisténcia a biodeterioracdo. Porém, ndo € comum a todas as plantas que o cerne se

diferencie do alburno por uma coloragéo®’.
1.3 Composicéo quimica

A madeira é composta principalmente por celulose, polioses (hemicelulose) e
lignina e em menor quantidade estdo os extrativos e as substancias minerais que
constituem o material inorganico. As proporcoes e composicdes das madeiras variam
de acordo com os grupos aos quais elas pertencem (gimnosperma e angiosperma), bem

como, familias e géneros botanicos além das condicdes climaticas e do solo®.
1.3.1 Celulose e hemicelulose

A celulose é o principal componente das madeiras, compreende cerca de 40 a 50%
do material bioldgico. E um polimero linear constituido unicamente por moléculas de
D-glucose unidas entre si através de ligagdes glicosidicas do tipo p (1—4), que resultam
da perda de uma molécula de agua’®. A celulose (figura 2) é responsavel pela maioria
das propriedades fisicas, quimicas e mecanicas. A cristalinidade do polissacarideo
associada ao alto grau de polimerizacdo, bem como o grande nimero de ligaces de
hidrogénio e a forte interacdo entre as moléculas da celulose sdo os principais

responsaveis pela alta resisténcia das fibras de celulose nas madeiras®®.

18 Qliveira, L. S.; et al; International Biodeterioration & Biodegradation 2010, 64, 8: 711-715.

7 Burger, L.M.; Richter, H.G.; Anatomia da madeira, Nobel, Sdo Paulo, 1991, 154 p.

'8 Fengel, D.; Wegener, G.; Wood Chemistry, Ultrastructure and Reactions, 1 ed., Walter de Gruyter:
Berlin, 1989.

9 pandey, K. K.; Journal of Applied Polymer Science 1999, 71, 12: 1969-1975.
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Figura 2. Polimero da celulose

Diferentemente da celulose que apresenta como unidade fundamental
exclusivamente a B-D-glucose, as hemiceluloses sdo polimeros cuja composi¢do pode
ser formada, em proporcOes variadas, de diferentes unidades de acUcares ligados por

condensacdo, como apresentado na Figura 3'%.

/ Pentoses Hexoses \

OH
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H o OH H u = OH OH
SH H OH H
OH H OH H OH o H
H OH H

H OH OH H
B-D-glucose H

B—D-xilose

H OH H OH
OH o OH o~ D-galactose

H H o] OH

OH H H OH
H H QH 1

OH
H OH
H H
a— D-arabinose
p— D- manose

Figura 3. Unidades de acucares das hemiceluloses™.

OH

As hemiceluloses também se distinguem da celulose em relagcdo ao peso molecular,
a baixa polimerizacio, a ndo producdo de fibras e a auséncia de regides cristalinas’. Elas
compdem cerca de 20 - 30% do tecido das folhosas. Na Figura 3, observa-se a
existéncia de algumas unidades monoméricas com apenas cinco atomos de carbono.

Estas sdo denominadas pentoses, enquanto que as hexoses sdo monémeros com seis
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atomos de carbono. Assim, os polimeros formados pela condensacdo de pentoses séo
chamados de pentosanas e os polimeros formados pela condensacdo de hexoses sdo as
hexosanas®.

As mais importantes misturas complexas de polissacarideos encontradas nas
hemiceluloses sdo: glucoxilanas, arabinoglucoxilanas, glucomananas, arabinogalactanas
e galactoglucomananas. Xilanos e glucoxilanos sdo considerados 0s maiores
componentes das madeiras de angiospermas, chegando a compor 30% da parede celular
das mesmas. Em menores proporc¢des sdo encontradas as glucomananas (2 -5%). Nas
madeiras de gimnospermas, por sua vez, sdo encontradas diversas hemiceluloses, sendo
a galactoglucomanana (aproximadamente 20%) considerado o principal componente
seguido de glucuronoarabinoxilana (5-10%)**.

1.3.2 Lignina

A palavra lignina foi introduzida por Schultz, em 1865. Tem origem do latim
lignum que significa madeira®. A lignina é um polimero amorfo, predominantemente
aromatico (fendlico), altamente complexo, que tem como principais funcdes dar
suporte mecanico e rigidez adicional para a parede celular, tornando-a hidrofobica,
impermedvel e resistente. A lignina também esta envolvida nos mecanismos de defesa
contra microorganismos?.

A lignina foi descoberta por Anselme Payen em 1838. Ele observou que a madeira
quando tratada com 4&cido nitrico concentrado perde uma parte de suas substancias
deixando um residuo sélido e fibroso que ele chamou de celulose. Apds um tempo
Payen percebeu que além da celulose, outro polimero havia sido isolado do tratamento
com acido, esse material apresentava maior teor de carbono que o residuo fibroso,
porém s6 em 1865, foi denominada lignina por Schultz?*.

O primeiro relato do uso de &cido sulfarico na determinagdo quantitativa de lignina
foi realizado por Peter Klason em 1897°%%%, Embora o procedimento tenha sofrido

inimeras modificacdes desde que foi proposto, ainda permanece essencialmente

% Morais, S. A. L. de; Nascimento, E. A. do; Melo, D. C. de ; R. Arvore 2005, 29, 3:461-470.

2! Sjostrom, E.; Wood Chemistry: Fundamentals and applications. London: Academic Press, 1981.

22 Boudet, A.M.; Plant Physiology and Biochemistry 2000, 38, 81-96.

2 Busche, L. R.; Doctor's Dissertation; The Institute of Paper Chemistry, Appleton-Wisconsin, 1960.
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inalterado. A hidrolise da madeira com &cido sulfdrico 72% ficou conhecida por lignina
de Klason.

Por muito tempo a lignina foi comparada com a celulose, que € um composto
puramente alifatico. Os motivos principais para tal comparacdo sdo: a lignina
apresentava-se na madeira em grande quantidade como a celulose; a estrutura de muitas
substancias presentes na madeira como, celulose, proteinas, entre outros, ja haviam sido
eluciadas e apresentavam-se como polimeros alifaticos; e o tratamento para obtencdo da
lignina era 0 mesmo utilizado na determinacdo da celulose. Assim, a lignina foi
considerada como um composto alifatico, isto €, sua unidade estrutural ndo deveria
conter anéis aromaticos como é conhecido atualmente®.

A primeira analise que iniciou a descoberta da estrutura da lignina foi realizada por
Lange em 1944, através de espectroscopia de ultravioleta. Lange usou uma técnica
especial para obtencdo de fotomicrografias a 280 nm, comprimento de onda que
pertence ao ultravioleta proximo, a partir de cortes finos da madeira. Neste
comprimento de onda a celulose e os outros compostos alifaticos ndo apresentam
absorcdo, enquanto que 0s compostos aromaticos, entre eles a lignina, apresentavam
fortes absorgdes®*. Em 1950, Kratzl e colaboradores estudaram a lignina "in situ",
atraveés de secdes finas de madeira, por espectroscopia diferencial no infravermelho, e
demonstraram claramente que lignina "in situ" é uma substancia aromatica*. A hipotese
da formacdo de lignina, por unidades fenilpropandides, foi sugerida por Harris e
colaboradores quando a lignina tratada com metanol seguida por hidrogendlise a alta
pressdo fornece unidades de propilciclohexano. Os estudos de oxidacdo e etandlise de
Hibbert e colaboradores demonstraram a constru¢do das ligninas de coniferas,
principalmente a partir de monémeros guaiacila (G), enquanto ligninas das madeiras de
folhosas sdo compostas principalmente por unidades guaiacila (G) e siringila (S)*®.

O processo biosintetico da lignina é derivado de trés alcoois p-hidréxi-cinamilicos
como precursores principais: alcool cumarilico, alcool coniferil e alcool sinapilico
(figura 4). Dependendo do grau de metoxilacdo tém-se como unidades bésicas o p-

hidroxifenil derivado do alcool p-cumarilico ndo metoxilado, o guaiacil derivado do

2 McCarthy, J. L.; Islam, A.; Lignin Chemistry, Technology, and Utilization: A Brief History, American
Chemical Society, 2000. Cap. 1, 2-99 p.
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alcool coniferilico com uma metoxila e o siringil derivada do alcool sinapilico com duas

metoxilas (figura 4)*.

¥ CH,OH C|:H20H CH,OH
B (|3H CH <|:H
I I ]
o CH CH CH
1
6 2
5 3
4 OCHgz H3CO OCHj,
OH OH OH

Q—Cumarilico Coniferilico Sinapilico /

Figura 4. Alcoois precursores da lignina

A determinacéo da estrutura da lignina foi proposta inicialmente por Freudenberg e
Neish, em 1968. Eles obtiveram a estrutura a partir da juncdo de dados analiticos
existentes até o momento, com o0s resultados da reacdo de polimerizagédo
desidrogenativa do alcool coniferilico®. Em 1981, Glasser e Glasser®® propuseram um
esquema de uma estrutura de lignina de madeiras de coniferas. Eles utilizaram varias
ferramentas analiticas, desde analise elementar, determinacdo de grupos funcionais por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN de 'H, espectrometria de
massa até cromatografia de permeacdo em gel - CPG. Também realizaram determinacéo
de acucares e cinzas e reacdo de oxidacdo com permanganato. Os resultados foram
associados aos dados da literatura, bem como, simula¢fes por computador dos modos
possiveis de acoplamento dos radicais e dos derivados do alcool cinamilico, isto
possibilitou a formulacdo de um esquema para a estrutura dessas ligninas®. A figura 5
ilustra uma possivel estrutura de lignina da madeira de coniferas de acordo com Adler
1977%. Ao contréario de outros polimeros naturais, esta macromolécula apresenta varias
ramificacbes que se entrecruzam umas com as outras, conferindo-lhe particular

resisténcia a diferentes agentes quimicos, fisicos e bioldgicos.

% 3aliba, E. de O. S.; et al; Ciéncia Rural 2001, 31,5:917-928.
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Figura 5. Estrutura da lignina de madeiras de coniferas segundo Adler 1977%.

A resisténcia da lignina aos agentes bioldgicos esta relacionada a sua alta

indigestibilidade e protecdo contra patdgenos, isto €, 0 processo de mudanca na rigidez

e reforco da parede celular esta relacionado a efeitos

infecces?.

ambientais e respostas a

A lignina forma uma barreira ao redor das microfibrilas de celulose e das

hemiceluloses na parede celular, fazendo com que sua presenca represente uma barreira

que os fungos devem remover ou modificar para ter acesso aos demais polimeros®.

Algumas hipdteses tem sido propostas para explicar a a¢do inibitéria da lignina na

digestibilidade dos carboidratos na parede celular. Patton e Gieseker (1942) relataram

trés possiveis causas: pela incrustacdo; por ligacdes quimicas formando compostos

26 Morrison, 1.M.; Phytochemistry 1973, 12, 2979.



Introdugao
Estudo Quimico e Bioldgico da Madeira de lei Hymenolobium petraeum (Angelim pedra)

indesejaveis; e por inibigdo local das enzimas, devido a acao téxica dos grupos fenolicos
proveniente da degradacdo parcial da lignina®’. A elevada indigestibilidade da lignina
esta associada ao aumento da concentracdo dos compostos fendlicos a medida que a
planta amadurece, assim, a lignina € um dos componentes da madeira mais relacionado
a resisténcia contra microorganismos?®,

A lignina compde cerca de 20-35% do peso seco dos vegetais, estando em menor
quantidade nas angiospermas (18 a 25%) e em maior quantidade nas gimnospermas (25
a 35%)™. A estrutura da lignina, diferentimente da estrutura dos polimeros naturais, é
formada pelas unidades fenilpropanoides ligadas por ligacdes éter e carbono-carbono,
proporcionando uma estrutura rigida e compacta insolivel em &gua, denominada de
cimento natural®®.

Apesar de todos os estudos realizados até hoje sobre lignina, muitos pontos,
relativos principalmente a sua estrutura e seu comportamento na planta, permanecem
obscuros. O principal motivo estd na grande diversidade da estrutura das ligninas, uma
vez que a lignina apresenta diferentes precursores e varias maneiras de se ligar, quando
se passa de uma espécie vegetal para outra ou, até mesmo, dentro da mesma espécie,

quando sdo analisadas partes diferentes do vegetal.
1.3.3 Extrativos

A expressdo “extrativos” € muito utilizada para definir substancias quimicas
presentes na madeira que podem ser extraidas usando diferentes tipos de solventes®.
Eles estdo frequentemente associados a propriedades como cor, cheiro e sabor, bem
como relacionados as atividades inibidoras ou toxicas, servindo como preservantes
naturais ao ataque de insetos, a colonizacio e deterioracdo por fungos®’. Os extrativos
sdo constituidos por substancias de baixa massa molar envolvidas no metabolismo das
plantas, por isto, também chamado de metabdlitos secundarios™. Quimicamente,
consistem em compostos aromaticos, ceras, acidos graxos e resinas, entre outros. Em

geral, compreendem de 2 a 10% da massa total em base seca, sendo esse percentual

27 patton, A.R.; Gieseker, L.; J. Anim. Sci. 1942, 1, 22.
% Fahey, J. G.C.; McLaren, G. A.; Williams, J. E.; Journal of Animal Science 1979, 48, 4: 941.
2 Schultz, T.P.; Nicholas, D.D.; Phytochemistry 2000, 54: 47-52.

10
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geralmente maior para as espécies de folhosas que para as coniferas®®>!. Os teores de
extrativos variam dependendo das espécies, das condi¢des de crescimento e da idade da
arvore™. Os extrativos ocorrem na casca, folhas, flores, frutos e sementes, e quase
sempre as quantidades nessas partes da arvore sdo proporcionalmente maiores que na
madeira®.

Muitos estudos relacionam a resisténcia das plantas contra os organismos xil6fagos
(fungos, bactérias e cupins) aos extrativos. Deon e colaboradores (1980) realizaram o
estudo dos extrativos de seis espécies tropicais através de testes com duas espécies de
fungos causadores da podriddo parda e outras duas de podriddo branca‘’. O estudo
indicou que a durabilidade natural da maioria das madeiras pode ser atribuida aos
extrativos. Schultz et al.** (1995) buscaram identificar 0s componentes responsaveis
pela resisténcia ao apodrecimento do cerne de Maclura pomifera, uma folhosa dos
Estados Unidos. Os autores concluiram que a elevada durabilidade dessa madeira é
conferida por altas quantidades de compostos como oxiresveratrol e diidromorina
(figura 6)%.

4 o )
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Figura 6. Oxiresveratrol (a) e Diidromorina (b).

% Ramos, L. P.; Quim. Nova 2003, 26, 6: 863-871.

%1 Philipp, P.; D’Almeida, M. L. O.; Celulose e papel: Tecnologia de fabricacdo da pasta celulésica, 2
ed., IPT: S&o Paulo, 1988.

%2 Klock, U.; et al; Quimica da madeira, Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias Agrarias,
Departamento de Engenharia e Tecnologia Florestal, 3 ed., 2005.

% Shultz, T. P.; et al; Holzforschung 1995, 49, 1: 29-34.
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Um estudo anteriormente realizado por Wang e colaboradores (1984) utilizando a
mesma madeira, também evidenciou os efeitos dos extrativos na resisténcia ao
apodrecimento dessa espécie. Os pesquisadores constataram que a perda de massa e a
reducdo da resisténcia da madeira a quatro espécies de fungos apodrecedores, apos a
extracdo com benzeno, metanol e 4gua, indicaram a resisténcia de certos extrativos ao
crescimento desses fungos®. Em 2000 Onuorah publicou um estudo usando duas
madeiras pertencentes a familia Fabaceae. Ele destaca que 0s extrativos presentes em
Cassia fistula e Afzelia sp. possuem atividade inibidora contra fungos e insetos e
caracteriza suas madeiras como muito duraveis®*. De acordo com Luna et al. (2005) os
extrativos isolados de Caesalpini echinata, arvore nativa do Brasil conhecida como pau-
brasil, possuem atividade inseticida, matando larvas do mosquito Aedes aegypti, e
moluscicida, impedindo o desenvolvimento de ovos de Biomphalaria glabrata®.
Oliveira e colaboradores (2010) analisando a influéncia dos extrativos e da lignina na
biodeteriorizacdo de madeiras observaram que algumas madeiras consideradas
resistentes, quando tinham seus extrativos removidos, mantinham-se resistentes ao
ataque do fungo da podriddo branca Phanerochaete chrysosporum, ao contrario das
madeiras de baixa resisténcia®®. Este trabalho comprova que néo apenas 0s extrativos,
mas a lignina também tem papel preponderante na defesa das madeiras ao ataque de
organismos xilofagos.

Sdo vérias as classes de extrativos e as atividades relacionadas a elas. Na tabela 1
estdo ilustradas algumas substéncias isoladas, a classificacdo quimica a qual essas

substancias pertencem, a espécie, a familia e as atividades bioldgicas.

% Onuorah, E.O.; Bioresource Technology 2000, 75:171-173.
* Luna, J.S.; Journal of Ethnopharmacology 2005, 97: 199-206.
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Tabela 1. Compostos isolados de extratos de plantas e suas respectivas atividades biologicas.

Estrutura do extrativo Classe de Botanica Atividade
metabolitos biolégica”

secundarios

Saponina Swartzia Atividade
triterpénica langsdorffii*®*”  antimicrobiana,
(Fabacea) antifungica,
moluscicida e
citotoxica®®
R! R2
1 glicose H
2 H glicose
(1) 3-O-b-D-(6'-metil)-
glicopiranosil-olean-28-oato de b-
glucopiranosila
Terpenos Psidium guajava Antioxidante®,
= (monoterpeno) L (Myrtaceae)®® inceticida e
~ larvicida®’.
3G
(2) Limoneno
Esterdides Marrubium Antiinflamatorio,
vulgare L analgésico,
(Labiatae); antifngica e
Aleurites larvicida®.
moluccana L.
Willd.

(Euphorbiaceae)*®

(3) B -sitosterol

% Dubois, J. L.; Sneden, A. T.; J. Nat. Prod. 1996, 59, 902.

%" Marqui, S. R. de L; Quim. Nova 2008, 31, 4: 828-831.

% Joseph, B.; Priya, R.M.; Res. J. Med. Plant 2011, 5: 432-442.

% Souza, T.J. T., et al; Brazilian Journal of Pharmacognosy 2007, 17, 3: 368-372.
“0 Filho, V. C.; Quimica Nova 2000, 23, 5: 680-685.
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Tanino
condensavel
(4) Epicatequina (dimero)
HO, K OH Alcaldides
= o
Flavondides

(6) Quercetina

Phyllanthus Hemostatico,

niruri® antiviral,

antidiarréico e
35;49

(Euphorbiaceae)

cicatrizante

Papaver Hipnoanalgésico,
somniferum analgésico e
(Papaveraceae)®.  antit(ssico®.
Bauhinia Analgesicos,

splendens HBK antibactericidas,
(Leguminosae)®®.  antioxidante e

cupincida®.

*As atividades sdo, na grande maioria, do extrato da planta; poucas sdo do composto isolado.

As saponinas (1), também chamadas saponosideos, derivados dos triterpenos

tetraciclicos e esterdides, apresentam como caracteristicas principais: a capacidade de

diminuir a tensdo superficial de uma solucdo aquosa, assemelhando-se a um

detergente®; a presenca de uma porcdo hidrofilica (cadeia de actcar) e hidrofébica

(esterdides lipofilicos ou triterpénicos) na estrutura quimica fornece a caracteristica de

“! Calixto, J.B.; et al; Medicinal Research Review 1998, 18: 225-258.
“2 Brossi, A.; The alkaloids; United Kingdom edition, academic press London, 1986, v. 29.
*% Santana, A.L.B.D.; et al.; International Biodeterioration & Biodegradation 2010, 64:7-12.

** Harbone, J.B.; Baxter, H.; Phytochemical dictionary: a handbook of bioactive compounds from plants.

Taylor & Francis, London, 1995.
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anfifilicidade. As saponinas possuem atividades bioldgicas diversas, como atividade
antiinflamatdria, analgésica, expectorante, antioxidante, espermicida, antiviral e
antifingicida®.

Os Terpenos (2) sao hidrocarbonetos aciclicos ou ciclicos. S8o derivados do
produto da condensacdo de duas ou mais moléculas de isopropeno, podendo ser
classificados de acordo com o nimero de unidades isoprénicas como: monoterpenos
(C1p), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cy), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) e
carotenoides (Ca)*. Os 6leos essenciais sdo formados principalmente por terpenos,
estes por sua vez sdo responsdveis por importantes atividades bioldgicas, como:
antioxidade, antibacteriana e antifungica®’.

Os esterdides (3) sdo derivados ciclicos do isopreno, compostos complexos que
possuem anéis de 5 a 6 atomos de carbono. Formam uma importante classe de
compostos medicinais, a qual pertencem os hormdnios, certas saponinas e alguns
alcaldides. O esterdide mais comum na madeira é o B-sitosterol, que aparece na forma
livre ou ligado a um acucar, formando um glicosideo. Tanto os terpenos como os
esterdides apresentam atividade inseticida, repelente, fungicida, larvicida entre outros*’.

Na composi¢do dos extrativos o maior percentual € dos compostos fenolicos, estes
por sua vez apresentam-se como diferentes grupos quimicos. Os taninos (4), por
exemplo, sdo materiais polifendlicos complexos distribuidos nas plantas e sdo muito
reativos quimicamente. Estes compostos sdo facilmente oxidaveis, tanto através de
enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, como cloreto férrico, o
que ocasiona o escurecimento de suas soluces*®. Tem reconhecida funcéo inibidora de
fungos, bactérias e insetos*®. De maneira geral, os taninos podem ser divididos em dois
grupos: os galicos ou hidrolisaveis e os catequinicos ou condensaveis. A diferenca entre
os dois estd na estrutura quimica de origem, ou seja, os taninos hidrolisaveis sao

derivados do acido galico e acido elagico ligados por um residuo de glucose, enquanto

*® Vincken, J. P.; et al; Phytochemistry 2007, 68: 275-297.

“® Dewick, P. M.; Medicinal Natural Products: A biosynthetic Approach. 3 ed., John Wiley and Sons,
Ltd, 2009, p. 187.

" Souza, T. J. T.; et al; Brazilian Journal of Pharmacognosy 2007, 17, 3: 368-372.

8 Mello, J. P. C.; Santos, S. C.; Em Farmacognosia: da planta ao medicamento; Simdes, C. M. O.;
Schenckel, E. P., orgs.; 3 ed., Ed. UFSC: Porto Alegre, 2001.

* Pansera, M. R.; et al; Rev. Bras. Farmacogn. 2003, 13, 1:17-22.
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que os taninos condensaveis ou proantocianidinas sdo derivados da catequina ou
leucocianidina (flavonéides) e formam todos os demais taninos**.

Os alcaldides (5) sdo o grupo de metabdlitos secundarios onde existe maior
diversidade estrutural, sendo conhecidos mais de 5000 compostos, a maior parte deles
provenientes de plantas, embora também tenham sido encontrados alcal6ides em fungos
e em animais, incluindo os mamiferos. E um grupo heterogéneo de substancias
organicas, cuja similaridade molecular mais significativa é a presenca de nitrogénio na
forma de amina (ou raramente, amida)®®. Com elevada acdo fisiolégica, muitos
alcaldides sao utilizados para producdo de farmacos como taxol ou vinblastina
(antitumoral), tubocurarina ou coniina (anestésico), cafeina ou nicotina (estimulantes),
codeina (antitussigenos) e quinina ou sanguinarina (toxinas e antibiéticos). Na tabela 1
esta ilustrado o alcaldide isolado do 6pio conhecido como morfina®.

Os flavonoides (6) sdo compostos polifendlicos constituido de estrutura basica
contendo 15 atomos de carbono representados por CgCs3Cs. Os flavonoides estdo
presentes em todas as partes das plantas, incluindo folhas, raizes, madeira, cascas,
polen, néctar, flores, bagos e sementes, e sdo responsaveis por muitas acdes nas plantas,
como protecdo contra a incidéncia de raios UV e visivel, protecdo contra insetos,
fungos, virus e bactérias e atividade antioxidante®®. A quercetina (tabela 1) é um
flavondide muito comum, que ja foi isolado de varias plantas e com excelente atividade

biolégica®.
1.4 Atividade bioldgica

A busca por novos produtos com atividade bioldgica existe desde os primordios da
humanidade. O desejo de encontrar a cura para doencas como o cancer, AIDS, doencas
infecciosas causadas por fungos e bactérias, ou ainda encontrar substancias que
combatam a proliferacdo dos causadores das doencas como a dengue e a malaria séo o
foco de estudo de muitos pesquisadores de produtos naturais. Outro motivo para

identificar substancias com atividade bioldgica estd na necessidade de encontrar formas

% Costa, A. F.; Farmacognosia; Fundagao Calouste Gulbennkian, Lisboa, 4 ed, 1994, v. 2.

*! Harbone, J.B.; Phytochemical Methods: A guide to modern techniquesof plantsanalysis. Chapman and
Hall, London, 1973.

%2 Grayer, R. J.; Kokubum, T.; Phytochemistry 2001, 3, 56: 253-263.
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de controlar a proliferacdo de pragas, fungos, cupins, entre outros, em materiais
utilizados comercialmente.

Um grande numero de bioensaios é utilizado para testar tanto extratos de plantas
quanto os compostos isolados. As atividades variam dependendo do objetivo da
pesquisa e incluem atividade antifingica, moluscicida, anticancerigena, antimicrobiana,

antitermitica, entre outras®>36:37:38:40149,

1.4.1 Atividade fungicida

Na natureza, 0s microorganismos com maior eficiéncia na biodegradacdo da
madeira sd0 os fungos decompositores da madeira®®. Muitas espécies de basidiomicetos
séo degradadoras de madeira. Os basidiomicetos sdo fungos conhecidos popularmente
como cogumelos e orelhas de pau (figura 7) e podem ser divididos em trés grupos: 0s
fungos da podridao branca (PB), os causadores de podriddo parda (PP) e os fungos de
decomposicdo mole (PM)®. Os primeiros sdo dotados de complexo enzimatico, que 0s
tornam capazes de converter moléculas de celulose, hemicelulose e lignina em agua e
CO,. A madeira, depois de sofrer a acdo desses fungos, fica com aspecto esponjoso,
fibroso ou laminado e com cor esbranquicada, 0 que caracteriza 0 nome do grupo. Os
fungos causadores de podridao parda, por sua vez, sdo responsaveis pela degradacédo da
celulose e hemicelulose e deixam a madeira com aspecto amorfo e desintegrado ao final
do processo de degradacdo, restando apenas moléculas de lignina modificada de
coloracdo parda. Os fungos da podriddo mole podem degradar tanto os polissacarideos
quanto a lignina, porém em velocidades muito reduzidas>.

A importancia dos basidiomicetos para 0 meio ambiente estd relacionada com a
capacidade persistente em secretar enzimas capazes de degradar e desestabilizar
moléculas organicas. A madeira deteriorada por estes fungos tem suas propriedades
fisicas e mecanicas afetadas, havendo diminuicdo da resisténcia e aumento da
permeabilidade®. Por essa razdo, os fungos quando atuam na deteriorizacéo da madeira

apresentam um importante papel ecoldgico na reciclagem de nutrientes para o solo,

%% Qliveira, A. M. F.; Lepage, E. S.; Controle de qualidade. In: LEPAGE, E.S. (coord). Manual de
preservacdo da Madeira; IPT - Sdo Paulo, 1986, 1, 5: 99-278.

>* Kirk, T. K.; Cullen, D.; Em Environmentally Friendly Technologies for the Pulp and Paper Industry;
John Wiley & Sons: New York, eds. Young, R.; Akhtar, M., 1998, cap. 9.
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porém essa deteriorizacdo pode ser bastante importuna quando estas madeiras

apresentam uma utilidade®.

1

Ganoa’erma

Figura 7. Basidiomicetos: Cogumelo (A) e Orelha de pau (B).
1.4.2 Atividade larvicida

A dengue, infeccdo viral transmitida por mosquitos do género Aedes, é considerada
uma das maiores preocupacdes mundiais de Salde Publica. Esta doenca apresenta
ampla incidéncia nos paises tropicais e subtropicais. Sua dispersdo se deu nos meados
da década de 1970, tornando-se uma epidemia em ascendéncia, ja que 1980, apenas 12
municipios estavam infestados pelo Aedes aegypti e atualmente, todo o Brasil esta
sofrendo com esta epidemia®. Uma forma de controle da doenca seria o combate as
larvas e mosquitos responsaveis pela proliferacdo da doencga, uma vez que ndo existe
uma vacina para prevencéo da mesma>’. Como as plantas ndo aceitam de modo passivo
as agressoes que sofrem de virus, bactérias, fungos, insetos e demais organismos>® e

tendo em vista a grande diversidade de vegetais existentes no Brasil, um grande nimero

% Zabel, R. A.; Morrel, J. J.; Wood microbiology decay and its prevention. Academic Press, New York,
1992, 432 p.

%% Neto, V. S. G.; Rebelo, J. M. M.; Aspectos epidemiolégicos do dengue no municipio de S&o Luis,
Maranh&o, FIOCRUZ, 2004.

> Tauil, P.L.; Urbanizagdo e ecologia do dengue, Cad. Satde Publica, 2001, v.17(Suplemento), 99-102 p.
%8 Lamb. C. E.; Dixon. R. A.; Annual Review of plant Physiology and Plant molecular biology; 1997, 48:
251-275p.
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de pesquisas esta sendo realizado objetivando encontrar substancias com propriedades
inseticidas seletivas para serem usadas em futuras formulagcbes de um produto

comercial.

1.5 Fundamentacdo tedrica da espécie Hymenolobium Petraeum (Angelim pedra)
1.5.1 Consideracdes sobre a familia Leguminosae

Leguminosae ou Fabaceae € a terceira maior familia entre as angiospermas,
compreendendo 727 géneros e 19.325 espécies. No Brasil estdo representadas por cerca
de 2.100 espécies nativas, reunidas em 188 géneros distribuidos em quase todas as
formacBes vegetais, que variam de grandes arvores, arbustos, ervas e trepadeiras™. A
classificagdo mais aceita para a familia Leguminosae é a divisdo em trés subfamilias:
Mimosoideae (56 géneros e aproximadamente 2800 espécies), Caesalpinioideae (152
géneros com cerca de 2800 espécies) e Papilionoideae (440 géneros e cerca de 12000
espécies vegetais)®®. Dentre as subfamilias, Papilionoideae é considerado o grupo mais
evoluido, podendo ser encontrado no mundo inteiro, porém com maior representacao
das arvores nos tropicos e hemisferio sul enquanto que os arbustos sdo encontrados com
maior incidéncia na zona temperada**.

Uma caracteristica fitoquimica da familia Leguminosae é que cerca de 95% dos
isoflavonéides naturais identificados estdo compreendidos nesta familia**. A ocorréncia
de derivados prenilados é mais uma caracteristica estrutural dos flavonoides isolados de
Papilionoideae. Os flavondides sdo compostos que tem como funcdo a pigmentacédo de
folhas e frutos, bem como a protecdo das plantas. Em virtude dessas propriedades
muitos dos vegetais da familia Leguminosae sdo utilizados nas industrias de tinturaria,

para produco de farmacos e inseticidas®. Os isoflavondides da familia Fabaceae, cuja

% Lewis, G.P. et al; Legumes of the word. Kew Publiching, 2005, 592p.

% Heywood, V. H.; The leguminosae- A systemic purview. In: Harbone, J. B.; Boulter, D., Turner, B. L.
(ed) Chemotaxonomy of the leguminosae. Academic Express, London, 1971, cap 1.

8 Hegnaur, R.; Grayer-Barkmeyer, R. J.; Phytochemistry 1993, 34: 3-16.
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distribuicdo taxon6mica € restrita salvo rarissimas excecBes, apresentam uma

diversidade estrutural importante e uma reconhecida atividade antiftingica e inseticida®.
1.5.2 Hymenolobium Petraeum

A espécie é conhecida popularmente como Angelim (PA, AM), angelim-amarelo
(PA), angelim-aroeira (MA), angelim-branco-pedra (PA, AC), angelim-comum (PA),
angelim-da-mata (PA), angelim-do-Pard (AM, PA, RR), angelim-grande (AM, PA,
MA), angelim-macho (MA), angelim-pedra (PA), angelim-réseo (PA, AC), angelim-
vermelho (AM), mirarema (MA), murarema (MA), sucupira-amarela (MA, RR). No
Brasil os estados de maior incidéncia sdo Amapa (AP), Amazonas (AM), Para (PA) e
Rondénia (RO)®. H. Petraeum é uma arvore de grande porte (figura 8) podendo chegar
a 55 m de altura, e 2 m de largura, densidade 0,95-1,00 g/cm?, tronco reto e cilindrico®.

Figura 8. Hymenolobium petraeum (Angelim Pedra).

Na inddstria madeireira € utilizada para construcdo por sua alta durabilidade natural

e resisténcia ao ataque de cupins, fungos e outros parasitas da madeira®. O p6 da

82 Reynaud, J. El, et al; Nat. Prod. Rep. 2005, 3, 22: 504 -515.

%% pjo-Corréa, M.; Dicionario das plantas Gteis do Brasil e das exdticas cultivadas. 1984, 3:238-239,
5:108-129.

® Qliveira, L. Z. de, et al; Ciéncia Rural; 2010, 40, 8: 1732-1740.

% Alday, E., G., et al; Journal of Allergy and Clinical Immunology 2005, 115, 3: 634-636.
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madeira é utilizado na medicina popular na cura de Ulceras. Angelim pedra ¢ uma

arvore que apresenta a seguinte posicao taxondmica:

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Leguminosae ou Fabaceae
Subfamilia: Papilionoideae ou Faboideae
Género: Hymenolobium

Espécie: Hymenolobium petraeum

Em muitos estados do Brasil existem varias especies de Leguminoseae com a
denominac¢do de “Angelim” e algumas variagdes, tais como angelim-vermelho,
angelim-pedra, angelim-da-mata, angelim-rajado, dentre outras. Essas espécies
apresentam quatro diferentes géneros: Hymenolobium, Andira, Dinizia e Vatairea.
Estudos realizados com madeiras denominadas "angelim" sob o aspecto anatémico,
macro e microscopico foram observados por Mainieri e Primo (1968)°® que as madeiras
de Andira da Amazonia (A. inermis, A. micrantha, A. parviflora e A. surinamensis) sdo
muito semelhantes quanto ao aspecto, a cor e a propriedade, isto &, todas as madeiras de
Andira sdo pesadas ou muito pesadas e ndo apresentam cheiro e nem gosto
caracteristico. Sobre as madeiras dos géneros Vatairea e Vataireopsis, 0S mesmos
autores relataram que além de serem de gosto excessivamente amargo, sdo semelhantes
no aspecto e na cor amarelo-acastanhado ou castanho-amarelado®’.

Um levantamento bibliografico foi realizado para a espécie Hymenolobium
petraeum e ndo foram encontrados artigos relacionados a composi¢do quimica da
espécie. Constatou-se ainda que para os géneros Hymenolobium, Vatairea, Dinizia e
Andira também ndo foi encontrado qualquer estudo quimico relacionado a madeira.
Para o género Andira foram encontrados alguns estudos de isolamento quimico dos
extrativos. Porém, nenhum trabalho realizou estudo com a madeira, ndo sendo possivel

realizar uma comparacao com o género em estudo.

% Mainieri, C.; Primo, B. L.; Anu. Bras. Econ. Flor. 1968, 19: 39-87.
7 Ferreira, G. C., et al.; Acta Amazonia 2004, 34, 3: 387 — 398.
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1.5.3 Flavondides

Os flavonoides constituem um grupo de compostos fendlicos complexos com uma
estrutura comum caracterizada por dois anéis aromaticos (A e B) e um heterociclo
oxigenado (C) formado por 3 atomos de carbono como observado na figura 9. As
diversas classes de flavonoides diferem no padrdo de substituicdo e no nivel de
oxidacdo do anel C. A substituicdo nos anéis A e B fornecem os mais variados
compostos pertencentes a esta classe de produtos naturais®.

4 ™

- o J

Figura 9. Esqueleto basico de um flavonoide.

Os flavondides sdo biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides e do
acetato, ou seja, tem como precursores trés grupos acetatos dando origem ao anel A e 0s
trés atomos de carbono derivados do chiquimato que interligam o anel B. A biosintese
dos flavondides comeca com a chalcona. As demais classes de substdncias sdo
derivadas das chalconas sendo a seqiiéncia de formacdo: flavanona, diidrochalcona,
aurona, flavanonol, debenzoilmetano, flavona, flavonol, flavana 3,4-fiol, flavana 4-diol
e isoflavonoides como isoflavona, 3-arilcumarina, pterocarpano e rotendides, ver figura
10.

%8 Pietta, P. G.; Journal of natural products 2000, 63, 1035-1042.
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Figura 10. Esquema biosintética dos flavonéides®

Os flavondides apresentam-se frequentemente oxigenados e sua estrutura quimica é
ideal para a captura de radicais livres, sendo antioxidantes mais efetivos que as
vitaminas C e E. Esses compostos fornecem substancias com propriedades diversas
dentre elas destacam-se: atividade antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,
antialérgica, antitumoral, entre outros’®"*,

A grande diversidade estrutural dos flavonoides ocorrem devido a alguns fatores,
como: a modificacdo do sistema esquelético basico que diferem entre si pela saturacéo
no anel C, a locacdo do anel B nas posicdes C-2, C-3 e C-4 fornecendo diferentes
classes de flavondides; a oxigenacdo dos carbonos aromaticos; a ligacdo de C- ou O-

alquilacdo, C- ou O-metilacdo, C- ou O-isoprenilacdo (prenilacdo e geranilacdo) e O- ou

% Tahara, S.; Ibrahim, R. K.; Phytochemistry 1995, 38, 5: 1073-1094.
" Evans, W. C.; Tese Doutor em ciéncias; Instituto de quimica, UNICAMP- Campinas, 1998.
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C-glicosilacdo; e a modificacdo do substituinte: por oxigenagdo de grupos laterais e a
ciclizagdo com o grupo hidroxila, bem como os grupos C-prenilas podem sofrer
diversas modificacBes resultando em éteres ciclicos de cinco ou seis membros*.

A distribuicdo das subclasses de isoflavondides em plantas esta praticamente
restrito a subfamilia Papilionoideae/Fabaceae de Leguminosae bem como a variedade
estrutural destes compostos. A presenca de isoflavonoides prenilados (56%) ocorre
sobretudo nesta familia®®.

A formacdo dos grupos prenilas ocorre pela via do mevalonato e as reacdes de
ciclizacdo do C-prenila ocorrem por ataque nucleofilico do grupo hidroxila ao epéxido
inicialmente formado pela oxidacéo da ligacdo dupla deste grupo alquilico. Dependendo
da orientacdo do ataque nucleofilico, ver figura 11, o produto serd um anel de seis

membros, o dimetilpirano ou um anel de cinco membros, o furano’.

W I
')
L HO ~H0_
0 / 0
Anel furano de 5 membros
=
0

.
.

T
o

(’ H
o HO
\ -H,0
—_— —l
HO 0

\ Anel pirano de 6 membros

Figura 11. Formacao do grupo prenila (Fonte: Dewick, 2001).

A formacdo do anel furano dissubstituido ocorre pela acdo da enzima
monooxigenase citocromo P450 dependente que utiliza os cofatores NADPH e oxigénio
molecular para a clivagem do grupo hidroxiisopropila cujo fragmento é liberado em

forma de acetona, como observado na figura 12. Nesta etapa, ndo ocorre a formagao de

™ Hegnauer, R.; Grayer-Barkmeyer, R. J.; Phytochemistry 1993, 34, 3-16.
"2 Dewick, P.M.; Medicinal natural products: a biosynthetic approach. Chichester: 2 ed., John Wiley &
Sons, 2001, cap.5e 6.
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nenhum intermediario hidroxilado e o processo é iniciado por um mecanismo via

radicalar’.
ﬁblic \
I Enz-Fe
5 ™,
Hal 0 . OH N
HO—>— T NADPH 7 i i Y
S ——» HO—— ‘ —— HO— ( y |
w«" 0 X ?‘, 0 NG
Clivagem do grupo Anel furano
hidroxiisopropil dissubstituido

>=0 <—— HO—>—OH

Liberagdo do grupo hidroiisopropil
COmo acctona

Figura 12. Transformagcdes do grupo prenila: formagao do anel furano dissubstituido (Fonte:
Dewick, 2001)

Muitos trabalhos descrevem a presenca de grupos prenilas em isoflavonoides
isolados de plantas. Botta e colaboradores (2009)"® publicaram uma revisio sobre a
distribuicdo, estrutura, atividade biologica e estudo biotecnologico dos isoflavonoides
prenilados conhecidos do periodo de 1995 a 2006. Eles evidenciaram a presenca de
isoflavondides prenilados em 23 espécies da familia ndo-Leguminosae, contudo, esses
grupos foram identificados, a maior parte, em espécies da subfamilia
Papilionoideae/Fabaceae de Leguminosae. Botta e colaboradores (2009) tambem
destacaram a importdncia da presenca de grupos isoprendides para a atividade
farmacoldgica, uma vez que, os isoflavondides prenilados apresentaram uma grande

variedade de atividade bioldgica.

1.5.3.1 Isoflavonoides e seus derivados

Derivado do 1,2-difenil-propano figura 13, os isoflavondides sdo de ocorréncia
quase que exclusiva da subfamilia Papilionoideae. Eles apresentam uma diversidade
estrutural importante como descrita no esquema de biossintese dos flavondides, figura
10.

"3 Botta, B. et al.; Current Medicinal Chemistry, 2009, 16, 3414-3468.
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¢ D

\_ _J

Figura 13. 1,2-difenil-propano

As isoflavonas e os pterocarpanos formam os maiores grupos de isoflavonoides
naturais. As isoflavonas apresentam cerca de 400 compostos ndo glicosilados enguanto
que os pterocarpanos cerca de 200 compostos ndo glicosilados foram caracterizados™.

Diferentemente das isoflavonas, os pterocapanos (figura 14) apresentam em sua
estrutura um sistema tetraciclico derivados do esqueleto bésico dos isoflavonoides. O
quarto anel ¢ formado pela ligagdo entre as posigoes 4 e 2’ do isoflavondide, com
formacdo da fungédo éter. Os pterocarpanos podem ser subdivididos em: pterocarpano
simples, 6a-hydroxipterocarpano e pterocarpeno, este ultimo com insaturacdo na
posicdo 6a-11a".

Os coumestanos (figura 14) sdo uma classe de isoflavondides caracterizado pela
presenca de carbonila na posicdo 6 e um atomo de carbono extra em um anel
heterociclico adicional. Este sistema é derivado da ciclizacdo oxidativa da 3-
arilcoumarina. Os coumestanos apresentam estruturas similares aos pterocarpanos e sao

conhecidos pelo seu alto ponto de fusdo”.

Figura 14. Isoflavona (A), Pterocarpano (B) e Coumestanos (C).

™ Harbone, J. B.; The flavonoids advances in research since 1986; Chapmam e Hall, London, 1994. Cap.
5.
"> Cseke, L. J. et al; Natural products from plants; 2 ed., Taylor e Francis, London, 2006. Cap. 1.
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Muitas substancias sdo produzidas com a funcdo de defesa contra o ataque de
organismos xil6fagos, estas substancias sdao chamadas de fitoalexinas. A medicarpana
(antimicrobiana e fungicida), genisteina (atividade antifingica) e o coumestrol

(fitoestrogéno e inseticida) sdo algumas fitoalexinas representadas na figura 15"%%"".

HO 0 HO ©
(o] OH (o]
OCH,4 OH
Medicarpana L
Genisteina

coumestrol

Figura 15. Algumas fitoalexinas derivadas de isoflavondides.

’® Clapauch, R.etal; Arq Bras Endocrinol Metab 2002, 46, 6: 679-695.
" Murkies, A.L.; Wilcox, G.; Davis, S.R.; J Clin Endocrinol Metab 1998, 83:297-303.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho visa fazer uma investigacdo quimica da madeira Hymenolobium
petraeum (Angelim pedra), através do isolamento, caracterizacdo e identificacdo dos
constituintes quimicos micro e macromoleculares responsaveis pela resisténcia dessa

madeira ao ataque de organismos xil6fagos.

2.2 Objetivos especificos

v Realizacdo de uma abordagem fitoquimica para verificar a presenca/auséncia das
principais classes de compostos presentes na madeira.

v Preparacdo de extratos brutos com solventes organicos em ordem crescente de
polaridade, usando ciclohexano, acetato de etila e etanol.

v Quantificacdo dos rendimentos dos extratos brutos.

v Quantificacdo dos compostos fenélicos.

v' Isolamento dos metab6litos secundarios através de técnicas cromatograficas.

v Determinacdo da estrutura da lignina bem como dos metabolitos secundarios por
métodos espectrofotométricos (UV, IV, RMN de H* e C**) e por analise elementar.

v’ Estudar a resisténcia da madeira frente aos seguintes basidiomicetos: Phanerochaete
chrysosporium, Phanerochaete chrysosporium, Pycnoporus sanguineus, Lentinus
edodes, Schizophyllum commune e Trametes vellosa.

v Determinar a susceptibilidade das larvas de A. aegypti exposta aos extratos brutos e

compostos identificados da espécie H. petraeum.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Na obtengédo dos extrativos foram usados solventes comerciais, grau p.a. das marcas
VETEC e CINETICA.

Nas colunas cromatograficas foram utilizados como suportes silica gel 60 (70-230
Mesh) (Macherey-Nagel) e Sephadex LH-20 (Pharmacia) e solventes de alto grau de
pureza da marca VETEC.

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) analiticas foram utilizadas placas em
silica gel POLYGRAM SIL G/UVys4 (Macherey-Nagel). A revelacdo dos cromatogramas
foi realizada utilizando-se iodo sublimado (1), anisaldeido e luz UV.

Nos testes fitoquimicos qualitativos, os reagentes e solugdes foram preparados
seguindo a descricdo do anexo 8 (Item 8.1, pag.101). O reagente de Folin-Ciocalteau
(CRQ) e os demais solventes/reagentes usados nestes testes foram das marcas: Cinética,
Reagen, VETEC e Dinamica.

A balanca analitica de umidade com detecc¢éo por Infravermelho, Sartorius - MA 150,
foi usada na quantificacdo de umidade.

Nas analises quantitativas de fenois totais, flavondides e carboidratos foram usados,
padrdo de rutina (Sigma), H,SO4, NaOH, acido géalico todos da marca VETEC.

Os carboidratos foram analisados por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
modelo C-R7A da Shimadzu com detector de UV visivel da marca Shimadzu modelo SPD
- 10A, com coluna Lichrospher 100 (C-18) 125 x 4 mm Hawlett Packard (RP-18) para
furfural e hidroximetilfurfural e Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, BIO-RAD para
celulose e hemicelulose respectivamente.

As quantificacbes de lignina soltvel, fenois totais e flavondides foram realizadas
usando-se espectrofotdmetro UV/visivel biospectro SP-220 e espectrofotdmetro Shimadzu
UV-150-02.

Na hidrélise de lignina, foi utilizada autoclave de marca Phoenix-autoclave vertical
com cesto de aco inoxidavel AlISI 304 e mufla, modelo EDG-3000. Na caracterizacdo da
lignina utilizou-se um espectrofotémetro FTIR Nicolet 520.

A analise elementar foi realizada em aparelho PERKIN-ELMER modelo PE 2400.
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Na identificacdo das fracOes apolares do extrato em acetato de etila foi utilizado o
Cromatografo Gasoso GC-17A (Shimadzu), com detector a 280°C e temperatura do injetor
250°C. Temperatura de 60°C por 1 min e rampa de 10°C/min até 280°C por 30 minutos
(tempo total 52 minutos). coluna DB-5 (30 m X 0,25 mm), gés He, acoplado ao
espectrometro de massa MS-QP5050 (Shimadzu).

Na identificacdo das substancias purificadas foi utilizado a espectroscopia de RMN de
'H e 13C, experimentos do tipo APT ou DEPT e 0s 2D gCOSY (H-H, %J); gHSQC (H-C, %J)
e gHMBC (H-C, %J e 3J), registrados no espectrémetro VARIAN UNITY PLUS - 300 e
VARIAN — VNMRS- 400, operando com 300 e 400 MHz para '*H e 75 e 100 MHz para
3C, em CDCls, acetona-ds, piridina-ds ou DMSO-ds, tendo como padrdo interno de
referéncia o TMS.

Os experimentos ESI-SM foram realizados em aparelho LC-IT-TOF SHIMADZU, em
insercdo direta com fluxo de 0,2 mL/min, fonte de ionizacdo elétron-spray (ESI) e
concentracdo do solvente 1:1, 50% de agua e 50% do solvente MeOH ou acetronitrila.

As medidas do ponto de fusdo foram determinadas usando aparelho Micro Quimica
MQAPF- 301.

Material botanico — A madeira conhecida comercialmente como Angelim Pedra

(Hymenolobium petraeum), originaria do estado do Para, foi adquirida no comeércio local.

Microrganismos - Foram utilizados cinco fungos causadores da podriddo branca, sendo
eles: Phanerochaete chrysosporum (CCT 1999), Pycnoporus sanguineus CCT-4518,
Lentinula edodes (CCT 4519), Trametes vellosa (CCT 5567) e Schizophyllum communee
(CCT 4718) obtidos da colecdo de cultura microbiana da Fundacdo André Tosello-FAT,
Campinas-SP (Item 3.9.1, pag. 45).

Larvas do mosquito Aedes aegypti - foram utilizadas larvas do mosquito em estagio L4,
que corresponde ao Ultimo estagio larval. Os experimentos foram conduzidos no
laboratério de ecologia quimica — DQF/UFPE, sob a orientacdo da Profa. Dra. Daniela

Navarro (Item 3.9.2, pag. 45)

3.2 Preparo do material
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A madeira seca, 0 cerne e o alburno, foram pulverizados usando moinho da marca
FRISCH - pulverisette 14.

3.3 Abordagem fitoquimica
Visando a identificacdo dos metabolitos secundarios (extrativos) presentes na madeira

em estudo, foram realizados testes fitoquimicos baseados na metodologia descrita por
Costa (1982)"®. Os compostos analisados estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2. Testes para identificacdo das classes de compostos presentes no vegetal.

Classe de compostos Testes

Alcaloides Dragendorff; Mayer
Flavonoides Shinoda

Saponinas Espuma

Taninos Cloreto Feérrico
Terpenos e Esterdides Liebermann-Buchard

3.3.1 Determinacéo de Alcaloides

A presenca de alcaldides foi investigada por ensaios confirmativos especificos, que
consistiram em adicionar cerca de 0,5 g da madeira em um tubo de ensaio, adicionar 10
mL de H,SO,4 a 1% e aquecer a mistura em banho-maria a temperatura de 100°C, por 2
minutos. A solucdo foi filtrada e o filtrado foi dividido em dois tubos de ensaio distintos.
A um dos tubos de ensaio adicionou-se gotas do reagente de Dragendorff , e ao tubo
seguinte gotas do reagente de Mayer. A presenca de alcaloides € confirmada através da
formacdo de um precipitado laranja avermelhado com o reagente de Dragendorff. Com o

reagente de Mayer o precipitado € esbranquicado.

"® Costa, A. F.; Farmacognosia. Fundagdo Calouste Gulbenkian, 22, Lisboa, 1982, v. II.
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3.3.2 Determinagéo de Flavonoides

A presenca de flavondides foi determinada pelo teste de Shinoda, que consiste em
transferir 0,5 g de madeira para um tubo de ensaio, adicionar 5 mL de metanol e agitar. A
mistura é entdo filtrada e ao filtrado adiciona-se 1 mL de HCI concentrado. Com o auxilio
de uma pinca acrescenta-se a solucdo uma fita de magnésio de 1cm. A confirmacdo da
presenca de flavondides ocorre com o aparecimento de coloragdo rdsea.

3.3.3 Determinagéo de Saponinas

As saponinas foram avaliadas pelo teste da espuma, que consiste em adicionar cerca
de 0,5 g da madeira a 5 mL de &gua destilada em um tubo de ensaio, agitar vigorosamente
a mistura por cerca de 5 minutos e deixar em repouso por 30 minutos. A presenca de

saponinas é confirmada pela persisténcia da espuma por mais de 30 minutos.

3.3.4 Determinacdo de Taninos

Os taninos foram identificados através do método de oxidacdo usando cloreto férrico.
Esse método consiste em adicionar 0,5 g da madeira a 10 mL de agua destilada e agitar.
Em seguida a mistura é filtrada e ao filtrado adicionou-se algumas gotas de cloreto férrico
a 1%, para verificar o eventual surgimento de uma coloracdo ou precipitado azul,
indicativo da presenca de taninos hidrolisaveis. Coloracdo ou ppt/verde indica a presenca

de taninos condensaveis.

3.3.5 Determinacédo de Terpenos e Esterdides

A presenca de terpenos e esterdides foi verificada através do teste de Liebermann-
Buchard, que consiste em adicionar a um tubo de ensaio 0,5 g da madeira e 3 mL de
cloroférmio, agitar e filtrar. Ao filtrado adiciona-se 2 mL de anidrido acético, agitando
vigorosamente. Apds a agitacdo adicionam-se algumas gotas de é&cido sulfurico
concentrado lentamente. A confirmacdo da presenca de terpenos e esterdides se dd com o

aparecimento sucessivo de coloragdes rosea, azul e verde.
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3.4 Quantificacdo de Umidade

A quantificagdo de umidade foi realizada pesando-se cerca de 1 g da madeira em
balanca analitica de umidade, por 30 minutos a 105°C. O equipamento fornece o percentual

de umidade e a massa final da amostra.

3.5 Determinacao de Fendis Totais

Pesou-se 1g da amostra (determinacgéo realizada em triplicata), adicionou-se 30 mL de
MeOH/H,0 (na propor¢do 8:2 v/v). A mistura foi deixada em repouso por 24 horas em
ambiente escuro. Filtrou-se o extrato e reduziu-se seu volume em rotaevaporador até a
eliminacédo de todo o metanol, isto é, o volume restante foi de 6 mL. Em seguida, separou-
se uma aliquota de 50 uL do extrato e adicionou-se 25 mL de agua destilada, retirou-se
uma aliquota de 500 uL dessa nova solugdo para um tubo de ensaio. A este tubo foram
adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de Na,CO3 7,5%. O
branco consistiu em 2,5 mL de Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de Na,CO3 a 7,5% com
500 pL de agua destilada’”.

Os tubos de ensaio foram levados a banho-maria a 50°C por 5 min. As amostras foram
analisadas imediatamente apds o aquecimento em um espectrofotémetro UV/visivel, para a
leitura da absorbancia a 760 nm. A concentracdo de fendis totais foi avaliada através da
curva padrdo de acido galico nas concentracbes de 0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50
pg/mL. A concentracdo de fendis totais foi determinada através da equacdo da reta,

equacdo 1, obtida da curva padrédo do &cido galico.

Y-B 1)

Onde:
X - Concentracdo de compostos fendlicos em pg/mL;
Y — Absorbancia das amostras a 760 nm;

B — Constante da reta;

" Waterman, P. G.; Simon, M.; Analysis of phenolic plant metabolites, oxford ed., Blackwell Sientific
Publications, London, 1994, 84 p.
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A — Coeficiente angular da reta.

3.6 Quantificacao de flavondides

Pesou-se 4 g da madeira seca para extragdo em soxhlet com 300 mL de metanol 70%
por 3 horas. O extrato foi transferido para um baldo volumétrico de 500 mL e completado
0 volume com MeOH 70%. Em um baldo volumétrico de 50 mL foram adicionados 15 mL
da solucdo do baldo de 500 mL, 1 mL de cloreto de aluminio 5% e completou-se o
volume adicionando MeOH 70%. As medidas foram realizadas em triplicata ap6s 30
minutos de repouso e as absorbancias foram determinadas em comprimento de onda de
425 nm usando espectrofotémetro UV/visivel. O branco foi preparado adicionando-se 1
mL de cloreto de aluminio 5% em um baldo volumétrico de 50 mL e completando o
volume com MeOH 70%"%,

A quantificagéo de flavondides foi realizada a partir da curva padrdo de rutina. Partiu-
se de uma solu¢do de rutina 100 pg/mL e usando MeOH 70% as concentragdes usadas
foram 10; 11; 12; 13; 14 e 15 ug/mL. As concentragdes de flavondides foram determinadas
através da equacdo 2 obtida da relacdo entre as concentragdes verso as absorbancias da

rutina. As analises foram realizadas em triplicata.

Y_B' @)

Onde:

X’ - Concentracdo de flavondides em pg/mL;
Y’ — Absorbancia das amostras a 425 nm;
B’ — Constante da reta.

3.7 Quantificacdo, isolamento e caracterizacdo da madeira Hymenolobium petraeum

3.7.1 Determinacdo de lignina solavel e insolivel em meio acido

® Rio, R.G.W.; Métodos de controle quimico de amostras de prépolis. Dissertacio de mestrado,

Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 1996.
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A quantidade de lignina insolivel em meio &cido foi determinada de acordo com o
método Klason modificado’®®. Adicionou-se 2 g da madeira livre de extrativos a um
béquer de 100 mL e a esse béquer adicionou-se 10 mL de H,SO, a 72% sob vigorosa
agitacdo por 7 minutos em um banho termostatizado a 45,0 +0,5°C. A reacdo foi
interrompida com a adi¢cdo de 50 mL de &gua destilada. Imediatamente a amostra foi
transferida quantitativamente para um erlenmeyer de 500 mL elevando-se o volume com
adicdo de 225 mL de agua destilada. Para completar a hidrolise dos oligdmeros restantes, o
erlenmeyer foi fechado com papel aluminio e autoclavados por 30 minutos a 1,05 atm.
Apobs a descompressdo, o frasco foi retirado da autoclave e resfriado até a temperatura
ambiente.

Foi realizada uma filtragdo, para separar o material hidrolisado dos sélidos presentes
na solucdo usando papel de filtro quantitativo, previamente secos e tarado. O hidrolisado
foi recolhido em baldo volumétrico de 500 mL e o sélido contido no papel de filtro lavado
com porcBes de 50 mL de agua destilada até atingir o volume do baldo, o qual foi
armazenado para analises posteriores. A lignina retida no papel de filtro foi lavada com
agua destilada até eliminar todos os sulfatos presentes (aproximadamente 1500 mL) e
secada em estufa de 105°C até peso constante.

A quantificacdo de lignina soltvel foi realizada retirando-se uma aliquota de 5 mL do
hidrolisado adicionando em um baldo volumétrico de 100 mL junto com 40 gotas de
solugcdo de NaOH 6 mol/L. O volume do baldo foi completado com agua destilada e a
absorbancia da solucdo foi determinada por espectroscopia de UV no comprimento de
onde de 280 nm. Como referéncia usou-se 40 gotas da solucdo de NaOH 6 mol/L em
agua destilada (volume de 100 mL).

O calculo da lignina soltvel foi realizado usando a equacdo 3, admitindo os valores de
absortividade determinados e reportados na literatura” e considerando as respectivas

relacGes de diluicao.

Co = Ajigago — Apazso (3)
lig —

elig

™ Moriya,R; Gongalves, A.; Duarte, M.; Applied biochemistry and biotechnology, 2007, 137-140, 1-12:
505.

8 Rocha, G. J. M.; Tese de doutorado. Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de S&o Paulo, 2000.
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Onde:

Ciig - Concentragdo de lignina solivel (g.L™);

Alig2go - Absorbancia da solucéo de lignina em 280 nm;

Apdzso - Absorbancia em 280 nm dos produtos de decomposi¢do dos agUcares (furfural e
hidroximetilfurfural) igual a C;. &1 + Ca. &;

C: - Concentracéo de furfural [(g.L™) (determinados previamente por CLAE)];

C. - Concentragéo de hidroximetilfurfural [(g.L™) (determinados previamente por CLAE)];

& - Absortividade do furfural = 146,85 cm™.g™.L(dado experimental);
&.- Absortividade do hidroximetilfurfural = 114 cm™.g™.L (dado experimental);

&, € &, por espectroscopia de UV em 280 nm.

aig — Absortividade molar de lignina (dado experimental obtido da curva padrdo de lignina

em espectroscopia de UV em 280 nm).
3.7.2 Determinacéo do teor de cinzas na lignina insolavel

A lignina insolavel foi transferida para um cadinho de porcelana, previamente tarado.

A amostra foi calcinada em uma mufla lentamente até 300°C, com cadinho tampado, e
mantido durante 40 minutos nesta temperatura. Apos este tempo, o cadinho foi destampado
e elevado a temperatura a 800°C por 2 horas contadas a partir do momento que a
temperatura atingir os 800°C. Depois do resfriamento do cadinho em dessecador, a massa
de cinzas foi determinada em balanca analitica®. O calculo de cinzas foi realizado usando
a equacao 4.
m, —

m
UoCon = ——— L %100 (4)
3

Em que:
%Cen- Percentual de cinzas em lignina

m; - Massa do pesa filtro em g

8 Technical Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI). Atlanta TAPPI Press, 1993.
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m; - Massa do pesa filtro com cinzas em g
ms - Massa de lignina seca em g

3.7.3 Determinacéao do teor de carboidratos

A solucédo obtida na hidrolise de lignina em meio &cido foi analisada por CLAE. Uma
pequena amostra da solugdo foi filtrada em filtro "Sep Pak C1g" e em seguida analisado

quanto aos teores de celobiose, glicose, xilose, arabinose e acido acético por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de indice de refracdo. Para isso foi utilizado
uma coluna Aminex. A fase mdvel foi H,SO4 0,005 mol/L com fluxo de 0,6 mL/min a 45
°C.

As concentracfes de celobiose e glicose foram convertidas em celulose. As
concentracdes de xilose e arabinose, acido m-glucurénico e o acido acético como grupos
acetila foram convertidas para hemicelulose. As massas foram divididas pelo peso seco do
material inicial e multiplicadas pelo fator de hidrolise. Os fatores de conversdo de glicose e
celobiose e acido formico para celulose séo 0,90, 0,95 e 3,09 respectivamente. De maneira
similar, xilose e arabinose e acido acético foram convertidas a hemicelulose usando-se o
fator de 0,88, 0,88 e 0,72. As concentracdes dos compostos foram determinadas a partir de

curvas de calibracdo tracadas para cada componente’®.

3.7.4 Determinacéo do teor de furfural e hidroximetilfurfural

O furfural e o hidroximetilfurfural (produtos de decomposicdo dos aclcares) presentes
no filtrado da hidrolise da madeira livre de extrativos (3.8.1) com é&cido sulfdrico 72%
foram analisados por CLAE empregando-se uma coluna RP-18 (C-18), em detector de
indice de refracdo e como fase movel, a solucdo de acetonitrila - agua 1:8 (v/v) com 1% de
4cido acético, a um fluxo de 0,8 mL/min a 25°C™.

As areas médias dos cromatogramas para furfural e hidroximetilfurfural foram
convertidas em hemicelulose e celulose respectivamente, utilizando-se o fator de
converséo de 1,37 e 1,29"°. As concentraces dos compostos foram determinadas a partir

de curvas de calibracédo tracadas para cada componente.
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3.7.5 Isolamento de lignina em meio bésico

A um reator figura 16 (usado na deslignificagdo) com capacidade para 500 mL foi
adicionado 40g da madeira seca e uma solugdo de 320 mL de NaOH 4%. O reator foi bem
fechado e colocado em um banho de dleo por 1 hora e 30 minutos a 150°C. Passado esse
tempo, retirou-se o reator e deixou em &gua corrente até seu completo resfriamento. O
reator foi entdo aberto e a amostra filtrada a vacuo usando funil de Buchner e kitassato.
Lavou-se inicialmente o s6lido com 100 mL de agua destilada e o filtrado foi recolhido,
pois nele esta contida a lignina solivel em meio basico. O sélido (polpa - madeira livre de
lignina) que ficou no funil foi colocado em um pesa filtro devidamente tarado e deixado

secar até peso constante™.

Figura 16. Da esquerda para direita estdo: reator, banho e sistema de deslignificag&o.

3.7.5.1 Precipitacdo da lignina

Em um béquer de 600 mL foi adicionado o licor da primeira lavagem e lentamente
adicionou-se acido sulfarico concentrado controlando-se o pH. Quando o pH chegou a 2
deixou-se a lignina decantar por 24 horas. A solucéo foi entdo filtrada e a lignina insolavel
foi lavada até que a solugéo atingisse pH= 5. A lignina foi levada a estufa a 105°C até peso

constante®?.

8 Silva, F.T.; Obtencdo de insumos quimicos a partir do aproveitamento integral do bagaco de cana. Tese
de Doutorado. Campinas: UNICAMP/Instituto de Quimica, 1995.
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3.7.6 Acetilacao da lignina

A acetilacéo foi realizada de acordo com o procedimento descrito por Lenz (1968)%.
Dissolveu-se cerca de 30 mg de lignina (obtida da deslignificacdo) em 4 mL de piridina e 4
mL de anidrido acético. A mistura foi entdo borbulhada por 15 minutos com nitrogénio e o
frasco selado. O sistema permaneceu a temperatura ambiente no escuro durante 50 horas.
Ao término da reacdo o excesso de anidrido acético foi destruido pela adicdo de 4 mL
metanol. Os solventes foram evaporados sob pressdo reduzida em rota-evaporador, com
adicdo de etanol até o desaparecimento de toda piridina. As amostras foram secas em

estufa a vacuo com P50s.
3.7.7 Caracterizagao da lignina

A lignina foi caracterizada quanto a sua distribuicdo de massa molar, espectroscopia
de ultravioleta (UV/visivel), espectroscopia de infravermelho (FTIR), espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de préton (RMN de 'H) e analise elementar da lignina in

natura e acetilada.
3.7.7.1 Curva padrao de lignina solivel em espectros de UV / Visivel.

Uma solucdo estoque foi preparada dissolvendo-se cerca de 50 mg, de lignina
(previamente seca em dissecador a vacuo com P,0s), em 100 mL de NaOH 0,01M. Foram
realizadas diluicGes partindo-se da solucdo estoque 50 mg/L para a constru¢do de uma
curva de calibracdo. As concentractes utilizadas para a construcéo da curva foram: 30; 10;
5; 3; e 1 mg/L com o branco sendo a solu¢do de NaOH 0,01M. Onde a inclinacéo da reta
fornece o eig que sera usando na quantificacdo de lignina solivel. As leituras foram
realizadas em comprimento de onda de 280 nm usando um espectrofotometro UV/visivel.
A absorcdo em 280 nm pode ser atribuida as estruturas quinoides e demais grupos
cromoforos presentes na estrutura da lignina. Alguns destes grupos podem ser vistos na
figura 17%.

8 Lenz, B.L.; Tappi Journal; 1968, 51, 511-519.
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Figura 17. Cromoforos da lignina.

3.7.7.2 Espectros no Infravermelho.

Foram preparadas pastilnas de KBr contendo 0,5% de lignina (previamente secas)
compactadas a 10 - 12 kgf/cm? sob vécuo. Em seguida foram medidos os espectros na

regido de (4000 a 400) cm™ em um espectrofotometro FTIR.
3.7.7.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN de H*
Cerca de 20 mg de lignina acetilada foram dissolvidos em 0,5 mL de CDCl; contendo

1% de TMS (tetrametilsilano). O espectro de RMN de *H de 400 MHz com pulsos de 45°,
tempo de aquisicdo de 2,049 s perfazendo um total de 16 repeticGes (Tempo total: 55 s).
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3.7.7.4 Determinagéo da formula minina

Utilizando-se os valores das porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio, obtidos
da analise elementar e do teor de grupos metoxilas obtidos da analise de RMN de H,
determinou-se a formula minima para a lignina usando as expressfes descritas por
Freudenberg e Neish (1968). A férmula minima de ligninas pode ser representada pela
formula geral CoHxOy (OCHs3),, em que X, Yy e z séo dados pelas equacdes 5, 6 e 7%,

_ 277(%H) — 27(%O0CH,) 5)
2,584 (%C) — (%O0CH;)

_17,45(%0) — 9(%O0CHs) (6)
2,584(%C) — 9(%0CHs)

9(%0CH;) (7

7=
2,5884(%C) — 9(%O0CH;)
3.8 Obtencao dos extrativos da madeira (extratos brutos)

Cerca de 500 g da madeira seca foi submetida a extracdo a temperatura ambiente, com
500 mL de ciclohexano por 7 dias com troca de solvente a cada 48 horas, 500 mL de
acetato de etila por 14 dias com troca de solvente a cada 48 horas e 500 mL de etanol
absoluto por 14 dias também com troca de solvente a cada 48 horas. Em seguida o0s
extratos foram concentrados em rotaevaporador, secos em dessecador, pesados e calculado
seus rendimentos (equacdo 8). Com os extratos foram realizados testes de atividade
larvicida e com a madeira livre de extrativos e a madeira bruta foram realizados testes de
atividade fungicida com fungos da podriddo branca. A figura 18 descreve o procedimento

descrito acima.

O rendimento foi calculado obedecendo a seguinte equacéo 8:

(8)
Ren% = { II\\A/IEX} x100

f

Em que:

Ren% - rendimento dos metabdlitos secundarios extraidos;
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Mex — Massa dos extrativos secos em g;

M; — Massa inicial da madeira seca contendo os extrativos em g.

Ciclohexano, extra¢do a frio
Por 7 dias (intervalos 48-48h)

AcOEt, extragao a frio Concentrado em
Por 14dias (intervalos 48-48h) Evaporador rotativo

*
[

EtOH, extragdo a frio
Por 14 dias (intervalos 48-48h)

Concentrado em
Evaporador rotativo

Figura 18. Esquema de andlise da madeira.

Concentrado em
Evaporador rotativo

3.8.1 Fracionamento do extrato acetato de etila

Cerca de 10 g do extrato acetato de etila seco foi submetido a fracionamento em
coluna cromatogréafica de silica gel 60, utilizando como sistema de eluicdo tolueno/AcOEt
(1:0 a 0:1) em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 59 fracdes cada uma
com aproximadamente 125 mL que foram posteriormente submetidas a analise em placa
cromatografica (CCD). As fracdes com o mesmo perfil cromatogréafico foram juntadas e
concentradas em rotaevaporador e pesadas para o calculo de rendimento. As fracGes
iniciais, HPAc-A1-13, foram submetidas a cromatografia a gas acoplada a espectrometria
de massa CG-EM.

As fracGes 18 a 22 apresentaram 0s mesmos compostos e foram submetidas a nova
coluna de silica gel 60, em sistema tolueno/AcEt (9:1), sendo coletada 66 fragdes de 125

mL, com a primeira fracdo de 500 mL. Da coluna B foram separadas as fragdes de mesmo
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perfil cromatografico (HPAc-B4-6) e realizado coluna de Sephadex LH-20. O sistema
eluente foi diclorometano e as subfracdes coletadas foram 7 cada uma com
aproximadamente 7 mL. A fracdo HPAc-C6 foi submetida a andlise espectroscopica,
sendo identificada a substancia HP-1. As fracbes HPAc-25-27; HPAc-A36 e HPACc-A38
foram recristalizadas e identificadas utilizando-se métodos espectroscopicos como RMN
de 'H, *C, HMBC, HSQC, COSY e espectrometria de massas (LC-MS). As substancias
puras tiveram seus pontos de fusdo avaliados. A figura 19 mostra o esquema de

fracionamento do extrato em acetato de etila.
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CC Silica gel 60 {70-230 mesh)
Coluna A

Andlise GC-MS

CC Silica gel 60 {70 -230 mesh)
Coluna B
Tolueno / AcOEt (9:1)

Tolueno 100%
Tolueno/AcOEt Tolueno/AcOEt Tolueno/AcOEt Tolueno/AcOEt Tolueno/AcOEt
(1:0) {9:1) (7:3) {1:1) {0:1)

v’ Atividade larvicida

& v Atividade larvicida

‘ Coluna A: 59 fragdes coletadas de 125 mL
ColunaB: 66 fracbes coletadas de 125 mL,
sendo a 12 de 250 mL

Coluna C: 7 fragdes coletadas de 7 mL

- v’ Atividade larvicida

CC Sephadex LH-20

Coluna C
CH,CL,/CH,COC|

H,(3:2)

Figura 19. Esquema de fracionamento do extrato em acetato de etila.
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3.9 Bioensaios

3.9.1 Teste de atividade fungicida

O teste de atividade fungicida foi realizado baseado no procedimento de Kamida e

colaboradores (2005) com algumas modificaces™.

3.9.1.1 Meio de crescimento do fungo

Inicialmente o fungo foi inoculado em meio de Extrato de Malte Agar (MEA) e incubado
a 30°C por dez dias para crescimento. O meio é composto de 15 g de extrato de malte, 15 g de

agar, 1L de agua potavel e pH neutro.

3.9.1.2 Preparacao das amostras para inéculo

Cerca de 5 g da madeira: sem extrativos (MSE), com extrativo (MCE) e a madeira com
extrativos para controle abiotico (MCA) foi adicionado a trés diferentes erlenmeyers de 125
mL. Estes foram autoclavados (15min 121°C e 1 atm) para eliminar quaisquer outros
microorganismos/fungos que possa crescer no meio. As analises foram realizadas em
triplicatas e aos erlenmeyers (MSE) e (MCE), contendo a madeira, foram adicionados 1 mL
de agua potavel e trés bloquinhos de + 6 mm contendo o fungo crescido e inoculado. Os
erlenmeyers foram incubados em estufa a 30°C por 30 dias para posterior observacdo do

crescimento dos fungos.

3.9.2 Teste de atividade larvicida

Os extratos CgHi2, ACOEt e EtOH de H. petraeum foram dissolvidos em EtOH (5%),
com excegdo do extrato CgHi, que usou também Twin 80, as solu¢cbes com diferentes
concentracdes (250, 100 e 50 mg/L) foram preparadas com agua destilada e posteriormente
adicionadas sobre uma populacdo de 20 larvas do mosquito Aedes aegypti em

desenvolvimento larvar L4 (Figura 20), a fim de determinar a acéo larvicida dos extratos. As

8 Kamida, H.M., et al.; Quimica Nova 2005, 28, 629-632.
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leituras das larvas vivas foram realizadas em 24 e 48h e o grupo controle foi tratado com agua
destilada em EtOH (5%)®. Para as substancias isoladas foram realizados os ensaios
preliminares com diferentes concentracdes (ppm) para identificar a concentragcdo de maior
mortalidade e a partir destes resultados determinar a concentracdo capaz de matar 50% das
larvas (LCsp). Foi dissolvida a amostra em DMSO (0,7 mL) mais um gota de Tween80 ou
acetona (0,7 mL) e adicionado agua destilada em volumes diferentes (dependendo da
concentracdo) e 20 larvas do mosquito Aedes aegypti em desenvolvimento larvar L4. Os
valores da LCsy foram calculados estatisticamente pelo Probit Analysis utilizando o software

StatusPlus 2006% e todas as analises foram realizadas em triplicata.

. /4

Figura 20. Larvas do Aedes aegypti no estagio L4.

8 W.H.O. Instructions for determining the susceptibility or resistance of mosquito larvae to insecticides. World
Health Organization, VBC 81.807, 1985.
8 Fiocruz; Manutencdo de Aedes aegypti em laboratorio. Laboratorio de fisiologia e controle de artropodes

vetores, Rio de Janeiro, 2007.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados do screenning fitoquimico

A abordagem fitoquimica, utilizada para evidenciar quais classes de metabdlitos
secundarios predominam na madeira de H. petraeum, revelou a presenca de alcaldides,
flavonoides, terpenos e esterdides (tabela 3). Flavondides sdo comuns em espécies da
familia Leguminosae e subfamilia Papilionoideae**. Malan e Swinny (1990), analisando
0 extrato hexdnico da madeira de Virgilia oroboides, isolaram e identificaram
flavonoides, isoflavondides, dois pterocarpanos e um pterocarpeno®. A presenca de
alcaldides foi investigada por Balandrin e colaboradores (1982). Eles reportaram
alcaloides quinolizidinicos e dipiperidinicos em varias espécies de madeiras de
papilionoideae®. Os terpenos também foram isolados em estudo realizado por Herath e
Silva (2000) que isolaram um triterpeno da espécie Gliricidia sepium (papilionoideae)®,
bem como a investigacdo da rota de evolucdo dos terpenos em espécies Swartzia

Schreb estudada por Magalhées e colaboradores (2010)%.

Tabela 3. Abordagem fitoquimica.

Classe de compostos Resultados
Alcaldides +
Flavonoides +
Saponinas -
Taninos }
Terpenos e esterdides +

() indica auséncia de compostos.

8 Malan, E.; Swinnny, E.; Phytochemzstry 1990, 29, 10: 3307-3309.

8 Balandrin, M. F.; Robbins, E.F.; Kinghorn, A. D.; Biochemical Systematics and Ecology 1982,
10, 4: 307-311.

8 Herathu, H. M. T. B.; Silva, S. de; Fitoterapia 2000, 71: 722-724.

8 Magalhdes, A. F., etal.; Eclética quimica 2010, 35, 3: 169-177.
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4.2 Resultados das analises quantitativas
4.2.1 Teor de umidade e extrativos

Uma habitual fonte de problemas para a madeira reside no contato com a agua ou
umidade elevada. Quando a madeira permanece em condic¢des de umidade elevada por
periodos longos, pode ser atacada por organismos xil6fagos que dela se alimentam®’. A
umidade, por si s6, ndo degrada a madeira, mas potencializa o risco de degradacao deste
material por agentes bioldgicos, no sentido de que estes s6 atacam a madeira quando o
seu teor em &gua atinge valores acima de 20%>'. A umidade presente em H. petraeum
(8,3 +0,3%) apresentou valores abaixo de 20%. Isso representa um percentual
considerado insignificante para influenciar nas caracteristicas quimicas, fisicas e
biologicas que facilitam o ataque dos organismos xilofagos.

O teor de extrativos total obtido foi de 9,0%. De acordo com a tabela 4 o maior
percentual esta na extracdo responsavel pela remocéo dos compostos de média e alta
polaridade, AcOEt e EtOH respectivamente. Neles estdo presentes 0s compostos
fendlicos, alcaldides, alcodis, entre outros. Enquanto o solvente de baixa polaridade,
ciclohexano, remove O&leos essenciais, ceras, graxas, gorduras, resinas, terpenos,
esteroides, entre outros®®. Um grande nimero de pesquisas tem sido realizado com o
objetivo de investigar a resisténcia dos extrativos a organismos Xiléfagos. Santana e
colaboradores (2010) estudaram a resisténcia dos extrativos de trés madeiras, Bowdichia
virgilioides (sucupira), Anadenanthera colubrina (angico-de-carogo) e Hymenaea
stigonocarpa (jatoba-do-cerrado) contra os cupins Nasutitermes corniger Motschulsky.
O extrato polar da madeira Bowdichia virgilioides (papilionoideae) apresentou maior
resisténcias aos térmitas que as demais madeiras estudadas, com o LCs de 7,2 mg.mL™,
enquanto que as madeiras A. colubrina e H. stigonocarpa apresentaram LCsy maior que
10 mg.mL™* GV,

8 Cruz, H.; Patologia, avaliacdo e conservacdo de estruturas de madeira. Nicleo de Estruturas de
Madeira, Laboratério Nacional de Engenharia- Lisboa, 1994,

8 Swain, T.; Flavonoids; ARC Laboratory of Biochemical Systematics, Royal Botanic Gardens, England,
1976.
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Tabela 4. Percentual de extrativos da madeira H. petraeum.

H. petraesum
Extragcdo com os solventes
g %
Ciclohexano 0,6392 0,13
Acetato de etila 25,002 5,00
Etanol 19,633 3,93
Total 45,274 9,05

4.2.2 Composi¢do quimica total da madeira

A reacdo de hidrolise &cida das madeiras, geralmente fornece os seguintes agucares
monoméricos: glicose, xilose, galactose, arabinose e manose, isto ocorre devido a
clivagem das ligacbes glicosidicas dos polissacarideos com a adicdo de agua
acidificada®. A hidrélise 4cida também favorece a formacéo de alguns subprodutos
(figura 21), os mais comuns sdo: &cido acético, &cido levulinicos, acido 4-O-

metilglucurdnico, &cido glucurdnico, hidroximetilfurfural e furfural®.

- C )

OH 0
0 H :
OH )J\
OH OH OH
0]
. - Acido acético Acido glucurénico
Acido levulinico
o o o
OHC/Q}\CHQOH .

OH OH
\ HMF Furfural Acido 4—O—mcti]glucurﬁni(:0/

Figura 21. Produtos da decomposi¢do da celulose e hemicelulose.

8 Kaar, W. E. et al.; J. Wood Chem. Technol 1991, 11: 447-463.
% santana, M. A. E.; Okino, E. Y. A.; Holzforschung 2007, 61: 469-477.
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A quantificagdo dos compostos quimicos presentes H. petraeum esta apresentada

na tabela 5, nela pode-se observar o percentual de glicose, xilose, hidroximetilfurfural e
acido acético (grupo acetil), bem como arabinose. Estes valores foram comparados com
os dados da literatura®™. Na quantificacdo de arabinose foi obtido um percentual de 0,83
+0,07%, enquanto que Santana e Okino ndo detectou a presenca de arabinose na sua
madeira. Nao foi possivel comparar os percentuais de celobiose e furfural uma vez que
ndo foram encontrados dados na literatura para esta planta. Os teores de manose,

galactose, &cido levulinico e anidrido urénico, ndo foram realizados neste estudo.

Tabela 5. Composi¢do quimica da madeira H. petraesum em %.

Composicédo da madeira H. petraeum H. petraeum*
Glicose 35,7 0,1 45,9
Celulose Celobiose 3,22 +0,02 NR
HMF 0,2252 +0,0001 0,5
Xilose 8,7 10,1 11,6
Arabinose 0,83 0,07 -
Manose NR 2,0
Hemicelulose Galactose NR 1,4
Furfural 0,458 £0,003 -
Acido glucurénico 1,9 +0,1 2,0
Acido levulinico NR 1,0
Acido acético 0,799 £0,005 1,9
Lignina Solavel 0,65 0,03 1,3
Insolivel 33,0 0,2 30,3
Extrativos 9,0£1 4.4
Cinzas 0,8 0,1 0,4
Total 95,3 102,7

* Resultados obtido por Santana e Okino; (-) Auséncia; (NR) N&o realizado

Os teores de lignina insoltvel (33,0 %) comportam-se de acordo com a faixa da
literatura para madeiras de folhosas de 20 a 35%"2 e corroboram com os valores obtidos
para a espéecie H. petraeum estudada por Santana e Okino (2007) de 30,3 %, no entanto,

os valores de lignina soltvel foram para estes autores de 1,13 % e neste trabalho de 0,65
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%. Esta diferenga pode ser explicada pela forma como foi realizada a hidrdlise &cida, ou

seja, quanto mais eficiente for o tratamento para a remo¢do da lignina na sua forma
insoluvel, menor serd a quantidade de lignina soluvel detectavel.

O percentual dos extrativos (9,05%) esta compreendido dentro da faixa 2-10%%°*° e
0 resultado obtido difere dos resultados obtidos por Santana e Okino (2007) que
encontrou 4,4% para o total de extrativos. A razdo das diferengas encontradas esta nos
meétodos de extracdo empregados. Santana e Okino (2007) utilizaram apenas
etanol/tolueno (1/2) na extracdo dos extrativos e neste trabalho usou-se extragdes
sucessivas com ciclohexano, acetato de etila e finalmente etanol na remocdo dos
extrativos, que torna o método de extragdo muito mais eficiente.

O teor de cinzas € a fracdo que permanece como residuo, apds a combustdo do
carvao vegetal e incluem compostos inorganicos como carbonatos e oxalatos. Variam de
0,5% a mais de 5% em madeiras, dependendo da espécie, da quantidade de casca e da
presenca de terra e areia. A analise de cinzas de H. petraeum forneceu um valor de
0,8%, dentro da faixa dos valores de cinzas em madeiras segundo Pereira (2000)**. Os
componentes minerais sdo fontes de nutrientes para as plantas. Os residuos inorganicos
sdo constituidos basicamente de K, Na, Ca e Mg em maior quantidade e Al, Fe, Cu, Mn
e Zn em menor quantidade. As plantas tropicais apresentam em sua composicao silicios,
presentes predominantemente na forma de silica, e também estruturalmente ligados aos
carboidratos™.

A composicdo quimica total da madeira foi de 95,3%, como era de se esperar 0
percentual foi inferior a 100%, um dos motivos deve-se a auséncia de algumas analises,
como € o caso da quantificacdo de manose, galactose, acido 4-O-metilglucurdnico e

acido levulinico, bem como erros experimentais.
4.2.3 Resultado dos teores de fenois totais e flavonoides
A curva de calibracdo para determinacdo dos fendlicos totais, usando acido galico como

padrdo, foi definida pela equagdo y= 0,0046x - 0,00037 (R*= 0,996) como descrito na
figura 22.

°! Pereira, J.C.D. et al.; Colombo: Embrapa Florestas; Embrapa Florestas - Documentos, 2000, 38,
113p.
% Santana, M. A. E. e Rodrigues, L. C.; Ver. floresta e ambiente; 2005, 12, 1: 57- 62.
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O teor de fendis totais para H. petraeum foi de 48,93 mg.g™ de equivalente grama
de &cido galico. O processo de determinacdo do teor de fenois totais consiste numa
reacdo de oxidacdo e reducdo, em meio alcalino, na qual o ion fenolato é oxidado e o
complexo fosfotunguistico-fosfomolibidico presente no reagente de Folin-Ciocalteu é
reduzido a uma mistura de oxido de tungsténio e molibdénio de cor azul. Quanto maior
a concentracdo de fendis totais mais 6xidos reduzidos sdo formados e maior serd a
coloracéo azul obtida (absorcdo maxima entre 725 e 760 nm)®.

Oliveira e colaboradores (2010) estudaram a resisténcia de cinco madeiras e
observaram que as madeiras mais resistentes apresentaram maior teor de fendis totais™.
Queiroz e colaboradores (2002) também observaram que a elevada quantidade de
extrativos fendlicos é o principal responsavel pela larga resisténcia natural de madeiras

de lei & degradaco quimica e biolégica®.
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Figura 22. Curva padrao do acido gélico.

% Sousa, C. M. de M., et al; Quim. Nova 2007, 30, 2: 351-355.
° Queiroz, C. R. A. dos A.; Morais, S. A. L. de; Nascimento, E. A. do; Rev. Arvore 2002, 26, 4: 493-
497.
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A curva de calibragdo para determinacdo dos flavondides, usando rutina como
padréo, foi definida pela equacéo y = 0,0318x - 0,0176 (R? =0,9806) como descrito na
figura 23.
O valor de flavondides para H. petraeum foi de 4,72 pg.g™, este resultado confirma
a presenca de flavondides na madeira detectada na abordagem fitoquimica (Tabela 5).
Observa-se que a concentracdo de flavonoides é relativamente baixa em relacdo a
concentracdo de compostos fendlicos. Como os compostos fendlicos de madeiras sao
formados principalmente por fendis simples, acidos fenolicos (derivados de &cidos
benzoico e cindmico), cumarinas, flavondides, estilbenos, taninos condensados e
hidrolisaveis, lignanas e ligninas® e a concentracéo de flavondides foi baixa em relacéo
a concentracdo de fendis totais, bem como pela abordagem fitoquimica verificou-se a
auséncia/baixa presenca de taninos € possivel afirmar que os compostos que estdo
contribuindo significativamente na composi¢cdo dos fendis totais sdo principalmente os

fendis simples, a lignina e os acidos fenolicos.

0,48 -

L 2 y=0,0318x-0,0176

0,46 R = 0,9806

0,44
0,42
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0,32
10 11 12 13 14 15 16
Concentragéo pg/mL

Figura 23. Curva padréo de rutina.
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4.3 ldentificagdo da estrutura da lignina

4.3.1 Resultados do 1V da lignina

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica muito utilizada para a
caracterizacdo dos constituintes de uma molécula, pois, permite determinar os tipos de
ligaghes e grupos funcionais. A caracterizagdo dos picos de absorgdo no IV se faz
principalmente de modo qualitativo, por comparacdo com dados da literatura®. As
absorcfes mais freqientes em ligninas sdo as deformacgdes angulares e axiais das
ligagdes O-H, C-H, C=C (aromatico), C=0 e C-O-C. Outra caracteristica que diferencia
os espectros de ligninas estd principalmente na propor¢édo de grupos p-hidroxifenil,
guaiacil e siringil.

A lignina em madeiras folhosas tem a predominancia dos grupos G e S**. Os
espectros de IV da lignina foram analisados de acordo com os dados do FTIR de
ligninas de madeiras e plantas realizadas por Lim e Dence em 1992. Na tabela 6 estdo
descritos os picos de absor¢do no infravermelho de ligninas de folhosas, segundo Lim e

Dence %8,

% Tai, D.S.; Chen, C.L.; Gratzl, J.S.; Wood Chem Technol 1990, 10, 111.
% Lim, S. Y.; Dence. C. W.; Methods in lignin chemistry. Springer Verlag, Berlin, 1992, 578p.

54



Resultados e discussao
Estudo Quimico e Biolégico da Madeira de lei Hymenolobium petraeum (Angelim pedra)

Tabela 6. AtribuicGes dos picos de absor¢do no 1V de ligninas de acordo com Lim e Dence (1992).

Faixa de Absorcéo (cm™) Atribuicéo (folhosas)

3490-3400 Estiramento O-H

3000-2960 Estiramento C-H de aromaticos;
3000 — 2840 Estiramento C-H de metila e/ou metileno
17351700 Estiramento C=0 de cetonas ndo conjugada, carbonila

em grupos ésteres e &cidos carboxilicos
1675 — 1650 Arilcetonas (C=0) conjugada
1593 VibracGes do anel aromético em associagdo com
C=0; S>G

1515 — 1505 Vibragdo de anel aromético C=C para G>S

1470 — 1460 Deformacdo C-H (assimétrica) de grupos -CH,- e CH3
1430 — 1415 Vibracdo C-C do anel aromatico
1275-1270 Vibragdo C-O-C do anel guaiacilico
1240-1230 Vibragdo C-O-C do anel siringilico

Deformagdes C-O de alcoois primarios mais
1085 - 1030 estiramento C-O ndo conjugado; Deformacédo C-H
aromatica no plano (G>S)
915-815 Deformacéo C-H aromaética fora do plano
Deformacdo de C-H de aromaticos vicinais fora do
840 plano, nas posicdes 5 e 6 de unidades guaiacila e nas

posicdes 2 e 3; 5 e 6 de unidades p-hidroxifenila

Os resultados da andlise de IV para a lignina in natura e acetilada podem ser
observados na figura 24. O espectro de IV da lignina in natura apresentou um sinal em
3397 cm™ correspondente ao estiramento do grupo OH. Na lignina acetilada esse sinal é
bastante reduzido o que implica dizer que, a reacdo de acetilagdo converteu 0s grupos
OH da lignina em OCOCHg.
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Figura 24. Espectroscopia de FTIR da lignina in natura (esquerda) e acetilada (direita).

O pico em 2935 cm™ corresponde ao estiramento C-H de alifaticos e arila. A banda
em 1706 cm™ é relacionada a regi&o de absorcdo do grupo carbonila ndo conjugado ao
anel aromatico, observa-se uma maior intensidade desse sinal no espetro da lignina
acetilada, isto se deve ao aumento da oxidacdo de lignina bem como o aumento do
grupo acetila. Esse sinal também pode ser observado na lignina in natura, porém com
intensidade menor. O principal motivo para evidenciar o sinal de carbonila também na
lignina bruta estd na forma como ocorrem as ligacfes entre as unidades da lignina.
Como a lignina ¢ uma macromolécula suas unidades ndo se ligam de forma regular,
portanto, € possivel obter algumas subestruturas da lignina, estas por sua vez séo
identificadas de acordo com o tipo de ligacdo entre os seus mondmeros. Algumas

subestruturas da lignina est&o representadas na tabela 7°".

Tabela 7. Subestruturas da lignina.

Subestruturas da lignina Tipos de ligacdo
CHAOH CHyDH
CHR CHR
AHOH U:i_l,
5-5’
H{CO OCH;
H OH

" Vfeloso, D. P., Nascimento, E. A. e Morais, S. A. L. de ; Quimica nova; 1993, 16, 5: 435-448.
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As bandas em 1117 e 1215 cm™, segundo Lim e Dence (1992), sdo caracteristicas
das vibracdes de deformagdes C-H fora do plano dos anéis siringila e guaiacila
substituido na posicdo 5. Como também das deformagdes C-H de aromaticas no plano
das unidades siringila. As bandas entre 1510 -1610 cm™, obtidas representam as
vibracdes do anel aromatico das unidades guaiacila e siringila respectivamente, e a
razdo entre suas intensidades (1,0/0,9 de G/S)%. Para Ibarra e colaboradores (2005) a
intensidade dos sinais 1329 cm® e 1270 cm®, para a lignina de eucalipto,
correspondiam as vibracdes C-O dos anéis G e S respectivamente e a intensidade era
indicativo da maior quantidade desses grupos®. O sinal em 842 cm™ corresponde, de
acordo com Lim e Dence, a deformagdo C-H de arométicos vicinais fora do plano.
Neste caso esse sinal representa as posicOes 5 e 6 das unidades guaiacila e todas as
posicdes das unidades p-hidroxifenila®’. A absorcdo compreendida na regido 1150-1170
cm™ representa absorcdes caracteristicas de C-O de grupos ésteres'® conjugados
comuns em ligninas.
O infravermelho forneceu a informacdo quanto a presenca dos grupos guaiacila e
siringila, comuns em madeiras de folhosas, bem como a presenca de alguns grupos
funcionais que se sobressaem na macromolécula, como o caso dos hidroxilicos

alifaticos e aromaticos, éteres, carbonilas e metoxilas.
4.3.2 Resultados do RMN de *H da lignina

As ligninas sdo substancias de alto peso molecular, que em solucdes apresentam
alta viscosidade, suas moléculas possuem pouca mobilidade e por esta razdo a obtencéo
de sinais bem definidos no espectro de RMN de *H se torna dificil?*. Esses espectros
apresentam-se com bandas bastante largas e de dificil identificacdo. Embora alguns
desses sinais ndo estejam completamente resolvidos, a integracdo das regides do RMN

de 'H (Figura 25, Tabela 8) é utilizada para estimar o grau de substituicdo do anel

% Sarkanen, K. V. e Ludwig, C. H.; Lignins: Occurrence, formation, structure and reactions. New York,
John Wiley, 916, 1971.

% Ibarra, D., et Al.; J. Anal. Appl. Pyrolysis; 2005, 74 : 116-122.

100 Hesse, M., Meier, H. e Zeeh, B.; Spektroskopische methoden in der organischen chemie; Georg
Thieme verlag Stuttgart, New York, 1995.
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aromatico e os teores dos grupos funcionais da lignina, tais como hidroxilas alifaticas e

aromaticas, metoxilas, entre outras (Tabela 7)™

CHCl;
(residual) |

\f/%

LA S S SO R S By IR B S S By DN B S B B S S SO B S SR S B S S T

7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

. L . ] ST S W—
12.98 36.21 6.65 1.80
38.97 1.52 1.87

Figura 25. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) da lignina acetilada (400 MHz, CDClIs).

Tabela 8. Sinais do espectro de RMN de *H da lignina acetilada

6 (ppm) Atribuicdo dos protons
6,20-7,20 Regido de protons aromaticos e vinilicos

Regido de prétons a, B e y da cadeia
4,00-5,20 ° P ceras pev

alifatica

3,40-4,0 Protons metoxilas

Regido de protons alifaticos do grupo
1,60-2,40 J p. ) Jrp

acetoxila do anel aromatico
Regido de protons alifaticos nao
<1,60

oxigenados

191 Guerra, A, et al.; Applied and Environmental Microbiology; 2004, 70, 7: 4073-4078.
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Os sinais com deslocamento quimico por volta de 7,00 ppm sao atribuidos aos
prétons do anel aromatico dos alcodis (p-cumarilico, coniferilico e sinapilico) bem
como dos prétons vinilicos: o ¢ B em Ar-HC=CH-CHO e a em Ar-HC=CH-
CH,OAC'. Esses sinais sdo atribuidas aos prétons aromaticos em unidades propano-
siringila (6,7-6,8 ppm) e propano-guaiacila (7,0 ppm)'®.

Observa-se que o sinal caracteristico dos protons da metoxila ¢ 3,80 ppm)
apresenta intensidade comparavel aos protons do grupo acetoxila, portanto, a relacdo de
prétons metoxilas com protons acetoxilas € praticamente de 1/2:1. A estrutura que
melhor representa este tipo de unidade é o grupo guaiacila (apresenta 1 metoxilas na sua
composicdo). Os hidrogénios: a e B das estruturas 2 e 3 da tabela 7, apresentam dois
sinais em 5,1 e 4,7 ppm, respectivamente.Os sinais em 4,2 e 4,4 ppm s&o representados
pelos Hy de varias unidades da lignina, (Tabela 7, Estrutura 4)'*,

Chen e colaboradores afirmaram que os sinais em 3,1-3,20 ppm sdo caracteristicos
do H-p, em estruturas p—p’(Tabela 7, Estrutura 5)'°. Esse sinal é evidenciado no
espectro da lignina acetilada, porém com baixa intensidade. Os sinais a 1,60 ppm e a
2,60 ppm séo originarios de hidroxilas alifaticas e fenolicas, respectivamente. Os
resultados corroboram com os obtidos no espectro de FTIR da lignina acetilada. Os
sinais <1,6 ppm sdo atribuido ao CH3 e CH, em cadeias alifaticas saturadas.

A estrutura da lignina apresentou ligeira predominancia de grupos guaiacila em
relacdo ao grupo siringila resultado que foi evidenciado também no espectro de
infravermelho e o 'H-RMN também forneceu evidéncias da presenca de algumas

subunidades de lignina (5-5’; p-O-4’; a-O-4’e demais descritas na tabela 7).

4.3.3 Resultados da analise elementar de lignina

Os resultados da andlise elementar de lignina in natura e acetilada estdo descritos

na tabela 9.

192 Chen, C.L. e Robert, D.; Methods in Enzymology; 1988, 161: 137-175,.
193 Faix, O.; Holzforschung; 1991, 45: 21-27.
104 | undquist, K.; Acta chemica Scandinavia; 1979, B33: 418-420.
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Tabela 9. Dados da analise elementar de lignina da madeira H. Petraeum.

Amostra %N %C %H %0
Lignina in
1,11 57,506 4,97 36,41
natura
Lignina
) 1,2 61,658 5,04 32,10
acetilada

A andlise da formula minima de ligninas foi realizada utilizando os valores da
analise elementar e o percentual de metoxilas foram obtidos do espectro de RMN de 'H.
Esses percentuais variam para madeiras de coniferas de 12 a 16% e para madeiras de
folhosas de 18 a 22%*%. O percentual de metoxila para H. petraeum foi determinado a
partir da integracdo da area total que corresponde a 100 unidades arbitrarias e esta
relacionada a 5,038 protons. Enquanto que, pela integragdo da regido das metoxilas (5n
3,20-4,00) a area obtida foi de 20 unidades arbitrarias. Como a area total corresponde a
100 entdo o percentual de metoxilas representa 20% do total. Observa-se que a
quantidade de metoxilas para H. petraeum esta coerente com os dados encontrados para
madeiras de folhosas. O percentual de nitrogénio é desprezado, pois valores (< 1,5%)
sdo desconsiderados'®, entéo usando as equagdes 5, 6 e 7 e 0s percentuais da tabela 9
foi possivel chegar a seguinte expressdo para a formula minima da lignina acetilada
Co,00 He 14 O4,14(OCH3)1 4.

Ligninas contendo menos que um mol de metoxilas por unidade Cy (OCH3/Cy) séo
do tipo guaiacila, quando essa relacdo for > 1,0 as ligninas sdo do tipo guaiacila-
siringila'®. Portanto, a lignina da madeira H. petraeum apresentou uma relagdo de
1,40/Cy o que implica dizer que esta lignina é do tipo guaiacila-siringila. Estes
resultados corroboram com os evidenciados nas analises de Infravermelho e *H-RMN.
Verificou-se ainda que a relacdo entre esses grupos é proporcionalmente diferente, isto
é, uma relacao simples permite calcular a porcentagem de unidades guaiacila, a partir do
teor de metoxila: %G=100 (2- N°OCH3)'®. O percentual de guaiacila na madeira é de
60%, enquanto que o de siringila é de 40%. No espectro de infravermelho, bem como

no RMN de *H essa relagdo também é confirmada.

195 \/eloso, D. P.; Quimica nova 1993, 16, 5: 435-448.
1% Goncalves, A. R. et al; J. Braz. Chem. Soc.; 2000, 11, 5: 491-494,
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4.4 ldentificagdo das estruturas quimicas isoladas do extrato em acetato de etila

A bioatividade dos extratos frente as larvas do mosquito A. egypti, indicou que o
extrato em acetato de etila apresentava-se 0 mais ativo quando comparado com o extrato
em cicloexano e etanol. Este extrato foi entdo escolhido para estudo e submetido a
fracionamento cromatogréafico usando silica gel 60 em sistema Tolueno/AcOEt 1:0 em
gradiente de polaridade até 0:1. Foram coletadas 59 fracdes e analisadas por CCD e as
fracbes com o mesmo perfil cromatogréfico foram reunidas.

As fragdes iniciais da coluna (HPAc-A2-13) foram submetidas a analise de GC/MS,
e 0s compostos presentes foram identificados por comparacdo com dados da biblioteca
WILEY considerando o grau de similaridade acima de 90%, bem como baseados nos

dados da literatura (Figura 26, Estruturas 1, 2 e 3).

0

3)

Figura 26. Substancias identificadas no estudo da madeira H. Petraeum.
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A técnica de GC/MS é bastante utilizada na determinacdo da massa molecular, bem
como na caracterizacdo estrutural e analises qualitativas e quantitativas dos
componentes de uma mistura complexa de baixa polaridade.

As fragOes 18-22 (Figura 19, pag. 45) foram submetidas a nova coluna de silica gel
60 em sistema tolueno/AcOEt (9:1), sendo coletadas novas 66 fracfes que também
foram analisadas em CCD e reunidas por semelhanga cromatogréfica (mesmo Rf). As
fracbes codificadas como HPAc-B4-6 (coluna B fracdo 4 a 6) foram submetidas a
coluna em Sephadex LH-20. Diclorometano/acetona (3:2) foi utilizado como eluente e a
substancia purificada (HPAc-C6) foi codificada como HP-1.

A segunda substancia obtida e caracterizada estruturalmente estava presente nas
fracbes HPAc-A25-27 (Figura 19, pag. 44) eluidas em Tolueno/AcOEt (9:1). Essas
fraches apresentaram duas manchas distintas na analise de CCD, quando revelada em
anisaldeido e luz UV. A separacdo foi realizada por diferenca de solubilidade, isto e,
uma das substancias era solivel em acetona e a outra ndo. A fase ndo soluvel em
acetona foi coletada e, por cromatografia em camada delgada (CCD) observou-se que a
separacdo foi realizada, e a fracdo foi codificada como HP-2.

A fracdo HPAc-A36 (Figura 19, pag. 44), por CCD apresentou-se relativamente
pura e foi codificada como HP-3. A fracdo HPAc-A38 foi analisada em CCD,
recristalizada e posteriormente codificada como HP-4. O rendimento em mg das

substancias identificadas esta expresso na tabela 10.

Tabela 10. Rendimento das substancias obtidas

Fracdo de origem Substancia pura Rendimento (mg)
HPACc-C6 HP-1 21,6
HPAc-A25-27 HP-2 10,1
HPACc-A36 HP-3 25,2
HPAc-A38 HP-4 45,4

A identificacdo das substancias foi realizada por espectroscopia de RMN *H e *C,
inclusive técnicas bidimensionais (COSY, HMBC e HSQC) e ESI-MS.
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4.4.1 Fragmentacao e similaridade das estruturas identificadas por GC/MS

As substancias identificadas nas fragdes (HPAc-A2-10) estdo representadas na
tabela 11 e os cromatogramas do banco de dados juntamente com 0s espectros das
fracOes estdo apresentados em anexo.

Tabela 11. Resultados das analises de GC/MS das fragoes HPAC-A(2-10).

Substancias M* Fracdes Similaridade
com a

biblioteca

i 298 2 95
M/

(1) Estearato de metila

284 2-4 95

a

/\/\/\/\/\N\)}\D/\

(2) Palmitato de etila
156 6-10 95

O

(3) cis 3-metil-4-n-butilbutanolideo

Nos espectros de massas dos ésteres de &cidos graxos (Estrutura 1 e 2) 0s picos
mais intensos correspondem aos ions resultantes das quebras das ligacdes C-C. Essas
sucessivas fragmentacdes ddo origem aos ions alquila (m/z = 29, 43, 57, ...) e aos ions

contendo oxigénio, C,H2n10," (m/z =59, 73, 87, 101 ...) como mostra na figura 27%".

197 Sjlverstein, R. M., Bassler, G. C. e Morrile, T. C.; Identificacao espectrométrica de compostos
organicos, 5% Ed., Guanabara Koogan, 1991.
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O + +
n o
| _C——0CH;CH
R—+-CH, +—1—CH, ——CH; - C——0CH;CH,
n | CH,==CH -
m'z = 101

Figura 27. Formagéo do ion m/z = 101.

O pico base dos ésteres de &cido graxo é formado em ambos 0s casos por
fragmentos do rearranjo de McLafferty, como na figura 28.

H — —_

o .
R CH) ‘\5- OH
N - O- -RCH=CH2 _ |
A -
: CHEI.)/’_‘\/H C—OCH,CH,4
\'}’\CHE_#_,___- C - OCH2CH3 HEC
m/z = 88
. H — —_
o on "
B N -(‘3‘- -RCH=CH2 |
CHy) Ve C—OCH
2 . /./ 3
\/Eﬁ;\/ C OCH, HEC/
m/z = 74

Figura 28. Representacdo do rearranjo de Mclafferty dos ions palmitato de etila (A) e estearato de
metila (B).

E observado ainda no espectro do estearato de metila um pico com m/z = 87

corresponde a férmula [M-CisHs1]", como observado na figura 29.
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\/M S J‘k{j’):j
H v
8] +

R=CHy m/z= 87

fr= 85
R=CH;CH, m/z= 101 miz= 83

|

miz= 43

Figura 29. Fragmentacdo comum aos ésteres de &cido graxo e hidrocarbonetos.

Muitos estudos destacam a presenca de ésteres de acido graxo em madeiras da
familia leguminosae'®. O palmitato de etila foi identificado em espécies de Dalbergia

109-110

odorifera Na espécie Anadenanthera colubrina foi relatada a presenca de

palmitato de etila e estearato de metila**’.

A substancia 3 apresenta uma similaridade de 95% com cis 3-metil-4-n-
butilbutanolideo. O espectro de massas desta substancia apresenta o ion molecular
[M]*= 156 e tem como pico base m/z = 99, que corresponde a quebra da ligagdo C-C do

grupo butila, como observado na figura 30.

1% Simon, B. F. dee Iria Muino, And Estrella Cadahia; J. Agric. Food Chem.; 2010, 58, 9587-9596.

199 vjchi, S. et al.; Food Chemistry; 2007, 102, 1260-1269.

110 \Wang, W., Weng, X. e Cheng, D.; Food chemistry; 2000, 71, 45-49.

1 santana, A. L. B. D.; Estudo Quimico, Antitermitico e Antifingico da madeira de lei Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) von Reis Alt. (Angico-de-caroco). Tese de doutorado,
UFPE, 2011.
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Figura 30. Pico base do ion butanolideo.

A substancia identificada como cis 3-metil-4-N-butilbutanolideo também chamado
de cis-p-metil-y-octalactona foi encontrada em madeiras de carvalho por Simén e
colaboradores (2010) quando realizavam um estudo de caracterizagdo de compostos

volateis em lascas de carvalho.

4.4.2 Elucidagéo estrutural das substancias isoladas do extrato em acetato de etila

v" Estrutural 1.

Na tabela 12 estdo representados os dados do espectro de RMN de *H e *C em

(Acetona-ds), bem como dos espectros bidimensionais HSQC e HMBC.
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Tabela 12. Dados de RMN de *H, *C, HMBC e HSQC da substancia HP-1 em Acetona-ds.

'H x BC HSQC

'Hx BC HMBC

dH[m,J(H2)] &°=C 2den *Jen
1 7,30 (d, 8) 121,5 - -
2 6,52 (dd, 8;2,4)  109,1 - H-4
3 - 159,5 H-4 H-1
4 6,43 (d, 2,4) 104,2 - H-2
4a - 156,2 H-4 H-6, H-1
6 5,54 (s, 2H) 65,5 - -
6a - 106,1 H-6 H-7
6b - 120,1 - H-6, H-10
7 7,13 (s) 116,2 - H-4°
8 - 118,9 - H-3°, H-10
9 - 151,7 H-10 H-4’, H-7
10 6,93(s) 100,0 - -
10a - 155,9 H-10 H-7
11a - 147,9 - H-1, H-6
11b - 109,1 - H-2, H-4
2’ - 76,7 H-3, 2CHs H4’
3’ 6,47 (d, 10) 130,8 - 2 CHs
4 5,74 (d, 10) 122,9 - H-7
2CHs 1,42 (s) 27,6 - -
OH 8,85 (s) - - -

Os sinais em 8y 2,05 e &y 2,8 ppm no espectro de RMN de *H correspondem aos

prétons da acetona e da agua, respectivamente.

O espectro de RMN de *H para HP-1 apresenta 16 hidrogénios, sendo 5 prétons em

regido de aromaticos, 4 alifaticos e 6 protons que correspondem a 2 metilas idénticas.

No espectro de RMN de 'H para HP-1 (figura 31) observa-se ainda um

deslocamento quimico na regido de 8,65 ppm referente a OH em compostos fendlicos

cuja integracdo corresponde a 1 hidrogénio. Imediatamente ap6s, sdo observados

dubletos em dy 6,52 e oy 7,30 ppm que apresentam J=8 Hz, indicando o acoplamento

entre prétons em posi¢do orto. Os dubletos em 6,43 e 6,52 ppm com J= 2,4 Hz
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correspondem ao acoplamento entre prétons em posicdo meta. As constantes de
acoplamento observadas para a substdncia HP-1 sdo tipicas das encontradas entre

prétons em anel aromatico com o seguinte sistema de spins (ABX).

Acetona

, o

Figura 31. Espectro de RMN de *H (400 MHz) da amostra HP-1 em acetona-ds.

O singleto em 6y 6,93 corresponde a um proton em anel aromatico muito
substituido, ficando evidente a presenca de um segundo anel aromatico.

Em campo alto é observado um singleto em oy 1,42 correspondente a hidrogénios
de metilas cuja integragdo corresponde a 6 protons. Em oy 5,54 observa-se um singleto
cuja integracao corresponde a 2 prétons que ndo acoplam entre si. Esta ndo correlagédo é
confirmada no espectro COSY (Espectro 7 e 8 - em anexo). Os sinais em oy 6,47 € oy
5,74 sdo dubletos que corresponde a prétons vinilicos que acoplam entre si com J=10
Hz e, cujo acoplamento pode ser observado no espectro de COSY.

Alguns sinais observados no espectro de RMN de **C da substancia HP-1 s&o
caracteristicos de compostos de formula C¢C3Cs (flavondides ou seus derivados).

No espectro de RMN de **C (figura 32) sdo observados 19 sinais de carbonos,
observa-se nele 5 carbonos aromaticos oxigenados, 6 carbonos aromaticos nao
oxigenados, 2 carbonos alifaticos oxigenados e 4 ndo oxigenados’. O sinal em 27,64

ppm corresponde a carbonos metilicos que pela intensidade do sinal (ndo foi possivel
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usar os valores da integragdo) juntamente com o espectro de massa (ESI-MS; Espectro
11, em anexo) da molécula foi possivel afirmar a presenca de duas metilas representadas
em um mesmo sinal. O espectro de DEPT (Espectro 6 — em anexo) confirma a presenca
de 2 metilas bem como de 7 carbonos metinicos (CH) e apenas um carbono metilénico
(CHy) logo, pode-se concluir a presenca de sinais atribuidos a 10 sinais atribuidos a

carbonos quaternarios.

Acetona
CH;

180 160 140 120 100 80 a0 @ 0 Ppe

Figura 32. Espectro de RMN de *C (100 MHz) da amostra HP-1 em acetona-d.

Os flavonoides apresentam a carbonila na faixa de & 210-170 ppm’®, no entanto
nenhum sinal correspondente a estes valores foram encontrados. Os compostos que
apresentam tais caracteristicas sdo isoflavonoides do tipo estrutural coumestano ou

pterocarpano®, figura 33.
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Figura 33: Estrutura basica de pterocarpanos e coumestanos

Na analise de RMN de *3C de HP-1, o maior sinal evidenciado encontra-se em &
159,59 ppm que corresponde, em flavondides, a absor¢do de carbonos aromaticos
oxigenados. O espectro de RMN de "*C mostrou 3 sinais bem caracteristicos de
pterocarpanos: & 65,5 (Cg); 106,15 (Cea) € 147,91(C115). O carbono em 65,5 ppm no
espectro de HSQC (Espectro 9 - anexo) esta diretamente ligado aos dois prétons cujo
deslocamento quimico corresponde a oy 5,54. Este resultado confirma a presenca de
um préton metilénico na estrutura do composto HP-1. No espectro de HMBC (Espectro
10 - anexo) os protons em &y 5,54 ligados ao (C-6) acoplam em 2Jcy € *Jci com 0s
carbonos 106,15 (C-6a) e 147,91(C-11a) ppm, respectivamente, confirmando a estrutura
de um pterocarpano para 0 composto HP-1.

O anel B da estrutura do pterocarpano (figura 33) apresenta os carbonos 8 e 9
ligados a um préton. Porém, pelo espectro da estrutura HP-1 os sinais do carbono nao
apresentam correlacdo direta com nenhum proton, estes carbonos apresentam-se na
regido de carbonos quaternarios, como observado pelo HSQC (Espectro 9). Observa-se
pelo espectro de RMN de 'H que os sinais em y 6,47 e 5,74 correspondentes aos
protons H-3> ¢ H-4’, protons esses que ndo fazem parte da estrutura base do
pterocarpano e que acoplam entre sim na posicdo orto com uma constante de
acoplamento de J= 10 Hz. E muito comum a esse tipo de estrutura a presenca de grupos
prenilas ligados tanto ao anel A como ao B®®. Para o caso da substancia HP-1 os sinais
correspondente a um novo heterociclo ligado ao anel B do pterocarpano. No espectro
bidimensional, HMBC (Espectro 10), é confirmada a presenca desse anel, chamado de

anel E, pelas correlacdes observadas, como: 2Jcy do C-2’ com o proton H-3" e 2Jcy com

\ Pterocarpano Coumestano /
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0 préton H-4" ¢ a correlagio em 2Jcy do C-4’ com H-7. O hidrogénio H-7 acopla em

%JcH com 0 C-6a. E possivel assim identificar, com essas caracteristicas, a localizacio
do grupo prenila ciclizado, ligado ao anel B formando o anel E (Figura 34).

Figura 34. Estrutura do pterocarpano HP-1.

A posicdo da hidroxila no anel A ligada ao C-3 com deslocamento quimico de
159,59 ppm foi confirmada pelas correlacfes a longa distancia no espectro de HMBC
(Espectro 10), observa-se nele que o C-3 é quaternério e acopla com os hidrogénios *Jc
H-4 e %Jcy H-1 que absorvem em &y 6,43 ¢ 8y 7,30 respectivamente. Com base nos
resultados obtidos e em comparacdo com os dados da literatura propdem-se que a
substancia HP-1 seja, um pterocarpano conhecido por 6a,11a-anidrotuberosin ou 6a,11a
- dehidrotuberosin.

O espectro de massas (ESI-MS) no modo negativo esta apresentado em anexo
(Espectro 11), servira para corroborar a estrutura proposta para a substancia HP-1. O ion
desprotonado (modo negativo) apresenta o valor de m/z = 319, 0934 com férmula [M-
H]", que corresponde a massa da estrutura proposta, com a perda de um proéton.

Com base nos resultados obtidos e em comparacdo com os dados da literatura
propdem-se que a substancia HP-1 seja, o pterocarpano (Figura 31) conhecido por
6a,11a-anidrotuberosina ou 6a,11a—dehidrotuberosina, uma fitoalexina (phyton = planta,
alexin = composto que repele) com atividade antioxidante, antialérgica e

antifangica®*#3114,

112 Botta, B.; Current Medicinal Chemistry; 2009, 16, 3414-3468.
13 Miyase, T, et al; Phytochemistry; 1999, 52, 2:303-310.
14 Arnoldi, A.e Merlini, L.; J. Agric. Food Chem.; 1990, 38, 3:
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v' Estrutura 2

A identificacdo estrutural da substdncia HP-2 foi realizada através da
espectroscopia de RMN de *H e *3C e respectivas anélises bidimensionais. A substancia
HP-2 apresenta-se sollvel em piridina, em vista disso todas as analises espectroscdpicas
foram realizadas em piridina-ds. Os sinais correspondentes ao solvente encontram-se no
espectro de RMN de *H em (84 7,22; 814 7,6 ¢ 84 8,6) e no de RMN de *C em (122;
134 e 147 ppm). Além dos sinais do solvente sdo observados sinais correspondentes a
contaminac@o com etanol, solvente utilizado na limpeza do tubo de ressonancia, em (dy
1,42 e &y 3,8) no espectro de RMN de *H e em (17, 31 ppm e 57, 17 ppm) no espectro
de RMN de *C.

Observa-se inicialmente que a amostra apresentou sinais nos espectros de RMN de
'H e 3C (figura 35 A e B) aparentemente semelhantes aos sinais da substancia HP-1. E
atraves da analise espectrométrica (ESI-MS), verifica-se que a massa desta substancia é

maior em 14 unidades do que a massa de HP-1 (Espectro 17 - anexo).
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Figura 35. Espectro de RMN de *H (A) e *C (B) da amostra HP-2 (400 MHz e 100 MHz, em
piridina-ds)

O espectro de RMN de *H de HP-2 apresenta 13 sinais de hidrogénios sendo 6
protons que correspondem a 2 metilas idénticas, 5 em regido de aromaticos e 2
protons alifaticos. A integracdo dos protons ndo pdde ser realizada pela interferéncia
dos sinais do solvente (piridina-ds) que absorviam na mesma regido dos prétons
aromaéticos, da 4gua observada no espectro de RMN de *H.

No espectro de RMN de *H de HP-2 em campo alto observa-se um singleto em 8y
1,42 correspondente a hidrogénios de metilas que apresenta-se semelhante ao sinal
observado na estrutura HP-1 para as 2 metilas. A presenca das duas metilas foi
confirmada pelos bidimensionais, bem como pelo espectrometria de massa (Espetro 17,
em anexo).

Assim como na substancia HP-1 observa-se no espectro de RMN de 'H do
composto HP-2 (figura 35A) dois dubletos em 6y 6, 53 (d, 10 Hz) e 64 5, 73 (d, 10 Hz)
que correspondem a prétons vinilicos que acoplam entre si com J=10 Hz e, cujo
acoplamento pode ser observado no espectro COSY (Espectro 14 — anexo). De acordo
com o espectro HSQC os carbonos aos quais estes hidrogénios estdo ligados absorvem

em 120,7 ppm e 129,7 ppm respectivamente. As absor¢des destes protons no espectro
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de RMN de *H e carbonos em RMN de *3C comprovam a presenca do anel E também
em HP-2.

Dois singletos em regido de protons arométicos ndo oxigenados podem ser
observadas em oy 7,83 e oy 7,24, 0s carbonos aos quais estes protons estdo ligados
podem ser observados no espectro de HSQC e correspondem a 116,5 ppm e 98,9 ppm,
respectivamente. Estas absor¢des sdo muito proximas das obtidas em HP-1.

No espectro de RMN de *H observa-se o deslocamento de prétons aromaticos que
correspondem a um sistema AMX apresentando acoplamento orto (J=10 Hz) e
acoplamento meta (J=2,4 Hz) indicando que o anel aromatico se encontra 1, 2, 4-
trisubstituido. Os sinais atribuidos a estes prétons sdo: 6y 7,82 (d, 10,4 Hz); 84 7,26 (dd,
10,4 Hz; 2,4 Hz) e &4 7,25 (d, 2,4). Devido a sobreposicdo de sinais nesta regido do
espectro de RMN de 'H as correlacBes entre prétons e carbonos foram estabelecidas
atraves da analise dos espectros HSQC e HMBC. No espectro de HSQC se observa que
estes protons estdo ligados aos carbonos que absorvem em 121,5 ppm, 113,0 ppm e
102,3 ppm, respectivamente.

No espectro de RMN de *C (figura 35B) sdo observados 20 sinais de carbonos,
nele observa-se 6 carbonos aromaticos oxigenados, 9 carbonos aromaticos nao
oxigenados, 1 carbono alifatico oxigenado e 2 ndo oxigenados bem como 2 carbonos
metilicos™®. Além disso, a analise do espectro de HSQC (Espectro 16 - anexo) permitiu
confirmar que existem sete prétons metinicos e onze carbonos quaternarios, os valores
da absorcdo desses sinais podem ser observados na tabela 13. Ao contrario da estrutura
HP-1 a auséncia de carbono metilénico, exclui a possibilidade de que HP-2 seja de um
pterocarpano, apesar da similaridade nos deslocamentos quimicos de alguns prétons e

carbonos entre estes dois compostos.
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Tabela 13. Dados de RMN de *H, *C, HMBC e HSQC de HP-2 em piridina-ds.

C 'H x ®C HSQC 'Hx®c HMBC
dH[m,J(H2)] &°=C ZJeH e
1 7,82 (d, 10,4) 121,5 H-2 -
2 7,26 (dd, 10,4;2,4) 113,0 - H-4
3 - 161,5 H-2, H-4 H-1
4 7,25 (d, 2,4) 102,3 H-2
4a - 154,2 H-4 H-1
6 - 157,0 - -
6a - 133,7 - -
6b - 115,7 - H-10
7 7,83 (s) 116,5 - H-4°
8 - 118,5 - H-3°, H-10
9 - 151,2 H10 H-7, H-4’
10 7,24 (s) 98,9 - -
10a - 154,2 H-10 H-7
11a - 159,1 - H-1
11b - 101,7 H-1 -
2’ - 75,5 H-3° H-4°
3’ 5,73 (d, 10) 129,8 - CHs
4 6,53 (d, 10) 120,7 - H-7
2CH; 1,43 (s) 26,2 - -

OH - - - -

Os principais sinais que caracterizaram a estrutura HP-1 como um pterocarpano
foram os carbonos: Cg (65,6 ppm); Cea (106,1 ppm) e Ci1a2 (147,9 ppm), nNO entanto em
HP-2 estes sinais ndo sdo observados. Uma classe que apresenta semelhanca estrutural
com os pterocarpanos sdo 0s coumestanos (Figura 33). Esses compostos sdo geralmente

oxigenados nas posicdes 3 e 9 e apresentam uma carbonila na posicdo 6'*°.

115 Seshadri, T. R.; Phytochemistry; 1972, 11, 881-898.
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Baseando-se nos resultados obtidos e associados aos dados da literatura foi
encontrada uma similaridade do composto HP-2 com sophoracoumestano A (figura
36)116;117

Estrutura

Figura 36. Estrutura proposta para o composto HP-2

Sophoracoumestano A foi pela primeira vez isolada na espécie Sophora (Fam.
Leguminosae, subfam. Papilionoideae), essa espécie € muito usada na medicina
tradicional chinesa e japonesa para o tratamento de fitoterapico de algumas doencas™*.
Tais como, arritmia ventricular, atividade anti-inflamatoria, efeito antiulcerativo entre

outros.
v' Estrutura 3

A identificacdo estrutural da substancia HP-3 foi realizada através da espectroscopia
de RMN de 'H e C e respectivas analises bidimensionais. A substancia HP-3
apresentou-se solivel em DMSO-dg, em vista disso todas as analises espectroscépicas
foram realizadas neste solvente. Os sinais correspondentes ao solvente encontram-se no
espectro de RMN de *H em (84 2,5) e no de RMN de **C em (39,7 ppm). Foi observado
ainda, que se encontram nestes espectros sinais decorrentes de uma contamina¢do com

acetona cuja carbonila absorve em 206,5 ppm e as metilas em 29,8 ppm no espectro de

18 Gupta, S., et al.; Phytochemistry; 1990, 29, 7: 2371-2373.
17 Komatsu, M., Yokoe, 1. e Shirataki, Y.; Chem, Pharm. Bull.; 1981, 29, 2:532-538.
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RMN de *C, no espectro de RMN de *H o deslocamento quimico das metilas ocorre
em oy 2,1. Além disso, um sinal devido a absorcéo de H,O ¢ observado em dy 3,3.
No espectro de massas (ESI-MS) deste composto obtém-se o ion desprotonado
(modo negativo) cujo valor corresponde a m/z = 267,0261 com foérmula [M-H]", que
corresponde a massa com a perda de um proton.
A identificacdo estrutural de HP-3 foi facilitada pela similaridade dos seus espectros de
RMN de 'H e **C (figura 37 A e B) com os de HP-1 e HP-2 e seus sinais est&o
apresentados na tabela 14. Através da integracao, foi possivel observar a presenga de 6
prétons aromaticos e duas hidroxilas fendlicas (Espectro 32). No espectro de RMN de
'H os acoplamentos entre prétons em orto foram medidos, no entanto os acoplamentos
em meta nao puderam ser estabelecidos, devido a sobreposicdo dos desdobramentos dos

sinais.
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H e **C (A) e **C (B) da substancia HP-3 (400 MHz, 100
MHz, em DMSO).
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Tabela 14. Dados de RMN de *H, **C, HMBC e HSQC do composto HP-3 em DMSO.

C 'H x ®C HSQC 'Hx®c HMBC

d'H[m J(Hz)] o&°C 2Jeh 3Jen

1 7,85 (d, 8) 122,6 - -

2 6,44 (dd, 8;2,1) 1137 - -

3 - 161,2 H-2 H-1

4 6,9 (d,2,1) 103,0 - H-2

4a - 155,9 H-4 H-1

6 - 157,5 - -

6a - 102,0 - H-7

6b - 114,5 - H-10

7 7,7 (d, 8) 120,6 - -

8 6,96 (dd, 8;2,1)  119,0 - -

9 - 154,6 - -

10 7,14 (s) 98,6 - -

10a - 157,0 H-2 H-7

11a - 159,4 - H-1

11b - 104,1 - H-2, H-4

OH (C-9) 10,2 (s) - - -

OH (C-3) 10,6 (s) - - -

Analisando-se o espectro de RMN de **C deste composto s&o observados 15 sinais
dentre os quais, 2 correspondem a carbonos aromaticos oxigenados, 11 a carbonos
aromaticos ndo oxigenados e dois a carbonos alifaticos, sendo um deles oxigenado. No
espectro de HSQC pode-se observar a presenca de 9 carbonos quaternarios na estrutura
de HP-3. A analise dos dados de RMN associados aos espectros bidimensionais (HSQC,
HMBC, COSY, espectros 18, 19, 20 e 21, anexo) permitiu observar que este composto
apresenta 0 mesmo esqueleto estrutural de HP-2

Baseados nos dados obtidos e comparados com os dados da literatura'*® constatou-
se que a substancia HP-3 é o coumestrol. Essa observacdo pode ser comparadas com 0s

resultados do composto HP-3 (Tabela 14) e da literatura para o coumestrol (Tabela 15).
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Tabela 15. Dados de RMN de *H, *C do coumestrol em DMSO.

C HP-3 Literatura'’®
d'H[M JH2)] §°C d'H[mM,J(H2)] & °C

1 7,85 (d, 8) 122,7 7.85(d, 8,4)  123.2
2 6,94 (dd, 8; 2,0) 113,7 6.93 (dd, 8,5;2,1) 114.2
3 - 161,2 - 161.7
4 6,9 (d,2,0) 103,0 6.91(d, 1.9) 103.5
4a - 155,9 - 155.1
6 - 157,5 - 158.0
6a - 102,0 - 102.5
6b - 1145 - 115.0
7 7,7 (d, 8) 120,6 7.69 (d, 8,4) 121.1
8 6,96 (dd, 8; 2,0) 119,0 6.95 (dd, 8,3; 2,1) 1144
9 - 154,6 - 156.4
10 7,14 (5) 98,6 7.17 (d, 1,9) 99.1
10a - 157,0 - 157.5
11a - 159,4 - 160.0
11b - 104,1 - 104.6
OH 10,4 (s) - - -
Estrutura

espécies papilionoideae (Pterocarpus, Phaseolus vulgaris e Dalbergia)

Figura 38. Estrutura proposta para o composto HP-3

Os primeiros relatos do isolamento desse composto em madeiras foram nas
119

118 Agrawall, P. K.; Carbon- 13 NMR of flavonoids: Studies in organic chemistry 39. Lucknov, India,
Elsevier, 1989
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Coumestrol é uma fitoalexina'® e segundo Arnoldi e Merlini (1990) ele

apresenta atividade fungicida frente aos fungos Aphanomyces euteiches e Fusarium
solani. e F. cucurbitae.

121

De acordo com Wonga e colaboradores (2011)™" este composto foi utilizado em

pacientes com diabetes e problemas cardiacos. Lee e colaboradores (2006) observaram

que o coumestrol apresenta uma significante atividade antioxidante'?.

v' Estrutura 4

A identificacdo estrutural da substancia HP-4 foi realizada através da espectroscopia
de RMN de 'H e '*C e respectivas anélises bidimensionais. A substancia HP-4
apresentou-se solivel em DMSO-ds, em vista disso todas as analises espectroscopicas
foram realizadas neste solvente. Os sinais correspondentes ao solvente encontram-se em
81 2,5 (RMN de *H) e em 39,7 ppm (RMN de **C). Um sinal devido & absorcéo de H,O
¢ observado em 84 3,3 no espectro de RMN de *H.

Apbs analise dos espectros de RMN de *H e **C (Figura 39 A e B) observou-se que
a substancia HP-4 tratava-se de uma mistura. Em vista disso, foram considerados no
espectro de hidrogénio apenas os sinais de maior intensidade e que por integracdo
estabeleciam uma relacdo. Foi observado também que todos os sinais encontravam-se
na regido de prétons aromaticos. Estes sinais sdo caracteristicos de um sistema
aromatico para substituido (AA’BB’), representado por dois dubletos correspondentes
aos dois pares de atomos que absorvem em 6y 7,6 (d) ¢ em oy 6,78 (d), que
provavelmente correspondiam aos hidrogénios do anel B de flavonoides que acoplam
através da interacdo spin-spin em posi¢do orto e um sistema AMX caracteristico do anel

A dos isoflavonoides substituidos no carbono 7.

119 Al-Hazimi,H.M.G.; Alkhathlan,H.Z.; J.King saud Univ. 2000, 12,2: 93-122.
120 Seshadri, T. R.; Phytochemistry; 1972, 11, 881-898.

121 \Wonga, K. H.; Journal of Ethnopharmacology; 2011,

122 | ee, J. H., etal.; J. Agric. Food Chem.; 2006, 54, 2057-2063.
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H (A) e *C (B) da amostra HP-4 (400 MHz e 100 MHz, em
DMSO).

Este espectro mostrou também dois dubletos em 7,9 e 6,9 ppm, correspondente aos
prétons do anel A. Esses protons acoplam com (J = 9,2 Hz, acoplamento orto). No
espectro de correlacéo heteronuclear HSQC (espectro 25) verifica-se a correlacdo *H x
Bcem X).
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No espectro de RMN de **C (figura 39B) foi observado um sinal em 179,9 ppm
que é caracteristico de um deslocamento quimico de carbonila em flavonéides'?,
sobretudo carbonila em isoflavondides.

No espectro de RMN de **C observa-se sinal em 167,0 ppm, devido a ligacdo de
um carbono com uma hidroxila (OH) cujo préton absorve em 6y 10,74 (s). Uma
segunda hidroxila tém seu sinal atribuido em oy 9,4 ppm.

O singleto em 6y 8,27 é um sinal caracteristico de isoflavonas, no espectro HSQC
(*Jch) acopla como carbono que absorve em 158,2 ppm. Este préton esté localizado no
anel C da isoflavona, pois a correlacdo heteronuclear em (J) com a carbonila confirma
essa posicao.

No espectro de HMBC (anexo, espectro 28) foi possivel atribuir a correlacdo (*Jcn)
entre o carbono (3Jcy) e os prétons aromaticos dos anéis desta isoflavona. O espectro de
correlacéo e sua expansdo *H x *H COSY (Espectro 25 e 26) mostra o acoplamento dos
prétons H-2” e H-6" com os prétons H-3” € H-5", como também os prétons do anel A H-
5e H-6.

Assim, considerando que a substancia € uma isoflavona de massa 270 e com
formula molecular CysH;1004, € possivel identificar a provavel substancia como uma
4'7-diidroxiisoflavona também chamada de daidzeina. Os dados corroboram com o0s
obtidos por Demuner e colaboradores (2003) que isolaram este constituinte quimico da
espécie de leguminosae Mucuna®®

A tabela 16 apresenta os sinais de RMN de *H e **C do composto HP-4, identificado

da mistura.

123 Sjlva, T. M., et al.; Quimica nova; 1999, 1-10.
124 Demuner, A.J.; Quim. Nova; 2003, 26, 3: 335-339.
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Tabela 16. Espectro de RMN de *H, *C, HMBC e HSQC da isoflavona em DMSO.

C 'H x ®C HSQC 'H x ®C HMBC

d'H[m JMHD)] 6C 2Jcn 3Jcu
2 8,27 (s) 158,1 - -

- 128,6 H-2 H-2’, H-6’
4 - 179,8 - H-2, H-5
4a - 121,8 - H-6, H-8
5 7,95 (d, 9,2) 132,5 - -
6 6,91 (d, 9,2) 120,3 - H-8
7 - 167,7 H-6, H-8 H-5
8 6,91 (d, -) 107,2 - H-6
8a - 162,6 H-8 H-2, H-5
I - 127,7 - H-3’, H-5’
2’ 7,36 (d, 7,6) 135,2 - -
3’ 6,78 (d, 7,6) 120,1 - -
4 - 162,2 H-3’, H-5’ H-2’, H-6’
5’ 6,78 (d, 7,6) 120,1 - -
6’ 7,36 (d, 7,6) 135,2 - -
OH (C-7) 10,89 () - - -
OH (C-4%) 9,54 (5) - - -
Estrutura

HO

Figura 40. Estrutura proposta para o composto HP-4.

Estudos realizados por Lee e colaboradores (2006) observaram que a daidzeina

isolada da raiz de Glycine max apresentou elevada atividade antioxidante

122
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Considerada um fitoestrogeno apresenta atividade contra varias doencas dentre elas

doencas do sistema cardiaco e para alivio de sintomas da menopausa *%°.

4.5 Bioensaio

4.5.1 Atividade fungicida

A influéncia dos extrativos no crescimento dos fungos, bem como a influéncia da
lignina é observada nos resultados obtidos para o teste fungicida. No estudo realizado
com cinco fungos da podriddo branca: Phanerochaete chrysosporum, Pycnoporus
sanguineus, Schizophyllum communee, Lentinula edodes e Trametes vellosa foi
observado que a madeira H. petraeum foi resistente ao ataque de todos os fungos
testados, tanto no teste com a madeira livre dos extrativos — MSE, quanto para a
madeira com extrativos — MCE (figura 40). Sendo assim, a resisténcia ao ataque dos
fungos testados deve-se ndo apenas a presenca de extrativos, mas também ela esta
relacionada a presenga de compostos que ainda ndo foram removidos da madeira, neste
caso a lignina. Oliveira e colaboradores (2010) avaliou a resisténcia de 4 madeiras: M.
huberi, H. stignocarpa, A. colubrina e D. regia frente a P. chrysosporium. Eles
verificaram que algumas madeiras como A. colubrina os extrativos sdo fundamentais
na defesa da madeira frente a estes fungos. O crescimento do fungo foi totalmente
inibido pela madeira ndo extraida, porém quando a madeira estava livre dos extrativos o
crescimento do fungo se tornava intenso. Também foi verificado que a MSE e MCE de
M. huberi inibiu completamente o crescimento do fungo, destacando a presenca de da
lignina na defesa dessa madeira™. O comportamento da madeira H. petraeum se
assemelha ao da madeira M. huberi e a resisténcia para ambas as madeiras nao esta
relacionada apenas aos metabolitos secundarios, mais também a lignina. Oliveira e
colaboradores (2005) investigaram a durabilidade natural da madeira através do efeito
da extracdo, por diferentes solventes, para as madeiras: candeia (Vanillosmopsis
erythropappa), cedro (Cedrela fissilis), cerejeira (Amburana cearensis), jacaranda-
caviina (Machaerium scleroxylon), eucalipto citriodora (Corymbia citriodora) e

Eucalyptus gummifera, sobre a resisténcia ao apodrecimento causado pelo fungo

125 Duncan, A. M., Phipps, W. R. e Kurzer, M. S.; Phyto-oestrogens; Best Pract Res Clin Endocrinol
Metab; 2003, 17: 253-271.
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Gloeophyllum trabeum, fungo da podriddo parda. Eles verificaram que mesmo
modificando os solventes para remocdo de diferentes compostos presentes nas madeiras,
estas ainda apresentaram alta resisténcia ao fungo. A madeira cerejeira (Amburana
cearensis), espécie da papilionoideae apresentou os mesmos resultados para a madeira

126

com extrativos e sem os extrativos°. Os resultados foram semelhantes com os obtidos

por H. petraeum.

Figura 41. (A) H. petraeum; Teste realizado por Oliveira e colaboradores (2010), (B) A. colubrina e
(C) M. huberi; Iniciando a esquerda MCE e MSE.

4.5.2 Bioensaios preliminares das substancias isoladas

Uma analise com trés concentracdes diferentes do extrato (10, 50 e 100 ppm) foi
realizada, tendo por finalidade determinar em que faixa de concentracdo as substancias
testadas causariam ou ndo a mortalidade das larvas. Também foram realizados os
ensaios para as quatro substancias identificadas no extrato em acetato de etila da
madeira H. petraeum. Foram observados que duas apresentaram atividade toxica frente

as larvas de A. egypti, no estdgio 4, uma ndo apresentou atividade nas concentragdes

126 Oliveira, J. T. da S., et al; R. Arvore; 2005, 29, 5: 819-826.
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analisadas e um apresentou resultados probleméticos. Os percentuais de mortalidade,
estdo descritas abaixo:

% O percentual de mortalidade das larvas frente ao extrato em acetato de etila foi
de 100 % nas concentragdes (10, 100 e 250 ppm).

% A amostra HP-2 apresentou uma mortalidade de 8 = 2 % na concentragdo de 10
ppm e nas demais concentragdes a mortalidade de larvas ndo ocorreu. E importante
acrescentar que esta substancia apresentou dificuldade de solubilizagcdo. Baseados neste
fato, pode-se deduzir que nas concentragdes de 50 e 100 ppm as larvas ndo sofreram a
acdo da substancia testada e desta forma ndo houve mortalidade.

% A substancia HP-1 apresentou mortalidade de 71 +8% na concentracdo de 100
ppm, 43 £6% para 50 ppm e 18+2% para 10 ppm.

% A substancia HP-4 com concentracdo de 10 ppm matou 88+2% das larvas, e nas
concentragdes de 50ppm e 100 ppm a mortalidade foi maxima. Essa substancia
apresentou a melhor atividade entre todas as substancias testadas, frente as larvas do
mosquito Aedes egypti. E importante acrescentar aqui, que esta substancia apresenta-se
impura. A purificagdo desta mistura se faz necessario para avaliar-se melhor se a
atividade larvicida deve-se a daidzeina, ou a substancia que encontra-se associada a ela,
ou se este efeito € devido as duas substancias juntas.

¢+ A substancia HP-3 ndo apresentou atividade toxica nas concentracfes de 10, 50
e 100 ppm.

Os resultados sugerem que HP-2 e HP-4 sdo promissores agentes larvicidas
naturais, frente a Aedes aegypti. Para que estes resultados sejam conclusivos faz-se
necessario a determinacao da LCso destas substancias.

Estudos realizados com plantas contendo isoflavonoides revelaram que estas
plantas apresentam potencial inseticida e justificam a sua utilizacdo como defensivo
agricola, e sendo uma alternativa ecologicamente viavel para a erradicacdo ou controle

da dengue®?’

127 yenesew, A. et al; Bull. Chem. Soc. Ethiop. 2009, 23, 3: 409-414.
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5 CONCLUSAO

v

v

A abordagem fitoquimica indicou a presenca de flavondides, alcaldides,
terpenos e esterdides na madeira H. petraeum.

O extrato em acetato de etila de H. petraeum possui atividade larvicida frente as
larvas do mosquito Ae. Egypti.

A madeira H. petraeum apresenta resisténcia a alguns fungos responsaveis pela
podriddo branca nas condi¢cbes da madeira livre dos extrativos (substéncias
responsaveis pela defesa das plantas) bem como para a madeira com 0s
extrativos.

Todos compostos isolados sdo inéditos na madeira H. petraeum, uma vez que
ndo ha estudos anteriores desta planta.

A substancia HP-1 é uma substancia pertencente a classe dos pterocarpanos e
identificada como anidrotuberosina

As substancias HP-2 e HP-3 foram identificas como coumestanos, sendo HP-2
identificada como sophoracoumestano A e HP-3 coumestrol.

HP-4 ndo estava pura e apresentou como seu constituinte majoritario uma
isoflavona conhecida como daidzeina.

Os compostos que apresentaram atividade larvicida frente ao Ae. Aegypti foram
HP-2 e HP-4

A madeira H. petraeum apresentou concentracdes relativamente altas de fenois
totais e lignina.

A lignina da madeira H. Petraeum apresenta um teor de grupos

guaiacila/siringila (60:40), que sdo tipicos de madeiras de folhosas.
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6. PERSPECTIVAS

v Realizar analise de RMN de **C da lignina e propor a estrutura final da
lignina

v’ lIsolar e identificar outros compostos do extrato em acetato de etila, bem
como dos demais extratos.

v' Determinar 0 LCsy das substancias que apresentaram atividade larvicida
abaixo de 100 ppm, como também da fragcdo problema (HPAc-A25-27);

v Testar a atividade das fracOes iniciais que apresentaram ésteres derivados de

acido graxo.
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8 ANEXOS
8.1 Composigao dos principais reagentes utilizados na abordagem fitoquimica

% Reagente de Mayer

Mistura-se em um baldo volumétrico de 100 mL, 1,36 g de HgCl, para 60 mL de agua e
5 g de Kl para 10 mL de agua, completa-se para 100 mL com agua destilada.

% Reagente de Dragendorff:

Solucéo A: dissolveram-se 1,7 g de nitrato de bismuto (111) e 20 g de acido tartarico em
80 mL de agua.

Solucéo B: dissolveram-se 16 g de iodeto de potassio em 40 mL de 4gua

Reagente: misturam-se 40mL da solugdo A com 40 mL da solucéo B.

% Reagente de Liebermann-Burchard:

Mistura-se 10 mL de anidrido acético e duas gotas de acido sulfurico concentrado.
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8.2 Cromatograma da andlise de GC/MS das fracdes HPAc-A (2-10)

Library Scarch
<< Target >>
Line#:1 R.Time:18.700(Scan#: 1885) MassPecaks:124

RawModc:Averaged 18.675-18,725(1882-1888) BascPeak:74.10(1081142)
BG Mode:Averaged 18.767-18.842(1893-1902)
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SI9S Formula:C19 H38 02 CAS:112-61-8 MolWeight:298 Retindex:0
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Espectro 01: Espectro de massa da fragdo 2 (A); espectro de massa da biblioteca WILEY229 (B).
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Library Search

<< Target >

Line#:1 R.Time:17.383(Scan#:1727) MassPeaks:237

RawMode:Averaged 17.342-17.425(1722-1732) BasePeak:88.05(2569790)
BG Mode:Averaged 17.633-17.783(1757-1775)
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Hit#:1 Entry:134669 Library:WILEY229.LIB
SI:95 Formula:C18 H36 02 CAS:628-97-7 MolWeight:284 RetIndex:0
CompName:Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) Ethyl palmitate SS HEXADECANOIC ACID ETHYL ESTER SS Palmitic acid ethyl
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Espectro 02: Espectro de massa da fragdo 2- 4(A); espectro de massa da biblioteca WILEY 229 (B).



Anexos | 104
Estudo Quimico e Bioldgico da Madeira de lei Hymenolobium petraeum (Angelim pedra)

Library Search
<< Target >>
Line#:1 R.Time:8.842(Scan#:702) MassPeaks:129
RawMode:Averaged 8.808-8.900(698-709) BasePeak:99.10(559085)
BG Mode:Averaged 9.508-9.825(782-820)
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Hit#:1 Entry:32948 Library:WILEY229.LIB
SI:95 Formula:C9 H16 O2 CAS:55013-32-6 MolWeight:156 RetIndex:0
CompName:2(3H)-Furanone, S-butyldihydro-4-methyl-, cis- (CAS) CIS-3-METHYL-4-N-BUTYLBUTANOLIDE S8 cis-.beta.-Methyl
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Espectro 03: Espectro de massa da fragdo 6-10(A); espectro de massa da biblioteca WILEY229 (B).
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Espectro 04: Ampliag&o do espectro de RMN de 'H da amostra HP-1 A e B (400 MHz, acetona-d).
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Espectro 05: Ampliagéo do espectro de RMN de **C da amostra HP-1 (100 MHz, acetona-ds)
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Espectro 06: Espectro do DEPT 135 da amostra HP-1 (100 MHz, acetona-dg).
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Espectro 07: Espectro *H-'H COSY da HP-1 (400 MHz, acetona-ds).
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Espectro 08: Ampliag&o do espectro *H-"H COSY da amostra HP-1 (400 MHz, acetona-ds)
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Espectro 09: Espectro HSQC (A) e ampliagdo do espectro HSQC (B) da amostra HP-1 (acetona-dg)
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Espectro 10: Espectro HMBC (A) e ampliagdo do espectro HMBC (B) da substancia HP-1 (acetona-dg)
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Espectro 11: Espectro de massa (ESI-MS) no modo negativo da susbtancia HP-1.
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Espectro 12: Ampliagéo do espectro de RMN de *H da amostra HP-2(400 MHz, Piridina-ds).
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Espectro 13: Espectro de RMN de **C (A) e ampliacdo do espectro de **C (B) da amostra HP-2 (100 MHz, Piridina-ds).
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Espectro 14: Espectro *H-'H COSY da amostra HP-2 (400 MHz, Piridina-ds).
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Espectro 15: Espectro de HMBC da substancia HP-2 ( Piridina-ds).
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Espectro 16: Espectro de HSQC (A) e ampliagdo do espectro HSQC (B) da substancia HP-2 (Piridina-ds).
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Espectro 17: Espectrometro de massa (ESI-MS) da amostra HP-2 no modo negativo.
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Espectro 18: Espectro *H-'"H COSY da amostra HP-3 (400 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 19: Espectro HSQC da substancia HP-3 (DMSO-dg)
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Espectro 20: Espectro HMBC da substancia HP-3 ( DMSO-dj).
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Espectro 21: Espectrometro de massa da amostra HP-3 no modo negativo.
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Espectro 22: Espectro de RMN de *H da substancia HP-4 (400 MHz, DMSO-dg)
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Espectro 23: Espectro *H-'H COSY da amostra HP-4 (400 MHz, DMSO-ds).
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Espectro 24: Ampliagéo do espectro *H-'H COSY da amostra HP-4 (400 MHz, DMSO-dg).
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Espectro 25: Espectro de correlagdo 'H x *C HSQC da amostra HP-4 (DMSO-d).
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Espectro 26: Espectro HMBC da amostra HP-4 (DMSO-d).
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Espectro 27: Espectrometro de massa (ESI/MS) da amostra HP-4 no modo negativo.
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