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RESUMO

Hymenaea stigonocarpa é conhecida popularmente como jatoba-do-cerrado,
jataiba ou jitai. E tradicionalmente utilizada no tratamento de bronquites e como
antiinflamatdrio, contudo, é mais conhecida por sua madeira ser resistente ao
apodrecimento e ao ataque de térmitas, sobressaindo-se entre as chamadas
“‘madeiras de lei”. Este estudo visa contribuir para o conhecimento fitoquimico
e biologico do cerne obtido do tronco de H. stigonocarpa. Para a realizag&o
deste estudo, o espécime foi coletado em Caxias/MA. Com o cerne deste
espécime foram preparados trés extratos utilizando-se trés solventes de
diferentes polaridades: cicloexano, acetato de etila e metanol. Estes extratos
foram utilizados para a realizagdo dos estudos fitoquimico e biologico desta
madeira de lei. Do extrato em cicloexano foram separados e identificados
diversos acidos: palmitico, miristico, oléico e linoléico, através do uso de
cromatografia classica e gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas. O
extrato obtido com o solvente acetato de etila foi fracionado através de
cromatografia em coluna, utilizando como fases estacionarias silica e
sephadex, obtendo-se quatro flavondides: 7-metdxi-catequina, quercetina,
taxifolina e 3-metdxi-3’,4’,5,7-tetraidroxiflavanona. A identificacdo estrutural
destes flavondides foi realizada através de RMN de 'H e de C (uni e
bidimensionais) e pela comparagdo dos dados aqui obtidos com dados
espectrais disponibilizados na literatura. Foram realizados ensaios para a
avaliagao do potencial biolégico dos trés extratos da madeira de lei estudada.
Primeiramente, os extratos da madeira de H. stigonocarpa foram avaliados
quanto a sua atividade antitermitica e, neste ensaio, todos os extratos
apresentaram atividade contra Nasutitermes corniger. Em seguida, foram
avaliadas as atividades antimicrobiana e larvicida para larvas de Aedes aegypti
dos trés extratos e de dois flavondides isolados (3-metodxi-3’,4',5,7-
tetraidroxiflavanona e 7-metoxi-catequina). Os extratos obtidos com os
solventes acetato de etila e metanol apresentaram atividade significativa frente
aos microorganismos Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Mycobacterium
smegmatis. Dois flavondides isolados apresentaram atividade frente a S.

aureus. Nos ensaios bioldgicos para a verificagdo da atividade larvicida,
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apenas o extrato em cicloexano e a 3-metdxi-3',4’,5,7-tetraidroxiflavanona
tiveram potencial larvicida estatisticamente significativo. Em seguida, os
extratos da madeira de H. stigonocarpa foram avaliados frente ao crescimento
do fitopatégeno Fusarium moniliforme, apenas o extrato em cicloexano
apresentou atividade. Finalmente, foram realizados estudos frente ao
crescimento do fungo apodrecedor de madeira Phanerochaete chrysosporium.
O p6 da madeira de lei estudada mostrou-se resistente a proliferagcao deste

microorganismo.

Palavras-chave: madeira de lei; Hymenaea stigonocarpa; Aedes aegypti,

Nasutitermes corniger; flavonoides.
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ABSTRACT

Hymenaea stigonocarpa is popularly known as jatoba-do-cerrado, jataiba or
jitai. This plant is used in the bronchitis treatment and as an anti-inflammatory
agent. However, H. stigonocarpa is famous not because of its biological
properties, but because of the wood resistance to rottenness and termite attack.
This work aims to contribute to the scientific knowledge concerning this species.
The specimen used in this study was collected in Caxias/MA. Using the H.
stigonocarpa heartwood, three different extracts were prepared, using the
following solvents: cyclohexane, ethyl acetate and methanol. These extracts
were used in the phytochemical and biological studies carried by us. Some fatty
acids (palmitic, myristic, oleic and linoleic) were separated and identified in the
cyclohexane extract, using chromatographic methods. Four flavonoids (7-
methoxy-catechin, quercetin, taxifolin and 3-methoxy-3’,4’,5,7-
tetrahydroxyflavanone) were isolated from the ethyl acetate extract, using
column chromatography. The identification of these latter substances was
possible due to uni and bidimensional 'H and *C NMR techniques. Next, we
evaluated the biological activity of the three extracts and of two isolated
flavonoids. Firstly, the antitermitic activity was tested against Nasutitermes
corniger. In this essay, the three extracts had significant activity against this
termite. The antimicrobial and larvicide (against Aedes aegypti larvae) activities
of the extracts and of two isolated flavonoids (3-methoxy-3',4’,5,7-
tetrahydroxyflavanone and 7-methoxy-catechin) were also evaluated. The ethyl
acetate and methanol extracts presented pronounced activity against
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Mycobactrium smegmatis. On the
other hand, the two isolated flavonoids presented antimicrobial activity only
against S. aureus. In the larvicidal tests, the cyclohexane extract and 3-
methoxy-3’,4’,5,7-tetrahydroxyflavanone presented significant activity. The
extracts were tested against the phytopatogen microorganism Fusarium
moniliforme growth inhibition. Only the cyclohexane extract presented
significant activity. Finally, we tested the wood powder against Phanerochaete
chrysosporium, a wood rot fungus. In this essay, the H. stigonocarpa wood

powder was able to inhibit the microorganism proliferation.
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1 - INTRODUCAO

Historicamente, o desenvolvimento da quimica orgénica ocorreu
paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando
foram registrados os primeiros estudos sobre plantas, com base cientifica. Isso
resultou no isolamento de alguns principios ativos de plantas, ja entdo conhecidos
como medicinais. Desses estudos foram obtidas algumas substancias que se
consagraram como principios ativos eficazes, e que, até hoje, ainda s&o
empregadas no tratamento de certas doengas, a exemplo de morfina (1), um

alcaldide utilizado como hipnoanalgésico; quinina (2), um alcaléide antimalarico; e

canfora (3), uma cetona usada como antipruriginoso (Figura 1) (MONTANARI &
BOLZANI, 2001).

untill
o

w

Figura 1 - Substancias de origem natural usadas na terapéutica.

O interesse pelos produtos naturais cresce nao apenas na industria
farmacéutica. A grande preocupagdao com o meio ambiente tem levado inUmeros
pesquisadores a buscarem alternativas viaveis, efetivas e seguras nas plantas.

O uso de plantas como uma alternativa para o controle de insetos, vetores de
doencas, fitopatdégenos e larvas, sdo motivados pela quase auséncia de toxicidade
destes produtos naturais a animais e plantas, e pelo fato deles serem

biodegradaveis, o que evita a contaminacdo do meio ambiente. Em contraste, os
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inseticidas sintéticos, aos quais os insetos se tornam cada vez mais resistentes
(SANTIAGO et al., 2005), sao toxicos e poluentes.

A espécie Azadirachta indica (Meliaceae), conhecida popularmente como
neem, possui substancias com agéo citotdxica, antiviral, antihelmitica, fungicida e
inseticida eficaz no combate de pragas, fitopatégenos (Fusarium sp.) e doengas que
atacam as plantas (SOARES et al.,, 2006). A azadirachtina (4) (Figura 2) tem se
apresentado como a mais promissora no controle de pragas, pelo seu largo espectro
de acéo (PASSINI et al., 2003).

Figura 2 — Estrutura da Azadirachtina.

A rotenona (5), isolada de Tephrosia spp (Leguminosae-Papilionoideae), é
utilizada no combate a insetos (Figura 3) (VIEGAS JR., 2003).

OCHs

5

Figura 3 — Estrutura da rotenona.

Ja a resina oleosa extraida da espécie Copaifera reticulata (Leguminosae-

Caesalpinoideae) possui atividade larvicida contra a larva do mosquito Aedes



aegypti, agente transmissor da dengue. De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude, aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas estariam em risco de serem
infectadas pelo A. aegypti (SILVA et al., 2007b). O desenvolvimento de resisténcia
do vetor da dengue aos inseticidas quimicos (SANTIAGO et al., 2005) e sua
toxicidade levam a busca de novos inseticidas naturais.

Das espécies Citrullus colocynthis (Cucurbitaceae) e Dirca palustris
(Thymelaeaceae) foram isolados acidos graxos, oléico e linoléico, com atividade
larvicida contra o A. aegypti (RAHUMAN et al., 2008 & RAMSEWAK et al., 2001) Da
espécie Tephrosia toxicaria (Leguminosae-Papilionoideae), Vasconcelos e
colaboradores (2009) isolaram flavondides; o a-toxicarol (6) foi o que apresentou

significante atividade larvicida (Figura 4).

OCH;

6

Figura 4 — Estrutura do a-toxicarol.

O Brasil possui uma flora muito rica, onde 22% das espécies de plantas
superiores do planeta sao encontradas (ELISABETSKY & COSTA-CAMPOS, 1996).
Dentre as diversas arvores que compdéem a flora brasileira destacam-se as
chamadas “madeiras de lei” que tém grande utilidade devida sua resisténcia fisica e
resisténcia a ataques de insetos e organismos xiléfagos.

Insetos que causam grandes estragos as madeiras sao 0s cupins ou térmitas.
Estdo distribuidos quase em todo globo terrestre e estima-se que os prejuizos
causados anualmente sdo de 50 bilhdes de dolares (KORB, 2007). Apenas na
cidade de Sao Paulo, no periodo de 20 anos, obtive-se um prejuizo de 3,5 bilhdes
de délares em 240 edificagdes (LELIS, 1994). Serpa (1986) constatou a presencga de
térmitas destruindo obras sacras, molduras de quadros, altares, vigas, caipos e ripas

e constituintes do madeiramento das coberturas das edificacbes da cidade historica
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de Olinda, Pernambuco. Diversos fatores estimulam as pesquisas sobre controle de
cupins, especialmente aquelas que visam minimizar a utilizagdo de inseticidas
sintéticos. Cheng e colaboradores (2007) extrairam 6leos essenciais de Calocedrus
macrolepis (Cupressaceae) e Cryptomeria japonica (Taxodiaceae) com atividade
antitermitica. Em 2000, Ohmura e colaboradores testaram e constataram a inibigao

alimentar de varios flavondides, inclusive da taxifolina (7) e quercetina (8) (Figura 5).

OH OH
OH OH
HO o = HO e}
W
OH OH
OH (0] OH (0]
7 8

Figura 5 — Estrutura da taxifolina e quercetina.

Entre os organismos xiléfagos causadores pelo apodrecimento da madeira,
destacam-se a classe dos basidiomicetos, na qual se encontram os fungos
responsaveis pela podriddo-parda, podriddo-mole e podriddo-branca, este ataca
tanto os polissacarideos quanto a lignina. Dentre os fungos responsaveis pela
podriddo-branca destaca-se Phanerochaete chrysosporium, um basidiomiceto
(reproducgédo sexuada) também conhecido popularmente como orelhas-de-pau, tipo
cogumelo (FURTADO, 2001). A madeira sob ataques de fungos apresenta
alteragdes na composicao quimica, modificagcdo da cor natural, aumento da
permeabilidade, maior propensdao ao ataque de insetos, comprometendo a sua
qualidade e inviabilizando a sua utilizagdo (OLIVEIRA et al., 2005).

Devido a elevada durabilidade natural das “madeiras de lei” a ataques de
insetos e fungos xil6fagos, durabilidade que esta intimamente associada a sua
composi¢cdo quimica, escolheu-se para estudo cientifico a espécie Hymenaea
stigonocarpa (Leguminosae-Cesalpinoideae) (Figura 6), por ser considerada madeira
de boa qualidade e nao existir relatos de estudos cientificos com o seu cerne. Outra
especie desse género que também €& considerada como “madeira de lei” € a
Hymenaea courbaril. Estas plantas s&o utilizadas na medicina popular no tratamento

de ferimento, bronquites e problemas estomacais como analgésicos e



antiinflamatoérios (MARSAIOLI et al., 1975). E também sé&o utilizadas na construgéo

civil, fabricacdo de moveis, artigos esportivos, entre outros (CARVALHO, 2004).

Figura 6 — Arvore Hymenaea stigonocarpa.

Fonte: <http://www.arvores.brasil.nom.br/cerrd/jatobc.htm>. Acesso em 08/10/2008.

Segundo Paes e colaboradores (2003), o conhecimento da resisténcia natural
da madeira é de suma importancia para a recomendagao de empregos adequados e
para evitar gastos desnecessarios com a reposi¢cao de pecas deterioradas e reduzir
os impactos sobre as florestas. E também existe a possibilidade de isolar e

identificar substancias de interesse sécio-econémico.

1.1 — Definicdo de Madeira

A madeira € um material produzido a partir do tecido formado pelas plantas
lenhosas, constituido de fibras e vasos condutores de seiva bruta, responsavel pela
sustentacdo mecanica e transporte de alimentos. Sendo um material naturalmente
resistente e leve, é frequentemente utilizado para fins estruturais e de sustentacao
de construgbes. E um material organico, sélido, de composicdo complexa, onde
predominam as fibras de celulose e hemicelulose e lignina (BARRICHELO &
BRITTO, 1989).



1.2 - Anatomia da Madeira

O tronco de uma arvore produtora de madeira pode ser descrito como uma
pilha de cilindros superpostos. Cortado transversalmente, o tronco apresenta um
desenho de circulos concéntricos, chamados anéis de crescimento. Um anel tipico
apresenta duas faixas: lenho inicial e lenho tardio. O tronco apenas amplia seu
diametro a cada ano, ganhando mais dois anéis (GONZAGA, 2006). Conforme
mostra a Figura 7, a madeira pode ser dividida em duas regides, a casca e o lenho.
A casca protege a arvore contra agentes externos e é dividida em duas partes:
camada externa (camada cortical), composta de células mortas, e camada interna,
formada por tecidos vivos moles umidos (CHIMELO, 1989).

O lenho, a regido resistente do tronco, apresenta as seguintes partes:

alburno ou

borne e cerne.

-y
CASCA INTERNA CAMBIO ALBURNO

Figura 7 - Segéo transversal do tronco de uma arvore.

O cerne é a parte central da madeira, frequentemente mais escura, é
considerado um tecido morto, sem nenhuma atividade vegetativa. Normalmente
apresenta maior durabilidade natural, devido a auséncia de material nutritivo e,
principalmente, a presenca de extrativos (OLIVEIRA,1986). O cerne ndo armazena
alimento nem faz condugao de seiva e funciona somente como suporte. A parte mais
clara € denominada de alburno. O alburno é a parte da madeira que apresenta
material nutritivo armazenado, o que o torna mais suscetivel ao ataque de agentes
biolégicos. A transformacg&o do alburno em cerne é iniciada internamente e n&o por
condicbes externas. Dentro de uma arvore, o alburno fornece suporte ao tronco,

conduz a seiva bruta até as folhas e armazena alimentos (SILVA, 2002).



1.3 — Composicao quimica da madeira

Os constituintes quimicos da madeira estao diretamente relacionados com as
suas propriedades. A madeira, segundo Lepage (1986), € um biopolimero
tridimensional, composto, principalmente, de celulose, hemiceluloses e lignina,
também conhecidos como metabdlitos primarios, que s&o responsaveis pela
formacéo da parede celular e pela maioria de suas propriedades. Os componentes
minoritarios de baixo peso molecular sdo os extrativos ou metabdlitos secundarios
(saponinas, taninos, alcaldides, flavondides, graxas, terpenos e esterdides) e as
substancias minerais, que constituem o material inorganico. Os extrativos presentes
nas madeiras, além de conterem substancias toxicas a insetos e microrganismos,
possuem outros componentes que podem servir como fonte nutricional para organismos
xil6fagos, como os agucares sollveis e os agucares alcoois. Os constituintes quimicos
variam dependendo da espécie. Quanto a celulose: 30-50%; hemicelulose: 20-30%;
lignina: 20-40%; metabdlitos secundarios: 3-10% e material inorganico: 0,3-5%
(RICHTER & BURGER, 1978).

O conhecimento da natureza quimica da madeira possibilita o entendimento
de seu comportamento como matéria-prima para diversos usos. A madeira, em
virtude da sua estrutura e constituicdo quimica, é passivel de sofrer o ataque de
varios organismos como térmitas (cupins) e fungos xiléfagos, sendo estes os
organismos responsaveis pelas maiores perdas causadas em estrutura de madeira
(PAES et al., 2005).

1.4 - Biodeterioracdo da madeira

A deterioracdo da madeira € um processo em que ocorrem mudangas
significativas nas propriedades fisico-quimicas da mesma, que podem ser causadas
por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos (SILVA, 2007a). A resisténcia natural da
madeira € medida pela sua capacidade de resistir a deterioragdo (PAES, et al.,
2002). Umidade e temperatura sao os principais fatores que afetam a velocidade da
deterioragdo. A madeira é mais rapidamente degradada em areas quentes e umidas
que favorecem a deteriorac&o bioldgica (SILVA, 2007a).

A constituicdo quimica, variavel entre as espécies e até mesmo entre as células

da mesma madeira, € um fator determinante da sua resisténcia natural ao ataque dos



microrganismos (PAES et al. 2002, 2005). Os ataques mais comuns e destrutivos sao
ocasionados por fungos (ISTEK et al., 2005), que sdo os responsaveis por alteragdes
nas propriedades fisicas e mecéanicas da madeira, uma vez que degradam
progressivamente o material que compde a parede celular. Os polissacarideos
presentes na parede celular da madeira servem de fonte de energia (alimento) para os
microrganismos (LELIS et al., 2001). No processo de deterioragdo por fungos, a
lignificagdo é conhecida por ser um fator de resisténcia a degradagao da parede celular.
Usualmente, a habilidade de fungos em deteriorar a madeira n&o é a mesma para todas
as espécies, sendo observada especificidade de alguns fungos a algumas madeiras
(FERRAZ et al., 2001).

Os cupins séo os principais insetos xil6fagos, destruidores de madeiras, mesmo
quando em colbnias com poucos individuos (SILVA et al., 2004). Diferenciam-se em
castas, nas quais muitos operarios alimentam-se da madeira por possuirem protozoarios
no intestino, o que lhes possibilita digerir a celulose. O tempo de sobrevivéncia dos

cupins é variavel e depende das condi¢gdes ambientais (STUMPP et al., 2006).

1.5 - Defesa das plantas

Para sobreviver, as plantas desenvolveram mecanismos de resposta a danos
e doencgas, acionados assim que reconhecem a agressdo. Os vegetais sofrem
constantes agressbdes por agentes bidticos e abidticos. Virus, bactérias, fungos,
insetos e outros organismos podem causar doengas, cada um por um mecanismo
proprio, ou danos fisicos. Em geral, agentes nao-biolégicos como radiagao
ultravioleta, temperatura, umidade e outros danificam os tecidos (MARGIS-
PINHEIRO et al., 1993).

As plantas podem desenvolver mecanismos fisicos de defesa, suas partes
mais atraentes ou mais expostas com defesas fisicas, como pélos ou espinhos que
irritam ou cortam a pele e produzem dor.

As defesas quimicas, como exemplo os fenilpropandides, sdo importantes no
crescimento vegetal, mas também atuam na protegao contra estresses ambientais.
Seu metabolismo em plantas superiores tem sido associado a regulacdo do
crescimento, a resisténcia a doencas e raios ultravioleta, a ativacao de bactérias e a
sintese de componentes da parede celular vegetal. A enzima fenilalanina-amonia-

liase (PAL) provoca a primeira de uma série de reagcbes metabdlicas que gera



inumeros produtos naturais, muitos deles tém atividade antifungica (MARGIS-
PINHEIRO et al., 1993). Algumas destas substancias sdo encontradas em plantas
saudaveis na forma biologicamente ativa. Os glicosideos cianogénicos e
glucosinolatos s&o precursores inativos e sdo ativados em reagdo de tecido
danificado ou ataque patogénico (MANSFIELD, 1996).

Outras formas de defesa quimica vegetal sdo os agentes alelopaticos e a

sintese de fitoalexinas.

1.5.1 - Fitoalexinas

Sdo substancias quimicamente derivadas dos fenilpropandides e
sesquiterpenos com ampla acido antimicrobiana. Podem se acumular até niveis
suficientes para limitar o crescimento do patégeno e sao téxicas para protoplastos
(células vegetais sem parede celular), células animais, bactérias e fungos. E
provavel que as fitoalexinas atuem de forma direta sobre o agressor e também
causem a morte do tecido infectado. Tais substancias s6 sao produzidas em areas
proximas do local de infeccdo, em resposta ao ataque de todos os patégenos que
induzem necrose e de agentes abidticos como metais pesados, congelamento
parcial, alguns reguladores de crescimento, certas moléculas organicas, luz
ultravioleta e estresses quimicos e mecéanicos (VANETTEN et al., 1996).

Na Figura 8 observam-se estruturas representativas de fitoalexinas, pisatina
(9) e capsidiol (10).
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Figura 8 — Estruturas de fitoalexinas.



As fitoalexinas sdo derivados biossintéticos de uma ou varias rotas
primarias: acido chiquimico, acetato malonato e acetato mevalonato. Embora exista
tanta diversidade nas estruturas quimicas, muitas familias de plantas produzem
fitoalexinas da mesma classe quimica. Assim, as fitoalexinas tém sido usadas na
investigagcao quimiotaxonémica (SENEVIRANTE & HARBONE, 1999).

2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 — A familia Leguminosae

A nomenclatura botanica segue como norma, os nomes mais antigos dados
as familias das plantas. Fabaceae que da lugar a Leguminosae, uma das mais
importantes familias botanicas. A classificagdo mais moderna da familia
Leguminosae divide-se em trés sub-familias: Caesalpinoideae, Mimosoideae e
Papilionoideae. Por esta classificacdo, o género Hymenaea pertence a familia

Leguminosae, sub-familia Caesalpinoideae (JUDD et al., 2002).
2.2 — Hymenaea stigonocarpa

A espécie Hymenaea stigonocarpa é conhecida popularmente como jitai, jutai,
jutai-agu, jatobeiro, jatoba-mirim, jatai, jatoba-do-cerrado, jatai-peba, jataiba,
buranda e farinheira. Ocorre do Piaui até o norte do Parana na floresta semidecidua,
tanto em solos de alta quanto de média fertilidade. Sao arvores de tamanhos
variaveis, crescem em média, de 8 a 15 metros de altura, mas podem alcancar até
20 metros (CARVALHO, 2004).

Como madeira, jatoba é pesada, densidade 0,96 g/cm® e 15% de umidade.
Possui alburno espesso, claro ligeiramente amarelado. Cerne variavel quanto a cor,
do castanho-claro-rosado ao castanho-avermelhado, com tonalidades mais ou
menos intensas. A superficie € pouco lustrosa e ligeiramente aspera com textura
média e uniforme; gra de regular a irregular. Quanto a durabilidade natural, possui
resisténcia meédia alta ao ataque de organismos xiléfagos. Estacas de cerne dessa
espécie mostraram alta resisténcia a fungos e a cupins. Contudo, a vida média da
madeira, em contato com o solo & inferior a nove anos. E uma madeira pouco

permeavel as solugcbes preservantes, quando submetida a impregnagao sob
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pressao. Apresenta resisténcia para tornear e faquear. O acabamento é agradavel.
Aceita pintura, verniz, lustro e emassamento. A madeira de jatoba pode ser usada na
construgdo civil e em carpintaria, em geral, em acabamentos internos, como vigas,
caibros, ripas, batentes de portas, tacos para assoalho, artigos de esporte, cabos de
ferramentas e de implementos agricolas. Também para construgdes externas como
obras hidraulicas, postes dormentes, cruzetas e esquadrias. Para energia nao
produz lenha de boa qualidade. E adequada para a fabricacéo de papel e celulose.
As resinas naturais de Jatoba s&do empregadas em obras de arte para fins variados,
mas principalmente como componentes de vernizes. As resinas terpénicas tém sido
bastante utilizadas, principalmente a resina de damar que, devido ao seu alto indice
de refragdo e baixo peso molecular proporciona um filme de verniz com alta
saturacao de cores (CARVALHO, 2004).

Posicéo taxonémica

REINO: Plantae

DIVISAO (FITO): Magnoliophyta
CLASSE: Magnoliopsida

ORDEM: Fabales

FAMILIA: Leguminosae
SUB-FAMILIA; Caesalpiniaceae
GENERO: Hymenaea
ESPECIE: Hymenaea stigonocarpa

2.3 — Espécies de Hymenaea estudadas
Hymenaea courbaril

E também conhecida como jatoba e seus frutos sdo bom alimento para o
suino e a polpa doce e mucilaginosa que envolve as sementes € comestivel e
laxativa; a sua abundante resina, conhecida como copal, também ¢é medicinal
(CORREA, 1984).

Simoes e colaboradores, em 2009, isolaram duas cumarinas, a ipomopsina
(11) e hymenaina (12) (Figura 9), das sementes de H. courbaril com atividade

antifungica.
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Figura 9 - Estruturas das cumarinas isoladas das sementes de H. courbaril.

Imai e colaboradores (2008) isolaram dois flavondides do cerne de H.
courbaril, a taxifolina (13) e o fisetinidol (14), ambos com atividade antioxidante
(Figura 10).

HO

13 14

Figura 10 Estruturas dos flavondides isolados do cerne de H. courbaril.

Lima e colaboradores em 1995 isolaram oligossacarideos das sementes
desta planta, e das folhas foram isolados polissacarideos (BUSATO et al., 2001;
REICHER et al., 2001).

Abdel-Kader e colaboradores (2002) isolaram das folhas e galhos diterpenos
do tipo halimadieno, acido (13R)-13-hidroxi-1(10),14-ent-halimadien-18-oico (15),
acido (2S,13R)-2,13-dihidroxi-1(10),-14-ent-halimadien-18-oico (16), e acido (13R)-2-
0x0-13-hidroxi-1(10),14-ent-halimadien-18-oico (17) (Figura 11) com atividade

citotoxica.
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Figura 11 — Estruturas dos diterpenos isolados das folhas e galhos de H. courbaril.

Em 2001, Nogueira e colaboradores isolaram das sementes diterpenos e
entre eles dois novos clerodanos, acido (5R,8S,9S,10R)-cleroda-3,13E-dien-15-oico
(18) e acido (5S,8S,9S,10R)-cleroda-3,13E-dien-15-oico (19) (Figura 12).

18 19

Figura 12 — Estruturas dos diterpenos isolados das sementes de H. coubaril.

Em 1972, Martin e colaboradores isolaram das folhas os sesquiterpenos a—

copaeno (20) e a-cubebeno (21) (Figura 13), com atividade antimicrobiana.
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Figura 13 — Estruturas dos sesquiterpenos isolados das folhas de H. courbaril.

Hymenaea parvifolia

Ishibashi e colaboradores, em 1999, isolaram dihidroflavondis a, B-
ramnosideos, a neoastilbina (22) e astilbina (23), das cascas de H. parvifolia com

atividade de inibir a enzima caseina quinase Il (Figura 14).

2a-H, 3 -H (2S, 3S) 28 -H, 3a-H (2R, 3R)
22 23

Figura 14 — Estruturas dos diidroflavonéis ramnosideos isolados das cascas do caule de H. parvifolia.

Hymenaea palustris

Pettit e colaboradores, em 2003, isolaram das folhas de H. palustris
flavondides do tipo luteolina (24), crisoeriol (25), palstatina (26), entre outros (Figura
15). A palstatina, um dos flavondides isolados, inibe o crescimento de célula

leucémica linfotica tipo P388.
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Figura 15 — Estruturas de alguns flavonoides isolados das folhas de H. palustris.

Hymenaea stigonocarpa

Silva e colaboradores (1998) analisaram a polpa do fruto de Hymenaea
stigonocarpa a fim de determinar a composi¢ado quimica da farinha de jatoba e
investigar seu potencial de utilizagdo na produgao de biscoitos tipo cookie
empregando-se testes sensoriais univariados e multivariados para otimizar a
formulagao do produto final.

A resina extraida das sementes desta planta contém diterpendides que
possuem esqueletos estruturais do tipo labdano (27), abietano (28) e pimarano (29)
(Figura 16) (FARIAS, et al., 2004).
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Figura 16 — Esqueletos estruturais do tipo labdano e abietano e pimarano.

Também foram isolados sesquiterpenos das folhas desta espécie o pB-
cariofileno (30) e y-muroleno (31), com atividade antifungica e agao deterrente contra
insetos (Figura 17) (LANGENHEIM et al., 1986).

/\/
N
H' H
30 31

Figura 17 — Estruturas dos sesquiterpenos isolados das folhas de H. stigonocarpa.

Das espécies de Hymenaea estudadas, verifica-se que entre as classes de
compostos isoladas predominam os terpendides e flavonoides. Os flavondides
destacam-se como fitoalexinas que atuam como defesa das plantas (INGHAM,
1982).

2.4 — Flavonoéides

Os flavondides sao estruturas polifendlicas de baixo peso molecular
encontradas naturalmente nas plantas. Esses metabdlitos secundarios apresentam

interesse econdmico devido as suas diferentes propriedades, por exemplo, as cores
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que esses pigmentos possuem, sua importancia para nutricio e sabor dos
alimentos. Também possuem importancia farmacolégica como: anticarcinogénico,
antiinflamatorio, antialérgico, antiulcerogénico, antiviral entre outros. Pode-se
encontrar flavondides em diversas formas estruturais. Entretanto, a maioria dos
representantes dessa classe possui 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés carbonos
entre elas. Nos compostos triciclicos, as unidades sdo chamadas nucleos A,Be C e
os atomos de carbono recebem a numeragdo com numeros ordinarios para 0s
nucleos A e C e os mesmos numeros seguidos de uma linha (‘) para o nucleo B
(Figura 18). Alguns autores substituem a numeracéao 9 e 10 nos flavondides por 8a
e 4a , respectivamente (ZUANAZZI, 2001).

Figura 18 - Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeragéo.

Os flavondides apresentam-se frequentemente oxigenados e um grande
namero ocorre conjugado com acgucares. Na Tabela 1 estdo apresentadas as
principais classes de flavondides e suas propriedades mais importantes (ZUANAZZI,
2001).
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Tabela 1 — Principais classes de flavonodides e algumas de suas propriedades.

Classes

Nucleo fundamental

Caracteristicas

Flavonas, flavonodis

o

OH

Copigmentacédo em flores; protetores

contra raios UV nas folhas

Propriedade antibacteriana; antifungica

Auronas Q Pigmentacao amarela;
O ’ Propriedade antibacteriana; antifungica
Chalconas Pigmentacao amarela;

o
(0]

Diidro-flavonois

O O
OH

OH ¢}

Estao presentes freqientemente em
tecidos de madeiras

Propriedade antifungica
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Flavanonas Podem apresentar sabor amargo;
O Propriedade antifungica
Flavanas Substancias adstringentes com

propriedades tanantes

isoflavondides

Propriedades estrogénicas e/ou

antifungica

biflavonodides

Propriedades antifungica

19



Nas plantas os flavonoides tém as seguintes fungdes:
+ Protecao dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel;
¢+ Protecao contra insetos, fungos, virus e bactérias;
+«+ Atragao de animais com finalidade de polinizacao;
+ Acéao antioxidante;
+«+ Controle da acao de horménios vegetais;
% Agentes alelopaticos;

+ Inibicdo de enzimas.

Nos ultimos anos tem-se observado um interesse crescente no estudo da
atividade biolégica de plantas que contém flavonoides. Neste sentido tem-se
desenvolvido trabalhos sobre acdo dos flavondides na biologia das plantas,
bioquimica ecoldgica, quimiotaxdnomia, tecnologia de alimentos e farmacologia.
Levando em consideragao estes fatores, sdo relevantes os conhecimentos sobre
as fontes naturais de flavonodides (BUCKINGHAM, 1993).

2.4.1 - Flavoné6ides como fitoalexinas

Existe muito estudo envolvendo fitoalexinas da familia Leguminosae. As
fitoalexinas mais encontradas nesta familia sdo isoflavondides, daidzeina (32),
vestitona (33) e pterocarpanos, demetilmedicarpina (34) (Figura 19) (INGHAM,
1982).

HO.

32 33
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Figura 19 — Isoflavonoides como fitoalexinas da familia Leguminosae.

Das raizes de Lonchocarpus latifolius, leguminosae, Magalhdes e
colaboradores (2000) isolaram uma flavana do tipo (2,3-trans-3,4-trans)-3,4-

dimetoxi-(2”,3”:7,8)-furanoflavana (35), também uma fitoalexina (Figura 20).

L

OCHs

OCHj

35

Figura 20 — Flavana como fitoalexina da familia Leguminosae.

Outras familias apresentam flavanas como fitoalexinas, por exemplo, na
familia Amaryllidaceae, foi encontrado a 7-hidroxiflavana (36) (COXON, 1982)

(Figura 21).

36

Figura 21 — Flavana como fitoalexina da familia Amaryllidaceae.
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2.4.2 — Biossintese dos flavonéides

Nas plantas, a rota do acido chiquimico € a precursora dos compostos
aromaticos, dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano e
alcaldides derivados da quinoleina e processa-se no citosol da célula vegetal.

A biossintese inicia-se (Figura 22) pela hidroxilagdo na posig¢do 4 do acido
cinamico, dando origem ao acido p-cumarico. O acido p-cumarico condensa com
uma cadeia policetbnica resultante da condensagao de 3 unidade de malonil-CoA,
originando uma chalcona por agdo da enzima chalcona sintase. Esta cicliza
originando flavanonas ou isoflavanonas, a partir das quais se formam os demais
flavonoides (DEWICK, 1997).
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Figura 22— Biossintese de flavondides (DEWICK, 1997).



2.5 - Acidos graxos

Os acidos graxos sao derivados lipidicos que apresentam saturagédo e
insaturagdo. Sao considerados acidos carboxilicos de cadeia longa. A maioria dos
acidos graxos naturais saturados tem cadeia ndo ramificada e numero par de
atomos de carbono e os insaturados tém duas ou trés duplas ligagbes; a primeira
dupla ligacédo geralmente ocorre entre Cg € C4o, € as outras duplas a partir do C+2
ou Cy5, ndo sao conjugadas. Pode-se citar como exemplo de saturagao o acido
miristico (37) e insaturagéo, o acido palmitoléico (38) (Figura 23) (SOLOMONS,
1996).

CHj3(CH2)12CO2H CH3(CHz)s. ,(CHz)7CO2H
C =

/ N
H H
37 38

Figura 23 — Estruturas dos acidos graxos, miristico e palmitoléico.

2.5.1 - Biossintese de acidos graxos

O precursor fundamental de todos os atomos de carbono da cadeia do
acido graxo é a acetil-CoA derivada das fontes de carboidratos ou aminoacidos.
Na reacdo global de sintese dos acidos graxos é catalisada por um aglomerado de
sete proteinas do citosol, o complexo da acido graxo-sintetase. Das oito unidades
acetilicas requeridas para a biossintese do acido palmitico, somente uma é
fornecida diretamente pela acetil-CoA; as outras sete surgem na forma de malonil-
CoA, formada a partir de acetil-CoA e HCO3 em uma reagao de carboxilagdo. Um
residuo acetilico e sete residuos malonilicos sofrem sucessivas etapas de
condensacdo, com a liberagcdo de sete moléculas de CO,, formando o acido
palmitico; os equivalentes de redugao sao fornecidos pelo NADPH demonstrados
na Figura 24 (THIELE, 1979).
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A Unica molécula de acetil-CoA requerida no processo serve como um
desencadeador; os dois atomos de carbono de seu grupo acetilico tornam-se os
dois atomos de carbono terminais (15 e 16) do acido palmitico formado. A cadeia
cresce durante a sintese do acido graxo, iniciando-se, assim, no grupo carboxilico
da acetil-CoA e processando-se por adigcdes sucessivas de residuos acetilicos na
extremidade carboxilica da cadeia crescente. Cada residuo acetilico sucessivo
deriva de dois dos trés atomos de carbono de um residuo do acido malénico que
entra no sistema na forma de malonil-CoA; o terceiro atomo de carbono do acido
malbnico, isto €, o do grupo carboxilico ndo-esterificado, perde-se como CO,. O
produto final € uma molécula de acido palmitico (LEHNINGER,1988).

1 etapa CH3;—CO—S—CoA
7 ATP Acetil-CoA
Df\
7C0; +7H,0
7 (ADP +PPi)
2 etapa
C‘:OOH
CH;—CO—S—CoA 7 CH,—CO—S—CoA
Aceti-CoA Malonil-CoA
14 NADPH +H’ 7 H,0
+ 2
14 NADP 8 CO,
7 H,0

CH3— CH,— (CH,)13— COOH

Acido Palmitico Enzimas

1- Acetil-CoA-Carboxilase

2- Complexo Enzimatico Acido graxo Sintase

Figura 24 - Reagao global da sintese dos acidos graxos (THIELE,1979).
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3 - OBJETIVOS

e Contribuir para a quimica de produtos naturais na busca de constituintes
quimicos biologicamente ativos extraidos de madeiras de lei.

e |dentificar os extratos que apresentarem atividade biologica frente a
microorganismos, cupins e larvas do mosquito da dengue.

e |dentificar as classes quimicas presentes no cerne de Hymenaea
stigonocarpa.

e Extrair e identificar os principais constituintes quimicos do cerne de
Hymenaea stigonocarpa.

e Testar a atividade antimicrobiana, larvicida e antitermitica dos extratos e
dos constituintes isolados e purificados.

e |dentificar por métodos espectroscépicos os compostos purificados

(biologicamente ativos e inativos).
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4 - MATERIAL

4.1- Material botanico — Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne foi coletada no
municipio de Caxias, Maranhdao em fevereiro de 2003. Identificada pelo Prof.
Gongalo Moreira Conceigdo da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA) e
catalogada no herbario Prof. Aluizio Bittencourt (HABIT) da UEMA sob o n°® 055.
Parte do tronco da planta foi cortado em discos e secos a temperatura ambiente. A
parte da planta utilizada nesta pesquisa foi o cerne que foi separado do alburno e
triturado.

4.2- Microorganismos — Os microorganismos utilizados nos testes de atividade
antimicrobiana pertencem a colecéo de cultura do Departamento de Antibidticos —
UFPE (Tabela 2).

Tabela 2 — Microorganismos que foram utilizados nos testes de atividade
antimicrobiana.

Grupo microbiano Microorganismos N° de registro
Bactérias Gram-positivas® | Staphylococcus aureus DAUFPE 02
Bacillus subtilis DAUFPE 16

Bactérias Gram-negativas® Escherichia coli DAUFPE 224
Enterobacter aerogenes DAUFPE 55
Alcool-4cido-resitente® | Mycobacterium smegmatis DAUFPE 71

Fungo da podridao- Phanerochaete Fundacéo André
branca® chrysosporum Torselo
Fungos fitopatogénicos® Fusarium oxysporum DAUFPE 2031
Fusarium moniliforme DAUFPE 2456 / 2291

2 Agar Mueller-Hinton; ® Agar Extrato de Malte; *Agar Sabouraud.
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4.2.1- Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos testes de atividade antimicrobiana foram:

Agar Mueller-Hinton — para as bactérias

Infusdo de carne 300,09
Caseina hidrolisada 17,59
Amido 1,59
Agar 17,09
Agua destilada 1000 mL
pH=7,4

Agar Sabouraud - para os fitopatdgenos

Peptona 10,09
Maltose 40,09
Agar 15,09
Agua destilada 1000 mL
pH= 5,6

Agar Extrato de Malte — para fungo da podriddo-branca

Digestao péptica do tecido animal 0,78g

Maltose 12,79
Dextran 2,79
Agar 150g
Agua destilada 1000 mL
pH=4.7

4.3 - Larvas do mosquito Aedes aegypti — foram utilizadas larvas do mosquito
em estagio L4, que corresponde a ultima fase da larva. Os experimentos foram

conduzidos no laboratério de ecologia quimica — DQF/UFPE.

4.4 — Térmitas da espécie Nasutitermes corniger — A colénia de termitas

utilizadas foram adquiridas na Universidade Federal Rural de Pernambuco
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(UFRPE). Os térmitas foram identificados pelo Dr. Luiz Roberto Fontes e os
bioensaios orientados pela Prof® Auristela Albuquerque do Departamento de
Biologia, desta mesma universidade. Os experimentos foram conduzidos no
laboratério de Ecologia Quimica — DQF/UFPE.

4.5 - Material cromatografico

e Colunas cromatograficas tendo como suporte: Silica gel 60 G (70-230
mesh) e Sephadex LH-20.

e Placas cromatograficas em camada delgada de silica gel com revelador
fluorescente UV2s54 Macherey-Nagel.

e Cubas cromatograficas e reveladoras.

¢ Revelador para cromatografia em camada delgada: iodo sublimado (l,).
e Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) Modelo HP-1100

e Cromatégrafo gasoso GC-17A (Shimadzu), temperatura de 175-280°C,
coluna DB-5 (30m X 0,25mm), gas N, acoplado ao espectrométro de
massa MS-QP5050 (Shimadzu).

5 - METODOS

5.1 - Abordagem fitoquimica

Com o cerne de H. stigonocarpa, seco a temperatura ambiente e triturado,
foram analisadas as principais classes de substancias (Tabela 3), através da
metodologia descrita por Costa (1982).
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Tabela 3 — Testes que identificam as classes de substancias presentes na H.
stigonocarpa.

Classes de substéancias Testes
Alcaldides Dragendorff, Mayer
Esteroides e Terpenos Liebermann-Buchard
Taninos Cloreto férrico
Saponinas Espuma
Flavonodides Shinoda, oxalo-bérica

5.1.1- Alcal6ides

Para identificar a presenca de alcaldides foi adicionada a 1g de cerne seco
e triturado 10 mL de H,SO4 a 1%; em seguida, esta mistura foi aquecida em
banho-maria a 100°C por 2 minutos e filtrada. Foram utilizadas aliquotas do
fitrado para determinar a presengca de alcaldides com os reagentes de
Dragendorff e Mayer.

O teste de Dragendorff é considerado positivo com o surgimento de um
precipitado vermelho alaranjado.

O teste de Mayer € positivo com o aparecimento de um precipitado de cor

branca.

5.1.2 - Esterdides e terpendides

A presenca de esterdides e terpenos foi detectada pelo teste de
Liebermann-Buchard. Foi acrescentada aproximadamente 1g de cerne seco e
triturado a 3 mL de cloroférmio. Em seguida esta solugao foi filtrada e adicionado
ao filtrado 2 mL de anidrido acético e agitado manualmente. Foi adicionada a
solugao obtida 5 gotas de H,SO4 concentrado. O aparecimento sucessivo de cores

do rosa ao azul e verde caracteriza a presenca de esterdides e terpendides.
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5.1.3 - Flavonbéides

Para verificar a presenca de flavondides foram utilizados os seguintes
testes:

Teste de Shinoda - Foi adicionado 5 mL de MeOH a 1g de cerne seco e
triturado; a solugcéo obtida foi filtrada e em seguida, adicionado 1mL de HCI
concentrado. Esta solugdo foi deixada reagir com 1 cm de fita de magnésio. O
aparecimento de uma coloragao rosa caracteriza a presencga de flavonoides.

Reacéo oxalo-borica - Foi adicionada 5 mL de acetona a 1g de cerne seco
e triturado, a solucéo obtida foi filtrada e concentrada em banho-maria até 0,5mL.
Foi adicionado ao concentrado 0,05mg de acido oxalico e a mesma quantidade de
acido bdrico; esta solucao 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 flavonadides.

5.1.4- Saponinas

Foi utilizado o teste de espuma para verificar a presenga de saponinas. Foi
adicionada 5 mL de agua destilada a 1g de cerne seco e triturado. Em seguida
esta mistura foi agitada vigorosamente por cerca de 5 minutos. A formagao de

espuma persistente por 30 minutos evidencia a presencga de saponinas.

5.1.5- Taninos

Para determinar a presenca de taninos foi adicionado 10 mL de agua a 1g
de cerne seco e triturado, agitou-se manualmente e em seguida a solugao foi
filtrada. Ao filtrado foi adicionado 5 gotas aproximadamente de uma solugédo de
cloreto férrico a 1%. O surgimento de uma coloragéo ou precipitado verde ou azul

indica reagao positiva para taninos.
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5.2- Extracao

O cerne de H. stigonocarpa (200g) foi submetido a extragdes sucessivas
com CgH12, AcCOEt, MeOH. Primeiro a extragao foi realizada com 1L de CgH12
durante 48h com agitacdo manual ocasional. Filtrou-se e evaporou-se o solvente.
O residuo foi submetido por mais duas vezes a extragdo com o0 mesmo solvente.
Este processo foi repetido trés vezes com o AcOEt e MeOH. Os extratos foram
concentrados em evaporador rotativo e com eles foram realizados testes de

atividade antimicrobiana, antitérmitica e larvicida, conforme descrito na Figura 25.

CERNE (200g)

Extragao com CgH12

RESIDUO EXTRATO BRUTO

Extragdo com AcOEt Teste de atividade antimicrobiana,
larvicida e antitermitica

RESIDUO EXTRATO BRUTO

Teste de atividade antimicrobiana,
larvicida e antitermitica

|Extracdo com MeOH

RESIDUO (descartar) EXTRATO BRUTO

Teste de atividade antimicrobiana,
larvicida e antitermitica

Figura 25 — Obtengéao dos extratos brutos do cerne de Hymenaea stigonocarpa.
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5.3 - Teste de atividade antimicrobiana
5.3.1 - Preparacdo dos indculos

Os in6culos foram obtidos a partir de pré-cultura com 18h-24 horas de
incubagdo a 35°C em Agar Mueller-Hinton para as bactérias e em Sabouraud para
os fungos. Os microrganismos foram suspensos obtendo-se uma turbidez
equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland contendo aproximadamente
108UFC/mL (KONEMAN, et al., 1997), exceto para os fungos que foram

suspensos numa solugao de Tween 1%.
5.3.1.1 - In6culos nas placas de Petri

O teste de difusdo foi realizado em placas de Petri estéreis com 90mm
de diametro, nas quais foram adicionadas os meio de cultura. O indculo
previamente padronizado foi semeado sobre o meio.

As placas semeadas pelo meio de cultura foram mantidas por 30
minutos a temperatura ambiente para que o inéculo fosse absorvido antes da
colocagao dos discos de papel (BAUER et al.,1966). Os discos de papel estéreis,
6 mm de didametro, foram embebidos em extrato a ser testados e secos com ar
quente antes de serem depositados na superficie do meio. As placas foram

incubadas a 35°C para bactérias e 30°C para os fungos.

5.3.1.2 - Leitura e interpretacdo: Apds a incubagao as leituras foram efetuadas
através da medicdo dos didmetros dos halos de inibicdo formados em volta dos

discos.

5.4 - Fungos da podriddo-branca
O fungo de podridado-branca, Phanerochaete chrysosporum, foi inoculado em

meio de Extrato de Malte Agar (MEA) e incubado a 30°C por dez dias para

crescimento.
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5.4.1 - Preparacao das amostras para inéculo

Foram pesadas trés amostras cada uma com de 5g de madeira: sem
extrativos, com extrativo e a madeira com extrativos para controle abidtico, que
foram colocados em erlenmeyers de 125 mL com 1 mL de agua destilada. Cada
um deles foi inoculado com trés blocos de madeira (+ 6 mm) contendo o fungo
crescido e incubado em estufa a 30°C por 30 dias para observagao do

crescimento.

5.5 — Teste de atividade larvicida

Os extratos CgH12, ACOEt e MeOH de H. stigonocarpa foram dissolvidos em
DMSO (5%) e as solugdes com diferentes concentragdes (1000, 900, 800, 700,
600, 500, 200, 100, 50 e 10mg/L) foram preparadas com agua destilada e
posteriormente adicionadas sobre uma populagao de 20 larvas do mosquito Aedes
aegypti em desenvolvimento larvar L4 (Figura 26), a fim de determinar a agao
larvicida dos extratos. As leituras das larvas vivas foram realizadas em 24 e 48h e
o grupo controle foi tratado com agua destilada em DMSO (5%) (W.H.O, 1985). Os
valores da DLsg foram calculados estatisticamente pelo Probit Analysis utilizando o
software StatusPlus2006.

-

-
Figura 26 — Larvas do mosquito Aedes aegypti.

Fonte: <http://www.ioc.fiocruz.br/pages/informerede/corpo/informeemail/2007/0410/dengue1.JPG>
acesso em 22/11/2008.
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5.6 — Teste de atividade antitermitica

Para o teste de atividade antitermitica foi utilizado o método descrito por
Kang e colaboradores (1990). O extrato CgH12 (1,25; 2,5; 5,0; 10 e 20 mg) foi
dissolvido em 200 uL de cloroférmio, obtendo-se solugdes de 6,25; 12,5; 25; 50 e
100 mg/mL. Em seguida, 40 yL de cada solugédo foram aplicados em um disco de
papel de filtro (Whatman n°® 3 com 2,0 cm de diametro). Os extratos AcOEt e
MeOH de H. stigonocarpa foram dissolvidos em acetona seguindo 0 mesmo
procedimento utilizado para o extrato CegH42. Para o controle foi usado papel de
filtro embebido em cloroférmio e acetona. Os discos secos, tanto o controle quanto
os embebidos com os extratos foram adicionados em placas de Petri (9,0 cm de
diametro e 2,0 cm de altura) contendo 20 térmitas da espécie Nasutitermes
corniger (Motschulsky) (Figura 27), sendo 16 operarios e 04 soldados, conforme a
propor¢ao mantida nas colbénias (PAES, 1997).

A temperatura e a umidade foram controladas em torno de 27°C e 80%,
respectivamente. Nas tampas das placas de Petri foi adicionado um pedaco de
algodao umedecido diariamente com agua destilada. O teste foi realizado em trés
repeticdes para cada concentracdo e o controle; as leituras dos térmitas vivos
foram realizadas diariamente por sete dias e o percentual de sobrevivéncia foi
obtido para cada concentragcdo com média do desvio padrdo. A analise estatistica

foi realizada no Origin 7.0, usando Student’s t-test.

Figura 27 — Térmitas da espécie Nasutitermes corniger (Motschulsky).
Fonte: <www .jgi.doe.gov/News/Nasutitermes_corniger.jpg> acesso em 22/11/2008.
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5.7 — Teor de Umidade de Hymenaea stigonocarpa

Foi pesado 1g do p6 de H. stigonocarpa e colocado em estufa a 103+2°C
até massa constante.

Determinou-se o teor de umidade através da equacéao (1) (CALONEGO et
al., 2006):

i- Ms

U%:{ }xlOO (1)

Em que:
U% - Teor de umidade da madeira em porcentagem;
M; — Massa inicial da madeira em grama;

M; — Massa da madeira seca em estufa a 103 £2°C em grama.

5.8 - Determinacdo de Lignina Insoluvel

A determinagéao de lignina insoluvel, ou lignina de Klason (LK), foi realizada
de acordo com a metodologia da TAPPI (1999). Pesou-se 1g do p6 de H.
stigonocarpa e feita extragdo com cicloexano utilizando um sistema de Soxhlet por
4 horas. Em seguida, realizou-se extragdo com alcool etilico por mais 4 horas. A
madeira sem extrativos foi transferida para um béquer de 150 mL contendo 100
mL de agua destilada e deixada em banho-maria em ebuligdo por 3 horas.
Posteriormente, a madeira foi tratada com 15 mL de H,SO4 72%, controlando-se a
temperatura para 13°C + 2°C, a partir da adicao do acido sulfurico. O sistema foi
submetido a agitacao vigorosa mantendo-se a temperatura controlada a 19°C +
2°C, por 2 horas. A solugdo acida resultante foi diluida para 3% adicionando-se
560 mL de agua destilada e mantida sob refluxo por 4 horas. Apds esse periodo, a
solugéao 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 e posteriormente pesada.

36



A quantificagdo da lignina insoluvel foi determinada usando-se a equagéao

(2) abaixo:

Li%{M'g}xloo
M

f

Onde:

Li% - Percentual de lignina insoluvel na madeira em porcentagem;

M,y — Massa de lignina insoluvel seca em grama;

M; — Massa da madeira seca em grama.

5.9 - Analise Quantitativa de Lignina Soluvel

Partiu-se de 300mg de madeira sem extrativos, adicionando-se 3 mL de

H.SO4 75% mantendo-se sob agitagdo por 1 minuto. O material foi submetido a

banho-maria por 60 minutos a £ 30°C. Em seguida foi colocado em erlenmeyer de

250 mL e diluido a 4% pela adicao de 84 mL de agua deionizada. Foi autoclavado

a 121°C durante 30 minutos. Posteriormente, foi filtrado e sua absorbancia

(280nm) registrada em um espectrofotometro UV/visivel Hewlett Packard - HP-

8453E.

O calculo da lignina soluvel foi determinado através das equacdes (3) e (4)

que relacionam a medida da absorbéancia a 280 nm (ASTM METHODS, 1956).

C LS: (AbSZBOnm - b)/a.
Ls% = {b} x100
Em que:
C.s — Concentragao de lignina soltvel em g.L™;
Awxom — Absorbancia da amostra a 280nm;
b — coeficiente linear da reta;
a — Absortividade da ligninaem L.g™";
Ls% - Percentual de lignina soluvel nas amostras;

M; — Massa inicial da madeira em grama.

)
(4)
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5.10- Determinacdo de Fendis Totais

Foi pesado 1g da amostra, adicionou-se 30 mL de MeOH/H,0 (8:2 v/v). A
mistura foi deixada em repouso por 24 horas em ambiente escuro. Filtrou-se o
extrato e reduziu-se seu volume em rotaevaporador até a eliminagdo de todo o
metanol. Em seguida, separou-se uma aliquota de 50 uL do extrato e adicionou-se
25 mL de agua destilada, retirou-se uma aliquota de 500uL dessa nova solugao
para um tubo de ensaio. A este tubo foram adicionados 2,5mL do reagente de
Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de Na,CO; 7,5%. O teste branco consistiu em 2,5
mL de Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de Na;CO3 a 7,5% com 500uL de agua
destilada.

Os tubos de ensaio foram submetidos a banho-maria a 50°C por 5 min. A
amostra foi analisada imediatamente ap6s o0 aquecimento em um
espectrofotbmetro UV/visivel Hewlett Packard - HP-8453E, para a leitura da
absorbancia a 760 nm. A concentracdo de fendis totais foi avaliada através de
uma curva padréo de acido galico nas concentragbes de 0,78; 1,56; 3,125; 6,25;
12,5; 25 e 50 pg/mL. A concentragao de fendis totais foi determinada através da
equacgao da reta, equagéao 5, obtida da curva padrao do acido galico (WATERMAN
& SIMON, 1994)

x =12 (5)

Onde:

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

B — Coeficiente linear

A — Coeficiente angular da reta.

5.11 - Fracionamento do extrato CgH;» de Hymenaea stigonocarpa

O extrato em CgH42 foi submetido a fracionamento em coluna cromatografica

de silica gel 60 (70-230 mesh), utilizando sistema de eluicdo CgH12:AcOEt com
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gradiente de polaridade (9:1 — 0:1). As fragdes obtidas foram analisadas por
cromatografia em camada delgada, utilizando CgH12:AcOEt (4:1 — 0:1) como
eluente, reveladas com iodo (l;) e identificadas por espectroscopia de massas

acoplada ao cromatografo gasoso.

5.12 — Fracionamento do extrato AcOEt de Hymenaea stigonocarpa

O extrato em AcOEt (11,8g) foi pré-fracionado em coluna de silica gel 60
(70-230 mesh), utilizando diferentes polaridades: CgH12:AcOEt (4:1 — 1:1), AcOEt
e AcOEt:MeOH (1:1).

As fragdes HS-1 a HS-7 provenientes do fracionamento CgH12 : ACOEL (4:1
— 1:1) foram submetidas a cromatografia CG-MS. As fragcdes HS-8 a HS-13 foram
fracionadas em coluna cromatografica de silica gel 60 G (70-230 mesh) utilizando
o sistema CH,Cl>:MeOH (5% - 100%), exceto a fragcdo HS-11. E a fracdo HS-14 foi
fracionada em coluna cromatografica de Sephadex LH-20 utilizando MeOH como
eluente. As fracbes HS-15 e HS-16 provenientes do fracionamento AcOEt foram
fracionadas em coluna cromatografica de Sephadex LH-20 utilizando

AcOEt:MeOH e MeOH, respectivamente como eluentes (Figura 28).
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AcOEt

(11,89)
CeHi2: ACOEL (4:1—1:1 AcOEt AcOEt: MeOH (1:1)
HS 1-14 HS 15-20 HS 21-23
1825mg 8853mg 765mg
_ Sephadex LH-20
iy (MeOH)
HS-15 HS-16
(1346mg) (3770mg)
S4
(95mg)
HS-1-7 HS-8-10 e 12 HS-11 HS-13 HS-14
(354mg) (430mg) (826mg) (115mg) (215mg)
CG-MS Silica gel 60
(CH,Cl:MeOH 5% & 100%) Sephadex LH-20 Sephadex LH-20
(MeOH) (MeOH)
S1 S2 S3
(103mg) (45mg) (10mg)

Figura 28 — Fracionamento do extrato AcOEt do cerne de H. stigonocarpa.

As fracdes resultantes da purificagdo foram analisadas por cromatografia

em camada delgada, utilizando como sistema de eluigdo CegH12:AcOEt (1:1 — 0:1);

CH2Cl>:MeOH (4:1 — 1:1) e reveladas com iodo (l2) e anisaldeido. E também

analisadas por cromatografia liquida em alta performance (HPLC), utilizando a

metodologia descrita por Tao e colaboradores (2006). As demais fracbes foram

armazenadas.

Os compostos isolados foram cristalizados em acetona/cloroférmio a quente

e as substancias puras foram identificadas por métodos espectroscépicos e seus
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pontos de fusdo determinados em aparelho digital MQAPF-301 Microquimica

Industria e Comércio.

5.13 - Métodos espectroscopicos

A anadlise estrutural das substancias puras foi realizada por métodos
espectroscopicos: RMN de 'H e ®C. Os espectros de RMN de 'H foram realizados
a 300MHz e os de RMN de "*C a 75MHz - Varian Unity Plus.

O espectrofotdmetro UV/visivel Hewlett Packard - HP-8453E foi utilizado

para determinacao de fendis totais.

41



6 — RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 — Abordagem fitoquimica

A abordagem fitoquimica do cerne de H. stigonocarpa revelou a presenca
significativa de flavonoides, esterbides e terpenos, conforme resultados

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados da abordagem fitoquimica do cerne de H. stigonocarpa.

Classes de substancias Testes Resultados
Alcaldides Dragendorff, Mayer -
Esterdides e Terpenos | Liebermann-Buchard Positivo
Taninos Cloreto férrico -
Saponinas Espuma -
Flavondides Shinoda, oxalo-bérica Positivo

Estes resultados condizem com os obtidos em outras espécies de
Hymenaea estudadas e citadas na literatura. Imai e colaboradores (2008) isolaram
flavonodides do cerne de H. coubaril. Nogueira e colaboradores (2001) isolaram
das sementes de H. courbaril terpenos e das folhas desta mesma espécie Abdel-
Kader e colaboradores (2002) isolaram terpenos. Pettit e colaboradores (2003)
isolaram das folhas de H. palustris flavondides. E das folhas de H. stigonocarpa
também foram isolados terpenos (LANGENHEIM et al., 1986).

6.2 - Rendimento do processo de obtenc&o dos extratos brutos de Hymenaea

stigonocarpa

Partindo-se de 200g de cerne com extragbes consecutivas para cada

solvente ( 3 repetigdes), obteve-se seguintes rendimentos relativos dos extrativos:

42



Tabela 5 - Resultado dos rendimentos dos extratos brutos de Hymenaea

stigonocarpa.

Extrato bruto Rendimento dos

extrativos (%)

CsH12 0,25
AcOEt 12,7
MeOH 11,9

Os dados da Tabela 5 indicam que o extrato AcOEt extraiu mais

constituintes quimicos comparados com demais extratos.

6.3 — Fracionamento e identificacdo dos constituintes quimicos do extrato

cicloexano.

O extrato em CgHq2 (300mg) foi submetido a fracionamento em coluna
cromatografica de silica gel 60 (70-230 mesh), utilizando-se o sistema de eluigao
CeH12:AcOEt que variava em gradiente de polaridade (9:1 — 0:1). Obteve-se 8
fragdes que foram analisadas por cromatografia em camada delgada, utilizando
CesH12:AcOEt (4:1 — 0:1), reveladas com iodo (l2). As fragdes foram analisadas em
CG-MS.

Da fragao 2 (16mg), cujo sistema de eluicao foi CgH12:ACOEL (9:1), obteve-se
duas substancias que denominaram-se de HS-C1 e HS-C2.

Da fragdo 3 (59mg) com mesmo sistema de eluigdo, obteve-se a substancia
denominada de HS-C3. E da fragdo 4 (14mg) obteve-se a substancia HS-C4, no
mesmo sistema de eluigdo.

As substancias denominadas HS-C1, HS-C2 , HS-C3 e HS-C4, no espectro
de massas, apresentavam quebras consecutivas de m/z 14 correspondente a

fragmentacédo [CH.]", tipicas de moléculas alifaticas de cadeia longa.
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As demais fracbes quando comparadas com compostos do banco de
dados da biblioteca WILEY 229.LIB, forneceu espectros com baixa similaridade, e

portanto n&o confiaveis.

6.3.1 - Identificacdo da substancia HS-C1

Os fragmentos mais importantes para elucidacao estrutural da substancia
HS-C1 estdo descritos na Tabela 6. Ja o espectro de massas desta substancia
pode ser observado na Figura 29.

Tabela 6 — Principais fragmentos no espectro de massas da substancia HS-C1.

Massas Fragmento | Intensidade

relativa (%)
256 [ C16H3202]" 5,8
213 [ C13H2502]" 7,5
185 [ C11H2102]" 7,2
157 [ CoH170,]" 8,3
129 [ C/H130,]" 20,6
97 [ CeHoOJ" 15,0
85 [ CeHi3]" 21,7
73 [ CsHsO2]" 69,4
60 [ CoH4O2]" 59,4
57 [ C4Ho] 58,6
45 [ CHO,] 9,9
43 [ CsH7] 100

A substancia HS-C1 apresenta o pico do ion molecular em m/z = 256 e o
pico base em m/z = 43. Tais valores foram comparados com dados da biblioteca
de espectros WILEY 229.LIB, o qual apresentou indice de similaridade (IS) de
95% em relagdo ao espectro do acido palmitico (hexadecandico), cuja formula

molecular é C1sH320,. Na Figura 29 tem-se a comparagao entre os espectros.
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Figura 29 — Comparagédo entre os espectros de massas do composto HS-C1 (A) e o composto da
biblioteca (B).

O pico m/z= 43, [C3H/]", resultante da quebra da ligagédo C-C, com retengdo
de carga pelo fragmento alquila. Picos caracteristicos de sucessivas quebras
[CH2]" m/z = 14, como o pico m/z = 57 [C4Ho]". Uma clivagem a a carbonila
elimina a cadeia alquila originando o pico em m/z = 45. O pico em m/z = 60 é

resultante de rearranjo de McLafferty para os acidos (Figura 30).

— — -+ ot

H\
SN 4
0 CHR _CHRCH,
J /K
HO “57‘ HO CH

m/z = 60

Figura 30 — Rearranjo de McLafferty.

O pico em m/z = 85 representa o fragmento alquila [CeH13]" e o m/z = 97 é
originado da perda de uma molécula de H;O do fragmento em m/z = 115. Os
picos em m/z = 213, 199, 185, 157, 129 formam uma sequéncia de fragmentacgéo
caracterizada por aglomerados de picos afastados a perdas sucessivas de

unidade CH,. Na Figura 31 observa-se alguns fragmentos da substancia HS-C1.
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Figura 31 — Alguns fragmentos do composto HS-C1

Com estes resultados foi possivel identificar a substancia HS-C1 como sendo o

acido hexadecandico ou acido palmitico (Figura 32).

\/\/\/\/\/\/\/\C//

Figura 32 — Estrutura do acido palmitico

6.3.2 — Identificacdo do composto HS-C2

O espectro de massas da substancia HS-C2 apresenta pico base em m/z =
41, os fragmentos e suas respectivas massas (Tabela 7) foram comparados com o
da biblioteca de espectros WILEY 229.LIB (Figura 33) e por similaridade de 92%,
constatou-se que correspondia ao acido oléico ou acido 9-octadecendico, cuja

formula molecular é C4gH3405.
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Figura 33 - Comparacao entre os espectros de massas do composto HS-C2 (A) e o composto da

biblioteca (B).

Tabela 7 - Principais fragmentos no espectro de massas da substancia HS-C2.

Massas Fragmentacdao Intensidade relativa(%)
282 [ C1gH3402]" 3,7
264 [ C1gH320]" 9,0
111 [CgH1s]” 11,8
97 [C7H13]" 29,2
83 [CeH11]" 40,8
69 [CsHo] 58,3
55 [CaH7] 95,7
41 [C3Hs] 100

Nos espectros de massas da Figura 33, observa-se que o pico do ion
molecular ndo esta visivel, a sua intensidade relativa € pequena em comparagao

aos demais. O pico do ion molecular dos acidos monocarboxilicos lineares é

pouco intenso (SILVERSTEIN, et al., 2006).
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Os picos em m/z = 41, 55, 69, 83, 97 e 111 correspondem a férmula C,Hzp.4
comn=3,4,5, 6,7 e 8, respectivamente. Obvservou-se picos em intervalos de 14
unidades. O pico em m/z = 264 ¢é originado da perda de uma molécula de H,O do

pico em m/z = 282. Na Figura 34 observa-se alguns fragmentos do composto HS-
C2.

P VN
m/z = 97 ®
/\/\@ /\/\/m/z =83
m/z = 69 ®
S ® /\/m/z = 55
\/m/z =41

Figura 34 - Alguns fragmentos do composto HS-C2.

Na Figura 35 tem-se a estrutura do composto HS-C2, acido oléico.

o]
/\/\/\/\:/\/\/\/\C<

OH

Figura 35 - Estrutura do &cido oléico

6.3.3 — Identificacdo da substancia HS-C3

O espectro de massas da substancia HS-C3 foi comparado com os da
biblioteca WILEY 229.LIB, apresentando o pico em m/z= 228 do ion molecular,

mesmo em baixa intensidade, e o pico base em m/z = 41(Figura 36) caracteristico
de uma fragmentagéo [C3Hs]".

48



GCMS Library

<< Target >>

Line#:1 R.Time:15.375(Scan#:1474) MassPeaks:232 BasePeak:41.00(287132)
RawMode:Averaged 15.342-15.467(1470-1485) BG Mode: Averaged 14.892-15.150(1416-1447)

S -

N f‘
Vbbb Do

i
PN
20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460 500 540 B0 620
Hit#:1 Entry:91661 Library: WILEY229.LTB SL94 Formula:C14 H28 O2 CAS:544-63-8 MolWeight:228
Eg)ér;pName:Tetradecaneic acid (CAS) Myristic acid $$ MYRISTINIC ACID $$ n-Tetradecanoic acid $3 neo-Fat 14 $$ Univol U 3
T %77

A

!
5
t
!
|

129
i “*3”7171175199
e z 221} 251 274 306 325 347 376 397 429443 464 4380492 587 GOG 623 643

SSLCIPEE T A O

|

i 129

‘ I J
|

i
42 u ; l
35T
T 185 228
4 i !!Eﬁu T R Ol B P U e
| w,h, -l : 199
{ |I\l:"““l‘ 'e‘;'r‘l 1 1|‘ T i | ‘ |

il
|

i
|
; T L A i i W ai i

20060 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460 = 500 540 580 | &30 |
Figura 36 — Espectro de massas da substancia HS-C3 (A) e o espectro de massas da biblioteca

(B).

O pico em m/z = 60 é resultante de rearranjo de McLafferty e m/z = 73 é
representado por um fragmento contendo oxigénio, [C3H502]". O pico com m/z =
97 é caracteristico da perda de uma molécula de H,O do fragmento em m/z = 115.
Os picos em m/z = 185, 171, 129, 115 formam uma sequéncia de fragmentacao
caracterizada por perdas sucessivas de [CH,]". A substancia HS-C3 possui
fragmentacdes semelhantes as fragmentagdes do acido palmitico.

Estes fragmentos (Tabela 8) obtidos da substancia HS-C3 foram
submetidos a comparacdo com os espectros de massas da biblioteca WILEY
229.LIB e por similaridade de 94%, constatou-se que correspondia ao acido

miristico (Figura 37) ou acido tetradecandico, cuja férmula molecular € C14H250..
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Tabela 8 - Principais fragmentos no espectro de massas da substancia HS-C3.

Massas Fragmentos | Intensidade relativa(%)
228 [C14H2802] " 6,8
185 [C11H210,]" 13,1
171 [C1oH1902]" 4,4
129 [C7H1302]" 25,7
115 [CeH1102]" 9,2
97 [CeHoO]" 12,1
73 [C3Hs02]" 81,1
60 [C2oH40,]" 77,0
41 [CsHs]" 100

\/\/\/\/\/\/\C//
OH
Figura 37 — Estrutura do acido miristico

6.3.4 — Identificacdo da substancia HS-C4

O espectro de massas da substancia HS-C4 foi comparado com os
espectros de massas da biblioteca WILEY 229.LIB e por similaridade de 92%,
constatou-se que se tratava do acido linoléico, cuja férmula molecular é C4gH3,0,.

Na Figura 38 tem-se a comparacéo dos espectros de massas do HS-C4 e o da
biblioteca.
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Figura 38 — Espectro de massas do composto HS-C4 (A) com o espectro da biblioteca (B)

Na Tabela 9 estdo descritos os principais fragmentos e massas da

substancia HS-C4.
Tabela 9 — Principais fragmentos do espectro de massas da substancia HS-C4

Massas Fragmentos Intensidade relativa (%)
280 [C1gH3202]" 2,3
137 [CioH47]" 4,2
123 [CoH1s]" 7,2
109 [CeH13]" 13,6
95 [C7H1]" 29,6
81 [CeHo]” 52,7
67 [CsH7]" 81,9
55 [C4H7]" 100
41 [C3Hs] 98,0

Os picos em m/z = 41, 55 correspondem a formula C,Hz,.1 com n = 3 e 4,
respectivamente. O pico base em m/z = 55. O pico em m/z = 67 é caracteristico de

fragmento resultante de clivagem alilica. Os picos em m/z = 81, 95, 109, 123, 137
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seguem uma sequéncia de fragmentagao, caracterizada por aglomerados de picos
afastados uns dos outros por 14 unidades de massa (CH;). O pico em m/z = 280 é
o pico do ion molecular que possui baixa intensidade. Na Figura 39 tem-se alguns
fragmentos da substéncia HS-C4. E na Figura 40, a estrutura da substancia HS-

C4, o acido linoléico.
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Figura 39 - Alguns fragmentos do composto HS-C4.

O
\/\/E/E/\/\/\/\C<

OH

Figura 40 - Estrutura do acido linoléico

E sabido que as plantas possuem &cidos graxos em sua composicio,
fazendo parte de suas estruturas celulares (RAMSEWAK et al., 2001). Isto justifica
a presencga destas substancias na andlise fitoquimica da espécie estudada.
Entretanto, para a confirmagao da presenga dos acidos graxos aqui identificados,

se faz necessario calcular o indice de KOVATS.
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6.4 - Fracionamento e identificacdo dos constituintes quimicos do extrato

acetato de etila

Do fracionamento do extrato em AcCOEt realizado por cromatografia em
coluna de silica gel 60 G (70-230mesh) obteve-se trés fragdes principais que foram
submetidas a analise cromatograficas como descrito na Figura 28.

As fragdes HS-1 a HS-7 provenientes do fracionamento CsH1, : AcOEt (4:1 —
1:1) apresentaram-se com caracteristicas oleosas e foram submetidas a
cromatografia CG-MS, porém nao puderam ser identificadas quando comparadas
com compostos do banco de dados da biblioteca WILEY 229.LIB, pois forneceram
espectros com baixa similaridade, e portanto, ndo confiaveis.

As fragbes HS-8, HS-9, HS-10 e HS-12 cromatograficamente idénticas foram
reunidas e fracionadas em coluna cromatografica de silica gel 60 G utilizando o
sistema CH,Cl;:MeOH (5% — 100%). Elas apresentaram-se como uma mistura e
tentativas de cristalizagdo com estas fragbes foram conduzidas em
cloroférmio:acetona (3:2). Obteve-se como constituinte principal a substancia S1. As
demais fragbes foram armazenadas.

A fracdo HS-11, apds recristalizagao, apresentou-se pura e foi submetida a
analises espectroscopicas de ' H-RMN e ' C-RMN para identificacdo estrutural da
substancia S1.

As fragcbes HS-13 e HS-14, cromatograficamente idénticas, foram
submetidas a cromatografia em Sephadex LH-20 utilizando MeOH como eluente,
obtendo-se assim duas substancias puras, S2 e S3. Ambas apresentaram-se como
cristais amarelos e foram identificadas estruturalmente por métodos
espectroscopicos.

As fragdes HS-15 e HS-16 provenientes do fracionamento AcOEt foram
fracionadas em coluna cromatografica de Sephadex LH-20 utilizando como eluentes
AcOEt:MeOH e MeOH, respectivamente. Observou-se a presenca de um
constituinte quimico comum as duas fragdes, cristais amarelos, que foi nomeado

como S4 e submetido a identificacao estrutural.
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6.5 - Analise espectrométrica das substancias isoladas
6.5.1 — Identificacdo da substancia S1
A identificacdo estrutural desta substancia foi realizada por RMN de 'H

(Figura 41 e 42) e "*C. Os resultados das analises espectroscépicas de RMN de "H

da substancia S1 estio descritos na Tabela 10.

Figura 41 — Espectro de RMN de 'H da substancia S1 em DMSO-d..

No espectro RMN de 'H pode ser identificado os sinais &4 5,86 e 5,90 que
indicam a presenga de dois hidrogénios (dois dupletos) caracteristicos de
hidrogénios em anel aromatico e que acoplam entre si em posicdo meta com uma
constante de acoplamento *J = 2,1 Hz (Figura 42), indicando um sistema de AB de

sinais.
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A presenca de um segundo anel aromatico fica evidenciado pela presenca de
um sinal em &y 6,75, cuja integragao corresponde a dois hidrogénios aromaticos e
de um sinpleto em 0dy 6,90 correspondente a 1 hidrogénio. Os valores das
constantes de acoplamento destes prétons nao puderam ser medidos devido a baixa
resolucdo do espectro RMN de 'H.

Através da integracdo, esta bem caracterizada a presenga de quatro
hidroxilas fendlicas em &4 9,04 — 10,8, assim como um sinpleto em 6y 11,8 bem
caracteristico de hidroxila fazendo ligagdo de hidrogénio com uma carbonila (Figura
43).

O sinal 84 3,31 na regido de baixa frequéncia sao caracteristicos de prétons
de metoxila, com a integragéo para 3 hidrogénios. Os sinais em 6y 4,40 (d) e 5,20 (d)
sdo caracteristicos de hidrogénios ndo aromaticos e que acoplam entre si com uma
constante de acoplamento 2J = 9,9Hz (Figura 42), indicando uma configuracéo trans.

Os prétons ndo aromaticos e suas constantes de acoplamento (Tabela 10)
sugeriram que a substancia S1 possui além dos dois anéis aromaticos, um terceiro
anel ndo aromatico substituido. Os dados sugeriram que a substancia S1 tratava-se

de um flavonoide.

Tabela 10 — Deslocamento quimico (5) em ppm e constante de acoplamento (J) em
Hz do composto S1 em DMSO-ds.

Prétons (n°) 8 (ppm) J (Hz)
30CH;3 3,31 (s) -
1H 4,40 (d) %3=99
1H 5,20 (d) % =99
1H 5,86 (d) ‘) =21
1H 5,90(d) 3 =21
2 H 6,75
1H 6,90 (s)
2 OH 9,04
2 OH 10,8
1 OH 11,8 (s)
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Figura 43 — Expanséo do espectro de RMN de 'H da substancia S1 em DMSO-ds. .

Foi feita uma comparacdo com os dados de RMN de 'H da substancia S1
com da taxifolina (KUO et al., 1998). Na Tabela 11 podem ser observados os

resultados dos espectros de RMN de "H.
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Tabela 11 — Comparagdo dos espectros de RMN de 'H da substancia S1 com a

taxifolina.

Préton

Taxifolina’ (acetona-ds)

d (ppm) e J (Hz)

S1 (DMSO-de)
d (ppm) e J (Hz)

H-2 5,03(d) >J =11,4 5,20(d) >J =9,9
H-3 4,63(d) °J =11,4 4,40(d) °J =9,9
H-6 5,94(d) “J =0,8 5,86(d) “J =2,1
H-8 5,98(d) “J =0,8 5,90(d) *J =2,1
H-2’ 7,06(d) “J =1,9 6,90 (s)
H-5 6,82(d) °J =8.1 6,75
H-6' 6,89(dd) °J =8,1 e “J =1,9 6,75
5-OH 11,69(s) 11,8(s); 10,8; 9,04
OCHj3 - 3,31(s)

*
Kuo et al, 1998.

O espectro de RMN de "*C (Figura 44) permitiu identificar um total de 16

sinais, os quais foram atribuidos, de acordo com as informacgdes do espectro DEPT

135°(Figura 45), a presenga de 8 carbonos quaternarios, 7 carbonos metinicos e 1

carbono metilico.

Os dados de RMN de 'H associados aos sinais presentes no espectro de

RMN de "*C em &¢ 196,0, indicativo de uma carbonila (C-4) e na regido de &¢ 96,1 -

95,1 (C-6 e C-8), permitiram identificar esta substancia como sendo uma flavanona

com substituintes OH nas posigcdes 5 e 7 do anel aromatico (Figura 46) (HARBONE

& MABRY, 1982).

A comparacdo dos dados de RMN de "*C de S1 com os citados na literatura

para a substancia taxifolina encontram-se na Tabela 12.
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Tabela 12 — Deslocamentos quimicos de RMN de *C da taxifolina com a

substancia S1.

Carbono Tipo de carbono Taxifolina’ (acetona-dy) S1 (DMSO-ds)
8 (ppm) S (ppm)

2 CH 84,3 81,2
3 CH 73,0 79,6
4 C 198.,0 196,0
5 C 164,8 163,5
6 CH 96,9 96,1
7 C 167,6 167,0
8 CH 95,8 95,1
9 C 164.,0 162,2
10 C 101,4 100,8
1’ C 129,3 127,4
2 CH 115,7 115,4
3 C 145,5 1451
4 C 146,4 146,0
5 CH 115,6 1151
6’ CH 120,7 119,2

OCH; CH;, ; 59,4

Kuo et al, 1998.

5

elﬁﬁjOH
HO\7[//,8“\ |g 0\\ 2 , 91'\“3\;\\\2. 3 OH

° i‘*‘v/lo 3 NOH

OH O

Figura 46 — Estrutura da taxifolina (flavanona)

Na comparagdo dos deslocamentos quimicos entre os dois compostos
(Tabela 12) observou-se que os valores para os carbonos 2, 3 e 4 eram diferentes.

A desprotecado observada de 6,6 ppm do carbono (C-3) da substancia S1
guando comparada ao deslocamento quimico do C-3 da taxifolina, sugeri a presenca

da metoxila nesta posicdo. Magalhdes e colaboradores (1996) isolaram uma
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flavanona (Figura 47) que possui na posi¢do 3 um grupo OCHs;, cujo deslocamento
quimico do carbono (C-3) é &c 82,4 e do carbono do grupo metoxila € ¢ 60,2
proximo dos valores encontrado na substéncia S1, cujo valor € de em 6¢ 79,6 e
59,4.

OCH3 (0]
Figura 47 — Estrutura da (2R,3R)-3,5,6-trimetoxi-[2”,3",7,8,]-furanoflavanonol

Para fundamentar esta proposta foi necessario uma analise espectroscopica
de RMN de "H e *C (bidimensionais). No espectro de 'H — 'H (COSY) (Figura 48) foi
possivel confirmar o acoplamento entre os hidrogénios H-2 e H-3 (acoplamento

vicinal), entre os hidrogénios H-6 e H-8 e os hidrogénios entre &4 6,75 e 6,90.
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Figura 48 — Espectro de 'H-"H (COSY) da substancia S1 em DMSO-ds.

No espectro de RMN de 'H x ™C (HETCOR) (Figura 49) observou-se os

acoplamentos entre os carbonos e hidrogénios a eles diretamente ligados (Tabela

13), confirmando as correlagdes existente.
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Figura 49 — Espectro de 'H x "*C (HETCOR) da substancia S1 em DMSO-ds.

Tabela 13 — Dados de RMN de 'H x "*C (HETCOR) da substancia S1.

C c H
S (ppm) 6 (ppm) e J (Hz)
2 81,2 5,20 (d) %3 =9,9
3 79,6 4,32(d)33=9,9
6 96, 1 5,86 (d) “J = 2,1
8 95,1 5,90 (d) *J=2,1
2 115,4 6,90(s)
5’ 115,1 6,75
’ 119,2 6,75
OCH; 59,4 3,31(s)
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Para confirmar a localizagdo do grupo OCHj3; e as correlagbes a longa
distancia foi necessario o espectro de RMN de 'H x *C (HMBC) ( 2Jch e 3Jcn)
(Figura 50). Observou-se que o hidrogénio (H-3) possui uma correlagdo com o
carbono da metoxila (*Jcn) € consequentemente foi confirmada pelas correlagdes
dos hidrogénios da metoxila com o carbono C-3 (*Jch). Na Tabela 14 verifica-se as

correlagdes.
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Figura 50 - Espectro de ("H x *C-HMBC) da substancia S1 em DMSO-ds.
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Tabela 14 — Dados de RMN de "H e "*C e suas correlacdes ('H x *C ~HMBC)

C/H & H (mult, J (Hz)) | & ™*C (ppm) HMBC (C < H)

2 5,20 (d)%3=9,9 81,2 H-3, H-2’, H-5' e H-6’

3 4,40 (d)%3=9,9 79,6 OCHs, H-2

4 196,0 H-2, H-3

5 163,5 OH-5, H-6

6 5,86 (d) *J=2,1 96,1 H-8, OH-5

7 167,0 H-6, H-8

8 5,90 (d) *J=2,1 95,1 H-6

9 162,2 H-2, H-8

10 100,8 OH-5, H-6

1 127,4 H-3, H-2', H-6', H-2,

, H-5

2 6,90 (s) 115,4 H-2, H-6’

3 146,0 H-5", H-2’

4 145,1 H-5, H-6', H-2’

5 6,75 115,1 H-6’

6 6,75 119,2 H-5", H-2, H-2’
OCH; 3,70 (s) 59,4 H-3

Também pelo espectro de RMN de 'H x "*C(HMBC) foi verificado que os
hidrogénios aromaticos em dy 6,75 e 6,90 estdo correlacionados com os carbonos
C-1" (8¢ 127,4), C- 2’ (8. 115,4), C-3’ (6; 145,1) e C-4’ (6. 146,0) e C-2 (5. 81,2). E
uma correlagdo do hidrogénio em &4 6,90 com o carbono C-6" (3c 119,2). Assim,
conseguiu-se determinar as posi¢cdées dos protons no anel aromatico B da flavanona.

Através dos dados espectroscopicos foi possivel determinar a estrutura da
substancia S1 como sendo 3-metdxi-3,4,5,7-tetraidroxiflavanona (Figura 51). A
substancia S1 é soluvel em acetona e etanol a quente, tem ponto de fusdo de 188-
190°C, [op] + 6 (c=0,5, Me,CO) e formula molecular C4¢H1407. Foi isolada pela
primeira vez do cerne de Salix hultenii (Salicaceae) por Sasaya (1965) que a
denominou de hultenina, cujo ponto de fusdo mediu 208-209°C e [ap] + 6,69°.

Resultados proximos dos valores encontrados.
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Figura 51 - Estrutura da substancia S1 ( 3-metoxi-3,4 ,5,7-tetraidroxiflavanona) - hultenina.

A substancia S1 foi submetida a atividade antimicrobiana, larvicida

antitermitica.
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6.5.2 — Identificag&o da substancia S2

Os dados observados no espectro de RMN de *H da substancia S2 estdo
representados na Tabela 15. Os deslocamentos quimicos, a integracdo e a
constante de acoplamento permitiram identificar os tipos de prétons, quantidade e

suas posicoes (Figura 52).

Tabela 15 - Deslocamento quimico (3) em ppm e constante de acoplamento (J) em

Hz da substancia S2 em acetona-ds.

Prétons (n°) & (ppm) J (Hz)
1H 4,62 (d) 3=114
1H 5,02 (d) 3 =114
1H 5,95 (d) ‘=18
1H 5,99 (d) J=18
1H 6,87 (d) %) =84
1H 6,92 (dd) %J=8,4e%)=18
1H 7,08 (d) =18
30H 8,63
1 OH 11,7 (s)
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Figura 52 — Espectro de RMN de 'H da substancia S2 em acetona-ds.

Os sinais em &y 4,62 (d) e 5,02 (d) sdo caracteristicos de hidrogénios ndo
aromaticos e que acoplam entre si com uma constante de acoplamento 3J = 11,4Hz.
Os sinais 6y 5,95 e 5,99 sdo caracteristicos de hidrogénios em anel aromatico
tetrasubstituido que acoplam entre si em posicdo meta com uma constante de
acoplamento *J = 1,8 Hz (sistema do tipo AB) (BREITMAIER, 2002).

Foi observado ainda na regido de hidrogénios aromaticos, formando um
sistema do tipo ABX, dois dupletos em &4 6,87 (3J = 8,4 Hz) e &4 7,08 (*J = 1,8 Hz).
E um duplo dupleto em & 6,92 (3J = 8,4 Hz e *J = 1,8 Hz), indicativos da presenca
de um segundo anel aromatico trisubstituidos. A presenca de dois grupos OH
caracteristicos de hidroxilas fendlicas em 6y 8,63 e outro em 6y 11,7 foi bem
evidenciada. O sinal que representa a hidroxila fendlica em &4 11,7 € caracteristico
de hidroxila formando ligagcado intramolecular com a carbonila (Figura 53 e Figura
54).
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Figura 54 — Expans&o do espectro de de RMN de ‘H da substancia S2 em acetona-ds.

Na Figura 55 pode ser observado o deslocamento quimico do espectro de
RMN de *C da substancia S2 e listados na Tabela 16.
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Figura 55 — Espectro de espectro de RMN de **C da substancia S2 em acetona-ds.

Através do espectro de espectro de RMN de *C da substancia S2 foi
possivel identificar um total de 15 carbonos. Os dados obtidos na literatura de Kuo e
colaboradores (1998) que isolaram a taxifolina, permitiram fazer a comparagao com

os resultados obtidos da substéncia S2 (Tabela 16).
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Tabela 16 - Comparacéo do espectro de RMN de *3C da taxifolina com a substancia

S2 ambos em acetona-dg .

Carbono | Tipo de carbono | Taxifolina’ S2
5 (ppm) | d (PPM)

2 CH 84,3 84,1
3 CH 73,0 12,7
4 C 198,0 197.,8
5 C 164,8 164,6
6 CH 96,9 96,6
7 C 167,6 167,6
8 CH 95,8 95,6
9 C 164,0 163,7
10 C 101,4 101,12
1T C 129,3 129,3
2 CH 115,7 1154
3 C 145,5 145,4
4 C 146,4 146,2
S CH 115,6 115,3
6’ CH 120,7 120,4

*

Kuo et al., 1998.

Observou-se que existe um pequeno desvio de 0,3ppm dos deslocamentos
do espectro de RMN de *C da substancia S2 com o da taxifolina, assim como os
resultados dos espectros de *H-RMN que podem ser verificados na Tabela 17.
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Tabela 17 — Comparacéo dos espectros de RMN de *H da substancia S2 com o da

taxifolina, ambos em acetona-de.

Préton

Taxifolina’

d (ppm) e J (Hz)

S2
d (ppm) e J (Hz)

H-2

5,03(d) °J =11,4

5,02(d) °J =11,4

H-3

4,63(d) *J =11,4

4,62(d) *J =11,4

H-6

5,94(d) “J =0,8

5,95(d) “J =1,8

H-8

5,98(d) *J =0,8

5,99(d) *J =1,8

H-2'

7,06(d) *J =1,9

7,08(d) *J =1,8

H-5

6,82(d) °J =8.1

6,87(d) *J =8,4

H-6

6,89(dd) *J =8,1 e *3=1,9

6,92(dd) %3 =8,4 e “3=1,8

5-OH

11,69(s)

11,70(s)

*

Kuo et al, 1998.

Observou-se que na substancia S2 os protons H-2 e H-3 em regidao de

prétons alifaticos, acoplam entre si com 3J = 11,4Hz, indicando uma configuracéo

trans assim como os protons da taxifolina (Figura 56). Os dados espectrais de RMN

de 'H e *C da substancia S2 e a comparacédo com os dados da literatura foram

satisfatorios para identificagcdo. Desta forma, foi possivel confirmar que a substancia

S2 tratava-se da taxifolina. Formula molecular CisH1207, solivel em acetona e

etanol.

Figura 56 — Estrutura da substancia S2 - taxifolina
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6.5.3 — Identificag&o da substancia S3

A identificacdo da substancia S3 foi realizada com base nos dados obtidos
dos espectros de RMN de 'H e "*C-RMN. Na Tabela 18 pode ser observado o

resultado da analise espectroscopica de RMN de 'H da substancia S3.

Tabela 18 - Deslocamento quimico (§) em ppm e constante de acoplamento (J) em

Hz dos sinais de préton da substancia S3 em acetona-ds.

Prétons (n°) & (ppm) J (Hz)
1H 6,26 (d) ‘) =18
1H 6,52(d) ‘=18
1H 6,99 (d) 3] =85
1H 7,69 (dd) ) =18e3%) =85
1H 7,82 (d) ‘) =18
40H 8,71
1 OH 12,18

Os sinais em 6y 6,26 e 6,52 (dupletos), formando um sistema do tipo AB, sdo
caracteristicos de hidrogénios aromaticos e que acoplam entre si em posi¢gao meta
com uma constante de acoplamento *J = 1,8 Hz, indicando a presenga de um anel
aromatico tetrasubstituidos, da mesma forma que as substancias S1 e S2, com
hidroxila nas posi¢cbes 5e 7.

O sinal em 64 6,99 (dupleto) também é caracteristico de hidrogénio aromatico
e possui uma constante de acoplamento °J = 8,5 Hz, indicando acoplamento orto.
Em &4 7,69 (duplo dupleto) ha um préton que acopla em posigcéo orto e meta com
constantes de acoplamento 3] = 85e 43 = 1,8 Hz, respectivamente. E em &y 7,82
tém-se um préton com acoplamento *J = 1,8 Hz, posicdo meta no anel aromatico.
Esta andlise indica a presenga de um segundo anel aromatico com sistema do tipo
ABX, semelhante as substancias S1 e S2 com hidroxilas nas posicdes 3’ e 4'.

O sinal em &4 8,71 é caracteristico de grupo hidroxila fendlico e pela
integracdo constata-se a presenga de quatro grupos hidroxila e outro em 6y 12,18

caracteristico de hidroxila fazendo ligagédo intramolecular com a carbonila (Figuras
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57 e 58). Neste espectro foi observada a auséncia dos dois dupletos na regido de
protons alifaticos que foram evidenciados nos espectros de RMN de 'H das
substancias S1 e S2. Desta forma, estes dados sugerem diferengas significativas no

anel C.

R
mmmmmm

Figura 58 — Expans&o do espectro de RMN de 'H da substancia S3 em acetona-ds.
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Foi observado no espectro de RMN de °C a presenca de 15 sinais atribuiveis
a um flavondide (Figura 59) e a auséncia de sinais na regido entre ¢ 72,1 e 84,1,
confirmando diferengcas no anel heterociclico da substancia S3 quando comparada
com S1 e S2. A presenga dos sinais em 3¢ 136,8 e 148,4 sugeriram que S3 se
tratava de um flavonol.

ApoOs a comparacdo com os resultados obtidos por Chen e colaboradores
(2008) constatou-se a semelhanga com o deslocamento quimico da quercetina. Na
Tabela 19 pode-se verificar a comparacdo dos resultados de RMN de '*C da

substancia isolada S3 com os da literatura citada.
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—_30.434
30.173
?9:555
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165,047
148.401
146.993
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— 123.804
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94.502

176.620
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157.805
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190.276
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Figura 59 — Espectro de RMN de "*C da substancia S3 em acetona-ds.
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Tabela 19 - Comparagado do espectro de RMN de *C da quercetina em CD3;OD com

a substancia S3 em acetona-ds.

Carbono Quercetina’ S3
8 (ppm) 8 (ppm)
2 147 4 148,4
3 135,9 136,8
4 175,9 176,6
5 161,2 162,4
6 97,9 99,2
7 164,2 165,0
8 93,0 94,5
9 156,8 157,8
10 103,2 104,2
1’ 122,8 123,8
2 114,6 115,8
3 146,6 147,0
4 1449 145,9
5 114,9 116,3
6’ 120,3 121,5

*Chen et al., 2008.

Na Tabela 20 também observa-se a comparacdo dos resultados

espectrocdpicos de RMN de 'H da substancia S3 com o da quercetina.
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Tabela 20 - Comparacéo dos espectros de "H-RMN da substancia S3 em acetona-de

com o da quercetina em CD3;0D.

Préton Quercetina’ S3
5 (ppm) e J (Hz) 5 (ppm) e J (Hz)
H-6 6,18(d) “J =1,7 6,26(d) “J =1,8
H-8 6,38(d) “J =2,4 6,52(d) “J =1,8
H-2’ 7,73(d) “J=2,3 7,82(d) “J =1,8
H-5 6,88(d) °J =8,6 6,99(d) *J =8,5
H-6' 7,63(dd)°J =8,5e%3=3,2 | 7,69(dd)°J=8,5e ) =1,8

*Chen et al., 2008.

E possivel, depois dos resultados obtidos e comparados, afirmar que a
substancia S3, soluvel em acetona, cuja férmula molecular C4sH1007, € a quercetina
(Figura 60), com ponto de fusdo experimental de 310-312°C e o da literatura de 314-
316°C.

OH @)

Figura 60 — Estrutura da substancia S3 — quercetina.

A substéncia S3 - quercetina foi submetida a teste de atividade bioldgica.
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6.5.4 — Identificagdo da substancia S4

A identificacdo estrutural da substancia S4 foi realizada por RMN de 'H e
3C, bem como pelos métodos bidimensionais associados a eles (COSY, HETCOR,
HMBC). Os resultados das analises espectroscdpicas de RMN de 'H da substancia

S4 estao descritos na Tabela 21.

Tabela 21 - Deslocamento quimico (3) em ppm e constante de acoplamento (J) em

Hz dos sinais de prétons da substancia S4 em DMSO-ds.

Prétons (n°) & (ppm) J (Hz)
1H 2,37 (dd) °J=16,2e°)=7,8
1H 2,65 (dd) 2J=16,2 e °J =5,1
OCHj3 3,70(s)
1H 3,84 (m)
1H 4,53 (d) %) =72
1H 4,94
1H 5,85 (d) ‘=21
1H 5,97 (d) ‘=21
1H 6,59 (dd) °J=8,1e%=2,1
1H 6,70 (d) %) =8,1
1H 6,72 (d) “J=21
1 OH 8,88
1 OH 8,90
10H 9,23

Através dos deslocamentos quimicos e integracéao, verificou-se a presencga de
5 hidrogénios em regiao de aromaticos entre o4 5,85 e 6,72. Entre 64 5,85 e o4 5,97
observa-se dois dupletos atribuidos a hidrogénios em acoplamento meta com 4=
2,1 Hz indicando um anel aromatico A com mesmo padrdo de substituicdo das
substancias S1, S2 e S3. Semelhangas entre as substancias também foram
observadas com relagédo ao anel B, pois foi observado dois dupletos (64 6,72 com 4J
= 2,1 e em 84 6,70 com J = 8,1) e um duplo dupleto (54 6,59 3J = 8,1 e *J = 2,1),
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formando um sistema do tipo ABX referentes aos hidrogénios H-2', H-5 e H-6’,
respectivamente. Nesta regido constatou-se ainda a presenga de trés hidroxilas
fendlicas em 6y 8,88 — 9,23 (Figura 61 e 62).

Os sinais oy 2,37 e 2,65 em regido de baixa frequéncia, indica a presenga de
2 hidrogénios metilénicos (CHz) e um sinal em 3y 3,70 com integracdo para 3
hidrogénios, indicando a presenca de um grupo metoxila (OCH3;) (Figura 62 ). Por
integracdo, na regiao de protons alifaticos observa-se ainda a presenga de um

préton em oy 3,84 e em oy 4,94 um proton carbindlico.

T Jr
— JLLJ\ ”l“.‘“‘"—.J UJ.‘L‘."T

10 9 8 7 6 4

L . . . L . . L i
.18 20,03 5.37 26.17 E.58
10.28 13.10 6.56 .68

Figura 61 — Espectro de RMN de 'H da substancia S4 em DMSO-ds.
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Figura 62 — Expansao do espectro RMN de 'H da substancia S4 em DMSO-ds.

Os prétons ndo aromaticos e suas constantes de acoplamento (Tabela 21)
sugerem que a substancia S4 possui, um terceiro anel substituido. Os resultados
foram comparados com os resultados dos espectros de 'H-RMN (200MHz) de um
flavanol encontrado por Bilia e colaboradores (1996). Na Tabela 22 observa-se que
os préotons da substancia S4 possuem deslocamento quimico semelhante aos

prétons do flavanol (Figura 63) correspondente na literatura.
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Tabela 22 — Comparacgdo dos espectros de RMN de 'H da literatura com os
encontrados na substancia S4.

Préton d (ppm) e J (Hz)
Literatura’ (CD3;OD) S4 (DMSO0)

OCHj 3,96 (s) 3,70(s)

H-2 4,56(d) °J=7,6 4,53 (d)°J=7,2
H-3 3,98(m) 3,84(m)
H-4a 2,50(dd) °J =8,2 e 2J =16, 1 2,37(dd) *J = 7,8e 23 =16,2
H-4b 2,84(dd) °J =5,4 e “J =16, 1 2,65 (dd) °J =5,1 e °J =16,2
H-6 5,85(d) *J =1,9 5,85 (d) “J=2,1

H-8 5,97(d) 3 =1,9 5,97 (d) *J =2,1
H-2 6,84(d) “J =1,9 6,72 (d) *J =2,1
H-5 6,74 (m) 6,70 (d) °J =8,1
H-6 6,74 (m) 6,59 (dd)“*J=2,1¢e>]=8,1

‘Bilia et al, 1996.

Analisando os espectros de RMN de 'C-APT (Figura 64) foi possivel

identificar o deslocamento quimico e os tipos de carbonos presentes na substancia

Figura 63 — Estrutura da 7-metoxi-(+)-catequina.

S4 que estao demonstrados na Tabela 23.
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Figura 64 — Espectro de '*C- (APT) da substancia S4 em DMSO-d.
O espectro de RMN de *C (Figura 65) mostra 15 sinais. Como ha dois sinais
sobreposto em 144,99, identifica-se pela intensidade do sinal do carbono

quaternario, tem-se o total de 16 atomos de carbonos, dos quais 7 carbonos sao

quaternarios, 1 carbono metilico, 7 carbonos sdo metinicos e 1 carbono metilénico.
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Na Tabela 23 podem ser observados os resultados obtidos por Bilia e
colaboradores (1996) e os encontrados nos espectros de RMN de "*C da substancia
S4.
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Figura 65 — Espectro de RMN de °C da substancia S4 em DMSO-ds.
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Tabela 23 — Comparagéo dos espectros de ">C-RMN da literatura do flavanol em

CD3;0D com a substancia S4 em DMSO-dg.

Carbono | Tipo de Carbono flavanol S4
6 (ppm) S (ppm)

2 CH 82,7 81,0

3 CH 68,8 66,1

4 CH; 28,4 27,5
5 C 157,0 157,0

6 CH 94,7 95,1

7 C 160,8 158,3

8 CH 94,0 91,7

9 C 156,9 155,1

10 C 102,7 99,9
1 C 132,0 130,5
2 CH 115,1 114,5
3 C 145,1 144.,9
4 C 1451 1449
5 CH 115,8 115,2
6’ CH 120,0 118,4

OCHjs CHs 55,0 55,2

As técnicas bidimensionais (COSY, HETCOR) foram

confirmagao dos acoplamentos entre os 'H-"H e "H - ©°C.

realizadas para

Na Figura 66 tem-se o espectro de 'H-'H (COSY) da substancia S4 em

DMSO-ds que confirma o acoplamento entre os protons H-4a e H-4b (acoplamento

geminal); H-2 e H-3 (acoplamento vicinal); também o acoplamento entre os prétons

H-6 e H-8.
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Figura 66 — Espectro de "H-"H (COSY) da substancia S4 em DMSO-ds.

No espectro *C-'H (HETCOR) (Figura 67) através das correlacdes pode-se
confirmar as atribui¢des dos deslocamentos quimicos proposta para substancia S4.
O C-4 (27,52 dc) apresenta correlagdo com dois dupletos (2,36 e 2,63 d4). O
carbono do grupo metoxila correlaciona-se com os 3H (3,68 64 ). O C-3 correlaciona-
se com 1H em 3,80 64 e C-2 com 1H em 4,51 84, confirmando assim, o anel néo
aromatico do flavanol. Também pode-se confirmar o anel aromatico, C-6 e C-8

correlacionando-se com 5,84 e 5,96 &4 (sistema do tipo AB). Os carbonos C-2’, C-5’
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e C-6’ correlacionam-se com os outros protons em regidao de aromatico (6,72, 6,70,

6,59 &n).
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Figura 67 — Espectro de *C-'H (HETCOR) da substancia S4 em DMSO-ds.

Foi necessario definir a localizagdo do grupo metoxila e confirmar outras
conectividades através do espectro de RMN de 'H x "*C (HMBC). Observa-se na
Figura 68 que os prétons da metoxila acoplam (*Jch) com o carbono quaternario de
deslocamento quimico 158,3 ¢ (C-7). O préton H-2 ( 4,53 8) tem conectividade com

os carbonos C-2’, C-5’, C-6’ e C-1’), permitindo assim confirmar a proposta feita para
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o segundo anel aromatico. Na Tabela 24 observa-se os dados de 'H x "*C (HMBC)

da substancia S4.
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Figura 68 - Espectro 'H x ">C(HMBC) da substancia S4 em DMSO-ds.
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Tabela 24 — Dados de RMN de 'H e "*C obtido da substancia S4 em DMSO-ds.

C/H & 'H (mult, J (Hz))  |5"°C (ppm) 'H x ®C(HMBC)
2 453(d)%=72 81,0 |H-4aeH-4b,H-2',H-6, H-5
3 3,84 (m) 66,1 |H-4a eH-4b, H-2
4a | 2,37(dd)%J=78e%)= 275 |H-2
4b 16,2

2,65 (dd) (dd)%J=5,1¢e
2)=16,2
5 157,0 |H-4aeH-4b, H-6
6 5,85 (d) “J = 2,1 951 |H-8
7 158,3 |OCHj, H-8
8 5,97 (d) *J = 2,1 91,7 |H-6
9 155,1 |H-4a e H-4b, H-2, H-8
10 99,9 |H-4a eH-4b, H-8, H-6
1 130,5 |H-2, H-2’, H-5’
2 6,72 (d) " = 2,1 114,5 |H-2
3 144,9 |H-2', H-5', H-6'
4 1449 |H-2',H-5, H-6'
5 6,70 (d) °J =8,1 1152 |H-6’
6 6,59 (dd)1=2,1¢e°J 118,4 |H-2,H-2", H-5
=8,1
OCHj 3,70 (s) 55,2

Comparando os resultados obtidos com os da literatura descritos por Bilia e
colaboradores (1996), a substancia S4 € o flavanol, derivado da catequina, é o 7-
metoxi-(+)-catequina, com ponto de fusdo 210-212°C, [a]p + 10 (c = 0,5, Me,CO),
férmula molecular C1H1606 , formula estrutural demonstrada na Figura 69, soluvel
em acetona e etanol a quente. Na literatura citada foi calculado apenas [a]p + 15 (Cc =
0,6, Me,CO).
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Figura 69 — Estrutura da 7-metdxi-(+)-catequina.

A catequina € um representante importante do grupo dos flavan-3-6is e exibe
inumeros efeitos bioldgicos incluindo agao antiviral, antioxidante, antitrombdtica
(NEIVA et al, 2003). A substancia S4 foi submetida a testes bioldgicos.
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6.6 — Teste de atividade antimicrobiana

Foi observado nos testes de atividade antimicrobiana que os extratos em
AcOEt e MeOH, apresentaram uma maior atividade quando comparados com o

CeH12 para as bactérias testadas (Tabela 25).

Tabela 25 - Atividade antimicrobiana dos extratos brutos de H. stigonocarpa com

halos de inibicdo em milimetros (mm) nas concentragdes de 100 e 300 pg/mL.

) _ CeH12 AcOEt MeOH
Microorganismos 100ug/imL 300pg/mU 100ug/mL 300ug/mL| 100pg/mL  300ug/mL
Staphylococcus aureus 10 15 ) ) 10 20
Bacillus subtilis 16 - 14 22 16 21
Enterobacter aerogenes - - 10 16 - 10
Escherichia coli - - 10 14 - 9
Mycobacterium smegmatis ) ) 23 30 19 23

Pettit e colaboradores em 2002 isolaram das folhas de H. palustris flavondides
com acao antimicrobiana. Desses flavondides, a luteolina e o crisoeriol possuem
atividade frente a bactéria Gram-positiva, Enterococcus faecalis, e a bactéria Gram-
negativa, Neisseria gonorrhoeae.

Baseados nestes resultados e também nas atividades dos extratos de H.
stigonocarpa, testou-se a atividade antimicrobiana de S1 e S4 buscando a
concentragdo minima inibitoria (CMI) frente a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus, no qual obteve-se o valor de 128 yg/mL para ambos, sendo os resultados
significantes, pois substancias com CMI entre 100 e 500 ug/mL sao consideradas
moderadamente ativas (HOLETZ et al., 2002).

O teste com os fungos fitopatégenos, apenas foi realizado com os extratos
brutos. O extrato CgH12 na concentragdo de 4500ug/mL apresentou uma inibigao

frente ao F. moniliforme (2291) (Figura 70 ), com halo de inibicdo de 25mm. Com
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este resultado o extrato em CgHi2, € considerado bom antifungico frente ao F.
moniliforme, pois possui uma halo de inibi¢do > 16mm (MAHESH & SATISH, 2008).

Figura 70 - Efeito antifungico do extrato CgH+, frente ao F. moniliforme

O extrato em CgH12 contém os acidos graxos que possuem atividade frente a
fitopatogenos (WALTERS, et al., 2004). Liu e colaboradores (2008) constataram que
a atividade de varios acidos graxos, entre eles, os acidos miristico, oléico, lindleico,

L

dos fungos.

6.7 - Teste de atividade larvicida

Apenas o extrato bruto CgH+2 apresentou atividade frente a larva do mosquito
A. aegypti com valor de DLsy, 296 ppm. Neste extrato foram identificados os acidos
palmitico, miristico, oléico, linoléico que possuem comprovada atividade larvicida
frente ao A. aegypti (RAMSEWAK et al., 2001; LEITE et al., 2009). O valor da DLsg
para o extrato CgHq foi considerado significativo por se tratar de extrato bruto.
Extratos brutos s&o considerados ativos frente a larva do mosquito A. aegypti ,
quando a DLsy < 500 ppm (CICCIA et al., 2000). O valor da DLsy foi calculado

estatisticamente (Probit Analysis) e construida a curva dose x resposta (Figura 71).
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Figura 71 — Curva dose x reposta do extrato cicloexano frente ao A. aegypti.

O extrato em AcOEt ndo apresentou atividade larvicida, porém um dos
flavondides isolados (S1) deste extrato, apresentou atividade com o valor DLsg 237
ppm, calculado estatisticamente (Probit Analysis). Na Figura 72 tem-se o grafico da
curva dose x resposta da substancia S1. Flavonoides possuem atividade larvicida
frente ao A. aegypti , entretanto, dos citados na literatura todos possuem DLsg < 123
ppm (HO et al., 2003; RAJKUMAR & JEBANESAN, 2008). Nenhum estudo de

atividade bioldgica foi conduzido anteriormente com a substancia S1.
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Figura 72 — Curva dose x reposta da substancia S1 frente ao A. aegypti.
6.8 — Teste de atividade antitermitica

Na Figura 73 pode-se verificar a porcentagem de sobrevivéncia dos N.

corniger quando expostos aos extratos brutos do cerne de H. stigonocarpa.
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Figura 73 - Efeito dos extratos da Madeira de H. stigonocarpa frente ao N. corniger. Extrato cicloexano (A),
AcEOt (B) e extrato metandlico (C). Com concentragdes de 6,25 (o), 12,5(m), 25(A), 50(c) e 100 (o) mg/mL

Controle negativo (x) em A com cloroférmio e B e C em acetona. Os pontos estédo representados com média do
desvio padrao.

Todos os extratos apresentaram atividade frente aos térmitas. Os flavondides,
taxifolina e quercetina, presentes no extrato em AcOEt, possuem atividade
“antifeedant” (inibi a alimentagado) frente aos térmitas (MARIMOTO et al., 2000 ;
OHMURA et al.,, 2000). Isto justifica a atividade do extrato em AcOEt e dos
compostos isolados, ndo toxicos, nem repelentes. O extrato CgHi2 foi 0 que
apresentou maior atividade; durante a realizacdo do teste foi constatado que este
extrato ndo possui toxicidade, nem repeléncia, acreditando assim, que também deve
ter atividade “antifeedant”, apesar dos constituintes quimicos nao serem flavonéides.
Como os acidos graxos possuem atividade larvicida e antimicrobiana, é provavel que
também possuam atividade frente aos cupins. O extrato MeOH apresentou fraca

atividade frente aos cupins comparado com os demais.

6.9 - Teste de biodegradacao da madeira pelo fungo de podridao-branca

No estudo de biodegradagdao da madeira in vitro, pelo fungo da espécie

Phanerochaete chrysosporium, responsavel pela podridao-branca, foi observado que
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H. stigonocarpa apresentou resisténcia a proliferacdo do fungo. Na madeira para
controle abiético n&o foi verificado qualquer alteragao.

Observou-se que P. chrysosporium cresce melhor na madeira livre de
extrativo do que na madeira com extrativos, no entanto o padrao de crescimento do
fungo varia de acordo com o tipo de madeira. A resisténcia natural das madeiras é

conferida pelos seus metabolitos secundarios (OLIVEIRA et al., 2005).

6.10 - Determinacédo de Fendis Totais

O método de Folin-Ciocalteau foi o utilizado para determinar a quantidade de
fendis totais, através da equagao da reta (6) obtida da curva padrao do acido galico
(Figura 74) e expressa em mg de equivalentes de acido galico (EAG) / g de extrato.
Sendo o coeficiente de correlacéo para a curva obtida de R? = 0,91423.

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

Y=0,00881X + 0,04226 (6)

As absorbancias medidas para as amostras estdo representadas pelo Y e as

concentragdes dos fendis totais em ug/mL, pelo X.

0.5 - Y =0,04226+0,00881 X
R’=0,91423 /
v -
0.4 -
. . -~
m 0.3 ’
] -~
=
8 -
E 0.2
<
0,1 5
0,0 T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Concentragdopg/mL

Figura 74 - Grafico da curva padrao do acido galico
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Os valores de fendis totais estdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26 - Quantificagdo de fendis totais em equivalente de acido galico.

Amostras Fenaois totais
Delonix regia 0,092 £ 0,007
Hymenaea stigonocarpa 0,248 + 0,009

Equivalente de acido galico (EAG) em mg/g do extrato da amostra.

E possivel observar que H. stigonocarpa apresenta maior quantidade de
fendis totais que Delonix regia, utilizada como padrao, que segundo a literatura
apresenta uma baixa resisténcia a degradacdo (MENEGHETTI, 2003). Segundo
Queiroz e colaboradores (2002) uma elevada quantidade de extrativos fendlicos &
um dos principais responsaveis pela resisténcia natural de madeiras a degradagao

quimica e biolégica.

6.11 - Determinagéo de Lignina Insoluvel e Soluvel

Na determinagdo de lignina insoluvel em acido descrita na Tabela 27,
observa-se que D. regia apresenta um percentual mais baixo que a H. stigonocarpa.
Segundo os valores da literatura a lignina insoluvel na madeira varia entre 26,0 -

35,6 %. Os resultados deste trabalho condizem com os dados da literatura.

Tabela 27 - Percentual de lignina total.

Amostras LS (%) LI (%) LT (%)
D. regia 0,3+0,1 220+1,0 2231
H. stigonocarpa 06+04 27,0+1,0 28,0+ 1

LS — lignina soluvel LI — lignina insoltvel LT — lignina total

As espécies de H. courbaril e H. parvifolia apresentaram 30,3 e 28,4 % de
lignina insoluvel respectivamente (SANTANA & OKINO, 2007). Sabe-se que a
lignina é o terceiro maior constituinte das madeiras. Sendo um dos responsaveis
pela resisténcia das madeiras, uma vez que sua composicdo quimica é formada de

grupos fendlicos. Compostos estes, que sao toxicos para organismos xiléfagos.
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Portanto, o valor mais elevado de lignina insoltuvel encontrado para H. stigonocarpa
pode ser um dos fatores responsaveis pela resisténcia desta madeira.

A analise de lignina soluvel (Tabela 27) forneceu como resultado que, a
madeira com maior valor de lignina soluvel foi H. stigonocarpa. Segundo Santana e
Okino (2007) os valores obtidos para 36 espécies de madeiras tropicais variaram
entre 0,66% e 1,81%. Os resultados obtidos neste trabalho enquadram-se com os
obtidos na literatura para lignina soluvel (SANTANA & OKINO, 2007).

Os valores de lignina soluvel bem como fendis totais encontrados para H.
stigonocarpa foram maiores quando comparados com D. regia. Estes resultados
comprovam que H. stigonocarpa € madeira de alta resisténcia ao ataque de
organismos xiléfagos.

Todos os resultados obtidos s&o inéditos se tratando do cerne de H.

stigonocarpa.

6.12 — Teor de umidade de Hymenaea stigonocarpa

Os resultados do teor de umidade demonstraram que H. stigonocarpa
apresentou um valor de umidade relativamente baixo quando comparada com a D.
regia (Tabela 28).

A presenga de agua na madeira influi na diminuicdo da resisténcia fisica e
bioldgica e favorece o crescimento dos organismos xil6fagos (KLOCK, et al., 2005).
Segundo Gonzaga (2006) o crescimento de fungos apodrecedores é favorecido pelo
teor de umidade acima de 20%. Porém, verificou-se que madeira com teor de
umidade menor que 20% como D. regia, sofre ataque de organismos xil6fagos.

Apenas o teor de umidade nao é suficiente para identificar a resisténcia da madeira.

Tabela 28 - Percentual de umidade das madeiras

Amostras Umidade (%)
Delonix regia 13,0 £ 2,00
Hymenaea stigonocarpa 9,60 £ 0,05
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7 — CONCLUSOES

X/
L X4

O extrato cicloexano do cerne de H. stigonocarpa possui atividade biolégica
antimicrobiana, larvicida e antitermitica.

Os extrato AcOEt e MeOH de H. stigonocarpa possuem atividade
antibacteriana e antitermitica.

A abordagem fitoquimica indicou a presenca de flavondides, esterdides e
terpenos no cerne de H. stigonocarpa.

Todos compostos isolados s&o inéditos no cerne de H. stigonocarpa, uma vez
que nao ha estudo anterior com o cerne desta planta.

Os flavonodides, 7-metoxi-catequina, hultenina, taxifolina e quercetina, foram
identificados através dos espectros de RMN de 1H e *C uni e bi-
dimensionais.

A substancia S1 é uma flavanona (3-met6xi-3',4’,5,7-tetrahidroxiflavanona)
com atividade larvicida frente ao A. Aegypti.

Os acidos graxos palmitico, miristico, oléico e linoléico, foram identificados
por CG-MS provenientes do extrato ciclohexanico. E possuem atividade
larvicida frente ao A. aegypti bem como ao fungo fitopatégeno F. moniliforme.
O teor de fendis totais associado aos metabdlitos secundarios presentes no
cerne da madeira sdo os responsaveis pela resisténcia das madeiras ao

ataque de organismos xiléfagos.
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Antitermitic activity of extractives from three Brazilian hardwoods timber known for their high resistance to
biodegradation, Bowdichia virgilioides, Anadenanthera colubrina, and Hymenaea stigonocarpa, were evaluated
in laboratory tests against termites Nasutitermes corniger. The data obtained in this study suggest that
all extracts tested contained antitermitic compounds against this termite species. Alkaloidal extract from
B. virgilioides heartwood exhibited the highest antitermitic activity (LCso = 7.2 mg ml~! after 4 days) followed
by cyclohexane extracts from the same species (LC5o = 12.2 mg ml~! after 4 days) and H. stigonocarpa
heartwood (LCso = 11.9 mg ml~! after 4 days) and ethyl acetate extract from Anadenanthera colubrina wood
(LCso = 17.3 mg ml ! after 4 days). Exposure of N. corniger to the other extracts from A. colubrina wood and
H. stigonocarpa heartwood resulted in a higher termite survival rate than for the above mentioned extracts,
but still reduced the survival of termites compared to a corresponding control. Only B. virgilioides cyclo-
hexane extract presented repellent properties. The termite resistance of these hardwoods can be attributed
to antitermitic activity of secondary metabolites present in the extracts.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

One of the limiting factors for the widespread utilization of wood
species is wood’s low resistance to biodegradation (Bultman et al.,
1979; Deka et al, 2002; Paes et al, 2003). Termites are insects
that cause serious damage to wooden structures, because the main
structural polymer of wood, lignocellulose, is efficiently digested by
their hindgut protozoa or bacteria (Breznak, 1982; Breznak and Brune,
1994). Damage caused by termites Nasutitermes, Coptotermes, and
Reticulitermes historically has been a concern of researchers world-
wide. Korb (2007) estimated annual damage caused by termites at
about U.S. $50 billion worldwide. In the city of Sao Paulo, Brazil, alone,
a 20-year loss of $3.5 billion was incurred (Lelis, 1994).

Nasutitermes corniger Motschulsky (Isoptera, Termitidae) is one
the most widely distributed species of termites, being found from
the south of Mexico to the south of Brazil and the north of
Argentina. N. corniger is highly adaptable to colonization in urban,
agricultural, and natural environments, and in many places it is
a dominant species. This species consumes wood in almost any

* Corresponding author. Tel.: +55 8121268347; fax: +55 8121268346.
E-mail address: marcia.nascimento@ufpe.br (M.S. Nascimento).

0964-8305/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ibiod.2009.07.009

form, as hardwoods and softwoods that are dry, wet, or partially
decayed (Scheffrahn et al., 2002, 2005).

The traditional method of combating termites involves the use
of synthetic chemical products. These insecticides, today mainly
organophosphates and pyrethroids, are quite harmful to human
health and to the environment (Cabrera et al.,, 2001). For these
reasons there is increasing interest in compounds from extractives
of non-biodegradable woods as alternatives for controlling termites
(Carter et al., 1978; Reyes-Chilpa et al., 1995; Watanabe et al., 2005;
Morimoto et al., 2006; Cheng et al., 2007; Ragon et al., 2008).

There are several properties that determine wood’s natural
resistance to termite attack. It is known that extractives may be toxic,
repellent, or distasteful to termites (Scheffrahn, 1991; Escoubas et al.,
1995; Lajide et al., 1995; Cabrera et al., 2001; Ragon et al., 2008). This
is due to the presence of chemical constituents residing in the
lignocellulosic tissue such as flavonoids (Reyes-Chilpa et al., 1995;
Ohmura et al., 2000; Chen et al., 2004; Morimoto et al., 2006),
terpenoids (Kawaguchi et al.,, 1989; Chang et al., 2001; Watanabe
et al., 2005), quinones (Carter et al., 1978; Ganapaty et al., 2004),
alkaloids (Kawaguchi et al.,, 1989) and tannins (Fava et al., 2006).

From the Brazilian hardwood timbers most used in the furni-
ture, building, and naval industries, three species belonging to
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Leguminosae family were selected for antitermitic activity: Bowdichia
virgilioides (sucupira), Anadenanthera colubrina (angico-de-carogo),
and Hymenaea stigonocarpa (jatoba-do-cerrado). These wood species
were chosen due to their reputed durability, including resistance to
termite attack (Lorenzi, 1998). Only A. colubrina was tested against
termites under laboratory conditions using wood samples (Paes et al.,
2003; Silva et al., 2007).

This study aims to evaluate the effects of wood extractives from
A. colubrina and heartwood extractives from H. stigonocarpa and
B. virgilioides, known for high durability, against termites N. corniger
Motschulsky.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Fresh material of B. virgilioides, Anadenanthera colubrina, and
H. stigonocarpa were collected from their natural habitats in
northeast Brazil, the first in the state of Maranhdo and the other in
Pernambuco. A. colubrina and B. virgilioides specimens were clas-
sified by Prof. Suzene Izidio da Silva (Universidade Federal Rural de
Pernambuco), while H. stigonocarpa by Prof. Gongalo Mendes da
Conceicdo (Universidade Estadual do Maranhdo). Voucher speci-
mens of these three plants were deposited in the herbaria of the
respective institutions (Table 1).

2.2. Phytochemical tests of the plants

Wood of A. colubrina and heartwood of H. stigonocarpa and
B. virgilioides were air-dried at room temperature, powdered, and
subsequently subjected to phytochemical screening, using proce-
dures described by Costa (1982) to identify the main classes of
secondary metabolites (Table 2).

2.3. Preparation of extracts

After identification of the classes of compounds, preliminary
solubility assays monitored by thin-layer chromatography (TLC)
were performed to obtain information that guided the fraction-
ation. Thus, three different extraction procedures were adopted for
the three wood samples.

Air-dried and powdered heartwood (200 g) of H. stigonocarpa was
extracted with cyclohexane at room temperature; subsequently the
extract was evaporated to dryness. The recovered wood powder was
submitted to the same procedure using ethyl acetate and methanol.

Table 1
Plants employed in this study and their ethnobotanical information.

Table 2
Classes of secondary metabolites detected in the plants employed in this study.

Classes of Tests B. virgilioides A. colubrina H. stigonocarpa

compounds (heartwood) (wood) (heartwood)

Alkaloids Dragendorff, Mayer  + = =

Flavonoids  Shinoda + —+ +
Oxalo-boric acid

Saponins Frothing — -

Tannins Ferric chloride - + =

Steroids and Liebermann-Burchard + + +

terpenoids

+: detected; — : not detected.

Air-dried and powdered wood of A. colubrina (200 g) was
extracted at room temperature with ethanol. After concentration in
vacuo, the residue was partitioned between MeOH/H,0 (9:1) and
cyclohexane. The hydromethanolic solution was evaporated under
reduced pressure. Then MeOH/H,0 (1:1) was added to the residue
and the resulting solution was submitted to successive partitions
with dichloromethane, ethyl acetate, and n-butanol.

Air-dried and powdered heartwood (200 g) of B. virgilioides was
extracted at room temperature with ethanol. The residue obtained
after concentration under reduced pressure was redissolved with
ethanol and extracted with cyclohexane. The ethanolic extract was
suspended in 1 L of acidified water (adjusted with HCl 1% to pH 3)
and then partitioned with CHCls. After removal of the organic
phase, the aqueous phase was then basified with Na,CO3 to pH 8-9
and was extracted with CHCl3 to give a crude alkaloidal extract.

2.4. Termiticidal assay

N. corniger identification was performed by Dr. Luiz Roberto
Fontes (Superintendéncia de Controle de Endemias, SUCEN, Brasil).
Termite colonies were maintained in a green house at the
agronomy department of the Universidade Federal Rural de Per-
nambuco (UFRPE). The no-choice feeding method described by
Kang et al. (1990), with some adaptations, was used to evaluate the
antitermitic activity of the extracts. Samples of 1.25, 2.5, 5.0, 10, and
20 mg of each extract were dissolved in 200 uL of solvent, to obtain
solutions of 0.625% (6.25 mg ml~1), 1.25% (12.5 mg ml~1), 2.5%
(25 mg ml™1), 5.0% (50 mg ml~!), and 10% (100 mg ml~1), respec-
tively, and 40 pl of each solution was applied on a disk of filter paper
(Whatman No. 3, 2.0 cm diameter). Filter paper treated with
solvent only was used as a control. After evaporation of the solvent
the disks impregnated with the sample, and the control, were

Subfamily Species Common name
[Locality: date of collect] Voucher number

Ethnobotanical use and/or medicinal application

Reference

Papilionoideae
Bowdichia virgilioides Kunt
Sucupira
[Recife/PE:11/2003]
PE UFR-455028

Mimosoideae
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var.
Cebil (Griseb.) Von Reis Alt.
Angico-de-carogo
[Serra Talhada/PE: 11/2007]
PE UFR-49643

building and naval industries

Caesalpinioideae
Hymenaea stigonocarpa Mart ex. Hayne.
Jatoba-do-cerrado
[Caxias/MA: 03/2003]
UEMA HABIT-055

Anti-rheumatic, depurative, astringent, anti-inflammatory, anti-malarial,
used to treat arthritis, diabetes, dissenter and leishmaniasis, used in building
and furniture, termite resistance

Natural resistance soft-rot fungi and termites, anti-inflammatory properties,
used to treat problems respiratory, leather tanning, used in furniture,

Astringent, used to treat bronchitis and inflammations, natural resistance
soft-rot fungi and termites, furniture, used in building and naval industries

Velozo et al., 1999

Deharo et al., 2001

Bourdy et al., 2000

Barbosa and Fearnside, 2004
Lorenzi, 1998

Paes et al., 2003
Lorenzi, 1998
Corréa, 1984
Delgobo et al., 1998

Rodrigues and de Carvalho, 2001
Neto, 2006
Carvalho, 2004
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Fig. 1. Effect of contact with B. virgilioides heartwood extracts on N. corniger. Cyclohexane extract (A) alkaloidal extract (B). Treatments at concentrations of 6.25 ((J), 12.5 (H), 25
(A), 50 (¢») and 100 (@) mg ml~. Acetone was used as negative control (x). Each point represents the mean =+ S.D. of three experiments.

placed individually in petri plates (9 cm in diameter and 2 cm high)
together with 20 active termites (16 workers and 4 soldiers) from
colonies maintained in the vegetation house. The covered tests
plates were maintained in darkness at 27 °C and 80% relative
humidity. A cotton ball soaked with distilled water was placed in
the superior part of each plate and monitored daily. Three repeti-
tions were accomplished for each sample concentration including
the control, and the percentage termites surviving was counted
daily for seven days. Survival rates were obtained for each treat-
ment and expressed as mean =+ s.d. Paired Student’s t-test was used
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to compare the means. Differences were considered statistically
significant at P < 0,05. All statistical analyses were performed with
Origin™ 7.0 (Microcal, USA).

3. Results

The phytochemical screening performed in this study showed
that all tested timbers contain flavonoids, terpenoids, and steroids,
but only B. virgilioides and A. colubrina revealed the presence of
alkaloids and tannins, respectively (Table 2). The choice of different
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Fig. 2. Effect of contact with A. colubrina wood extracts on N. corniger. Cyclohexane extract (A) dichloromethane extract (B) ethyl acetate extract (C) n-butanol extract
(D). Treatments at concentrations of 6.25 ((1),12.5 (M), 25 (A ), 50 (¢) and 100 (@ ) mg ml~". Chloroform was used as negative control (x) in A, acetone (x) in B and methanol (x)

in C and D. Each point represents the mean + S.D. of three experiments.
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extraction procedures aimed to facilitate the preliminary fraction-
ation of these constituents.

B. virgilioides ethanolic extract was partitioned into two main
fractions: a cyclohexane soluble part containing most flavonoid,
terpenoid, and steroid constituents; and an alkaloidal fraction
obtained by acid/base extraction of the polar constituents.

A. colubrina ethanolic extract was partitioned to give a cyclo-
hexane extract of less polar constituents and three other fractions of
increasing polarity including n-butanol for the most polar tannins.

The best separation of H. stigonocarpa constituents into three
fractions of increasing polarity was by successive extraction of the
powdered wood using cyclohexane, ethyl acetate, and methanol.

The results for the nine extracts evaluated for their antitermitic
activity are presented in Figs. 1-3. All extracts reduced the survival
of termites compared to the corresponding control, showing
significant activity against N. corniger.

The most active extract (alkaloidal from heartwood of B. virgi-
lioides [Fig. 1B]) killed all the termites in 4 days at 100 mg ml~!
(LCsp = 7.2 mg ml~!), while the cyclohexane extract gave an
LCso = 12.2 mg ml~! in 4 days of treatment (Fig. 1A).

Exposure of N. corniger to the extracts from wood of A. colubrina
(Fig. 2A-D) revealed no survival of termites after 7 days for ethyl
acetate extract at 25, 50, and 100 mg ml~! and the LCsq value after
4 days was 17.3 mg ml~". The order of termite survival after 7 days
at 100 mg ml~! for the other extracts was: n-butanol (28.3%) >
dichloromethane (13.3%) > cyclohexane (0%).

As can be seen from Fig. 3A-C, cyclohexane was the most active
extract from heartwood of H. stigonocarpa. Treatment with the
highest concentration induced death of all insects after 5 days.
With the most concentrated ethyl acetate extract all the termites
died after 7 days. On the other hand, the methanol extract showed
the highest survival rate of the termites after 7 days.

The statistical comparison of the results obtained for the
cyclohexane extracts showed that the susceptibility to N. corniger
did not vary among B. virgilioides (LCso = 12.2 mg ml~! after 4 days)
and H. stigonocarpa (LCso = 11.9 mg ml~! after 4 days). However,
these two results were different from those obtained for A. colu-
brina (LCso = 67.4 mg ml~! after 4 days).

The statistical analysis also showed that dichloromethane extract
from A. colubrina and ethyl acetate extract from H. stigonocarpa were
equally effective. Similar results were obtained between methanol and
n-butanol extracts from H. stigonocarpa and A. colubrina, respectively.

Although this experiment was not specifically designed to test
repellent effects, termites were observed most of the time on the
treated filter paper, except the cyclohexane extract from B. virgi-
lioides that they avoided.

4. Discussion

Extractives from termite-resistant woods have been investi-
gated for many years and offer some promise as termite control
agents because they constitute rich sources of bioactive compounds
that offer, jointly or independently, toxicity, feeding deterrence, or
repellence (Scheffrahn, 1991; Escoubas et al., 1995; Chen et al.,
2004). However, the exact mechanism by which extractives Kkill,
deter, or repel termites is unclear.

The data obtained in this study for antitermitic activity suggest
that all extracts tested contained antitermitic compounds against
N. corniger. The high activity of alkaloidal extract from B. virgilioides
wood can be explained by the toxicity presented by this class of
compounds. Previous chemical investigations with the stem bark
from this species revealed the presence of quinolizidine alkaloids
(Torrenegra et al., 1989; Barbosa-Filho et al., 2004) and a recent
study done with this type of alkaloid isolated from Sophora fla-
vescens (Leguminosae) demonstrated high toxicity and a strong
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Fig. 3. Effect of contact with H. stigonocarpa wood extracts on N. corniger. Cyclohexane
extract (A) ethyl acetate extract (B) methanol extract (C). Treatments at concentrations
of 6.25 (), 12.5 (M), 25 (A ), 50 (¢) and 100 (@) mg ml~". Chloroform was used as
negative control (x) in A, acetone (x) in B and C. Each point represents the mean + S.D.
of three experiments.

antifeedant effect against the Formosan subterranean termite
(Mao and Henderson, 2007).

B. virgilioides cyclohexane extract, the second most active of all
nine extracts, has also presented a repellent effect. The cyclohexane
extract of H. stigonocarpa showed a very similar toxicity, but no
repellence. The same extract obtained from A. colubrina was much
less toxic, but still the second most active from this plant. The results
of phytochemical screening, shown in Table 2, indicated the pres-
ence of terpenoids in all three species in the cyclohexane extracts.
According to data in the literature, terpenoids (from monoterpenes
to triterpenes) have been shown to possess toxic, antifeedant, and
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repellent properties against termites and other insects (Lajide et al.,
1995; Viegas, 2003; Blaske et al., 2003; Park and Shin, 2005; Wata-
nabe et al., 2005). Thus, the fact that N. corniger has been differently
affected by these extracts suggests differences in the type and/or
amount of terpenoids.

As evidenced by TLC, A. colubrina dichloromethane and H. stigo-
nocarpa ethyl acetate extracts showed high flavonoid content and
presented similar activity against N. corniger. Among plant phenolics
the best known antifeedants are flavonoids (Simmonds, 2001).
Ohmura et al. (2000) suggest that flavonoids have potential as termite
control agents because they are widely distributed in plants. Some
researchers have assumed that there are significant relationships
between antioxidant compounds such as flavonoids and termite
behavior. Ragon et al. (2008) hypothesized that termites detect and
avoid wood that contains extractives with a minimal level of antiox-
idants, because they can interfere in the digestion of lignocellulose by
termite symbionts.

Our results revealed that the major termiticidal extract of
A. colubrina was ethyl acetate due to condensed tannin content
detected by TLC. Tannins, because of their protein-binding prop-
erties and inhibition of several digestive enzymes, are known to be
strongly astringent (Monteiro et al., 2005). Ayres et al. (1997)
verified that the high mortality of insects treated with condensed
tannins seems to be due to the toxic properties of these compounds
and not to the inhibition of digestion.

The most polar fraction of H. stigonocarpa (methanol) and
A. colubrina (n-butanol) contained more polar phenolics caused by
lower termite toxicity.

In this work the antifeedant effects could not be evaluated directly,
because we did not make measurements of substrate consumed.
However, the above data are an indication that the extractives from
B. virgilioides, H. stigonocarpa, and A. colubrina contain some
compounds, or a group of compounds, that show toxic and anti-
feedant properties against N. corniger. Furthermore, it was possible to
observe that only B. virgilioides cyclohexane extract presented repel-
lent properties against N. corniger, although this experiment was not
specifically designed for testing repellents effects. Thus, these results
corroborate the importance of the alkaloidal, terpenoidal, and
phenolic extractives in the resistance of the wood against termites.

Future investigations will focus on the purification of extracts
as well as the development of new bioassays, consisting of both
choice and no-choice tests, with the fractions and compounds
obtained. In this way it will be possible to identify the compound,
or group of compounds, that possesses antifeedant, toxic, and
repellent properties.
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