UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRATO
HEXANICO DAS FOLHAS, GALHOS E FRUTOS DE
Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. (Lecythidaceae)

CHANDERLEI DE CASTRO TAVARES

MANAUS 2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

CHANDERLEI DE CASTRO TAVARES

CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DO EXTRATO
HEXANICO DAS FOLHAS, GALHOS E FRUTOS DE
Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. (Lecythidaceae)

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas, como
requisito para a obtencdo do titulo de Mestre

em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. PIERRE ALEXANDRE DOS SANTOS

Coorientadora: Prof2. Dra. MARIA DE MENESES PEREIRA

MANAUS 2014



FICHA CATALOGRAFICA

T231c

Tavares, Chanderlei de Castro

Caracterizacdo quimica do extrato hexanico das folhas, galhos e
frutos de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. (Lecythidaceae) /
Chanderlei de Castro Tavares. 2014

112 f..il. color; 31 cm.

Orientador: Pierre Alexandre dos Santos
Coorientadora: Maria de Meneses Pereira
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —

Universidade Federal do Amazonas

1. Eschweilera ovalifolia (DC) Nied.. 2. Castanharana. 3. Triagem
fitoquimica. 4. CG-EM. I. Santos, Pierre Alexandre dos II.
Universidade Federal do Amazonas lll. Titulo




CHANDERLEI DE CASTRO TAVARES

CARACTERIZAQAO QUIMICA DO EXTRATO
HEXANICO DAS FOLHAS, GALHOS E FRUTOS DE
Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. (Lecythidaceae)

Dissertacdo apresentada a banca aprovada
pelo Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas, com intuito de obtencdo do

titulo de mestre.

Aprovado em: 28 de marco de 2014.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. PIERRE ALEXANDRE DOS SANTOS
FCF/UFAM

Profa. Dr2 RITA DE CASSIA SARAIVA NUNOMURA
(DQ/UFAM)

Profa. Dra, MARIA DA PAZ LIMA
(CPPN/INPA)



Dedico aos meus pais Raimunda Alves de
Oliveira e Jodo Gomes de Araudjo (in memorian),
meus irmaos, meu filho Heitor da Silva Tavares e

minha namorada Lorrany Ataide.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador por acreditar que eu poderia desenvolver o projeto, apoio e

acompanhamento constante, mesmo apds sua ida para outra instituicao;

A minha coorientadora pelo apoio e sugestdes;

A professora MSc. Fernanda Guilhon Simplicio pela parceria e por passar

tanto entusiasmo no que diz respeito as pesquisas em produtos naturais;

Ao professor MSc. Paulo Roberto Castro da Costa pelas dicas e informacdes

de elevado valor prético;

Ao professor Adley Antonini Neves de Lima pela amizade e parceria em outros

trabalhos;

Aos colegas de mestrado pela amizade, compartilhamento de experiéncias e
conhecimentos, em especial para Carol Pacheco, Rodrigo Otavio, Jessyca
Celestino, Nayana Yared e Gabrielly Conrado;

A minha namorada Lorrany Ataide pelo apoio, amor e carinho;

A CAPES pelo apoio financeiro (bolsa);

Aos alunos de iniciagdo cientifica do laboratério de produtos naturais: Tallita
Machado, Gabriel Oliveira e Marcos Gurgel;

Aos professores, técnicos administrativos, funcionarios da conservadora e de
seguranca da FCF-UFAM.

Finalmente, a banca examinadora por aceitar o convite e, me proporcionar a

satisfacdo de ser avaliado por profissionais tdo comprometidos.



"Cada planta é um livro, com informacdes
preciosas, sobre o desenvolvimento da floresta,
seu passado remoto, seu futuro. Destruir a floresta
€ como incendiar mil Alexandrias”.

(Otto Gottlieb)



RESUMO

Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. (Lecythidaceae) € uma planta nativa do Brasil,
porém ndo endémica. Pode ser encontrada no estado do Amazonas e em
paises que fazem parte da Amazoénia internacional. Popularmente conhecida
como castanharana (Brasil) e machimango (Peru), € uma arvore exclusiva de
regido periodicamente alagada, podendo atingir aproximadamente de 20-30 m
de altura. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar o estudo quimico do
extrato hexanico das folhas, galhos e frutos de E. ovalifolia, coletada em
Maués-AM. Para tanto, as amostras foram secadas em estufa de ar circulante
e trituradas, a fim de se obter os extratos hexanicos. Triagem fitoquimica foi
realizada sobre extratos hidroalcoodlico e aquoso a 20% dos 6rgaos estudados.
O extrato hexanico das folhas foi fracionado por cromatografia em coluna
aberta (CC) e o extrato bruto e suas fragées analisaram-se por cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), enquanto que os extratos
hexanicos dos galhos e frutos foram analisados diretamente por CG-EM. A
triagem fitoquimica sugeriu haver diferencas na constituicdo quimica entre os
orgdos do vegetal em estudo, além disso, sugeriu auséncia de cumarinas e
antraquinonas para todos os 6rgaos estudados. ApGs analise por CG-EM foram
identificados hidrocarbonetos, acidos graxos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos e tocoferdis nos extratos apolares das folhas, galhos e frutos.
Portanto, quimicamente as partes estudadas ndo apresentaram diferencas

dréasticas.

Palavras-chave: Eschweilera ovalifolia (DC) Nied., castanharana, triagem
fitoquimica, CG-EM.



ABSTRACT

Eschweilera ovalifolia (DC.) Nied. is a plant native to Brazil but, not
endemic. Can be found in the stat of Amazonas and in countries that are parts
of the international Amazon. Popularly known as castanharana (Brazil) and
machimango (Peru), it is a unique tree periodically flooded region, reaching
approximately 20-30 m in height. The aim of this work was the chemical study
of the hexane extract of the leaves branches and fruits Eschweilera ovalifolia
(DC) Nied. (Lecythidaceae), collected in Maués-AM. For both, samples were
dried in an oven circulating air and milled in order to obtain the hexane extracts.
Phytochemical screening was performed on hydroalcoholic and 20% aqueous
extracts of the organs studied. The hexane extract of the leaves was
fractionated by column chromatography (CC) and the crude extract and its
fractions were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS), while the hexane extracts of branches and fruits were analyzed
directly GC-MS. Phytochemical screening suggested that there are differences
in chemical composition between the organs of the plant under study,
moreover, suggested the absence of coumarins and anthraquinones for all
organs studied. After analysis by GC-MS were identified hydrocarbons, fatty
acids, sesquiterpenes, diterpenes, triterpenes and tocopherols in nonpolar
extracts of leaves, branches and fruit. Therefore, chemically parts studied

showed no dramatic diferences.

Key-Words: Eschweilera ovalifolia (DC) Nied., castanharane, Phytochemical
screening, GC-MS.
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1 INTRODUCAO

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de
novas substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais. Além
disso, elas fornecem modelos para modificagbes estruturais e otimizacao das
propriedades farmacoldgicas e bioquimicas (BRAZ-FILHO, 2010).

Mesmo empiricamente, as plantas medicinais continuam a ser usadas
pela populagdo até hoje e jamais foram completamente substituidas pelos
farmacos sintéticos (BRESOLIN e CECHINEL-FILHO, 2003).

Sabe-se que a maioria dos farmacos de origem vegetal utilizados
atualmente foi pesquisada e, posteriormente, levada ao mercado baseando-se
em informac¢des da chamada medicina tradicional ou popular, demonstrando
assim que as substancias de origem vegetal tém papel essencial na obtencao
de medicamentos e, que partindo do conhecimento popular, bons resultados
podem ser obtidos (COLOMBO, 2008).

A classificacdo de espécies vegetais pela quimica, conhecida como
quimiotaxonomia, quando associada as observacdes populares sobre 0 uso e a
eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante para o estudo das
propriedades terapéuticas dos vegetais. Isto mantém em evidéncia o consumo
de fitoterapicos, validando as informac¢6es acumuladas por geracdes sobre o
uso popular das plantas medicinais (NUNES-JUNIOR, 1988; STEIN, 2005).

Apesar de muitos desses metabdlitos especiais ou micromoléculas
valerem mais do que ouro, conhecemos apenas uma fragdo muito reduzida
desse arsenal quimico. Estima-se que apenas 10 a 30% das espécies de
Angiospermas, e cerca de 1% das espécies brasileiras, tenham sido
investigadas do ponto de vista quimico (GOTTLIEB e BORIN, 2012).

No Brasil dispomos de um espléndido acervo natural de vegetais nos
ambientes aquaticos e terrestres; um potencial quimico adormecido,
de exuberdncia inteiramente desproporcional ao esforco
relativamente pequeno das pesquisas desenvolvidas para seu conhe-
cimento e utilizacdo (BRAZ-FILHO, 2010).

Na floresta Amazonica, destaca-se Lecythidaceae como a terceira

familia mais abundante, sendo Eschweilera, 0 maior género em numero de
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espécie desta familia, apresenta maior nimero de arvores do que qualquer
género de plantas na Amazonia (STEEGE et al., 2006). A familia € constituida
de trés subfamilias, 17 géneros e aproximadamente 300 espécies que ocorrem
na forma de &rvores grandes e médias, com ampla distribuicdo (MORI e
PRANCE, 1990).

Lecythidaceae possui representantes ecologicamente importantes em
muitas florestas dos Neotropicos. Estdo presentes em regides diferentes como
areas alagadas por rios de agua negra (igapd) e branca (varzea), regides
montanhosas, savanas (cerrados) e vegetacfes secundérias (capoeiras)
formadas apds distarbios em ambientes naturais, exceto naquelas que
sofreram queimadas (MORI, 1990).

Sementes de espécies dessa familia sdo comestiveis, sendo a mais
conhecida Bertholletia excelsa Bonpl. (castanha-do-Brasil) por sua importancia
econbmica e social na regido Amazbnica, devido ao seu valor nutricional
(MORI e PRANCE, 1987; 1990).

Existem espécies de Lecythidaceae que sédo utilizadas na medicina
tradicional indigena como remédio (HOPKINS, 1999) e, estudos tém buscado
atividade antileucémica em espécies de Eschweilera (CRAGG, 2006).

Eschweilera pertence a Lecythidaceae (Lecythidoideae) e pode ser
encontrado no centro-oeste, norte e nordeste do Brasil. Poucos sdo os estudos
existentes acerca deste género; entretanto, estudos relativos a sua quimica
resultaram no isolamento e identificagdo de diferentes tipos de triterpenos
(CARVALHO et al., 1995,1998; COSTA et al., 2003).

Com base nas informacdes acima e a escassez de estudos sobre
Eschweilera, este trabalho visa o estudo quimico de uma espécie deste género
coletada em uma area de igap6 da regidao de Maués, municipio do estado do
Amazonas, com o intuito de ampliar o conhecimento quimico do mesmo e

consequentemente da familia.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo quimica do extrato hexanico das folhas,
galhos e frutos de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. (Lecythidaceae) por

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

2.2 Objetivos especificos

v Preparar extrato hexanico dos galhos, folhas e frutos;

v' Fazer testes fitoquimicos para verificar os grupos quimicos presentes

nas folhas, galhos e frutos;

v" Fracionar o extrato hexanico das folhas;

v' Determinar o perfil quimico do extrato hexanico das folhas, galhos e

frutos de Eschweilera ovalifolia por CG-EM;

v' Comparar a constituicdo quimica dos 6rgdos vegetais estudados;

v Relacionar o perfil quimico da espécie Eschweilera ovalifolia (DC.) Nied.

com outras da familia Lecythidaceae;

v Contribuir para o conhecimento quimico da espécie em estudo e da

familia Lecythidaceae.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Metabolismo vegetal

O metabolismo € definido como o conjunto total das transformactes
das moléculas organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas ceélulas
vivas, suprindo o organismo de energia, renovando suas moléculas e
garantindo a continuidade do estado organizado (PEREIRA e CARDOSO,
2012). Nas plantas, este metabolismo pode ser dividido em metabdlitos
primarios como acUcares, aminoacidos, nucleotideos e lipideos com
distribuicdo ubiquitaria, e singularmente metabdlitos especiais (DEWICK, 2009;
GOTTLIEB e BORIN, 2012).

Metabolitos especiais ndo tém uma fungcé@o Obvia. Eles podem possuir
um papel ecoldgico como atrativo de polinizadores, representando adaptacdes
quimicas ao estresse do meio ambiente, ou responsavel pela defesa quimica
da planta contra micro-organismos, herbivoria, ou até mesmo outras plantas
(TAIZ e ZEIGER, 2009). A funcédo do metabolismo especial ainda é um assunto
de debate: se estas micromoléculas tém ou tiveram alguma importancia
adaptativa tdo essencial para a sobrevivéncia dos organismos produtores. Uma
analise do cenario evolutivo invalida todas as hipoteses que colocam esse
metabolismo apenas com significado ecolégico e sem qualquer significado
evolutivo (GOTTLIEB e BORIN, 2012).

Os estudos das substancias do metabolismo micromolecular foram
iniciados pelos quimicos organicos do século XIX e inicio do século XX, devido
as suas diversas aplicagdes (TAIZ e ZEIGER, 2002). O homem faz uso destas
micromoléculas como alimentos altamente nutritivos (nutracéuticos), temperos,
aromas e fragrancias, 6leos vegetais, resinas, inseticidas, matérias-primas
agricolas, bem como medicamentos e para outros fins industriais. Além disso,
pela sua particularidade para cada familia, género e espécie, podem ser
utilizados como caracteres taxondmicos para auxiliar na classificagcdo de
plantas (WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008).

Os metabdlitos em questdo sdo divididos em cinco grupos principais:
terpenos, substancias fendlicas, nitrogenadas, glicosinolatos e policetideos
(figura 1) (CROUTEAU et al., 2000; DEWICK, 2009). Os metabolitos especiais

representam um meio de comunicagao quimica entre as plantas e o ambiente
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ao seu redor, portanto, a biossintese de determinadas classes pode ser afetada
por mudancas nas condi¢cdes ambientais (KUTCHAN, 2001).

O teor dessas micromoléculas pode variar consideravelmente
dependendo de varios fatores, tais como: sazonalidade, indice pluviométrico,
ritmo circadiano, radiacdo UV, temperatura, composi¢cdo atmosférica, altitude,
herbivoria e ataque de patdgenos, idade, micronutrientes, macronutrientes e
agua; sendo que a constancia de concentracdes de metabdlitos especiais €
praticamente uma excecao (GOBBO NETO e LOPES, 2007).

Dos principais grupos de metabdlitos citados, nesta revisdo serdo
considerados apenas 0s terpenos, por serem 0s metabdlitos de interesse

precipuo neste trabalho.

3.2 Terpenos

Esta € considerada a maior classe de produtos naturais. As
substancias pertencentes a este grupo sao compostas por unidades de
isopreno com cinco carbonos, agrupadas de diversas maneiras. As substancias
desta classe séo sintetizadas a partir de duas vias biossintéticas: via do acido
mevaldnico e do metileritritol fosfato (DEWICK, 2009).

As reac0fes da via do acido mevalénico ocorrem no citossol, onde trés
moléculas de acetil-CoA sao ligadas para formar o &cido mevaldnico, esta
molécula passa por reacbes de pirofosforilacdo, descarboxilacdo e
desidratacdo para produzir o pirofosfato de isopentenila (IPP). O IPP também
pode ser sintetizado a partir de um derivado da 1-deoxixilulose-5-fosfato, o
metileritritol-4-fosfato (MEP) que ocorre nos plastideos (BAKKALI et al., 2008).

Os terpenos podem ser classificados de acordo com a sua estrutura
basica e funcdo, porém a nomenclatura evolui de acordo com as combinacfes
das unidades base de cinco carbonos (C5) (BERTHELOT et al., 2012), desta
forma o IPP e seu isomero pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) se unem
formando o pirofosfato de geranila (GPP), uma molécula de 10 carbonos, a
qual é precursora dos monoterpenos. O GPP pode se ligar a outra molécula de
IPP, formando uma estrutura de 15 carbonos (pirofosfato de farnesila - FPP),
precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adicdo de outra molécula de IPP
ao FPP forma o pirofosfato de geranilgeranila (GGPP), composto por 20
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atomos de carbono, que dara origem aos diterpenos, da mesma forma se a um
GGPP for condensado um IPP resultara em sesterterpenos (C25), e por ultimo
o FPP e GGPP podem se agrupar para formar triterpenos (C30) e tetraterpenos
(C40), respectivamente (HEMMERLIN et al., 2012).

Mono, sesqui e diterpenos sdo substancias que podem constituir 6leos
volateis, e conferem a determinadas plantas seu aroma caracteristico.
Triterpenos e esteroides possuem origem biossintética comum - o0 esqualeno
(1, figura 3), formado de 6 unidades de isopreno (BAKKALI et al., 2008;
BERTHELOT et al., 2012).

Triterpenos (figura 3) do tipo esqualeno (1), ursano (2), oleanano (3),
friedelano (4) e lupano (5) podem ser encontrados em Lecythidaceae e
diversos grupos de plantas (EL-SEEDI et al.,, 1999; PETTIT et al.,, 2004;
CONNOLLY e HILL, 2008).

Triterpenos séo frequentemente encontrados na forma de limonoides,
que sao triterpenoides modificados. Segundo Cespedes et al. (2000) o melhor
exemplo de limonoide € a azadiractina (7). Outra forma de encontrar o0s
triterpenos € na forma de saponinas, que sdo seus heterosideos; Porém as
saponinas podem possuir também nucleo esteroidal, baseado na estrutura do
ciclopentanoperidrofenantreno (WINA et al., 2005). Esteroides sdo comuns nas
plantas como parte estrutural da membrana celular. Os de ocorréncia mais
frequente pertencem ao grupo dos esteréis 4-desmetil: B-sitosterol (8),
estigmasterol (9) e campesterol (10) (WEIHRAUCH e GARDNER, 1978).

Os carotenoides ou tetraterpenoides, derivados de oito unidades de
isopreno, em geral sdo pigmentos relacionados a fotoprotecdo e atracdo de
polinizadores nas plantas; além de serem precursores da vitamina A (GRACE
et al., 2014).

A figura 2 descreve como ocorre a biossintese dos terpenos
enfatizando apenas precursores e produtos, assim como as duas principais

vias responsaveis pela sintese dessas substancias.
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Figura 3 - Algumas estruturas quimicas de nucleos triterpénicos encontrados em
Lecythidaceae e outros grupos de plantas. Adaptado de EL-SEEDI et al., 1999;
PETTIT et al., 2004; CONNOLLY e HILL, 2008.
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3.3 Aspectos gerais sobre estudos fitoquimicos

O crescimento da pesquisa de produtos naturais nos ultimos anos
deve-se principalmente ao rapido avanco de técnicas de isolamento e analise
de substéancias bioativas em plantas, e pela facilidade da busca de informagdes
em Varios sistemas de bases de dados (NIERO et al., 2003).

A primeira etapa da investigacdo fitoquimica € a coleta do material
vegetal. E essencial que a sele¢do do material coletado seja feita com cuidado,
evitando coletar partes da planta doente e outros interferentes que ndo sejam
de interesse para a investigacdo (SIMOES et al., 2004).

Deve-se registrar o local, hora e data da coleta, jA que o meio
ambiente, hora do dia e a época do ano exercem grande influéncia sobre a
producdo e o acumulo dos metabdlitos vegetais (GOBBO-NETO e LOPES,
2007).

Segue-se entdo a extracdo, e antes de executa-la deve-se levar em
consideracdo uma série de fatores que interferem nesta operacdo, como as
caracteristicas do material vegetal, seu grau de divisdo, meio extrator
(solventes) e a metodologia, nunca sendo descartada a possibilidade de
formacdo de artefatos (NIERO et al., 2003).

A identificacdo da estrutura de substancias presentes em um extrato €
feita geralmente a partir da purificagéo, visando o isolamento e / ou analise de
misturas menos complexas através de métodos cromatograficos,
espectroscopicos e espectrométricos (PATITUCCI et al., 1995).

Os métodos cromatograficos sdo os procedimentos de separacdo e
isolamento mais amplamente utilizados atualmente, servindo, também, para
fins de identificacdo e analise de misturas e de substancias isoladas (MARCO e
POPPI, 2008).

Alguns desses métodos cromatograficos sao: cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia em coluna (CC), cromatografia em fase
gasosa (CG) e cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(COLLINS et al., 2006; MARCO e POPPI, 2008; GISELE et al., 2013).

Para identificar ou elucidar estruturalmente as substancias isoladas ha
técnicas espectroscopicas e espectrométricas: espectroscopia nas regides do

ultravioleta (UV) e infravermelho (IV); ressonancia magnética nuclear de
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hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono-13 (RMN de *°C) e a espectrometria de
massas (EM) (RIBEIRO e SOUZA, 2007).

Atualmente, tém-se aparelhos equipados com bibliotecas contendo
informacdes espectroscopicas e espectrométricas de um grande numero de
substancias ja conhecidas (SILVERSTEIN, 2007).

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-EM) com ionizacéo por impacto de elétrons (IE) € uma das técnicas mais
aplicadas na caracterizacdo de substancias quimicas volateis, devido a
simplicidade, preciséo e rapidez (AVATO et al., 2005; VAGI et al., 2005).

Esta técnica permite a separacdo dos constituintes pela cromatografia
gasosa, que sao introduzidos individualmente em ordem de eluicdo na camara
de ionizacdo do espectrometro de massas. O espectro de massas obtido para
cada um dos constituintes geralmente indica a massa molecular e o seu padréo
de fragmentacédo (ADAMS, 2007; GISELE et al., 2013).

O padrao de fragmentacdo pode ser comparado eletronicamente com
agueles constantes da biblioteca de espectros de massas. Desse modo, €
possivel resolver picos cromatogréaficos parcialmente superpostos. Assim, a
espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa fornece
fragmentacdes dos componentes individuais separados (SILVERSTEIN, 2007;
TAVARES et al., 2005).

Este procedimento vem sendo aplicado com sucesso na identificacéo
de substéancias de estruturas conhecidas porque, em sua maioria, os dados
gerados podem ser comparados diretamente com os valores de tempo de
retencdo (indice de retencdo) obtidos em colunas de polaridades diferentes e
com o0s espectros de massas dos constituintes volateis publicados (ADAMS,
2007).

Além disso, pode-se apresentar o espectro na forma de um grafico ou
uma tabela. O grafico tem a vantagem de mostrar sequéncias de
fragmentacao. No espectro de massas por impacto de elétrons, gerado por um
computador na forma de um grafico de barras, a abundancia relativa dos picos
apresentados como percentagem do pico base (100%), é lancada contra a
razdo massa/carga (m/z) (SILVERSTEIN, 2007).
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3.4 Aspectos bioldgicos e ecolégicos

3.4.1 Lecythidaceae

Uma espécie bem conhecida de Lecythidaceae é Bertholletia excelsa
H.B.K (castanha-do-Brasil), por sua importancia econdmica devido ao alto valor
nutricional de suas améndoas, tornando-a apreciada internacionalmente
(PACHECO e SCUSSEL, 2006).

A castanha-do-Brasil possui potencial econdmico elevado em funcéo
de sua ampla empregabilidade, que vai desde a industria alimenticia até a
confeccao de artesanato, representando um dos principais componentes para a
economia das familias extrativistas na Amazonia brasileira (CAMARGO et al.,
2010).

Mori et al. (2007) consideram a familia representada por trés
subfamilias: Foetidioideae, Planchonioideae e Lecythidoideae (quadro 1).
Foetidioideae e Planchonioideae sdo de ocorréncia nos trépicos da Asia e
Africa, enquanto que Lecythidoideae é de ocorréncia exclusiva nos trépicos da
América.

Nos tropicos americanos esta familia atingiu sua maior diversidade em
espécies, sendo mais diversificada em habitats de terra firme na Amazonia
Central e nas Guianas. E 0 maior numero de espécies se encontra na
Amazonia brasileira e internacional (MORI et al., 2010).

Varias espécies desta familia se desenvolvem em diferentes habitats.
Algumas espécies de Eschweilera e de Gustavia estdo adaptadas a matas
acima de 1.000 metros. A maioria delas encontra-se nos Andes e no Oeste da
América do Sul (MORI, 1990). Do mesmo modo algumas espécies estao
adaptadas a habitat mais seco de savanas como Eschweilera nana (O. Berg)
Miers, uma espécie amplamente distribuida no cerrado do Brasil central;
Lecythis brancoensis (R. Knuth) S.A. Mori e Lecythis schomburgkii O. Berg
também s&o encontradas em savana no estado de Roraima (MORI, 1990).

Finalmente, espécies encontradas na regido Amazonica como
Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. e Eschweilera tenuifolia (O. Berg) Miers sao

adaptadas a habitats periodicamente alagados (MORI, 1990).
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Recentemente duas novas espécies de Lecythidaceae (Eschweilera
awaensis S.A. Mori & Cornejo e Grias subbullata Cornejo & S.A. Mori) foram

descobertas no Noroeste do Equador (CORNEJO e MORI, 2011).

Quadro 1 - Subfamilias, regides e géneros de Lecythidaceae de acordo com Mori et al.
(2007).

Subfamilias Regibes Géneros

Foetidioideae Madagascar, llhas Mauricio Foetidia
e Leste da Africa tropical

Allantoma
Bertholletia
Cariniana
Corythophora

Lecythidoideae Neotropical Couratari
Couroupita
Eschweilera
Grias
Gustavia

Lecythis
Abdulmajidia
Barringtonia
Planchonioideae Africa e Asia tropical Sl
Chydenanthus

Careya

Planchonia
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3.4.2 Lecythidoideae

Esta subfamilia s6 ocorre na regido neotropical, compreende em torno
de 200 espécies agrupadas em 10 géneros, amplamente distribuidas no Brasil.
Espécies endémicas sdo encontradas na Mata Atlantica (MATTA e
ESCUDELLER, 2012).

O género com maior numero de espécies descritas € Eschweilera (90)
seguido por Gustavia (40), Lecythis (26), Couratari (19), Cariniana (09), Grias
(07), Corythophora (04) e Couroupita (03), Allantoma lineata (Mart. ex O.Berg)
Miers e Bertholletia excelsa Bonpl. pertencem a géneros monotipicos (MORI,
2004).

3.4.2.1 Eschweilera

Espécies deste género podem ser encontradas no Brasil, Colédmbia,
Venezuela, Nicaragua, Suriname, Peru e Equador (MORI et al., 2010).

Espécies de Eschweilera sdo mais conhecidas por seu potencial
madeireiro, sdo usadas na fabricacdo de moveis, cercas, em obras e
combustivel doméstico (COSTA e CARVALHO, 2003).

Este género é constituido por 90 espécies conhecidas, em geral sao
arvores de sub-bosque, dossel ou emergentes. Suas folhas sdo espalhadas ao
longo dos ramos, vdo de pequenas a grande porte, com (5-59 cm) de
comprimento, glabras com venacao reticulada. As inflorescéncias podem ser
caulinares, terminais ou axilares, racemosas com crescimento determinado em
raquis. As flores apresentam: simetria zigomorfa, pétalas e sépalas, &pice
plano, labios estaminais, capuz androecial totalmente enrolado; estames
vestiginais, anteras deiscentes lateralmente, ovario locular, 6vulos humerosos
ligados a base, estilo sem colarinho estilar. Os frutos s@o deiscentes,
mantendo-se na arvore mesmo depois de maduros, pericarpo de espessura
fina. Sementes ndo aladas, pouco numerosas por léculo, grossas e
arredondadas, ndo envolvidas em mucilagem e com embrido macropodial
(MORI et al., 2010).
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3.4.2.1.1 Eschweilera ovalifolia (DC.) Nied.

Eschweilera ovalifolia (DC.) Nied. € geralmente encontrada na regiao
amazonica, tanto brasileira quanto internacional, principalmente em florestas
inundadas do Brasil (figura 8), Peru, Colombia e Equador. Contudo, encontra-

se em maior numero no estado do Amazonas, Brasil (MORI et al., 2010).

»

- -
Fonte: NEEMIM. "

Fonte: LA‘.’I DSON, C. Fonte: Cedido por Ana Claudia

Figura 5 — Eschweilera ovalifolia (DC.) Nied. A: Folhas. B: inflorescéncia. C:
flor. D: fruto muito imaturo. E: fruto crescido. F: fruto aberto e suas sementes.
Adaptado de MORI et al., 2010.

Conhecida popularmente como castanharana, no Brasil e machimango,
no Peru. Sao arvores com 20-30 m (metros) de altura e 20-50 cm (centimetro)
de diametro, possuem cascas cinza, com fissuras verticais e descamacdo em
placas de tamanhos irregulares. Limbo da folha é eliptico, oblongo, de 9-30 x 4-
17 cm, papiraceo a coriaceo, glabro, com pocos na parte inferior; base obtusa;
apice de redondo a obtuso, acuminado, o cume vai de 0,2-0,4 cm de largura;
margem anterior ondulada; nervura principal pubescente na margem inferior
(pubescéncia fina), 10-15 pares de nervuras secundarias. Os galhos jovens séo
finamente tomentosos; suas folhas possuem de 1,0 a 1,5 cm de largura e com
uma camada fina de pelos. Floracdo em paniculas terminais ou subterminais,
de 10-21 cm de largura; raquis finamente tomentosas. Flores observadas
somente em capuz possuem de 4-5 cm de diametro. Pedicelo de 3-4 mm de
largura. Pétalas amareladas, as vezes brancas de 20-39 x 12-24 mm.

Androceu com 350-500 estames, fixos na margem do anel estaminal. Ovario
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com estilo curto, com 4-10 évulos por loculo. Os frutos sdo deprimidos-
globosos de 3,5-5 x 6-8 cm. Pericarpo de 2-3 mm de espessura. Sementes

completamente rodeadas por um arilo (MORI et al., 2010).

3.5 Aspectos quimicos

3.5.1 Lecythidaceae

Os quadros de 2-12 apresentam as principais substéancias isoladas ou
identificadas em espécies da familia Lecythidaceae. Verifica-se que o0s
metabdlitos encontrados com maior frequéncia nos estudos sao o0s
terpenoides, especialmente triterpenos, saponinas triterpénicas e esteroides. O
género Gustavia foi quem mais forneceu triterpenos e Barringtonia saponinas

triterpénicas.

Quadro 2 — Metabdlitos de Barringtonia acutangula (L.) Gaertn.

Classe Substancia Referéncia
a e B-amirina PRAKASA SASTRY et al.,
Triterpenos acido 2a,3[3,1983- 1967
trihidroxolean-12-en-23,28- BARUA et al., 1976
dioico

BARUA et al., 1976

tanginol PRAKASA SASTRY et al.,
acido barringtogenico 1967
Saponinas barringtogenol C BARUA e CHAKRABARTI,
barringtosideos A,Be C 1965
acutangulosideos PAL et al., 1994
A,B,C,D,E,F

MILLLS et al., 2005

Esteroides B e y-sitosterol PRAKASA SASTRY et al.,
1967
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Quadro 3 — Metabdlitos de Barringtonia butonica J.R.Forst. & G.Forst.

Classe Substancia
camelliagenin A

Saponinas barrigenol Al

Quadro 4 — Metabdlitos de Bertholletia excelsa Bonpl.
Classe Substancia
Triterpenos acido betulinico
B-sitosterol
Esteroides estigmasterol
campesterol
sitostanol

Tocoferdis a, B e y-tocoferol

acido galico
acido elagico
acido vanilico

acido protocatéquico

Acidos fendlicos, catequina
flavonoides e derivados galocatequina
taxifolina
miricetina
guercetina

Quadro 5 — Metabdlitos de Careya arborea Roxb.
Classe Substancia
acido maslinico
Triterpenos acido 2a-hidroxi-ursélico

careiagenolideo

a-espinasterol
Esteroides a-espinasterona

A??— stigmastenol

Referéncia

BILLET e HEITZ, 1974

Referéncia
CAMPOS et al., 2005

CHUNHIENG et al., 2008

CHUNHIENG et al., 2008

JOHN e SHAHIDI, 2010

Referéncia

DAS e MAHATO, 1982

MAHATO e DUTTA, 1972



Quadro 6 — Metabdlitos de Gustavia augusta L.

Classe Substancia
Sesquiterpenos trans-cariofileno

a-humuleno

Norisoprenoides blumenol B

6-epi-blumenol B

friedoolean-14-en-3f3-ol
friedoolean-14-en-3-ona
friedoolean-14-en-3a-ol
Triterpenos a e B-amirina
lupeol
3a-hidroxi-lupeol
acido betulinico
a-espinasterol
Esteroides a-espinasterona
estigmasterol
palmitato de etila
estearato de etila
Derivados de acido graxos oleato de etila
linoleato de etila
hidnocarpato de etila

Quadro 7 — Metabdlitos de Gustavia elliptica S.A.Mori.

Classe Substancia
friedelina
friedelanol
Triterpenos a e B-amirina

ursa-9(11), 12-dien-3-ol

moretenol

Referéncia

ALMEIDA et al., 2011

Referéncia

SOUZA et al., 2001

36
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Quadro 8 — Metabdlitos de Gustavia hexapetala (Aubl.) Sm.
Classe Substancia Referéncia
acido betulinico

acido oleandlico

Triterpenos acido ursoélico
B-amirina PETTIT et al., 2004
Cumarina Xantiletina
Xantona Linquexantona
Depsideo Gustatina

Quadro 9 — Metabdlitos de Lecythis pisonis Cambess.

Classe Substancia Referéncia

a e B-amirina
uvaol
Triterpenos eritrodiol OLIVEIRA et al., 2012
acido ursolico
acido oleandlico

3B-friedelanol

Esteroides B-sitosterol OLIVEIRA et al., 2012

estigmasterol

Quadro 10 — Metabdlitos de Petersianthus macrocarpus (P.Beauv.) Liben.

Classe Substancia Referéncia

Saponinas petersaponina | e Il MASSIOT et al., 1992

Quadro 11 — Metabdlitos de Planchonia careya (F.Muell.) R.Knuth.

Classe Substancia Referéncia

kaempferol 3-O-
Flavonoides gentiobiosideo MCRAE et al., 2008

isoquercitrina
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Quadro 12 — Metabdlitos de Planchonia grandis Ridl.

Classe Substancia Referéncia

Flavonoide kaempferol CRUBLET et al., 2003

A presenca constante de determinado grupo de metabdlitos em
espécies de uma familia de vegetais fornece informacdes valiosas, tanto no
sentido de utilizar este conhecimento como um parametro para classificacédo
vegetal pela quimica como direcionar ou relacionar ao uso na medicina

popular.

3.5.2 Eschweilera

Trabalhos referentes ao estudo quimico de espécies de Eschweilera
demonstram isolamento e ou identificacdo de triterpenos pentaciclicos,
tocoferol, tocotrienol, esteroide e saponina de extratos apolares das cascas e
folhas de Eschweilera rabeliana Mori (CARVALHO et al., 1995) e Eschweilera
longipes Miers (CARVALHO et al., 1998; COSTA et al., 2003); de Eschweilera
coriaceae (DC) Mori foram isolados substancias fendlicas do extrato polar das
cascas (YANG et al.,, 1998). As classes, metabdlitos, espécies e 6rgaos
estudados sédo apresentados nos quadros de 13-15, bem como as referéncias

utilizadas.

Quadro 13 — Metabdlitos de Eschweilera coriaceae (DC.) Mori.

Classe Substancia Orgéo Referéncia
Polifendis, eschweilenol A (19), B (20) e C(21)
acido fendlico e acido elagico (22) Cascas  YANG et al., 1998

flavonoide galato de epigalocatequina-3- (23)
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Quadro 14 — Metabdlitos de Eschweilera longipes Miers.

Classe

Saponina

Tocoferol

Tocotrienol

Triterpenos

Esteroides

Substéancia
3B-0O-B-D-glucopiranosilsitosterol
(18)
a-tocoferol (14)

tocotrienol (15)

friedelina (1)
friedelanol (5)
a-amirina (3)
B-amirina (4)
cinamato de a-amirina (6)
cinamato de B-amirina (7)
a-amirenona (8)
B-amirenona (9)
3-epi-lupeol (10)
3-a-hidroxi-taraxasterol (11)
3B, 24-diidroxifriedelano (16)
acido 1B-hidroxieucéfico (17)

B-sitosterol (12)

estigmasterol (13)

Orgéo Referéncia
Folha COSTA et al.,
2003

Casca CARVALHO et
al., 1998

Casca CARVALHO et
al., 1998

Casca

casca

folha/casca
folha/casca

casca

casca

folha CARVALHO et

folha al., 1998

casca

Casca

folha

folha

Casca COSTA et al.,

Casca 2003

Quadro 15 — Metabdlitos de Eschweilera rabeliana Mori

Classe

Triterpenos

Substancia

friedelina (1)
3-epi-friedelanol (2)
B-amirina (4)

Orgéo Referéncia

casca CARVALHO et al.,
casca 1995
folha
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Figura 6 - Substancias encontradas em Eschweilera rabeliana e Eschweilera longipes
Miers (CARVALHO et al., 1995, 1998; COSTA et al., 2003).
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Figura 7 - Substancias encontradas em Eschweilera rabeliana Mori e Eschweilera
longipes (CARVALHO et al., 1995, 1998; COSTA et al., 2003).
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Figura 8 - Substancias encontradas em Eschweilera longipes Mires (CARVALHO et
al., 1998; COSTA et al., 2003).
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OH

OH

OH OH

19. Eschweilenol A

0] OH

20. Eschweilenol B

21. Eschweilenol C  gn

OH R, = manopiranose
H OH
OH
22. Acido elagico OH R, = 4cido galico
OH
o OH
HO 0 o
OH
o
“IoR,
o 23. Epigalocatequina-3-galato HO OH
H

OH

Figura 9 - Substancias encontradas em Eschweilera coriaceae Mori (YANG et al.,
1998).

Considerando-se, também, os estudos realizados com outras espécies

deste género, verifica-se presenca de metabdlitos de grande interesse
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farmacoldgico e industrial. Dentre eles triterpenos, esteroides, saponinas e
polifendis. Assim, o estudo quimico de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied., além
de ser o primeiro com esta espécie, contribuira com o conhecimento sobre a

quimica da familia Lecythidaceae.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material e instrumentos utilizados

Moinho: Para triturar o material vegetal foi utilizado moinho de facas do tipo
Willey TECNAL®, modelo TE — 680.

Extracdo: Para as extracdes foi utilizada lavadora ultrass6nica UNIQUE,
modelo USC - 2800, com capacidade de 9,5 L.

Solventes: Para as extragcbes, cromatografia em camada delgada (CCDC) e
cromatografia em coluna, utilizaram-se solvente grau comercial, purificados por
destilacdo fracionada e P.A.; para as andlises em cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas foram utilizados solventes da

marca Mallinckrodt, grau espectroscopico e PA.

Cromatografia em camada delgada: Foram utilizadas cromatoplacas de
aluminio recobertas com silica gel, ALUGRAM® SIL G/UV Macherey-Nagel. As
amostras dissolvidas foram aplicadas, com auxilio de capilar de vidro e apos
desenvolvimento, as placas foram reveladas, sucessivamente, por exposicao a
irradiacao ultravioleta A = 254 e 365 nm, lampada QUALITY, modelo BLB, 6w,
acoplada a lanterna BOIT-LUVO01, e nebulizadas com solu¢do de anisaldeido
sulfarico 0,5%, ou Ce(SO4). 0,1 N, seguido de aquecimento em chapa

aguecedora a cerca de 110 °C.

Solugdes reveladoras: anisaldeido sulfarico 0,5% - adicionou-se 0,5 mL de
anisaldeido em 10 mL de acido acético glacial, e diluiu-se em 85 mL de
metanol. Posteriormente, adicionou-se lentamente 5 mL acido sulfdrico sobre a
primeira solucdo (WAGNER e BLADT, 1996). Sulfato de cério(IV) 0,1 N -
dissolveram-se 8,4 g de sulfato de cério em 100 mL de agua destilada,
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contendo 5,6 mL de acido sulfurico concentrado, por aguecimento. Apés
resfriamento, completou-se com agua para 200 mL (MORITA e ASSUMPCAO,
1972).

Cromatografia em coluna aberta (CC): Foi empregada coluna de vidro (30,5

x 6,0 cm), utilizando como adsorvente silica gel 60 (230 - 400 mesh), Merck®.

Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM): cromatdgrafo a gas (Shimadzu®) CG-EM QP-2010, equipado com coluna
capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura). Utilizando hélio
como gas de arraste. Temperatura de injecdo 250 °C, a temperatura na
interface do sistema foi de 290 °C. Método de ionizacdo por impacto eletrénico
(70 eV), e separador por quadrupolo.

As analises por CG-EM foram realizadas pela técnica Izabel Cristina
Casanova Turatti, no Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos
(NPPNS/FCFRP), Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/lUSP, coordenado pelo Prof. Dr.
Norberto Peporine Lopes.

4.2 Material vegetal

No dia 26 de fevereiro de 2012 foram coletadas folhas, galhos, frutos e
flores de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. na regido do rio Maués-Acu,
municipio de Maués, estado do Amazonas. A espécie esta localizada em area
de igapo, proximo a ilha do sol, margem direita, coordenadas geograficas Sul
03°30'01.4”; Oeste 57°40°20,7”. A identificagcdo da espécie foi realizada pelo
Prof. Dr. Valdely Ferreira Knupp, fundador-curador do Herbario EAFM do
Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas, Campus
Manaus - Zona Leste (IFAM-CMZL), onde uma exsicata foi depositada sob o
namero 10293.

A figura 8 mostra um individuo adulto de E. ovalifolia, em seu habitat

natural, no municipio de Maués-AM.
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Figura 10 — Individuo adulto de Eschweilera ovalifolia (DC.) Nied. em seu
habitat natural.
Fonte: SANTOS, P.A.

4.3 Preparo do material vegetal

Apos a coleta, fez-se a separacdo das diferentes partes do vegetal
(folhas, galhos e frutos) e selecdo do material vegetal que aparentava ser mais
sadio, isento de manchas e lesbes semelhantes as causadas por fungo. Em
seguida estes materiais foram submetidos a estabilizacdo e secagem em
estufa com circulacéo de ar forcada por uma semana a 50 °C. Apds secagem e
estabilizacdo os frutos se abriram e suas sementes foram retiradas, entdo o
ourico (pixidio) foi reduzido a pedacos menores para possibilitar sua trituracéo.

Em seguida, o material seco foi triturado usando moinho de facas do tipo Wiley.

4.4 Preparo dos extratos

Apos trituracdo, 1.000 kg do material obtido a partir das folhas e
galhos; 310 g dos frutos foi submetido a extracdo exaustiva por maceragao a

frio com hexano (HEX) e metanol (MeOH) auxiliada por banho de ultrassom em
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ciclos de 15 min., cada. Os extratos liquidos foram filtrados em papel de filtro
qualitativo, reunidos e concentrados em rotaevaporador. Os extratos apos
rotaevaporacdo foram levados a capela de exaustdo para eliminacdo do

solvente residual e armazenados em frascos de vidro.

Folhas, galhos e frutos

Secagem

Trituragéo

Folhas (1.000 g), galhos (1.000 @), frutos (310 Q)

Extragdo com HEX, ultrassom 15

min.
Filtragédo
Extrato hexanico liquido Torta
l rotaevaporagao evaporagdo do solvente residual
|Extrato hexanico seco| extragao com metanol
Extrato metandlico liquido—=| Torta
|fo|has| |galhos| | frutos | lrotaevaporagéo

Extrato metandlico seco

I

|fo|has| |ga|hos| |frutos|

Figura 11 - Fluxograma da obteng&o dos extratos hexanicos e metandlicos das partes
estudadas de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied.

4.5 Triagem fitoquimica

Foram realizados ensaios fitoquimicos qualitativos, baseados na
formacao de cor ou precipitado, para verificagdo da presenca dos principais
grupos de metabdlitos especiais em solucdes extrativas hidroetandlica (alcool
70%) e aquosa a 20% (p/v) das folhas, galhos e frutos. E importante ressaltar
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que tais reacdes podem produzir resultados falsos positivos, por isso s&o
consideradas apenas como indicativo da presenca de determinados

metabolitos.

4.5.1 Ensaios fitoquimicos

Os ensaios de andlise fitoquimica foram realizados de acordo com
Moreira (1979). Pelo método de maceracdo preparou-se um extrato
hidroetandlico a 20% e outro aquoso a 20% dos orgaos do vegetal em estudo.
A partir destes extratos foi determinada a presenca dos seguintes grupos

quimicos:

> Extrato hidroetandlico 20%: alcaloides, &cidos orgéanicos, fendis,

flavonoides, cumarinas, antraquinonas, triterpenos e esteroides.

» Extrato aquoso 20%: glicosideos antocianicos, saponinas, heterosideos
cianogenéticos, gomas, taninos e mucilagens, taninos condensados e

hidrolisaveis, aminogrupos, acidos volateis e acidos fixos.

4.5.1.1 Preparo do extrato hidroetandlico a 20%

A extracdo foi realizada por maceracdo de 20 g das partes estudadas
de E. ovalifolia secadas e trituradas em 100 mL de alcool etilico a 70% (setenta
por cento) em banho-maria a 70 °C por 90 minutos. Apos 24 h o macerado foi
filtrado com papel em filtro e 0 volume completado com 0 mesmo solvente até
100 mL. Os extratos foram mantidos refrigerados até a realizacdo dos ensaios

fitoquimicos.

4.5.1.2 Preparo do extrato aquoso a 20%

Extracéo foi realizada em banho-maria a 70 °C por 90 minutos de 20 g
das partes estudadas de E. ovalifolia secadas e trituradas em 100 mL de agua
destilada. Apos 24 h o macerado foi filtrado em papel de filtro e o volume
completado com agua destilada até 100 mL. Os extratos foram mantidos

refrigerados até a realizagdo dos ensaios fitoquimicos.
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4.5.1.3 Pesquisa de alcaloides

Foi realizada utilizando-se os reativos gerais para alcaloides (Mayer,
Dragendorff, Bouchardart e Berthrand) da seguinte forma: levou-se a secura 25
mL do extrato hidroalcodlico em banho-maria, seguido de dissolugdo do
residuo em 1 mL de etanol e 20 mL de &cido cloridrico a 1%. Transferiu-se o
extrato cloridrico para 5 tubos de ensaio (1 mL em cada tubo) e adicionou-se a
cada um os reativos mantendo o quinto tubo como branco. O aparecimento de
precipitado indica reacdo positiva. Para contraprova, 15 mL do extrato
hidroalcoodlico foram transferidos para um funil de separacdo e alcalinizados
com hidréxido de amodnio até pH 10. Efetuou-se extracdo com a mistura
éter/cloroférmio (3:1) e submeteu-se o extrato as mesmas reagfes para
alcaloides.

4.5.1.4 Pesquisa de acidos organicos

O excedente da solucéo etérea da pesquisa de alcaloides foi levado a
secura e redissolvido em 5,0 mL de agua destilada. O pH &cido desta solucao

indica a presenca de acidos organicos.

4.5.1.5 Pesquisa de fendis

Utilizaram-se 2,0 mL da solucdo obtida na pesquisa de acidos
organicos adicionando 2 gotas de solucao aquosa de cloreto de ferro(lll) 1%. O
desenvolvimento de coloragao entre o azul e o vermelho confirma a presenca

de fendis.

4.5.1.6 Pesquisa de flavonoides

Os flavonoides foram pesquisados pela reacédo de Shinoda, ou reacéo
de cianidina. Transferiram-se 5,0 mL de extrato hidroalcodélico para um tubo de
ensaio e adicionaram-se 200 mg de limalha de magnésio e 1,0 mL de &cido
cloridrico fumegante, pelas paredes do tubo. A formacédo de cor alaranjada

indica presenca de flavonais.
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4.5.1.7 Pesquisa de cumarinas

Foram transferidos para um béquer 15,0 mL de extrato hidroalcodlico
depois foram acidificados até pH 1, concentrado-se, em banho-maria a 60 °C
até 7 mL. Adicionaram-se ao residuo 5,0 mL de agua deionizada e extraiu-se
em funil de separacdo com éter etilico em 3 porc¢des de 5,0 mL. O volume do
extrato organico foi reduzido para 5,0 mL em banho-maria a 60 °C. Aplicaram-
se 3 gotas do extrato etéreo em 2 pontos de um papel de filtro previamente
marcado, deixando secar para em seguida adicionar uma gota de hidroxido de
sédio 1 N em cada mancha. Cobriu-se uma das manchas com moeda e
observou-se em luz UV de ondas longas. A fluorescéncia azul ou verde-

amarelada indica reagdo positiva.

4.5.1.8 Pesquisa de antraquinonas

Foram levados a ebulicdo 10,0 mL do extrato alcodlico por sete
minutos, sob refluxo, adicionados 1,5 mL de &cido sulfarico 10%. Apds o
resfriamento foram transferidos para um funil de separacao junto com 15,0 mL
de agua destilada e fizeram-se 3 extracdes com 5,0 mL de tolueno. O extrato
toluénico foi concentrado a 5,0 mL e transferido para um tubo de ensaio.
Agitado em seguida com 5,0 mL de solucdo reagente de hidroxido de sédio. O
aparecimento de coloracdo résea ou avermelhada indica a presenca de

hidroxiantraquinonas e naftoquinonas.

4.5.1.9 Pesquisa de triterpenos e ou esteroides

Foram evaporados 10,0 mL do extrato alcoodlico e extraido por 3 (trés)
vezes sucessivas com 3,0 mL de diclorometano. Concentraram-se 0s extratos
obtidos a um volume de 3,0 mL e transferiram-se para um tubo de ensaio, onde
foram adicionados 2,0 mL de anidrido acético. Cautelosamente adicionaram-se
3 gotas de acido sulfurico. O desenvolvimento de coloracdo azul passando a
verde demonstra indicacdo da presenca de esteroides e / ou triterpenos.

A coloragao verde, mostra indicios de func¢do hidroxila no carbono 3 e
dupla ligacao entre os carbonos 5 e 6 (Figura 10) (MOREIRA, 1979).



51

Figura 12 - Ndcleo fundamental dos triterpenos pentaciclicos.

4.5.1.10 Pesquisa de heterosideos antocianicos

Foram separadas 3 por¢des de 3,0 mL do extrato aquoso em 3 tubos
de ensaio e foram neutralizados com solu¢édo de hidroxido de potéassio 5% até
obter os pHs 5,5 (pH do extrato aquoso), 7,0 (neutro) e 9,5 (basico). Mudanca
na coloracdo das porcBes neutralizadas indica presenca de heterosideos

antocianicos.

4.5.1.11 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Agitaram-se os 3 tubos obtidos no ensaio anterior, energicamente,
durante 5 minutos. Espuma persistente em um dos tubos indica a presenca de
saponinas, confirmada pela adi¢cdo de solugdo aquosa de &cido cloridrico 1%.

4.5.1.12 Pesquisa de heterosideos cianogénicos

Transferiram-se 10,0 mL do extrato aquoso para um tubo de ensaio,
com o cuidado de ndo umedecer as paredes superiores. Adicionaram-se 1,0
mL de &cido sulfarico 1N, e entdo, com auxilio de uma rolha uma prendera-se
uma tira de papel picro-sédico dentro do tubo. Levou-se o tubo de ensaio ao
banho-maria em temperatura de 60 °C, por 30 minutos. A formacdo de cor

vermelha no papel indica a presencga de heterosideos cianogenénicos.
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4.5.1.13 Pesquisa de gomas, taninos e mucilagens

A duas porcdes de 5,0 mL do extrato aquoso foram adicionadas 5
gotas de solucdo de acetato basico e acetato neutro de chumbo 10%. A
formacdo de precipitado € indicativa da presenca de gomas, taninos e

mucilagens.

4.5.1.14 Pesquisa de taninos

Adicionaram-se a 5,0 mL de extrato aquoso, 5 gotas de cloreto de
ferro(lll) 1%. Na formacdo de precipitado escuro, transferiram-se 5,0 mL do
extrato aquoso para um baldo de fundo chato de 100,0 mL e nele
acrescentaram-se 5 gotas de formaldeido a 37% e 4,0 mL de &cido cloridrico. A
mistura foi aquecida, sob refluxo, por 1 hora. Apos seu resfriamento, filtrou-se a
solucdo e o material retido foi lavado com agua destilada e alcool.

Se no material retido no filtro houver a formagéo de coloragdo pela
adicdo de algumas gotas de solucdo aquosa de hidroxido de potassio 5%,
indica a formacdo de taninos condensados. Se no filtrado, pelo excesso de
acetato de sddio e a adicdo de 10 gotas de cloreto de ferro (lll) 1%, houver
formacdo de precipitado escuro ou azul indica a presenca de taninos

hidrolisaveis.

4.5.1.15 Pesquisa de aminogrupos

Concentraram-se 10,0 mL de extrato aquoso a metade a temperatura
de 50 °C. Em um papel de filtro, colocaram-se cinco gotas do extrato
concentrado e apés secar, o papel foi nebulizado com solucédo butandlica de
ninhidrina. Em seguida foi aquecido em estufa a 90-100 °C por 15 minutos. Se

houver o aparecimento de cor azul-violacea indica a presen¢a de aminogrupos.

4.5.1.16 Pesquisa de 4cidos volateis

Acidificaram-se 10,0 mL do extrato aquoso com acido sulfurico 1 N e
ferveu-se em um tubo de ensaio em banho-maria. Com papel indicativo de pH
mediram-se a acidez dos vapores. A coloracdo acida indica a presenca de

acidos volateis.
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4.5.1.17 Pesquisa de &cidos fixos

Transferiram-se 20,0 mL de extrato para um baldo de destilacdo
juntamente com 2,0 mL de solucdo aquosa de hidroxido de sédio 1 N,
aqueceu-se o conteudo sob refluxo, por 30 minutos, apos resfriar foi acidificado
com Aacido sulfarico 1 N e extraiu-se 3 vezes com 10,0 mL de éter etilico.
Reuniram-se 0s extratos etéreos, filtrou-se e foi levado a secura. Aqueceram-
se o residuo durante 10 minutos a 100 °C e ap0s, adicionaram-se 5,0 mL de
solucdo de hidroxido de amoénio 1 N, filtrou-se novamente e transferiram-se
para um papel de filtro trés gotas de modo a obter uma mancha de 1 cm de
didmetro. Secou-se o papel em estufa a 100 °C por 10 minutos e entdo foi
tratado com o reagente de Nessler. O desenvolvimento de coloracéo indica a

presenca de 4cidos fixos.

4.6 Analise do extrato hexanico das folhas, galhos e frutos de Eschweilera
ovalifolia (DC) Nied. por CCDC

Aproximadamente 5,0 mg dos extratos hexanicos secos de cada parte
da planta foram redissolvidos em 0,5 mL de diclorometano e aplicado em
cromatoplacas com dimensdes de 2,0 x 5,0 cm. Foram testadas como fase
movel: hexano 100% e misturas com acetato de etila. Como revelador fisico foi
utilizada luz ultravioleta (UV) 365 nm (nanémetro) e 254 nm, usaram-se 0S
seguintes reveladores quimicos: anisaldeido 0,5% e sulfato de cério(IV) 0,1 N,

seguidos de aquecimento a 110 °C.

4.7 Fracionamento por cromatografia em coluna aberta do extrato hexanico das

folhas de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied.

O processamento do extrato hexénico das folhas foi realizado pela
dissolucéo de 11,03 g do extrato hexanico seco em hexano e incorporado em
silica gel 60 para obtencdo de uma pastilha. Esta foi aplicada no topo de uma
coluna cromatografica (30,5 x 6,0 cm), empacotada da seguinte forma: hexano
foi utilizado para fazer uma suspenséo de 410 g de silica, a qual foi transferida
para a coluna. Apoés a aplicacéo da pastilha, a coluna foi eluida com sistema de

solventes em gradiente crescente de polaridade, sendo utilizados hexano,
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acetato de etila, metanol e suas misturas (Tabela 3). A eluicdo foi monitorada
por CCDC, e os reveladores foram irradiacdo UV a 365 nm e 254 nm;
anisaldeido 0,5%, sulfato de cério(IV) 0,1 N que se apresentaram como as
melhores alternativas de revelador quimico.

As fracBes obtidas foram analisadas pelos mesmos métodos do
controle de eluicdo. As fracBes semelhantes foram reunidas dissolvendo-as em

hexano ou acetato de etila.

Tabela 1 - Eluentes e suas proporc¢des utilizadas no fracionamento do extrato hexanico
das folhas (EHF) de Eschweilera ovalifolia em coluna cromatogréfica (FE: silica gel).

Eluentes Propor¢des% FracOes Coletadas
HEX 100 1-35
HEX: AcOET 9,9:0,1 36-81
HEX: AcOET 9,8:0,2 82-102
HEX: AcOET 9:1 103-138
HEX: AcOET 8:2 139-154
HEX: AcOET 7:3 155-175
HEX: AcOET 6:4 176-196
HEX: AcOET 11 197-207
AcOET 100 208-218
AcOET:MeOH 8:2 219-234
AcOET:MeOH 7:3 235-245
AcOET:MeOH 6:4 246-256
AcOET:MeOH 11 257-276
MeOH 100 277-307

AcOET: acetato de etila; HEX: hexano; MeOH: metanol

4.8 Andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas

As analises dos extratos hexanicos e das fracdes obtidas por
Cromatografia em coluna do extrato hexanico das folhas (tabela 4) foram
realizadas por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

A temperatura da coluna variou de 100 a 290 °C, a 6,3 °C-min™. As
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a 250 °C e 280 °C,
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respectivamente, fluxo de hélio 1,2 mL/min. O indice de retencéo relativo foi
obtido utilizando-se o0 5-a-colestano como padrao interno de referéncia.

A identificacdo das substancias foi realizada através de comparacao
dos espectros de massas obtidos das amostras com aqueles das
espectrotecas NIST08, WILLEY7, FFNSC 1.3 e do préprio laboratério onde as

amostras foram analisadas.

Tabela 2 - FragOes/fracOes reunidas, fracbes coletadas e precipitados analisados por
CG-EM e suas respectivas massas.

FracOes/Fragdes reunidas Fracdes coletadas Massas (mg)

FRHEO-1 70-74 75,0

75 75 76,1

76 76 78,1

FRHEO-2 77-81 56,0

87 87 200,0

88 88 150,0

Precipitado 1 - 82,1

Precipitado 2 - 56,2
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo dos extratos

Os extratos metandlicos apresentaram maiores rendimentos,
principalmente o extrato metandlico dos frutos (40,65%) que apresentou

rendimento superior a todos 0s outros.

Tabela 3 - Massas e rendimentos dos extratos hexanicos (HEX) e metandlicos (MeOH)
das folhas, galhos e frutos de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied.

Orgaos Extrato Massa do extrato Rendimento (%)
(9) bruto (g)
HEX 24,25 2,43
Folhas
MeOH 247,25 24,73
HEX 10,47 1,05
Galhos
MeOH 174,17 17,42
HEX 0,78 0,25
Frutos
MeOH 126,00 40,65

5.2 Andlise fitoquimica para os extratos hidroetandlico e aquoso a 20% das

folhas, galhos e frutos de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied.

As reacdes realizadas para os testes fitoquimicos sugerem algumas
diferencas na composicdo quimica entre os extratos obtidos. Indica também a
auséncia de cumarinas e antraquinonas nos trés 6rgaos.

Apesar de serem de cunho qualitativo, as reacgbes de analise
fitoquimica funcionam como um dispositivo norteador para os trabalhos de
isolamento, identificacdo, elucidacdo estrutural e avaliagdo da atividade
biologica de extratos vegetais. Assim, a partir dos resultados obtidos para as
folhas, galhos e frutos de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied. pode-se inferir que

as reacdes indicam presenca de metabdlitos importantes nas partes estudadas.
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Tabela 4 - Testes fitoquimicos para os extratos hidroetandlico e aquoso a 20% das
folhas, galhos e frutos de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied.

Metabdlitos Resultados

Extrato hidroetanolico a 20%

Folhas Galhos Frutos
Alcaloides - + +
Acidos organicos + + +
Fendis + - +
Cumarinas - - -
Heterosideos flavbnicos + + +
Antraquinonas - - -
Esteroides e / ou triterpenos + + +

Extrato aquoso a 20%

Folhas Galhos Frutos
Heterosideos antocianicos + + +
Heterosideos saponinicos - + +
Heterosideos cianogenéticos - - +
Gomas, taninos e mucilagens + + +
Taninos + + +
Aminogrupos + + +
Acidos volateis + + +
Acidos fixos + + +

5.3 Fracionamento do extrato hexanico das folhas (EHF) de Eschweilera

ovalifolia (DC) Nied. por cromatografia em coluna aberta (CC)

O critério de pureza previamente estabelecido foi visualizacdo de
banda Unica em cromatograma obtido por CCDC, utilizando solventes com
polaridades diferentes.

Apos o processo de fracionamento foram recolhidas 307 fracdes, com
volume aproximado de 100,0 mL cada. Todas as fracbes recolhidas foram
rotaevaporadas e analisadas por CCDC, com isso observaram-se que as
amostras, em sua maioria, apresentavam-se muito diferentes e em misturas
complexas, portanto possibilitando a reunido em poucos grupos. Um ndamero
reduzido apresentou constituicdo menos complexa para serem submetidas a
analise por CG-EM. Sendo assim, as amostras com caracteristicas adequadas

para reunido e analise estao listadas na tabela 2 (pag. 55).
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Durante o processo de concentracdo das fracoes 87 e 88, formou-se
um precipitado branco; o solvente foi eliminado por rotaevaporacdo e, em
seguida, foram submetidas a recristalizacdo utilizando acetato de etila gelado.
Separaram-se 0s precipitados resultantes com auxilio de pipeta Pasteur,
obtiveram-se suas massas e fizeram-se analises por CCDC. Tais precipitados
apresentaram-se como bandas cromatograficas Unicas e com fator de retencéo
(Rf) aproximado de 0,35 em hexano: acetato de etila (9:1) como fase moével.
Porém, somente apos andlise por CG-EM verificou-se que os dois precipitados

sdo a mesma substéancia, o triterpeno friedelanol (Figura 14.16, pag. 69).

Figura 13 - Evolugdo do fracionamento em coluna aberta do extrato hexanico das
folhas (EHF) de Eschweilera ovalifolia (DC.) Nied.
Fonte: Santos, P.A.

5.4 Andlise do extrato hexanico das folhas (EHF) de Eschweilera ovalifolia
(DC.) Nied. por CG-EM

Os parametros utilizados nas analises dos espectros de massa para a
identificagdo dos constituintes quimicos foram presenca do pico do ion
molecular, o pico base e a comparagao visual com os espectros fornecidos
pelas espectrotecas do equipamento; padrédo de fragmentacédo em relacdo aos
espectros de massa descritos na literatura e indice de similaridade acima de
90%.
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Para a identificagdo de substancias por CG-EM, a porcentagem de
similaridade aceita como confiavel é variavel. Neste trabalho foram
considerados aceitos os valores a partir de 90 %, de acordo com Jham et al.
(2007) e Paiva et al. (2011).

A andlise de EHF resultou na identificacdo de um hidrocarboneto (n-
tetradecano), quatro acidos graxos (acidos dodecanoico, tetradecanoico,
hexadecanoico, octadecanoico); dois ésteres (hexadecanoato de etila e
octadecanoato de etila), uma cetona (5,6, 7,7a-tetraidro-4,4,7a-trimetil-2(4H)-
benzofuranona), uma lactona terpenoidica (4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-
olideo), um diterpeno (neofitadieno), trés triterpenos (B-amirina, B-friedelanol e
friedelina), dois esterdis (estigmasterol e [-sitosterol), uma vitamina (a-
tocoferol) e um de seus isdbmeros (y-tocoferol). Perfazendo um total de
dezessete (17) substancias identificadas para esta amostra.

As substancias identificadas sdo comumente encontradas em cera
epicuticular, 6leos volateis e extratos apolares (BRANCO; PIZZOLATTI, 2002;
JETTER et al.,, 2011; XIONG et al.,, 2013). Porém, podem ser encontradas
também em extratos polares (SAKTHIVEL et al., 2010).

A seguir é apresentado o perfil cromatografico de EHF (figura 14) e o
espectro de massas de cada uma das substancias identificadas [figuras 14.1 a
14.17 (pag.60 a 69)].
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Figura 14 - Perfil cromatogréafico de EHF.
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As figuras abaixo mostram o0s espectros de massas relativos aos picos
do cromatograma de EHF. Em cada um deles a figura “a” mostra o espectro de
massas da amostra e a figura “b” mostra o espectro de massas da biblioteca,

com o qual apresenta indice de similaridade acima de 90%.
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Figura 14.1 - Espectro de massas da substéncia identificada como n-tetradecano.

O espectro de massas acima € caracteristico de alcanos, nesse caso o
hidrocarboneto alifatico n-tetradecano, pois apresenta seus principais

fragmentos em intervalos de 14 unidades (m/z: pico do ion molecular (198,
M™), 57 (pico base), 71 e 85). De acordo com esses dados espectrométricos

existe grande possibilidade de a substancia acima ser realmente este
hidrocarboneto. O alcano em questdo possui varias fontes, como por exemplo,
fungos, vegetais, insetos e a partir de petrdleo, assim como pela pirdlise de
acidos graxos saturados e insaturados (ALVES et al., 1988; ALENCAR et al.,
2005; VEIGA-JUNIOR et al., 2007; VALDUGA et al., 2010).
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Figura 14. 2 - Espectro de massas da substancia identificada como 4,4,7a-trimetil-
5,6,7,7a-tetraidro-2(4H)-benzofuranona (Diidroactinidiolideo).

A substancia acima apresenta espectro de massas cujos principais
jons sdo (m/z): (180, M™), 111 (pico base), 109 e 137 representando assim o

perfil de fragmentacao tipico da lactona terpénica diidroactnidiolideo, apontada
como uma das substancias responsaveis pelo aroma de tabaco e chas
(BORSE et al.,, 2002; HUANG et al.,, 2006). Esta substancia é oriunda da
degradacdo oxidativa ou bioldgica dos carotenoides e foi isolada pela primeira
vez de folhas da espécie Actinidia polygama (Sieb. et Zucc.) Planch. (SAKAN
et al., 1967).
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Figura 14.4 -
tetradecanoico (4cido miristico).

substancias conhecidas como acido laurico e miristico,

Espectro de massas da substancia

identificada como &cido

As figuras 14.3 e 14.4 demonstram o0s espectros de massa das

respectivamente. O
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primeiro espectro apresenta pico do ion molecular com m/z 200 (M™) e o pico

base com m/z 73, além dos picos com m/z: 101, 115; 129; 143; 157 e 171. O
segundo espectro apresenta pico do ion molecular com m/z 228(M*) além dos
picos com m/z: 55; 60; 73 (pico base); 85; 98; 115; 129; 143; 157; 171; 185;
199. Nos dois casos pode-se verificar que ocorre uma diferenca de 14
unidades de massa entre a maioria dos fragmentos idnicos gerados, indicando
a perda de CH, (CHOI, 1997). Acidos graxos dessa natureza sdo encontrados
frequentemente em palmeiras endémicas da Amazoénia (NASCIMENTO et al.
2008; RODRIGUES et al. 2010).
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Figura 14.5 - Espectro de massas da substancia identificada como 7,11,15-trimetil-3-
metileno-hexadec-1-eno (neofitadieno).

O necfitadieno € um diterpeno linear encontrado comumente nas folhas
de tabaco, sendo o principal responsavel pelo aroma e sabor deste
(VALIVITTAN et al., 2014). Este diterpeno pode ser encontrado em Oleos
volateis de plantas (ORDAZ et al., 2011) e algas marinhas (OLIVEIRA et al.,
2012), recentemente foi encontrado em elevada concentragdo em extrato
acetato de etila de Tiliacora acuminata Miers (VALIVITTAN et al., 2014).
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Figura 14.6 - Espectro de massas da substancia
hexadecanoico (acido palmitico).

identificada como &cido
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Figura 14.7 - Espectro de massas da substancia identificada como hexadecanoato de

etila (palmitato de etila).
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Figura 14.8 -
octadecanoico (acido estearico).

Espectro de massas da substancia

identificada como &cido

100

S

’ Y

i /_/—/O/\ o,

] 101

.55

] 0 157

1 5 | LIS 143 | 171 199, 227 255 | 283 -1

~ | ||| i || | | | | || | L 1A | |

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 420
100

i 88

] 101

143

1413770

] -

1 \ J 1S 143 171 199 227 055 o1

|'||!\_ I\!‘II"III'\:II'II'I'II'I“I‘I"I‘Il‘ e L e L L Ll i Ll |

30 60 9 120 150 180 210 240 270 300 360 390 420

Figura 14.9 - Espectro de massas da substancia identificada como octadecanoato de

etila (estearato de etila).
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Figura 14.10 - Espectro de massas da substancia identificada como 4,8,12,16-

tetrametil-heptadecan-4-olideo.
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Figura 14.11 - Espectro de massas da substéancia identificada como y-tocoferol.
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Figura 14.12 - Espectro de massas da substéncia identificada como a-tocoferol

(vitamina E).
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Figura 14.13 - Espectro de massas da substancia identificada como estigmasterol.
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Figura 14.14 - Espectro de massas da substancia identificada como B-sitosterol.
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Figura 14.15 - Espectro de massas da substéancia identificada como (-amirina.
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Figura 14.16 - Espectro de massas da substancia identificada como B-friedelanol.
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Figura 14.17 - Espectro de massas da substancia identificada como friedelina.
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Tabela 5 - Substancias identificadas em EHF e seus respectivos indices de
similaridade (IS), tempo de retengdo (Tgr), area relativa do pico (&rea), razéo
massa/carga do pico base (P.B), férmula molecular (F.M) e massa molecular (M.M).

Substancias IS (%) Tg(min.) Area PB FM MM
(%)  (m/2)

n-tetradecano 96 13,361 0,06 57 Ci4H3o 198
5,6,7,70-tetraidro-4,4,7a- 92 15,238 0,15 111 C11H1602 180
trimetil-2(4H)-

benzofuranona
acido dodecanoico 97 15,466 0,28 73 C12H240; 200
acido tetradecanoico 97 17,820 0,82 73 CiHyg0, 228
7,11,15-trimetil-3-metileno- 97 18,667 1,23 68 CyoHsg 278

hexadec-1-eno
acido hexadecanoico 96 19,975 3,68 73 Ci6H320; 256
hexadecanoato de etila 97 20,249 0,56 88 CigH3602 284
acido octadecanoico 93 21,884 1,99 73 C15H360- 284
octadecanoato de etila 97 22,135 0,44 88 CuoH4005 312
4,8,12,16-tetrametil- 94 23,529 0,65 99 C21H400, 324

heptadecan-4-olideo

y-tocoferol 93 29,945 1,57 151 CogHug0, 416
a-tocoferol 95 31,156 6,67 165 CooHs00, 430
estigmasterol 95 33,393 3,52 55 C,oH450 412
B-sitosterol 90 34,726 7,62 43 CogH500 414
B-amirina 95 35,623 1,28 218 CzoHs0O 426
B-friedelanol 95 40,104 16,66 95 CsoHs,0 428

friedelina 96 40,523 3,20 69 C3oHs00 426




71

5.5 Andlise das fragbes / fracBes reunidas e precipitados obtidos a partir do

fracionamento de EHF de Eschweilera ovalifolia (DC) Nied.

5.5.1 Fracdo FRHEO-1
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Figura 15 - Perfil Cromatogréafico dos constituintes da fragdo FRHEO-1.

A partir da visualizacdo do cromatograma foi possivel verificar a
presenca de 29 picos, destes foi possivel identificar 12.

As substancias identificadas sdo: um &cido graxo (acido
hexadecanoico); sete ésteres graxos (hexadecanoato de metila,
hexadecanoato de etila, tetradecanoato de etila, octadecanoato de etila e
eicosanoato de etila); dois sesquiterpenos (6xido de cariofileno e epoéxido de
humuleno Il), dois diterpenos (neofitadieno e fitona); a-tocoferol e 4,8,12,16-
tetrametil-heptadecan-4-olideo.

As seguintes substancias, 6xido de cariofileno, epéxido de humuleno II,
hexadecanoato de metila, tetradecanoato de etila, eicosanoato de etila e fitona,
que foram identificadas em FRHEO-1, ndo foram detectadas na analise do
extrato bruto. Isto, provavelmente por se encontrar em baixa concentracdo em
relacdo aos outros constituintes.

Oxido de cariofileno [figura 15.1 (pag.72)], epéxido de humuleno I
[figura 15.2 (pag. 73)] e fitona [15.4 (pag.74)] sdo constituintes comuns em
Oleos volateis (JAVIDNIA et al., 2009; XIONG et al., 2013).




b)

72

A presenca de ésteres de acidos graxos é relatada em estudo com
espécie da familia, onde estes foram encontrados como constituintes
majoritarios em Gustavia elliptica L. (Lecythidaceae) (ALMEIDA et al., 2011).

Esteres etilicos de &cidos graxos sdo geralmente preparados para
compor o biodiesel, sdo produzidos a partir da esterificacdo de seus acidos
graxos de origem. Os 6leos de soja e babacu sdo as fontes mais conhecidas
de acidos graxos para producdo de biodiesel (FERRARI et al.2005; URIOSTE
et al., 2008).

A seguir serdo apresentados somente os espectros das substancias
gue nao foram identificadas no extrato hexanico [figuras de 15.1 a 15.6 (pag.72

“ ”

a 75)]. Em cada um deles a figura “a” mostra o espectro de massas da amostra
e a figura “b” mostra o espectro de massas da biblioteca, com o qual apresenta

indice de similaridade acima de 90%.
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Figura 15.1 - Espectro de massas da substancia identificada como Oxido de
cariofileno.
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Figura 15.2 - Espectro de massas da substancia identificada como epodxido de

humuleno II.
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Figura 15.3 - Espectro de massas da substancia identificada como tetradecanoato de

etila.
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Figura 15.4 - Espectro de massas da substéncia identificada como fitona.
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Figura 15.5 - Espectro de massas da substéancia identificada como hexadecanoato de

metila (palmitato de metila).
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Figura 15.6 - Espectro de massas da substéncia identificada como eicosanoato de
etila.
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Tabela 6 - Substancias identificadas na amostra FRHEO-1 e seus respectivos indices
de similaridades (IS), tempo de retengdo (Tg), area relativa do pico (area), pico base
(PB), férmula molecular (FM) e massa molecular (MM).

Substancias .S Tk(min.)  Area P.B F.M M. M

(%) (%) m/z
o6xido de cariofileno 97 15,937 2,51 79 Ci5H2,0 220
epoxido de humuleno 94 16,73 0,80 67 Ci5H240 220
tetradecanoato de etila 96 18,170 0,52 88 Ci6H320, 256
neofitadieno 96 18,654 0,62 68 CooHss 278
fitona 96 18,706 1,98 58 C1sH360 268

hexadecanoato de metila 95 19,560 0,32 74 Ci17H340, 270
acido hexadecanoico 95 19,884 1,02 73 C16H3,05 256
hexadecanoato de etila 96 20,238 6,11 88 CisH3602 284
octadecanoato de etila 96 22,124 4,30 88 CyoH360 312

4,8,12,16-tetrametil- 92 23,514 0,93 99 C21H400> 324
heptadecan-4-olideo

eicosanoato de etila 93 23,856 0,40 88 C,,H440, 340

a-tocoferol 92 31,039 1,83 165 C29H5002 430
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5.5.3 Fragbes 75e 76
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Figura 16 - Perfil Cromatografico dos constituintes das fracdes 75 e 76.

As fracdes 75 e 76 apresentaram 4 picos. Porém, nos dois casos
somente dois picos foram identificados. Nas duas fragGes, o primeiro € o 6xido
de cariofileno (15, 938 min.) e o0 segundo o linoleato de metila
(octadecadienoato de metila) (21, 217 min.).

Existem dois picos intensos presentes nos cromatogramas das duas
fracBes que nado foram identificados, possivelmente deve tratar-se das mesmas
substancias. Tais picos ndo foram identificados por nenhuma das
espectrotecas utilizadas, isto nos leva a acreditar que se trata de substancias
desconhecidas.

O oOxido de cariofileno ja foi identificado na amostra FRHEO-1 (figura
15.1, pag. 72), por isso € apresentado somente o espectro de massas do
linoleato de metila. Afigura 16.1 abaixo esta dividida em figura “a” mostrando o
espectro de massas da amostra e a figura “b” mostrando o espectro de massas

da biblioteca, com o qual apresenta indice de similaridade acima de 90%.
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Figura 16.1 - Espectro de massas da substancia identificada como octadecadienoato
de metila (linoleato de metila).
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Figura 17 - Perfil Cromatogréafico dos constituintes da fragdo FRHEO-2.

Em FRHEO-2 foi possivel identificar: 6xido de cariofileno (15,938 min.),
epoxido e humuleno II (16,277 min.), linoleato de metila (21,218 min.) e
4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-olideo (23,513 min). Das substancias
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identificadas aquela que estd em maior concentracdo ndo foi identificada,
assim como outros picos presentes no cromatograma.

Todas as substancias presentes em FRHEO-2 ja foram identificas em
amostras anteriores. Oxido de cariofileno e epdxido humuleno Il estio
presentes em FRHEO-1, seus espectros de massas estdo nas figuras 15.1 e
15.2 (pag.72 e 73), respectivamente.

O linoleato de metila esta presente nas fracbes 75 e 76 [espectro de
massas figura 16.1 (pag. 78)]. A lactona 4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-
olideo foi identificado também em EHF [figura 14.10 (p4g. 66)], este foi
identificado em elevada concentracdo em Oleo volatil de Marrubium vulgare L.
(Lamiaceae) (ABADI et al., 2013).

5.5.5 Fragéo 87
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Figura 18 - Perfil Cromatografico dos constituintes da fracdo 87.
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Figura 18.1 - Espectro de massas da substancia identificada como 4-alil-2-metoxifenol

(eugenol).
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Figura 18.2 - Espectro de massas da substancia identificada como 3,7,11-trimetil-1,

6,10-dodecatrien-3-ol (nerolidol).
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Figura 18.3 - Espectro de massas da substancia identificada como 2,6,9,9-tetrametil-
2,6,10-cicloundecatrien-1-ona (zerumbona).
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Figura 18.4 - Espectro de massas da substancia identificada como 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona.



a)

b)

82

g1 95
1 69
: 137
— 107 121 ”0/
i 257
10 3 s 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270
100
i 81 95
- _ 137
i 41 55 69
i 107 A
] 123 257
] 148 161 177189 04

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270

Figura 18.6 - Espectro de massas da substancia identificada como manool.

Nesta fragcdo identificou-se: eugenol, nerolidol, zerumbona,
neofitadieno, 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, manool, y-tocoferol, a-
tocoferol, B-friedelanol e friedelina.

A analise do cromatograma [figura 18 (pag. 79)] e seus dados permite
observar que a maioria das substancias identificadas nesta fracdo estd em
concentracéo discreta, exceto y-tocoferol, a-tocoferol e B-friedelanol.

a-tocoferol, B-friedelanol e friedelina ja foram identificados em de
Eschweilera longipes Miers. (CARVALHO et al., 1998) e Gustavia elliptica L.
(ALMEIDA et al., 2011), ambas de Lecythidoideae. B-friedelanol e friedelina ja
foram isolados de Maytenus ilicifolia Mart. (Celastraceae) (MOSSI, et al., 2004).
Eugenol e nerolidol foram identificados em Cinnamomum osmophloeum Kaneh.
(Cinamomum) e apresentaram excelente atividade anti-inflamatoria (TUNG et
al., 2008).

Zerumbona é comumente encontrada em altas concentracfes em
raizes e rizomas de espeécies de Zingiberaceae, esta substancia tem chamado
a atencdo por sua ampla variedade de atividade biologica, principalmente
antitumoral (KIRANA et al., 2003).

O manool é um diterpeno com nucleo labdano encontrado também em
folhas de Catharanthus roseus [L.] G. Don. (Apocinaceae) (GUEDES DE
PINTO et al., 2009).
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Tabela 7 - Substancias identificadas na fracdo 87 e seus respectivos indices de
similaridades (IS), tempo de retengéo (Tr), area relativa do pico (area), pico base (PB),
férmula molecular (FM) e massa molecular (MM).

Substancias IS Tr (Min.)  Area PB FM MM
(%) (%)  (m/z)
eugenol 97 12,679 0,26 164 CyoH20, 164
nerolidol 94 15,514 0,09 69 CisH,60 222
zerumbona 93 17,679 0,27 107 C15H2,0 218
neofitadieno 96 18,659 0,42 68 CooHss 278
6,10,14-trimetil-2- 94 18,710 0,18 58 CigH360 268
pentadecanona
Manool 91 21,024 0,09 81 CaoH340 290
v-tocoferol 93 29,919 6,33 151  CyHu0, 416
a-tocoferol 95 31,052 3,67 165 CyHs00, 430
B-friedelanol 96 39,958 46,55 95 C3oHs500 428
friedelina 95 40,315 0,79 69 CzoHs500 426

5.5.6 Fracéo 88
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Figura 19 - Perfil Cromatografico dos constituintes da fracdo 88.

Nesta fracdo encontrou-se: nerolidol [figura 18.2 (pag. 80)], zerumbona
[figura 18.3 (pag. 81)], acido tetradecanoico [figura 14.4 (pag. 62)], neofitadieno
[figura 14.5 (pag. 63)], octadecadienoato de metila [figura 16.1 (pag. 78)], acido
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octadecanoico [figura 14.8 (pag. 65)], y-tocoferol [figura 14.11 (pag. 66)], a-
tocoferol [figura 14.12 (pag. 67)] e B-friedelanol [figura 14.16 (pag. 69)].
Todas as substancias identificadas na fracdo 88 ja foram detectadas

em amostras anteriores.

Tabela 8 - Substancias identificadas na fracdo 88 e seus respectivos indices de
similaridades (IS), tempo de retencéo (Tr), &rea relativa do pico (area), pico base (PB),
férmula molecular (FM) e massa molecular (MM).

Substancia I.S Tr(min.)  Area (%) P.B F.M M. M
(%) (m/z)
Nerolidol 95 15,516 0,14 69 Ci5H260 222
Zerumbona 93 17,679 0,54 107 CisH2,0 218
acido tetradecanoico 97 17,775 0,65 73 C14H50, 228
neofitadieno 96 18,658 0,45 68 CyoHss 278
octadecadienoato de 95 21,219 0,19 67 C19H340, 294
metila

acido octadecanoico 93 21,820 0,23 73 C1gH360, 484
y-tocoferol 93 29,916 10,44 151  CyoHs0: 416
a-tocoferol 96 31,047 3,50 165  CyHs500; 430
B-friedelanol 96 39,794 10,02 95 CzoHs20 428

5.5.7 Precipitados 1 e 2

3,775,994 .

5-alfa-colestano

9 “!9]

34.236

¢ Beta-friedelanol

10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 55.0
mjnI

Figura 20 - Perfil Cromatogréfico dos precipitados 1 e 2.
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Verificou-se que os dois precipitados eram a mesma substancia, o -
friedelanol [figura 20 (pag. 84)]. Este triterpeno esta presente em elevada
concentracdo em EHF e ja foi identificado em dois estudos quimicos com
Eschweilera rabeliana Mori e Eschweilera longipes Miers (CARVALHO et al.,
1995; 1998; COSTA et al., 2003), respectivamente; e em outras espécies de
Lecythidaceae (SOUZA et al., 2001; ALMEIDA et al., 2011).

A tabela 9 apresenta todas as substancias identificadas nos hexanico
das folhas e suas fracdes e fragcdes reunidas, distribuidas em suas respectivas

classes quimicas.

Tabela 9 - Substancias identificadas em EHF e suas fracOes/fracoes reunidas
distribuidas por classe quimica.

Classes Substancias
Hidrocarbonetos lineares n-tetradecano
Acidos graxos acido dodecanoico

acido tetradecanoico
acido hexadecanoico

acido octadecanoico

Esteres tetradecanoato de etila
hexadecanoato de etila

hexadecanoato de metila
octadecanoato de etila

eicosanoato de etila

Cetona 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
4.4, 7a-tetrametil-5,6,7,7a-tetraidro-2(4H)-
benzofuranona
Sesquiterpenos oxido de cariofileno

epoxido de humuleno |l
nerolidol

zerumbona

Diterpenos neofitadieno
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fitona
manool
Triterpenos B-amirina
B-friedelanol
Friedelina
Esteroide estigmasterol
[B-sitosterol
Tocoferois a-tocoferol
y-tocoferol
Fenilpropanoide eugenol
Lactona 4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-olideo

5.6 Analise do extrato hexanico dos galhos (EHGA) de Eschweilera ovalifolia

(DC) Nied. por CG-EM

48,076,375

n

riedelina

41.069

Acetatc de bets-amirina

1() 965

Neofitadieno

9.980

Acido tetrade canoico

23,523 4,8,12,16- tetrametit heptadecan 4-olido
33,349 Estigmasterol

j % '3:3 Alfa-amirenona
Oxido de cariofileno ) g 2 B Bet: .

g . hg'. = \ | g Beta-amirenona

v ™ S "

1 ; l L\WN

A
B e o o s o o o i o e e e

10.0 20.0 30.0 50.0 55.0

min

Figura 21 - Perfil Cromatogréfico dos constituintes presentes no extrato hexanico dos
galhos (EHGA).

Em EHGA identificou-se: 6xido de cariofileno [15.1 (pag. 72)], acido
tetradecanoico [14.4 (pag. 62)], neofitadieno [14.5 (pag. 63)], acido
hexadecanoico [14.6 (pag. 64)], acido octadecadienoico, &cido-13-

octadecenoico, pentatriacontano, esqualeno, a-tocoferol [14.12 (pag. 67)],
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estigmasterol [14.13 (pag. 67)], B-amirenona, acetato de B-amirina, a-
amirenona, friedelina e 4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-olideo [14.10 (pag.
66)].

Friedelina e acetato de B-amirina se destacam como 0s constituintes
majoritarios.

Esta amostra possui muitas substancias que foram encontradas em
EHF ou em suas fracGes, porém constituintes como o acido octadecadienoico,
acido-13-octadecenoico, pentatriacontano, esqualeno, -amirenona, acetato de
B-amirina e a-amirenona nao foram encontrados nas amostras analisadas
anteriormente. Entre estes se destaca o esqualeno (triterpeno linear) precursor
de triterpenos pentaciclicos e esteroides. Além disso, os triterpenos com nucleo
oleanano se apresentam mais funcionalizados nesta amostra.

Em seguida serdo apresentados apenas 0s espectros das substancias
identificadas nesta amostra [21.1 a 21.5 (pag. 88 a 91)]. Em cada um deles a
figura “a” mostra o espectro de massas da amostra e a figura “b” mostra o
espectro de massas da biblioteca, com o qual apresenta indice de similaridade

acima de 90%.

) 81 0

OH
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1
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123 126
136 150 164

182 196 213 227

256 270

20 40 60 20 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
100 o 5

1 2 95

1 41

] 109

12 123136 150 280

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Figura 21.1 - Espectro de massas da substancia identificada como acido
octadecadienoico (&cido linoleico).
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Figura 21.2 - Espectro de massas da substancia identificada como acido octadec-13-
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Figura 21.3 - Espectro de massas da substancia identificada como -amirenona.
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Figura 21.4 - Espectro de massas da substancia identificada como acetato de B-
amirina.
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Figura 21.5 - Espectro de massas da substéncia identificada como a-amirenona.

Tabela 10 - Substancias identificadas em EHGA e seus respectivos indices de
similaridades (IS), tempo de retengéo (TRr), area relativa do pico (area), pico base (PB),
férmula molecular (FM) e massa molecular (MM).

Substancia IS Tr Area PB FM MM
(%) (min.) (%) (m/z)
oxido de cariofileno 95 15,943 0,23 79 CisH2sO 220
acido tetradecanoico 97 17,786 0,12 68 Ci4sHzs0, 228
neofitadieno 97 18,661 0,15 73 CyoHss 278
acido hexadecanoico 96 19,980 2,69 71 Ci6H3,0, 256
acido octadecadienoico 91 21,611 0,99 67 CigH3,0, 280
acido-13-octadecenoico 94 21,700 0,36 55 CigH3.0, 282
4,8,12,16-tetrametil- 94 23523 0,23 99 CxuHaO, 324
heptadecan-4-olideo
pentatriacontano 97 26,777 0,29 57 CssH7 493
esqualeno 97 27,264 0,21 69 CsoHso 410
a-tocoferol 96 31,074 0,61 165 CyHs00, 430
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Tabela 11 - Substancias identificadas em EHGA distribuidas por classe quimica.

Classes

Substancias

Hidrocarbonetos

Acidos graxos

Sesquiterpenos

Diterpenos

Esteroides

Triterpenos

Tocoferol

Lactona

Pentatriacontano

acido tetradecanoico

acido hexadecanoico
acido-13-octadecenoico
acido octadecadienoico

Oxido de cariofileno

Neofitadieno

estigmasterol

Esqualeno
a-amirenona
[B-amirenona

acetato de p-amirina

Friedelina

a-tocoferol

4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-olideo

92
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5.7 Analise do extrato hexanico dos frutos (EHFr) de Eschweilera ovalifolia
(DC) Nied. por CG-EM
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Figura 22 - Perfil Cromatografico dos constituintes presentes no extrato hexanico dos
frutos (EHFr).

Na amostra EHFr foram identificados: deca-2,4-dienal (11,782 min.),
acido tetradecanoico (17,770 min), neofitadieno, &cido pentadecanoico,
hexadecanoato de metila (19,562 min), hexadecanoato de etila, acido
hexadecanoico, octadecadienoato de metila, acido octadecanoico, &cido
octadecadienoico (21,628 min.), tetracosanoato de metila, esqualeno,
estigmasterol (33,300 min.), B-amirina (35,569 min.), a-amirenona, cicloartenol,
a-amirina (36,672 min.), 24-metilenocicloartenol (37,908 min.), B-friedelanol
(39,758 min.), friedelina (40,290 min.) e 4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-
olideo.

As substancias identificadas apenas em EHFr sdo: deca-2,4-dienal,
acido pentadecanoico, tetracosanoato de metila, cicloartenol, a-amirina e 24-
metilenocicloartenol. Entre estas se destaca o cicloartenol que é precursor dos
esteroides e triterpenos modificados, assim como um de seus derivados o 24-
metilenocicloartenol.

Dentre os picos que nao foram identificados estd a substancia
majoritaria. Como esta ndo foi identificada por nenhuma das bibliotecas
utilizadas, talvez possa ser uma substancia desconhecida.

Em seguida serdo apresentados apenas os espectros das substancias

identificadas nesta amostra [22.1 a 22.5 (pag. 95 a 97)]. Em cada um deles a
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figura “a” mostra o espectro de massas da amostra e a figura “b” mostra o

espectro de massas da biblioteca, com o qual apresenta indice de similaridade

acima de 90%.
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Figura 22.1 - Espectro de massas da substancia identificada como deca-2,4-dienal.
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Figura 22.3 - Espectro de massas da substancia identificada como tetracosanoato de
metila.
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Figura 22.4 - Espectro de massas da substancia identificada como cicloartenol.
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Figura 225 - Espectro de massas da substancia identificada como 24-

metilenocicloartenol.

Algumas substancias se mantiveram presente em todos 0s extratos
analisados, ora em concentracdo discreta, ora em concentracao elevada, um
exemplo disso é o triterpeno friedelina que se apresentou em concentracdo
elevada em EHGA, baixa em EHF e EHFr. Além desse triterpeno os &cidos
graxos tetradecanoico e hexadecanoico, o diterpeno neofitadieno, a lactona e o
estigmasterol permearam todos 0s extratos.

Em relacdo aos triterpenos friedelina e B-friedelanol, ocorre uma
relacdo inversa entre a presenca deles nos extratos estudados, pois quando
um se apresenta em concentracdes maiores 0 outro esta em concentracao
baixa, isto € tdo evidente que em EHGA a friedelina esta como constituinte

majoritario e ndo ha deteccao de B-friedelanol.
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Tabela 12 - Substancias identificadas em EHFr e seus respectivos indices de
similaridades (IS), tempo de retengéo (Tr), area relativa do pico (area), pico base (PB),
férmula molecular (FM) e massa molecular (MM).

Substancia I.S T.r Area P.B F.M MM
%) (min) (%) (M)

2,4-decadienal 94 11,782 0,08 81 CioH160 152
acido tetradecanoico 97 17,770 0,21 73 C14H250, 228
acido pentadecanoico 94 18,849 0,08 73 Ci5H300- 242
hexadecanoato de metila 97 19,562 1,57 74 C,7H34,0, 270
acido hexadecanoico 96 19,966 10,28 73 CisH320- 256
hexadecanoato de etila 96 20,242 0,19 88 Ci5H360- 284

octadecadienoato de 97 21,220 1,24 67 C19H340, 294
metila

acido octadecanoico 95 21,515 0,38 74 C1oH350> 298

acido octadecadienoico 94 21,628 7,93 67 C15H3,0, 280

4,8,12,16-tetrametil- 93 23,519 0,40 74 Cy1H400s5 324

heptadecan-4-olideo
tetracosanoato de metila 95 26,511 0,23 74 C3oH500- 382

esqualeno 94 27,257 0,16 69 CsoHso 410
estigmasterol 95 33,300 2,47 55 CsoH40 412
B-amirina 96 35,569 9,10 218 C3oHs500 426
a-amirenona 96 35,888 0,57 218 C3oH40 424
cicloartenol 91 36,416 0,40 69 C3oH500 426
a-amirina 93 36,672 2,21 218 C3oHs500 426
24-metilenocicloartenol 94 37,908 0,73 55 Ca1Hs5,0 440
B-friedelanol 95 39,908 1,74 95 C3oHs500 428

friedelina 96 40,290 3,03 69 C3oHs00 426




Tabela 13 - Substancias identificadas em EHFr distribuidas por classe quimica.

Classes Substancias

Acidos graxos acido tetradecanoico
acido pentadecanoico
acido hexadecanoico
acido octadecanoico

acido octadecadienoico

Esteres tetracosanoato de metila
hexadecanoato de etila
hexadecanoato de metila

octadecadienoato de metila

Aldeido 2.,4-decadienol

Diterpenos neofitadieno

Triterpenos esqualeno
B-amirina
a-amirenona
a-amirina
Friedelina
cicloartenol
24-metilenocicloartenol

Lactona 4,8,12,16-tetrametil-heptadecan-4-olideo
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6 CONCLUSOES

Foram identificados acidos graxos, alcool, cetonas, diterpenos, ésteres
graxos, fenilpropanoide, hidrocarbonetos lineares, lactona, sesquiterpenos,
tocoferdis e triterpenos nos extratos apolares de folhas, galhos e frutos.

Quanto a presenca de triterpenos, esteroide e tocoferdis o estudo
realizado esta de acordo com aqueles realizados para o género Eschweilera e
a familia Lecyhtidaceae.

Como o B-friedelanol se apresentou como o constituinte majoritario em
EHF e foi obtido por precipitacdo em concentracdo razoavel e ser de facil
identificacdo, pode-se pensar em dar continuidade aos estudos com esta
espécie visando acompanhar a biossintese deste metabdlito em relacdo a sua
variacdo conforme as mudancas nos fatores ambientais ou mesmo para

realizar modificacbes em sua estrutura.
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