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Muitas vezes, as pessoas sdo egocéntricas, ilégicas e insensatas.

Perdoe-as, assim mesmo.

Se vocé é gentil, as pessoas podem acusé-lo de egoista, interesseiro.

Seja gentil, assim mesmo.

Se vocé é um vencedor, terd alguns falsos amigos e inimigos verdadeiros.

Venga, assim mesmo.

Se vocé é honesto e franco, as pessoas podem enganaé-lo.

Seja honesto e franco, assim mesmo.

Se vocé tem paz e é feliz, as pessoas podem sentir inveja.

Seja feliz, assim mesmo.

O bem que vocé faz hoje, pode ser esquecido amanha.

Faca o bem, assim mesmao.

Dé ao mundo o melhor de vocé, mas isso pode nunca ser o bastante.

Dé o melhor de vocé, assim mesmo.

Veja vocé que, no final das contas,

E ENTRE VOCE E DEUS.

Nunca, entre vocé e as outras pessoas!
(Madre Teresa de Calcutd)



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado forca e vontade para a conclusao deste trabalho.
Ao professor Lothar W. Bieber pela orientacdo e ensinamentos.

A professora Marcia Nascimento pela co-orientagdo, amizade, ensinamentos além do

carinho constante no decorrer do trabalho e apoio durante minha gravidez.

As professoras Claudia Maranhdo, Janaina Versiani e & mestranda Luciana Oliveira
pelas colaboracbes oferecidas neste trabalho, amizade, incentivo e pelos bons

momentos compartilhados.

Ao veterinario Gustavo e seus pais por terem permitido a coleta da planta na fazenda
Jatoba e alojamento em sua casa na cidade de Serra Talhada.

A professora Suzene Izidio pela identificacdo da planta.

A professora Daniela Navarro por ter cedido seu laboratério para a realizagdo do teste de
atividade antitermitica, por ter disponibilizado os padrées de alcanos e ésteres metilicos e
a sua aluna Geane por ter realizado a co-injecao da minha amostra com padrdes no

cromatdgrafo gasoso.

A professora Norma Gusmao e a Rita de Cassia pela realizagdo do teste de atividade

antifangica.

A professora Vera Arroxelas por ter disponibilizado material, equipamentos e instalagdes
do seu laboratério para a realizacao do teste de atividade antioxidante.

A professora Auristela Albuquerque e ao seu aluno Franklin Magiliano pela orientacdo
para a realizacao do teste de atividade antitermitica.



Ao colega Jefferson Cunha pelo apoio durante a realizagdo da atividade antitermitica,

coleta de cupins e troca de conhecimentos.

Aos técnicos da Central Analitica, Eliete, Conceicao, Lucio, Elias, Severino e Ricardo ndo
s0O pela realizagdo dos experimentos GC-MS e NMR, mas principalmente pela paciéncia
e manifestagcdes de carinho durante minha gravidez e em especial a técnica Abene

Ribeiro por quase um ano de luta no LC-MS e ajuda.

Aos colegas de doutorado e amigos conquistados no primeiro ano de curso, em especial
a Vanessa Brustein, Ricardo (Ninja), Rita de Cassia, Prazeres, Fabiola Soraia, Ana Rosa
e Carmem Tavares pelos estudos em grupo, companheirismo e carinho durante minha

gravidez.
A Universidade Federal de Pernambuco, especialmente ao Departamento de Quimica
Fundamental e a todos do quadro de docentes e funcionarios que contribuiram para esta

formacao.

A CNPq pela bolsa de estudo concedida.



SUMARIO

INDICE DE TABELAS

INDICE DE FIGURAS

INDICE DE EQUACOES

ABREVIATURAS E SIMBOLOS UTILIZADOS

RESUMO

ABSTRACT

SUBSTANCIAS ISOLADAS E/OU  IDENTIFICADAS
PRESENTE TRABALHO

1. INTRODUCAO

1.1 Considerages preliminares

1.2 Bioma Caatinga

1.3 O Género Anadenanthera
1.3.1 Aspectos taxonémicos

1.3.2 Aspectos quimicos

NO

1.3.3 Potencial biol6gico dos extratos brutos e substancias

isoladas de espécies de Anadenanthera

1.3.4 A espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var.

Cebil (Griseb.) Von Reis Alt.
1.4 Madeira de lei
1.5 Composicao quimica da madeira
1.5.1 Polissacarideos
1.5.2 Lignina
1.5.3 Componentes de baixa massa molecular
1.5.3.1 Componentes Organicos (Extrativos)
e Substéancias alifaticas
e Terpendides e esterdides
e Compostos fendlicos
Fendis simples e acidos fendlicos
Flavondides

Cumarinas e Lignanas

VI
X1l
XV
XVI
XVII

XVII

(ST \ O R \C B \ O I

—
—

12

15
15
16
17
20
20
20
21
23
23
24
25



Xantonas e Estilbenos
Taninos
1.4.3.2 Componentes Inorganicos (Cinzas)
1.6 Biodegradagao da Madeira
2. JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta do material vegetal
3.2 Determinagéao de Lignina Insoluvel
3.3 Determinagéo de Lignina Soluvel
3.4 Determinagao do Teor de Extrativos e Fenois Totais
3.5 Ensaios Fitoquimicos
3.5.1 Alcaloides
3.5.2 Esteroides e Terpenos
3.5.3 Flavonoides
3.5.4 Saponinas
3.5.5 Taninos
3.6 Obtencao das fases em cicloexano, diclorometano, acetato
de etila e n-butanol
3.6.1 Fracionamento da fase em cicloexano da madeira de
A. colubrina

3.6.2. Fracionamento da fase em diclorometano da madeira

de A. colubrina
3.6.3. Fracionamento da fase em acetato de etila da
madeira de A. colubrina
3.7 Testes de atividades com a madeira, fases e substancias
obtidas de Anadenanthera colubrina
3.7.1 Atividade sequestradora de radicais livres
3.7.2 Atividade antifungica
3.7.3 Atividade antitermitica
3.8 Reacdes de Derivatizagao (acetilagdo) e célculo do indice
de Kovats
3.9 Especificagdo do material e equipamentos utilizados
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

26
26
29
29
34
35
35
35
36
37
38
38
39
39
39
40
40

42

48

51

51
51
52
53

54
56



4.1 Determinacao de Lignina Soluvel e Insoluvel

4.2 Determinacao do Teor de Extrativos

4.3 Determinacéo de Fendis Totais e Atividade seqlestradora de
radicais livres

4.4 Ensaios Fitoquimicos
4.5 Atividade Antifungica

4.6 Identificacdo e caracterizagdo estrutural dos extrativos
presentes na fase em cicloexano da madeira de A. colubrina

4.6.1 |dentificagao de acidos graxos e derivados

4.6.1.1 |dentificacao das substancias 1 a 8 (Esteres de

metila)

4.6.1.2 ldentificacdo das substancias 9 a 14 (Esteres
de etila)

4.6.1.3 Identificacdo da substancia 15 (Ester de butila)

4.6.1.4 |dentificacdo das substancias 16 e 17 (Esteres
de pentila)

4.6.1.5 Identificacdo das substancias 18 a 24 (Acidos
graxos saturados)

4.6.1.6 Identificacdo das substancias 25 a 28 (Esteres e
acidos graxos insaturados)

4.6.2 |dentificacao dos triterpenos
4.6.2.1 Identificagdo da substancia 29 (lupeol)
4.6.2.2 Identificacdo da substancia 30 (lupenona)
4.6.3. Identificacdo dos esteroides

4.6.3.1 Identificacao da substancia 31
(diidrobrassicasterol)

4.6.3.2 Identificacdo da substancia 32 (B-sitosterol)
4.6.3.3 Identificagdo da substancia 33 (estigmasterol)

4.6.3.4 Identificagdo da substancia 34 (estigmast-4-en-
3-ona)

56
57

57

58
59
61

63
68

71

74

78

81

84

88
90
94
96
109

111

114
116



4.6.3.5 Identificacao da substancia 35 (ergost-4-en-3-
ona)

4.6.3.6. Identificacdo da substancia 36 (estigmasta-3,5-
dien-7-ona)

4.6.4. |dentificacao dos norisoprenoides
4.6.4.1 Identificagdo da substancia 37 (a-ionona)

4.6.6.2 Identificagdo da substancia 38 (5,6-epoxi-f3-
ionona)

4.6.6.3 Identificacao da substancia 39
(diidroactinidiolida)

4.7 Identificagdo e caracterizacdo estrutural dos extrativos
presentes na fase em diclorometano da madeira de A. colubrina

4.7.1 |dentificagcdo de flavonas
4.7.1.1 Identificagdo da substancia 40 (luteolina)
4.7.2 ldentificacao de Flavondis
4.7.2 .1 Identificacdo da substancia 41 (quercetina)
4.7.3 ldentificagdo de Flavanonois
4.7.2.1 Identificacdo da substancia 42 (taxifolina)
4.7.4 I|dentificacao de Chalconas
4.7.4.1 Identificagdo da substancia 43 (ocanina)
4.7.4.2 Identificagdo da substancia 44 (isoliquiritigenina)

4.8 lIdentificacdo e caracterizacdo estrutural dos extrativos
presentes na fase em acetato de etila e n-butanol da madeira de A.
colubrina

4.8.2 ldentificacdo de flavonoides e proantocianidinas por
espectrometria de massas na interface APCI

4.9 Atividade antitermitica
5.0 CONSIDERACOES FINAIS
6.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

118

120

122
124

126

128

130

131
132
136
137
141
142
146
148
151
152

154

164
167
169



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Metabdlitos secundarios isolados de plantas do género
Anadenanthera

Tabela 2. Testes especificos para identificar as principais classes
de compostos presentes nas plantas.

Tabela 3. Fracionamento da fase em ciloexano da madeira de A.
colubrina

Tabela 4. Fracionamento da fase em diclorometano da madeira de
A. colubrina

Tabela 5. Fracionamento da fase em acetato de etila da madeira de
A. colubrina

Tabela 6. Percentual de lignina sollvel, insoluvel e total nas
madeiras de A. colubrina e D. regia.

Tabela 7. Percentual de extrativos nas madeiras de A. colubrina e
D. regia.

Tabela 8. Quantificacdo de fendis totais e atividade sequestradora
de radicais livres das madeiras de A. colubrina e D. regia

Tabela 9. Resultados dos ensaios fitoquimicos da madeira de A.
colubrina e Delonix regia

Tabela 10. Substancias identificadas por GC-MS na fase em
cicloexano com seus tempos de retencédo e indice de similaridade
(IS) com a biblioteca de espectros WILEY e intensidade relativa (IR)
calculada em area

Tabela 11. Fragmentos presentes nos espectros de massas das
substéancias 1 a 8 identificadas na fase em cicloexano da madeira
de A. colubrina

Tabela 12. Fragmentos presentes nos espectros de massas das
substancias 9 a 14 identificadas na fase em cicloexano da madeira
de A. colubrina

Tabela 13. Fragmentos presentes nos espectros de massas da

substancia 15 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

38

42

45

49

56

57

58

59

62

70

73

77



colubrina

Tabela 14. Fragmentos presentes nos espectros de massas das
substancias 16 e 17 identificadas na fase em cicloexano da madeira
de A. colubrina e os fragmentos dos ésteres hexadecanoato de
isoamila (A) e hexadecanoato de sec-amila (B) citados na literatura.
Tabela 15. Fragmentos presentes nos espectros de massas das
substéncias 18 a 24 identificadas na fase em cicloexano da madeira
de A. colubrina

Tabela 16. Fragmentos presentes nos espectros de massas das
substancias 25 a 28 identificadas na fase em cicloexano na madeira
de A. colubrina

Tabela 17. Dados de RMN de 'H da substancia (29) obtido de A.
colubrina (300 MHz) e do lupeol citado na literatura (400 MHz),
ambos em cloroformio-d;.

Tabela 18. Dados de RMN de C da substancia (29) obtido de A.
colubrina (75 MHz) e do lupeol citado na literatura (100 MHz),
ambos em cloroformio-d;.

Tabela 19. Dados de RMN de ®*C do esteréide (32) obtido de A.
colubrina (75 MHz) e do [3- sitosterol citado na literatura (25 MHz),
ambos em cloroformio-d;.

Tabela 20. Dados de RMN de 'H da flavona (40) obtida de A.
colubrina (300 MHz) e de luteolina citada na literatura (500 MHz),
ambos em DMSO-d.

Tabela 21. Dados de RMN de '°C da flavona (40) obtida de A.
colubrina (75 MHz) e de luteolina citada na literatura (125 MHz),
ambos em DMSO-a.

Tabela 22. Dados de RMN de 'H da flavononol (41) obtida de A.
colubrina (300 MHz, acetona-ds) e de quercetina citada na literatura
(400 MHz, DMSO-dj)

Tabela 23. Dados de RMN de '°C da flavona (42) obtida de A.
colubrina (125 MHz, acetona-ds) e de quercetina citada na literatura
(125 MHz, metanol-dy).

Tabela 24. Dados de RMN de 'H do flavanonol (42) obtido de A.

80

83

87

92

93

113

134

135

139

140

144

\



colubrina e de taxifolina citada na literatura, ambos em acetona-ds e
300 MHz.

Tabela 25. Dados de RMN de °C do flavanonol (42) obtido de A.
colubrina e de taxifolina citada na literatura, ambos em acetona-ds e
75 MHz.

Tabela 26. Dados de RMN de 'H (300 MHz, acetona-dg) e '*C (75
MHz, acetona-ds) da chalcona (43) obtida de A. colubrina

Tabela 27. Dados de RMN de 'H da chalcona (44) obtida de A.
colubrina (400 MHz) e de isoliquiritigenina citada na literatura (400
MHz), ambas em acetona-ds.

Tabela 28. Fragmentos identificados nos espectros APCI-MS? dos
flavonoides 40, 42, e 43.

145

150

152

159

Vil



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Fotografia da arvore, folhas, flores, vagens, frutos, casca
e madeira de um exemplar de Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan var. Cebil (Griseb.) Von Reis Alt

Figura 2.Esquema geral da composi¢cao quimica da madeira

Figura 3. Estrutura da celulose (1—4 B-D-glucopiranose)

Figura 4. Principais precursores da lignina: 1. &lcool coniferilico, 2.
alcool sinapilico, 3. alcool p-cumarilico

Figura 5. Possiveis liga¢des entre as unidades fenilpropanoides em
ligninas

Figura 6. Estruturas de alguns compostos alifaticos presentes na
madeira

Figura 7. Estrutura do isopreno

Figura 8. Exemplos de monoterpenos (C1o) e sesquiterpenos (Cis)
Figura 9. Exemplo de triterpeno

Figura 10. Estrutura de alguns esterdides comuns no reino vegetal
Figura 11. Exemplos de fendis simples e acidos fendlicos

Figura 12. Exemplos de flavonoides

Figura 13. Exemplo de cumarina e lignana

Figura 14. Exemplo de xantona e estilbeno

Figura 15. Residuo galoila

Figura 16. Exemplos de taninos

Figura 17. Obtencdo das fases em cicloexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol da madeira de A. colubrina

Figura 18. Fracionamento cromatogréfico da fase em cicloexano
obtido da madeira de Anadenanthera colubrina

Figura 19. Fracionamento cromatografico da fase em diclorometano
obtido da madeira de Anadenanthera colubrina

Figura 20. Fracionamento cromatografico da fase em acetato de
etila obtido da madeira de Anadenanthera colubrina

Figura 21. Operario e soldado da espéecie Nasutitermes corniger
(Motschulsky)

Figura 22. O crescimento de Phanerochaete  chrysosporium

14

16
17
18

19

21

21
22
22
23
24
25
25
26
27
28
41

44

47

50

52

59

Vil



exibidos nas madeiras com extrativos e sem extrativos de A.
colubrina (A) e D. regia (B). A esquerda madeira com extrativos e na
direita madeira sem extrativos

Figura 23. Perfil do cromatograma em fase gasosa da fase em
cicloexano de A. colubrina (compostos majoritarios estdo
identificados em vermelho)

Figura 24. Formacgao do ion acilio em ésteres graxos

Figura 25. Formagcéao do fragmento [RCO,H.]* em ésteres graxos
Figura 26. Rearranjo de McLafferty para ésteres graxos contendo
hidrogénio y na cadeia acila.

Figura 27. Rearranjo de McLafferty para ésteres graxos contendo
hidrogénio y na cadeia alcoxila.

Figura 28. Formacéao do ion [CH,CHCOHOR’]* em ésteres graxos
Figura 29. Formagéo dos fragmentos m/z 60 e m/z 73 em &acidos
graxos

Figura 30. Substancias 1 a 8 identificadas na fase em cicloexano da
madeira de A. colubrina

Figura 31. Formacao do fragmento m/z 74

Figura 32. Formacao do fragmento m/z 87

Figura 33. Substancias 9 a 14 identificadas na fase em cicloexano
da madeira de A. colubrina

Figura 34. Formacao do fragmento m/z 88

Figura 35. Formacéo do ion em m/z 101

Figura 36. Substancia 15 identificada na fase em cicloexano da
madeira de A. colubrina

Figura 37. Formacgao do fragmento m/z 257

Figura 38. Formacao do fragmento m/z 56

Figura 39. Substéncias 16 e 17 identificadas na fase em cicloexano
da madeira de A. colubrina

Figura 40. Formacao do fragmento m/z 271

Figura 41. Formacao do fragmento m/z 70

Figura 42. Substancias 18 a 24 identificadas na fase em cicloexano

da madeira de A. colubrina

61

64
65
65

66

66
67

68

68
69
71

71
72
74

75
75
78

79
79
81



Figura 43. Substancias 25 a 28 identificadas na fase em cicloexano
da madeira de A. colubrina

Figura 44. Esqueletos mais comuns dos triterpenos

Figura 45. Substancia 29 identificada na fase em cicloexano da
madeira de A. colubrina

Figura 46. Substancia 30 identificada na fase em cicloexano da
madeira de A. colubrina

Figura 47. Principais fragmentagdes observadas no espectro de
massas da substancia 30

Figura 48. Esqueleto esteroidal

Figura 49. Formacdo do fragmento referente a perda da cadeia
lateral

Figura 50. Formacéo de fragmentos referentes a clivagem do anel D
Figura 51. Formacéo de fragmentos referentes a clivagem do anel C
Figura 52. Formacao do fragmento referente a reagdo de Retro-
Diels-Alder

Figura 53. Primeira proposta para a formacao do fragmento [M-
139]*

Figura 54. Segunda proposta para a formagdo do fragmento [M-
139]*

Figura 55. Formacéao do fragmento [M-85]"

Figura 56. Formacéao do fragmento [M-111]*

Figura 57. Formacéo do fragmento m/z 271

Figura 58. Formacao do fragmento m/z 300

Figura 59. Formacao do fragmento m/z 124

Figura 60. Formacao do fragmento [M-123]"

Figura 61. Formacao do fregmento [M-42]*

Figura 62. Formacéao do fragmento [M-85]"

Figura 63. Formacao do fragmento m/z 206

Figura 64. Formacao dos fragmentos m/z 193 e 219

Figura 65. Substancia 31 identificada na fase em cicloexano da
madeira de A. colubrina

Figura 66. Principais fragmentos observados no espectro de

84

88
90

94

95

96
97

98
99
99

100

100

101
102
103
104
105
105
106
106
107
108
109

110



massas da substancia 31

Figura 67. Substancia 32 identificada na fase em cicloexano
madeira de A. colubrina

Figura 68. Principais fragmentos observados no espectro
massas da substéancia 32

Figura 69. Substancia 33 identificada na fase em cicloexano
madeira de A. colubrina

Figura 70. Principais fragmentos observados no espectro
massas da substéancia 33

Figura 71. Substancia 34 identificada na fase em cicloexano
madeira de A. colubrina

Figura 72. Principais fragmentos observados no espectro
massas da substancia 34

Figura 73. Substancia 35 identificada na fase em cicloexano
madeira de A. colubrina

Figura 74. Principais fragmentos observados no espectro
massas da substancia 35

Figura 75. Substancia 36 identificada na fase em cicloexano
madeira de A. colubrina

Figura 76. Principais fragmentos observados no espectro
massas da substéancia 36

Figura 77. Formacao de 3-ionona a partir de 3-caroteno

Figura 78. Alguns dos principais norisoprenoides

Figura 79. Substancia 37 identificada na fase em cicloexano
madeira de A. colubrina

Figura 80. Principais fragmentos observados no espectro
massas da substancia 37

Figura 81. Substancia 38 identificada na fase em cicloexano
madeira de A. colubrina

da

de

da

de

da

de

da

de

da

de

da

de

da

Figura 82. Principal fragmento observado no espectro de massas da

substancia 38
Figura 83. Substancia 39 identificada na fase em cicloexano
madeira de A. colubrina

da

111

112

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

Xl



Figura 84. Principais fragmentos observados no espectro de
massas da substancia 39

Figura 85. Esqueleto basico das flavonas

Figura 86. Substancia 40 identificada na fase em diclorometano
obtida da madeira de A. colubrina

Figura 87. Esqueleto basico dos flavonois

Figura 88. Substancia 41 identificada na fase em diclorometano
obtida da madeira de A. colubrina

Figura 89. Esqueleto basico dos flavanondis

Figura 90. Substancia 42 identificada na fase em diclorometano
obtida da madeira de A. colubrina

Figura 91. Esqueleto basico de chalconas

Figura 92. Nomenclatura e ions diagnésticos de chalconas
desprotonadas

Figura 93. Substancia 43 identificada na fase em diclorometano
obtida da madeira de A. colubrina

Figura 94. Correlacdes observadas no espectro 'H x '*C-HMBC da

substancia 43

Figura 95. Substancia 44 identificada na fase em diclorometano
obtida da madeira de A. colubrina

Figura 96. Nomenclatura e ions diagnésticos para flavonas,
flavanonas e flavonodis desprotonados

Figura 97. Nomenclatura das subunidades de proantocianidinas
Figura 98. Proposta de fragmentagdo do ion [M-H] de m/z 561
presente no espectro APCI-MS em modo negativo dos extratos em
acetato de etila e n-butanol

Figura 99. Proposta de fragmentagdo do ion [M+H]" de m/z 291
presente no espectro APCI-MS em modo positivo das fases em
acetato de etila e n-butanol

Figura 100. Proposta de fragmentagdo do ion [M-H] de m/z 271
presente no espectro APCI-MS em modo negativo das fases em
acetato de etila e n-butanol

Figura 101. Efeito do contato das fases obtidas da madeira de A.

129

131
132

136
137

141
142

146
147

148

149

151

155

158

160

162

163

165

Xl



colubrina com N. corniger

INDICE DE EQUACOES

Equacao 1. Percentual de lignina insolivel na madeira em %
Equacéo 2. Concentragao de lignina solGvel em g.L™
Equacao 3. Percentual de lignina soltuvel nas amostras
Equacao 4. Percentual de metabdlitos secundarios extraidos
Equacao 5. Concentragdo de compostos fenélicos em pg.mL
Equacao 6. % Sequestro do radical DPPH

Equacdo 7. indice de Kovats

Equacao 8. Concentracdes dos fenois totais em mg/g

36
36
36
37
38
51
53
57

XHI



ABREVIATURAS E SiMBOLOS UTILIZADOS

APCI-MS- Atmospheric Pressure Chemical lonization Mass Spectrometry
ax — axial

CCDA — cromatografia em camada delgada analitica
CID- Collision-induced dissociation

CLAE — cromatografia liquida de alta eficiéncia
COSY - correlation spectroscopy

&— deslocamento quimico

d— dupleto

dd — duplo dupleto

dl-dupleto largo

dt-duplo tripleto

DMSO-ds dimetilsulféxido perdeuterado

DPPH- 1,1-Difenil-2-picril-hidrazila

eq — equatorial

EAG — equivalentes de acido gélico

ESI-MS- Electrospray lonization Mass Spectrometry
GC-MS- Gas Chromatography Mass Spectrometry

Glc- S-D- glucopiranosila

HMBC- Heteronuclear Multiple Bond Coherence
HMQC-Heteronuclear Multiple Quantum Coherence
Hz — Hertz

IK — indice de Kovats

IR- intensidade relativa

IS — indice de similaridade

J — constante de acoplamento

XV



LH-20 — Sephadex LH-20

LC-MS- Liquid Chromatography- Mass Spectrometry
LCso- Lethal Concentration

LK- lignina de Kason

MM- massa molar

Me- metila

mult.— multiplicidade
m — multipleto

MEA — Extrato de Malte Agar

MHz — megahertz

nm — nanémetro

OMe — metoxila

Ph- fenila

PFex - Ponto de fusao experimental

PFii. - Ponto de fusao citado na literatura

RDA- Retro-Diels-Alder

RMN de 'H — ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RMN de "*C — ressonancia magnética nuclear de carbono-13
s —simpleto

sl— simpleto largo

UV — ultravioleta

Xyl- Xilopiranosila

A- comprimento de onda

XV



XVI

RESUMO

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) Von Reis Alt.,
conhecida popularmente como angico, angico-de-carogo, angico-vermelho,
angico-do-campo, angico-preto, arapiraca, curupai e angico-de-casca, é uma
arvore pertencente a familia Fabaceae. A madeira de A. colubrina é usada em
méveis, construgdo e industria naval devido a sua elevada resisténcia a fungos
responsaveis pela podridao branca e cupins. Da particdo do extrato etandlico da
madeira de A. colubrina foram obtidos quatro fases: cicloexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol. Da fase em cicloexano foram identificados por GC-
MS dezenove ésteres graxos saturados e insaturados, nove &cidos graxos
saturados e insaturados, dois triterpenos (lupeol e lupenona), seis esterdides
(diidrobrassicasterol, estigmasterol, B-sitosterol, estigmast-4-en-3-ona, ergost-4-
en-3-ona e estigmasta-3,5-dien-7-ona) e trés norisoprendides (a-ionona, 5,6-
epoxi-B-ionona e diidroactinidiolida). Apenas o B-sitosterol e lupeol foram isolados
e tiveram suas estruturas caracterizadas utilizando-se as técnicas de RMN de 'H
e '°C juntamente com a espectrometria de massas. O estudo quimico da fase em
diclorometano resultou no isolamento e identificacdo de cinco flavonoides,
compreendendo uma flavona (luteolina), um flavonol (quercetina), um flavanonol
(taxifolina) e duas chalconas (ocanina e isoliquiritigenina). Estes flavondides foram
identificados com base em dados espectroscépicos de RMN de 'H e de "*C (uni-
e bidimensionais), de espectrometria de massas, nos valores de ponto de fuséo e
pela comparagdo com dados espectrais disponiveis na literatura. No estudo
quimico das fases em acetato de etila e n-butanol utilizando-se a técnica APCI-
MS?2 foi identificado como componente majoritario uma proantocianidina dimérica.
Também foi observada em menor proporcdo, a presenca dos flavonoides
naringenina, catequina além de taxifolina, ocanina e luteolina que foram isolados
do extrato em diclorometano. Entre todos os 47 metabdlitos encontrados apenas
os esterbdides B-sitosterol e estigmasterol e os triterpenos lupeol e lupenona ja
haviam sido identificados anteriormente no cerne e partes aéreas de A. colubrina,
sendo assim as demais substancias inéditas no género Anadenanthera. A
madeira de A. colubrina apresentou alto teor de extrativos, especialmente de
compostos fendlicos, o que explica em boa parte a atividade antioxidante e
atividade antifungica frente a Phanerochaete chrysosporium. As quatro fases
obtidas da madeira de A. colubrina apresentam propriedades toxicas e
deterrentes frente a espécie de cupins Nasutitermes corniger quando comparados
com o controle correspondente. A melhor fase termiticida de A. colubrina foi a
acetato de etila (LCso = 17,3 mg.mL" apds 4 dias) provavelmente devido ao
conteudo de proantocianidinas. O extrato em cicloexano que € constituido
principalmente por ésteres e acidos graxos, triterpenos e esterbides foi 0 segundo
mais ativo de A. colubrina (LCso = 67,4 mg.mL™" apés 4 dias).

Palavras-chave: Fabaceae; Anadenanthera colubrina; Atividade Biologica
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ABSTRACT

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) Von Reis Alt.,
popularly known as angico, angico-de-carogo, angico-vermelho, angico-do-campo,
angico-preto, arapiraca, curupai e angico-de-casca, is a tree belonging to
Fabaceae family. A. colubrina wood is used in furniture, building and naval
industries due to its reputed natural resistance to soft-rot fungi and termites. The
ethanolic extract obtained from A. colubrina wood was partitioned to give four
phases: cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. In the
cyclohexane phase were identified by GC-MS nineteen satured and unsatured
fatty esters, nine satured and unsatured fatty acids, two triterpenes (lupeol and
lupenone), six steroids (dihydrobrassicasterol, stigmasterol, g-sitosterol, stigmast-
4-en-3-one, ergost-4-en-3-one and stigmast-3,5-dien-7-one) and three
norisoprenoids (g-ionone, 5,6-epoxy-p-ionone and dihydroactinidiolide). Only -
sitosterol and lupeol were isolated and their structures were characterized using
the 'H and ¥C NMR techniques together with mass spectrometry. Whereas the
chemical study of dichloromethane phase resulted in the isolation and
identification of five flavonoids, comprising one flavone (luteolin), one flavonol
(quercetin), one flavanonol (taxifolin) and two chalcones (okanin and
isoliquiritigenin). These flavonoids were identified based on spectroscopic data of
'H and ¥C NMR (uni-and two-dimensional), mass spectrometry, of melting point
and by comparison with data available in literature. The chemical study of ethyl
acetate and n-butanol phases using the technique APCI-MS? led to the
identification of a proanthocyanidin dimer as major component. Minor components
were the flavonoids naringenin and catechin, besides taxifolin, luteolin and okanin
isolated before from the dichloromethane extract. Between all metabolites found
only the steroids p-sitosterol and stigmasterol and the triterpenes lupeol and
lupenone have been identified previously in A. colubrina heartwood and aerial
parts, all other substances are unreported in the genus Anadenanthera. A.
colubrina wood showed a high level of extractives, especially phenolic
compounds, which can explain the antioxidant activity and high activity against the
fungus Phanerochaete chrysosporium. The four phases from the A. colubrina
wood show toxic and antifeedant properties against the termites Nasutitermes
corniger when compared with the corresponding control. The best termiticide
phase of A. colubrina was ethyl acetate (LCso = 17,3 mg.mL" after 4 days)
probably due to proanthocyanidins content. The cyclohexane phase which
consists mainly of esters, fatty acids, triterpenes and steroids was the second
most active extract from A. colubrina (LC50 = 67,4 mg.mL™" after 4 days).

Key Words: Fabaceae; Anadenanthera colubrina; Biological Activity
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Capitulo 1 Introducdo 1

1. INTRODUCAO

1.1 Consideragoes preliminares

As plantas constituem uma fonte importante de metabdlitos secundarios, também
designados por Gottlieb el at. (1996) como metabdlitos especiais. Estes, embora néo
essenciais para o organismo produtor como os metabdlitos primarios, também nao se
constituem em refugos desprovidos de significado, conceito que imperou até a metade
do século XX, uma vez que eles garantem vantagem para a sobrevivéncia e
perpetuacdo da espécie que a produz, por meio de defesa contra insetos, fungos,
bactérias, virus, parasitas, moluscos e animais superiores, contra raios UV e
alelopatias [HAENEN, 1985]. Assim, as plantas sao possuidoras de varias vias
metabdlicas secundarias que dao origem a diversas classes de compostos,
destacando-se os alcaldides, flavondides, taninos, cumarinas, terpenos, classes que,
por vezes, sdo especificas a determinadas familias, géneros ou espécies, e cujas
funcobes, até pouco tempo eram desconhecidas. Muitos sdo de importancia comercial
tanto na area farmacéutica quanto nas areas alimenticia, agrondmica, perfumaria, entre
outras [SIMOES et al., 2000].

Nas ultimas décadas tem-se verificado um crescente uso de produtos naturais na
fabricacdo de fitoterapicos, cosméticos ou como matéria-prima para sintese de
substancias bioativas (especialmente farmacos); desta forma, faz-se necessaria a
investigacdo destes por meio de estudos fitoquimico, farmacolégico e toxicolégico
[OKUNADE et al., 2004; DREWES et al., 2003]. Assim, muitos trabalhos tém sido
realizados com os objetivos de isolar e caracterizar os metabdlitos especiais oriundos
de plantas, bem como identificar os constituintes que possuam atividades biolégica ou
farmacolégica [KINGSTON, 2000; VEROTA et al., 2000].
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1.2 Bioma Caatinga

A caatinga (semi-arido) € o unico bioma exclusivamente brasileiro, o que
significa que grande parte do seu patriménio biolégico ndo pode ser encontrada em
nenhum outro lugar do planeta. E o principal ecossistema nordestino, uma vez que a
regido nordeste do Brasil tem uma area de 1.548.672 Km? e o semi-arido ocupa
788.064Km? desta area [SOUZA et al. 2003].

Na regido semi-arida, principalmente em baixas altitudes, a caatinga apresenta
uma vegetagdo predominantemente xerdfila, constituindo uma floresta tropical seca
tipicamente decidua com variagdes fisionémicas e floristicas [ANDRADE-LIMA, 1981;
RIZZINI, 1971]. Pela presenca espagada das arvores e arbustos, este ecossistema é
considerado menos denso do que as florestas tropicais Umidas, com grande
intensidade de luz atingindo o solo. A temperatura média nesta regido esta entre 23 e
27°C, e a disponibilidade hidrica para as plantas durante grande parte do ano (7 a 9
meses) é baixa, devido a distribuicdo irregular das chuvas que é a principal
caracteristica da caatinga [SAMPAIO, 1995].

Até o ano de 2003, haviam sido registradas cerca de 1000 espécies vegetais
neste bioma, estimando-se que podem chegar a um total de 3000 [SOUZA et al., 2003].
Apesar disso € o menos estudado e conhecido ecossistema do pais, uma vez que,
além da importancia bioldgica, a caatinga apresenta um potencial econémico ainda
pouco valorizado. A literatura relata a utilizagdo de varias espécies da caatinga em
propriedades rurais como forrageiras, frutiferas, medicinais € madeireiras para usos
diversos. Entre as espécies medicinais e de potencialidade madeireira destacam-se as
do género Anadenanthera (Fabaceae-Mimosoideae) [PAES et al., 2003].

1.3 O Género Anadenanthera
1.3.1 Aspectos taxonémicos

O género Anadenanthera pertence a secao Mimosoideae da familia Fabaceae.
Este género foi por muito tempo confundido com o género Piptadenia devido a

semelhanga morfolégica, contudo a diferenga entre eles foi estabelecida por Brenan em
1955.
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O género Anadenanthera proposto por Brenan (1955) consistia de quatro
espécies anteriormente incluidas no género Piptadenia. Altschul (1964), em uma
revisdo taxonémica do género Anadenanthera considerou que ele € composto apenas
por duas espécies, A. peregrina (L.) Speg. e A. colubrina (Vell.) Brenan, cada uma
delas contendo duas variedades. As duas variedades de Anadenanthera peregrina sao
A. peregrina (L.) Speg. var. peregrina Reis Altschul e A. peregrina (L.) Speg. var.
falcata (Benth.) Reis Altschul. As variedades de A. colubrina sao A. colubrina (Vell.)
Brenan var. colubrina Reis Altschul e A. colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.)
Reis Altschul.

Altschul distinguiu estas duas espécies por meio de poucos caracteres
morfologicos consistentes e suas correlagbes com localizagbes geograficas
particulares. O género Anadenanthera tem uma larga distribuicdo na América do Sul e
as duas espécies tém uma preferéncia por habitat de savana, embora eles parecam ser
adaptaveis também a outros habitats [ALTSCHUL, 1964].

A espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) von Reis
Alt., alvo deste estudo, apresenta diversos sindbnimos [ALTSCHUL, 1964], que séo

listados abaixo:

Acacia cebil (Griseb.)

Piptadenia macrocarpa Benth.

Piptadenia macrocarpa Benth. var. vestita Chod. & Hass.
Piptadenia macrocarpa Benth. var. genuine Chod. & Hass.
Piptadenia macrocarpa Benth. var. Cebil (Griseb.) Chod. & Hass.
Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan

Piptadenia cebil (Griseb.) Griseb.

Piptadenia microphylla Benth.

Piptadenia hassleriana Chod.

Piptadenia hassleriana Chod. var. fruticosa Chod. & Hass.

1.3.2 Aspectos quimicos

As espécies do género Anadenanthera s&o conhecidas como fontes de

alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos e esteroides conforme mostrado na
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Tabelal. Embora existam muitos estudos das duas espécies deste género
relacionados a quantificacdo e extracdo de taninos para emprego na industria de
curtume, ndo ha registros na literatura de estruturas definidas de substancias desta
classe [MONTEIRO et al., 2006a; MONTEIRO et al., 2006b; MONTEIRO et al., 2005;
VITTI et al., 2005; LEITAO et al., 1999; DOAT, 1978; PRADO & RICCI, 1956; ANON,
1928].

Tabela 1. Metabdlitos secundarios isolados de plantas do género Anadenanthera

Metabdlitos Planta Parte da Referéncias
secundarios isolados planta bibliograficas
Alcaloides Vagens IACOBUCCI et al., 1964

A. colubrina Sementes | PACHTER et al., 1959
FISCH et al., 1955

Me
s
HO N\ IACOBUCCI et al., 1964
| Me YAMASATO et al. 1972
N

FISCH et al., 1955

H A. peregrina Sementes | GIESBRECHT, 1960
_ PARIS et al., 1967
bufotenina YAMASATO et al., 1972
H
/
N
©j/\/ \'V'e LEGLER & TSCHESCHE, 1963
N A. peregrina cascas HOLMSTEDT & LINDGREN, 1979

H

N-metiltriptamina

sementes IACOBUCCI et al., 1964
YAMASATO et al., 1972

Me
7
N\ A. colubrina
| Me vagens FISCH et al., 1955
N

sementes YAMASATO et al., 1972

H A.. peregrina vagens FISCH et al., 1955

N,N-dimetiltriptamina

cascas HOLMSTEDT & LINDGREN, 1979

H
/
MeO N ) IACOBUCCI et al., 1964
I j\—/[l ~ \M A. colubrina cascas
e
N
I

H . LEGLER & TSCHESCHE, 1963
- _ . A. peregrina cascas
5-metoxi-N-metiltriptamina HOLMSTEDT & LINDGREN, 1979
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Tabela 1(Continuagdo). Metabdlitos secundarios isolados de plantas do género

Anadenanthera
Metabolitos Planta Parte da Referéncias
secundarios isolados planta bibliograficas
Alcaloides
Me HOLMSTEDT & LINDGREN, 1979
y sementes
MeO N
| AN
Me
ll\l A. peregrina
H LEGLER & TSCHESCHE, 1963
iy o cascas
5-metdxi-N,N-dimetiltriptamina HOLMSTEDT & LINDGREN, 1979
o A. colubrina sementes
\ /Me FISCH et al., 1955
HO N+
AN
| Me
’l" , FISCH et al., 1955
A. peregrina sementes
H PARIS et al., 1967
oxido de bufotenina
s
\Me . FISCH et al., 1955
Ny A. colubrina sementes
AN
N . FISCH et al., 1955
|L A. peregrina sementes
6xido de N,N-dimetiltriptamina
Flavonoides
A. colubrina partes
aéreas GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
OH O
apigenina
A. peregrina folhas PARIS et al., 1967
OH O
vitexina




Capitulo 1 Introducdo 6

Tabela 1 (Continuacdo). Metabdlitos secundarios isolados de plantas do género

Anadenanthera
Metabolitos Planta Parte da Referéncias
secundarios isolados planta bibliograficas
Flavonoides

A. peregrina folhas PARIS et al., 1967
OH O
A. colubrina partes GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
COOMe oy o aéreas
anadantoflavona
A. peregrina folhas PARIS et al., 1967
OH O
orientina
A. peregrina folhas PARIS et al., 1967
OH O
isoorientina

OH
HO O u“@i
oxil A. colubrina cascas PIACENTE et al., 1999

anadantosideo
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Tabela 1 (Continuacdo). Metabdlitos secundarios isolados de plantas do género

Anadenanthera
Metabolitos Planta Parte da Referéncias
secundarios isolados planta bibliograficas
Flavonoides
PARIS et al., 1967
vagens
A. peregrina
PARIS et al., 1967
OH OH cascas
leucopelargonidol
MIYAUCHI et al., 1976
A. colubrina cerne
prosopina
Outros compostos
aromaticos
MeO 0. 0 MIYAUCHI et al., 1976
P A. colubrina cerne
HO
Ph
dalbergina
OMe
MeO o__0O
P MIYAUCHI et al., 1976
HO A. colubrina cerne
Ph
kulmanina
Ph
0 =
) MIYAUCHI et al., 197
MeO o A. colubrina cerne UCHl et al., 1976
OMe

3,4-dimetoxidalbergiona
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Tabela 1 (Continuacdo). Metabdlitos secundarios isolados de plantas do género

Anadenanthera
Metabolitos Planta Parte da Referéncias
secundarios isolados planta bibliograficas

Outros compostos

aromaticos
COH
= partes
A. colubrina aéreas GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
acido cinamico
COOH
A. colubrina partes GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
aéreas
OH
acido 4-hidroxibenzoico
Terpenoides
A. colubrina partes
, GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
aéreas
alnusenol
A.colubrina partes

aéreas GUTIERREZ-LUGO et al., 2004

B-amirina
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Tabela 1 (Continuacdo). Metabdlitos secundarios isolados de plantas do género

Anadenanthera

Metabodlitos secundarios

isolados

Terpenoides

Planta

Parte da

planta

Referéncias

bibliograficas

acido betulinico

A. colubrina partes GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
aéreas
a-amirina
partes
i GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
aéreas
A.colubrina
cerne
MIYAUCHI! et al., 1976
partes
GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
aéreas
A. colubrina
MIYAUCHI et al., 1976
lupenona cerne
A. colubrina partes GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
aéreas
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Tabela 1 (Continuacdo). Metabdlitos secundarios isolados de plantas do género

Anadenanthera
Metabodlitos secundarios Planta Parte da Referéncias
isolados planta bibliograficas
- — /  ———————/———/ ] /|
Esterodides
partes
GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
aéreas
A. colubrina
cerne
MIYAUCHI et al., 1976
B-sitosterol
A. colubrina cerne MIYAUCHI et al., 1976
daucosterol
A. colubrina cerne MIYAUCHI et al., 1976
palmitato de f-sitosterila
A. colubrina partes GUTIERREZ-LUGO et al., 2004
aéreas
estigmasterol
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1.3.3 Potencial biolégico dos extratos brutos e substancias isoladas de espécies
de Anadenanthera

Os indios sul-americanos foram os primeiros a familiarizar-se com as
propriedades das espécies de Anadenanthera, das quais eles faziam uso inalando ou
fumando o p¢6 feito das sementes [COLON, 1944]. Pardal (1937) mencionou que as
sementes, assim como o tabaco, foram as primeiras substancias que os
acompanhantes de Cristévao Colombo utilizaram, por intermédio dos indios, como
alucinégenos. Descreveu ainda que os nomes que os indios designavam a droga
variavam com os lugares, existindo numerosas sinonimias entre as quais citou coboba,
cohoba, yupa, yopa, parika, kurupa, hatax e jataj.

Amorin (1974) relatou que o p6 obtido das sementes torradas de Anadenanthera
peregrina Speg. foi usado para fins alucinégenos por muitas tribos indigenas
sulamericanas.

Fisch et al. (1955) estudaram a composigdo quimica das sementes e vagens de
duas espécies, A. peregrina Benth. e A. colubrina Benth. Nas sementes e vagens de
ambas as espécies foram encontradas quatro bases inddlicas. As vagens continham o
composto N,N-dimetiltriptamina e as sementes as substancias bufotenina e os 6xidos
dessas duas substancias (Tabela 1, pag 4). Os autores citaram ainda a presenga dessa
substancia como o alcaloide majoritario nas espécies estudadas. De acordo com
Pachter et al. (1959), as sementes de A. colubrina constituem-se em uma rica fonte de
alcaloides, sendo também bufotenina (Tabela 1, pag 4) o alcaldide mais abundante.

Paula (1981) mencionou que os usos farmacéuticos da espécie A. colubrina
originam-se das propriedades adstringentes de sua casca que sao usadas largamente
como um medicamento popular devido ao conteudo de bufotenina como componente
ativo. A decoccgao da casca ralada é utilizada para complicagbes do figado, gonorréia,
leucorréia, infecgdo dos ovarios e como depurativo do sangue. O xarope da casca e da
resina € tomado para bronquites e anginas. Também a decocgado da casca e resina é
utilizada em gargarejos e no tratamento da piorréia. Para dores de cabeca, resfriados e
catarros sao realizadas inalagdes com sementes previamente secas ao sol, assadas e
moidas, em pequenas quantidades.

Embora muitos metabdlitos sejam relatados neste género (Tabela 1, pag 4),

poucos trabalhos foram realizados mostrando a importadncia biolégica de seus
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compostos puros. Gutierrez-Lugo et al. (2004), estudando os inibidores da
lipoxigenase, verificaram que entre os 12 compostos isolados das partes aéreas de A.
colubrina, os mais ativos foram: anadanthoflavona, lupenona, lupeol, a-amirina e
apigenina. A inibicdo da lipoxigenase é uma area de pesquisa significativa devido a
implicagbes no cancer, arterosclerose e uma variedade de doengas inflamatorias
[STEELE et al., 1999; BRASH, 1999; NADLER & NATARAJAN, 1996].

Desmarchelier et al. (1999) relataram que o extrato metandlico das cascas do
caule dessa mesma espécie suprimiu a geragao de radicais peroxila e a degradagao do
DNA mediado pelo radical hidroxila, como também inibiu a peroxidacao lipidica em
ratos. Desta forma, os resultados obtidos sugeriram que tal atividade antioxidante pode
desempenhar um papel importante na atividade antiinflamatéria descrita para esta
planta.

Em outra investigacdo relacionada com A. colubrina, comprovou-se que O
extrato etandlico das cascas de sua madeira apresentou toxicidade contra Artemia
salina [Luna et al., 2005]. De acordo com McLaughlin et al. (1991) este ensaio é
considerado uma ferramenta util para a avaliagéo preliminar de toxicidade geral e tem

mostrado boa correlagdo com atividade citotdxica contra tumores sélidos humanos.

1.3.4 A espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) Von
Reis Alt.

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) Von Reis Alt.,
conhecida popularmente como angico, angico-de-carogo, angico-vermelho, angico-do-
campo, angico-preto, arapiraca, curupai e angico-de-casca, € uma arvore de caule
tortuoso e inerme de 13 até 20 m de altura (Figura 1). Sua casca € vermelha, grossa,
muito rugosa e fendida, folhnas compostas, foliolos rigidos, flores brancas dispostas em
capitulos globosos, fasciculados, axilares; fruto vagem achatado, até 32 cm de
comprimento [LORENZI, 1998, CORREA, 1984].

Fornece madeira vermelho-escura, compacta, ndo elastica, rija, pesada
(densidade 1,07 g/cm®), de grande durabilidade, prépria para construgdo naval e civil,
dormentes, marcenaria, carpintaria, lenha e carvdo [LORENZI, 1998, CORREA, 1984].
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A casca é rica em taninos e uma das mais empregadas pelos nossos curtumes;
dela exsuda abundante goma-resina com aplicagdes industriais e medicinais, podendo-
se destacar a sua aplicacdo no combate a bronquites [LORENZI, 1998, CORREA,
1984].

Tem as sinonimias apresentadas no capitulo 1 (ltem 1.3.1) e ocorre do
Maranhdo até Sao Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso de Sul. Floresce
exuberantemente todos os anos durante os meses de setembro a novembro, o que a
torna muito ornamental e propria para arborizacdo de parques e pracas. Os frutos

(vagens) amadurecem de agosto a setembro [LORENZI, 1998].
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Figura 1. Fotografia da arvore, folhas, flores, vagens, frutos, casca e madeira de um
exemplar de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) Von Reis Alt.
[LORENZI, 1998]
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1.4 Madeira de lei

A madeira € um material que apresenta algumas propriedades uteis, tais como:
energética, medicinal, quimica, alimenticia e especialmente madeireira, que desde os
primérdios da humanidade, fizeram-na destacar-se no desenvolvimento da civilizagcao
[LEPAGE et al., 1970].

A expressao “madeira de lei” tem origem em uma lei do periodo imperial que
incumbia aos juizes de paz das provincias, a fiscalizagdo das matas e zelar pela
interdicdo do corte das madeiras de construgdo em geral [PEREIRA, 1950]. Esta
expressao chegou até nossos dias ainda como sindnimo de madeira de construgao civil
e naval, ou seja, madeira dura ou rija, propria para construgdes e trabalhos expostos as
intempéries. O contrario de madeira de lei € madeira-branca que se refere a qualquer
esséncia florestal de contextura mole, e de segunda qualidade, seja qual for a cor do

seu lenho.

1.5 Composigao quimica da madeira

Os principais constituintes da parede celular da madeira (Figura 2) sdo de
natureza polmérica como celulose (30-50%), hemicelulose (20-30%) e lignina (20-
40%). Os componentes organicos de baixo peso molecular, comumente chamados de
extrativos, sdo menos abundantes (3-10%) e de natureza quimica variada [RICHTER &
BURGER, 1978]. A parte inorganica é sumariamente obtida como cinzas que apresenta
conteudo inferior a 1% em madeiras oriundas de zonas temperadas, e um conteudo

superior (até 5%) em madeiras de zonas tropicais [BRITO, 1981].
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A
Madeira

e

Componentes de baixa massa molecular Componentes macromoleculares
Compostos Organicos Compostos Inorganicos Polissacarideos Lignina
(Extrativos) (Cinzas)

Figura 2.Esquema geral da composi¢céo quimica da madeira

A composi¢cdo quimica e a quantidade de cada componente da parede celular
variam dependendo da espécie, da zona de onde é retirada a amostra, do estado de
maturagao e de fatores ambientais (solo, clima, etc.). Outro fator de discrepancia entre
os diferentes valores pode estar relacionado com a utilizagao de diferentes métodos de
determinagéo dos componentes [PASCOAL et al., 1997; SUIOSTROM, 1993].

1.5.1 Polissacarideos

Os polissacarideos, juntamente com a lignina, sdo responsaveis pela estrutura
de suporte das paredes celulares, e sdo constituidos por dois tipos de polimeros
(celulose e hemicelulose), conjuntamente designados por holocelulose.

A celulose, constituinte maioritario do lenho, é constituida por cadeias lineares de
unidades de B-D-glucopiranose, em conformagdo de cadeira, unidas por ligacdes
glucosidicas B(1-4) (Figura 3) [SIOSTROM, 1993].
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OH

OH
OH

Figura 3. Estrutura da celulose (1—4 B-D-glucopiranose)

As moléculas de celulose tém uma forte tendéncia para formar ligacbes de
hidrogénio intra e intermoleculares [SJOSTROM, 1993], as quais influenciam a
morfologia, rigidez, orientagdo e resisténcia das cadeias [GARCIA, 2003].

As hemiceluloses sao heteropolissacarideos que, como a celulose, tém a fungao
de suporte nas paredes celulares, além de desempenharem fungbées na regulacao
do crescimento e desenvolvimento das plantas [GARCIA, 2003; SIOSTROM, 1993].
Sao constituidas por diferentes tipos de acgucares formando cadeias mais curtas e
com ramificagdes. Como possuem baixo grau de polimerizagdo, tornam-se
relativamente faceis de serem hidrolisadas por acidos. Os acgucares presentes podem
ser divididos em diferentes grupos, como pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses
(D-glucose, D-manose, D-galactose), acidos hexurénicos (acido 4-O-metilglucurdnico

e acido D-galacturénico) e desoxiexoses (L-ramnose e fucose) [PINTO, 2000].

1.5.2. Lignina

Depois da celulose, a lignina € o polimero mais abundante e importante na
madeira, estando as suas funcbes relacionadas com a protecdo contra
microorganismos, insetos, agentes abidticos (umidade, temperatura elevada,
luminosidade excessiva), além de manter as células unidas e desempenhar um
importante papel no transporte de metabdlitos, nutrientes e agua na planta. A

associagao entre a lignina e os polissacarideos confere rigidez e resisténcia
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estrutural & parede celular dos tecidos vegetais [SJIOSTROM, 1993]. A quantidade,
localizac&o e estrutura da lignina numa planta sdo muitas vezes considerada como o
fator base para definir a aplicabilidade da madeira [KLOCK et al., 2005].

A lignina é biosintetizada nos tecidos das plantas pelo acoplamento oxidativo
de derivados do alcool cinamilico, principalmente os alcoois coniferilico, sinapilico
e p-cumarilico, mostrados na Figura 4. Esses alcoois, denominados monolignais,
possuem diferengas nos grupos substituintes e sdo os respectivos precursores primarios
das unidades conhecidas como guaiacila (G), siringila (S) e p-hidroxifenila (H) [GARCIA,
2003].

CH,OH CH,OH CH,OH
Pz _ Pz
OMe MeO OMe
OH OH OH
1 2 3

Figura 4. Principais precursores da lignina: 1. alcool coniferilico, 2. alcool sinapilico, 3.

alcool p-cumarilico

Diferentes tipos de ligagdes entre as unidades derivadas de fenilpropanoides
podem ser formadas dependendo da posicdo do elétron livre nos dois radicais que sao
acoplados, nela os substituintes no anel aromatico sao indicados por um R. No caso de
residuos H ambos os substituintes sdo hidrogénios, enquanto que em residuos do tipo
G os atomos de carbono C-3 apresentam um grupo metoxila, e nos residuos S ambos
os atomos de carbono C-3 e C-5 contém metoxilas.

A ligagdo mais comum na lignina € a B-O-4 (Figura 5). Outros tipos de
acoplamento incluem: 5-O-4’, B-1, 5-5, B-p’, B-5, e a ligacdo dibenzodioxocina

[BRUNOW et al., 1999]. As ligagdes envolvendo carbono 3 sdo favorecidas enquanto as
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ligacbes 5-5" e 5-O-4’ estao presentes apenas em pequenas quantidades, e tendem a
ser originados a partir de oligbmeros ja formados ao invés da adicdo de novos radicais
monolignois [RALPH et al., 2004].

_ OH OH
R =
HO 4

. -1
8-0-4 5.0-4 B

MeO

dibenzodioxocina benzodioxano

Figura 5. Possiveis ligagdes entre as unidades fenilpropanoides em ligninas
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A ligacao benzodioxano foi identificada em plantas que acumulam quantidades
substanciais de alcool 5-hidroxiconiferilico como resultado da diminuicdo da atividade da
enzima acido caféico-O-metiltransferase. Esta € uma unido singular entre duas unidades
envolvendo uma ligagéo B-O-4’ e uma a-O-5" [RALPH et al., 2004].

1.5.3. Componentes de baixa massa molecular

Estes componentes estdo presentes numa propor¢gao muito menor que os outros
constituintes, mas tém grande influéncia nas propriedades da madeira. Estes pertencem
a diferentes classes de compostos quimicos mas, simplificando, podem-se dividir

em dois tipos: organicos e inorganicos [KLOCK et al., 2005].

1.5.3.1. Componentes Orgéanicos (Extrativos)

Os extrativos existem na madeira em menor proporgdo que 0s outros
constituintes, no entanto, compdem uma extraordinaria diversidade de compostos
como terpenos, esteroides, acidos e ésteres graxos, flavonoides, taninos,etc.

Consistem de compostos organicos tanto lipofilicos como hidrofilicos, que nao
formam parte da parede celular e que podem ser extraidos com solventes organicos
[SJOSTROM, 1993].

e Substancias alifaticas

A fragao extraida com solventes apolares e de média polaridade como hexano,
cloroférmio e diclorometano, inclui compostos alifaticos tais como alcanos (C16 a
C24), alcoois (C20 a C26), ceras (ésteres de alcoois alifaticos) e acidos graxos
esterificados e livres, saturados ou insaturados (Figura 6). Os acidos graxos mais
abundantes e mais importantes na madeira tém entre 16 a 24 atomos de carbonos
[SJIOSTROM, 1993].
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acido hexadecanodico

Ho/\/\/\/\/\/\/\/\/\/ 1-nonadecanol

Figura 6. Estruturas de alguns compostos alifaticos presentes na madeira

e Terpenoides e esteroides

Os terpenos formam uma familia ampla e estruturalmente diversificada de
produtos naturais, sendo derivados da uni&o de unidades isoprénicas (Cs) (Figura 7).
Desta maneira, sdo classificados de acordo com o numero de tais unidades em:
monoterpenos (C1o), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo), sesterpenos (Czs),
triterpenos (Csp), carotenoides (Cy4o) € borracha (Cs), [MANN, 1986; DEWICK, 1997].

P

Figura 7. Estrutura do isopreno

Os terpenoides sao terpenos substituidos com mais de um grupo funcional,
predominantemente oxigenado, como: -OH, -OR, -OAc, -COOH, -COOR, =0 [MAHATO
& KUNDU, 1994].

A composigao quimica do 6leo volatil ou “essencial” das madeiras resinosas
contém um grande numero de monoterpenos e seus derivados hidroxilicos, assim como

pequenas quantidades de sesquiterpenos (Figura 8) [SJOSTROM, 1993].
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b0 0

X

a-pineno B-pineno limoneno  3-careno 1,8-cineol

a~cadinol a-cedreno

Figura 8. Exemplos de monoterpenos (C+o) e sesquiterpenos (C1s)

Os triterpenoides constituem um dos maiores grupos de

naturais; as plantas madeireiras possuem mais de 1500 estruturas qui

compostos

micas com

cerca de 40 tipos de esqueletos distintos. A maioria destes compostos possui um

sistema pentaciclico com um grupo hidroxila ou carbonila no atomo de carbono C-3,

que pode surgir tanto na forma livre como esterificada. A Figura 9 mostra a estrutura do

acido arjundlico (triterpeno) encontrado na madeira de Terminalia fagifolia [GARCEZ et

al., 2008].

HO,,,

HO™
CH,OH

acido arjundlico

Figura 9. Exemplo de triterpeno pentaciclico



Capitulo 1 Introducdo 23

Os triterpenos pentaciclicos sdo frequentemente encontrados na forma de
saponinas triterpénicas. Saponinas sao glicosideos que, até mesmo em baixas
concentragcdes, produzem uma espuma em solugcdo aquosa em virtude de suas
propriedades surfactantes [DEWICK, 1997].

Os esteroides das plantas, também designados por fitoesteroides (Figura 10),
tém a mesma origem biossintética dos triterpenoides, possuindo um esqueleto
tetraciclico, com um numero de carbonos que varia entre 28-32, grupos funcionais como
hidroxila e uma cadeia lateral de comprimento variavel em C-17. Podem também
conter alguns grupos metila, carbonila e insaturagcbes em diversas posigoes. Estes
compostos podem ser encontrados nas plantas na forma livre ou esterificados com
acidos graxos, ou ainda formar glicosideos com diversos agucares, sendo,

geralmente, o B-D-glucopiranosideo o mais abundante [DEWICK, 1997].

campesterol p-sitosterol estigmasterol

Figura 10. Estrutura de alguns esteroides comuns no reino vegetal

e Compostos fendlicos

A expressao “compostos fendlicos” abrange uma vasta gama de substancias
organicas com uma variedade de fungdes no crescimento, desenvolvimento e defesa
das plantas, a qual pode ser dividida nos seguintes grupos [VERMERRIS &
NICHOLSON, 2006]:

> Fendis simples e acidos fendlicos (derivados dos acidos benzdico e
cinamico): o fenol € o composto mais simples desta familia. Os derivados do acido

benzdéico (C6-C1), como o acido vanilico e os seus aldeidos correspondentes sao
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componentes comuns de muitas plantas. Os acidos podem estar presentes como
glicosideos, ésteres ou na forma livre. Os quatro acidos do tipo cindamico (C6-C3), p-
cumarico, caféico, ferulico e sinapico, ocorrem principalmente na forma esterificada

nas plantas superiores (Figura 11).

CO,H
OH CO,H < =
2 o] OH
R1 R2 R1 R2
OH HO O OH
0
fenol acido vanilico R;= OMe; R, =H acido elagico acido p-cumarico R;=R, =H
4cido gélico R;=R,=0H acido caféico R;=H;R,=O0H

acido ferdlico R;=H;R,=0OMNe
acido sinapico R, =R, =0OMe

Figura 11. Exemplos de fendis simples e acidos fendlicos

> Flavonoides: Constituem uma das classes de produtos naturais mais diversa e
ampla, ocupando uma posi¢ao importante entre os fendis naturais [HARBONE et al.,
1975; SIMOES et al., 2000].

O termo flavonoide engloba um grupo de compostos que apresenta uma estrutura
comum caracterizada por 15 atomos de carbono (Cs-C3-Cs), em dois anéis aromaticos
ligados por uma cadeia de trés carbonos (aciclica ou heterociclica) (Figura 12). Esta
classe é formada por mais de 4000 compostos fendlicos e inclui varios subgrupos como
flavanonas, flavanondis, flavonas, flavondis, flavanas, flavandis, chalconas,
diarilpropandides e outros [HARBONE et al., 1975].

As diferengas entre os subgrupos resultam em modificagdes na cadeia de trés
carbonos (entre os dois anéis aromaticos) que pode ser: aciclica ou heterociclica,
saturada ou insaturada, podendo ou ndo apresentar grupos funcionais, tais como —OH
ou =0. Ja as diferencas individuais dentro de cada subgrupo resultam de uma variagao
no numero e posi¢cao dos grupos hidroxila, pelo grau de metilagdo, glicosilacdo e
prenilagao.
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OH O

isoliquiritigenina catequina taxifolina

Figura 12. Exemplos de flavonodides

» Cumarinas e Lignanas: As cumarinas sao lactonas devivadas do acido cinamico
(Figura 13). Existem inumeras cumarinas e muitas desempenham nas plantas um papel
na resisténcia de pragas e doengas, bem como tolerancia a luz UV [VERMERRIS &
NICHOLSON, 2006]..

Lignanas sao dimeros ou oligbmeros formadas por unidades de fenilpropano (C6-
C3), as quais estdo ligadas por acoplamento oxidativo (Figura 13). Desempenham um
papel como deterrentes de insetos e algumas apresentam propriedades medicinais
[VERMERRIS & NICHOLSON, 2006].

OH

acido cinadmico

HO (@) O
T

umbeliferona pinoresinol

Figura 13. Estrutura do acido cindmico e exemplo de cumarina e lignana
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» Xantonas e Estilbenos: Xantonas tém uma estrutura C6-C1-C6 enquanto
estibenos apresentam uma estrutura C6-C2-C6. As xantonas constituem uma classe
importante de compostos fendlicos encontrados em plantas superiores, sendo restritas a
algumas familias vegetais. Estilbenos possuem um sistema de ligagdes duplas
conjugadas, sendo que a maioria dos compostos isolados de fontes naturais
apresenta configuragdo ftrans (E). Esta classe ¢é pequena, porém constitui um
importante grupo de produtos naturais encontrados na madeira (Figura 14)
[VERMERRIS & NICHOLSON, 2006].

OH
O
cro tor
O

OH
xantona resveratrol

Figura 14. Exemplo de xantona e estilbeno

» Taninos: S&o0 compostos oligoméricos ou poliméricos, com multiplas unidades
estruturais com grupos fendlicos livres, de peso molecular entre 500 e 20000. As
estruturas polifendlicas dos taninos sao necessarias, mas nao requisitos suficientes para
classifica-los [KHANBABAEE & van REE, 2001].

Devido a diversidade estrutural dos taninos, criou-se um sistema de classificagao
baseado nas suas caracteristicas estruturais e propriedades quimicas. A observagao
de que muitos taninos podem ser fracionados hidroliticamente em seus componentes
basicos levou a classificagdo de tais taninos como “taninos hidrolisaveis”. Os
classificados como “taninos condensados” sdo oligoméricos n&o-hidrolisaveis e
proantocianidinicos poliméricos [SIMOES et al., 2000; WURDING & WOLLER, 1989].

As estruturas de taninos caracterizados e classificados como hidrolisaveis
apresentam residuos galoila (Figura 15) que podem estar glicosilados, ligados entre si
ou a um outro residuo, através de seus carbonos aromaticos e/ou atomos de oxigénio
fendlicos. No entanto, nem todos os taninos apresentam necessariamente uma

unidade galoila ou derivados. Exemplos deste tipo sdo encontrados nos taninos
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denominados condensados, que sao formados a partir de precursores de flavonoides.
Os taninos condensados, construidos por pelo menos duas unidades de catequina,
podem alternativamente apresentar os residuos galoila ligados através dos carbonos

aromaticos ao grupo hidroxila em C-3.

0
C

HO OH
OH

Figura 15. Residuo galoila

O termo “taninos hidrolisaveis” inclui tanto os galotaninos (derivados do acido
galico) como os elagitaninos (derivados do &cido elagico) (Figura 16) [SIMOES et al.,
2000; WEINGES & PLIENINGER, 1999]. No entanto, deve-se mencionar que existem
elagitaninos que ndo sao hidrolisaveis, por causa do posterior acoplamento C-C dos
seus residuos polifenélicos com uma unidade poliol (ex. D-glucose), mas que sao
incluidos no grupo dos hidrolisaveis devido a argumentos historicos.

De acordo com Khanbabaee e van Ree (2001), estes exemplos mostram
claramente que a divisdo dos taninos em apenas dois grupos, hidrolisaveis e
condensados nédo engloba a diversidade estrutural destas substancias. Com base
nestas caracteristicas estruturais, foi possivel dividir os taninos em quatro grupos
maiores (KHANDABAEE & van REE, 2001):

» Galotaninos; sdo todos os taninos em que as unidades galoila ou derivados sao
ligadas a diversas unidades poliol-, catequina- ou triterpenoide.

» Elagitaninos; sdo aqueles taninos em que pelo menos duas unidades galoila sdo
acopladas C-C mutuamente, e ndo contém uma unidade catequina ligada
glicosidicamente.

» Taninos complexos; sao taninos em que uma unidade catequina € ligada
glicosidicamente a uma unidade galotanino ou elagitanino.

» Taninos condensados; sao todas as proantocianidinas oligoméricas e
poliméricas formadas pela ligagdo do C-4 de uma catequina com C-8 ou C-6 da

préxima catequina monomeérica.
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galotanino

OH tanino complexo

Figura 16. Exemplos de taninos
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elagitanino

tanino condensado
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1.5.3.2. Componentes inorgénicos (Cinzas)

A composi¢ao mineral da madeira é obtida através do seu teor de cinzas, o qual
€ determinado apds calcinacdo da amostra em mufla elétrica a 550-600°C.
Fundamentalmente, estes compostos s&o sais inorganicos de calcio, potassio e

magnésio, e formam carbonatos, silicatos, oxalatos e fosfatos [KLOCK et al., 2005].

1.6 Biodegradagao da madeira

Em virtude da sua estrutura e constituicdo quimica, a madeira esta sujeita a
degradacdo por organismos que dela se alimentam. No lenho estdo presentes
substancias nutritivas que constituem a base alimentar de uma infinidade de
organismos, entre os quais, fungos, bactérias, insetos, moluscos e crustaceos. Estes
organismos que degradam a madeira sdo conhecidos como xil6fagos [CARBALLEIRA
LOPEZ & MILANO, 1986; OLIVEIRA et al., 1986; CAVALCANTE, 1982; HUNT &
GARRATT, 1967].

Os cupins (térmitas) e fungos sao, indubitavelmente, os organismos que mais
causam danos a madeira, e cujo desenvolvimento € favorecido pelas caracteristicas
edafoclimaticas do semi-arido brasileiro (caatinga). As madeiras empregadas no meio
rural e urbano em construgdes, moéveis, bem como as utilizadas nos monumentos
histéricos, sdo impiedosamente consumidas quando estes organismos nelas se instalam
[OLIVEIRA et al., 1986; FINDLAY, 1985; HUNT & GARATT, 1967].

Entre os fungos responsaveis pelo apodrecimento da madeira, destaca-se a classe
dos basidiomicetos, na qual se encontram os fungos responsaveis pela podridao-parda
e pela podridao-branca, que possuem caracteristicas enzimaticas proprias, quanto a
decomposicdo dos componentes macromoleculares da madeira.

A podridao branca é causada por fungos com alta capacidade de degradacéo,
uma vez que atacam indistintamente tanto os polissacarideos quanto a lignina
[OLIVEIRA et al., 1986]. Dentre os fungos responsaveis pela podriddao branca destaca-

se Phanerochaete chrysosporium, um basidiomiceto (reprodugdo sexuada) conhecido
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popularmente como orelhas-de-pau, tipo cogumelo, que apresenta a capacidade de
degradar a lignina [OLIVEIRA et al., 2005].

O problema dos cupins tem preocupado, sobretudo, os pesquisadores brasileiros.
Lelis (1994) estimou, ao se realizar um levantamento em duzentas e quarenta
edificagdes, na cidade de S&o Paulo no periodo de 1973 a 1993, um prejuizo de US$
3,5 bilhdes, causado pelos térmitas. Serpa (1986) constatou também a presenca de
cupins do género Cryptotermes, destruindo obras sacras, molduras de quadros, altares,
vigas, caibros, ripas e constituintes do madeiramento das coberturas das edificacbes da
cidade histoérica de Olinda, em Pernambuco.

Nasutitermes corniger Motschulsky € uma das espécies de cupins mais
amplamente distribuidas, sendo encontrada desde o sul do México até o norte da
Argentina. No Brasil, N. corniger ocorre em praticamente todo o territdrio nacional,
sendo inclusive considerado uma praga urbana em diversas cidades do pais. Esta
espécie é altamente adaptavel a colonizacdo em ambientes naturais ou modificados
pela espécie humana e consome a madeira em quase toda forma, como madeiras
duras e moles, que estao secas, umidas ou parcialmente decompostas [SCHEFFRAHN
et al., 2002; SCHEFFRAHN et al., 2005], e depende de bactérias simbidticas presentes
em seu intestino para degradar a lignocelulose [BREZNAK, 1982].

Um dos fatores que limita a ampla utilizagdo da madeira é a sua baixa resisténcia
a degradacédo. A durabilidade natural da madeira é interpretada pela capacidade que a
mesma possui de resistir a agdo dos agentes agressores, tanto os biolégicos como os
fisico-quimicos, podendo desta forma apresentar alta, média ou baixa resisténcia a acao
desses agentes.

Embora os componentes estruturais da parede celular contribuam para a
resisténcia da madeira [SILVA et al., 2007; BULTMAN et al., 1979], os extrativos como
alcaloides, terpenos, taninos e outras substancias fendlicas, que sdo nocivas aos
organismos xiléfagos por apresentarem, isoladamente ou simultaneamente, toxicidade,
deterréncia alimentar ou repeléncia, também tém um efeito significativo sobre sua
durabilidade [GANAPATY et al., 2004; CABRERA et al., 2001; SIMOES et al., 2000;
CHANG et al., 1999, OLIVEIRA et al., 1986; LELLES & REZENDE, 1986; FINDLAY,
1985, HUNT & GARRATT, 1967].

De acordo com os dados citados na literatura, terpenos (de monoterpenos a

triterpenos) tém mostrado propriedades téxicas, deterrentes alimentares e repelentes
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contra organismos xilé6fagos [LAJIDE et al., 1995; VIEGAS JR, 2003; BLASKE et al.,
2003; PARK & SHIN, 2005; WATANABE et al., 2005]. A maioria dos trabalhos
publicados refere-se a monoterpenos como substancias téxicas e repelentes, enquanto
triterpenos séo relatados como deterrentes.

A toxicidade de alcaloides aos animais, incluindo insetos € bem conhecida
[WINK, 1987]. Um estudo recente realizado com alcaloides obtidos de Sophora
flavescens (Fabaceae) contra térmitas subterrdneos mostrou elevada toxicidade e forte
deterréncia alimentar [MAO & HENDERSON, 2007].

Dentre os fendlicos de plantas os flavonoides [SIMMONDS, 2001] e taninos
[MONTEIRO et al., 2005] sao os deterrentes alimentares mais conhecidos. Quercetina,
taxifolina e outros flavonoides foram relatados por impedirem fortemente a alimentacao
de cupins [REYES-CHILPA et al., 1995; MORIMOTO et al., 2000; OHMURA et al.,
2000; CHEN et al., 2004; MORIMOTO et al., 2006]. Além da forte deterréncia alimentar,
os flavondides tambem sao conhecidos por sua toxicidade aos térmitas [MORIMOTO et
al., 2006] e por inibirem o crescimento de fungos [MALTERUD et al., 1985].

Taninos, devido as suas propriedades de complexar proteinas e inibir varias
enzimas digestivas, sado considerados fortes adstringentes. A precipitacéo de proteinas
glucosalivares que ocasiona a perda do poder lubrificante, parece ser a principal causa
da ingestao reduzida de alimentos em mamiferos herbivoros [MONTEIRO et al., 2005].
Provavelmente, devido a esta capacidade de complexar proteinas e outras
macromoléculas, os taninos também apresentam efeitos toxicos. Ayres et al. (1997)
verificaram que a rapida mortalidade de insetos tratados com taninos condensados
parece ser devido as propriedades téxicas destes compostos e nao pela inibicdo da
digestibilidade.

Alguns pesquisadores assumiram que existe uma relagcédo significativa entre
substancias antioxidantes e a sobrevivéncia de térmitas e fungos. Ragon et al. (2008)
hipotetizou que cupins detectam e evitam a madeira que contém extrativos com um
nivel minimo de antioxidantes, em fungdo destes interferirem na digestdo da
lignocelulose pelos simbiontes dos térmitas. De acordo com Amusant et al. (2007), ndo
ha duvidas de que as propriedades antioxidantes e fungicida dos extrativos sao os
fatores mais importantes que influenciam a durabilidade da madeira.

Os estudos realizados com térmitas sdo menos numerosos e mais recentes em

relacdo aqueles com fungos xil6fagos, em fungdo dos fungos serem considerados os
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principais agentes deterioradores da madeira utilizada em contato com o solo. No
entanto, madeiras empregadas em batentes de portas, janelas, lambris, assoalhos,
forros e escadas, por estarem em locais protegidos e longe do contato com o solo, estao
livres do ataque de fungos, mas n&o dos insetos [MENDES & ALVES, 1986].

As madeiras de lei sdo ainda muito procuradas e utilizadas, em virtude de sua
elevada durabilidade natural, ou seja, elevada resisténcia ao apodrecimento e ao ataque
de cupins, além de serem pesadas e munidas de um cerne de alta densidade. Entre as
madeiras de lei de elevada durabilidade natural mais usadas em pecas de sustentacao
das cercas (mourdes), porteiras, batentes de portas e janelas, além de outros usos em
construcdes rurais e urbanas destaca-se a da espécie A. colubrina [PAES et al., 2003].

Cientificamente, pouco se conhece a respeito do comportamento real da madeira
desta espécie em relagao a resisténcia ao ataque de organismos xiléfagos. Um estudo
realizado com o objetivo de avaliar a resisténcia de nove madeiras do semi-arido
brasileiro revelou que A. colubrina foi resistente, a agdo de cupins Nasutitermes
corniger, de fungos Pycnoporus sanguineus (um dos responsaveis pela podridao-
branca) e Gloeophyllum trabeum (um dos responsavis pela podridao-parda), bem como
frente aos térmitas de madeira seca Cryptotermes brevis [PAES et al., 2003; SILVA et
al. 2007].

O método tradicional de combate aos cupins tem como principio a utilizagao de
produtos quimicos sintéticos. Estes inseticidas, hoje principalmente organofosforados e
piretroides, apresentam toxicidade para o homem e outros seres vivos e risco de
contaminagao ambiental [CABRERA et al., 2001]. Relatos publicados revelaram que
muitas madeiras possuem resisténcia natural a infestagdo de térmitas, mas somente um
numero limitado delas foi examinado [GANAPATY et al., 2004].

Por essas razdes muitos pesquisadores estao direcionando suas pesquisas para
a separacao e identificacdo de extrativos de algumas madeiras duraveis e avaliando
suas bioatividades em busca de compostos naturais como alternativas no controle de
térmitas [CHENG et al., 2007; PARK et al., 2005; WATANABE et al., 2005; GANAPATY
et al., 2004; CHANG & CHENG, 2002; CABRERA et al., 2001; CHANG et al., 2001;
CHANG et al., 1999; CARTER, 1978].

Assim, o conhecimento das substancias quimicas produzidas pelo vegetal que
sdo tdxicas aos organismos xiléfagos € de grande importédncia para a industria de

produtos quimicos utilizados no tratamento de madeiras de baixa durabilidade a fim de
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imuniza-las contra deterioracdo bioldgica, evitando, desta forma, os gastos
desnecessarios com a reposigao de pecas deterioradas e reduzindo os impactos sobre

as florestas remanescentes.
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2. JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS

Tendo em vista todas as informagdes supracitadas aliadas a importancia de estudar
espécies do bioma caatinga como Anadenanthera colubrina, justifica-se a sua
investigacado quimica, bem como a avaliagdo da atividade biolégica dos seus extratos e
compostos obtidos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos:

GERAL

A busca de constituintes quimicos biologicamente ativos de madeiras de lei

ocorrentes na caatinga.

ESPECIFICOS

¢ Investigar a composi¢cao quimica da madeira de um espécime de Anadenanthera
colubrina (Fabaceae-Mimosoideae), visando o isolamento e elucidagdo estrutural de
seus metabdlitos secundarios.

e Testar os extratos e os constituintes quimicos obtidos quanto as suas atividades
antifangica frente ao fungo Phanerochaete chrysosporium , antitermitica frente a
especie de cupins Nasutitermes corniger e sequestradora de radicais livres

e Comparar os resultados com os obtidos da madeira de Delonix regia (Fabaceae-

Caesalpinoideae) nao resistente ao ataque de organismos xil6fagos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do material vegetal

Anadenanthera colubrina foi coletada na Fazenda Jatoba, localizada na cidade
de Serra Talhada em Pernambuco. A planta foi identificada pela Profa Dra. Suzene
Izidio da Silva (Universidade Federal Rural de Pernambuco). Uma exsicata foi
depositada no herbario da referida universidade sob o numero PE UFR-49643. Um
galho de 20 cm de diametro e 100 cm de comprimento foi seco a temperatura

ambiente, descascado e posteriormente moido.

3.2 Determinagao de Lignina Insoluvel

A determinacao de lignina insoluvel, ou lignina de Klason (LK), foi realizada de
acordo com a metodologia da TAPPI (1999).

Pequena quantidade da madeira moida (1g) foi extraida com cicloexano em
sistema de Soxhlet por 4 horas. Posteriormente o mesmo procedimento foi repetido
utilizando etanol. Em seguida, a madeira seca foi transferida para um béquer de 150
mL contendo 100 mL de agua destilada, o qual foi tampado com um vidro de relégio e
deixado em banho-maria em ebuligdo por 3 horas.

Apos filtragao e secagem, a madeira (residuo) foi tratada com 15 mL de H,SO4
72%, controlando-se a temperatura para 13°C +2°C, a partir da adicdo do acido
sulfurico. Depois disto o sistema foi coberto por um vidro de relégio e deixado sob
agitacdo magnética vigorosa mantendo-se a temperatura controlada a 19°C + 2°C, por
2 horas.

A mistura acida resultante foi diluida para 3% adicionando-se 560 mL de agua
destilada e mantida sob refluxo por 4 horas. Apds esse periodo, a solugao foi deixada
em repouso, para sedimentar o material insoluvel (lignina), que foi filtrado e colocado
para secar em estufa a 105°C +2°C até peso constante. A lignina seca foi transferida
para dessecador, para entdo ser pesada em balanca analitica.

Trés repeticbes foram realizadas e a quantificagdo da lignina insoluvel foi

determinada usando-se a equagao 1.
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Li% = [M‘g}xloo (Equagéo 1)
M,

Li% - Percentual de lignina insoluvel na madeira em %;
M,y — Massa de lignina insoluvel seca em g;
M; — Massa da madeira seca, em g.

3.3 Determinagao de Lignina Soluvel

300 mg da madeira foi extraida com cicloexano em sistema de Soxhlet por 4
horas e em seguida com etanol. Foram adicionados 3 mL de H,SO4 75% a madeira
sem extrativos mantendo-se sob agitagdo magnética por 1 minuto.

A amostra foi transferida para banho-maria por 60 minutos a + 30°C. Em
seguida foi colocada em erlenmeyer de 250 mL e diluida para 4% pela adicdo de 84
mL de agua deionizada. A amostra foi transferida para autoclave vertical - Phoenix
(Araraquara —SP), a 121°C durante 30 minutos.

Em seguida, a amostra foi filtrada e sua absorbancia registrada em um
espectrofotometro a 280 nm. O experimento foi realizado em triplicata e o calculo da
lignina soluvel foi determinado através das equacdes a seguir (Equagdes 2 e 3) que
relacionam a medida da absorbancia para cada amostra as suas respectivas
concentracdes [ASTM METHODS, 1956].

C..= (41,87 % Absz — 0,3279)x107 g L™ (Equagéo 2)
Cps ~
L% = M %1000 (Equacéo 3)

Em que:

C.s — Concentragao de lignina soltvel em g.L”";
Aps — Absorbancia da amostra a 280 nm;

Ls% - Percentual de lignina soluvel nas amostras;

M; — Massa inicial da madeira em g.
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3.4 Determinacao do Teor de Extrativos e Fenodis Totais

Na etapa de determinagédo de lignina insoluvel foram realizadas em ftriplicata
duas extragcdes em aparelho de Soxhlet, a primeira usando cicloexano e a segunda
com etanol. Os extratos foram concentrados sob pressao reduzida e suas massas
obtidas em balanga analitica.

O rendimento dos extratos obtidos foi determinado através da equagéao 4.

Ext% = BA/I—} x100 (Equagao 4)

f

Em que:
Ext % - Percentual de metabdlitos secundarios extraidos;
Mms — Massa dos extrativos secos em g;

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

Para a determinagcédo de fendis totais foi utilizada a metodologia descrita na
literatura por Waterman e Simon (1994). Desta forma, a 1g da madeira foi adicionado
30 mL de MeOH/H,0 (na proporgao 8:2 v/v). A mistura foi deixada em repouso por 24
horas em ambiente escuro e em seguida foi filtrada. O filtrado foi concentrado sob
presséo reduzida até a eliminagdo de todo o metanol. Em seguida, separou-se uma
aliquota de 50 pL do extrato e adicionou-se 25 mL de agua destilada. Desta nova
solugdo, transferiu-se uma aliquota de 500 uL para um tubo de ensaio. A este tubo
foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de solug&o
aquosa de Na,CO3; 7,5%. O branco consistiu em 2,5 mL de Folin-Ciocalteau 10% e
2,0 mL de solugdo aquosa de Na,CO3 a 7,5% com 500 uL de agua destilada.

Os tubos de ensaio foram levados a banho-maria a 50°C por 5 min. As
amostras foram analisadas imediatamente apdés o0 aquecimento em um
espectrofotdmetro, para a leitura da absorbancia a 760 nm. A concentracido de fendis
totais foi avaliada através de uma curva padrao de acido galico nas concentracdes de
0,78; 1,56; 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL. O experimento foi realizado em triplicata
e a concentragdo de fendis totais foi determinada através da equacdo da reta

mostrada a seguir (Equacéao 5), obtida da curva padrao do acido galico.
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X="— (Equacéo 5)

Onde:

X - Concentragao de compostos fendlicos em ug/mL;
Y — Absorbéncia das amostras a 760 nm;

B — Constante da reta;

A — Coeficiente angular da reta.

3.5 Ensaios fitoquimicos

Neste procedimento foram utilizados testes especificos, segundo a metodologia
descrita por Costa (1982), para identificar as principais classes de compostos (Tabela

2) presentes na madeira.

Tabela 2. Testes para identificar as principais classes de compostos presentes nas

plantas.
Classes de compostos Testes
Alcaloides Dragendorff, Mayer
Esteroides e Terpenos Liebermann-Buchard
Flavonoides Shinoda, oxalo-borica
Saponinas Espuma
Taninos Cloreto férrico

3.5.1 Alcaloides

A 1 g da madeira seca e moida foram adicionados 10 mL de HSO4 1% e, em
seguida a mistura foi aquecida em banho-maria a 100 °C por 2 minutos e
posteriormente filtrada. Aliquotas do filtrado foram testadas com os reagentes de

Dragendorff e de Mayer. Assim, na presenca de alcaloides o reagente de Dragendorff
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forma um precipitado laranja-avermelhado, enquanto que o reagente de Mayer origina

um precipitado branco.

3.5.2 Esteroides e terpenos

Foram adicionados a 1 g de madeira seca e moida 3 mL de cloroférmio e em
seguida a mistura foi submetida a filtragdo. Ao filtrado foi acrescentado 2 mL de
anidrido acético e agitado vagarosamente. Posteriormente foi adicionada a solugéo
obtida 5 gotas de acido sulfurico concentrado. O aparecimento sucessivo de cores rosa

ao azul e verde caracteriza a presenca de terpenos e esteroides.

3.5.3 Flavonoides

Para constatar a presenca de flavonoides foram utilizados os seguintes testes:
Teste de Shinoda - Foram adicionados 5ml de MeOH a 1g de madeira seca e
moida; a solugéo obtida foi filtrada e em seguida, adicionado 1ml de HCI concentrado.
Esta solugéao foi deixada reagir com 1cm de fita de magnésio. O aparecimento de uma
coloracgao rosa caracteriza a presenca de flavonoides.

Reacgé&o oxalo-bodrica - Foram adicionados 10 mL de acetona a 1g do material
seco e moido. A mistura obtida foi filtrada e concentrada em banho-maria até 0,5ml.
Foi adicionado ao concentrado 0,05 mg de acido oxalico e a mesma quantidade de
acido bdrico; esta solugao foi entdo aquecida em banho-maria durante 5 minutos e
adicionada a ela 10ml de éter etilico. O aparecimento de fluorescéncia na luz UV

indica a presenca de flavonoides.
3.5.4 Saponinas
A 1 g de madeira seca e moida foram adicionados 5 mL de agua destilada. A

mistura foi agitada vigorosamente durante 5 minutos. A formagdo de espuma

persistente durante 30 minutos caracteriza a presenca de saponinas na amostra.
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3.5.5 Taninos

Foram adicionados 10 mL de agua destilada a 1 g da madeira seca e moida.
Posteriormente a mistura foi filtrada e ao filtrado foi gotejada lentamente uma solugao
de cloreto férrico 1%. O aparecimento de uma coloragéo ou precipitado verde ou azul

indica reacg&o positiva para taninos.

3.6 Obtencao das fases em cicloexano, diclorometano, acetato de etila e n-

butanol

A madeira (1943 g) seca e moida de A. colubrina foi extraida com 10 L de etanol
(4 vezes) a temperatura ambiente.

O extrato etandlico (60,5625 g) obtido foi particionado, apds concentragdo sob
pressao reduzida, entre metanol/agua 9:1 (300 mL) e 300 mL de cicloexano (3 vezes).
A solucdo hidrometandlica e a fase em cicloexano foram concentradas sob presséo
reduzida. Ao primeiro concentrado foram adicionados 300 mL de metanol/agua 1:1 e a
solugdo resultante foi submetida a particdo com diclorometano (300 mL). Apds quatro
extragdes com diclorometano a solugdao hidrometandlica resultante foi submetida a
extragdo com 300 mL de acetato de etila (3 vezes) e posteriormente com o mesmo
volume de n-butanol (2 vezes). As fases em diclorometano, acetato de etila e n-butanol
foram concentradas sob pressdo reduzida. A metodologia acima descrita esta

apresentada na figura 17.
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Anadenanthera colubrina
Madeira
1943¢g

-EtOH
-concentragao

Extrato Etandlico

64,5626 g
-MeOH/H,0
(9 : 1)
cicloexano
¢ concentragéo ¢
Fase Cicloexano Solugao Hidrometandlica
2,8026 g -concentragao

- MeOH/H0
1 1)

diclorometano
¢ ¢ concentragdo

~ L o Fase Diclorometano
Solugado Hidrometandlica

3,4026 g
| AcOEt
l l concentragao
Solugdo Hidrometandlica Fase AcOEt
31,8874 g
| n-BuOH
¢ ¢ concentragéo
Solugado Hidrometandlica Fase n-BuOH
2,9537 g

Figura 17. Obtencao das fases em cicloexano, diclorometano, acetato de etila e n-

butanol da madeira de A. colubrina
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3.6.1 Fracionamento da fase em cicloexano da madeira de A. colubrina

Parte do material presente na fase em cicloexano (2,0 g) foi submetida inicialmente
a uma cromatografia em coluna (coluna ACC-A), utilizando-se para tal 120 g de silica
gel 60 (70-230 Mesh). O sistema foi eluido com cicloexano, cicloexano/acetato de etila
e acetato de etila em gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 46 fragbes
(Tabela 3) e todas foram analisadas por CCDA seguida de revelagdo em solugéao de

anisaldeido.

Tabela 3. Fracionamento da fase em ciloexano da madeira de A. colubrina

ELUENTE FRAGCAO VOLUME (mL) MASSA (mg)
Cicloexano ACC-A 1 250 0,5
Cicloexano ACC-A 2 50 1,9
Cicloexano ACC-A 3 50 2,0
Cicloexano ACC-A 4 50 2,0
Cicloexano ACC-A 5 100 31,6
Cicloexano ACC-A 6 125 1,2
Cicloexano ACC-A7 125 0,2
Cicloexano ACC-A 8 125 1,7
Cicloexano ACC-A 9 125 11,8
Cicloexano ACC-A 10 125 26,95
Cicloexano /AcOEt (19:1) ACC-A 11 125 33,4
Cicloexano /AcOEt (19:1) ACC-A 12 125 32,4
Cicloexano /AcOEt (19:1) ACC-A 13 125 29,3
Cicloexano /AcOEt (19:1) ACC-A 14 125 25,7
Cicloexano /AcOEt (19:1) ACC-A 15 125 32,6
Cicloexano /AcOEt (19:1) ACC-A 16 125 4929
Cicloexano /AcOEt (19:1) ACC-A 17 125 229,05
Cicloexano /AcOEt (19:1) ACC-A 18-20 125 240,3
Cicloexano /AcOEt (9:1) ACC-A 21-26 125 390,85
Cicloexano /AcOEt (8:2) ACC-A 27-32 125 83,0
Cicloexano /AcOEt (1:1) ACC-A 33-35 125 188,3
Cicloexano /AcOEt (1:1) ACC-A 36-40 125 195,5
AcOEt ACC-A 41-42 125 94,9
AcOEt ACC-A 43-46 125 50,7

Em seguida, além da fase em cicloexano, as seguintes fra¢cdes foram
selecionadas para estudo por GC-MS: ACC-A1, ACC-A2, ACC-A4, ACC-A6, ACC-A7,
ACC-A8, ACC-A9, ACC-A11, ACC-A12, ACC-A13, ACC-A14, ACC-A15, ACC-A16,
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ACC-A17, ACC-A18-20, ACC-A21-26, ACC-A27-32, ACC-A33-35, ACC-A36-40, ACC-
A41-42 e ACC-A43-46.

Somente as fracbes ACC-A16, ACC-A 18-20 e ACC-A 21-26 foram
selecionadas para fracionamentos posteriores, uma vez que apresentaram o0s
componentes majoritarios dessa fase.

A metodologia utilizada para separagéo dos componentes das fragbes ACC-16,
ACC-A18-20 e ACC-A21-26 foi, respectivamente, a cromatografia por permeagéo em
gel empregando-se Sephadex LH-20, silica gel (70-230 Mesh) e (200-400 Mesh,
“flash”). Somente na fragdo ACC-16, na etapa final de purificagdo, foi realizada
recristalizacao.

A seguir, esta esquematizado sob a forma de fluxograma (Figura 18) o
fracionamento cromatografico realizado com estas fragdes, que levou a obtengédo das

substancias 29 e 32.
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Coluna B: 23 fragbes, sendo a primeira de 50 mL e as demais 7 mL cada

Coluna C:53 fragdes, sendo a primeira de 150 mL e as demais de 10 mL cada
Coluna C’: 40 fragdes, sendo as 3 primeiras de 30 mL e as demais 10 mL cada

FASE CICLOEXANO
2,0g

CC Silica gel 70-230 Mesh
Coluna A

cicloexano—-cicloexano/AcOEt—AcOEt

ACC-A1 ACC-A4 = -
0.5 ma 2.0 mg %CZCmAJ ??g Q?, ACC-A12 | ACC-A14 ACC-A16 ACC-A18-20 || ACC-A27-32 ACC-A36-40 ACC-A43-46
v v " 3 g 25.7 ma 492,9 mg RS 83.0 ma 195.5 ma 50,7 mg
ee-ms Ge-MS Ge-MS Ge-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS
v v v v v v v v v v
ACC-A2 ACC-A6 ACC-A8 ACC-A11 ACC-A13 ACC-A15 ACC-A17 ACC-A21-26 ACC-A33-35 ACC-A41-42
1.9 ma 1.2 ma 1,7 mg 33.4 ma 29.3 ma 32.6 mg 229,1 mg 390.6 ma 188.3 ma 94.9 ma
GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS GC-MS
CC Sephadex LH-20
Coluna B .
CH,Cl;:Me,CO CC Silica gel 70-230 Mesh CC Slllca,gel 230-400 Mesh
(2:3) Coluna C C_olluna C ACOE (911
cicloexano:AcOEt (19:1) cicloexano:AcOEt (9:1)
ACC-B14

Recristalizagcéo
com Me,CO

Substancia 29
44,3 mg

ACC-C30-33

!

Substancia 29
41,7 mg

ACC-C-20

l

Substancia 32

20,1 mg

Figura 18.Fracionamento cromatografico da fase em cicloexano obtida da madeira de Anadenanthera colubrina
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3.6.2. Fracionamento da fase em diclorometano da madeira de A. colubrina

Uma parte da fase em diclorometano (2,5 g) foi dividida em duas fragbes e cada
uma delas foi submetida ao fracionamento cromatografico utilizando Sephadex LH-20
(Colunas ACD-A e A’). O sistema foi eluido com CHCI3:MeOH (3:2) e foram coletadas
21 fragdes em cada coluna. Todas as fragcdes obtidas foram analisadas por CCDA

seguida de revelagdo em solugéo de anisaldeido.

Tabela 4. Fracionamento da fase em diclorometano da madeira de A. colubrina

ELUENTE FRACAO VOLUME (mL) MASSA (mg)
ACD-A1 50 7,7
ACD-A2 30 334,0
ACD-A3 15 770,6
ACD-A4 10 251,3
ACD-A5 10 111,2
ACD-A6 10 135,6
ACD-A7 10 83,7
ACD-A8 10 76,5
ACD-A9 10 81,0
CHCls/MeOH ACD-A10 10 143,5
3 : 2 ACD-A11 10 129,1
ACD-A12 10 39,2
ACD-A13 10 102,5
ACD-A14 10 69,4
ACD-A15 10 19,8
ACD-A16 10 5,8
ACD-A17 50 7,1
ACD-A18 30 6,8
ACD-A19 15 5,0
ACD-A20 10 4,6
ACD-A21 10 3,4

Visando-se o isolamento de flavondides, foi estabelecida uma ordem de
prioridade para a purificagao de algumas fragdes agrupadas, partindo-se daquelas que
indicaram conter, através da analise por CCDA, grande concentragdo de substancias

aromaticas e apresentavam uma quantidade de amostra suficiente para prosseguir



Capitulo 3 Material ¢ Métodos 46

com o trabalho de isolamento. As fragdes ACD-A 2-9 foram analisadas por GC-MS e
mostraram composi¢cao quimica semelhante a da fase em cicloexano.

Desta forma, foram selecionadas para fracionamentos cromatograficos as
fragbes ACD-A10-12 e ACD-A 13-15. A metodologia utilizada para separagdo dos
componentes destas fracdes, as quais levaram a obteng¢ao das substancias 40, 41, 42
e 43, foi a cromatografia em coluna de silica gel (70-230 Mesh) e de Sephadex LH-20
(Figura 19).
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Coluna B: 65 fragbes, sendo a primeira de 70 mL e as demais de 10 mL cada
Coluna C: 21 fragdes, sendo a primeiras de 30 mL e as demais de 5 mL cada
Coluna E: 60 fragdes, sendo a primeira de 100 mL, da segunda a quinta de
50 mL e as demais de 10 mL

FASE
DICLOROMETANO
2,5¢g

CC Sephadex LH-20
Coluna A
CHCI3/MeOH (3:2)

l

oo

ACD-A2-4 ACD-A5-9 ACD-A10-12| | ACD-A13-15 ACD-A16-21
1355,9 mg 488,2 mg 311,8 mg 191,7 mg 32,7 mg
CC Silica gel 70-230 Mesh
Coluna B
CHCI3/AcOEt (1:1) até fr. 32, 33 em diante
AcOEt
ACD-B 5-6 ACD-B7 ACD-B8 ACD-B9-16 ACD-B17 ACD-B18-23
1,6 mg 2,6 mg 4,7 mg 80,3 mg 2,0mg 8,4 mg
CC Silica gel 70-230 Mesh
Coluna E ) CC Sephadex LH-20
CHCI3/MeOH 5% até fr. 46, 47 em Coluna C
diante CHCI3/MeOH 10% MeOH
ACD-E17-23 ACD-E17-23 l l v l l
7,6 mg 7,6 mg ACD-E27-30 ACD-E31-60
ACD-C1-6 ACD-C7 ACD-C8-10 ACD-C11-13 ACD-C14-15
l l 1,4 mg 15,1 mg 23,3 mg 12,9 mg 3,6 mg

Substancia 44 Substancia 40 Substancia 41
1,1 mg 7,6 mg 5,3 mg

Figura 19.Fracionamento cromatografico da fase em diclorometano obtida da madeira de Anadenanthera colubrina

Lavagem Me,CO

Sobren.

Lavagem Me,CO
Sobren.

Substancia 43

Substancia 42 12,2 mg

14,7 mg

47



Capitulo 3_ Material ¢ Métodos 48

3.6.3. Fracionamento da fase em acetato de etila da madeira de A. colubrina

Partindo-se de 30 g da fase em acetato de etila foi iniciado o seu fracionamento
utilizando-se coluna de silica gel 60 (70-230 Mesh, 400 g) (Coluna ACA-F). O sistema
foi eluido com cloroférmio/acetato de etila, acetato de etila, acetato de etila/metanol e
metanol. Foram coletadas 40 fracbes (Tabela 5) e todas foram analisadas por CCDA
utilizando-se cloroférmio/etanol/acido acético (70:20:3) como fase mével e solugéo de
anisaldeido para revelagao.

Em funcéo do resultado obtido da analise por CCDA e da grande quantidade de
amostra, a fragcdo ACA-F 17 foi a primeira selecionada para purificagcdo cromatografica.
Com o objetivo de isolar seus constituintes majoritarios, esta frag&o foi dividida em duas
partes, sendo a primeira submetida a cromatografia em permeacgéo em gel utilizando-se
Sephadex LH-20 (Coluna G) (Figura 20). Em virtude da auséncia de bons resultados, a
outra parte foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel (70-230 Mesh)
(Coluna G’). Apesar da grande retengado de compostos na coluna e da dificuldade na
secagem das fragbes obtidas, a segunda fase estacionaria mostrou-se mais eficiente na
separacao dos constituintes da fragao ACA-F 17 do que a primeira.

Devido a alta polaridade do material, a fragdo ACA-G’13 foi acetilada para facilitar
o isolamento de seus constituintes em silica gel, no entanto ndo houve resultados
satisfatorios.

As fracbes ACA-F 3-15 nao foram trabalhadas, pois revelaram conter, através da
analise por CCDA e/ou APCI-MS, como constituintes majoritarios os mesmos que foram
isolados no extrato em diclorometano.

As demais fragdes da coluna ACA-F ndo foram submetidas ao fracionamento
cromatografico em virtude de serem constituidas por misturas complexas de

substancias semelhantes as aquelas presentes na fracdo ACA-F 17.
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Tabela 5. Fracionamento da fase em acetato de etila da madeira de A. colubrina

ELUENTE FRAGAO  VOLUME (mL) MASSA (mg)
CHCIJ/ACOEt (1 : 1)  ACA-F1 500 I
CHCI/ACOEt (1 : 1)  ACA-F2 125 .
CHCIJ/ACOEt (1 : 1)  ACA-F3 125 13,2
CHCI/ACOEt (1 : 1)  ACA-F4 125 5,8
CHCIJ/ACOEt (1 : 1)  ACA-F5 125 9,6
CHCI/ACOEt (1 : 1)  ACA-F6 125 3,3
CHCIJ/ACOEt (1 : 1)  ACA-F7 125 9,9
CHCI/ACOEt (1 : 1)  ACA-F8 125 10,4
CHCIJ/ACOEt (1 : 1)  ACA-F9 125 19,6
CHCI/ACOEt (1 : 1)  ACA-F10 125 30,6
CHCIJ/ACOEt (1 : 1)  ACA-F11 125 33,8

AcOEt ACA-F12 125 39,9
AcOEt ACA-F13 125 75,4
AcOEt ACA-F14 125 85,7
AcOEt ACA-F15 125 87,0
AcOEt ACA-F16 125 4255
AcOEt ACA-F17 125 3589,0
AcOEt ACA-F18 125 3498,9
AcOEt ACA-F19 125 2748,7
AcOEt ACA-F20 125 1556,5
AcOEt ACA-F21 125 723,0
AcOEt ACA-F22 125 948,5
AcOEt ACA-F23 125 754,7
AcOEt ACA-F24 125 690,8
AcOEt ACA-F25 125 622,0
AcOEt ACA-F26 125 604,3
AcOEt ACA-F27 125 570,0
AcOEt ACA-F28 125 998,4
AcOEt ACA-F29 125 730,6
AcOEt ACA-F30 125 539.8
AcOEt/MeOH (9 : 1) ACA-F31 125 389.4
AcOEt/MeOH (9 : 1) ACA-F32 125 259,5
AcOEt/MeOH (9 : 1) ACA-F33 125 216,7
ACOEt/MeOH (1 : 1) ACA-F34 125 179.5
AcOEt/MeOH (1 : 1) ACA-F35 125 143,9
ACOEt/MeOH (1 : 1) ACA-F36 125 58,8
AcOEt/MeOH (1 : 1) ACA-F37 125 76,4
ACOEt/MeOH (1 : 1) ACA-F38 125 58,7
AcOEt/MeOH (1 : 1) ACA-F39 125 45,2
MeOH ACA-F40 125 157 4

*Estas fragdes ndo mostraram constituintes quimicos através da analise por CCDA
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Capitulo 3_
Coluna G: 20 fragdes, sendo a primeira de 100 mL e as demais 7 mL cada
FASE . ~ L )
ACETATO DEETILA Coluna G':23 fragGes, sendo a primeira de 100 mL e as demais de 40 mL cada
30 g Coluna K’: 31 fragdes, sendo a primeira de 100 mL e as demais 10 mL cada
Coluna L: 38 fragdes, sendo a primeira de 70 mL e as demais de 10 mL cada

CC Sieagel 70-230 Mesh

Coluna F

Fo]=

ACA-F1T
3599
CC Silica gal 70-220 Mesh
Coluna &
E0 Sephadex LH-20 CHC Ade OHAACOOH
MeOH =0 19 ;N
ACA-G1-20 ACA-G'1-23
ACA-G'13
402,8mg
Acetilacan
CC Silica gel 70-220 Mesh
Colung ¥

Ciclosxanodéc DB (6 41 aré fr. 20, 31 em diante
=1

k!
ACA-K5-11
291,6 mg
CC Silica gel 70-230 Mesh

Coluna L
CHCI MieOH 2%

Lo | \ | .
ACA-L16-23 ACA-L 24-32

ACA-L1-9 ACA-L10 ACA-L11-13 ACA-L14-15
T.4mg 92,4mg 22,3mg 26,1 mg 358mg

Figura 20. Fracionamento cromatografico da fase em acetato de etila obtida da madeira de Anadenanthera colubrina
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3.7 Testes de atividades com a madeira e fases obtidas de Anadenanthera

colubrina
3.7.1 Atividade sequestradora de radicais livres

Com o extrato etandlico obtido no processo de determinagao de lignina (item 3.2
pag. 35) foi realizada a atividade sequestradora de radicais livres, baseado na captura
do radical DPPH (1,1-Difenil-2-picril-hidrazila) por antioxidantes de acordo com a
metodologia descrita por Brand-Willians et al. (1995) com algumas modificagdes. 0,2
mL do extrato etandlico (100 ug mlI™" em metanol) foi adicionado a 4 mL da solucéo
metandlica de DPPH (43 pg ml™). A reagao foi conduzida por 30 minutos no escuro e
sob temperatura ambiente, o decréscimo da absorbancia foi medido
espectrofotometricamente a 515 nm e a porcetagem de sequestro calculada através da

Equacao 6. O experimento foi realizado em triplicata.

% Sequestro = Absorbancia (branco) — Absorbancia (amostra) (Equacéo 6)

Absorbancia (branco)

3.7.2 Atividade antifiungica

O Dbasidiomiceto, Phanerochaete chrysosporum, da colegdo de cultura
microbiana da Fundagao André Tosello (CCT 1999) foi utilizado no teste de atividade
fungicida, utilizando-se a metodologia descrita por Kamida et al., 2005 com algumas
modificacdes. 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 destilada e pH neutro.

Pesaram-se trés amostras com cerca de 5 g da madeira: sem extrativos (SE),
com extrativos (CE) e a madeira com extrativos para controle abiotico (CA), que foram
colocados em erlenmeyers de 125 mL com 1 mL de agua potavel. Cada um deles foi
inoculado com trés bloquinhos de £+ 6 mm do meio de cultura sélido contendo o fungo
crescido e incubado em estufa a 30°C por 30 dias para posterior observacdo do

crescimento do fungo.
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3.7.3 Atividade antitermitica

O método descrito por Kang et al. (1990), com alguns ajustes, foi empregado
para avaliar a atividade antitermitica das fases em cicloexano, diclorometano, acetato
de etila e n-butanol. Amostras de 1,25; 2,5; 5,0; 10 e 20 mg de cada fase foram
dissolvidas em 200 pL de solvente obtendo-se assim solugdes de 6,25; 12,5; 25; 50 e
100 mg.mL'1, respectivamente e em seguida 40 yL de cada solugédo foi aplicada sobre
um disco de papel de filtro (Whatman No. 3, 2,0 cm de didametro). Papel de filtro tratado
somente com solvente foi usado como um controle.

ApoOs evaporagao do solvente os discos impregnados com a amostra e controle
foram colocados em placas de Petri (9 cm de diametro e 2 cm de altura) juntamente
com 20 térmitas (16 operarios e 4 soldados) da espécie Nasutitermes corniger
(Motschulsky). Segundo Paes (1997), as colénias de Nasutitermes sp. sdo compostas
por aproximadamente 82% de operarios.

As placas testes tampadas foram mantidas a 27,0 °C e 80% de umidade relativa. Um
pedaco de algoddo embebido com agua destilada foi colocado na parte superior de
cada placa e monitorado diariamente. Trés repeticbes foram realizadas para cada
concentracdo de amostra incluindo o controle, e a porcentagem de sobrevivéncia dos
térmitas foi contada diariamente por sete dias. A analise estatistica foi realizada no

Origin 7.0, usando o teste-t de Student.

Nasutitermes corniger . ‘ e ] 3 MM |
soldado

&~

operario

VTP R e s e

Figura 21. Operario e soldado da espécie Nasutitermes corniger (Motschulsky)

[www.naturalsciences.be/.../220794 corniger.htm]
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3.8 Reagao de Derivatizagao (acetilagao) e calculo do indice de Kovatz

A fracdo ACA-G’ 13 (402,8 mg) oriunda da fase em acetato de etila foi acetilada
através da adigao de 2 mL de piridina e 2 mL de anidrido acético. A mistura foi deixada
em repouso a temperatura ambiente até que toda a matéria-prima houvesse sido

consumida, monitorada por CCDA. Ao final de 24 horas, foi adicionada agua gelada e a
mistura transferida para um funil de separacgao e extraida com cloroférmio (3 vezes). A

fase cloroférmica foi lavada 3 vezes com HCI 10% (20 mL). A solugéo obtida foi seca
com sulfato de sédio anidro e apds evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida
obteve-se o produto acetilado.

Foi realizado o calculo do indice de Kovats (IK) para algumas substancias da
fase em cicloexano utilizando-se a equacao 7 [CAZES & DEKKER, 2004] como um dos
parametros de identificacdo da substancia na amostra. O indice de Kovats relaciona o
tempo de retencdo da substdncia com o tempo de retengcdo de uma série de
hidrocarbonetos homodlogos. Desta forma, foi realizada a co-inje¢do no cromatografo

gasoso das fragdes obtidas da fase em cicloexano com mistura padrao de n-alcanos.

tr)x—t(r)y
IK =100y +100(z — y)m (Equagao 7)

Onde:

IK = indice de Kovats

y = numero de carbonos do hidrocarboneto utilizado como padrdo localizado a
esquerda da substancia considerada;

Zz = numero de carbonos do hidrocarboneto utilizado como padrao localizado a direita
da substancia considerada;

t(r)x = tempo de retengao da substancia considerada;

t(r)y = tempo de retencdo do hidrocarboneto utilizado como padrédo localizado a
esquerda da substancia considerada;

t(r)z = tempo de retencéo do hidrocarboneto utilizado como padrao localizado a direita

da substancia considerada.
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3.9 Especificagao do material e equipamentos utilizados

A madeira de A. colubrina foi moida em moinho FRITSCH-pulverisette 14.

Foram utilizadas para extragdo e técnicas cromatograficas solventes do grau
P.A. (Merck, Vetec, Cinética e Synth).

Nos testes utilizados para identificar a presenca de alcaldides na planta foram
utilizados os reagentes de:

¢ Dragendorff-solugao de K(Bils) em acido

e Mayer-solugao de Ky(Hgls)

O DPPH (1,1-Difenil-2-picril-hidrazila) utilizado no teste de atividade antioxidante
foi da marca Sigma.

O reagente de Folin — Ciocalteau e o acido galico utilizados na determinagdo de
fendis totais foram da Cromato Produtos Quimicos (CPQ) Ltda e NUCLEAR,
respectivamente.

Nos processos cromatograficos foram utilizados:

e gel de silica do tipo 60GF254 (5x10 cm, Merck e 5-40 um, Vetec) para CCDA.

egel de silica do tipo 60, particulas 63-200 um (Merck) e 40-63 um (Merck), e
Sephadex LH-20, particulas 25-100 um (Sigma) para cromatografia em coluna.

A revelacao dos cromatogramas em placas de camada delgada analitica foi feita
empregando-se solug¢do de anisaldeido (0,5 mL de anisaldeido, 10 mL de acido acético
glacial, 85 mL de metanol e 5 mL de H,SO, concentrado).

Os espectros de RMN, uni- e bidimensionais foram registrados em
espectrdmetros Varian Unity Plus 300 MHz. As amostras foram solubilizadas em
cloroférmio-d4, acetona-ds, piridina-ds e DMSO-ds, da marca Merck.

O espectro de massas de alta resolucido da substancia 40 foi obtido em aparelho
Bruker Daltonics Microtof Electrospray. Os espectros de massas das fases em acetato
de etila e n-butanol foram obtidos em aparelho SHIMADZU IT-TOF no método de
insercao direta: Fase movel Metanol/agua 50:50 Fonte de ionizacdo APCI, Voltagem
da Interface 4,5kV (modo positivo), -2,5kV (modo negativo). Temperatura da interface:
400 °C, temperatura do CDL 250 °C, fluxo do gas nebulizador 2.5L/min, 200 °C. Tempo
de corrida 2 min, volume injetado 5 pL.

Os pontos de fusdo das substancias foram realizados utilizando aparelho digital

de ponto de fusdo da marca Microquimica Industria e Comércio, modelo MQAPF-301.



Capitulo3_ Material e Métodos 55

As absorbancias nos testes de lignina soluvel e fenois totais foram registradas
em um espectrofotdmetro UV/visivel Hewlett Packard - HP-8453E. Enquanto que para
o teste da atividade antioxidante foi usado um espectrofotdmetro Shimadzu UV/visivel
1650PC.

Foi utilizado o cromatégrafo gasoso CG-17A (Shimadzu), temperatura de 175-
289 °C, coluna DB-5 (30 mm x 0,25 mm), gas N, acoplado ao espectrémetro de
massas MS-QP5050 (Shimadzu) na analise do extrato em cicloexano e fragbes obtidas
deste extrato. Os padrdes utilizados na co-inje¢cao foram: ésteres metilicos da marca
Supelco (F.A.M.E. Mix C4-C24) e hidrocarbonetos da marca Sigma-Aldrich (Cg-Csp).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas determinagcbes de lignina, fendis totais, teor de
extrativos, ensaios fitoquimicos, atividade antioxidante e fungicida na madeira de
Anadenanthera colubrina sdo comparados com os valores obtidos para a madeira de
Delonix regia, madeira nao resistente ao ataque de organismos xiléfagos e publicados
por Oliveira et al. (2010).

4.1 Determinacao de Lignina Soluvel e Insoluvel

Os teores de lignina soluvel e insoluvel de A. colubrina séo apresentados na
Tabela 6. Analisando os resultados desta tabela podemos observar que a madeira de
A. colubrina apresentou um mais alto teor de lignina soluvel e insoluvel do que D.
regia. Santana e Okino (2007) analisando 36 espécies de madeiras tropicais
observaram teores de lignina soluvel entre 0,66% e 1,81% e lignina insoluvel entre
26,7% e 37%. Os valores de lignina para A. colubrina encontrados situam-se entre
aqueles tipicos de madeiras tropicais resistentes e, como esperado, D. regia cai
claramente fora deste intervalo.

Este resultado sugere que as diferengas no conteudo e na estrutura de lignina
podem influenciar a resisténcia a degradagcao causada por fungos apodrecedores de
madeira [SYAFH et al., 1988].

Tabela 6: Percentual de lignina soluvel (LS), insoluvel (LI) e total (LT) nas madeiras de

A. colubrina e D. regia.

Amostras LS (%)* LI (%)* LT (%)*
Anadenanthera colubrina 1,81 + 0,03 259+0,9 276 +0,9
Delonix regia 0,3+0,1 220+ 1 22,3+ 1

*média + desvio padrao
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4.2 Determinacgao do Teor de Extrativos

A Tabela 7 mostra o teor de extrativos das madeiras de A. colubrina e D. regia.
O conteudo total de extrativos foi mais elevado em A. colubrina (9%) do que em D.
regia (5%). No estudo realizado por Santana e Okino (2007), o conteudo de extrativos
variou entre 0,9%-17,3%, sendo que apenas oito tiveram um teor acima de 10%.
Sabe-se que um teor elevado de extrativos contribui para uma elevada durabilidade
da madeira a biodegradagao [WINDEISEN et al., 2002].

Tabela 7: Percentual de extrativos nas madeiras de A. colubrina e D. regia.

Extrativos Anadenanthera Delonix regia*
% colubrina*
Cicloexano 0,33 £ 0,08 0,8+£0,4
Etanol 812 4+1
Total 84 %2 5+ 1

*média + desvio padrao

4.3 Determinacao de Fendis Totais e Atividade Sequestradora de Radicais Livres

A quantificacdo de fendis totais foi determinada usando-se a equagao da reta
(Equacéo 8) mostrada a seguir, obtida da curva padréo do acido galico e expressa em
mg de equivalentes de acido galico (EAG) / g de extrato, sendo o coeficiente de
correlagdo para a curva obtida de R?> = 0,99. As absorbancias medidas para as
amostras estao representadas por Y e as concentragdes dos fendis totais em mg/g,

por X.

Y=0,004663X + 0,0565  (Equacao 8)

O reativo de Folin-Ciocalteau na presenca de composto fendlico muda a
coloragcdo de amarelo para azul e a intensidade da coloragao resultante € maior
quanto maior a quantidade de compostos fendlicos na solugdo, sendo necessario
medir a absorbancia.

Os valores de fendis totais estdo apresentados na Tabela 8. Foi possivel
observar que a madeira de A. colubrina apresenta uma maior quantidade de fendis

totais do que a de D. regia. Segundo Queiroz et al. (2002) uma elevada quantidade de
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extrativos fendlicos € um dos principais responsaveis pela alta resisténcia natural de
madeiras a degradagao quimica e bioldgica.

Como mostrado na Tabela 8, existe uma estreita relacao entre a quantidade de
fendis totais e a porcentagem de captura do radical DPPH. O extrato etandlico de A.
colubrina apresentou um mais alto teor de fendis totais e, consequentemente uma

mais elevada atividade antioxidante.

Tabela 8: Quantificacdo de fendis totais e atividade antioxidante das madeiras de A.

colubrina e D. regia

Amostras mg EAG/g extrato* % sequestro
DPPH*
Anadenanthera colubrina 0,231 £0,003 71.90 £ 0.099
Delonix regia 0,092 0,007 3.07+£0.14

*média + desvio padrao

4.4 Ensaios fitoquimicos

Os resultados dos ensaios fitoquimicos das madeiras estdo apresentados na
Tabela 9 e mostram que, entre as duas madeiras estudadas, ha diferengas tanto na
quantidade como na composi¢ao de extrativos. De acordo com a metodologia
utilizada, pode-se observar a presenga de terpenos, esteroides e flavonoides nas duas
madeiras. A presenga de taninos foi muito forte em A. colubrina. N&o foi detectada a

presencga de saponinas nem de alcaléides em A. colubrina e D. regia.

Os extrativos estdo presentes em todas as plantas geralmente como misturas
que podem ser altamente diversificadas. Um grande numero de estudos demonstrou a
importancia desses metabdlitos nas defesas das plantas. Compostos fendlicos, como
taninos e flavonoides, apresentam propriedades antimicrobiana e antioxidante que
estdo envolvidas na defesa contra insetos, fungos e outros microorganismos
[BOUDET, 2007].

De acordo com Castellano e Spinosa-Garcia (1997) uma alta diversidade de
extrativos em elevadas concentragcdes fornece uma protegdo mais efetiva contra

herbivoros do que uma unica classe de compostos ou baixa diversidade, tanto em
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baixas quanto em altas concentragdes. A diversidade como também a concentragao

de compostos fendlicos foi mais pronunciada em A. colubrina do que em D. regia.

Tabela 9. Resultados dos ensaios fitoquimicos da madeira de A. colubrina e D. regia.

METABOLITO Anadenanthera Delonix
SECUNDARIO colubrina * regia*
Alcaloides -) ()
Terpenos e Esteroides (++) (++)
Flavonoides (+++) (+)
Saponinas -) (-)
Taninos (+++) (-)

* (+++) Forte Intensidade; (++) Média Intensidade; (+) Fraca Intensidade; (=) Nao
reativo.

4.5 Atividade antifungica

A influéncia dos extrativos no crescimento de Phanerochaete chrysosporium
nas duas madeiras testadas € mostrada na Figura 22 (A-B). Em A. Colubrina a
influéncia dos extrativos foi bem observada, pois na madeira com extrativos o
crescimento do fungo foi completamente inibido, enquanto que na madeira sem
extrativos o fungo apresentou um crescimento moderado (Figura 22-A).
A B

Figura 22. O crescimento de P. chrysosporium nas madeiras com extrativos e sem
extrativos de A. colubrina (A) e D. regia (B). A esquerda madeira com extrativos e na

direita madeira sem extrativos.
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O comportamento de D. regia frente a P. chrysosporium esta representado na
Figura 22 B. Esta madeira com extrativos n&o apresentou atividade antifungica. D.
regia, em comparagao com A. colubrina apresentou baixo teor de extrativos (Tabela 7,
pag. 57) bem como de compostos fendlicos (Tabela 8, pag 58). Estes fatores podem
ser considerados o0s responsaveis pela sua baixa resisténcia frente a P.
chrysosporium. D. regia € uma madeira conhecida como de baixa resisténcia
[MENEGHETTI, 2003] e, portanto apresenta como esperado, baixos teores de
compostos fendlicos.

Rowell (2005) afirma que a resisténcia da madeira ao ataque de fungos
€ atribuida principalmente a presenca de extrativos, que sdo toxicos aos organismos
xiléfagos, fornecendo assim a durabilidade natural das madeiras. Além disso, A.
colubrina apresentou um alto conteudo de fendis totais, bem como uma excelente
resisténcia ao ataque de outros organismos xiléfagos [SILVA et al., 2007; SANTANA
et al., 2010].

Ligninas s&o resistentes a degradacdo enzimatica em virtude de seu tamanho,
complexidade estrutural e da estabilidade quimica de suas ligagdes intermoleculares.
A uUnica maneira de desmontar uma estrutura tao recalcitrante parece ser através da
reversao dos mecanismos envolvidos em sua formagdo. Isto é exemplificado
pelo fungo de podridao branca, que usa peroxidases extracelulares para induzir uma
oxidagdo enzimatica da macromolécula. A reacdo ¢€ iniciada através da geragdo do
cation arila e radical fenoxi, ou via peroxidagdo direta das moléculas de lignina
fendlica e nao fendlica por lignina peroxidases, ou indiretamente por Mn-peroxidase
formando Mn®* altamente reativo. Uma cascata de reagdes espontaneas secundarias
conduz a fragmentacdo do nucleo da lignina, liberando uma mistura de monémeros
aromaticos, dimeros e oligbmeros mais complexos como produtos de
despolimerizacao [BREZNAK & BRUNE, 1994].

De acordo com Schultz e Nicholas (2000), a atividade antioxidante de
compostos fendlicos sobre a atividade da peroxidase pode indicar seu potencial de
inibicdo do desenvolvimento fungico.

Para o estudo quimico, os extrativos presentes na madeira de A. colubrina
foram distribuidos em cinco fases, cicloexano, diclorometano, acetato de etila, n-

butanol e hidrometandlica conforme metodologia apresentada no capitulo 3.
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4.6 ldentificagao e caracterizagao estrutural dos extrativos presentes na fase em

cicloexano da madeira de A. colubrina

A fase em cicloexano da madeira de A. colubrina foi analisado por GC-MS. O
cromatograma obtido mostrou, baseado na biblioteca de espectros WILEY e de
acordo com a literatura, um perfil dessa fase constituido por uma multiplicidade de
compostos, principalmente ésteres e acidos graxos saturados e insaturados,
hidrocarbonetos, esterdides e triterpenos (Figura 23, Tabela 10). Alguns dos
compostos ndo puderam ser caracterizados apenas pela analise da fase bruta, em
virtude da baixa resolucéo de alguns picos e por isso o fracionamento foi necessario.

O estudo prévio por CCDA das fracbes obtidas do fracionamento
cromatografico em silica gel da fase em cicloexano (Capitulo 3, pag 42) resultou em
cromatogramas ricos em numeros de manchas, predominantemente de cores roxa e
azul, de polaridades proximas, apos eluicdo em misturas de cicloexano/acetato de
etila e revelagdo em solugéo de anisaldeido.
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Figura 23. Perfil do cromatograma em fase gasosa da fase em cicloexano de A.

colubrina (compostos majoritarios estao identificados em vermelho)
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Tabela 10. Substancias identificadas por GC-MS na fase em cicloexano com seus
tempos de retengao, indice de similaridade (IS) com a biblioteca de espectros WILEY

e intensidade relativa (IR) calculada em area.

Tempo de
retencao Substancia IS IR

(min) % %
7,54 dodecano 95 0,19
8,99 tridecano 95 0,07
10,39 hexadecano 98 0,46
11,56 acido furanoacético 87 3,40
13,01 hexadecano 97 0,67
15,35 octadecano 96 0,34
16,69 hexadecanoato de metila (1) 97 0,96
17,11 acido hexadecandico (21) 94 5,11
17,40 hexadecanoato de etila (9) 95 2,54
18,43 (Z,2)-9,12-octadecadienoato de metila (25) 94 1,10
18,48 (£)-9-octadecenoato de metila (27) 92 0,33
18,72 octadecanoato de metila (3) 94 0,18
18,85 acido (Z,2)-9,12-octadecadiendico (26) 92 2,14
18,91 acido (Z) 9-octadecendico (28) 91 0,40
19,12 acido ocatadecandico (23) 93 2,77
19,35 octadecanoato de etila (11) 93 0,89
24,88 Substancia nao identificada L 0,43
24,99 tetracosanoato de etila” (13) L 0,22
33,52 substancia n&o identificada . 0,73
34,13 diidrobrassicasterol (31) 94 2,64
35,11 estigmasterol (33) 93 1,66
36,92 B-sitosterol (32) 94 19,13
38,01 ergost-4-en-3-ona’ (35) L 0,84
38,63 lupenona (30) 90 14,81
39,77 lupeol (29) L 32,22
39,89 estigmasta-3,5-dien-7-ona (36) 91 0,58
41,49 estigmast-4-en-3-ona (34) 93 5,18

*Substéncia n&o identificada pela biblioteca de espectros WILEY

Na analise por GC-MS, alguns dos compostos foram identificados utilizando-se
apenas o banco de dados da biblioteca WILEY. Para os compostos nao identificados
pela biblioteca de espectros de massas, seus espectros depois de analisados foram
comparados com substancias da mesma classe citadas na literatura. Alguns

compostos so tiveram suas estruturas confirmadas apés comparacao de seus indices
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de Kovats com os citados na literatura, enquanto que, para a confirmagao de outros,
foi realizado a co-injecdo com padrbes. Em apenas dois casos (substéncias 29 e 32)
foi utilizada a espectroscopia de RMN de 'H e C dos compostos isolados e

purificados.

4.6.1 Identificacao de acidos graxos e derivados

Os acidos graxos mais comuns de origem vegetal e animal tém cadeias pares
de 16 a 22 atomos de carbono com zero a seis ligagdes duplas na configuragao cis. A
natureza também fornece inUmeras excegdes, como acidos graxos com quase cem
atomos de carbonos, com numero impares de carbono, configuragédo trans e pode
haver outras caracteristicas estruturais, incluindo pontos de ramificagdo, anéis,
funcgdes oxigenadas dentre outras [CHRISTIE, 1998].

Os acidos graxos sao analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), mas seus espectros de massas nem sempre
contém ions indicativos de caracteristicas estruturais. Como exemplo, pode-se citar as
posicoes de ligagdes duplas que ndo podem ser determinadas de forma inequivoca,
uma vez que sob impacto de elétrons uma ligagdo dupla se move na cadeia e sua
posi¢ao original ndo pode ser determinada com fiabilidade. Sendo assim a
confirmacgao da identidade dos compostos pode ser realizada com a co-injegdo do
extrato ou fracbes com padrdes auténticos. No entanto, estes padrbes sao
extremamente caros e alguns ndo sdo comercializados.

Outra ferramenta analitica que pode ser utilizada como auxilio para
identificacdo estrutural se baseia no calculo do indice de Kovats de cada componente,
através da comparagao do tempo de retengdo na coluna cromatografica de uma
substancia em relagdo a padrées de n-alcanos. Isto, juntamente com os dados do
espectro de massas, pode sugerir que algumas estruturas sao mais plausiveis que
outras.

Embora apresentem espectros de massas distinguiveis, os acidos graxos
saturados sao mais frequentemente analisados na forma de ésteres metilicos. A
derivatizagcdo € necessaria uma vez que acidos graxos, ao serem injetados
diretamente, diminuem a resolugdo cromatografica [FONSECA et al., 2006]. Os

esteres metilicos sdo os derivados de acidos graxos mais amplamente usados para
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analise em geral, e por isso é disponivel uma grande quantidade de informagao sobre
suas propriedades cromatograficas e espectroscopicas incluindo a espectrometria de
massas com ionizagao por impacto de elétrons [RYHAGE & STENHAGEN, 1959].

Os espectros de massas de ésteres de acidos graxos saturados de cadeia
linear podem ser facilmente identificados através de alguns tipos de picos resultantes
de fragmentacgdes basicas [KEEN & HAMMING, 1971]. Os quatro primeiros picos sio:

1. O ion molecular M detectavel.

2. O pico do cation acilio (RC=0") resultante da quebra da ligagdo a entre o
carbono da carbonila e o oxigénio do radial alcoxila.

3. O pico correspondente ao rearranjo de McLafferty para ésteres contendo
hidrogénio y na cadeia acila.

4. O intenso pico do ion [CH,=CHCOHOR']*, cujo valor de m/z é 13 unidades
superior ao pico correspondente ao fragmento obtido do rearranjo de McLafferty.

Muitos picos adicionais podem ser utilizados como identificadores de
confirmagéo ou para esclarecer situagdes ambiguas.

1. Espectros de ésteres de alta massa molecular mostram usualmente um pico
do ion molecular de intensidade apreciavel, o qual pode ser util para identificacdo. No
entanto, muitos ésteres de peso molecular entre 130 e 200 produzem picos do ion
molecular pequenos demais para ser uteis, especialmente se a pureza € incerta.

2. O fragmento RC=0" geralmente da origem a um dos picos mais Uteis na
identificacdo. Esteres que mostram ambos o ion molecular e o pico RC=0" podem ser
rapidamente identificados. O valor de m/z correspondente ao pico RC=0" pode ser
subtraido do valor do m/z do pico do ion molecular para identificar a cadeia alcoxila
(OR’) do éster (Figura 24).

0] -+
I +
R—C — OR| —= R—C=0 + .OR’
Mt cation acilio radical alcoxila

Figura 24. Formacéo do ion acilio em ésteres graxos
Quando o radical alcoxila € derivado de um alcool de trés carbonos ou mais, o
pico RC=0" ¢ acompanhado por um pico cujo valor de m/z é 18 unidades de massa

superior, devido a eliminagdo do grupo alquila com transferéncia de dois atomos de
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hidrogénio para o fragmento que contém os dois atomos de oxigénio (Figura 25)
[KEEN & HAMMING, 1971].

‘\_l-/'\,, + .
- H -R' =
|| (l:H_CHZR' — |(|)H '(|:H—(_|:HR' w&
R— C R—c (
No _CH, N, 5 CH, H
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o 1) —
© M C\\ P

Figura 25. Formacéo do fragmento [RCO,H,]" em ésteres graxos

3. Para muitos ésteres, um recurso de fragmentagdo dominante € o rearranjo
de McLafferty (Figura 26), com quebra de ligacdo 3 acompanhada pela transferéncia

de hidrogénio y da cadeia acila para o atomo de oxigénio do grupo C=0.

\/{ H nt
) N on
N -ﬁ- -RCH=CH2 |
CH,) Ve C—OR'
7~ N\ —_— ! =
Kep,— R HCZ

Figura 26. Rearranjo de McLafferty'p'a'ra ésteres graxos contendo hidrogénio y na

cadeia acila.

De acordo com Keen e Hamming (1971) a intensidade do pico correspondente
a esse rearanjo de McLafferty decresce a medida que a cadeia do radical alcoxila
aumenta. Na maioria dos casos os picos desse rearranjo sao uteis somente para a

caracterizagao de ésteres de metila, etila e propila.
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Esteres de alcoois de trés ou mais carbonos mostram um pico correspondente
a perda de uma molécula de acido. A formagao do cation radical olefina € resultante
do rearranjo de MclLafferty que envolve a tranferéncia do hidrogénio y do radical

alcoxila para o oxigénio da carbonila (Figura 27).

M

+ , C e
-0, " CHR - RCOOH TR
NN -
R— C\?/CCHR" CHR

Figura 27. Rearranjo de McLafferty para ésteres graxos contendo hidrogénio y

na cadeia alcoxila.

Além dos picos citados aparecem também, nos espectros de massas de
ésteres de acidos graxos, picos correspondentes aos ions resultantes das quebras
das ligagdes C-C. Essas sucessivas fragmentag¢des dao origem aos ions alquila (m/z
29, 43, 57,....) e aos ions contendo oxigénio, C,H2n1O2" (m/z 59, 73, 87, 101 ...)
[SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000].

4. O pico correspondente ao rearranjo de McLafferty na cadeia acila é
usualmente acompanhado por um intenso pico cujo valor de m/z € 13 unidades de

massa superior, correspondente ao ion C,H2,.1O2" (Figura 28).

o _"+ +T‘)H
|

O

—OR > C—OR +

— CH—— cH— CcH—
R— CHy— CH;— CH; H,c= CH™

Figura 28. Formacéo do ion [CH,CHCOHOR’]" em ésteres graxos

Os espectros de massas de acidos graxos saturados apresentam o mesmo
padrdao de fragmentagao supracitado. Os picos mais abundantes estdo em m/z 60,
correspondente ao ion resultante do rearranjo McLafferty, e em m/z 73 (Figura 29). O

ion molecular é claramente observado e ha ions representando fragmentagdes entre a

CH,— R
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maioria dos grupos metilenos. O pequeno pico correspondente a [M-17]" reflete a
perda de OH’ do grupo carboxila.

Os espectros de massas dos acidos graxos e ésteres insaturados sédo bastante
diferentes, com ions de baixa massa formados por hidrogénios e carbonos sendo os
mais abundantes. Seus espectros ndo dao informacdes que permitem localizar as
posicoes das ligagcdes duplas, uma vez que estas podem migrar para qualquer
posicdo quando a molécula é ionizada no espectrometro de massa, bem como
isbmeros cis/trans sao indistinguiveis. No entanto, eles permitem determinar o peso
molecular e isto combinado com o tempo de retencdo no sistema GC pode ser
valioso.

Na fase em cicloexano da madeira de A. colubrina foram identificados 19
ésteres e 9 acidos graxos. A caracterizagao destes compostos foi realizada através da
analise dos espectros de massa do extrato e das fragdes oriundas de seu
fracionamento (Espectros 1 a 52) e comparagdo com a biblioteca de espectros de
massas WILEY. A confirmacdo das estruturas dos ésteres de metila foi realizada
através da co-injegdo com padrao comercial, enquanto que as demais substancias s6
tiveram suas estruturas confirmadas apés comparacao dos seus indices de Kovats,

calculado usando padrao de n-alcanos, com valores citados na literatura.

- \XH‘\ u4
R—cH) x. OH
< -O- -RCH=CH, |
CHz)/\//” C—OH
>ep,— ¢ ©°H H,C
m/z 60
. +OH
i * |
. C—OH - . C—OH
H,C— (CH,)n—— CH;— CHz~ H,c= CH™
m/z 73

Figura 29. Formacao dos fragmentos m/z 60 e m/z 73 em acidos graxos
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4.6.1.1 Identificagdo das substancias 1 a 8 (Esteres de metila)

@)

R— CH,— CH,— CH,— c——OCH,

R = C42H25 hexadecanoato de metila (palmitato de metila)
R = C43H27 heptadecanoato de metila (margarato de metila)
R = Cy4Hy9 octadecanoato de metila (estearato de metila)
R = Ci6H3ss eicosanoato de metila (araquidato de metila)

R = C4gH3s7 docosanoato de metila (beenato de metila)

R = CqgH3g tricosanoato de metila

R = CxH41 tetracosanoato de metila (lignocerato de metila)

0 N O g A WODN =

R = C,Hss hexacosanoato de metila (ceroato de metila)

Figura 30. Substancias 1 a 8 identificadas na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

As substancias 1 a 8 presentes na fase em cicloexano de acordo com o
fracionamento cromatografico apresentado no capitulo 3 (Tabela 3, pag 42), foram
identificadas por GC-MS nas fracoes ACC-A11, ACC-A12-16 e ACC-A13 (Tabela 11).
As substancias 1 e 3 também foram identificadas na analise da fase bruta (Tabela 10,
pag 62).

A analise dos espectros de massas dessas substancias (Espectros 1 a 16)
mostrou dois picos de alta intensidade correspondentes a m/z 74 (pico base) e 87,
caracteristicos de fragmentacdes de ésteres metilicos de acidos graxos (Figuras 31 e
32).

N H
R— CH /f TN OH o
Ny -ﬁ- -RCH=CH2 |
CH,) ye C—OCH
7 _ / 3
/\'\/C:Z\/ C OCH3 H2C
miz =74

Figura 31. Formacgao do fragmento m/z 74
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o) "t +OH
] ]
. C—OCH; — > __C—OCH,
H,C— (CH,)n—— CH;— CHz~ H,C= CH
m/z = 87

Figura 32. Formagéao do fragmento m/z 87

Esses dados aliados & presenca do pico do ion molecular e do pico [M-31]",
que representa a perda do grupo metoxila, reforcam a proposta de que os compostos
1 a 8 se tratam de ésteres de metila.

Os demais ions presentes nos espectros de massa analisados apresentam
fragmentagcdo sucessiva C-C que formam aglomerados hidrocarbdnicos com
intervalos de massa de 14 unidades (CH;). Essa longa série homdloga de ions
relacionados em m/z = 59, 73, 87, 101, 115, 129, 143, 157, 199, etc, de formula geral
[CH30CO (CHy) »]* é evidéncia de que ha pouca probabilidade da presenca de outros
grupos funcionais na cadeia [RYHAGE & STENHAGEN, 1959].

Assim, todos os dados espectrométricos dos compostos 1 a 8 mostraram-se
compativeis com os citados na literatura para os ésteres apresentados na Tabela 11.
A comparagao dos espectros de massa desses compostos com os da biblioteca
WILEY apresentou um grau de similaridade acima de 90% (Espectros 1 a 16). Os
ésteres 1 a 6 tiveram suas estruturas confirmadas (Figura 29) apos a co-injegdo com
uma mistura padrdo comercial que continha ésteres de metila com cadeia de

carbonos que variavam de C-10 a C-23.
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Tabela 11. Fragmentos presentes nos espectros de massas das substancias 1 a 8

identificadas na fase em cicloexano da madeira de A. colubrina

SUBSTANCIAS
1 2 3 4 5 6 7 8
= (o]

FRAGOES 9§ &¥ S - F. S &
O« o O« o ov o ov o
<< < <~ < < < < <

Tr (min) 16,70 17,73 18,72 20,56 22,27 23,19 24,23 26,85
FRAGMENTOS m/z
M- 270 284 298 326 354 368 382 410

[C3HsO2]* 74 74 74 74 74 74 74 74

[M-C,Hs]* 241 255 269 297 325 339 353 381

[M-OCHa]* 239 253 267 295 323 337 351 379

[M-C3H/]* 227 241 255 283 311 325 339 367

[M-C4Ho]" 213 227 241 269 297 311 325 353

[M-CsH14]" 199 213 227 255 283 297 311 339

[M-CgH13]" 185 199 213 241 269 283 297 325

[M-C7H1s]" 171 185 199 227 255 269 283 311

[M-CgH17]" 157 171 185 213 241 255 269 297

[M-CgH1o]" 143 157 171 199 227 241 255 283

[M-C1oH21]* 129 143 157 185 213 227 241 269

[M-C11Ha3]" 115 129 143 171 199 213 227 255

[M-C12Has]* 101 115 129 157 185 199 213 241

[M-C13H27]" 87 101 115 143 171 185 199 227

[M-C14H29]* 73 87 101 129 157 171 185 213

[M-C15H31]" 59 73 87 115 143 157 171 199

[M-C1gHa3]* o 59 73 101 129 143 157 185

[M-C17H3s]" _ - 59 87 115 129 143 171

[M-C1gHa7]" _ - . 73 101 115 129 157

[M-C19H30]" _ - . 59 87 101 115 143

[M-CaoHa1]* B . . . 73 87 101 129

[M-C21Haa]* . . . . 59 73 87 115

[M-CaoHas]* . B B . . 59 73 101

[M-C23Ha7]" . . . . . . 59 87

[M-Ca4Hao]* . L . B . . . 73

[M-C2sHs1]" . . . . . . . 59

[C4Hg]* 57 57 57 57 57 57 57 57

[C3H]* 43 43 43 43 43 43 43 43
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4.6.1.2 ldentificagdo das substancias 9 a 14 (Esteres de etila)

9
10
11
12
13
14

O

R— CH,— CH, — CH,— ¢ — OCH,CH,

R = Cq2Hzs
R = Cq3H27
R = C14Ha29
R = CqgHaz
R = CoHas
R = CHyz

hexadecanoato de etila (palmitato de etila)
heptadecanoato de etila (margarato de etila)
octadecanoato de etila (estearato de etila)
docosanoato de etila (beenato de etila)
tetracosanoato de etila

hexacosanoato de etila

Figura 33. Substancias 9 a 14 identificadas na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

Nas fracbes ACC-A 11-16 oriundas da fase em cicloexano (Tabela 3, pag 42)

foram identificadas por GC-MS as substancias designadas por 9 a 14 (Tabela 12).

Apenas as substancias 9, 11 e 13 foram também identificadas na analise da fase bruta
(Tabela 10, pag 62).

Os espectros de massas destas substancias (Espectros 17 a 26) se

assemelham aos dos ésteres metilicos (substancias 1 a 8), exceto que o ion McLafferty

(o pico base) esta em m/z = 88 em vez de 74 e o outro pico de menor intensidade em

m/z 101 ao invés de 87 (Figuras 34 e 35). Apds o ion molecular ha um pico [M-C,Hs]"

representando a perda do grupo etila e outro que caracteriza a perda do grupamento
etoxido ([M-45]").

\XH _
R—CH) N4, OH
Ny -ﬁ- -RCH=CH2 |
CH,) Ve C—OCH,CH
7, _ = 2 3
m/z = 88

Figura 34. Formacéo do fragmento m/z 88

=+
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=+
o) "+ OH
J

: C—OCH,CHy — > __ C—OCH,CH,
H,C— (CHn— CH;— CHy~ H,C= CH

m/z =101

Figura 35. Formagéao do ion m/z 101

Desta forma, a analise conjunta dos dados permitiu concluir que as substancias
9 a 14 correspondiam a ésteres de etila. Os fragmentos mostrados na Tabela 12 para
estas substancias mostraram-se concordantes com os citados na literatura. Os seus
espectros de massa mostraram uma similaridade superior a 90% para os ésteres da
biblioteca WILEY hexadecanoato de etila (9), heptadecanoato de etila (10),
ocatadecanoato de etila (11), docosanoato de etila (12), tetracosanoato de etila (13) e
hexacosanoato de etila (14) (Figura 33). Os valores calculados dos indices de Kovats
para as substancias 9 a 11 foram compativeis com os citados na literatura (Tabela 12),
enquanto na mesma nao foram encontrados valores relacionados as substancias 12 a
14.
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Tabela 12. Fragmentos presentes nos espectros de massas das substancias 9 a 14
identificadas da fase em cicloexano da madeira de A. colubrina
SUBSTANCIAS

9 10 11 12 13 14
~ < © < Ly <o <o
FRAGOES R L D A s D

Q™ Q O® O=- O« gou
< < < <+~ <+ =
Tr (min) 17,39 18,39 19,33 22,86 24,97 27,91
IK calculado 1989 2089 2190 2591 2720 2799
IK literatura 1983  2075° 2197° _ * _* o
FRAGMENTOS m/z
M- 284 298 312 368 396 424
[C4HsO2]* 88 88 88 88 88 88
[M-C,Hs]* 255 269 283 339 367 395
[M-C3H/]* 241 255 269 325 353 381
[M-OCH,CHs]* 239 253 267 323 351 379
[M-C4Hg]" 227 241 255 311 339 367
[M-CsH14]* 213 227 241 297 325 353
[M-CeH13]" 199 213 227 283 311 339
[M-C7H1s]" 185 199 213 269 297 325
[M-CgH17]* 171 185 199 255 283 311
[M-CoH1q]* 157 171 185 241 269 297
[M-C1oH21]" 143 157 171 227 255 283
[M-C11Ha3]* 129 143 157 213 241 269
[M-C12Hzs]" 115 129 143 199 227 255
[M-C13H27]* 101 115 129 185 213 241
[M-C14H20]" 87 101 115 171 199 227
[M-C1sHa4]* 73 87 101 157 185 213
[M-C1Ha3]" _ 73 87 143 171 199
[M-C17H3s]" _ . 73 129 157 185
[M-C1gHa7]" . . 115 143 171
[M-C1gH3g]" . . 101 129 157
[M-CooHa1]" . . . 87 115 143
[M-C21Has]" - . - 73 101 129
[M-C2Has]" . . . . 87 115
[M-Ca3Ha7]" . . - . 73 101
[M-C4Hag]" . . . . . 87
[M-CsHs1]" . . . . . 73
[CsH4]" 71 71 71 71 71 71
[C4Ho]" 57 57 57 57 57 57
[CsH,]" 43 43 43 43 43 43

e ——————————
®McDANIEL et al., 1992 "COSTA & ANASTASIOU, 2010 “PINO & QUERIS, 2008

IK- indice de Kovats * valor ndo encontrado
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4.6.1.3 Identificagdo da substancia 15 (Ester de butila)

R— c—O0C,H,

15 R =CjsHzs hexadecanoato de butila (palmitato de butila)

Figura 36. Substancia 15 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

Na fracdo ACC-A11 (Tabela 3, pag 42), foi identificada por GC-MS a substancia
designada por 15. A analise de seu espectro de massas (Espectro 27) mostrou que
este componente também apresentava uma natureza graxa, pela presenga de picos
com modelo de fragmentacéo semelhante aos das substancias 1 a 14.

Por analogia com os espectros de massas dos ésteres anteriores, observou-se
que o ion acilio em m/z 239 ([M-73]") reflete a perda da cadeia radical alcoxila sendo
este de férmula molecular C4HgO e sugere uma cadeia acila saturada formada por 16
atomos de carbonos. De posse desta informagao, o pico em m/z 257 ([M-55]") pode ser
atribuido ao fragmento C15H31C(OH), referente a eliminagdo do grupo butenila (Figura
37).
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. X HCH=
10+ : -CH,;CHCH=CH2
I |CH—CH2CH3 N ﬁH '(|)H—CHCH3 ——
R— C R—c ( W
\_ _CH \_ Y .CH, H
o ? o~ ?
+ _H H
0 107
1) - . |
R— C R— C

R =CsH;y m/z 257

Figura 37. Formagao do fragmento m/z 257

Para a substancia 15 a fragmentacdo dominante também é o rearranjo de
McLafferty envolvendo o hidrogénio y da cadeia alcoxila em m/z 56 (Figura 38). O ion
referente ao rearranjo de McLafferty da cadeia acila (m/z 116) como presumido é de
baixa intensidade (pag 65). Juntamente com o pico base foi observado outro pico de

alta intensidade em m/z 57 correspondente ao ion [C4Hg]".

+(\H\' =+

o “CHCH,CH, - RCOOH CHCH,CH,
c':') A~ [
R— CH
\6—\/»‘/ CH, ?
miz 56

Figura 38. Formagao do fragmento m/z 56

Além do pico em m/z 57, os demais picos observados no espectro de massas de
15 correspondem aos ions alquila (m/z 43, 71, 85 e 99), ions contendo oxigénio (m/z
101, 115, 129, 143, 157, 171, 185, 199, 213, 227 e 255) resultantes das quebras das
ligagdes C-C (Tabela 13).
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Estas informagdes, em conjunto com os dados da literatura apresentados no
Item 4.6.1, levaram a definicdo da estrutura do hexadecanoato de butila para esta
substancia. No entanto, os dados de seu espectro de massas nao forneceram
informacdes valiosas quanto ao tipo de radical butila que a substancia 15 apresenta.
Através da comparagao sobre outros ésteres de butila, foi encontrado na biblioteca de
espectros WILEY uma correlagdo com apenas 84% de similaridade com o decanoato
de isobutila (Espectros 27 e 28), cuja diferenga estrutural com relagao a 15 reside no
tamanho da cadeia acila. Apesar do indice de Kovats calculado para 15 ter sido
préximo ao encontrado na literatura para o hexadecanoato de isobutila (Tabela 13),

nao foi possivel confirmar o tipo do substituinte butila para esta substancia.
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Tabela 13. Fragmentos presentes nos espectros de massas da substancia 15

identificada na fase em cicloexano da madeira de A. colubrina

SUBSTANCIA
15
FRAGAO ACC-A 11
Tr (min) 18,88
IK calculado 2144
IK literatura 21742
FRAGMENTOS m/z
M- 312
[CaHs]* 56
[M-C4Hq]* 255
[M-CsHq4]* 241
[M-OC4Hq]* 239
[M-CgH13]" 227
[M-C7H1s]" 213
[M-CgH17]" 199
[M-CoH1g]* 185
[M-C1oH21]" 171
[M-C11Hz3]" 157
[M-C12Hos]* 143
[M-C13H27]" 129
[M-C1aHao]* 115
[M-C1s5H34]" 101
[C7H1s]" 99
[CeH13]” 85
[CsH1]" 71
[CaHo]* 57
[CsHA]* 43

IK- indice de Kovats ?BOATRIGHT & CRUM, 1997
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4.6.1.4 ldentificagdo das substancias 16 e 17 (Esteres de pentila)

o) O
| |
R—C—O0CH,—CH,—CH—CH, = R—C—0CH —CH,—CH,—CH,

CH, CH,

16 17

16 R = CysH3s3 hexadecanoato de isoamila (palmitato de isoamila)

17 R = C46H3sz hexadecanoato de sec-amila (palmitato de sec-amila)

Figura 39. Substancias 16 e 17 identificadas na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

As substancias 16 e 17 presentes na fragao ACC-A11 (Tabela 3, pag 42) da
fase em cicloexano, apresentaram dados espectrométricos bem semelhantes entre si,
inclusive o mesmo valor de m/z para o ion molecular, os quais foram sugestivos de
substancias isOmeras (Espectros 29 e 30). Foi possivel identificar que estas
substancias sao ésteres cuja cadeia alcoxila apresenta férmula molecular CsH11O, em
funcao do resultado obtido da subtracdo da massa correspondente ao ion molecular
(m/z 326) da massa do fragmento acilio (m/z 239). Através deste ultimo valor também
foi possivel determinar o tamanho da cadeia acila como CgHas.

Da mesma forma que a substancia 15 os espectros de 16 € 17 mostram o pico
referente a perda de olefina na cadeia alcoxila (m/z 271), este fragmento € comumente

observado quando esta cadeia possui trés ou mais carbonos (Figura 40).
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‘\ti\x + .
10"+ tOH H,CCH,CHCH=CH2
I (|3H CH,CH,CH, ——=  "|[" *CH— CHCH,CH, >
R— C R—c. ( o
\O _CH, \O )(CHz H
+ _H =O_./H
| ) —
C /H C\\\\ +/H

R =C,;Hjs; m/iz 271

Figura 40. Formagao do fragmento m/z 271

Com base nestas informacdes e na presenga do pico base em m/z 70 (Figura
41), correspondente ao fragmento resultante do rearranjo de McLafferty, foi proposta a

estrutura do hexadecanoato de pentila para as substancias 16 e 17.

o OH

:ﬁ- “ CHR' - RCOOH ﬁHR'_I -
R—C o | CH
\6—\/\‘/ CH, 2
m/z 70

Figura 41. Formacgao do fragmento m/z 70

Todos os dados descritos até o momento para as substancias 16 e 17
juntamente com os demais picos resultantes de fragmentagdes hidrocarbdnicas estao
apresentados na Tabela 14.

De acordo com estes dados, tanto os grupos amila, sec-amila ou isoamila
poderiam estar ligados ao oxigénio da carboxila, em virtude de existrem em seus
espectros de massas pequenas diferencas, basicamente com relacdo as intensidades
de alguns fragmentos. No entanto, os indices de Kovats calculado para 16 e 17 foram
determinantes na identificagdo destas substancias, uma vez que tanto os seus valores

quanto as massas e intensidades dos fragmentos obtidos, foram compativeis com os
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dados revelados por Radulovic et al. (2009) para o hexadecanoato de isoamila e sec-

amila, respectivamente (Tabela 14).

Tabela 14. Fragmentos presentes nos espectros de massas das substancias 16 e 17
identificadas na fase em cicloexano da madeira de A. colubrina e os fragmentos dos

ésteres hexadecanoato de isoamila (A) e hexadecanoato de sec-amila (B) citados na

literatura.
SUBSTANCIAS
16 17 A* B*
~ < <
FRACAO A~ A~ - -
oT (O
< <
Tr (min) 19,82 19,86 .
IK calculado 2246 2251 _ .
IK literatura _ . 2245 2250
FRAGMENTOS m/z (IR)

M 326 (1,3) 326 (0,3) 326 (3) 326 (1)
[M-CH3]" 311(0,2) 312(0,09) 311 (1) .
[M-C3H7]" 283 (0,25) 283 (0,04) 283 (1) .

[M-CsH110]" 239(2,2) 239(5,3) 239 (8)
[M-C7H15] 227 (0,4) 227 (0,3) 227 (1) 227( )
[M-CsgH17] 213 (0,8) 213 (0,8) 213(2) 213 (3)
[M-CgH19] 199 (0,7) 199 (0,08) 199 (1) 199 (1)
[M-C1oH21] 185 (0,7) 185 (0,7) 185 (1) 185 (2)
[M-C11H23] 171 (0,3) 171 (0,3) 171 (1) 171 (2)
[M-C12H2s5] 157 (0,8) 157 (0,8) 157 (1) 157 (2)
[M-C13H27] 143 (1) 143 (1) 143 (3) 143 (2)
[M-C14H29] 129 (0,14) 129 (0,14) 129 (3) 129 (5)
[M-C15H34] 115 (2,5) 115 (2,5) 115 (3) 115 (4)
[C7H13] 97 (3,6) (3,6) 97 (3) 97 (5)
[CeH14] 83 (4,3) 83 (4,3) 83 (4) 83 (7)
[CsH14]" 71 (45) 71 (50) 71(45) 71 (51)
[CsH10]" 70 (100) 70 (100) 70 (100) 70 (100)
[C4Hg]" 57 (15) 57 (18) 57 (11) 57 (18)
[C3H/]" 43(50) 43(56) 43(33) 43(37)
[C3Hs]" 41(21) 41(26) 41(13) 41(16)

IK- indice de Kovats

IR- Intensidade relativa

*Radulovic et al., 2009
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4.6.1.5 Identificacao das substancias 18 a 24 (acidos graxos saturados)
I
R— CH,— CH,— CH,— C—OH

18 R = CgH4; acido dodecandico (acido laurico)

19 R= CyoH2¢ acido tetradecandico (acido miristico)
20 R=C41H23 acido pentadecanoico

21 R = Cq2Hy5 acido hexadecanaico (acido palmitico)
22 R = C43Hy7 acido heptadecandico (acido margarico)
23 R =Cy4H29 acido octadecandico (acido estearico)

24 R = C4H33 acido eicosanoico (acido araquidico)

Figura 42. Substancias 18 a 24 identificadas na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

As substancias 18 a 24 foram identificadas por GC-MS nas fragbes ACC-A17 a
19 (Tabela 3, pag 42) oriundas do fracionamento cromatografico da fase em
cicloexano. Apenas as substancias 21 e 23 foram identificadas no extrato bruto (Tabela
10, pag 62).

Na andlise dos espectros de massas destas substancias (Espectros 31 a 43)
foram observados os picos correspondentes aos seus respectivos ions moleculares,
que juntamente com os demais fragmentos (Tabela 14) sugeriram serem
correspondentes a acidos graxos saturados.

Destacaram-se em seus espectros os picos em m/z 60 resultante do rearranjo
de MclLafferty, m/z 73 (Figura 29) representado pelo fragmento contendo oxigénio
[C3H502]" e em m/z 43 representado pelo fragmento alquila [C3H7]".

As clivagens o a carbonila originaram os fragmentos [M-OH]" e [CO,H]" cujo
valor de m/z é 45. O demais picos observados correspondem aos fragmentos
hidrocarbénicos do tipo CnHzn+1 € fragmentos contendo oxigénio do tipo [(CH2),CO.H]"

resultantes das quebras C-C (Tabela 15).
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Diante dos dados espectrométricos de 18 a 24 foi possivel propor para estas
substancias as estruturas dos acidos dodecandico, tetradecandico, pentadecandico,
hexadecanoico, octadecandico e eicosandico, respectivamente.

Os dados supracitados aliados aos seus indices de Kovats e as correlagcbes
observadas com modelos disponiveis na literatura bem como na biblioteca de

espectros de massas WILEY foram coerentes com as estruturas propostas.
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Tabela 15. Fragmentos presentes nos espectros de massas das substancias 18 a 24

identificadas na fase em cicloexano na madeira de A. colubrina

SUBSTANCIAS
FRACOES 18 19 20 21 22 23 24
<o <2 <2 <2 €2 €2 <
Sr 0% 82 3= 82 gr 82
<~ < < < < < <
Tr (min) 12,51 14,88 16,02 17,13 18,10 19,12 20,93
IK calculado 1568 1768 1871 1977 2036 2179 2300
IK literatura 1568° 1768° 1844° 1984° 2022° 2200" 23279
FRAGMENTOS m/z
M-+ 200 228 242 256 270 284 312
[CoH40,]" 60 60 60 60 60 60 60
[M-OH]* 183 211 225 239 253 267 295
[M-C,Hs]" 171 199 213 227 241 255 283
[M-C3H]" 157 185 199 213 227 241 269
[M-C4Ho]" 143 171 185 199 213 227 255
[M-CsHq1]" 129 157 171 185 199 213 241
[M-CgH13]" 115 143 157 171 185 199 227
[M-C7H1s]" 101 129 143 157 171 185 213
[M-CgH17]* 87 115 129 143 157 171 199
[M-CoH1g]" 73 101 115 129 143 157 185
[M-C1oH21]* 59 87 101 115 129 143 171
[M-C11H23]* 45 73 87 101 115 129 157
[M-C12H2s]" o 59 73 87 101 115 143
[M-C13H27]* - 45 59 73 87 101 129
[M-C14H20]" _ L 45 59 73 87 115
[M-C1sH34]* . L . 45 59 73 101
[M-C1eHa3]" - _ L L 45 59 87
[M-C17Has]* . . . . . 45 73
[M-C1gH37]" _ _ _ _ _ _ 59
[M-C1gHzg]" _ _ _ _ _ _ 45
[CsH14]* 71 71 71 71 71 71 71
[C4Hg]" 57 57 57 57 57 57 57
[C3H7]" 43 43 43 43 43 43 43
[C3H5]" 41 41 41 41 41 41 41

?
4ADAMS, 1995; "LEFFINGWELL & ALFORD, 2005; “PINO & MARBOT, 2001;
YPRIESTAP et al., 2003; BEAULIEU & GRIMM, 2001; ’ALBERTS et al., 1992



Capitulo 4 Resultados e Discussdo 84

4.6.1.6 Identificacdo das substidncias 25 a 28 (ésteres e acidos graxos

insaturados)

O
o~ 7
C
AN
OR
25 (Z,2)-9,12-octadecadienato de metila R = OCH3
26 (Z,Z)-acido 9,12-octadecadiendico R=H
7
/\/\/\/E/\/\/\/\
C
AN
OR

27 (Z2)-9-octadecenoato de metila R = OCH3
28 (Z)-acido 9-octadecendico R=H

Figura 43. Substancias 25 a 28 identificadas na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

As substancias 25 a 28 foram identificadas por GC-MS nas fracoes ACC-A 15-
18, ACC-A 18-30, ACC-A 15, ACC-A 17-19, provenientes do fracionamento
cromatografico da fase em cicloexano (Tabela 3, pag 42), bem como na fase bruta
(Tabela 10, pag 62). A andlise de seus espectros de massas evidenciou que tais
substancias eram de natureza graxa insaturada em virtude de picos intensos e
caracteristicos na regido de menor massa.

A comparagao dos espectros de massas de 25 e 26 (Espectros 45 e 47)
mostrou que suas estruturas eram muito semelhantes, apresentando inclusive os
mesmos fragmentos tipicos de uma substancia graxa com duas insaturagées. Em
conformidade com estas informacgdes, foi observado em seus espectros de massas o

pico base em m/z 67 juntamente com outros picos que dominaram no intervalo de
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menor massa (m/z 41, 55, 81, 95, etc.) atribuiveis a fragmentos hidrocarbénicos de
formula [C,H2n.3]" resultantes de clivagens alilica.

No entanto, foram observadas diferencas concernentes aos valores de m/z dos
ions moleculares de 25 e 26 que foram 294 e 280, respectivamente, que indicaram a
presenca de um grupo metileno a mais em 25. Foram ainda observadas apenas no
espectro de 25 fragmentagdes basicas de ésteres metilicos como a presenga do pico
em m/z 263 referente ao fragmento [M-OCH3]" e em m/z 74 (Figura 31) correspondente
ao rearranjo de McLafferty, embora de baixa intensidade. Enquanto no espectro da
substancia 26 o cation resultante deste rearranjo apareceu em m/z 60, que é
caracteristico de acidos graxos.

Diante de tais informacdes, foi possivel atribuir a estrutura correspondente ao
octadecadienoato de metila para 25 e ao acido octadecadiendico para a substancia 26,
o que justificaria a diferenga entre suas massas moleculares.

A analise dos espectros de massas de 25 e 26 nao forneceu evidéncias de ions
que pudessem servir para localizar as posicdes de suas insaturacdes. Apesar do
espectro da substancia 25 apresentar 94% de similaridade com o espectro do (Z,Z2)
9,12-octadecadienoato de metila (linoleato de metila) presente na biblioteca de
espectros WILEY (Espectros 45 e 46), sua estrutura s6 foi confirmada como tal apés
co-injegdo com amostra auténtica.

Em virtude da falta de disponibilidade de padrées de acidos graxos, a estrutura
da substancia 26 ndo pdde ser confirmada da mesma forma que 25. Sendo assim seu
espectro de massas foi comparado com os da biblioteca WILEY (Espectros 47 e 48) e
por 94% de similaridade obteve-se a estrutura do acido (Z,Z) 9,12-octadecadiendico
(acido linoléico). O indice de Kovats calculado para 26 foi 2152 muito proximo ao valor
encontrado na literatura (2173) correspondente ao acido linoléico [ALVESA et al.,
2005].

Os dados de GC-MS das substancias 27 e 28 identificadas nas fracoes
apresentadas na Tabela 16, evidenciaram que tais substdncias eram, da mesma
maneira que 25 e 26, de natureza graxa insaturada, em fungado do numero significativo
de fragmentos com valores de m/z entre 40 e 115.

Dentre os picos presentes em seus espectros (Espectros 49 e 51), foram
destacados os mais intensos (m/z 41, 55, 69, 83, 97 e 111), além dos fragmentos

associados aos de clivagens de ligagdes alilicas.
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Da mesma forma que 25, a substancia 27 pdde ser identificada como um éster
metilico em virtude dos fragmentos caracteristicos [M-OCHjs]" e [C3HgO2]" em m/z 74,
sendo este ultimo com abundancia relativa média. Em fungao da presenga do cation
resultante do rearranjo de McLafferty com valor de m/z 60, a substancia 28 também foi
identificada como um acido carboxilico da mesma maneira que 26.

A comparagao dos espectros de massas de 27 e 28 com os de 25 e 26 permitiu
constatar que os dois primeiros apresentam apenas uma ligacdo dupla. Assim, a
analise conjunta dos dados permitiu definir 27 e 28 como sendo octadecenoato de
metila e acido octadecendico, respectivamente. Os espectros de 27 e 28 (Espectros 49
e 51) apresentaram uma boa correlagao (indice de similaridade superior a 90%) com
os espectros encontrados na biblioteca WILEY para (Z) 9-octadecenoato de metila
(oleato de metila) e acido (Z) 9-octadecenodico (acido oléico), respectivamente
(Espectros 50 e 52). A estereoquimica da substadncia 27 nao foi possivel ser
confirmada da mesma forma que a da substancia 25, através da co-injecao de amostra
padréo de ésteres metilicos, em virtude dos isdbmeros n&o terem sido distinguidos no
padrdo. No entanto, seu indice de Kovats calculado mostrou-se compativel com o

apresentado na literatura para o oleato de metila (Tabela 16) [PINO et al., 2005].
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Tabela 16. Fragmentos presentes nos espectros de massas das substancias 25 a 28

identificadas da fase em cicloexano da madeira de A. colubrina

SUBSTANCIAS

25 26 27 28

FRACOES <X <8 L 6 <o

QB O &% O~ O

O« (@ s O o~

< < < T

Tr (min) 18,43 18,86 18,49 18,92

IK calculado 2106 2152 2113 2158

IK literatura 20922 2173° 2103° 2161¢

FRAGMENTOS m/z

M-* 294 280 296 282
McLafferty 74 60 74 60
[M-OCHs]* 263 L L L
[M-HOCHa]" 262 L 264 .
[M-OH]* L 263 L L
[M-H20]" _ _ _ _
[CioH17]* 137 137 137 137
[CoH1s]" 123 123 L L
[CgH1s]" L L 111 111
[CeH13]" 109 109 L L
[C7H13]" o L 97 97
[C/Hu]* 95 95 L L
[CeH11]" L L 83 83
[CeHo]" 81 81 L L
[CsHo]" L L 69 69
[CsH7]" 67 67 L L
[C4H7]" 55 55 55 55
[C3Hs]" 41 41 41 41

e R TR T RV SV =N T VN T
®TELEZ et al., 2002 "ALVESA et al., 2005 °PINO et al., 2005

YPRIESTAP et al., 2003
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4.6.2 Identificagao dos triterpenos

Existe uma grande ocorréncia de triterpenos em plantas, principalmente os
tetraciclicos e pentaciclicos e comumente varios deles em uma mesma espécie. A
amplitude desta classe de compostos € dada em funcado da diversidade de esqueleto
carbdnico existente e de funcionalizagdo. E comum a ocorréncia de triterpenos com
mais de um grupo funcional, predominantemente oxigenado, como: -OH, -OR, -OAc, -
COOH, -COOR, =0 [MAHATO & KUNDU, 1994].

Os triterpenos apresentam o Oxido de esqualeno como seu precurssor
biossintético o qual, por sua vez, ao ciclizar numa conformagédo cadeira- cadeira-
cadeira- bote e de acordo com dois tipos de rearranjos, pode originar esqueletos
tetraciclicos ou pentaciclicos [MANN, 1987; DEWICK, 1997].

Os triterpenos pentaciclicos podem ser divididos, segundo seu esqueleto,
em trés grupos principais: oleanano, ursano e lupano (Figura 44). Os triterpenos de
esqueleto oleanano apresentam duas metilas em C-20 enquanto que os de esqueleto
ursano apresentam uma metila em C-20 e outra em C-19. Nestes esqueletos, a
estereoquimica referente a jungao dos anéis A/B, B/C e C/D ¢é trans, e entre D/E é cis.
Ja o esqueleto do tipo lupano difere dos anteriores na estereoquimica trans entre os

anéis D/E. Além disso, o anel E é pentagonal.

Esqueleto oleanano Esqueleto ursano Esqueleto lupano

Figura 44. Esqueletos mais comuns dos triterpenos

A atribuicdo dos sinais presentes no espectro de RMN de '*C aos atomos de
carbono de um triterpeno desconhecido pode ser feita em muitos casos, com boa
margem de segurancga, por comparagao dos seus dados espectrais com os de modelos

disponibilizados na literatura, uma vez que um grande numero de dados de
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deslocamentos quimicos de '*C tem sido compilado. Em alguns casos, sdo
necessarias informagdes provenientes das técnicas bidimensionais HMBC e HMQC
para a completa atribuicido dos dados de RMN de *C [MAHATO & KUNDU, 1994].

Devido ao fato de misturas de triterpenos com estruturas semelhantes
apresentarem dificil separacédo frente a técnicas cromatograficas convencionais, foi
proposta por Olea e Roque (1990) uma metodologia para a identificagdo dos
esqueletos triterpénicos. Esta metodologia consiste na analise dos deslocamentos
quimicos dos sinais presentes na regido de carbonos olefinicos. A observacdo do
numero e intensidade dos sinais nesta regidao permite definir, também, o numero e a
abundancia relativa dos componentes da mistura. Assim, os triterpenos que possuem
esqueleto do tipo lup-20(29)-eno podem ser identificados pelos sinais em torno de
150,5 & e 109,3 &, relativos aos carbonos olefinicos C-20 e C-29, respectivamente.
Enquanto os que apresentam os esqueletos urs-12-eno e oelan-12-eno séao
identificados através dos sinais referentes aos carbonos olefinicos C-12 e C-13 em

torno de 124,1 e 139,4 & para o urs-12-eno e 121,7 e 145,1 § para o olean-12-eno.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é uma
técnica que também pode ser empregada para a analise e caracterizagao de misturas
complexas de triterpenos com varios tipos de esqueletos [ASSIMOPOULOU &
PAPAGEORGIOU, 2005]. De acordo com Budzikiewicz et al. (1963), os picos mais
caracteristicos nos espectros de massas dos triterpenos com esqueletos olean-12-eno
e urs-12-eno sao resultantes da reacao de retro-Diels-Alder no anel C. A carga é retida

na parte dieno, porém pode ser observada com menos importancia no outro fragmento.

Outra fragmentagéo do anel C que ndo envolve RDA, e sim transferéncia de H-
ocorre em menor intensidade, sendo, porém a principal fragmentagéo dos triterpenos
que nao apresentam insaturagdo entre os atomos de carbono C-12 e C-13, em
particular os lupanos [BUDZIKIEWICZ et al., 1963].

Os triterpenos que ocorrem com mais frequéncia em plantas do género
Anadenanthera apresentam estruturas pentaciclicas do tipo lupano, porém ha também
relatos da ocorréncia de triterpenos que possuem esqueleto oleanano e ursano (Tabela
1, pag 8-10).
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Foram identificados dois triterpenos com esqueleto lupano na fase em
cicloexano da madeira de A. colubrina: lupeol (29) e lupenona (30). O lupeol foi
identificado por GC-MS como o componente majoritario na fase em cicloexano (Tabela
10, pag 62). Por este motivo foi isolado e teve sua estrutura definida utilizando-se as
técnicas de RMN de 'H e "*C, juntamente com a espectrometria de massas. Embora a
lupenona tenha sido identificada como o terceiro componente em maior quantidade
presente neste extrato, o seu isolamento nao foi possivel. Desta forma, este triterpeno
foi caracterizado apenas com base em seu espectro de massas. Tanto o lupeol quanto

a lupenona ja haviam sido isolados do cerne e partes aéreas de A. colubrina (Tabela 1,

pag 9).

4.6.2.1 Identificacao da substancia 29 (lupeol)

Figura 45. Substancia 29 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia 29 obtida como um solido cristalino branco (PFex. = 213 °C; PFji. =
213 °C [JAIN & BARI, 2010]) das fragdes ACC-A16 e ACC-A18-20 (Tabela 3, pag 42),
apresentou uma mancha roxa quando submetida a CCDA e revelada com solucido de
anisaldeido. O seu espectro de massas (Espectro 58) revelou um ion molecular em

m/z 426 enquanto que o espectro de RMN de 'H (Espectros 53-55) apresentou varios
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sinais na regidao de 0,76 & a 1,68 O, caracteristicos de metilas de substancia de
natureza triterpénica.

Um dupleto largo em 4,69 § (1H, 2J = 2,4 Hz) juntamente com um multipleto em
4,57 & (1H) no espectro de RMN "H (Espectros 53-55), indicaram a presenca de uma
ligacdo dupla do tipo vinilica (R,C=CH,). No espectro de RMN "*C (Espectro 56), os
picos a 109,3 & (CH3) e 151,0 & (C tetrassubstiuido) confirmaram essa proposta. Estes
dados juntamente com o sinal a 1,68 & no espectro de RMN 'H (Espectro 55) atribuido
a um grupo metila ligado a carbono olefinico sugeriram que o composto 29 teria o

esqueleto lupano.

A presenca de um duplodupleto em 3,19 & (1H, 3J = 5,1e 3J = 11,0 Hz) no
espectro de RMN de 'H juntamente com um sinal em 79,0 & no espectro de RMN de

3C sugeriu a presenca de uma hidroxila em C-3.

Ao compararmos as informacdes obtidas dos espectros de RMN de 'He BC
(Tabelas 17 e 18) e DEPT 135° (Espectro 57) da substancia 29 com informagdes da
literatura [FOTIE et al., 2006; MAHATO & KUNDU, 1994], foi confirmado que tratava-se

do lupeol, triterpeno amplamente distribuido no reino vegetal.
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Tabela 17. Dados de RMN "H da substancia (29) obtido de A. colubrina (300 MHz) e do

lupeol citado na literatura (400 MHz), ambos em cloroférmio-d;.

3 lupeol*

H & 'H [mult., J (Hz)] & 'H [mult., J (Hz)]

3 3,19 dd (5,1; 11,0) 3,19 dd (4,8; 11,6)

19 2,38 dt (5,5; 11,0) 2,38 dt (4,0; 9,6)

Me-23 0,76 s 0,77 s
Me-24 0,79 s 0,80 s
Me-25 0,83s 0,84 s
Me-26 0,94 s 0,95s
Me-27 0,97 s 0,97 s
Me-28 1,03 s 1,03 s
29a 4,69 dl (2,4) 4,68 sl
29b 4,57 m 4,57 sl
Me-30 1,68s 1,70 s

* FOTIE et al., 2006
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Tabela 18. Dados de RMN "*C da substancia (29) obtido de A. colubrina (75 MHz) e do

lupeol citado na literatura (100 MHz), ambos em cloroférmio-d;.

C 35"C lupeol *§ *C
1 38,7 38,7
2 27,4 27,4
3 79,0 78,9
4 38,8 38,8
5 55,2 55,3
6 18,3 18,3
7 34,2 34,2
8 40,8 40,8
9 50,4 50,4
10 37,1 37,1
11 20,9 20,9
12 25,1 25,1
13 38,0 38,0
14 42,8 42,8
15 27,4 27,4
16 35,5 35,5
17 43,0 43,0
18 48,3 48,2
19 48,0 47,9
20 151,0 150,9
21 29,8 29,8
22 40,0 40,0
23 28,0 28,0
24 15,4 15,4
25 16,1 16,1
26 15,9 15,9
27 14,5 14,5
28 18,0 18,0
29 109,3 109,3
30 19,3 19,3

* MAHATO & KUNDU, 1994



Capitulo 4 Resultados e Discussdo 94

4.6.2.2 Identificagao da substancia 30 (lupenona)

Figura 46. Substancia 30 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia 30 foi identificada por CG-MS tanto na fase em cicloexano (Tabela
10, pag 62) como na fragdo ACC-A16 obtida do fracionamento desta fase (Tabela 3,
pag 42). Através do seu espectro de massas (Espectro 59), perfil de fragmentagéao e
comparagao com o espectro da substancia 29 (Espectro 58) foi possivel deduzir que se

tratava de um triterpeno.

Dentre os fragmentos caracteristicos encontra-se o ion molecular em m/z 424, o
pico em m/z 381 referente a perda da cadeia lateral, além do pico em m/z 409 atribuido
a perda de metila. O mais importante fragmento ocorre em m/z 205 e corresponde ao
ion resultante da ruptura do anel C com transferéncia de hidrogénio (Figura 47, pag 95)
cuja intensidade é caracteristica de esqueleto lupano possuindo grupo ceto na posi¢cao
3 [BUDZIKIEWICZ et al., 1963]. O pico em m/z 218 corresponde ao outro fragmento
resultante da clivagem do anel C e a auséncia de perda de agua exclui a presenga de

uma hidroxila no C-3.

Estes dados nos levaram a sugerir que 30 é a 3-lupenona cuja férmula
molecular é C3oHss0 (MM= 424), e a comparagdo com a biblioteca de espectros de

massas WILEY e dados da literatura confirmaram esta proposta. Destaca-se que o
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espectro de massas da substancia 30 mostrou coincidéncia de 90% com o espectro da

3-lupenona presente na biblioteca WILEY.

m/z 424

m/z 205

m/z 218

m/z 189

Figura 47. Principais fragmentag¢des observadas no espectro de massas da substancia
30
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4.6.3. Identificagcao dos esteroides

Os esteroides tém a mesma origem biossintética dos triterpenos, s6 que a
ciclizagao ocorre na conformacao cadeira-bote-cadeira-bote. Na maioria dos esterdides
as ligagdes dos anéis B/C e C/D séo trans e a ligacdo dos anéis A/B, pode ser cis ou
trans (Figura 48). O esterdide mais comum isolado de animais é o colesterol e os mais
comumente encontrados em plantas séo o B-sitosterol e estigmasterol [DEWICK, 1997;
AHMAD & RAHMAN, 1994].

. n
15

Figura 48. Esqueleto esteroidal

A espectrometria de massas, particularmente em combinagdo com a
cromatografia gasosa, provou ser uma ferramenta poderosa e comumente utilizada na
identificacao e elucidagao estrutural de esterdides [WYLLIE et al., 1977]. Os principais
picos nos espectros de massas dos esteroides devem-se as clivagens comuns do

esqueleto como:

1. Perda do radical metila. Este tipo de fragmentagdo, por si s6 ou em
combinagdo com outra quebra na molécula, € caracteristica de todos os esterdides.

Estes radicais eliminados sdo grupos metilas angulares [FRIEDLAND et al., 1959].

2. Perda de agua. Para compostos com o grupo hidroxila na posi¢ao 3, os
espectros invariavelmente mostram um pico corresponde a perda de agua a partir do

ion molecular. Além disso, a formacado de muitos dos principais ions envolve a perda
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de agua em combinagdo com outros mecanismos de fragmentacao [FRIEDLAND et al.,
1959].

3. A perda da cadeia lateral. Este substituinte, se alquila, &€ rapidamente perdido
por si sé ou acompanhado da perda de agua e/ou ocasionalmente metila. A perda do
substituinte no carbono C-17 também é comum aos esterdides, embora a intensidade
relativa do pico resultante desta fragmentagcao varie entre os compostos. A presenga
da ligagao dupla no carbono C-5 auxilia este tipo de fragmentagdo, aumentando desta
forma sua intensidade relativa (Figura 49) [WYLLIE et al., 1977].

HO N

m/z 273

Figura 49. Formagao do fragmento referente a perda da cadeia lateral

Também é muito comum ocorrer, juntamente com esta fragmentacéo, a perda
de trés atomos de carbono do anel D e um hidrogénio (Figura 50), provavelmente do
carbono C-14 [WYLLIE et al., 1977].
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Figura 50. Formagéao de fragmentos referentes a clivagem do anel D de esteroides

4. A ruptura do anel C. O anel C é quebrado através das clivagens das ligagdes
entre os atomos de carbono C 8-C14 e C 9-C11, permanecendo intactos os anéis A e
B (Figura 51). Desta forma, através do valor de m/z desse ion é possivel determinar o
numero de ligagbes duplas. Usualmente, compostos contendo um grupo hidroxila na

posicdo 3 também apresentam um pico resultante da perda de agua.
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m/z 163

Figura 51. Formagao de fragmentos referentes a clivagem do anel C

5. A ruptura do anel B. A presenca da insaturagao no carbono C-5 controla a
fragmentacao de Retro-Diels-Alder que envolve a perda do anel A e parte do anel B,
pela clivagem das ligagdes 7-8 e 9-10 (Figura 52). Outros ions caracteristicos de
esterdides com insaturagdo em C-5 e hidroxila em C-3, envolvem também a ruptura do
anel B levando & formacao dos ions [M-85]", [M-111]" e [M-139]".

m/z 138

Figura 52. Formacgao do fragmento referente a reagéo de Retro-Diels-Alder

Wyllie et al. (1977) propuseram dois mecanismos de fragmentagdes para a
formacao do ion [M-139]". No primeiro, a fragmentagéo se inicia pela ruptura da ligagéo
alilica 9-10 seguida de duas transferéncias sucessivas dos atomos de hidrogénio das
posicdes 8B e 14a, e da quebra da ligacao alilica 7-8 que leva a formagao do ion [M-

139]" e mais um radical, ambos alilicamente estabilizados (Figura 53).
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HO

+ HO

m/z (M-139)

Figura 53. Primeira proposta para a formagéo do fragmento [M-139]"

O outro mecanismo, o qual envolve a perda do atomo de hidrogénio da posigao
alilica 9a, pode iniciar com a ruptura simultdnea das liga¢des 7-8 e 13-14. Localizando-
se a carga no atomo de carbono C-9, pode-se formar a ligagdo com o radical isolado
do C-13 resultando assim num anel de quatro membros. A ruptura da ligacdo 9-10,

duplamente alilica, leva & formagéo do ion [M-139]" e mais um radical (Figura 54).

R
HO o
_ R _
R
+ —
HO X N
N
miz (M-139) | HO B

Figura 54. Segunda proposta para a formagao do fragmento [M-139]"
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Quanto a formagéo dos ions [M-85]" e [M-111]" , foram propostas as mais
diversas fragmentagdes do esqueleto esteroidal. Naqvi (1973) sugeriu uma
fragmentagao para o primeiro ion que envolve a ruptura das ligagdes 1-10, 5-10 e 5-6 e
mais a perda de um proton. Estas fragmentacdes (Figuras 55 e 56) foram confirmadas

por Willie et al. (1977) através de estudos das fragmentagdes do colesterol deuterado.

R

o

OH

Figura 55. Forfna(;éo do fragmento [M-85]"

O mecanismo de formagao do ion [M-111]" também recebeu varias proposigoes.
Um provavel mecanismo envolve a formacdo de uma ligacdo entre os atomos de
carbono C-1 e C-5, seguida da ruptura da ligagdo 7-8 e da transferéncia de um atomo
de hidrogénio da posi¢cao 9a para o carbocation adjacente. A homolise da ligagédo 5-10

resulta na formagao do ion alilico mais um radical, como mostrado na figura a seguir.
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Figura 56. Formacéo do fragmento [M-111]"

Na analise dos espectros de massas de varios esterdides de ocorréncia natural,
tornou-se evidente a importancia de picos referentes as fragmentagbes associadas a
presenca de ligagao dupla na cadeia lateral e que ndo sdo encontrados nos seus
analogos saturados [WYLLIE & DJERASSI, 1968]. A presenga do pico cujo valor de
m/z é 271 indica que o esteréide provavelmente tem um nucleo A°-3-ol juntamente com
uma ligacdo dupla na lateral. Segundo Wyliie e Djerassi (1968), nos esteroides A%
observa-se a perda da cadeia lateral envolvendo a quebra da ligagdo 17-20 e a
transferéncia de dois atomos de hidrogénio, um dos quais € proveniente do atomo de
carbono C-17 (Figura 57).
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—_—
HO HO

HO

m/z 271

Figura 57. Formagao do fragmento m/z 271

Além do pico m/z 271, os espectros de massas de esteroides com insaturacéo
no atomo de carbono C-22 mostram um pico com valor de m/z 300. Este é resultante
da clivagem vinilica, formalmente muito desfavoravel, juntamente com a transferéncia
de um atomo de hidrogénio. Foram propostos possiveis mecanismos para a formagao
do ion radical favoravelmente estabilizado de massa 300 (Figura 58), de acordo com a
origem do hidrogénio transferido [WYLLIE & DJERASSI, 1968].
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HO

m/z 300

ou

m/z 300
ou

m/z 300

Figura 58. Formacao do fragmento m/z 300

Outro pico também caracteristico de esteroides com insaturagdao na posi¢cao C-
22 é do ion [M-43]", que corresponde a perda do grupo isopropila terminal através da
clivagem alilica [KNIGHTS, 1967].

De acordo com Djerassi (1978) a presenca do intenso pico de m/z 124 é o
diagnéstico de A*-3-oxo-esteroides. Sua formagao parece envolver a ruptura do anel B
com transferéncia de dois atomos de hidrogénio. Este processo pode ser representado
de trés maneiras diferentes, dependendo da origem do atomo de hidrogénio que migra
em primeiro lugar. O segundo hidrogénio migra de uma posig¢do alilicamente ativada.
Djerassi (1978), em seu estudo com esterdides deuterados, observou que o atomo de

hidrogénio da posicéo 8 é o principal iniciante desse processo (Figura 59).
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L | L _| m/z 124

Figura 59. Formacao do fragmento m/z 124

Um ion [M-123]" resultante da ruptura das ligagdes 6-7 e 9-10, mas agora com a
carga retida na parte da molécula formada pelos anéis C e D, foi observado no
espectro de varias A*-3-cetonas [BROWN & DJERASSI, 1980]. Os dados obtidos nos
estudos de Brown e Djerassi (1980) provaram que ha transferéncia de um atomo de
hidrogénio para a parte da molécula que néo retera a carga. De acordo com os
autores, a transferéncia deste hidrogénio ndo é muito especifica e contribuicbes
significativas sao feitas pelos atomos de hidrogénio das posigdes 8 (33%), 14 (25%),
15 (24%) e 9 (17%). Em todos os casos a ionizagcédo da ligagédo alilica 9-10 inicia o

processo que leva a formagéo do ion [M-123]".

O mecanismo mostrado a seguir € o processo mais simples e majoritario, onde
ocorre a transferéncia direta do proton do atomo de carbono C-8 para C-10 o que
facilita a ruptura da ligagdo 6-7 e fornece o cation alilicamente estabilizado [M-123]"
mais o radical livre [BROWN & DJERASSI, 1980].

m/z M-123

Figura 60. Formagéo do fragmento [M-123]"
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Esteroides A*-3-oxo bem como seu isémero A', sob impacto de elétrons perdem
os elementos cetene (CH,=C=0) do anel A. O mecanismo de fragmentagédo proposto
por Shapiro e Djerassi, 1964 pode ser observado na figura 61. No entanto, somente os
A*-3-oxo-esteroides exibem o pico base em m/z 124 e o pico correspondente ao ion M-

85 para a quebra do anel B.

); R R
O/ (o) + +

m/z M-42

Figura 61. Formacéo do fragmento [M-42]"

Segundo Shapiro e Djerassi, 1964, a ruptura do anel B mostrou claramente que
os atomos de carbono C-2, C-3 e C-19 sado perdidos, enquanto C-4, C-6, C-7, C-11 e
C-17 estado no fragmento que retém a carga. Também ficou evidente a transferéncia do
atomo de hidrogénio localizado na posicao 8. Estes dados levaram a suposig¢ao
sensata de que os atomos de carbono C-1 e C-10 sdo também perdidos. O segundo
atomo de hidrogénio pode ser oriundo dos atomos de carbono C-12 ou C-18 ou ainda
do anel D onde o atomo de hidrogénio 14a parece ser o candidato mais razoavel
embora os autores nao tivessem derivados deuterados disponiveis para confirmar esta
suposicao. Desta forma, os autores sugeriram o seguinte mecanismo, o qual satisfaz
as supracitadas quebras, como também a perda dos hidrogénios das posigdes 8 e 14
(Figura 62).

m/z M-85
Figura 62. Formagéo do fragmento [M-85]"
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Posteriormente, Brown e Djerassi (1980) provaram através dos estudos com
esterdides deuterados que o atomo de carbono C-8 é a fonte predominante (77%) do
primeiro atomo de hidrogénio transferido e que o segundo tem multiplas origens, sendo

o atomo de carbono C-14 o maior sitio contribuinte (51%).

O principal pico (pico base) nos espectros de massas dos 7-oxo-esteroides
como colestan-7-ona, lanostan-7-ona e sitostan-7ona, que apresentam substituintes no
atomo de carbono C-17, envolve a perda dos anéis C e D. Por outro lado, a perda do
anel A é a principal quebra nos esteroides (5a-androstan-7-ona) com a auséncia da
cadeia lateral [ MUCCINO & DJERASSI, 1973; BEUGELMANS et al., 1964].

O pico base do lanostan-7-ona (m/z 206) envolve as quebras das ligagdes 8-14
e 11-12 do anel C (Figura 63). Uma prévia quebra da ligagédo 13-17 foi sugerida por
Muccino e Djerassi (1973) para otimizar a disténcia interatbmica entre os atomos de
oxigénio (grupo oxo) e hidrogénio (H-15) e explicaria o diferente mecanismo de
fragmentacao observado para os 7-oxo-esteroides contendo cadeia lateral. A ruptura
da ligacdo 13-17 em hidrocarbonetos esteroidais com cadeia lateral (colestano e
pregnano) é um processo favorecido [EADON et al., 1972; TOKES et al., 1968],
enquanto a ruptura do anel A prevalece na auséncia da cadeia lateral [TOKES &
DJERASSI, 1969].

m/z 206

Figura 63. Formagao do fragmento m/z 206
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De acordo com Muccino e Djerassi (1973) o pico base dos 7-oxo-esteroides
acompanha dois picos de menor intensidade. Um dos picos homdlogos apresenta valor
de m/z 13 unidades em massa superior ao pico base e o outro 13 unidades de massa
inferior, os quais podem ser atribuidos as quebras das ligagdes 9-11 e 12-13,

respectivamente (Figura 64).

m/z 193

m/z 219

Figura 64. Formacao dos fragmentos m/z 193 e 219

Foram identificados cinco esteroides na fase em cicloexano de A. colubrina
utilizando a técnica GC-MS: diidrobrassicasterol (31), estigmasterol (33), estigmast-4-
en-3-ona (34), ergost-4-en-3-ona (35) e estigmasta-3,5-dien-7-ona (36). O B-sitosterol
(32) foi isolado e teve sua estrutura caracterizada utilizando as técnicas de RMN de 'H
e "C juntamente com a espectrometria de massas, em virtude desta substancia ter
sido identificada por GC-MS como o segundo componente majoritario dessa fase
(Tabela 10, pag 62).

Apenas os esteroides B-sitosterol (32) e estigmasterol (33) ja foram identificados
anteriormente em A. colubrina (Tabela 1, pag 4). Os outros esteroides sao inéditos no

género Anadenanthera.
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4.6.3.1. Identificacao da substancia 31 (diidrobrassicasterol)

Figura 65. Substancia 31 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia designada por 31 foi identificada por GC-MS no extrato em
cicloexano (Tabela 10, pag 62) bem como nas fragcbes ACC-A 21-26 obtidas do

fracionamento deste extrato (Tabela 3, pag 42).

O espectro de massas da substancia 31 (Espectro 61) apresentou um pico com
m/z 400 correspondente ao ion molecular e fragmentagées comuns de esteroides.
Foram observadas ainda a presenca de ions resultantes de fragmentagbes do
esqueleto esteroidal com insaturagao no carbono 5 (m/z 315, 289, 261, 138, 120, 105)
além dos picos em m/z 273, 246, 232 e 231 relativos a perda da cadeia lateral, sendo
0s quatro ultimos em conjunto com outros carbonos do esqueleto. Os valores de m/z
desses fragmentos sugeriram uma cadeia lateral saturada de formula CgHq9. A perda
de agua a partir do ion molecular (m/z 382) e a partir de outros fragmentos onde o anel
A esta intacto (m/z 213, 145 e 120) corrobora a presenga do grupo hidroxila localizado

no carbono 3 (Figura 66).

Assim, os dados espectrométricos da substancia 31 definida como ergost-5-en-
3-ol mostraram-se idénticos (similaridade de 94%) aos desse esterdide encontrado na

biblioteca WILEY também conhecido como diidrobrassicasterol (Espectro 62).
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Figura 66. Principais fragmentos observados no espectro de massas da substancia 31
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4.6.3.2. Identificagao da substancia 32 (B-sitosterol)

Figura 67. Substancia 32 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia designada por 32 é um sodlido cristalino branco (PFeyx. = 132 °C,
PFii. = 130-135 °C [JAIN et al., 2009]) e foi obtida da fragao ACC-C’ 20 (Figura 18, pag,
44). O espectro de RMN "H desta substancia (Espectros 63 e 64) de 32 mostrou varios
sinais na regido de 0,68 a 2,29 6, um sinal multiplo na regido de 3,53 ® (hidrogénio
carbindlico) e um dubleto a 5,35 & (1H, %J= 5,1 Hz) que indicou a presenca de um

hidrogénio olefinico.

Os espectros de RMN '*C (Espectros 65 e 66) e DEPT 135° (Espectro 67)
apresentaram sinais relativos a seis metilas (duas delas a 11,8 e 11,9 d) um carbono
carbindlico a 71,8 & e dois carbonos olefinicos a 140,7 & (C tetrassubstituido) e 121,6 &
(CH), sugestivos de um esqueleto esteroidal [GARCEZ et al., 1997, POUCHERT &
BEHNKE, 1983].

A comparacgao dos espectros de massas das substéancias 32 e 31 (Espectros 68
e 61) indicou que suas estruturas sdo semelhantes, apresentando inclusive os mesmos
valores de m/z relativos aos picos correspondentes a fragmentagao de Retro-Diels-
Alder, os quais indicaram a insaturagéo no carbono 5. Diferengas significativas foram,
no entanto, observadas com relagao ao valor correspondente ao pico do ion molecular
(m/z 414) e consequentemente aos valores de m/z dos fragmentos caracteristicos da
perda de metila (m/z 399), perda de agua (m/z 396) e perda de agua juntamente com
metila (m/z 381) (Figura 68).
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Figura 68. Principais fragmentos observados no espectro de massas da substancia 32

Apds comparagao dos dados espectrais supracitados com informagdes da

literatura pdde-se constatar que a substancia 32 refere-se ao B-sitosterol, cuja férmula

molecular é Cy9Hs500 (MM = 414) [WRIGHT et al., 1978, SHIRAISHI, 1978].
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Tabela 19. Dados de RMN "*C do esteroide (32) obtido de A. colubrina (75 MHz) e do

B- sitosterol citado na literatura (25 MHz), ambos em cloroférmio-d;.

C 32 5"C B-sitosterol* & *C
1 37,2 37,3
2 31,6 31,6
3 71,8 71,7
4 42,3 42,3
5 140,7 140,8
6 121,6 121,6
7 31,9 31,9
8 31,9 31,9
9 50,1 50,2
10 36,5 36,5
11 21,0 21,1
12 39,7 39,8
13 42,3 42,3
14 56,7 56,8
15 24,3 24,3
16 28,2 28,9
17 56,0 56,1
18 11,8 11,9
19 19,4 19,4
20 36,1 36,2
21 19,0 18,8
22 33,9 34,0
23 26,0 26,1
24 45,8 45,9
25 29,1 29,2
26 19,8 19,8
27 19,3 19,1
28 23,0 23,1
29 11,9 12,3

* WRIGHT et al., 1978
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4.6.3.3 Identificacao da substancia 33 (estigmasterol)

HO

Figura 69. Substancia 33 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia 33 foi identificada por GC-MS na fracdo ACC-A 21-25 resultante do
fracionamento do extrato em cicloexano (Tabela 3, pag 42) como também identificada
em pequena proporgao na fase bruta (Tabela 10, pag 62).

O espectro de massas da substancia 33 (Espectro 70) apresentou o pico de m/z
412 correspondente ao ion molecular, além dos fragmentos de perda de metila (m/z
397), agua (m/z 394) e metila juntamente com agua (m/z 379). Ao lado dos picos
correspondentes as fragmentagcbes comuns de esterdides (Figura 69) e as
fragmentagdes caracteristicas do esqueleto esteroidal A®-3-0l (m/z 327, 301, 273, 138,
120 e 105), ha também notaveis picos correspondentes as fragmentagdes
caracteristicas de esterdides com insaturagao na posigao C-22 (m/z 369, 300 e 271).

Desta forma, a estrutura de 33 foi definida como um esteroide A>?-3-ol de
féormula molecular CyHsisO (MM = 412). Os dados espectrométricos de 33
apresentaram uma boa correlacao (similaridade de 93%) com o espectro de massas do

estigmasterol da biblioteca WILEY (Espectros 70 e 71).
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Figura 70. Principais fragmentos observados no espectro de massas da substancia 33
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4.6.3.4 Identificacao da substancia 34 (estigmast-4-en-3-ona)

Figura 71. Substancia 34 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia designada por 34 foi identificada por GC-MS na fase em
cicloexano (Tabela 10, pag 62) bem como nas fragcbes ACC-A 21-26 oriundas desta
fase (Tabela 3, pag 42).

O Espectro de massas da substancia 34 (Espectro 72) mostrou o ion molecular
em m/z 412 e um perfil de fragmentagédo que sugeriu tratar-se de um esteroide. Dentre
os fragmentos caracteristicos, observa-se o pico de m/z 271, referente a perda da
cadeia lateral, além de outros que representam a perda de moléculas neutras
referentes a ruptura do anel D (m/z 244 e 230). Os valores de m/z destes fragmentos
sugerem uma cadeia lateral saturada de formula C1oHz¢. A auséncia da perda de agua
exclui a presenga de 3-OH, que, juntamente com a presenga dos picos em m/z 124
(pico base) e m/z 370 (perda de CH,=C=0), séo fortes indicagdes da presenga do
grupo oxo na posi¢cao 3 e insaturacdo na posi¢cao 4 [BROWN & DJERASSI, 1980;
DJERASSI, 1978; FLANAGAN et al., 1975; SAPHIRO & DJERASSI, 1964]. Este fato &
corroborado pela presenca do pico correspondente a perda dos atomos de carbono C-
1, C-2, C-3, C-10 e C-19 (m/z 327). Desta forma, os dados supracitados nos levaram a

sugerir que 34 é a estigmast-4-en-3-ona, cuja formula molecular é CyoHss (MM = 412).
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A comparagao com os dados citados na literatura [TEIXEIRA, 2003, JAMALUDDIN et
al., 1995, FLANAGAN et al., 1975] e com a biblioteca WILEY (similaridade de 92%)
confirmaram esta proposta (Espectros 72 e 73).
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Figura 72. Principais fragmentos observados no espectro de massas da substancia 34
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4.6.3.5 Identificacao da substancia 35 (ergost-4-en-3-ona)

Figura 73. Substancia 35 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

Na fase em cicloexano foi identificada por GC-MS em pequena quantidade a
substancia 35 (Tabela 10, pag 62). Esta substancia foi também identificada nas fragdes
ACC-A 21-22 obtidas do fracionamento desta fase (Tabela 3, pag 42).

A anadlise do espectro de massas da substancia 35 (Espectro 74) revelou um ion
molecular em m/z 398 e um pico base em m/z 124 condizentes com a estrutura de um
A*-3-oxo esterdide de formula molecular CogHssO. Os fragmentos no espectro de
massas de 35 (Figura 74) sado praticamente os mesmos de 34 (Figura 72), tendo em
vista que a diferenga entre as duas substancias € apenas um grupo metileno. Estes
dados aliados aos resultados obtidos em um levantamento bibliografico realizado sobre
fitoesteroides, nos levaram a sugerir a presenga de um grupamento metila na posi¢céao
24. O espectro de massas de 35 apresentou uma boa correlagdo com o espectro da
ergost-4-en-3-ona (campestenona) citado na literatura [TEIXEIRA, 2003] (Espectros 74
e 75).
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Figura 74. Principais fragmentos observados no espectro de massas da substancia 35
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4.6.3.6 Identificacao da substancia 36 (estigmasta-3,5-dien-7-ona)

Figura 75. Substancia 36 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia 36 foi identificada em pequena proporcéo na fase em cicloexano
(Tabela 10, pag 62) bem como nas fragdes ACC-A 25-26 obtidas do fracionamento
desta fase (Tabela 3, pag 42).

O espectro de massas da substancia 36 (Espectro 76) apresentou um pico em
m/z 410 como ion molecular e o pico base em m/z 174 que sugeriram um esqueleto
esteroidal A*°-7-ona. Juntamente com o pico base, este espectro mostrou os seus dois
picos homodlogos, m/z 161 e 187, correspondentes as fragmentagdes tipicas do anel C
de 7-oxo-esterdides. Além destes picos, foi observada a presenga dos picos relativos
a perda de metila (m/z 395), perda da cadeia lateral (m/z 271) e fragmentac¢des do anel
D (m/z 227 e 228).

A partir destas consideragdes, foi proposta a estrutura para 36 como sendo
estigmat-3,5-dien-7-ona, de formula molecular Cx9H40 (MM = 410). Esta proposta foi
corroborada ap6s comparagao do espectro de 36 (Espectro 76) com o da tremulona,
apresentando um indice de similaridade de 91%, quando comparado com o espectro
desta substancia na biblioteca WILEY (Espectro 77).
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Figura 76. Principais fragmentos observados no espectro de massas da substancia 36
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4.6.4. Identificacao dos norisoprenoides

Os tetraterpenos sdo representados por apenas um grupo de compostos, os
carotenoides, embora varias centenas de variantes estruturais naturais sejam
conhecidas [DEWICK, 1997]. Ciclizacao, hidrogenagao, desidrogenagao, migragao de
duplas ligagbes, encurtamento ou alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizagao,
introdugédo de fungbes com oxigénio ou a combinacédo destes processos resultam na
diversidade de estruturas dos carotenoides [RODRIGUES-AMAYA, 1999].

A degradacgado de carotenoides € considerada chave na formacdo de muitos
compostos de aroma em plantas e em produtos vegetais, também conhecidos como
norisoprenoides. Os carotendides servem como substrato, mas a natureza dos
mecanismos bioquimicos (enzimaticos ou nao enzimaticos) mediante degradacdes
oxidativas ainda n&o esta bem elucidada [LEWINSOHN et al., 2005].

O mais amplo grupo de derivados dos carotenoides encontrado na natureza é
formado por compostos C13 (norisoprenoides), através da quebra das ligagbes 9,10,
como mostrado na Figura 77, para a formagdo da B-ionona a partir do B-caroteno.
Muitos deles sdo compostos aromaticos importantes, exibindo consideravel diversidade
estrutural [UENOJO et al., 2007].

\\\\\\

9
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B-caroteno

|
SOn

B-ionona

Figura 77. Formagéao de B-ionona a partir de p-caroteno
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Os norisoprenoides tém atraido a atengcdo de quimicos e aromistas ha algum
tempo, o que resultou no isolamento a partir de plantas e elucidacédo de suas estruturas
quimicas. Compostos como [B-ionona, a-ionona, diidroactinidiolida, p-damascenona e
B-ciclocitral (Figura 78) sao alguns dos volateis derivados de carotendides que, nas

plantas, tém a fung¢ado antifungica e de afastar herbivoros [UENOJO et al., 2007].

0O 0] O
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B-ionona a-ionona diidroactinidiolida B-damascenona B-ciclocitral

Figura 78. Alguns dos principais norisoprendides

Os norisoprenoides podem ser diferenciados através de seus espectros de
massas obtidos por impacto de elétrons. Os espectros de massas de a- e B-ionona
representam exemplos de dois isbmeros com muitas diferencas em seus espectros.
Embora estes dois isbmeros difiram somente na posi¢cdo de uma das ligagbées duplas,
seus espectros sdo marcadamente diferentes e portanto, podem ser diferenciados
somente a partir de seus espectros de massas, sem a necessidade de outros dados
espectrais.

Enquanto que a-ionona significamente dissocia formando o fragmento em m/z
136 com a perda de isobutileno via reacdo de Retro-Diels-Alder, seu isdmero B-ionona
exibe principalmente um intenso sinal [M-CHs]*. A perda favorecida da metila neste
isdbmero é devida aos substituintes metilicos geminais estarem em posigao alilica a
ligacdo dupla do anel e assim, a perda de um grupo metila origina um ion terciario
alilico termodinamicamente favoravel [GROSS, 2004].

Na fracdo ACC-A4 obtida do fracionamento cromatografico da fase em
cicloexano de A. colubrina (Tabela 3, pag 42) foram identificados os norisoprenoides o-
ionona (37), 5,6-epodxi-p-ionona (38) e diidroactinidiolida (39). Para a confirmagao de
suas estruturas, além da analise de seus espectros de massas, foram calculados seus
indices de Kovats e comparados com dados da literatura. Estas substancias nao foram
identificadas na analise por GC-MS do extrato bruto (Tabela 10, pag 62).

Nao foi encontrado nenhum relato dos norisoprenoides mencionados nas duas

espécies de Anadenanthera, sendo, portanto inéditas neste género.
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4.6.4.1 Identificacdao da substancia 37 (a-ionona)

Figura 79. Substancia 37 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia 37 foi identificada por GC-MS na fragdo ACC-A4 resultante do
fracionamento da fase em cicloexano esquematizado no capitulo 3 (Tabela 3 , pag 42).
Seu espectro de massas (Espectro 78) apresentou ion molecular em m/z 192, pico
base em m/z 121 e um importante pico em m/z 136, fragmento caracteristico
resultante de reacao Retro-Diels-Alder de compostos do tipo a-ionona (Figura 80).

O pico em m/z 121 é resultante da perda de metila a partir do cation radical [M-
56]" e a subseqlente formacdo dos fragmentos com valores de m/z 93 e 91,
correspondem a perda de monoxido de carbono e formagdo do ion tropilio,
respectivamente (Figura 80).

De acordo com Splitter e Turecek (1994) a configuragdo da ligagao dupla 7,8
tem um efeito muito marcado na fragmentagcdo dos compostos da série a-ionona.
Desta forma a favorecida degradagao Retro-Diels-Alder dos seus isdbmeros E que leva
a formacdo do cation radical [M-56]"" € suprimida no caso do isémero Z, o qual
preferencialmente passa por ciclizagao e extrusdao de um grupo metila com formagao
de um pico intenso em m/z 177.

Assim, os fragmentos supracitados nos levaram a propor que a substancia 37 &
a (E) a-ionona. Esta proposta foi confirmada pela comparagdo do seu espectro de

massas com o da biblioteca WILEY, que mostrou coincidéncia de 90% (Espectros 78 e
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79), além da comparacao de seu indice de Kovats calculado (1432) com o citado na
literatura (1426) em coluna DB-5 para esta substancia [ADAMS, 1995]
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FigUra 80. Principais fragmentos observados no espectro de massas da substancia 37
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4.6.6.2 Identificagao da substancia 38 (5,6-epoxi-p-ionona)

Figura 81. Substancia 38 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

Da fracdo ACC-A4 obtida do fracionamento cromatografico da fase em
cicloexano (Tabela 3, pag 42), também foi identificada por CG-EM a substancia 38. O
espectro de massas de 38 (Espectro 80) mostrou o pico base em m/z 123 além de
outros fragmentos de baixa intensidade. A comparagdo de seu espectro de massas
com espectros da biblioteca WILEY mostrou uma similaridade de 90% com o do
norisoprenoide 5,6-epoxi-p-ionona (Espectro 81). A origem do pico base desta
substancia mostrada na Figura 82 foi explicada por Splitter e Turecek (1994).

O sinal relacionado ao ion molecular ndo foi observado em m/z 208 e sim em
m/z 207, provavelmente devido a baixa resolu¢cao do pico relativo a esta substancia no
cromatograma obtido do sistema GC.

O indice de Kovats calculado para a substancia 38 foi 1941 e mostrou-se
semelhante ao valor de 1459, citado na literatura por Habu et al. (1985) em coluna DB-
1 para o referido norisoprenoide. Estas informagdes, em conjunto com os dados
espectrométricos da literatura [ZELENA et al., 2009], levaram a definicdo da estrutura

do 5,6-epoxi-p-ionona para esta substancia.
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m/z 123

Figura 82. Principal fragmento observado no espectro de massas da substancia 38
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4.6.6.3 Identificacao da substancia 39 (diidroactinidiolida)

Figura 83. Substancia 39 identificada na fase em cicloexano da madeira de A.

colubrina

A substancia 39 também foi identificada por GC-MS na fracdo ACC-A4
resultante do fracionamento cromatografico da fase em cicloexano, apresentado no
capitulo 3 (Tabela 3 pag 42). Seu espectro de massas (Espectro 82) apresentou o pico
referente ao ion molecular em m/z 180 e pico base em m/z 111.

A comparagado com a biblioteca de espectros WILEY mostrou coincidéncia de
90% com o espectro da diidroactinidiolida, cujo valor do indice de Kovats (1539)
apresentado por Leffingwell e Alford (2005) em coluna HP-5 é semelhante ao calculado
(1542) para esta substancia.

A Figura 84 apresenta uma proposta de fragmentagdo da estrutura da
substancia 39. Dentre os fragmentos foi possivel observar o pico correspondente as
perdas de metila (m/z 165) e monodxido de carbono (m/z 152) além de fragmentos

resultantes da clivagem alilica.
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-CH,
C.H-O > m/z 165
61702 C.H,
m/iz 111 = -CO > m/z 152
(2)
-C3H;
m/z 180
(1)
(2)
-124 m/z 137
(1)
%/ C,Hq
m/z 56
+ Y
m/z 69
C;Hg0,
m/z 124

Figura 84. Principais fragmentos observados no espectro de massas da substancia 39

Portanto, o estudo quimico por GC-MS da fase em cicloexano sugeriu que o

mesmo é constituido principalmente por triterpenos (47,03%), esteroides (30,03%) e
substancias de natureza graxa (16,64%) (Tabela 10, pag 62).
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4.7 ldentificacao e caracterizagao estrutural dos extrativos presentes no extrato

em diclorometano da madeira de A. colubrina

A andlise prévia da fase em diclorometano por CCDA sugeriu que o material
presente neste extrato era rico em metabdlitos secundarios de natureza terpénica ou
esteroidal e aromatica, uma vez que o cromatograma apresentou um grande numero
de manchas amarela, alaranjada e azul apés eluigdo em CHCI3/MeOH 5% e revelagao
com revelador de anisaldeido.

Com a finalidade de separar os compostos aromaticos dos demais, o extrato foi
submetido inicialmente a cromatografia em permeacao em gel utilizando Sephadex LH-
20 conforme mostrado no capitulo 3. As fragcdes ACD-A 2-9 foram analisadas por GC-
MS e mostraram composi¢ao graxa, esteroidal e terpénica semelhante a do extrato em
cicloexano. As substancias oriundas das demais fracdes deste extrato sdo de natureza
aromatica e tiveram suas estruturas caracterizadas com base em dados
espectrométricos (ESI-MS e APCI-MS/MS) e espectroscépicos de RMN de 'H e "*C,
incluindo técnicas bidimensionais (COSY 'H-'H, HMQC e HMBC), como também por
comparagao com dados espectrais existentes na literatura.

Da fase em diclorometano oriundo da madeira de A. colubrina foram isolados
na forma pura ou com pequenas impurezas cinco flavonoides (Figura 19, pag 47),
compreendendo uma flavona (40), um flavonol (41), um diidroflavonol (42) e duas
chalconas (43 e 44). De acordo com a literatura os flavondéides que ocorrem com mais
frequéncia em plantas do género Anadenanthera sao as flavonas, embora haja relatos

de flavandis (catequinas) (Tabela 1, pag 4).
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4.7 1 ldentificagao de flavonas

Flavonas sao flavonoides que apresentam dois anéis aromaticos ligados por um
anel heterociclico de trés carbonos formado via ciclizagdo com um atomo de oxigénio
de um dos anéis aromaticos. Os anéis aromaticos sdao denominados A e B e o anel
heterociclico chamado de C (Figura 85). A numeragado é iniciada pelo anel C em
direcdo ao anel A. Uma segunda numeragao € utilizada para o anel B. Todas as
flavonas apresentam um grupo ceto na posi¢cao 4 e uma insaturagao entre os carbonos
2 e 3 do anel heterociclico [HARBONE et al., 1975; MANN, 1986].

Figura 85. Esqueleto basico das flavonas

De acordo com Harbone et al. (1975), as espectroscopias de RMN de 'H e *C
sao bastante utilizadas para a caracterizagdo de compostos deste subgrupo. Desta
forma, os sinais de RMN de 'H caracteristicos do Unico hidrogénio do anel C é um
singleto na regido de 6,5 e 6,9 3, correspondente ao hidrogénio em C-3. Ja os sinais
referentes aos hidrogénios dos anéis A e B dependem do grau de oxidagdo destes
anéis.

Os carbonos C-2 e C-3 sao prontamente identificados nos espectros de RMN de
13C, através de sinais na regiao de 160,5-165,5 6 e 103,0-111,8 8, respectivamente.
Sinais na regido de 176,3-184,0 & sdo atribuidos a C-4 e esse valor de deslocamento
quimico depende da substituicdo em C-5 [HARBONE, 1988; AGRAWAL, 1989].

Na fase em diclorometano da madeira de A. colubrina foi identificada a flavona
luteolina (40). Para a identificacdo estrutural desse composto foram utilizados dados
espectroscopicos de RMN de "H e *°C, incluindo técnicas bidimensionais (COSY 'H-'H

e HMQC) e a espectrometria de massas.
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Nao foi encontrado nenhum relato da luteolina (40) nas duas espécies de

Anadenanthera, sendo portanto inédita neste género.

4.7.1.1 Identificacao da substancia 40 (luteolina)

OH O

Figura 86. Substancia 40 identificada na fase em diclorometano obtida da madeira de

A. colubrina

O composto 40 foi isolado como um soélido amorfo amarelo (PFeyx. = 329 °C,
PFi. = 328-330 °C [LI et al.,, 2009]) da fracdo ACD-E 17-23, de acordo com os
fracionamentos cromatograficos mostrados no capitulo 3 (Figura 19, pag 47). Esta
substancia apresentou uma mancha de cor amarela apds ser cromatografada em

CCDA e revelada em solucgao de anisaldeido.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e "*C mostrou que a substancia 40 era
de natureza aromatica, em virtude da presenga de sinais na regido de 6,19 a 7,42 &
(Espectros 84 e 85) e de 93,9 a 164,1 5 (Espectro 86), respectivamente. O experimento
ESI-MS - alta resolugdo em modo negativo de 40 mostrou o pico do ion
pseudomolecular a m/z 285,0397 [M-H] levando a férmula molecular C1sH10O¢ (m/z
286,0477) (Espectro 91).

O espectro de RMN de 'H de 40 (Espectros 84 e 85) apresentou dois dupletos
em 6,19 & (1H, *J = 1,8 Hz) e 6,44 5 (1H, *J = 1,8 Hz), indicativos da presenca de dois
hidrogénios com orientacdo meta em um anel aromatico tetrassubstituido. Apresentou
também um duplo dupleto em 7,42 & (1H, 3J = 8,4 Hz e *J = 2,4 Hz) e mais dois
dupletos em 7,39 & (1H, *J = 2,4 Hz) e em 6,89 & (1H, 3J = 8,4 Hz) formando um

sistema ABX, referentes a hidrogénios com orientacbes orto/meta, meta e orto
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respectivamente, em um outro anel aromatico, sendo este trissubstituido. A existéncia
de tais acoplamentos foi confirmada através das correlagdes observadas no espectro
'H-"H COSY (Espectro 89).

Estes dados aliados a presenga de um simpleto em 6,68 & (1H) no espectro de
RMN de 'H (Espectro 85) sugeriram que 40 refere-se a uma flavona, sendo este sinal,
que apresentou correlagdo com o carbono metinico a 102,9 6 no espectro HMQC
(Espectro 90), atribuido a H-3. No espectro de RMN de "*C (Espectro 86), os sinais de
C-2 a 163,9 & juntamente com o sinal a 181,7 & referente a um grupo carbonila,

corroboraram a proposta desta estrutura.

Com base nas informagdes presentes nos espectros de RMN de "*C (Espectro
86), DEPT 135° (Espectro 87) e HMQC (Espectro 90), foi possivel estabelecer a
correlagao entre os hidrogénios referentes aos dois anéis aromaticos e os carbonos
metinicos correspondentes a 98,9; 93,9; 113,4; 116,0 e 119,0 3. O espectro de RMN de
'H apresentou ainda quatro simpletos em 12,98; 10,85; 9,93 e 9,42 9§, sugestivos da
presenca de quatro hidroxilas, sendo a primeira localizada na posicéo 5. Uma vez que
foi definido o padrédo de substituicdo dos dois anéis aromaticos, as demais hidroxilas

estariam localizadas em C-7, C3' e C4'.

Assim, a estrutura 40 foi definida como 5,7,4’,5'-tetraidroxiflavona, cujos dados
espectrais (Tabelas 20 e 21) apresentaram uma boa correlagdo com os descritos na
literatura para a luteolina [HAN et al, 2007], flavona ja relatada em varias espécies

vegetais.
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Tabela 20. Dados de RMN 'H da flavona (40) obtida de A. colubrina (300 MHz) e de

luteolina citada na literatura (500 MHz), ambos em DMSO-ds.

40 luteolina*

H 5 'H [mult., J (Hz)] 5 'H [mult., J (Hz)]

3 6,68 s 6,65 s

6 6,19d (1,8) 6,23 d (1,6)

8 6,44 d (1,8) 6,48 d (1,6)

2 7,39d (2,4) 7,43d(2,1)

5’ 6,89 d (8,4) 6,93 d (8,2)

6’ 7,42 dd (8,4; 2,4) 7,46 dd (8,2; 2,1)
OH-5 12,98 s 13,0 s

OH-7, 9,42;9,93; 10,85 sl
e d

*HAN et al., 2007
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Tabela 21. Dados de RMN "C da flavona (40) obtida de A. colubrina (75 MHz) e de

luteolina citada na literatura (125 MHz), ambos em DMSO-ds.

40 luteolina*®
C ) 13C S 13
2 163,9 163,9
3 102,9 102,9
4 181,7 181,6
5 161,5 161,6
6 98,8 98,8
7 164,1 164,1
8 93,9 93,8
9 157,3 157,3
10 103,7 103,7
1’ 121,5 121,5
2’ 113,4 113,4
3 1457 1457
4 149,7 149,7
5 116,0 116,0
6’ 119,0 118,9

*HAN et al., 2007
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4.7.2 ldentificagdo de Flavonoéis

Flavondis também sao flavonoides que apresentam dois anéis aromaticos
ligados por um anel heterociclico (Figura 87), sendo que este além da insaturagao

entre os carbonos 2 e 3 apresentam uma hidroxila na posi¢gao 3 [HARBONE, 1975].

Figura 87. Esqueleto basico dos flavondis

Uma vez que nao possuem hidrogénios no anel C, em seu espectro de RMN de
'H s6 podem ser observados sinais relativos aos hidrogénios aromaticos. Os valores
de deslocamento quimico e multiplicidade dos sinais destes hidrogénios dependem do

grau de substituicdo dos anéis A e B.

Além dos efeitos devido as mudangas no padrdo de oxigenagado, as mais
notaveis diferencas entre os espectros de RMN de *C de flavonas e flavondis s&o
aquelas observadas nas ressonancias dos carbonos do anel C. O sinal referente ao
carbono C-4 de flavonas apresenta-se entre 175-178 6 quando o oxigénio da carbonila
nao forma ligagdes de hidrogénio com grupamento hidroxila na posicédo C-5, mas na
presenca deste grupo o sinal é deslocado para cerca de 182 3. A presenga
concomitante da hidroxila em C-3 e C-5 desloca o sinal da carbonila para 176 3, mas a
presenca apenas em C-3 origina um sinal em torno de 171-173 3. J& os sinais no
espectro de RMN de *C referentes aos carbonos C-2 e C-3 dos flavondis sdo
facilmente identificados na regido entre 145-150 & e 136-139 J, respectivamente
[HARBONE, 1988].
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Na madeira de A. colubrina foi identificado o flavonol quercetina (41). Embora a
quercetina seja amplamente distribuida em plantas da familia Fabaceae este é o seu

primeiro relato no género Anadenanthera.

Os dados espectrais de RMN de 'H e ®C e a comparagdo com dados da
literatura foram suficientes para a identificacdo da quercetina (41) na madeira de A.

colubrina, sendo este o primeiro relato deste flavonol no género Anadenanthera.

4.7.2.1 ldentificagao da substancia 41 (quercetina)

Figura 88. Substéncia 41 identificada na fase em diclorometano obtida da madeira de

A. colubrina

A substancia 41 foi isolada na forma de um sélido amarelo (PFex,. = 313-315°C,
PFi. = 312-314 °C [AWAAD et al., 2006]) da fracdo ACD-E 27-30, de acordo com 0s

fracionamentos cromatograficos mostrados no capitulo 3 (Figura 19, pag 47).

O seu espectro de RMN de 'H (Espectros 92 e 93) mostrou na regido de campo
baixo sinais caracteristicos para a estrutura de um flavondide. Desta forma, foi
observada a presencga de um sistema ABX de sinais, identificados por dois dupletos em
6,99 5 (1H, °J= 8,5 Hz) e 7,82 § (1H, *J = 1,8 Hz) e um duplo dupleto em 7,69 & (1H, *J
= 1,8 e °J = 8,5 Hz) atribuiveis a hidrogénios em um anel aromatico trissubstituido. Foi
possivel observar também a presenca de mais dois dupletos em 6,26 5 (1H, “J=18

Hz) e 6,52 & (1H, *J = 1,8 Hz) caracteristicos de hidrogénios em um outro anel
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aromatico em acoplamento meta. O espectro de RMN de 'H apresentou ainda dois
simpletos, sendo o primeiro em 12,18 & integrado para um hidrogénio, caracteristico de
um grupo hidroxila em C-5 fazendo ligacao intramolecular com a carbonila e o segundo
em 8,71 & correspondentes a outros 4 grupos hidroxilas. A combinagdo dos dados
supracitados e a auséncia de sinais referentes a hidrogénios diretamente ligados ao

anel C sugeriram que a substancia 41 poderia ser um 5, 7, 3’, 4’- tetraidroxi-flavon-3-ol.

Estes dados aliados & presenca de 15 sinais no espectro de RMN de '*C
(Espectro 94), os quais foram atribuidos, de acordo com as informagdes do espectro
DEPT 135° (Espectro 95), a 5 carbonos metinicos aromaticos, 10 carbonos n&o-
hidrogenados na regido de carbonos aromaticos juntamente com o sinal em 176,2 &

atribuido a um grupo carbonila, confirmaram a proposta desta estrutura.

Assim, foram observados os sinais em 161,9 e 164,8 5 compativeis com a
presenca de um anel aromatico com dois grupos hidroxilas orientados em meta, sinais
em 146,7 e 145,5 5 coerentes com a presenga de outro anel aromatico do tipo orto-
dioxigenado e sinais atribuiveis aos carbonos C-2 e C-3 de um esqueleto flavon-3-ol
em 148 e 136,4 9§, respectivamente. Ao serem comparados os dados espectrais de
RMN de 'H e "*C desta substancia (Tabelas 22 e 23) com os relatados na literatura
[CHEN et al., 2008] para flavonois possuindo o mesmo padréo de oxigenagéao verificou-
se que a substancia 41 é a quercetina, flavonol ja obtido de diversas espécies de

vegetais, porém inédita no género Anadenanthera.
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Tabela 22. Dados de RMN 'H do flavonol (41) obtida de A. colubrina (300 MHz,
acetona-ds) e de quercetina citada na literatura (400 MHz, DMSO-d5)

41 quercetina*

H 5 'H [mult., J (Hz)] 5 'H [mult., J (Hz)]

6 6,26 d (1,8) 6,26 d (2,0)

8 6,52d (1,8) 6,41d (2,0)

2’ 7,82d (1,8) 7,78 d (1,8)

5’ 6,99 d (8,5) 6,95d (9,0)

6’ 7,69 dd (8,5; 1,8) 7,65 dd (9,0; 1,8)
OH-5 12,18 s —
OH-7, 8,71 sl —
Jed

* NICKAVAR et al., 2003
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Tabela 23. Dados de RMN 'C do flavonol (41) obtida de A. colubrina (125 MHz,

acetona-dg) e de quercetina citada na literatura (125 MHz, metanol-d,).

41 quercetina*

C ) 13C ) 13

2 148,0 147 4
3 136,4 135,9
4 176,2 175,9
5 161,9 161,2
6 98,8 97,9
7 164,8 164,2
8 94,1 93,0

9 157,4 156,8
10 103,7 103,2
1’ 123,4 122,8
2 115,8 114,6
3 146,7 146,6
4 145,5 1449
5’ 115,4 114,9
6’ 121,1 120,3

*CHEN et al., 2008
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4.7.3 ldentificagdo de Flavanonoéis

Flavanondis também conhecidos como diidroflavondis, sdo flavonoides que
apresentam estrutura semelhante aos flavonois sendo que ndo exibem a insaturagao

entre os carbonos 2 e 3 (Figura 89).

Figura 89. Esqueleto basico dos flavanonodis

Os sinais no espectro de RMN de 'H referentes aos hidrogénios alifaticos (Anel
C) sao facilmente distinguiveis. Desta forma, podem ser observados dois dupletos
entre 4,2-5,0 3, correspondentes aos H-2 e H-3, resultantes de seus acoplamentos
vicinais. Enquanto que os deslocamentos quimicos e multiplicidades dos sinais
correspondentes aos hidrogénios dos anéis aromaticos A e B dependem do grau de

substituicdo destes anéis.

Uma aplicagdo importante da espectroscopia de RMN de 'H de flavanondis
refere-se a determinagdo da estereoquimica de C-2 e C-3. Nos flavanondis de
ocorréncia natural, os valores de constantes de acoplamento dos hidrogénios nesses
carbonos apontam para uma localizagdo a (equatorial) do anel B e B (equatorial) da

hidroxila em C-3.

No espectro de RMN de "*C, o deslocamento quimico do carbono carbonilico na
posicao 4, € como nas flavonas e flavondis, influenciado pela presenga de um grupo

hidroxila em C-5.
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Na fase em diclorometano da madeira de A. colubrina foi identificado o
favanonol taxifolina (42). Para a elucidacdo da estrutura desse composto os dados
espectrais RMN de 'H e ®*C e a comparacdo com dados da literatura foram
satisfatérios.

Ndo foi encontrado nenhum relato da taxifolina (42) nas espécies de

Anadenanthera, sendo, portanto inédita neste género.

4.7.2.1 Identificagao da substancia 42 (taxifolina)

Figura 90. Substancia 42 identificada na fase em diclorometano obtida da madeira de

A. colubrina

A substancia 42 foi isolada como um sélido bege (PFexp. = 221 °C (degradacéo),

PFiit.= 233 °C [HASEGAWA & SHIRATO, 1954]) da fragdo ACD-C7, obtida a partir dos

fracionamentos cromatograficos esquematizados no capitulo 3 (Figura 19, pag 47). O

espectro de RMN de C (Espectro 98) desta fragdo apresentou um numero

significativo de picos com valores de deslocamentos quimicos, que aliados aos dados
de RMN de "H (Espectros 96 e 97) seriam atribuiveis a um flavonoide.

No espectro de RMN de 'H (Espectro 97) foram observados para o

composto 42 da mesma forma que 40 e 41 dois dupletos, um em 5,91 6 (1H, ‘J=1,8

Hz) e outro em 5,95 & (1H, *J = 1,8 Hz) caracteristicos de um anel aromatico A com

substituintes oxigenados nas posi¢des 5 e 7. Foram também observados trés sinais



Capitulo 4 Resultados e Discussdo 143

formando um sistema de spins ABX, referentes aos trés hidrogénios do anel aromatico
B do tipo orto-dioxigenado: 6,88 § (1H, dd, °J = 8,1 e *J =1,5 Hz); 6,84 & (1H, d, 3J= 8,1
Hz) e 7,05 & (1H, d, *J = 1,5 Hz). A natureza do anel C foi proposta também com base
no espectro de RMN 'H, o qual mostrou ainda dois dupletos a 4,57 e 4,97 5,
compativeis com a funcionalizagdo de um flavanonol. A relacao diaxial de H-2 e H-3
péde ser confirmada pelo valor de 11,4 Hz da constante de acoplamento (3J) entre
estes hidrogénios.

Estes dados, aliados a presenca de 15 sinais no espectro de RMN de '*C
(Espectro 98), os quais foram atribuidos, de acordo com as informag¢des do espectro
DEPT 135° (Espectro 99), a 5 carbonos metinicos, 7 carbonos nao hidrogenados de
anel aromatico e dois carbonos metinicos carbindlicos a 83,8 6 e 72,7 6 (C-2 e C-3,
respectivamente), juntamente com o sinal a 197,2 & correspondente a um grupo
carbonila, confirmaram a prosposta desta estrutura. Assim, a substancia 42 foi
caracterizada como sendo 3, 5, 7, 3, 4’-pentaidroxiflavanona.

De acordo com a busca efetuada na literatura, verificou-se que 42 trata-se da

taxifolina [KUO et al, 1998] , flavanonol ja isolado de varias espécies vegetais.
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Tabela 24. Dados de RMN "H do flavanonol (42) obtido de A. colubrina e de taxifolina

citada na literatura, ambos em acetona-ds e 300 MHz.

42 taxifolina*

H 5 'H [mult., J (Hz)] 5 'H [mult., J (Hz)]

2. 4,97 d (11,4) 5,03 d (11,4)
3ax 4,57 d (11,4) 4,63 d (11,4)
6 5,91d (1,8) 5,94 d (0,8)
8 5,95d (1,8) 5,98 d (0,8)
2’ 7,05d (1,5) 7,06 d (1,9)
5’ 6,84 d (8,1) 6,82d (8,1)
6’ 6,88 dd (8,1; 1,5) 6,89 dd (8,1; 1,9)

"KUO et al, 1998.
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Tabela 25. Dados de RMN '3C do flavanonol (42) obtido de A. colubrina e de taxifolina

citada na literatura, ambos em acetona-ds e 75 MHz.

42 taxifolina*
C 5 "c 5 *C
2 83,8 84,3
3 72,4 73,0
4 197,2 198,0
5 164,2 164,8
6 96,6 96,9
7 168,5 167,6
8 95,7 95,8
9 163,4 164,0
10 100,5 101,4
1’ 129,0 129,3
2’ 115,2 115,7
3’ 145,2 145,5
& 146,0 146,4
5’ 115,1 115,6
6’ 120,0 120,7

"KUO et al, 1998.
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4.7.4 ldentificagdo de Chalconas

Chalconas sdo flavonoides destituidos do anel C, contendo os dois anéis
aromaticos ligados por trés atomos de carbono em um sistema a, p-insaturado (Figura
91). Sédo de grande importancia biossintética, uma vez que s&o considerados os
precursores dos demais flavonoides [HARBONE et al., 1975].

A numeracao do esqueleto das chalconas é oposta a do das flavonas e
flavondis, isto €, o anel A € numerado com numeros ordinarios seguidos de uma linha
() e 0 B apenas com numeros ordinarios, devido ao fato de que as primeiras chalconas
identificadas foram comparadas as acetofenonas, para as quais € empregado este
sistema de numeracdo [HARBONE et al., 1975; SIMOES et al., 2000]. O atomo de
carbono central do sistema a, B-insaturado é designado com C-a. e 0s outros carbonos

como C-f (adjacente ao anel B) e C-f’ (adjacente ao anel A).

Figura 91. Esqueleto basico de chalconas

No espectro de RMN de 'H, os sinais dos hidrogénios H-o. e H-B em disposigao
frans aparecem como dupletos (J =17 Hz) na regido de 6,7-7,4 & e 7,3-7,7 3,
respectivamente. Da mesma forma que as flavanonas, os deslocamentos quimicos e
multiplicidades dos sinais referentes aos hidrogénios dos anéis A e B sao afetados pelo
padrao de substituicdo nestes anéis.

No espectro de RMN de "*C, o deslocamento quimico do carbono carbonilico B’
na regidao de 188-195 & €, como nas flavonas, influenciado pela presenca de um grupo
hidroxila em C-2'. Ja C-a e C-p originam sinais na regiao de 116-128 5 e 136-146 9,
respectivamente, ambos sendo afetados pela substituicdo no anel B [PELTER et al.,
1976; HARBONE, 1988].
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A espectrometria de massas especialmente associada as fontes brandas de
ionizagdo como eletrospray (ESI) e ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI)
tem sido frequentemente utilizada na caracterizagédo de flavonoides. Uma melhor
explanacdo a respeito desta técnica é feita no item 4.8.2 (pag 153). As principais
fragmentagdes observadas nos espectros de massas (APCI-MS?) de chalconas (Figura
92) fornecem informagdes em padrao de fragmentacao especifico dos anéis A e B. De
acordo com Ma et al.,(1997), os fragmentos do tipo A- ou B- significam que o composto
retém o anel A- ou B- enquanto o outro é perdido. Os fragmentos *'A” e "?A" sdo
diagndsticos para a substituicdo do anel A, assim como o fragmentos B™ sdo indicativos
do grau de substituicdo do anel B. Além disso, pequenas perdas neutras de CO, CO,,
H20, C,H20 e H; sédo observadas [PORTET et al., 2008].

Figura 92. Nomenclatura e ions diagnosticos de chalconas desprotonadas

As chalconas s&o encontradas em diversas partes das plantas, mas
principalmente nas flores. Grande parte da coloragdo amarela das plantas é devido a
presenca de carotenoides, mas no caso de certos membros das familias Asteraceae,
Oxalidaceae, Scrophulariaceae, Gesneriaceae, Acanthaceae e Liliaceae, as chalconas
contribuem de maneira significativa para a pigmentagcdo da corola [HARBONE et al.,
1975].

Na madeira de A. colubrina foram identificadas as chalconas ocanina (43) e
isoliquiritigenina (44). Para a elucidacdo estrutural da okanina (43) foi necessaria a
utilizagéo das técnicas de RMN de 'H e *C, bem como, a realizagdo dos experimentos
bidimensionais COSY 'H-'H, HMQC e HMBC. A isoliquiritigenina (44) teve sua

estrutura caracterizada utilizando-se apenas a técnica de RMN de 'H e APCI-MS?.
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Isoliquiritigenina ja foi anteriormente isolada em espécies de Fabaceae como
Glycyrrhiza glabra [VAYA et al., 1997], porém este &€ o primeiro relato de sua
ocorréncia no género Anadenanthera. Conforme levantamento bibliografico efetuado,
nao foi encontrado relato de ocanina 43 em espécies de Fabaceae, sendo portanto

inédita nesta familia.

4.7.4.1 Identificagao da substancia 43 (ocanina)

Figura 93. Substancia 43 identificada na fase em diclorometano obtida da madeira de

A. colubrina

A substancia 43 foi obtida como sélido cristalino de cor laranja (PFex,. = 201 °C
(degradacgao), PFlit. = 235-242 °C [SHIMOKORIYAMA, 1957]) de acordo com os
fracionamentos cromatograficos esquematizados no capitulo 3 (Figura 19, pag 47).

Os espectros de RMN de 'H e de "*C de 43 sugeriram que esta substancia era
de natureza aromatica em virtude dos sinais na regidao de 6,48 a 7,78 3 no espectro de
RMN de "H e de 108,0 a 153,7 & no espectro de RMN de C.

O espectro de RMN de 'H (Espectros 100 e 101) de 43 apresentou dois
dupletos em 6,50 & (1H, 3J = 8,7 Hz) e em 7,66 & (1H, °J = 8,7 Hz), referentes a
hidrogénios com orientagdo orfo em um anel aromatico tetrassubstituido. Apresentou
ainda um duplodupleto em 7,18 & (1H, 3J=83Hze% =24 Hz) e mais dois dupletos
em 7,33 & (1H, *J = 2,4 Hz) e 6,89 & (1H, °J = 8,3 Hz), indicativos de um outro anel

aromatico, sendo este orto dioxigenado além de dois dupletos em 7,65 & (1H, %J = 15,3
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Hz) e 7,75 & (1H, 3J = 15,3 Hz) cujos acoplamentos foram constatados no espectro 'H-
'H COSY (Espectro 104) sugestivos de um sistema carbonilico a, p- insaturado.

A existéncia dos acoplamentos dos hidrogénios aromaticos também foi
evidenciada no espectro 'H-'H COSY (Espectro 104). Com base nas informacdes
presentes no espectro de RMN de "*C (Espectro 102) e as correlagdes presentes no
espectro HMQC (Espectro 105) foi possivel atribuir aos hidrogénios do sistema
olefinico os carbonos representados pelos sinais a 117,8 6 e 145,2 §, respectivamente.
As correlagdes presentes no espectro HMBC (Espectros 106 a 108, Figura 94, Tabela
26) permitiram fazer a atribuicdo completa dos valores de deslocamento quimico desta

substancia.

Figura 94. Correlagdes observadas no espectro 'H x *C-HMBC da substancia 43

Estas informagdes, em conjunto com os dados da literatura apresentados no
item 4.7.4, levaram a definicdo da estrutura 3,4,2’,3’,4’-pentaidroxi-chalcona para a
substancia 43.

A ocanina é uma chalcona anteriormente isolada em plantas da espécie Bidens,
pertencente a familia Asteraceae [HART, 1979]. No entanto, ndo foram encontrados na
literatura dados de RMN de '*C para esta substancia, os quais sdo apresentados no

presente trabalho (Tabela 26).
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Tabela 26. Dados de RMN de 'H (300 MHz, acetona-ds) e '*C (75 MHz, acetona-ds) da

chalcona (43) obtida de A. colubrina

H x °C - HMQC "H x *c - HMBC
C 5 "H [mult., J 5"c 2Jen 3 JeH
(Hz)]
o 7,65d (15,3) 117,8 H-B
B 7,75d (15,3) 145,2 H-o H-6, H-2, H-6’
p’ _ 192,9 H-o
1’ . 114,3 H-a, H-5'
2’ - 153,7 H-6’
3’ o 133,0 H-5’
& o 152,6 H-5’ H-6’
5’ 6,50 d (8,7) 108,0
6’ 7,66 d (8,7) 122,7
1 - 127,5 H-B H-a, H-5
2 7,33d (2,4) 115,4 H-B, H-6
3 _ 146,2 H-2 H-5
4 - 149,3 H-5, H-6 H-2
5 6,89 d (8,3) 116,0 H-6
6 7,18dd (8,3;2,4) | 123,1 H-5, H-2 H-B
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4.7.4.2 Identificacao da substancia 44 (isoliquiritigenina)

Figura 95. Substancia 44 identificada no extrato em diclorometano obtida da madeira

de A. colubrina

A substancia 44 foi obtida como sdlido amarelo da fragdo ACD-E 13-15, de
acordo com os fracionamentos cromatograficos apresentados no capitulo 3 (Figura 19,
pag 47). Em virtude da pequena quantidade de material obtida, s6 foi possivel obter o
espectro de RMN de 'H e o espectro de massas (MS1 e MSZ) usando a ionizacao
quimica a pressao atmosférica (APCI) em modo negativo desta substancia. Também
nao foi possivel determinar o ponto de fusdo desta substancia em funcdo da amostra
ter sido perdida no espectrdmetro de massas.

No espectro de massas (MS') de 44 (Espectro 111) foi observado o pico do ion
pseudomolecular a 255,0586 [M-H], que levou a formula molecular C15H1204 (m/z 256,
0736).

O espectro de RMN de 'H de 44 (Espectros 109 e 110) mostrou da mesma
forma que o da substancia 43, dois dupletos correspondentes a dois protons olefinicos
com orientacédo trans, Ha e Hp, respectivamente, que levaram a definicdo de um
esqueleto chalcona. Sendo, um dupleto em 7,75 & (1H, 3J = 14,8 Hz) e o outro em 7,78
8 (1H, °J = 14,8 Hz).

O espectro APCI-MS? (Espectro 112) do ion precursor [M-H]" (m/z 255) de 44,
mostrou "?A” - 2H (m/z 135) como principal fragmento, e os fragmentos ?A” (m/z 137),
2B" (m/z 119) em menor intensidade. Apresentou ainda o pico em m/z 213, referente
ao fragmento [M-H-C,H,O] e em m/z 91, correspondente a perda de CO a partir do

fragmento "?B". Assim, os dados espectrométricos da substancia 44 foram indicativos
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de uma chalcona com anéis aromaticos B e A contendo uma e duas hidroxilas,
respectivamente.

A existéncia de dois dupletos no espectro de RMN de 'H, em 6,93 ¢ 7,75 & (°J =
8,4 Hz), formando um sistema de spins AxX; e integrados para dois hidrogénios, seria
referente a hidrogénios em um anel aromatico dissubstituido (anel B) apresentando um
padrao de substituicao para.

Além destes sinais, o espectro de RMN de "H apresentou dois dupletos em 6,37
8 (*J=2,4Hz)e 8,12 5 (*J = 8,8 Hz) e um duplodupleto em 6,47 & (*J=8,8 Hze *J =24
Hz), formando um sistema ABX de spins, atribuiveis a hidrogénios com orientacdes
meta, orto/meta e orto, respectivamente, em um anel aromatico trissubstituido (anel A).

Assim, foi proposta para a substancia 44 a estrutura correspondente a 2',4’ 4-
triildroxi-chalcona.

Os dados de RMN de 'H da chalcona 44 mostraram-se semelhantes aos da
isoliquiritigenina (Tabela 27) isolada das raizes de Glycyrrhiza glabra (Fabaceae)
[VAYA et al., 1997].

Tabela 27. Dados de RMN de 'H da chalcona (44) obtida de A. colubrina (400 MHz) e

de isoliquiritigenina citada na literatura (400 MHz), ambas em acetona-ds.

44 Isoliquiritigenina*

H 5 'H [mult., J (Hz)] 8 "TH[mult., J (H2)]

a 7,75d (14,8) 7,75d (15,3)

B 7,78 d (14,8) 7,79d (14,3)
2e6 7,75d (8,4) 7,73 d (8,5)
3e5 6,93 d (8,4) 6,92d (8,7)

3’ 6,37 d (2,4) 6,35d (2,4)

5’ 6,47 dd (8,8; 2,4) 6,45 dd (8,9; 2,4)

6’ 8,12d (8,8) 8,11d (8,9)

*VAYA et al., 1997
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4.8 Identificagao e caracterizacao estrutural dos extrativos presentes nas fases
em acetato de etila e n-butanol da madeira de A. colubrina

A avaliacdo por CCDA das fases em acetato de etila e n-butanol resultou em
cromatogramas ricos em manchas grandes de coloragdo vinho, correspondentes a
constituintes quimicos de polaridades bem proximas, apds eluicdo em misturas de
cloroférmio/etanol/acido acético e revelagao em anisaldeido. Estas informacgdes aliadas
a anadlise de seus espectros de RMN de 'H (Espectros 113 e 114) sugeriu que o
material presente nestas fases era de natureza aromatica predominantemente
proantocianidinas.

Apesar da fase em acetato de etila ter sido submetido a varios procedimentos
cromatograficos e reacdo de derivatizagao (acetilagdo) conforme mostrado no capitulo
3 (Figura 20, pag 50), nao foi possivel isolar seus constituintes majoritarios (Espectros
115 a 120). Em funcao da ineficiéncia das técnicas cromatograficas convencionais no
processo de separacgao da fase em acetato de etila, esta juntamente com a fase em n-
butanol foi submetida a insercdo direta no espectrdbmetro de massas usando a
ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) tanto no modo positivo quanto
negativo.

A anadlise do espectro de massas destas duas fases mostrou que suas
composicdes sdo semelhantes (Espectros 121 a 124). Em seguida o espectro MS? foi
obtido por dissociacéo induzida por colisdo (CID) a partir dos ions [M+H]" e [M-H]". De
posse do espectro MS? foi proposto um esquema plausivel de fragmentacdo para
alguns dos compostos presentes. Na fase em acetato de etila também foram
detectados trés dos principais flavonodides obtidos da fase em diclorometano: taxifolina
(42), ocanina (43) e luteolina (40).

Comparando as analises de todas as fases, foi possivel detectar que a fase em
acetato de etila concentra a maior parte dos compostos fendlicos presentes na madeira

de A. colubrina, além de apresentar o melhor rendimento.
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4.8.2 Identificacao de flavondides e procianidinas por espectrometria de massas
na interface APCI

A espectrometria de massas especialmente associada as fontes brandas de
ionizagao como electrospray (ESI) e ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI)
geram principalmente ions pseudo-moleculares para metabdlitos de plantas, tais como
flavonoides. A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS)
bem como a injecdo direta no espectrometro de massas esta se transformando em
uma importante ferramenta para a identificagdo de compostos em extratos brutos de
plantas. Além disso, LC-MS" tem sido usado para diferenciar O-glicosideos, C-
glicosideos e O,C-glicosideos [CUYCKENS et al., 2001] bem como a posigdo de
alguns grupos funcionais em flavonoides [CLIFFORD et al., 2005]. Nas interfaces
APCIl e ESI, tanto a ionizagdo positiva quanto negativa é aplicada. ESI era mais
frequentemente usado em anadlises de flavonoides, mas APCI estd ganhando
popularidade e, em alguns casos melhores respostas sdo obtidas neste modo [BOUE
et al., 2003].

De acordo com a maioria dos estudos, para ambos APCI e ESI o modo negativo
fornece a melhor sensibilidade. Contudo, o modo positivo ndo deve ser negligenciado,
uma vez que informacdes complementares uteis sdo obtidas frequentemente em
estudos relacionados com a identificagcdo de compostos desconhecidos. Deve-se estar
ciente de que, com todos os quatro modos de operagao, a resposta do analito pode
variar consideravelmente e um pouco inesperadamente, a partir de uma subclasse
para outra, e até mesmo dentro de uma subclasse [DE RIJKE et al., 2003].

Os espectros de massas de flavonoides obtidos com instrumentos quadrupolo e
armadilha de ions (“‘ion trap”) geralmente sdo muito semelhantes, embora a
abundancia relativa de fragmentos e adutos apresentem diferengas. Portanto, a
comparacgao direta dos espectros com estes dois instrumentos € permitida. A principal
vantagem do “ion trap”, é a possibilidade de realizar experimentos MS" que permitem a
confirmagédo do mecanismo de reagao proposto para os fragmentos.

A reacao de Retro-Diels-Alder € uma reacdo importante de fragmentagdo de
flavonoide. Fragmentos RDA sdo especialmente importantes para a caracterizagao

estrutural de agliconas e a parte aglicona de flavondides conjugados.
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Para facilitar as discussbes sobre as fragmentagcbes das agliconas, Ma et al.
(1997) propuseram uma nomenclatura para descrever de forma inequivoca os
fragmentos resultantes das clivagens do anel C. No modo positivo, os ions que séo
formados apds a quebra de duas ligagdes no anel C, sdo indicadas como “A* e "B
com ion A contendo o anel A e o ion B, o anel B. Os indices i e j representam as
ligagdes do anel C que sédo quebradas. Quando o modo negativo € utilizado, os ions
s30 denotados /A" e "B", respectivamente. lons derivados da fragmentacdo pela perda
de um fragmento X, sdo denotados ['A-X] e ['B-X], respectivamente. Assim, os
produtos das clivagens do anel C podem ser usados para determinar o numero e a
natureza dos substituintes dos anéis A e B.

Informagdes importantes sobre os principais fragmentos formados apds
clivagem do anel C das principais subclasses de flavonoides no modo positivo e

negativo estdo esquematizados na Figura 96.

A1 A2
13 —-——— 047" -
0_0l1 0l0U
4773 477 3
L == 13g%*
0 —>O 04g

0.2A+
1,48+

0.2B+

140+

Figura 96. Nomenclatura e ions diagnésticos para flavonas, flavanonas e flavonéis

desprotonados



Capitulo 4 Resultados e Discussdo 156

No modo positivo a clivagem RDA que gera os fragmentos "*A* e °B* (Figura
96, A1) é o mais importante mecanismo de fragmentacado para flavanonas, flavonas,
flavandis e flavondis, mas também ocorre com isoflavonas. As trés primeiras
subclasses mostram A" como o produto mais proeminente. O fragmento 13B* &
também observado e foi proposto como um ion de diagnédstico para flavonas, contudo
€ também formado com flavanonas tal como naringenina [HUGHES et al., 2001]. O
fragmento ">A* foi também relatado em uma chalcona, embora com 20% a menos de
abundancia relativa [PRASAIN et al., 2003].

Para flavonas e flavonols a ruptura das ligacbes 0 e 2 (Figura 96, B1) é o
mecanismo de fragmentacdo do anel C mais comum. Varios autores relataram a
formagdo do ion %?B* com abundancia relativa variando de 1 a 90%. O ion
correspondente °?A* pode ser usado para distinguir flavonols, uma vez que nao
ocorrem nos espectros de outras subclasses de flavondides. Curiosamente, os ions
devido as clivagens das ligagbes 0 e 2 ndo ocorrem no modo negativo [MA et al.,
1997].

A presenca dos ions ®*B* pode ser considerada diagndstico para flavonas. As
quebras das ligagdes 1 e 4 do anel C (Figura 96, B2) foram relatadas somente uma vez
para explicar o fon em m/z 147 (**A*) no espectro da naringenina [HUGHES et al.,
2001]. Contudo, deve-se acrescentar que o fragmento em m/z 147 pode também

corresponder ao ion %*B*

apos perda de agua. Outros fragmentos menos
caracteristicos sdo os decorrentes da perda de H,O, CO, C,H,0 e a perda sucessiva
de H,O e CO. Também tem sido observada a sucessiva perda de C;H,0O e CyH; que
envolve um processo de fragmentagdo mais complexo, tem sido sugerido como
indicativo de flavonas.

No modo negativo, as clivagens das ligagdes 1 e 3 do anel C por RDA que
produz os fons A" e "®B" (Figura 96, A1) sdo, da mesma forma que no modo positivo,
0 mais importante mecanismo de fragmentagao. Outras clivagens do anel C geram os
fragmentos %°A” e/ou °*B". Em um estudo com 14 isoflavonas, flavonas e flavanonas,
938" 56 foi observado em duas isoflavonas e uma flavona [HUGHES et al., 2001]. Os
fragmentos >*A” e %*B" sdo encontrados em pequena abundancia nos espectros de
massas de algumas subclasses de flavonoides como flavonas, flavondis e flavanonas
[FABRE et al., 2001; JUSTESEN, 2000]. Os fragmentos obtidos das clivagens das

ligacdes 1 e 2 do anel C ("?A” e ?B") parecem ser especificos de 3',4’-diidroxiflavonol
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uma vez que outros flavonoides ndao mostram estes fragmentos em seus espectros de
massas [FABRE et al., 2001].

A perda de pequenos fragmentos tais como CO e H,O ocorre tanto no modo
positivo quanto no negativo. Por exemplo, apds a quebra das ligagdes 2 e 4 a molécula
desprotonada perde duas moléculas de CO, mas ndo forma os fragmentos 2*A” e B
[HUGHES et al., 2001]. O modelo de fragmentacéo proposto por Ma et al. (1997) para
chalconas € apresentado no ltem 4.7.4 (Figura 92, pag 147).

Na elucidagdo das estruturas de proantocianidinas € geralmente utilizada a
técnica de RMN seguida de prévia purificacdo. No entanto, a multiplicidade e
alargamento dos sinais de ressonancia associados com isomerismo rotacional e
conformacional frequentemente complicam a interpretacdo de suas sequéncias
[KARCHESY et al., 1986].

Portanto, a espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida tem
atraido maior atencdo devido a sua capacidade para uma analise confiavel e a
necessidade de pequenas amostras. Por muito tempo, “thermospray” foi a interface
mais ampla, versatil e poderosa do acoplamento LC-MS. Com esta interface a
elucidagao estrutural de proantocianidinas foi bem estabelecida, embora haja algumas
desvantagens como a alta degradacao na fonte de ions o que muitas vezes resulta em
um ion pseudomolecular muito pequeno [FRIEDRICH et al., 2000].

Nos ultimos anos, as técnicas de ionizagdo branda “electrospray” (ESI) e
ionizagao quimica a pressao atmosférica (APCI) tém sido utilizadas para compostos
polares com alta sensibilidade térmica. Em muitos estudos, a aplicagdo predominante
do ESI e APCI na analise de proantocianidinas é a detecgao do ion pseudomolecular
com a finalidade de determinar o grau de polimerizagcdo [FRIEDRICH et al., 2000] e em
poucos trabalhos o mecanismo de fragmentagao desses compostos tem sido discutido.

Com o objetivo de distinguir as unidades flavanol em proantocianidinas Porter et
al. (1988) desenvolveram uma nomenclatura que depende das posi¢gdes das ligagdes
interflavanol nos anéis A e C: unidade-T (topo) apresenta apenas uma ligagao
interflavanol no atomo de carbono C-4, enquanto a unidade-M (meio) tem uma ligagao
adicional no atomo de carbono C-6 ou C-8 (Figura 97). Se todas as trés posi¢des estao
envolvidas em ligacdes C-C o monémero € uma unidade-J. Um mondmero com uma

ligacdo C-C no atomo de carbono C-8 ou C-6 é chamado de unidade-B (base).
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Figura 97. Nomenclatura das subunidades de proantocianidinas

Nos experimentos ESI-MS? em modo negativo com proantocianidinas diméricas
realizados por Friedrich et al. (2000), foi observada a clivagem da ligacao interflavanol.
Uma possibilidade de mecanismo é a quebra direta desta ligagdo levando ao
fragmento [Mg-H] para a unidade base e um fragmento [Mr-3H] para a unidade
superior. A unidade base é o ion mais abundante nos espectros MS? [FRIEDRICH et
al., 2000]. Reacao analoga foi observada para APCI em modo positivo [STEVENS &
DEINZER, 1997].

De acordo com Friedrich et al. (2000) a reacao de Retro-Diels-Alder na unidade-
T é a mais importante fragmentacdo para a elucidagdo da estrutura de dimeros. O
produto da subsequente eliminagdo de agua foi detectado frequentemente em
quantidades significativas, algumas vezes superior aos produtos da RDA. O ion
resultante da RDA na unidade-B foi detectado em pequena intensidade. Desta forma,
foi concluido que em ESI-MS? o principal mecanismo de fragmentacao de dimeros leva
a perda do anel B da unidade-T.

No caso de APCI-MS?, Stevens e Deinzer (1997) relataram que a clivagem RDA
do ion precursor representa uma via de fragmentagdo minoritaria € que ocorre na

unidade-B em vez da unidade-T.
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Os espectros de massas das fases em acetato de etila e n-butanol (Espectros
121 a 124) obtidos por insergcédo direta na interface APCI no intervalo de massa m/z
100-3000 (“full scan”) mostraram majoritariamente no modo negativo a presenca dos
ions [M-H]" de m/z 561,1299; 545,1341; 409,0854; 391,0755; 289,0667 e 271,0559 os
quais foram refragmentados (MS?). Também foi observada, sendo em menor
proporgao, a presenca dos ions referentes a trés flavonoides que foram previamente
isolados na fase em diclorometano, taxifolina (42), ocanina (43) e luteolina (40), cujos
fragmentos MS? estdo apresentados na Tabela 28. Assim, a atribuicdo dos fragmentos
aos flavondides mencionados foi realizada com base na comparagdo de seus

respectivos espectros MS? com os espectros das amostras puras.

Tabela 28. Fragmentos identificados nos espectros APCI-MS? dos flavonoides 40, 42,
e 43.

Substancia  lon precursor Fragmentos MS?*
(m/z) (m/z)
[M-H-H,O] 267,0187; [M-H-COJ 257,0299; [M-H-
[M-HT CoH.O] 243,0143; [M-H-CO,] 241,0132; [M-H-
luteolina (40) 285,0267 C302] 217,0403; [M-H-CO,-COJ 213,0321; [M-H-
C,H,0-CO,]199,0302; [M-H-C30,-CoH,0T
175,0323; "3A° 150,9984 '°B" 133,0243 (Espectro
130)
[M+H-H20]+ 287,0515; [M+H-H,0-CO]" 259,0561;
taxifolina (42) [M+H]" [M+H-C30,-C,H,0]"  195,0091;  "®A*153,0171

305,0691 (Espectro 131)

[M-H-H,O] 269,0340; [M-H,O-COJ 241,0409; %'A

okanina (43) [M-H] 124,0235;"?B~ 135,0410; A" - H 150,9983
287,0442 (Espectro 132)

O espectro de massas MS? do ion precursor em m/z 561,1299 [M-H] (Espectro
125) mostrou como ion principal o pico em m/z 289,0645 [Mg-H], possivelmente
resultante da clivagem de uma ligacdo interflavan-3-ol [SOUZA et al., 2008;
FRIEDRICH et al., 2000]. O ion em m/z 289,0645 corresponderia a unidade catequina
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ou epicatequina, uma vez que estes isbmeros ndo podem ser distinguidos em um
espectro de segunda ordem.

Estes dados, aliados a presenca do pico em m/z 271,0532 correspondente ao
ion [Mr-3H] sugeriram que a unidade-T corresponderia a substancia afzelequina ou
epiafzelequina. Além dos fragmentos supracitados foi possivel observar a presenga
dos picos em m/z 408,9790 referente ao fragmento resultante da reacdo de Retro-
Diels-Alder na unidade-B [M-H-'°B] e o pico em m/z 391,0723 referente a
subsequente perda de agua.

Assim, com base nos dados observados no espectro MS? e em comparagao
com dados presentes na literatura [SOUZA et al., 2008; FRIEDRICH et al., 2000], a
substancia (substancia 47) correspondente ao ion precursor [M-H] de m/z 561,1299
pode ser uma procianidina formada provavelmente pelas unidades catequina (ou
epicatequina) e afzelequina (ou epiafzelequina). A figura 98 apresenta uma proposta
de fragmentacdo para este ion baseada no mecanismo de fragmentacdo da

prodelfinidina B; proposto por Friedrich et al. (2000).

-
OH
HO 0 ©/
OH

— > m/z 543,1559= [M-H,0-H]
H0 1 cale. = 453,5111

H-
H
OH
HO o o
m/z 561,1299 = [M-H]- o

m calc. = 561,5264 OH

O

m/z 271,0532 = [M;-3H]
m calc. = 271,2516

H
o o
OH
OH
OH

m/z 289,0645 = [Mg-H]-
m calc. = 289,2621

m/z 408,9790= [M-C4Hgz0,-H]-
m calc. = 409,3755

l -H,0

m/z 391,0723 = [M-C4H0,-H,0-H]
m calc. = 391,3602

Figura 98. Proposta de fragmentacdo do ion [M-H] de m/z 561,1299 presente no

espectro APCI-MS em modo negativo das fases em acetato de etila e n-butanol
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A substancia referente ao ion [M-H]- de m/z 545,1341 nao pbde ser identificada
em virtude de seu espectro MS? apresentar muito ruido, mas de acordo com dados
citados na literatura [SOUZA et al., 2008] pode corresponder a um outro dimero 3-
flavanol.

Foi efetuada uma busca na literatura na tentativa de identificagdo das
substancias relativas aos ions [M-H] de m/z 409,0854 e 391,0755, no entanto nao
houve sucesso.

Embora os fragmentos encontrados no espectro MS? (Espectro 126) em modo
negativo do ion [M-H] de m/z 289,0667 sejam semelhantes aos citados na literatura
para a catequina (Espectro 127) [PACHECO-PALENCIA et al., 2009; BRAVO et al.,
2006], so foi justificado por Bravo et al., (2006) a formagao dos ions de m/z 179,0
(perda do anel B) e 205,1 (perda do anel A). No espectro 126 n&o foram observados
como esperados os fragmentos em m/z 137 e 151 resultantes da reacdo de Retro-
Diels-Alder.

Entretanto, o espectro MS? obtido em modo positivo do ion de m/z 291,0812
[M+H]" (Espectro 128) mostrou um dos fragmentos resultantes desta reagdo em m/z
139,0835 ("*A*) como principal fragmento. Além deste pico, foram observados também
os fragmentos em m/z 147,0494 (°*B*), 123,0366 (°B*) e 104,3129.

A figura 99 apresenta uma proposta de fragmentagdo para o ion de m/z
291,0812 [M+H]" com base no mecanismo proposto por Li e Deinzer (2007) para a
catequina/epicatequina. Portanto, a substancia (45) correspondente a este ion
precursor pode ser tanto a catequina quanto a epicatequina, uma vez que o
experimento MS? ndo diferencia estes isdmeros.

Como mencionado anteriormente, no espectro APCI-MS em modo negativo foi
observada ainda a presenga do ion de m/z 271,0559 [M-H]. A refragmentagao deste
jon resultou em um espectro de massas MS? (Espectro 129) contendo picos referentes
aos fragmentos de m/z 253,0377; 151,0014; 135,0075; 119,0490 e 106,9915. Estas
informagdes, em conjunto com os dados apresentados na literatura de APCI-MS? em
modo negativo para flavonoides [JUSTESEN, 2000] permitiram chegar a definicdo da
estrutura da naringenina designada de substancia 46. Na Figura 100 € apresentada
uma proposta de fragmentagcdo para esta substéncia baseada nas fragmentacgoes

propostas por Fabre et al., (2001) para a flavanona isosakuranetina.
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Figura 99. Proposta de fragmentacdo do ion [M+H]" de m/z 291,0812 presente no

espectro APCI-MS em modo positivo das fases em acetato de etila e n-butanol
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Figura 100. Proposta de fragmentacdo do ion [M-H] de m/z 271,0559 presente no
espectro APCI-MS em modo negativo das fases em acetato de etila e n-butanol
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4.9 Atividade antitermitica

Extrativos obtidos de madeiras resistentes a térmitas tém sido investigados ha
varios anos e muitos sdo promissores no controle de térmitas em fungdo de serem
fontes ricas de compostos bioativos que oferecem, juntos ou separadamente,
toxicidade, deterréncia alimentar ou repeléncia [SCHEFFRAHN, 1991; ESCOUBAS et
al., 1995; CHEN et al., 2004].

O resultado das fases em cicloexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol
obtidos da madeira de A. colubrina avaliadas quanto as suas atividades antitermitica
estdo representados na Figura 101 (A-D). Todas as fases reduziram a sobrevivéncia
dos térmitas em comparagdo com o controle correspondente, mostrando atividade
significativa frente Nasutitermes corniger.

A exposicao de N. corniger a fase em acetate de etila (Figura 100, C) revelou
nenhuma sobrevivéncia dos térmitas apos 7 dias de tratamento nas concentragdes de
25, 50, and 100 mg.mL™" e o valor de LCsy apds 4 dias foi de 17,3 mg.mL™". A ordem
de sobrevivéncia apds 7 dias a 100 mg.mL™" para as outras fases foi: n-butanol (28.3%)
>diclorometano (13.3%) > cicloexano (0%).

A fase em cicloexano foi a segunda mais ativa de A. colubrina. A analise por
GC-MS desta fase (item 4.6, pag 61) mostrou que a mesma ¢€ constituida
principalmente por, triterpenos (47,03%), esteroides (30,03%), ésteres e acidos graxos
(16,64%). De acordo com a literatura, terpenoides (monoterpenos a triterpenos)
apresentam propriedades toxicas, deterrentes e repelentes contra térmitas e outros
insetos [LAJIDE et al., 1995; VIEGAS JR, 2003; BLASKE et al., 2003; PARK & SHIN,
2005; WATANABE et al., 2005].

Como evidenciado na figura 19 (pag 47), a fase em diclorometano de A.
colubrina mostrou um teor de 21% de flavonoides. Entre os compostos fendlicos de
plantas os flavonoides sdo bem conhecidos como deterrentes alimentares [SIMONDS,
2001]. Taxifolina (42), quercetina (41) e outros flavonoides sdo conhecidos na literatura
por impedirem a alimentagcéo de térmitas [REYES-CHILPA et al., 1995. MORIMOTO et
al., 2000; OHMURA et al., 2000; CHEN et al., 2004; MORIMOTO et al., 2006]. Alguns
pesquisadores assumiram que existe uma relagdo significativa entre atividade
antioxidante de flavonoides e a sobrevivéncia de térmitas. Ragon et al. (2008)

hipotetizou que os cupins detectam e evitam a madeira que contém extrativos com um
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certo nivel de substancias antioxidantes, porque eles podem interferir na digestdo da

lignocelulose pelos simbiontes existentes no estdmago dos térmitas
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Figura 101. Efeito do contato das fases obtidas da madeira de A. colubrina com N.

corniger. Fase em cicloexano (A) diclorometano (B) acetato de etila (C) n-butanol (D).
Concentracdes das fases de 6,25 (1), 12,5(2), 25(3), 50(4) e 100 (5) mg mL™.

Cloroférmio foi usado como controle negativo (c) em A, acetona em B e metanol em C

and D. Cada ponto representa a média + desvio padrao de trés repeticoes.

A melhor fase termiticida de A. colubrina foi a de acetato de etila em fung¢ao do

seu conteudo de proantocianidinas (taninos condensados) detectado por APCI-MS.



Capitulo 4 Resultados e Discuss@ao 166

Taninos condensados e hidrolizaveis, em fungao de sua propriedade de se complexar
com proteinas e inibir muitas enzimas digestivas, sdo conhecidos como fortemente
adstringentes [MONTEIRO et al., 2005]. Ayres et al. (1997) verificaram que a elevada
mortalidade de insetos tratados com taninos condensados parece ser devida as
propriedades téxicas destes compostos, e ndo em fungao da inibigao da digestao.

A fase mais polar de A. colubrina (n-butanol) apresenta composi¢cao semelhante
a fase em acetato de etila. No entanto, esta fase mostra baixa mortalidade frente N.
corniger, possivelmente devido a menor concentragdo de proantocianidinas.

Embora este experimento néo tenha sido especificamente designado para testar
efeitos repelentes, foi observado que as fases nao apresentaram repeléncia, uma vez
que foi observado que os cupins se mantiveram a maior parte do tempo sobre o papel
de filtro. Neste trabalho, o efeito de deterréncia alimentar ndo pdde ser avaliado
diretamente, uma vez que néao foi realizada a quantificagdo de substrato consumido.
Contudo, estes dados sdo indicagbes que os extrativos de A. colubrina contém
algumas substancias ou grupos de substancias, que mostram propriedades toxicas e

deterrentes contra N. corniger.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Do estudo quimico da madeira de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var.
Cebil (Griseb.) von Reis Alt. foram obtidas as fases em cicloexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol.

A analise fase em cicloexano por GC-MS levou a identificacdo de oito ésteres
metilicos graxos saturados e dois insaturados, seis ésteres etilicos graxos, um éster
butilico graxo, dois ésteres pentilicos graxos, sete acidos graxos saturados e dois
insaturados, um triterpeno (lupenona), cinco esteroides (diidrobrassicasterol,
estigmasterol, estigmast-4-en-3-ona, ergost-4-en-3-ona e estigmasta-3,5-dien-7-ona) e

trés norisoprenoides (a-ionona, 5,6-epoxi-B-ionona e diidroactinidiolida).

Apenas o [-sitosterol e lupeol foram isolados e tiveram suas estruturas
caracterizadas utilizando-se as técnicas de RMN de 'H e 'C juntamente com a

espectrometria de massas.

Dentre as substancias identificadas na fase em cicloexano, apenas os
esteroides [-sitosterol e estigmasterol e os triterpenos lupeol e lupenona ja foram
descritos anteriormente no cerne e partes aéreas de A. colubrina (Tabela 1, pag 4). As

outras substancias sao inéditas no género Anadenanthera.

O estudo quimico da fase em diclorometano resultou no isolamento e
identificacédo de cinco flavonoides, compreendendo uma flavona (luteolina), um flavonol
(quercetina), um flavanonol (taxifolina) e duas chalconas (ocanina e isoliquiritigenina).
Estes flavondides foram identificados com base em dados espectroscépicos de RMN
de "H e de ®C (uni- e bidimensionais), na espectrometria de massas, nos valores de
ponto de fusdo e pela comparagao com dados espectrais disponibilizados na literatura.
A obtencado destas substancias € de grande importancia quimiotaxonémica, uma vez
que a chalcona ocanina esta sendo descrita pela primeira vez em Fabaceae e os
demais flavonoides sao inéditos no género Anadenanthera.

No estudo quimico das fases em acetato de etila e n-butanol utilizando-se a
técnica APCI-MS? foi identificado como componente majoritario uma proantocianidina
dimérica. Também foi observada, sendo em menor propor¢cdo, a presenca dos
flavondides naringenina e catequina e/ou epicatequina, além de taxifolina, ocanina e

luteolina isoladas da fase em diclorometano.
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A definicdo da estrutura da proantocianidina merece destaque, uma vez que
existem muitos estudos das duas espécies do género Anadenanthera relacionados a
quantificacdo e extragdo de taninos condensados para emprego na industria de
curtume, mas nao ha registros na literatura de substancias desta classe isoladas e/ou
caracterizadas das espécies deste género.

A madeira de A. colubrina apresentou alto teor de extrativos, sobretudo de
compostos fendlicos, bem como elevada sequestradora do radical DPPH e antifungica
frente a Phanerochaete chrysosporium. Estes fatores podem ser, de certa forma,
considerados os responsaveis pela sua elevada resisténcia frente a este fungo.

As quatro fases obtidas da madeira de A. colubrina mostraram atividade
antitermitica significativa frente a Nasutitermes corniger quando comparados com o
controle correspondente. O melhor extrato termiticida de A. colubrina foi o acetato de
etila, provavelmente em fungdo do seu conteudo de proantocianidinas que apresentam
propriedades toxicas. O extrato em cicloexano foi o segundo mais téxico de A.
colubrina. A analise por GC-MS deste extrato mostrou que, dentre os constituintes
identificados, os triterpenos sé&o os principais componentes (47,03%) seguidos pelos
esteroides (30,03%) e ésteres e acidos graxos (16,64%).

Deve-se ressaltar também que até o momento ndo haviam sido relatados na

literatura dados sobre atividade antitermitica para os extrativos de A. colubrina.
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Espectros 1 e 2: Espectro de massas da substancia 1 (1) e o espectro de massas do hexadecanoato de metila da biblioteca
WILEY (2)
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Espectros 3 e 4: Espectro de massas da substancia 2 (3) e o espectro de massas do heptadecanoato de metila da biblioteca
WILEY (4)
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Espectros 5 e 6: Espectro de massas da substancia 3 (5) e o espectro de massas do octadecanoato de metila da biblioteca
WILEY (6)



Spectrum] #Data® 10312-4.0G0D R.Time:20.558(5can#:2| D)
MazzPeaks: 66

RawMode: Averaged 20.525-20.592(2104-2112) BasePeak:74.03(1000)
B Mode: Averaged 20.083-20.283(2051-2075)

Lo00 =

143

I TR T N B T
.
=

tad
-
a

126

254 270

30 50 70 80 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310

Spectrum2 #Library# WILEY229.LIB Entry:161703 Formula:C21 H42 02 CAS:1120-28-1 MolWeight:326 Retlndex:(

MassPeaks:30 BazePeak:74.00{1000%

CompName: Eicosanoic acid, methyl ester [CAS) ARACHIDIC ACID METHYL ESTER 55 Methyl arachate 35 Methy! eicosanoate 55 METHYL N-E
oo o

M T TR TR (I S T
=
s

30 50 i el 10 130 150 |70 190 210 230 250 270 290 310

Espectros 7 e 8: Espectro de massas da substancia 4 (7) e o espectro de massas do eicosanoato de metila da biblioteca WILEY

(8)
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Espectros 9 e 10: Espectro de massas da substancia 5 (9) e o espectro de massas do docosanoato de metila da biblioteca WILEY
(10)
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Espectros 11 e 12: Espectro de massas da substancia 6 (11) e o espectro de massas do tricosanoato de metila da biblioteca
WILEY (10)
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Espectros 13 e 14: Espectro de massas da substancia 7 (13) e o espectro de massas do tetracosanoato de metila da biblioteca

WILEY (14)
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Spectrum2 #Librarys WILEY220.L1IB Entry:197095 Formula:C27 H34 02 CAS:S802-82-4 MolWeight:410 Retlndex:0

MazsPeaks:50 BasePeak:74.00(10007%

CompName:Hexacozanoic acid, methy] ester (CAS) METHY L CEROTATE 55 Methyl hexacosanoate 55
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Espectros 15 e 16: Espectro de massas da substancia 8 (15) e o espectro de massas do hexacosanoato de metila da biblioteca
WILEY (16)



Spectrum] #Data# H1123-33.gpd R.Time:17.392(5can#:1728)
MassPeaks: 121

RawMode:Averaged 17.358-17.433(1724-1733) BasePeak:EE. 151000}
BG ModecAveraged 18.042-18.150(1806-1819)
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Spectrum2 #Library® WILEY229.LIB Entry:134669 Formula:C18 H36 02 CAS62R-07-7 MolWeight:284 Retlndex:0
MazzPeaks:48 BazePeak:8E 0010007
CompMame:Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) Ethyl palmitate 35 HEXADECANOIC ACID ETHYL ESTER 55 Palmitic acid ethyl ester 85 Palmit
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Espectros 17 e 18: Espectro de massas da substancia 9 (17) e o espectro de massas do hexadecanoato de etila da biblioteca
WILEY (18) 97% IS



Spectrum] SDatas HI123-33.qed R.Time: B39 Scans: | B48)
MassPeaks: 109

Fawhiode: Averaged 1E.375-1E.442(1 B46-1854) BascPeak:BE 13{1000)
BG Mode:Averaged 17.838- 1R.00N L7841 BOL)
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Spectrum? #Librarys WILEYZZ9.LIB Entry: 144249 Formula:C1%9 H3R02 CAS: 14010-23-2 MolWeight: 298 Retlndex:0
MassPeaks:50) BasePeak:EE.OD) 1)

CompName: ETHY L HEPTADECANOATE 35
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Espectros 19 e 20: Espectro de massas da substancia 10 (19) e o espectro de massas do heptadecanoato de etila da biblioteca
WILEY (20) 90% IS



Spectrumnl F[Datas HI 123-33.ggd R.Time: 19350 Scans:1 963
MassPeaks: 138

Rawhode: Averaged 19.317-19.392( 1 959-1968) BascPeoak: B8 20{ 1000)
BG Mode: Averaged 19075 19. 208 1930- 1 944)
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Spectrum? ZLibrary® WILEY229.LIB Entry:153340 Formula:Z20 H4002 CAS:111-61-5 MolWeight:312 RetIndex:0
MassPeaks: 30 BasePeal:BE OO 10000

CompName:Octadecanoic acid, ethyl ester (CAS) Ethyl stearate S8 ETHYL ESTER OF OCTADECANOIC ACID 58 ETHYL ESTER OF STEARIC ¢
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Espectros 21 e 22: Espectro de massas da substéncia 11 (21) e o espectro de massas do octadecanoato de etila da
biblioteca WILEY (22) 95% IS
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Spectrum] SDatas [0312-4.0G0 B Time: 22 B58 Scans: 2384
MassPeaks: 114

Rawhode: Averaged 22,8 17-22 908 2379-239{) BasePeak:&E. LO] 1000)
BG Mode: Averaged 2262522 683 2356-2 363)
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Spectrumd FLibrany® WILEY ZZ9.LIB Emtry ;182162 Formula:C24 H48 02 CAS0-0-0 MolWeight:368 Retlndex:0
MazsPeaks: 30 HasePeal:8E QD] 10D0)

CompName:ETHY L EETER OF DOCORANOIC ACID 5% ETHYL ESTER OF BEHENIC ACID 5%
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Espectros 23 e 24: Espectro de massas da substancia 12 (23) e o espectro de massas do docosanoato de etila da biblioteca
WILEY (24) 92% IS



spectruml #Data= [0312-4.0G0 R.Time:24.973 Scans2638)
MassPeaks: |74

RawMode: Averaged 24.908-23.060( 1630-2647) BasePeak:RE03 1000)
BG Mode: Averaged 24.633-24.767(2397-2613)
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Espectro 25: Espectro de massas da substancia 13



26

Spectrum| sDatas [03[2-4.0G0 R Time: 27908 Scans: 2990)
MassPeaks: [76

RawMode: Averaged 217.825-17 983 2980-2999) BasePeak: X800 [000)
B Mode: Averaged 17.400-27.5 55 1929-1948)
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Espectro 26: Espectro de massas da substancia 14



Spectruml #Data# [0312-4.Q0GD R.Time:18.883(Scan#:1907)

MassPeaks:143

RawMode:Averaged 18.842-18.925(1902-1912) BasePeak:57.10(1000)

BG Mode:Averaged 19.450-19.608(1975-1994)
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MassPeaks:50 BasePeak:56.00(1000)
CompName:ISOBUTYL CAPRATE $$ ISOBUTYL DECANOQOATE $$
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Espectros 27 e 28: Espectro de massas da substancia 15 (27) e o espectro de massas do decanoato de isobutila da biblioteca

WILEY (28) 84% IS



Spectrum] #Data®# 10312-4.QGD R.Time:19.817(Scan#:2019)
MassPeaks: 123

RawMode: Averaged 19.767-19.842(2013-2022) BasePeak:70.10(1000)
BG Mode:Averaged 19.967-20.008(2037-2042)
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Espectros 29 e 30: Espectro de massas da substancia 16 (29) e 17 (30)



Spectrum! #Datas 10316-12.0GD R.Time:12.308(3can#:1142)
MassPeaks: 158

RawMode:Averaged 12.475-12.542{1138-1146) BasePeak:73.10(1000}
BG Mode:Averaged 12.583-12.617(1151-1155)
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Spectrum? #Library® WILEY229.LIB Entry:67386 Formula:C12 H24 02 CAR:143.7.7 MolWeight:200 Retlndex:0
MassPeaks:50 BasePeak:60.00(1000%
CompName:Dodecanoic acid (CAS) Lauric acid $5 ABL 88 Neo-Fat 12 85 Vulvic acid 58 Univol U-314 5% Aliphat No. 4 55 Neo-Fat 12-43 8§ Dodec
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Espectros 31 e 32: Espectro de massas da substancia 18 (31) e o espectro de massas do acido dodecandico biblioteca WILEY
(32) 93% IS



Spectruml #Datas [0316-11.06G0 R.Time: 14 883{ Scans: 1427
MazsPeaks:[ 12

Fawhode Averaged 14.842-14.9251422-1432) BasePeal: 7305 1000)
BG Mode:Averaged 15.292-15.433 1476-1493)
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Spectrum? #Library® WILEY Z29.LIB Eniry: 91666 Formula:Cl4 H2E 02 CAS 54-63-8 MolWeight: 228 Retlndex:(
MazsPeaks: 530 BasePeak: 73004 1000

Comp™arme: Tetradacanoic acid {CAS) Myristic acid 585 MYRISTINIC ACID 5% n-Tetradacanoic acid 5% neo-Fat 14 55 Univol U 3 165 5% n-Tetradeco
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Espectros 33 e 34: Espectro de massas da substancia 19 (33) e o espectro de massas do acido tetradecandico biblioteca WILEY
(34) 96% IS



Spectruml FDatag [0316-110GD R Time: 16017 Scans: | 563)
MWlassPeaks: 142

RawMode: Averaged [5.938-16.058] ] 5356- 1 568) BasePeak:43.05 1000)
B Mode: Averaged 16.267- 16,392 1593-1 608)
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Spectrum? FLibrarys WILEY 229.LIB Entry:103139 Formula:C15 H3002 CAS:1002-84-2
MassPeaks:50) BasePeak:4 3,000 1000
CornpM ame: Pentadacanoic acid {CAS) Pentadecylic acid 55 n-Pentadecanoic acid 55 [4FA 55

MaolWeight:242 Retlndzx:
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Espectros 35 e 36: Espectro de massas da substancia 20 (35) e o espectro de massas do &cido pentadecandico da biblioteca

WILEY (36) 96% IS




Spectrum] #Data® [0316-10.0GD R.Time:17. 108&(Scan®:1 694)
MazzPeaks: 167

RawMode: Averaged 17.025-17.130(1684-1699) BasePeak:43.05(1000)
BG Mode:Averaged 16.775-16.817(1654-16359)
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Spectrum2 #Library® WILEY 229.L1B Entry:1 14038 Formula:C1l6 H32 02 CAS:S7-10-3 MolWeight:256 Retlndex:0

MaszPeaks:50 BasePeak:d3 0001000}

Compame:Hexadecanoic acid (CAS) Palmitic acid 5% Palmitinic acid 55 n-Hexadecoic acid 5% n-Hexadecanoic acid 55 Pentadecanecarboxylic acid %
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Espectros 37 e 38: Espectro de massas da substancia 21 (37) e o espectro de massas do acido hexadecandico da biblioteca
WILEY (38) 95% IS



Spectrum! #Data® 10316-11.Q0GD R Time:18.175(5can#:1822)
MazsPeaks: | 68

RawMode: Averaged [E. 10E-18.217(1E14-1827) BazePeak:43.05(1000)
BG Mode:Averaged 17.642.17.733(1758-1769)
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Spectrum? #Librarys WILEY220.LIB Entry:124615 Formula:C17 H34 02 CAS:506-12-T MolWeight:270 Retlndex:0
MaszzPeaks:50 BazePeak:43.0001000%
CompName:Heptadecanoic acid (CAS) Margaric acid 85 HEXADECANECARBONIC ACID-(1) 85 Margarinic acid 35 n-Heptadecoic acid 55 n-Hept
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Espectros 39 e 40: Espectro de massas da substancia 22 (39) e o espectro de massas do acido heptadecandico da biblioteca
WILEY (40) 95% IS



Spectrum |l #Datag [0316-10000GD R Time: 19.075 Scans: 1 9340)
MazsPeaks: [K]

RawMode: Averaged 1902519117 1924-1935) BascPeak:43.05] [000)
B Mode: Averaped |8 383- 18 508 [847-1 BA2)
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Spectrum? Zlibrary® WILEY 229 LIB Entry: 134629 Formula:ClE H3602 CAR:57-11-4 MolWeight: 284 Retindex:(

MassPeaks: 30 BasePeako:d 3000 1000)

CompMName: Octadecanoic acid (CAR) Steanc acid 35 n-Octadecanoic acid 35 PO 1ES 35 NAA 173 53 Vanicol 35 Kam 3000 5% Kam 1000 55 Kam 20
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Espectros 41 e 42: Espectro de massas da substancia 23 (41) e o espectro de massas do &cido octadecanoico da biblioteca
WILEY (42) 93% IS




Spoctruml #Data® [0316-12.0G0 R.Time: 20,925 Scans:2 1532)
MassPeoaks: 274

Rawhode: Averaged 20.E92-20.932 148-2155) BasePeak:43. 15 1000)
BG Mode:Averaged 21, 158-21.333{2180-2201)
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Spectrum? FLibranys WILEY229.LIB Entry:153308 Formula:C20 H4002 CAS:306-30-9 MolWeight:312 Retlndex:0
MassPeaks: 30 BascPeale4 3000 1000

CompMame: Eicosanoic acid {CAS) Amchidic acid 5% Amchic acid 3%

100D

an

Espectros 43 e 44: Espectro de massas da substancia 24 (43) e o espectro de massas do acido eicosanoico da biblioteca WILEY

(44) 92% 1S
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Spectrum! #Data# H1123-35.qgd R.Time:18.433(Scan#1853)
MassPeaks: 158

RawMode:Averaged 18.400-18.458(1849-1856) BasePeak:67.15(1000)
BG Mode: Averaged 18.258-18.202(1832-1836)
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Hit#:1 Entry:141543 Library:

SI:? Formula:C19 H34 O2 CAS:112-63-0 MolWeight:294 Retlndex:0

CompName:9,12-Octadecadienoic acid (£,Z)-, methyl ester (CAS) Methyl linoleate $$ METHYL CIS-9,CIS-12-OCTADECADIEN(
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Espectros 45 e 46: Espectro de massas da substancia 25 (45) e o espectro de massas do (Z,2)-9,12-octadecadienoato de metila
da biblioteca WILEY (46) 94% IS



Spectruml #DataF [0316-11.0GD R.Time: 19, 10 Scans:; 1 933)
MassPeoaks: 197

Rawhiode: Averaged 1R 730-19.117{1E21-1935) BascPoak: 67, 104 100DD)
B Mode: Averaged 19 825- 2000000 2020-2041)
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Spectrum? #Library® WILEY229.LIB Entry:131789 Formula:ClE H3202 CAS:60-33-3 MolWeight: 280 Retlndex:(

MassPeaks: 530 BascPeak:67.000 1000

CompMame: 9, | 2-Octadecadienoic acid { Z,£)- {CAS) Linoleic acid 5% Linolegic 5% Unifac 65350 5% Linolic acid 5% Telfairic acid 3% Gmape sced il 353 P
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Espectros 47 e 48: Espectro de massas da substancia 26 (47) e o espectro de massas do acido linoléico da biblioteca WILEY (48)
94% IS



Spectrum1 #Data# H1123-35.qgd R.Time:18.492(Scan#:1860)
MassPeaks:151

RawMode:Averaged 18.458-18.517(1856-1863) BasePeak:55.10(1000)
BG Mode: Averaged 18.875-18.958(1906-1916)
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Compound Information

Hit#:1 Entry:142894 Library:

SL? Formula:C19 H36 02 CAS:112-62-9 MolWeight:296 Retlndex:0
100

.
H g

166 140

40 160 180
Espectros 49 e 50: Espectro de massas da substancia 27 (49) e o
biblioteca WILEY (50) 91% IS
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CompName: Q-Octadewnmc acld (?’)- methyi ester ((,AS) Meihyl eiedte ‘B‘L Mbthyl cig- 9 GCLHdCCCHQatL 59 OIEIC acid methyl ester ¢
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espectro de massas do (Z)-9-octadecenoato de metila da



Spectrum] FDataF [0316-11.00GD R Time: 19, 183 Scans: 1 943)
MWlazsPeoaks: [ 8B4

Rawhiode: Averaged 19.15E-19.233( 1 940-1949) BasePeal: 55 10f 1000)
BG Mode:Averaged 19.642- 19 B67( 1998-2025)

1000 f
] N o]
P VT = 1 S N 7
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51 i o
=

1 TR L 168 B0 191 3 1 Me sy 84 e 7]
11 50 Ll o 110 130 130 170 150 210 230 250 270

Spoctrumd #Librarys WILEY229.LIB Entry: 133169 Formula:CLE H3402 CAS:112-B0-1 MolWeight:2E2 Retlndex:()
MassPeaks: 30 BasePeak: 55000 1000

CompMame: 2-Octadecenoic acid (£)- ({CAS) Oleic acid 35 Red oil 535 Oelsavere 553 0leine 7303 55 Pamolyn 100 5% Emersol 211 5% Vopeolene 27 55
LD

il 50 L] o 110 130 150 170 190 210 230 250 7

Espectros 51 e 52: Espectro de massas da substancia 28(51) e o espectro de massas do &cido oléico da biblioteca WILLEY (52)
94% IS



Androea
Amostra PHMCE* -4
Solicilacao N, FO919_1%
22.10.07 UFPE

Pulee Segquence: sEpul

Splvent: GDC1S
Ambient temperature
UNITYplus=300 "UFPEu30O"

Pulse 45.0 degrees

Aoy, time 3.744 sec

Width S000.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1l, 299 9533678 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65%38

Tetal time 1 min, 0 sec

s s A e e o T T T T+ T | T T | T T T T T T T T T T =3 T T T RS R (e
9 a8 F g 6 5 4 3 g 1 0 ppm
_— [ S S S
3.85 2.25 A6 . 04
1.89 E.38 18.5%3

Espectro 53: Espectro de RMN de *H de 29 (300 MHz, cloroférmio-d;)
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Espectro 54: Ampliacéo do espectro de RMN de *H de 29 (300 MHz, cloroférmio-d,)
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m 4,57 § H-29b
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4o do espectro de RMN de *H de 29 (300 MHz, cloroférmio-d;)

Espectro 55: Ampliag



INDEX FREDUENCY  FPH HEIGHT
1 11285, 156 150987 EEN]
2 .508 109,340 16.4
€] SA56.158 .avn 3.8 29
L 5839.57% LAz 144.8
H S807.597 000 148 .4
n 5775.618 576 1062
7 4166 .623 243 3r.1
] 3600.003 . 3B% 39.0
L] 3638 .852 246 P
10 3616.945 .955% 7.z
1L 3zai.o09 a7l a4a.0
12 3227 .160 .787 39.7 i
13 3075.829 781 38.0
14 3014.390 966 26.5
15 2928.527 .B28 aa.1
16 2915.685 LBSE 26.4
17 2865.8%9 .997 8.9
18 2799.857 Jlzz an.0
19 2680.756 35,513 26.8
&n 2581.518 .227 2.0
21 2247 .110 797 25.0
2z 2108.417 454 19.4
23 2064352 T 33.3
24 1891.366 077 21.9 |
25 1575.107 .88 289 |
26 1453.740 274 29.8 |
27 1378.95%5 283 23.1 \
28 1356 .042 .97y 28.5
29 1214.279 .100 27.4
a0 1201.941 L9436 27.1
31 1157 .B76 352 26.0
32 L08a. 926 .517 24.6 |

FULSE SEQUENCE OBSERVE C13, 75.4233361 DATA PROCESSING T Anarea

| Relax. delay 1.500 sec OECOUPLE  Hi, 299.0548659 Line broadening 1.0 Hz Amostra PMHCE® -4
Pulse 45.0 degrees Power 37 dB FT size 131072 Solicitacac M. FO919 12
Achg. time & on during acguisition STotal time 60 minutes i 22.10.07 UFPE -
Width 16501 of f during delay '
912 repetit WALTZ-16 modulated : Fulse Sequence: sZpul

coc

Solvent: 13
Ambient temperature

Espectro 56: Espectro de RMN de **C de 29 (75 MHz, cloroférmio-d,)



INDEX FREQUENCY

1 azed. 982
2 5976.129
E] 4187 .096
a 3s8z0.477
5 3659.3z8
L] 3837.167
7 3035.116
8 2936.158
9 2886 .302
10 2701.230
11 2602 .021
12 2267 .884
13 2129.39%
14 2087 .092
15 2084 .B2E6
16 1911.840
17 1585.832
18 1474, 465
13 1399.423%
20 1376.264
21 1234.753
2z 1222.666
23 1178.601
24 1115.148

1a0

[PULSE

PPH
109
9.
55
50
as.
a8 .
a0,
L
38,
3s.
34,
3o,
28 .
27
27.
25.
21
19.
18.
18.
16.
16
15
14

16

T dept
; Relax. delay 2.000 sec

a
Width 16501.7 Hz
256 repetitions

Pulse 90.0 degrees
Acg. time 2.500 sec

n
299 .95486519

. O
:DECOUPLE
i Power 36 dB
an during acguisition
ooff during dalay
WALTZ-16 modulated

TDATA PROCESSING

HEIGHT
.581 -29.8
234 8.3
.51% 1.6
654 35.3
517 3z.5
223 41.4
241 -35.86
928 =33.7
68 32.1
814 =34.5
439 =30.2
069 -27.8
233 35.4
672 -34.9
Gaz -37.2
398 -24.5
158 -27.4
548 18.9
554 - | |
247 36.2
371 365.86
.211 3r.1
626 34.3
785 35.8
|
— T T T T T T T T T T T L e e S e e e L
0 14 120 io00 80

Line broadening 1.0 Hz
FT size 131072

iTotal time 18 minutes

Espectro 57: Espectro DEPT 135° de 29 (75 MHz, cloroférmio-d;)

CAndraa
Solicitacao N. F1207_8
'12.12.07 UFPE

‘Pulse Sequence: dept

B e e
20 ppm

Amostra PHM d-& Ii

Selvent: cdcld
Ambient temperature
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Espectro 58: Espectro de massas (El) da substancia 29




Spectrum!| #Data® HOS135-14.0GD R.Time:40.517(Scan#:4503)
MaszsPeaks:308

RawMode:Averaged 39.467-40.583(4377-4511) BaszePeak:109.15(1000}
BG Mode: Averaged 38 .542-38 825(4266-4300)
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40 Gl 0 (oo 120 140 180 1RO 200 0 220 240 60 ZED O 300 320 MO0 360 3E0 O 400 420

Spectrum? #Librarys WILEY229.LIB Entry:201310 Formula:C30 H48 O CAS:0-0-0 MolWeight:424 Retlndex:0
MassPeaks:30 BasePeak:424.00{1000)

CompName:Lupene-3-one $8
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60
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Espectros 59 e 60: Espectro de massas (El) da substancia 30 (59) e o espectro de massas da lupenona da biblioteca WILLEY
(60) 90% IS



61

62

Spectruml #Data# 10316-32.QGD R.Time:34.133(Scan#:3737)
MassPeaks:308

RawMode:Averaged 33.950-34.350(3715-3763) BasePeak:42.90(1000)
BG Mode: Averaged 32.442-32. 967(3534 3597)
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Spectrum2 #Library# WILEY229.LIB Entry:194138 Formula:C28 H48 O CAS:4651-51-8 MolWeight:400 Retlndex:0
MassPeaks:50 BasePeak:43.00(1000)
CompName: Ergost 5-en-3—ol (3.beta.)- (CAS) DELTA.5-Ergostenol $$ Er; gost -5-gnol $$ D:hydrobrassxcasteroi $3 Ergost -5-en-3. beta 01 $$ 22~Dih

1000 ke __43_ L sz
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Espectros 61 e 62: Espectro de massas da substancia 31 (61) e o espectro de massas do diidrobrassicasterol da biblioteca
WILEY (62) 94% IS



Andrea

Amostra PMMOG: -2
Solicitacac N. FO926_17
23.10.07 UFPE

Pulse Ségquenca: SEpul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
UNITYplus=300 “UFPEua0e"

Pulse 45,0 degrees

Acg. time 3,714 sec

width S000.0 Hz

16 repetitions
OBSERVE Hl, 299.9533674 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 1 min, 0 sec

63

R — LS ma s T T T Taas waa - . ; — ——— : s :
10 L] 8 T/ 6 -} 4 3 2 i 0 ppm
et — PO S—"
z.22 z.14 13.04
0.57 a.25 77.76

Espectro 63: Espectro de RMN de *H de 32 (300 MHz, cloroférmio-d;)
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Espectro 64

: Ampliac&o do espectro de RMN de *H de 32 (300 MHz, cloroférmio-d;)



Andrea
t

Amoy ra PMMOCY -2
S ¥ itacao N. FO0926_17
3 97 UrPE

Fulse Segquence: 3Zpul

Solvent: CDCI13
AmLieEnt temperature
UNITYplus=-300 “UFPEUI0OD™

Relax. dé¢lay 1.000 sec
Pulse A% .0 deqreen
Acy. time ZT.00 i
width 16501 .7
BEA repetit
UBSERVE CLl3, E
DECOUFPLE H1l, 299.95186
Power 37 dB

an during acquisition
aff during delay
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 121072

Tetal time 2 hr, 30 min,

o
He
ne

5.4233361 MH=zZ
59 MHz

32 sec

65

Espectro 65: Espectro de RMN de *°C de 32 (75 MHz, cloroférmio-d;)
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Espectro 66: Ampliacdo do espectro de RMN de **C de 32 (75 MHz, cloroférmio-ds)



TMUE FREQUENCY  PPM HETIGHT

4189.660 121.974 8.7
%133 .250 72 . 0a7 as.a

1 M98 .140 56 .9a7 32.0

1 4243.499 S6.%62 z8.8

£ 2796 .808 S0.310 35 .6

& 3472.239 486,037 31.2

? 205 .332 qAz.498 -az .9

8 A016G.18B3 389,994 -33.2

a 2826.878 37 . 480 -a7.a
10 2744.540 36 .388 F0.8

L1 2576 .0A8 34.155 -25.3
12 2425.007 32.18%Z -23.8
13 2A22.740 32.122 a1.8
14 2402.848 31.858 -38.8
15 2260.330 29.868 -11.2
16 2z12.882 28.341 26.5
17 *148.730 28.503 -30.0
18 1878.322 26.243 -25.0
19 1851 . 408 24.547 -30.3
2o 1755.7258 23.278 -218.1
21 1607 .667 21.315 -33.3
22 1514.753 20.083 s2.2
22 1982 .018 18.6489 as .6 | .
2 1453.314  19.268 s3.8 1 |
25 1434.681 19,022 31.1 : ]
z6 azz.?70 1%.278 23.8 ] 1
27 912.953 12.104 as.o0 |

4233159 _DATA PROCESSING
(8548659 | Line broadening 1.0 Mz i
t

LAndroa

PULSE SEQULNCE: dept
Rolax. delay 2.000 sac
Bulse 90.0 degreess
Acqg. time 2.500 sec
wWidtn 16501.7 Hz

256 repetitions

[
a PHMCE——m =&
-{tacan N. F1z07_&A
12.12.07 UFPE

Pulse Requence: depl

Solvent: cocl®
Ampient temperatore

FT size 131072 H

tan Total time 18 minutas

Espectro 67: Ampliag'éo do espectro de RMN de *3C de 32 (7'5 MHz, cloroférmio-d;)



Spectrum ] FDatag [0316-32.00G0 R.Time: 36,917 Scans:4071)
MassPeaks: 300

RawMode: Averaged 36.892-37 442(4068-4134) HasePeak:43.05] 1000)
BG Mode: Averaged 36, 117-36. 342 3973-4002)

10D0

L=

HO

68

e

)k

an 50 T 20 [ 130 150 170 190 210 230 280 270 290 310

Spectrum? FLibrary® WILEYZZ9.LIB Entry:198357 Formula:C29 H300O CAS:E3-47-6 MolWeight:414 Retlndex:0
MassPeaks: 30 BasePeak:4 30000 100D
CompMame: Btigmast- 3-en-3-ol, 3. beta,, 24583 (CAR) Clionasterol 3% 245-8TIGMAST-53-EN-3.BETA . -OL 55 .gamma - Bitosterol 3% Fucosterol, beta.

1000,

69

e
L) oy ] aE

1] | | | | |
L L |

I I
an 50 T a0 [ 130 150 170 1% 210 230 230 270 29D 310 330 330 37 39D 410

10 -

Espectros 68 e 69: Espectro de massas da substancia 32 (68) e o espectro de massas do B-sitosterol da biblioteca WILEY (69)
94% IS



70

71

Spectrum! #Data# 10316-32.0GD R.Time:35.108(Scans:3854)
MazzPeaksz:319

RawMode: Averaged 34 .908-35.535003830-3907) BasePeak:35.00{1000)
BG Mode: Averaged 35.983-36.383(3959-4007)

1000 ] T
] 51
1 4
i 6 )
. 10 s 1 s 19 LI ALz
4 e emrag 23 £ 300 ) -
1 |3 ETIN | 22924) %3 34327340771 369 304 431 447 464 479491 S12524 538 566
i &l a0 [ 20 |50 [0 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 5100 S40 0 570
Spectrum? #Libraryw WILEY229.LIB Entry:197736 Formula:C29 H48 O CAS:E3-4E8-T MolWeight412 Retlndex:0
MassPeaks:30 BasePeak:33.00{1000)
CompName: TRANS-STIGMASTA-522-DIEN-3 BETA -OL 5%
000 =
| B3
| 9
1 4
: 1 171 100 412
] 213 30 381 4eq
| | ] L3
L L D IR B B B L B B B B L B LA A B L B AL I B L A B A I B B I B L R L R B L
i 200 240 270 300 0 330 360 390 420 450 480 510 %40 570

Espectros 70 e 71: Espectro de massas da substancia 33 (70) e o espectro de massas do estigmasterol da biblioteca WILEY (71)

93% IS




Spectrum!| #Data# 10316-32.QGD R.Time:41.492(5cans:4620)
MazsPeaks: 298

RawMode:Averaged 41.250-41.683(4591-4643) BasePeak:124.10(1000)
BG Mode: Averaged 42 483-43.008(4739-4802)

1000

5
43

[T 135 147

288 412
370

3 75 187 55,2 . a7 . . -
159 |75 | ap1 211 145 a7 gy 314 32T g4 355 3V gy 39T 476 47

50 70 90 110 130 150 17O 190 210 2300 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470

Spectrum2 #Librarys WILEY229.LIB Entry:197743 Formula:C29 H48 O CAS:1058-61-3 MolWeight:412 Retlndex:0
MassPeaks:50 BasePeak:124.0001000)

CompName:Stigmast-4-en-3-one (CAS) 4-5tigmasten-3-one 35 .DELTA 4-5itosterol-3-one 55

1000 T3

-

i)
e -
i

135 289

143
‘ 6] 271 370 108
| | | L
i i i i i i e L Lt i L i M L B AL R L
o & 70 90 110 1300 1&0 17O 190 2100 230 230 2XTO 290 310 330 330 3TD 390 410 430 430 470
Espectros 72 e 73: Espectro de massas da substancia 34 (72) e o espectro de massas do estigmast-4-en-3-ona da biblioteca
WILEY (73) 92% IS




Peak#:26 R.Time:38.0(Scan#:4202)

MassPeaks: 210 BasePeak:124(435421)
100
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I [T :Fljn 3.;"—"l.|.r
40 an B0 0o 120 140 180 180 200 220 240 260 2ZE0 300 320 340

i 82 l 416 429
60 380 400 420 440 460
'z

Eomr 3EAD (SA. =00 min): MEOAsT .0
=ooo 134

1800
-T=1=]
17voo
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1moo
14003
13004 a3
1z00
1100
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L1127
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=oo
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40 S50 B0 100120140160 100200204060 ZA0I0OO0IZ0 IS0 IGO IBOA00
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Espectros 74 e 75: Espectro de massas da substancia 35 (74) e o espectro de massas do ergost-4-en-3-ona (75) citada na
literatura [TEIXEIRA, 2003]
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Spectrum] #Data# H1123-37.qgd R.Time:30.802(Scanw:4428)
MassPeaks:224

RawMode:Averaged 39.700-40.042(4405.4446) BasePeak: 174.20(10007
BG Mode:Averaged 37.100-37 475409341 38)

1000

- 269

13T 241 a5 L

Lo I B [

30 50 70 a0 (o 130 10 1700 190 210 230 250 I70

Spectrum2 #Library® WILEY220.LIB Entry:197141 Formula:C29 H46 O CAS:2034-72-2 MolWeight:410 Retlndex:0

MassPeaks:50 BasePeak:43.0001000}

CompName: Stigmasta-3,5-dien-T-one (CAS) DELTA.-3 3-51TOSTADIENE-T-ONE 58 Tremulone 85 .beta.-Saccharostenone 85 3,5-Stigmastadien-T.
(000 e

174
410

161

105 134 17
| | 11g 145 325
| Il il |
frereHioy

1
v & 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410

Espectros 76 e 77: Espectro de massas da substancia 36 (76) e o espectro de massas do estigmast-3,5-dien-7-ona da biblioteca
WILEY (77) 91% IS
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Spectrum] #Data# H1123-26.qgd R.Time:10.842(Scan#:942)
MassPeaks:68

RawMode: Averaged 10.808-10.892(938-948) BasePeak:121.15(1000)
BG Mode Averaged 10.958-11.067(956-969)

1000 b A 5 121 e e o S e e 0 i R i T S Sy
i ' 7
| 43
S
1 5 O
1 _ 136 8
{1 7 109
1 J 65 | ; 192
3 I | 178
e rr‘l e i |lrrL Tt II TTITY ﬁlfr prhprdd rv‘—r‘J-' ‘ 145 }56 ik 7T n'l 3 T T
T at 1T TR T r‘r T H—[1 T TP [Tre 1T AL R R TTT [ TITTT T T ||r Gl e || TITTITTITITETTTT ||| TTTYTTTITTTITITT

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 2]0 220 230 240 250 260 270

Spectrum?2 #Library# WILEY229.LIB Entry:60545 Formula:C13 H20 O CAS:24190-29-2 MolWeight:192 Retlndex:0

MassPeaks:36 BasePeak:121.00(1000)

CompName:.alpha.-ionone $$

1000 3 T,

43 136

41 77 109
i 177 192
|

111 65 : E
LJ N || TR | l s
AR RN T R SRS WA EARRN RAARI B T} T T
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Espectros 78 e 79: Espectro de massas da substancia 37 (78) e o espectro de massas do a-ionona da biblioteca WILEY (79)
90% IS



Spectrum1 #Data# H1123-26.qgd R.Time:11.625(Scan#:1036)
MassPeaks:87

RawMode:Averaged 11.583-11.667(1031-1041) BasePeak:123.20(1000)
BG Mode: Averaged 11 200-l1 308(985-998)

1 000 e A e i TR E G e e e i S S ————
I
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1 |
4 | 177 |
: ' ! 135 '
91 i - .
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30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310

Spectrum? #Library# WILEY229.LIB Entry:74458 Formula:C13 H20 O2 CAS:23267-57-4 MolWeight:208 Retlndex:0
MassPeaks:20 BasePeak:123.00(1000)
CompNamc TRANS-. BETA -fONON-35,6-EPOXIDE ‘E$ 3-Buten-2-one, 4-(2,2,6- trzmethyl-? oxabmyclo[fl 1 {)]hept- »yl) (CAS) .beta, -Ionone epoxi

1000 S
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Espectros 80 e 81: Espectro de massas da substancia 38 (80) e o espectro de massas do 5,6-epoxi-B-ionona da biblioteca WILEY
(81) 90% IS



Spectrum1 #Data# H1123-26.qgd R.Time:12.275(Scan#:1114)
MassPeaks:99

RawMode:Averaged 12.217-12.333(1107-1121) BasePeak:43.05(1000)
BG Mode: Averaged 12.567-12.642(1149-1158)
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Espectros 82 e 83: Espectro de massas da substancia 39 (82) e o espectro de massas do diidroactinidiolida da biblioteca WILEY
(83) 90% IS



Andren

AmOstIa PHMA-17-23D
solicitacao M. Fli26_2
Z6,12.07 UFPE

Pulse Seguance: sEpul

Solvent: DMSO
Ambient temperature
UNITYplus-300 “UFPEu3pO"

Pulse A5.0 degrees

Acg. Lime 3.744 cec

\u'lgth 5999.7 Hz

32 repetitions

OBSERVE Hl, 298.95A47920 MHZ
DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

FT size 6553

Total time 2 min, 0 sec

J NnnJ MU e '

. . M e L Ly e e e L B —r—r T T T T T T T T T T [N i T N I e
14 13 1z 11 10 9 a8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
i " RPN S O S AN R
. 1.02 2.00  1.06 1.51 TR

1.08 1.05 1.18° 1.00 0.55 ’ 0.57

Espectro 84. Espectro de RMN de *H da substancia 40 (300 MHz, DMSO-ds)
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Espectro 85: Ampliacéo do espectro de RMN de *H da substancia 40 (300 MHz, DMSO-de)
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Espectro 86: Espectro de RMN de *3C da substancia 40 (75 MHz, DMSO-ds)

Andrea
funos tra PHMA=-17-230
wlicitacao M. FLlE26_g2
.12.07 UFPE

FPulse Seguence: $Zpul

30lvant: DMSO
Ambient temparaturs
UHLTYplus=300 "UFFEu3d0

Pulse 45.0 degrees
Aceg. time 2,800 sec
16501.7 Hz
3156 repetitions
OQBSERVE C13,

FE.AZIVEG0 MHZ

DECOUPLE H1l, 289.8562907 MHZ

Power 35 db

on during acquisition
off during delay
WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 131072

Tetal time & hr, S8 min,

181.678

LG&.478

Z8 sec

—164.131

" 163.891
— 161.477

157.284

e |48 . 703

— 145.736

—_— . 121.483

—— 119,005

116.014

113.363

o~
3
o

o
=

98.821

—_  __93.853

-70.488

— 40,331

OH O




Andrea

Amostra FHAMA-
Golicite o A
05,01, IFPE

23D
F1226_2

Fulse Sequence: dept
Solvent: cdcls

ambient temperature
UNITYplus-300 “UFPCu300"

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 80.0 degreés
Acg. time 1.500 sec
Width 16501.7 Hz

2208 repetitions

ORSFRVF C13, 75.4237247 MHz
DECOUPLE H1, 298 9548659 MHz 4 OH O
Power 36 dB ~
on during acquisition -
off _during delay =
WALTZ-16 modulated a5 & a = |3
DATA PROCESSTNG R by 3 g\
Line broadening 1.0 Hz = 5 - i .
FT size 65536 - F =2 :;m
Total time 2 hr, 56 min, 42 sec = - 8 | J:
| @ =
| L 1
{ | J
|
" 1 ’ |
) A !
e A |
ik e bl . ol
T L S e B o e o B B O B e e o e e e e e B T e e e e o o o B
200 1a0 160 140 120 100 &n 60 40 20 1] ppm

Espectro 87: Espectro DEPT 135° de 40 (75 MHz, DMSO-dg)
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Espectro 88:. Espectro de RMN de *H de 40 (300 MHz,acetona-ds)



andraa
Amostra PMMABA-17-23 lI
Spiciitacao N. FOBO3 21 ]
08.08.07  UFPE I
Pulse Sequence: goosy f
Solvent: Acetone i
Ambient temperaturs f
UNITYplus-300 “UFPEU300™ i
4
Relax. delay 1.000 sec / \
Of3int ™s35007 He Ay i} H ‘,//
] 7 Hz / i \
20 Width 5388.7 Hz S l-_......_L | | — S~
Single scan . . T T T T : ; — T e
512 increments - 4 I 1 H [ |
OBSERVE  Hl, Z88.9548281 HHZ F2 i_ S - —— ! - |
DATA FROCESSTNG {ppm) | | |
Sine be’l 0.085 suc e 1 H - |
F1 DATA PROCLSSING — o &
Sine Lell 0.043 sec ~ | e
Si7a 7048 x FOAB k] )
Total Lime 10 min, 31 sec V3.5 11 |
a.0 S — ——
1 !
O — i SIS SN N—— —_—
] | ! ]
5. 0- S S rp—_ i.r
| 1
5. 5 +———— ——
6.0 —1 . l S [
) 1
= °° ) =
! @
% 7.0 r T
|
J 7.5 - S ¢ ! !
| | i
| |
-] | |
8.0 = +
1 |
- I . 4 P

&.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.8 a.n 3.5‘
F1 (ppm)

Espectro 89: Espectro *H-'H COSY de 40 (300 MHz,acetona-ds)



Aandrea
Zolicitacan M. FO906_1%
0.1E.07  UFPE

Fules Sequence: HAGC

Solvent: Acetons
Bapignl lenperaturs
URITYplus=-300 “UFPEwI00" ! 1

Relax. salay 1.000 vec

Acg. bime 0.713 sec | |

widih  4801.3 Kz |

B0 Widih 16501.7 Wr | | 1
s i

L I
GBSERVE M1, ?99.3548233 MRz ol i
DECOUPLE C13, T5.431207F WHZ !

Power 34 oB |

en during acquisition i

off during telay

GARP-1 modulated

DATA PHOCESSING

Gauss apodization (.988 sec i

F1 DATA PROCESSING
Gauss apodization B.018 sec
FT si1ze 2008 x 81

Total time 1 AT, gs min, 26 sec f2 j_.___. — e = - '_'__‘ OH O

AL

90

B — i
= -
ra (0

S T .|

O —— — - .
150 140 130 120 110 100 90 80
F1 (ppm)

-
160

Espectro 90: Espectro HMQC da substancia 40 (75 MHz, acetona-dg)
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Espectro 91: Espectro de massas de 40 (negativo MICROTOF ESI-MS - alta resolucéo)




92 e
i |

/"
,J‘ " /‘ B - l\
I
J\ I I
- T T T ""7“(_"!" T T " T T T | T T T T T T T ‘ T T | T [ T T T T | T T T -T'_"T T ‘rf
13 12 11 10 9 8 7 6 6] 4 3 2 1 -0
B L B | S A B [EE— e o
12.48 5.74 33.71 1.08
6.19 6.25 10.67

L
5:32
15.56

Espectro 92: Espectro de RMN de *H da substancia 41 (300 MHz, acetona-de)
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Espectro 93: Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da substancia 41 (300 MHz, acetona-d)
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Espectro 94: Espectro de RMN de *C da substancia 41 (100 MHz, acetona-ds)
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Andrea

Amostra QC

Solicitacac M. I0319_16
14.06.10 UFPE

File: exp

Pulse Seguence: DEPT

Solvent: acetone

Temp. 25.0 C / 2388.1 K
Operator: ricardo
VNMRS=400 "variand0o"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 90.0 degrees

Acg., time 1.000 sec

width 24509.8 Hz

320 repetitions
OBSERVE €13, 100.5157151 MHz
DECOUPLE H1l, 388.7462471 MHz
Power 33 dB

on during acquisition

off during delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 65536
Total time 17 min, 21 sec

~115.820
115.3519

.121.089
-98.817
94.092
29.500
29.307

29.693
29.120

~
o
<
o
&

L

180 160 140

Espectro 95: Espectro DEPT 135° da substancia 41 (100 MHz, acetona-dg)



Andrea Bandeira
Amostra ACDC-7
Solicitacao N. H1Z16_13
01.03.10 UFPE
X__OH
6

Pulse Sequence: sZpul
Solvent: Acetone

Temp. 25.0 C y 2958.1 K
UNITYplus-300 “UFPEu30O0"

Pulse 45.0 deqrees
Acg. time 3.641 sec
Width 4498 .4 Hz
16 repetitions
299.9484138 MHZ

OBSERVE H1,
DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 0 min, 58 sec
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Espectro 96: Espectro de RMN de *H da substancia 42 (300 MHz, acetona-ds)



- g B
i E
| | |
N
w * | 2
| [ H
| | It
i ¥ |
! ,H t t
|
T T
5.0 5.9 5.8 B 7 5.6 5.5 5.4 5.3 5 5.1 5.0 a
3 =
II
= o e S 2
A o 22 Fies 2 e
N & 2 EYSEN
| ‘|I 1 I!IJI | |
| |
oA [l i
! f
! | _-'
! ; — |
TS 7.10 7.05 .00 6.95 6.490 6.85

Espectro 97: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H da substancia 42 (300 MHz, acetona-ds)
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Andrea andeira
Amostral ACDC-7
Solicit cao N H1216_13
01.03. 1,
Pulse Spquence: s2pul
Solven
Temp

5 0C s 298.1FK C)}{

Acetona 5'
UNTTYles =300 "“UFPEw30O" 6'

Pu!se 0.1 degrees
me 1.000 sec
Hidth
880 re
OBSERVE|
DECOUPL

B859.0 Hz

etitions

C13, 75.422068% HHz
H1, 253 94393083 NHZ

3 dB

ng acquisition

ing delay

6 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 2.0 Hz

FT size| 65536

Total tfime 17 min, 15 sec

Power

on_dur|
of f duy
WALTZ=|

..M_m".ﬂ_”,__ﬂ_gé

WWWWM

Espectro 98: Espectro de RMN de **C da substancia 42 (75 MHz, acetona-ds)
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Andrea Bandaeira
AmostIra ACDC-7
Solicitacac N. HI1Z16_13
0D1.03.10 P

Pulse Sequence: apt

Solvent: cdcl3
Temp. 25.0 C s 298.1 K
UNITYplus=-g00 "UFFEu300"

Relax. defllay 1.282 sec

1st pulse| 180.0 degrees

?nd pulse|l 45.0 degrees

Acg. timel 1.738 sec

Width 1885%.0 Hz

512 repetitions
OBSERVE ©p3, 75.4220634 MHz
DECOUFPLE H1, 299.9483516 MHz
FPower 33 [b

on during| acquisition
WALTZ=-16 modulated

naTA PROCERSING

Line broafening 1.0 H=z

FT size GBSR36

Total time|l 25 min, 50 sec

OH

220 200 180

160 140 120 100 810 60 40 20 D ppm

Espectro 99: Espectro APT da substancia 42 (75 MHz, acetona-de)



Andrea Lopes i|
Amostra ACDC-11-13% (pouco soluvel)
Solicitacac N. H1Z1g_12

19.02.10 UFPE

Pulse Sequence: sZpul

Temp. 25.0 C s 298.1 K

Solvent: Acetone —
UNITYplus-200 “UFPEu30O"

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 3.641 sec

Width 4488.4 Hz

16 repetitions

OBSERVE Hi, 299.9484135 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 0 min, 58 sec
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Espectro 100: Espectro de RMN de *H da substancia 43 (300 MHz, acetona-ds)
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Espectro 101: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H da substancia 43 (300 MHz, acetona-ds)



Andrea Lopos
Amostra ACDC=11=-13 kpouuu soluvel )
SGolicitacan N.| H1216_12

19.02.10 UFPE

Pulse Seqguencel sZpul

Solvent: Acetpne
Temp. 25.0 C 238.1 K
UNITYplus-300 "UFPEWS 00T

Relax. delay D.762 sec

Pulse 45.0 degrees

Acg. Ltime 1.7B8 sec

Width 19002._4] Hz

480 repetitiohs
OBSERVE ©13, 75.4220496 MH=z
DECOUFLE H1, 259.9493%9082 MH=z
Powar 33 dB
on during acquisition
off during deflay
WALTZ=16 moduflated
DATA PROCESSING
Line broadenipg 1.0 Hz
FT size 131072
Total time az lmin, 51 sec

102

z0 0 ppm

Espectro 102: Espectro de RMN de *3C da substancia 43 (75 MHz, acetona-ds)
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Espectro 103: Ampliacéo do espectro de RMN de **C da substancia 43 (75 MHz, acetona-ds)
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Espectro *H-'H COSY da substancia 43 (300 MHz, acetona-ds)
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Espectro 105: Espectro HMQC da substancia 43 (75 MHz, acetona-dg)
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Espectro 106: Espectro HMBC da substancia 43 (75 MHz, acetona-de)



[ |
1
it

> \ lfl \ ' /- t‘\ .
_ mm‘wy'w” ot AP At e g A e o, Mo 0 i e s P M Ok
} Fz
o (ppm} e
6.6
6.8
], 7.0 -
3
107 —y Fe&3
- 7 43 & |
78 o |
1 E | |
W 1 | .
L | | |
| 8.273 ‘ ‘ . !
154 153 152 151 150 149 148 147 146

Espectro 107: Espectro HMBC da substancia 43 (75 MHz, acetona-ds)
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Espectro 108: Espectro HMBC da substancia 43 (75 MHz, acetona-ds)
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Espectro 109: Espectro de RMN de *H da substancia 44 (400 MHz, acetona-ds)

Andrea

Amostra ACDHAL-A6
Solicitacao M. IDZ219_6
12.04.10 UFPE

Sample: ACAL-11-13
File: exp

Fulse Seguence: s2pul

Solvent: acetone
Temp. 25.0 C / 208.1 K
Uperat(:r: ricardo
VHNMRS-400 “varianaDg™

Relax. delay 0.500 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time Z.049 sec

wWidth 6410,3 Hz

64 repetitions

OBSERVE Hi, 399.7439226 MHz
DATA PROCESSING

Resol. enhancement =0.0 Hz
FT size 262144

‘otal time 2 min, 44 sec
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Espectro 110: Ampliacéo do espectro de RMN de *H da substancia 44 (400 MHz, acetona-ds)
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Espectros 111 e 112: Espectros de massas da substancia 44 — negativo-APCI-MS (111) e negativo-APCI-MS? (112)
(ITTOF - alta resolucéo )



Andrea Lopes

Amostra EXT ACDEL
10105_7

Solicitacao N.
13.05.10 UFPE

Pulse Sequence:
Solvent: CD30D

s2pul

Temp. 25.0 C s 298.1 K

UNITYplus=300

"UFPEuz 00"

Pulse 45.0 degrees
Acg. time 2.0641 sec

wWidth 4499.4 Hz
32 repetitions
299.9482442 MHz

DATA PROCESSING

OBSERVE H1,
FT size 32768

Total time 1 min, 56 sec

113

11

64.08

Espectro 113: Espectro de RMN de *H do Extrato AcOEt (300 MHz, acetona-de)
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Andrea Lopes
amastra EXT n-BulOH
Solicitacao N. T0405_8
19.05.10 UFPE

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: CD30D
Temp. 25.0 C s 298.1 K
UNITYplus-300 “UFPEU30O0"

Fulse 45.0 degrees

Acg. time 3.641 sec

Width 4489.4 Hz

32 repetitions

OBSERVE Hi, 299.39482444 MHz

DATA PROCESEING |

FT size 32768 |
1T time 1 min, 36 sec {
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Espectro 114: Espectro de RMN de *H do Extrato n-BuOH (300 MHz, acetona-ds)



Andrea Lopes

Amostra G1l1A

Solicitacao N. H1106_11

24.11.09 UFPE |
|

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: Acetone
Ambient temperature r 1]
UNITYplus-300 "UFPEu30Q" /f/,/’
/ |
|

Pulse 45.0 degrees
Acg. time 3.641 sec

Width 4499 .4 Hz !
22 repetitions

UBSERVE H1, 299.9484583% MHz \

DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 1 min, 56 sec
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8.04 12.63 57.66 .
1.46 8.12 12.08

Espectro 115: Espectro de RMN de *H da fracdo ACA-G11A (300 MHz, acetona-ds)
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nnaras
Amostry F18
11.05.10 UFPE

Samplo: Amostra F18 |
File: oxp !

Pulse Soguonca: sZpul

Solvent: cd3od /

Tamp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: ricardo rd
VNMRS-400 ‘“varians0o® }_”

lax. delay 1.000 sec {
lse 45.0 dogroos
g. time 2.049 sec I'f
dth 6410.3 H=z fr
repetitionsa

UBSERVE H1, 399.7432950 MH=z

BATA PROCESSING

Resol., enhancement —-0.0 Hz

FT sizo 262144 o

Total time 1 min, 38 asec 7

2.61 53.52 1.70 0.54 1.14
3z2.80 2.12 4.35 1.23

Espectro 116: Espectro de RMN de *H da fracdo ACA-F18 (300 MHz, acetona-ds)



Andrea
Amostra PHMMAE 18-20
Solicitacan N. F1023_6
23.10.07 Ur PE

Pulse Seguence: SEZpul

Solvent: Acetone
Ambient temperature
UNITYplus-300 “UFPEUZ00™

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 3.744 sec

Width 5000.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE Hi, 299.5549270 MHz ~

DATA PROCESSING /
536 :

FT size 65
Total time 1 min, 0 sec /
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Espectro 117: Espectro de RMN de *H da fracdo ACA-E18-20 (300 MHz, acetona-ds)
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Al aa |
Amos Leal PHMAL 1T8-20
Solicithean N F1I0Z3_6
za.un,.0F  urel

Pulse Sgguence: sZpul
Solvent: Acetone

Ambient temperature
UNTTYp1jis=300 "UFFEuzDO" {

Relax.| delay 1.000 sec
Pulse 5.0 degrees
cgq. time 2.000 sec
Width LB001.85 Hz

1600 repetiti

OBSERVE

DECOUPL
Power
on during acquisition

of f duling delay

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSTNG

Line bfoadening 1.0 Hz

FT size| 131072

Total tfme 2 hr, 30 min, 32 sec

ns
75.4236908 HMHZ
, 2899.9554227 HHz

118

|
'1
|

Espectro 118: Espectro de RMN de *3C da fragcdo ACA-E18-20 (75 MHz, acetona-ds)



Androa

AmDStra ACAL=11-13
Solicitacao N, I0316_21
12.04.10 UFPE

Sample: ACAL-11-13
File: exp

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl3 |
Temp. 28.0 G / 301.1 K |
Operator: ricardo :
VHMRS=400 “"wvarianago" i!

Relax., delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees i
Acg. time 2,049 scc i
Width 6410.3 Hz

16 repetitions

OBESERVE H1, 399.7418480 MHz

DATA PROCCSSING

Resol. enhancement —0.0 Hz

FT size 262144 [
Total time 0 min, 43 zec

119 L

17.88 8.8 ) 49,28 11

Espectro 119: Espectro de RMN de *H da fracdo acetilada ACA-L 11-13 (400 MHz, CDCls)

ppm
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Andrna
Amostra ACA-LLO
Solicitean M. I0319_20
12.04,10 WUFPE

Sample: AGA-LLO
File: nwp

Fulse Seoquence:
Solvent: cdcl3
Temp.
Operator:
VNMRS=400

szZpul

ricardo
"variandago"

Relax.
Pulse A4%.0 degrens
Acg. time 2.048 sec
Width G410.3 Hz
32 repetitions

OBSERVE

DATA PROCESSING

Resol. enhancement =0.0 Hz
FT size Z6214a4

Total time L min, 38 sec

m.0 0/ 301.1 K

delay 1.000 sec

e

W ll"-'-\lJJ

__,_,_.-'r"

Hl, 388.7418480 Mtz

)
bl WAL Jf . _ L
o I PRI J*M—'&L__Ldmmm_.mﬂwmw

| R T ' ' s s g =y | T | = gy ! !
7 6 5 a 3 2 1

ppm

.00

o

38.01

Espectro 120: Espectro de RMN de 'H da fracdo acetilada ACA-L 10 (400 MHz, CDCls)
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Peak#:1 RetTime:Averaged 0.627-0.653(Scan#:95-99)

BG Mode:Calc 0.440<->0.867(67<->131)
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MS Spectrum Graph
Peak#:1 Ret.Time:Averaged 0.627-0.653(Scan#:96-100)
BG Mode:Calc 0.440<->0.867(68<->132)
Mass Peaks:206 Base Peak:561.13(1954803) MS Stage:MS Polarity:Neg Segmenti - Event2 Precursor:--—— Cutoff: lonization Mode
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Espectros 121 e 122: Espectros de massas do extrato ACEOLt — positivo-APCI-MS (121) e negativo-APCI-MS (122)
(ITTOF - alta resolucéo )



MS Spectrum Graph

Peak#:1 Ret.Time:Averaged 0.533-0.560(Scan#:81-85)
BG Mode:Calc 0.360<->0.760(55<->115)
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MS Spectrum Graph

Peak#:1 RetTime:Averaged 0.533-0.560(Scan#:B2-86)
BG Mode:Calc 0.347<-»0.747(54<-»114)
Mass Peaks:223 Base Peak:561.13(1784888) MS Stage:MS Polarity:Meg Segment1 - Event2 Precursor--—-- Cuteff: lonization Mod
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Espectros 123 e 124: Espectros de massas do extrato n-BuOH — positivo-APCI-MS (123) e negativo-APCI-MS (124)
(ITTOF - alta resolucéo )
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Espectros 125: Espectros de massas do fon precursor m/z 561,1299 [M-H] - negativo-APCI-MS? (ITTOF - alta resoluc&o )
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Espectros 126 e 127: Espectros de massas do fon precursor m/z 289,0667 [M-H] - negativo-APCI-MS? (ITTOF - alta resolucéo )
(126) e o espectro de massas da catequina citada na literatura [BRAVO et al., 2006] (127)
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Espectros128: Espectro de massas do fon precursor m/z 291,0812 [M+H]" - positivo-APCI-MS? (ITTOF - alta resolucéo )
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Espectros129: Espectro de massas do fon precursor m/z 271,0559 [M-H] - negativo-APCI-MS? (ITTOF - alta resoluc&o )
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Espectros130: Espectro de massas do fon precursor m/z 285,0267 [M-H] - negativo-APCI-MS? (ITTOF - alta resolucéo )
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Espectros131: Espectro de massas do fon precursor m/z 305,0691 [M+H]" - positivo-APCI-MS? (ITTOF - alta resolucéo )
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Espectros132 Espectro de massas do fon precursor m/z 287,0442 [M-H] - negativo-APCI-MS? (ITTOF - alta resolucéo )
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