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RESUMO

A madeira € um material de origem natural amplamente utilizado em diversos
setores industriais, formado por componentes quimicos que usualmente ndo séo
considerados durante 0 seu processamento, principalmente os metabdlitos
secundarios que por consequéncia acabam rejeitados. Neste trabalho avaliaram-se
os residuos madeireiros de louro-preto (Ocotea cymbarum, Lauraceae), tatajuba
(Bagassa guianensis, Moraceae) e pedozinho (Eschweleira coriaceae,
Lecythidaceae), proveniente da industria de confeccdo de pecas de instrumentos
musicais e da construcao civil, visando o conhecimento dos metabdlitos secundarios
e agregacao de valores aos residuos sélidos. Dessa forma, os extratos brutos foram
submetidos a fracionamentos cromatograficos em coluna aberta utilizando-se como
suportes silica gel, celulose microcristalina, Sephadex LH-20. As substancias obtidas
tiveram a determinagdo estrutural baseada em técnicas espectrométricas e
espectroscopicas. Nos residuos de O. cymbarum, identificou-se no extrato hexanico,
o esterdide B-sitosterol e acido lignocérico; no extrato metandlico foi identificado o
aminoacido tirosina utilizando uma sonda HR-MAS. De E. coriaceae identificou-se
no extrato hexanico do alburno, o triterpeno lupeol e os esterdides B-sitosterol e
sitostenona. No extrato metandlico desta espécie foram identificados os fenantreno
micandrol A do alburno e micandrol B do cerne. No extrato hexanico de B.
guianensis detectou-se a presenca de [-sitosterol e lupeol; no extrato metandlico
obteveram-se oito substancias, identificadas como 2,4-dihidroxibenzaldeido, trans-
oxiresveratrol, canferol, estopogenina, 6-O-metil-moracina N, moracinas M e P, e
moracina R 4’-O-a-xilopiranose, sendo esta ultima inédita na literatura.

Palavras chaves: Moracinas, Micandrol, estilbenos, RMN



ABSTRACT
Wood is a material of natural origin widely used in several industrial sectors, formed
by chemical compounds that usually are not considered during processing,
particularly the secondary metabolites that consequently are rejected. In this study
were evaluated wood residues of "louro-preto” (Ocotea cymbarum, Lauraceae),
"tatajuba" (Bagassa guianensis, Moraceae) and "pedozinho" (Eschweleira coriaceae,
Lecythidaceae), generated from the manufacture of parts of musical instruments and
civil construction, to obtain knowledge of the secondary metabolites and aggregate
value to solid residues. Therefore, the crude extracts were subjected to
chromatographic fractionation in open column using as supports, silica gel,
microcrystalline cellulose, Sephadex LH-20. The compounds obtained had the
structure determination based on spectrometric and spectroscopic techniques. In
residues from O. cymbarum hexane extract were identified the B-sitosterol and
lignoceric acid; in the methanol extract was identified by HR-MAS the amino acid
tyrosine. The hexane extract from E. coriaceae sapwood gave the triterpene lupeol
and B-sitosterol and sitostenone steroids. In methanol extract of this species were
identified phenanthrene micandrol A from sapwood and the micandrol B from
heartwood. In the hexane extract of B. guianensis was detected the [-sitosterol and
lupeol; the methanolic extract gave eight compounds identified as 2,4-
dihydroxybenzaldehyde, trans-oxyresveratrol, kaempferol, stoppogenin, 6-O-methyl-

moracin N, moracin R 4'-O-a-xylopyranose and the moracins M and P.

Keywords: Moracins, Micandrol, stilbene, NMR
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1. INTRODUCAO




1.1. A QUIMICA DA MADEIRA E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

A madeira € uma das matérias-primas de origem natural mais conhecida e
utilizada na industria (serrarias, fabricas de compensados, marcenarias entre
outros), formada por um tecido complexo que atua em diversas fungdes vitais como
no suporte da copa e na distribuicdo de agua e nutrientes para outras partes da
arvore (Klock et al., 2005). A parede celular deste tecido é constituida por
carboidratos (celulose e hemicelulose), revestidos com polimeros dos alcoois
cumarilico, coniferilico e sinapilico (ligninas). Estas macromoléculas (figura 1.1)
também sao chamadas de metabdlitos primarios e o0s percentuais desses

componentes podem variar conforme mostra o esquema 1.1 (Walker, 2006).

o)
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Adaptado de Santos et al., 2012

Figura 1.1. Representacao parcial dos principais componentes da parede celular de
plantas: a) celulose b) hemicelulose c¢) Unidade dos blocos de lignina.



Metabdlitos de madeira
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Esquema 1.1. Composi¢ao quimica das madeiras (coniferas e folhosas)

Os extrativos ou metabdlitos secundarios sdo micromoléculas cuja produgéo

é influénciada por fatores genéticos e vias biossintéticas (esquema 1.2). Essas

moléculas podem sofrer modificagdes estruturais por processos fisiolégicos,

ecolégicos e evolutivos (Gottlieb, 1992).

. ACIDO GRAXOS
— POLICETIDEOS ~ —— AROMATICOS POLINUCLEARES

ACIDO ACETICQ —— ACIDO ——» TERPENOIDES

MEVALONICO ESTEROIDES

| LG BRSNS
— CICLO DE —— ALC.
CARBOIDRATOS KREBS ALC. TROPANICOS

ACIDO ~— ACIDO — FENILALANINA — ACIDO — ALCOOLe¢ ACIDO — PROPEngc
CHIQUIMICO  COR{SMICO CINAMICO CINAMILICOS ALILFENOIS
POLIFENOIS ALCALGOIDES ALCALOIDES FLAVONGIDES LIGNINAS NEOLIGNANAS
GALICOS ANTRANILICOS  BENZILISO- PROANTOCIA- LIGNANAS

QUINOLINICOS  NIDINAS
Gottlieb et al., 1992; input, Santos & Kaplan, 1997

Esquema 1.2. Vias de formagao dos metabdlitos secundarios



1.2. A EXPLORACAO DA MADEIRA NO BRASIL

O Brasil possui papel importante no mercado de madeiras tropicais por ser
detentor de uma das maiores reservas naturais de floresta (figura 1.2). A Bacia
Amazbnica, com 280 milhdes de hectares, possui um volume estimado em 60
bilhées de m® de madeira disponivel para exploracdo. Entretanto, o pais € um
grande importador de madeira e devido a falta de informagdes dessas espécies e de
suas propriedades tecnoldgicas, conduz a exploracdo concentrada (Barros &

Verissimo, 1996).

Legenda
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10-30 : o < . |
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Figura 1.2. Area total (%) de cada pais ocupada por florestas (Senado, 2011)

A insercdo de novas espécies no mercado madeireiro através de estudos
tecnolégicos, vem contribuindo com uma exploracao diversificada, agregando valor
as espécies da regiao. Um exemplo é observado na confeccdo de instrumentos
musicais, com a substituicdo de espécies tradicionais (importadas e de alto custo)
por madeiras nacionais alternativas com propriedades fisicas similares (tabela 1.1;

Souza, 1983).



Tabela 1.1. Madeira tradicional e alternativa utilizada na fabricagdo de instrumentos

musicais.

Instrumento de corda

Parte instrumental

Madeira tradicional

Madeiras alternativas

Picea abies Simarouba amara
(Pinaceae) (Simaroubaceae)
Picea sitchensis Cordia Goeldian
Tampo (Pinaceae) (Boraginaceae)
Schefflera morototoni
(Araliaceae)
Pachira spp.
(Malvaceae)
Acer pseudoplatanus Brosimum parinarioides
(Sapindaceae) (Moraceae)
Acer platanoides Swartzia leptopetala
Fundo, Braco Alma, barras e | (Sapindaceae) (Fabaceae)
Volutas Couratari oblongifolia
(Lecythidaceae)
Virola michelii
(Myristicaceae)
Caesalpinia echinata Licaria cayennensis
(Fabaceae) (Lauraceae)
Arcos i
Brosimum spp.
(Moraceae)

Instrumentos de sopro

Clarinetes/ Oboé / Flautas

Fagotes

Dalbergia melanoxylon
(Fabaceae)

Swatzia laxiflora
Swatzia panacoco
Swatzia lepdoptera
(Fabaceae)

Aniba canelilla
(Lauraceae)

Cassia scleroxylon
(Fabaceae)

Astronium lecointei
(Anacardiaceae)

Pianos

Tampo de ressonancia

Mecanismo

Diospyros spp
(Ebenaceae)

Simarouba amara
(Simaroubaceae)

Schefflera morototoni
(Araliaceae)

Piptadenia suaveolens
(Fabaceae)

Couratari oblogifolia
(Lecythidaceae)

Virola michellii
(Myristicaceae)
Phachyra spp.
(Malvaceae)

Fonte: (Souza., 1983)




1.3. RESIDUOS INDUSTRIAIS E OS ESTUDOS TECNOLOGICOS

A madeira € submetida a diversas etapas de cortes, que geram grandes
quantidades de sobras ou pedagos menores classificados como residuos, sem valor
comercial e geralmente descartados de maneira inadequada (MMA, 2009). Um
exemplo é a producdo de laminas ou madeira serrada, onde estima-se a perda de
60% da matéria-prima (Sales-Campos et al., 2000).

A busca da otimizacdo do setor madeireiro e exploracdo sustentavel por
meio de projetos cientificos como INCT (Institutos Nacionais de Ciéncia e
Tecnologia) - Madeiras da Amazbdnia, vem desenvolvendo e agregando
conhecimento tecnolégico de espécies madeireiras. No Amazonas, o Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), em parceria com algumas serrarias,
promove o reaproveitamento dos residuos (figura 1.3) com producéo de artesanatos

e instrumentos musicais, agregando valor aos rejeitos (Lira et al., 2010).

Empresa (modelo Residuos gerados

¢ Uso de madeira certificada I

¢ Realiza parceria com
projetos cientificos

e Busca o reaproveitamento
dos residuos:

- No forno de secagem
(Energia)

- Produgéo de subprodutos
(Adubos e pequenos objetos)

Producao de MDF e movéis

o ———

Figura 1.3. Serraria utilizando o reaproveitamento gerado do estudo tecnélogico



1.4. A FITOQUIMICA DOS RESIDUOS MADEIREIROS

O grupo de pesquisa “Plantas da Amazénia: Quimica, quimiossistematica e
atividade biolégica” do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia, colabora com o
conhecimento quimico e biolégico de residuos gerados durante a fabricacao de
pequenos objetos. Um exemplo é o estudo quimico do pau-rainha ou amapa-amargo
(Brosimum rubescens Taub.; Moraceae) uma das poucas espécies utilizadas na
confeccdo de arco de violino e também em tampo de violdo. Hayasida e
colaboradores (2008) mostraram o excelente rendimento para os metabdlitos
secundarios, com destaque a xantiletina, uma cumarina isolada na forma cristalina e
em grande quantidade a partir do cerne da madeira, sugerindo que a abundancia
dos cristais contribui para a boa sonoridade do violao. Esta cumarina, reportada pela
propriedade antiplaquetaria (Teng et al., 1992), mostrou inibicdo aos fungos
simbidticos de formiga cortadeira (Godoy et al., 2005), apresenta potencial herbicida
(Anaya et al., 2005) e também € um intermediario na sintese de compostos
biologicamente ativos contra linhagens de células leucémicas (L-1210) (Magiatis et
al., 1998).

Considerando a disponibilidade e o potencial dos residuos madeireiros,
foram selecionadas as espécies Ocotea cymbarum (Lauraceae), Bagassa
guianensis (Moraceae) e Eschweilera coriaceae (Lecythidaceae) utilizadas no
projeto INCT-Madeiras da Amazobnia para confeccdo de pecas de instrumentos
musicais (Brasil, 2014), piso e estudo tecnolégico de suas propriedades fisicas,
visando realizar os estudos fitoquimicos destes residuos madeireiros, no intuito de
isolar e identificar seus constituintes, avaliar o potencial bioldgico e agregar valor aos

residuos gerados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos botanicos de Lauraceae, Moraceae e Lecythidaceae

As familias vegetais Lauraceae, Moraceae e Lecythidaceae, com ampla
diversidade de géneros e espécies (tabela 2.1), sdo agrupadas nas ordens Laurales,
Rosales e FEricales, respectivamente, conforme mostra a tabela 2.2. Uma
caracteristica em comum entre essas familias é o porte arbdéreo e sua vasta
ocorréncia nas regides Neotropical e Paleotropical (figura 2.1) (Stevens, 2012).

O genéro Bagassa € representado por apenas uma espécie com duas
sinonimias botanicas, enquanto que os genéros Ocotea (320 espécies) e
Eschweilera (92 espécies) representam boa parte das suas respectivas familias.

Tabela 2.1. Diversidade de genéros e espécies (ThePlantList, 2013)

Familias Géneros Espécies Géneros Espécies
Lauraceae Juss. (1789) 50 2500 Ocotea 320
Moraceae Gaudich. (1835) 46 1315 Bagassa 1
Lecythidaceae A. Rich. (1825) 24 300 Eschweilera 92

Tabela 2.2. Agrupamento boténico: Lauraceae, Moraceae e Lecythidaceae

Ordem: Laurales (APG Il)

Atherospermataceae R.Br. (1814) Lauraceae Juss. (1789)
Calycanthaceae Lindl. (1819) Monimiaceae Juss. (1809)
Gomortegaceae Reiche (1896) Siparunaceae Schodde (1970)

Hernandiaceae Blume (1826)
Ordem: Rosales (APG II)

Barbeyaceae Rendle (1916) Rhamnaceae Juss. (1789)

Dirachmaceae Hutch. (1959) Ulmaceae Mirb. (1815)
Moraceae Gaudich. (1835) Urticaceae Juss. (1789)
Elaeagnaceae Juss (1789) Cannabaceae Martinov (1820)

Rosaceae Juss. (1789)




(cont.) Tabela 2.2. Agrupamento botanico: Lauraceae, Moraceae e Lecythidaceae

Ordem: Ericales (APG lll)

Actinidiaceae Engl. & Gilg. (1824)
Balsaminaceae A.Rich. (1824)
Clethraceae Klotzsch (1851)
Cyrillaceae Lindl. (1846)
Diapensiaceae Lindl. (1836)
Ebenaceae Gurke (1891)
Ericaceae Juss. (1789)
Fouquieriaceae DC. (1828)
Lecythidaceae A.Rich. (1825)
Marcgraviaceae Bercht. & J.Presl|
(1820)

Mitrastemonaceae Makino (1911)

Polemoniaceae Juss. (1789)

Primulaceae Batsch ex Borkh. (1797)

Roridulaceae Martinov (1820)
Sapotaceae Juss. (1789)
Sarraceniaceae Dumort. (1829)
Sladeniaceae Airy Shaw (1965)

Styracaceae DC. & Spreng. (1821)

Symplocaceae Desf. (1820)

Tetrameristaceae Hutch. (1959)

Theaceae Mirb. ex Ker Gawl. (1816)

Pentaphylacaceae Engl. (1897)

&£ i

Moraceae

e, Lecythidaceae

*(Lecythidoideae azul)
*(Barringtonioideae vermelho)

*subfamilia

Figura 2.1. Ocorréncia mundial das familias: Lauraceae, Moraceae e Lecythidacea

(Stevens, 2012).



2.2. Aspectos quimicos das Moraceae e Lauraceae e Lecythidaceae

2.2.1. Familia Lauraceae

Os estudos quimicos da familia Lauraceae sdao amplamente descritos na
literatura principalmente devido a ocorréncia das lignanas e neolignanas (Gottlieb &
Yoshida, 1984; Whiting, 1985; Zhang et al, 2014).

Os alcaloides relatados nesta familia sdo do tipo aporfinicos e morfinicos,
derivados do benzilisoquinolinico, cujos precursores sao 0s aminodacidos L-
fenilalanina e L-tirosina que originam uma série de derivados do acido cinamico
(Zanin & Lordello, 2007), sendo o0s mesmos precursores dos alilfendis,
fenilpropanoides e lignoides, classes de ampla ocorréncia em Lauraceae (figura 2.2).

O género Ocotea é um dos mais citados ao se descrever a quimica da familia
Lauraceae. Neste género, os flavonoides se limitam a catequina, epicatequina,
flavanois e flavanonas glicosiladas. Por outro lado, sdo frequentemente relatados
registros de 6leos essenciais, compostos de mono e sesquiterpenos com esqueleto
do tipo eudesmanico, calamenénicos e candindmico, bem como de alilfendis ou
fenilpropanoides (Furasaki, 2006).

Na madeira da espécie de uso industrial (O. cymbarum) detectaram-se
registros de alilfendis derivados do eugenol e apiol, bem como lignanas e
neolignanas, conforme ilustra a figura 2.3 (Andrei et al., 1988; Diaz et al., 1980).
Assim, os residuos madeireiros desta espécie, que foram utilizados na confeccao de

instrumento musical, e selecionados para estudos quimicos.
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Figura 2.3. Metabdlitos secundarios relatados na madeira de O. cymbarum
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2.2.2. Familia Moraceae

A quimica da familia Moraceae é amplamente descrita, sendo o género

Ficus um dos mais estudados nesta familia. Estes estudos apontam classes como

triterpenos dos tipos ursano, cicloartanos e oleananos (Chiang et al., 2001),

cumarinas (Oliveira, 2002; Chang et al., 2005), flavonoides (Lorenzi & Matos, 2002),

alcaloides (Baumgartner et al., 1990) e taninos (Ogungbamila et al., 1997).

Entretanto, sdo os estilbenoides que vém se destacando por sua ocorréncia restrita,

sendo registrados em oito géneros de Moraceae.

Os estilbenos sédo formados pela via do fenilpropanoide, a partir da STS

(estilbeno sintase), produzindo dois grupos arilas ligados por ponte de etileno (figura

2.4).
( )
OH
PKS III — Policetideo Sintase Tipo II1 OH
CoAS —
| pKs I CoAS
O _—
" O O O o©
CoAS OH Ciclizagdo | gTS
W C2/C7
O O 3 -CO OH
HO.
Biossintese dos estilbenos |
OH i
0 :
>~
A (E) e (Z) estilbenos A Fenantrenos .
| Dihidroestilbenos (Bisbenzil) 9,10-Dihidrofenantrenos 2-arilbenzofurano y
Figura 2.4. Formacao dos estilbenos e seus esqueletos (Flores-Sanchez &
13

Verpoorte 2009)



Xiao e colaboradores em 2008 reportaram a grande diversidade de
estilbbenos. Desde o primeiro isolamento em 1989 até 1995 ja haviam sido
descobertas aproximadamente 300 estruturas. De 1994 a 2006 foram relatadas mais
804 estruturas, incluindo o potencial biolégico. Em 2012, Riviere e colaboradores
reuniram o0s registros de toda a distribuicdo dos estilbenos no reino vegetal,
abordando a quimiotaxonomia desses compostos.

Em Moraceae, os estilbenos do tipo 2-arilbenzofuranos (conhecidos como
moracinas) sao restritos a esta familia, distribuindo-se em 5 géneros. Assim, as
moracinas séo consideradas marcadores quimicos em Moraceae (tabela 2.3 e figura
2.5), apresentando padrdo em 3’,5’,6-trioxigenado, com exceg¢des das moracinas G
e H.

Tabela 2.3. Espécies de Moraceae que reportam moracinas

Espécies Moracinas™* Referéncia
Artocarpus altilis M Amarasinghe et al., 2008
Artocarpus dadah M Su et al., 2002
Artocarpus heterophyllus M Zheng et al., 2009
Artocarpus gomezianus C Hakim et al., 2002
Bagassa guianensis M, N, P e Z (O-metil M e Royer et al., 2010

N) Royer et al., 2012
Broussonetia papyrifera 1e N Lee et al., 2001
Milicia excelsa M Riviére et al., 2010

Kapche et al., 2007
Nassra et al., 2013

Pflieger et al., 2013
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(Cont.) Tabela 2.3. Espécies de Moraceae que reportam moracinas

Morus alba

A-B

C-D

E-H

A-M
chalcomoracina
M

OeP

M

M

M

N e chalcomoracina
N, P e X-Y

M e derivados

M-Gli. chalcomoracina

M,OeP
C,D,PeO

M

C e chalcomoracina
chalco, C, D, N

M

M
M
C

Takasugi et al., 1978

Takasugi et al., 1979

Fukai et al., 2005
Singab et al., 2005
Cui et al., 2006
Piao et al., 2006
Zhang et al., 2009
Fuetal., 2010
Guetal., 2010
Yang et al., 2010
Lee et al., 2011
Sun et al., 2011
Tada et al., 2011
Yang et al., 2011
Chen et al., 2012
Kim et al., 2012
Yang et al., 2012
Choi et al., 2013
Nassra et al., 2013
Riviére et al., 2014

Zelova et al., 2014
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(Cont.) Tabela 2.3. Espécies de Moraceae que reportam moracinas

Morus australis

Morus atropurpurea

Morus bombycis

Morus cathayana

Mori cortex radicis

Morus indica

Morus insignis
Morus Ihou
Morus macroura

Morus mesozygia

MeC

M

M

PeO
C,M,0eP
C,MeP
C,PeO
M,OeP
M,OeP

PeO
PeO
PeO
CeN

M

MeN

BeP

C, M, K, Q-U
KM, LM e SC
C,M,S,R,TeU
Cel

L,CeM

Ferlinahayati et al., 2008
Zheng et al., 2012

Zhao et al., 2013

Xia et al., 2012

Nagao et al., 1981

Fukai et al., 2005

Shen et al., 2001

Lee et al., 2007

Dat et al., 2009

Lee et al., 2011
Lee et al., 2012
Xia et al., 2012

Andallu & Varadacharyulu,
2003

Basnet et al., 1993

Jeong et al., 2009

Syah et al., 2000

Kapche et al., 2009
Kapche et al., 2011

Kuete et al., 2009

Nicolle et al., 2009

Fozing et al., 2012
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(Cont.) Tabela 2.3. Espécies de Moraceae que reportam moracinas

M. nigra

Morus notabilis

Morus sp.

Morus wittiorum

M

N,M,OeC

OeP

M, OeP

CeM

Wang et al., 2010
Zheng, et al., 2010
Mazimba et al., 2011
Zelova et al., 2014
Hu et al., 2012
Rollinger et al., 2006
Seiter et al., 2014
Yoon et al., 2014

Tan et al., 2010
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Figura 2.5. Estrtuturas das moracinas de A-Z
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(Cont.) Figura 2.5. Estrtuturas das moracinas de A-Z
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Entre os géneros que produzem as moracinas estd o Bagassa, que €
constituido por apenas uma espécie, a B. guianensis, € nos estudos prévios foram
relatados estilbenos, flavanona, B-sitosterol e benzenodiol (tabela 2.4) (Royer et al.,
2010). Posteriormente o potencial biologico antifungico destas substancias, frente ao
fungo xil6fago Pycnoporus sanguineus e de patogenia humana Candida glabrata e o

Trichophyton rubrum (Royer et al., 2012) também foram reportados.

Tabela 2.4. Metabdlitos secundarios isolados de B. guianensis

Moracinas
OH
R R, R,
Q 1 H H moracina M
2 H Prenil moracina N
/ 3 Me H 6-O-metil-moracina M
Rz 4 Me Prenil 6-O-metil-moracina N
OH 5 Me  3-hidroxi moracina Z
-3-metilbutil
OH
moracina P
Flavanonas
R, R
6 H OH estepogenina
7 OH H katuiranina

8 OH OH dihidroamorina

Derivado benzeno

OH

OH benzenodiol

20



(Cont.) Tabela 2.4. Metabdlitos secundarios isolados de B. guianensis

Estilbeno

R1 R2
9 H H trans-resveratrol
10 OH H trans-oxiresveratrol
11 Me Prenil araquidina 2
12 Me 3-hidroxi araquidina 4
-3-metilbutil

Estilbeno (dimero)

HO

HO

; - C7 alboctalol

c, (-)-epialboctalol

artogomezianol

2.2.3. Familia Lecythidaceae

A familia Lecythidaceae possui poucos estudos quimicos, sendo possivel
encontra-los utilizando os nomes dos géneros ou espécies desta familia como busca
nos bancos de dados dos periddicos. Assim, foram encontrado registros de
triterpenos pentaciclicos (Carvalho et al., 1998), flavonoides como quercetina e
epicatequina, e os alcaloides do tipo indolo[2,1-b]quinazolinicos, lunamarina e

ribalidina (Ukachukwu et al., 2015), e saponinas triterpénicas (Massiot et al., 1992).
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No género Eschweilera com aproximadamente 92 espécies foram
detectados relatos de estudos quimicos em trés espécies. Em folhas de E. rabeliana
e folhas e cascas de E. longipes sao relatados triterpenoides pentaciclicos (Carvalho
et al., 1995; Carvalho et al., 1998; Costa & Carvalho., 2002). Nas cascas de E.
coriaceae foram identificados derivados de elagitaninos, conhecidos como
eschweilendis, apresentados na figura 2.7 (Yang et al., 1998). Os elagitaninos
possuem ocorréncia restrita nas superordens Hamamelidae, Dileniidae e Rosidae,
sendo considerados marcadores taxonémicos (Haslam & Cai, 1994). A presenca
destes metabdlitos em Lecythidaceae ressalta a importancia dos estudos.

O é&cido elagico, ou elagitaninos, sao formados pelo rearranjo do acido
difénico, cuja origem vem de unidades de &cido galico (poliol), com acoplamento
oxidativo entre C-C. Outros tipos de taninos (figura 2.6) sdo formados através das
unidades de acido galico ligadas a um glicosideo, ou através da dimerizacao entre
unidades de acido galico por meio de ligagdo denominadas meta-depsidica, dando
origem aos taninos conhecidos como galotaninos.

Os taninos hidrolisavéis sdo de ampla ocorréncia, sendo distribuidos em
dicotileddneas, herbaceaes e lenhosas. Os taninos condensados sdo formados a
partir de diversas unidades de proantocianidinas ou flavonoides e sua ocorréncia

abrange plantas lenhosas (Khanbabaee & Ree, 2001).

/ 0
Rs
0 .
Ry Galotanino
R3
Ry
R>
H 0
R,=R,=R;=R,=R;5=Acido Gilico H OH
O /
Taninos hidrolisavél
OH .
Elagitaninos
OH

Figura 2.6. Taninos derivados do &cido gélico (Khanbabaee & Ree, 2001) 22



OH

OH
OH

OH
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Figura 2.7. Elagitaninos isolados de Eschweleira coriaceae (Yang et al., 1998)

O potencial quimico destas familias, bem como a disponibilidade dos
residuos gerados na industria madeireira estimularam a investigacdo dos
metabdlitos secundarios com intuito de contribuir com conhecimento cientifico e

auxiliar na cadeia produtiva desse setor.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivos geral

Realizar os estudos quimicos dos residuos madeireiros das espécies Ocotea
cymbarum (Lauraceae), Bagassa guianensis (Moraceae) e Eschweleira coriaceae
(Lecythidaceae), visando isolar e identificar os metabdlitos secundarios, buscando

auxiliar na cadeia produtiva do setor madeireiro.

3.2 Objetivos especificos

- Extrair, isolar e identificar os constituintes quimicos

- Agregar valor aos residuos descartados, através dos conhecimentos cientificos
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4. EXPERIMENTAL
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Os estudos quimicos foram desenvolvidos no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais (LQPN) da Coordenacao de Tecnologia e Inovagdo do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazénia - (COTI/INPA) / Manaus, AM.

4.1.1 MATERIAL E METODOS
Nas analises cromatograficas foram utilizados solventes comerciais
destilados, como hexano, diclorometano, acetona, acetato de etila e metanol e

reveladores quimicos como vanilina sulfarica, iodo sublimado e vapor de aménia.

¢ Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para andlise em CCD, foram preparadas aliquotas das amostras, diluindo-as
em solventes organicos, aplicando-as em seguida com o auxilio de tubo capilar de
vidro a 0,5 cm da base da cromatoplaca (quadro 4.1), com a distancia de 1 cm entre
um spot e outro. Apos eluicdo, realizada com 1,5 mL de solvente (gradiente) em
cuba de vidro (dimensdo: 8x5x3 cm), realizaram-se comparagdes como

demonstrada na figura 4.1.

Quadro 4.1. Tipo de cromatoplacas utilizadas para CCD

Cromatoplaca suporte Marca
Aluminio silica gel 60 Merck
Aluminio celulose Avicel

Vidro silica silanizada (RP-18) Merck
Aluminio silica gel C18 Merck
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Figura 4.1. Exemplo de placa cromatografica apds eluigao

5cm
Limite do solvente
Comparagao
| Retencéo
Amostras |
diluidas 0,5

¢ Cromatografia em Coluna (CC)
Os fracionamentos dos extratos e fragdes foram realizados em colunas de
vidro com dimensdes que variavam entre & = 0,5-3,0 cm e alt=40-100 cm, utilizando

0s suportes cromatograficos apresentados na quadro 4.2.

Quadro 4.2. Suporte para cromatografia em coluna

Suporte Marca Mecanismo
Silica gel 60 (70-230 e 230-400 mesh) Merck adsorgao
Silica silanizada (RP-18) Cromoline reversa
Sephadex LH-20 Sigma-Aldrich excluséo
Celulose microcristalina Merck particao

4.1.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

e Equipamentos utilizados para obtencao dos extratos e fracionamentos

Rotaevaporador Yamato: modelo RE500 com banho BM200
Balanca analitica TECNAL: modelo-B TEC 210 A V 220.
Chapa de aguecimento Fisatom: modelo 743A

Macro moinho tipo wyley Marconi Modelo: MA-340

Cromatografo Sepacore® BUCHI: Modelos
Bomba: C-605; Controlador: C-620;
Fracionador: C-660; UV: C-640
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e Equipamentos utilizados na determinacao estrutural

Quadro 4.3. Espectrémetros de RMN

300 MHz: Bruker Fourier-300, sonda EasyProbe S1 (5 mm), com gradiente de
campo em z (50 G/cm); Coordenacéao de Tecnologia e Inovacao (COTI) do INPA

400 MHz: Bruker 400 Avance lll, sonda SmartProbe TM (5 mm), com gradiente de
campo em z (50 G/cm); Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar)

500 MHz: Bruker 500 Avance lll, sonda Triple Resonance Broadband Inverse (TBI)
(5mm) com gradiente de campo em z (50 G/cm); Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goias (UFQG)

Quadro 4.4. Espectrémetro de massas

Amazon - ion trap Bruker, Coordenacgao de Tecnologia e Inovagao (COTI) do INPA

Quadro 4.5. Medidor de Ponto de fusdo

Fisaton 430D, Coordenacao de Tecnologia e Inovagao (COTI) do INPA
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4.2.1. Obtencao dos residuos madeireiros

Os rejeitos industriais foram fornecidos pelo Laboratério de Engenharia de
Artefatos de Madeira da Coordenagéo de Tecnologia e Inovag¢ao (COTI) em parceria
com empresas privadas (serrarias modelos), no ambito do projeto INCT- Madeiras
da Amazébnia. As identificacbes das espécies foram feitas por comparacdes das

caracteristicas macroscopicas com padroes da Xiloteca do INPA.

4.2.2. Preparo dos extratos brutos
Os residuos foram picotados e moidos, sendo posteriormente submetidos a
maceragao por 7 dias, utilizando hexano e metanol (esquema 4.1). Os extratos

brutos tiveram suas massas mensuradas (tabela 4.1) e rendimentos calculados.

Pequeno pedagos s preparacédo do material vegetal —>Serragens
(descartados)
Material Vegetal <
(Residuos)
Hexano

Extrato hexano Torta

Metanol
Torta Extrato metanélico

Esquema 4.1. Preparacao dos extratos brutos dos residuos
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Tabela 4.1. Massa obtida dos extratos em hexano e metanol

Massa dos extratos obtidos (g)

Espécies Massa do Residuo (g)
Hexano Metanol
O. cymbarum 400,9 1,2 7,2
B. guianensis 269,1 0,1 10,0
E. coriacea (alburno) 454,3 0,3 2,7
E. coriacea (cerne) 633,8 0,5 30,3

4.2.3. Analise dos extratos, purificacdo e determinacao estrutural das
substancias

Os extratos foram codificados (tabela 4.2), e posteriormente submetidos as
avaliacées preliminares através de comparagées em CCD com padrdes de
substancias de ampla ocorréncia (lupeol e p-sitosterol), assim os extratos
promissores, ou seja, que apresentavam manchas fluorencentes em sob luz UV com
comprimento de onda de 365 nm e/ou absorbancia na faixa de 254 nm, foram
fracionados por técnicas cromatograficas para purificacdo dos metabdlitos

secundarios.

Tabela 4.2. Composicao da codificacdo dos extratos e fracoes

Extrato de origem | Sigla da espécie | Fase organica Numero da fracao

H—Hexanico OC—O. cymbarum | H—Hexanica
Fr.3-5—1

BG—B. guianensis | D—-DCM

M—Metanolico Fr.6-8—6
EC—E. coriaceae | A—AcoEt

As substancias isoladas foram identificadas por técnicas de RMN ('H, COSY,
HSQC, HMBC e/ou *C) e amostras com baixa solubilidade, ou sélidos insoltveis,
utilizou-se técnica de RMN com sonda de HR/MAS.

31




4.3.1. Fracionamento cromatografico dos extratos de Ocotea cymbarum
Fracionamento cromatografico extrato hexanico (HOC; 1,20 g)

O extrato hexanico (HOC) foi fracionado (esquema 4.2) em Coluna
Cromatografica (CC) de silica gel, utilizando gradientes com Hexano, DCM, AcOEt e
MeOH, obtendo-se 14 fragdes, nas quais foram selecionadas as fragdes 1-5 (HOC-
1) e 8-9 (HOC-8, 299 mg).
¢ Fracionamento cromatografico das fracées 1-5 (HOC-1; 80 mg)

As fracées 1-5 (HOC-1) apresentou-se como sélido amorfo com baixa
solubiliadade, e foi tratado com acetona sendo filtrada com pipeta Pasteur através
de um pequeno pedaco de algodao e isolando a substancia 10C (80 mg).
¢ Fracionamento cromatografico das fracoes 8-9 (HOC-8; 299 mg)

As fracoes 8-9 (HOC-8) foram submetidas a um fracionamento em CC de
silica gel, eluida com sistema isocratico com DCM. Nas subfracdes 6-8 (HOC-8.6; 39
mg), apos filtragdo em celulose microcristalina, foi obtida a substancia 20C (HOC-
8.6, 2 mQ), e nas subfragdes 22-23 (HOC-8.22, 7 mg), cujo o fracionamento em CC
de silica gel com sistema isocratico, forneceu a substancia 30C (2 mg).
¢ Fracionamento cromatografico extrato metandlico (MOC; 7,16 g)

O extrato metanodlico (MOC) apresentou em CCD a predominéncia do B-
sitosterol, e apds filtracdo em coluna de celulose (esquema 4.3), foi observado em
todas fracées um soélido branco insoltuvel que tornou inviavel a realizacdo de novos
fracionamentos. Assim, analisou-se por RMN de estado semi-sélido HR-MAS (High

Resolution Magic Angle Spinning) uma aliquota da fracao 2 (40C: MOC-2, 280 mg).
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**Obtiveram-se os espectros de RMN de 'H (400MHz) de 10C a 30C.
Esquema 4.2. Fracionamento do extrato hexanico de O. cymbarum (HOC)
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Esquema 4.3. Fracionamento do extrato metandlico de O. cymbarum (MOC)



4.3.2. Fracionamento cromatografico dos extratos de B. guianensis

O extrato hexanico (HBG; 0,10 g) apresentou aspecto sdlido cristalino, com
coloragao branca, e ap6s analise em CCD detectou-se a presenga do lupeol e B-
sitosterol. O extrato metandlico (MBG; 10,08 g) foi submetido a particao, a partir da
fase hidroalcodlica (MeOH 60%) realizou-se extragcdes com hexano, DCM e AcOEt.
¢ Fracionamento cromatografico da fase DCM (MBGD, 3 g)

A fase DCM (MBGD, 3 g) foi submetida a uma coluna (CC) de silica gel com
eluicdo por ordem crescente de polaridade, utilizando gradientes de DCM, AcOEt e
MeOH, fornecendo 32 fracbes (esquema 4.4) das quais as fragdes [11-13], [15-16] e

[24-26] foram submetidas a novos fracionamentos.

MBGD
3g

Coluna de silica gel
/ (70-230 mesh; h=30 cm @=4 cm)

DCM DCM:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH @ MeOH
(8:2) (7:3) 8:2) (1:1)

Eluente:

N° das 1-5 | 6-13 14-15 18-22 26 27-28 i| 29-31

Fracoes :

Reunido de fragOes

700

572
600 519
500 = 447
400 338
300 238
200 5 121

100 56 ® 5
0 ._I

13 5 6 10|11 |14) 15 |17 20 22| 24 |27 29

Fracionado (1BG) / Fracionado

Esquema 4.5 Isolamentos de 2BG 2BG Esquema 4.6
Sepacore 3BG Esquema 4.7

(mg)

Esquema 4.4. Fracionamento da Fase DCM de B. guianensis e obtencao das
substancias 1 a 3BG 35



¢ Fracionamentos da fracao 11-13 (MBGD-11; 458 mg)

As fragdes 11-13 (MBGD-11; 458 mg), apdés um novo fracionamento em CC
de silica gel (esquema 4.5) com eluicdo de gradientes de Hex.; AcCOEt e MeOH,
forneceram 26 subfragbes, Nas quais as subfracdées 12-16 (MBGD-11.12) e 17
(MBGD-11.17; 4 mg) forneceram a substancia 1BG (47 mg).

A subfracdo MBGD-11.18 (214 mg) foi fracionada em coluna de fase
reversa, utilizando como suporte a silica silanizada e eluente isocratico de
MeOH:H.O (2:8), sendo obtido nas subfracdes apds a evaporagdo do MeOH, um
cristal insoluvel em agua, substancia 5BG (MBGD-11.2r; 1 mg).
¢ Fracionamentos da fracao 15 (MBGD-15; 572 mg)

As fragbes 15-16 (MBGD-15) foram fracionadas no Sistema Sepacore®
utilizando coluna (15/230 mm) com silica gel (230-400 mesh) e como eluente
DCM:MeOH (1:1) por 20 min, obtendo 5 mg da substancia 2BG.
¢ Fracionamentos da fracao 24-26 (MBGD-24; 970 mg)

A fracdo 24-26 (MBGD-24; 0,97 g) foi filtrada em coluna de celulose
utilizando hexano, AcOEt, acetona e metanol como eluentes, fornecendo 25 fragcdes
(esquema 4.6).

As subfracdes 16-20 (MBGD-24.16; 432 mg) foram fracionadas em CC de
silica eluida com hex.; AcOEt; acetona e metanol (esquema 4.6) e a partir da
subfracao 11 (MBGD-24.16.11; 11 mg) foi possivel o isolamento da substancia 3BG
(MBGD-24.16.11.14; 1 mg) apds fracionamento no Sistema Sepacore®.

As subfracées 14-17 (MBGD-24.16.14; 140 mg), ap6és fracionamento
(esquema 4.7) em coluna Sephadex LH-20, forneceram 21 fragbes, sendo a

subfracdo MBGD-24.16.14.21 (22 mq) fracionada em coluna de silica gel (esquema
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4.7) com eluente isocréatico, permitindo a purificacdo de 3BG (MBGD-24.21.12; 1
mg). Como parte da amostra ficou retida nesta coluna, recuperou-se com metanol
(MBGD-24.21.FC; 10 mg) e realizou-se um novo fracionamento em coluna (CC) de
silica gel, com eluente isocratico em DCM:MeOH (8:2) obtendo a substancia 2BG

(MBGD-24.21.FC.6; 3 mg; esquema 4.7).

MBGD-11
045¢g

) Coluna de silica gel
Fracionamento: | (230-400 mesh; h=30cm @=3 cm)

Hex Hex:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH & MeOH
O:1) (8:2)

Eluente:

N° das 1 2-10 11-12 18-22 23-25 26-28

Fracdes :

l Reunido de fragcbes

250 214
200
150 114
w
.E, 100
50
0 0 2 2
0
5\ b 5 A
NN
Coluna de silica silanizada
(h=15cm &=2 cm)
v
1BG 5BG
RMN (500 MHz) RMN (500 MHz)
\ J

Esquema 4.5. Fracionamento da MBGD-11 e obten¢éo da substancia 1BG e 5BG
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=
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Esquema 4.6. Fracionamento da fracdo MBGD-24 e obtencao da substancia 3BG
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Esquema 4.7. Fracionamento da fracdo MBGD-24.16.14 e obtencdo das
substancias 2 e 3BG
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¢ Fracionamento cromatografico da fase AcOEt (MBGA; 4,95 g)

A fase AcOEt (MBGA; 4,95 g) foi fracionada (esquema 4.8) em CC silica gel

com eluentes Hex; AcOEt e MeOH, obtendo-se 18 fragdes, nas quais as fragdes 5,

6 e 7 foram submetidas a novos fracionamentos.

” B
MBGA
0,43 g
Fracionamento: l Coluna de silica gel
/ (70-230 mesh; h=38 cm @=3,5 cm)
Hex Hex:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH MeOH
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Esquema 4.8. Fracionamentos da fase MBGA,

substancia 4BG

da fracdo MBGA-5 e obtengéo da
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¢ Fracionamentos da fracao 5 (MBGA-5; 101 mg)

A fracéo 5 (MBGA-5; 101 mg) foi submetida a uma coluna de Sephadex LH-
20, eluida com metanol, originando 25 fragcbes, das quais as subfracées 13-17
(MBGA-5.13; 51 mg) foi fracionada em coluna de silica gel, com eluigédo isocratica
(DCM:MeOH; 8:2), obtendo um total de 15 subfrag¢des, permitindo o isolamento de
4BG (31 mg).
¢ Fracionamentos da fracao 6 (MBGA-6; 474 mg)

A fragédo 6 (MBGA-6; 474 mq) foi fracionada em coluna de Sephadex LH-20
(esquema 4.9), eluida em metanol, obtendo-se 36 fragcoes. As subfragcbes 13 e 14
(MBGA-6.13; 113 mg) foram fracionadas, sendo purificando a fragdo MBGA-6.13.22,
identificado posteriormente como 8BG através da comparagédo em CCD.

As subfragbes 16-19 (MBGA-6.16; 90 mg) foram fracionadas (esquema 4.10)
em Sephadex LH-20 isocratica, obtendo-se 21 fracdes. A fracdo MBGA-6.16.12 (18
mg) foi submetida a uma coluna de silica gel com eluente isocratico, de onde foi
possivel a purificacdo das substancias 4BG (MBGA-6.21.12.9; 5 mg) e 5BG (MBGA-
6.16.12.18; 4 mg).

As subfracbes 20-23 (MBGA-6.20a; 28 mg), originadas da reunidao de
MBGA-6.20 e 6.22, foram submetidas ao fracionamento (esquema 4.10) em coluna
de silica gel, isocratica (Hex:AcOEt; 1:1), obtendo-se as substancias 6BG (MBGA-
6.20a.2; 4 mg), 7BG (MBGA-6.20a.6; 5 mg) e uma mistura de 7BG e 8BG (MBGA-
6.20a.5; 1 mg).
¢ Fracionamentos da fracao 7 (MBGA-7; 1,73 g)

A Fracao 7 (MBGA-7; 1,73 g), apés filtracao (esquema 4.11) em coluna de

silica gel, com eluentes Hex; AcOEt e MeOH, originou 22 fragcbes. Destas, a fracao
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MBGA-7.5 (1,38 g) foi fracionada em coluna de Sephadex LH-20 isocratica (MeOH),
fornecendo 29 fragdes, e, na fragdo MBGA-7.5.14 (36 mg), apds coluna de silica gel

isocratica (Hex:Acetona; 1:1) obteve-se na fragdo 12 (MBGA-7.5.14.12; 5 mg) a

substancia 8BG.
MBGA-6
(474 mq)
Fracionamento: | Sephadex LH-20
(h=25cm x & =3 cm)
Eluente: MeOH
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140 fﬁ/_\ 126
120 113
100 o0
- B0
£
- 60
AD 3% - 30 7 33
20 -
r . 4 4
—. = = = = = e = = & = = =
= i G = - N = = Z = = = <
1-3 | 47 | 85 | 10 11-113-14]| 15 - -2
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— 40
g
~30
20
10 -
s - - -
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Esquema 4.9. Fracionamentos da fragdo MBGA-6 e obtengédo da substancia 8BG
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MBGA-6.16
(90 mg)
Fracionamento: Sephadex LH'20 (h= 25 cm X @ =3 Cm)
Eluente: MeOH
Total de fr. = 21
ig (13 ) 4BGe5BG
16 -
14 -
A3 Y
£ 10
£ =
6 - 5
4. I >
2 i
0 F— . 8 . . B
= = - = g 2 =
1-8 a4 10-11 \ 12-14 ), 15-16 17-20 21
Reunido de fracdo
MBGA-6.20a
(28 mg)
) Silica gel
Fracionamento: (230-400 mesh; h= 30 cm x @ =3 cm)
Hex:AcOEt (1:1)
20 - 18
18 -
16
14 - 6BG 7BG
- 12
£ 10 -
E
6 A 4 5
- i
2 - 1
5 5 5 5
1 23 4 5 P
Mistura
7BG e 8BG
Esquema 4.10. Fracionamentos da subfragdo de MBGA-6 e obtengao das

substancias 4 a 8BG
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MBGA-7
1737 mg

Fracionamento: | Silica gel (230-400 mesh; h= 30 cm x @ =3 cm)

Hex:AcOEt  AcOEt AcOEt:MeOH MeOH
(1:1) 9:1) (8:3) ‘(1:1) ‘

1 % 24 58 912 | 1219 2022 |

. | . . |

Renido de fragbes l
1400 ( 1382 \

400 - 320

N
[=]
(=] [s]

7
13

Y M]i('w!\-72| =t

- MBGA-T1| &
2 MAGA- 15

Sephadex LH-20 (h=30cm x @ =3 cm)
Eluente: (MeOH)
Total de fr. = 29

Fracionamento:

400
357
350
300
250
? 200 SBG 192

]

iN-T
MEGA- TSEG
A

T
o & B B
T4 =

= weoa740 I 2
meca- 7504 Il 5 ]
2
% wnoa-7.5 0

v75 22
Y
3

% wnon 752 D &

:: MIELA - '."i.‘ul s

'S
=
L MBTA-TA M

" MEL

=

18 1719

Reunido de fragio

b
i

Esquema 4.11. Fracionamentos da fracdo MBGA-7 e obtencao da substancia 8BG
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4.3.3. Fracionamento cromatografico dos extratos E. coriaceae
e Extratos do alburno:

O extrato hexanico (HEC; 0,26 g) foi fracionado em coluna (CC) de silica gel
com eluicdo por ordem crescente de polaridade, utilizando Hex, AcOEt e MeOH
(esquema 4.12). As fragbes HEC-7 (10 mg) e HEC-8 (28 mg) foram fracionadas em
coluna de silica gel isocratica (DCM), purificando nas respectivas fracées as
substancia 1EC (HEC-7.11; 5mg) e (HEC-8.10; 4 mg) e o lupeol ( HEC-8.5; 2 mg).

O extrato metandlico (2,68 g) foi submetido a uma coluna (CC) de silica gel
com eluigdo por ordem crescente de polaridade, utilizando gradientes de Hexano,
AcOEt e MeOH, fornecendo 26 fracdes (esquema 4.13). A fragao 11 (MEC-11; 109
mg), apdés um novo fracionamento em CC de silica gel isocratica (DCM), forneceu a
substancia 2EC (MEC-11.13, 3 mg).

e Extratos do cerne:

O extrato metandlico do cerne (30,3 g) foi filtrado em coluna de celulose
utilizando Hex.; AcOEt; Acetona; MeOH como eluentes, fornecendo 23 fragdes
(esquema 4.14). As fragdes 1-14 (MECC-1; 5,9 g), ap6s um novo fracionamento em

CC de silica gel, forneceram a substancia 3EC (MECC-1.15, 3,9 g).
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HEC
(0,26 g)

l Coluna de silica gel
¢ (70-230 mesh; h= 28 cm x @ =2,5 cm)

Hex Hex:AcOEt AcOEt MeOH
Eluente:
e ©5:5)  (9:) (82 (L)
N° das 1-3 4-10 11 12 13 14-15 16
Fracoes :
Reunido de fra¢Oes *
AU I <
60 -
50
40 37
® N\
~ 30 28 27
20 16 15
8 : I
10 - 6
2 ‘ 2 = || 2 | 2 ‘ : ‘ ‘

+
o

\ -

| @
o

5

s | 1EC
Fracionamentos 4 |
Es3
2
CC: Silica gel 1
230-400 mesh 1] ! ! ! !
(h=30cmx@=3cm) . . .
Eluente: (DCM) o = n = = .
Total de fr. = 22 - g ‘ g ‘ g g ‘ g ‘
d 1-4 5 6-10 . 11-14 J/ 15-17
Reunido de fragdo
4,5 -
4] - 1EC
CC: Silica gel 357 lupeol
230-400 mesh; 31 Y
(h=30cmx@@=3cm) = 25 =
Eluente: (DCM) £,
Total de fr. = 20 15 |

0,5 -

o R
; .

IS
E HEC-8.5

HEC-8.10
¥ HEC8.12
& HEC8.18

>
3

\__to11i_/| 1

Reunido de fracdo

Esquema 4.12. Fracionamento do extrato hexanico de Eschewleira coriaceae e
obtencao da substancia 1EC
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\

Reunido de fragdo

MEC
2,68 g
1 Coluna de silica gel
Vv (70-230 mesh; h=38 cm @=3,5 cm)
Hex Hex:AcOEt AcOEt AcOEt:MeOH MeOH
Eluente:
pente (95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (L:1) ©:1) (8:2) (1:1)
N° das 1-2 3-5 6-8 9-11 12-14 14-15 16-18 19 20 21 2226
Fracoes :
l Reunido de fragdes
900 4
800 -
700
600 -
= 500
£
= 400 -
300 -+
200 -+
90 109
100 1 55 29
g =
1-3 4-6 7-9 10 11-15
Reunidojlde fragdo
Coluna de silica gel
(230-400 mesh h=25cm @=2,0 cm)
v lIsocratico: DCM
40
35
35
30 28
25
E 20
15 2EC
10 8
5 3
0 = = ! = s
= = = ‘ = =
1-3 10 11-12 13-15 16-2C 21-25

Esquema 4.13. Fracionamento e reuniao MEC e obtengéo da substancia 2EC
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MECC
30,4 g
Coluna de celulose
V (h=25cm @=2,5 cm)
Hex Hex:AcOEt AcOEt  Acetona @ MeOH
Eluente:
Hente (99:1) (95:5) (9:1) (8:2) (1:1)
N° das ) 34 57 811 12-14 14-15 | 16-17 18-19 22-23
Fracdes :
l Reuniao de fracoes
20 - —
18 - 17,2
16 -
14
12
& 10 -
8 -
59 6,2
6 -
4]
2 1
0 - . . —
¢ J o | 8]
| 15-19 ‘ 20-22 | 23
Coluna de silica gel
(70-230 mesh h=30 cm @=3,0 cm)
} Hex Hex:AcOEt AcOEt  MeOH
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W 95:5) (9:1) (8:2) (7:3) (1:1)
N° das 1 1-3 4-5 6-12 13-14 15-16 17-18 19-20 21-23
Fracoes : ]
l Reuniao de fracoes
4500 -+
4000 - 3824
3500 - 3EC
3000 -
— 2500 -
g
= 2000 -
1500 - 121
1000 -
500 4 350 I 472
0 (—). f i 2:3 ;3 = ! = !T
PR E g q || i g
1-4 | 57 | 8-10 | 11-12 | 13-14 !5 16 J| 17-9 | 20-23 \
§

Esquema 4.14. Fracionamento e reunido MECC e obtenc¢ado da substancia 3EC



4.4. Preparo de amostras para determinacao estrutural

e RMN

As substancias isoladas foram diluidas em ~600uL de solvente deuterado,
as solucdes foram filtradas com pipeta pipeta Pasteur através de um pequeno
pedaco de algodao. Posteriormente essas solu¢des foram transferidas para um tudo

de RMN de 5mm (sigma-aldrich).

e EM

Uma pequena aliquota de cada amostra (1 mg) foram diluidas em MeOH
(grau HPLC) + &cido férmico (50 uL/950 uL acido formico 0,1%), a injecao direta no
espectrometro de massas com fluxo: 180 ul/h, lonizagdo por eletronspray (ESI);
76.9 (Trap Drive); 140.0 V (Capillary Exit); 200 °C Dry Temp (Set); 7.98 psi
nebulizador (Set); 5.00 I/min Dry Gas (Set); -4500 V (HV Capillary); -500 V (HV End
Plate Offset).
¢ Ponto de Fusao

Utilizarou-se aproximadamente 5 mg da amostra em um tubo capilar, e
submetido a programagéao de aquecimento rapido em medidor a seco (quadro 4.5),
ao atingir 10 °C abaixo da temperatura esperada o aumento do aquecimento foi

controlado para 1-2 °C/min até a amostra atingir a mudanca de estado fisico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento de extracao e perfil cromatografico dos extratos hexanicos

Os residuos madeireiros de B. guianensis e O. cymbarum apresentaram
teores extrativos com rendimentos (tabela 5.1) compativeis aos relatados para
espécies coniferas e folhosas, cujos teores variam entre 2-8% (Walker, 2006).

As avaliagbes em CCD dos extratos hexanicos e amostras padrdes de [3-
sitosterol e lupeol confirmaram a presenca dessas substancias (tabela 5.2) que sao
comuns no reino vegetal. Os extratos hexanicos de O. cymbarum e no alburno E.
coriaceae foram fracionados, pois apresentaram manchas em luz UV com
fluorescéncias no comprimento de onda de A 365 nm e/ou absor¢gdes em A 254 nm,
caracteristicas que nao foram observadas em B. guianensis e no cerne E. coriaceae
que, além do B-sitosterol e lupeol, apresentou material muito apolar (figura 5.1).

Tabela 5.1. Rendimento dos extratos brutos (%)

Rendimento dos extratos obtidos (%)

Especies Hexano Metanol Total

Ocotea cymbarum 0,29 1,78 2,07

Bagassa guianensis 0,03 3,71 3,74
Eschweilera coriaceae

(Alburno) 0,05 0,59 0,64

(Cerne) 0,07 4,78 4,85

Tabela 5.2. Detecgao de g-sitosterol e lupeol por CCD nos extratos hexanicos

CCD com padroes

Espécies B-sitosterol lupeol
Ocotea cymbarum + -
Bagassa guianensis + +
Eschweilera coriaceae + +
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HO

B-sitosterol e estigmasterol (A%)

lupeol
b) 12 34
Eluent s
reme 1- Extrato metandélico
- DCM
Revelador : 2- Extrato hexanico
- Vanilina
sulfdrica ) 3- B-sitosterol
4- lupeol

. /

Figura 5.1. a) Estrutura do triterpeno e esteroide identificado nos extratos
hexénicos; b) Comparacao dos extratos de B. guianensis com (-sitosterol e lupeol.

5.2. Determinacao estrutural das substéancias isoladas dos extratos hexanicos
de O. cymbarum e E. coriaceae
As substancias e/ou fragbes que apresentavam-se como sélido branco,
oriundas dos extratos hexénicos de O. cymbarum de E. coriaceae, foram
codificadas conforme tabela 5.3 e submetidas a analise por RMN de 'H. Desta

forma, foram identificadas as estruturas apresentadas na figura 5.2.
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Tabela 5.3. Fragbes purificadas do extrato hexanico de O. cymbarum e E. coriaceae
avaliadas por RMN

Fracoes avaliadas por RMN
Espécies Lo
Cadificacao Massa (mg)
v 10C (HOC-1) 80
O. cymbarum v’ 20C (HOC-8.6) 2
v 30C (HOC-8.22) 7
E. coriaceae v 1EC (HEC-7.11) 5

o~

HO 30C, e 30C;, (A%) 1EC

Figura 5.2. Estruturas das substancias isoladas dos extratos hexanicos de O.
cymbarum e E. coriaceae

> Substancias 10C e 20C (Acidos graxos)
A substancia 10C apresentou aspecto de solido amorfo, € no espectro de
RMN de 'H (figura 5.3) sinais caracteristicos de acidos graxos, com intenso sinal em
0 1,25 (s) cujas integrais apontam para 42 hidrogénios atribuidos aos grupos
metilenos -(CH2),. Os hidrogénios metilénicos das posicdes o € B com relacdo a

carbonila foram observados em & 2,31 e 1,63, respectivamente, bem como o sinal
53



dos hidrogénios metilicos em & 0,87. Esses dados associados ao ponto de fusdo em
84 °C (Rappoport, 2000) permitiram identificar a substancia como o A&cido
lignoceérico.

A substancia 20C (figura 5.3) apresentou aspecto de sélido amorfo e no
espectro RMN de 'H sinais tipicos dos acidos graxos: & 1,25 (s) e 0,87 (t). Os sinais
em 0 4,21 t (6,4 Hz) e 5,53 dl sdo comuns em triglicerideos (Colzato et al., 2008),
cuja identificacao da cadeia graxa nao pode ser realizada pela técnica de RMN.

> Substancias 30C e 1EC (Esteroides)

O espectro de RMN de 'H de 30C (figura 5.4) mostrou sinais compativeis
para mistura dos esteroides -sitosterol (30Ca) e estigmasterol (30Cb), devido a
presenca de sinais de hidrogénios de dupla ligagdo endociclica em & 5,45 como
dubleto largo (H-6) presente nos 2 esteroides, além dos sinais em & 5,38 e 5,37
referentes aos hidrogénios da dupla ligagdo em H-22 e H-23 do estigmasterol.

A substancia 1EC apresentou em CCD fator de retencdo similar ao B-
sitosterol, mas se diferenciou pela absorbancia sobre luz UV (254 nm). O espectro
de RMN de 'H (figura 5.4) mostrou sinais caracteristicos de dupla ligagdo
endociclica em & 5,75 como dubleto largo (H-4) e outros sinais de hidrogénios com
menor intensidade em & 5,20 e 5,09 dd (15,0 e 8,4 Hz) tipicos dos hidrogénios de H-
22 e H-23. A presenca de quatro metilas em dubletos na regidao de & 0,94-0,83 e
duas como singleto em & 1,19 e 0,72 indicam um esqueleto de esteroides. A
auséncia de sinais de hidrogénio carbindlico sugere a forma ceto de C-3.

No espectro de RMN de '*C (figura 5.5) de 1EC pode-se confirmar a
presenca da carbonila em C-3 (6 199,71) e de dupla ligagéo no anel A (A:45) com 0s

deslocamentos em & 123,75 e 171,77, pois quando a dupla ligagdo encontra-se no
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anel B (Aisg) 0 deslocamento torna-se mais desprotegido (6 209-215). O inverso

ocorre com o carbono desidrogenado (C-5) que torna-se mais protegido (em torno

de 6 138). A presenca do metileno em & 29,14 e de uma metila adicional em & 11,99

sao indicativos do grupo etil (C-28 e C-29) na cadeia lateral, de forma que os dados

de RMN da substancia 1EC foram compativeis para o esteroide conhecido como

sitostenona (Paes, 2012).
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Figura 5.3. Comparacao dos espectros de RMN de 'H de 1-20C (CDCl3; 400 MHz)
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5.3. Substéancia obtida do extrato metandlico de Ocotea cymbarum
» Substancia 40C (Aminoacido)

O espectro de HR-MAS de 40C (figura 5.6) apresentou sinais caracteristicos
de p-hidroxibenzeno, cujos deslocamentos em & 7,90 e 6,80 como duplo tripleto sao
tipicos para sistema AA’BB’. Os sinais em & 3,23 (CH-NH,) e 2,74 (CH,), foram
atribuidos respectivamente aos hidrogénios o e B relacionados a carbonila. O grupo
amino foi verificado devido o sinal em singleto em & 2,29. Os dados de 40C foram
similares aos da tirosina isolada de Hymenolobium petraeum (Hayasida., et al 2014).

ESPECTRO DE RMN DE 40C

Tirosina de

CO-H
H.petraeum ’

NH,

——7.1875
—T7.1700
——6.8925
——6.8752
6.8925
“Zggrs2
37828
26693
22331

7.1875
<~ 71700

3.1505
—_31381

OH 5
. . l.(lOOOE)JVD
A L-Tirosina D12 0100002000

'e

=i.0186
=2.0986 {—
|-£.2755 |
0.8860
T T

21791 =—
2.0000 —

[rel]

— M 7.2429
— M 6E.9576

M 4.8022
— M 323N
— M2.7418
— M 22981
— M 1.3947
— M0.8717

04

0.2

L e e e e LA B w4
0.6

s 70.00

10 8 6 4 2 [ [ppm]

Figura 5.6. Espectros de RMN de 'H (HR-MAS) das substancias de 40C e da
amostra da tirosina previamente isolada (D2O; 500 MHz).
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5.4. Substéancias obtidas do extrato metandlico de B. guianensis
As substancias isoladas de B. guianensis e avaliadas por RMN foram
codificadas como 1BG a 8BG (tabela 5.4).

Tabela 5.4. Substancias isoladas de B. guianensis submetidas a analise por RMN

Fracoes avaliadas por RMN
Espécies Codificacio Massa (mg)

1BG (MBGD-11.12)
2BG (MBGD-24.21.FC)
3BG (MBGD-24.21.10.12)

| 4BG (MBGA-5.13)

B. guianensis | gpG (MBGD-11.21)

6BG (MBGA-6.20a.2)

7BG (MBGA-6.20a.6)
(

8BG (MBGA-6.20a.5)

> Substancia 1BG (Derivado do Benzaldeido)

A substancia 1BG, apresentou-se como sélido cristalino de coloragéo rosada,
vélatil com aroma, inséluvel em agua, indicou interagdo com celulose através da
mudanca de coloragdo de branco para berge. No espectro de RMN de 'H (figuras
5.7 e 5.8) sinais de hidrogénios aromaticos com sistema ABX em & 6,44 dd (8,5 e
2,0 Hz), 7,50d (8,5 Hz) e 6,27 ddd (2,0; 0,5 e 0,2 Hz), e 0 sinal em & 9,70 d (0,5 Hz)
tipico para grupo aldeido. No experimento COSY (figura 5.9) foi observado o
acoplamento intenso entre 6 6,44—7,50 e 6,27, e menos intenso entre & 9,70 e 6,27.

O HSQC (figura 5.10) mostrou a correlagdo do sinal em & 9,70 com a
carbonila em & 194,2, confirmando a presencga do grupo aldeido. No HMBC (figura
5.11) foi observada a correlacdo do sinal do aldeido com o carbono oxigenado em &

164,1. Também foi observada a correlagdo do hidrogénio em & 6,27 (H-3) com dois
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carbonos oxigenados em & 165,9 (C-4) e 164,1(C-2). A projecao de '*C (figura 5.12)
mostra os sinais dos 4 carbonos hidrogenados.

Na andlise do espectro de massas (figura 5.13) identificou-se o ion
molecular em 139 m/z. A perda do grupo aldeido e da hidroxila foi verificada pelos
ions em 111 e 93 m/z cujas fragmentagdes estdo ilustradas na figura 5.13. A
presenca do contaminante com ion 301 e 177 m/z do eppendorf (biftalato) foi
observada através do MS/MS.

Os dados de RMN (tabela 5.5) aliados ao espectro de massas, permitiram a
identificacdo de 1BG como 2,4-dihidroxibenzaldeido. Esta substancia possui uso
comercial, e empregada como matéria-prima para sinteses, um exemplo € na
obtencdo das tiossemicarbazonas com atividade citotéxica em linhagem tumoral
(Tan et al., 2012).

O registro do 2,4 dihidroxibenzaldeido (CAS 95-01-2) relata toxicidade frente
a organismos aquaticos, e nos humanos essa substancia pode causar irritagées na

pele, principalmente na mucosa e no sistema respiratorio (IJT., 2001).
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Tabela 5.5. Dados de RMN de 1BG (2,4 dihidroxibenzaldeido)

N° 5 'H ; mult (J Hz) 5 *C HMBC

1 114,5

2 164,1

3 6,27 ddd (2,0; 0,5 e 0,2) 101,8 C-1;C-2;C-4 ;C-5

4 165,9

5 6,44 dd (8,5 e 2,0) 108,5 C-1;C-3

6 7,50 d (8,5) 135,6 C-1; C-2; C-4; COH
COH 9,70d (0,5) 194,2 C2eC-6
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ESPECTROS DE RMN DE 1BG
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Figura 5.7. Espectro de RMN de 'H de 1BG (MeOD, 500 MHz)

Current Data Parameters

HAME 2-mbgd
EXPNO 11
PRCCNO 1

P2 - RAcguisiticn Parameters
Date_ 23130505
Time 14.35
_NSTRUM spect
PRCBHD 5 mm TBI 13/13
PULPROG zg

D 65536
SOLVENT MeQD

s 16

Ds 0

SWH 7002.801 Hz
P'IDRES 0.106354 Hz
AQ 4,5792703 szc
RG 128

oW 71.40C usec
DE 6.50 ussc
E 296.2 K
D1 1.00000220 sec
~Do 1
======== CHANNEL fl =====—==
SFOL1 500.1324360 MHz
nucl 1H

Pl 10.64 usec
PLW1 11.38720008 W
P2 - Processirg parameters
SI 65536

SE £00.1320104 MEz
WDW ENM

SSE 0

LB 0 Ez

GB 0

PC 1.C0
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Figura 5.9. Espectro de COSY de 1BG

10

Currant Data Parameters
AME

k-mbgd
EXPNO 100
PROCHO 1
K2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130505
Time 14.39
INSTRUM spact
PRORHD 5 mm TRT 1H/13
PULPROG cosygpprgf double
D 4096
SOLVENT MeOD
NS 8
D3 16
BWIL 7002.801 Iz
FIDRES 1.709668 Hz
a0 0.2924544 cec
RG 2050
oW 71.400 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D11 0.,03000000 sec
D12 0.00002000 eoc
D1s 0.00010000 zac
INo 0.00014280 sec

CHANNEL £1

SFO. 500.1324360 MHz
NUCL 1H
EO 10.34 usec
p1 0.84 usec
PLWL 11.38700008 W
PTWO 0.00002512 W

CHANNEL £2

CRADIENT CHANNEL

500.1316559 MHz
1H

0.00002512 W

GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 10,00

P15 1000.00 usec
Kl - Acquisition parameters
D 128
srol 500.1324 MHz
FPIDRES 51.708385 Hz
W 14.002 ppm
FnMODE oF

F2 - Processing parameters
ST 4096

sk 500.1299435 MHz
WDH SINE

L) o

LB 0 Hz

cB 0

PC 70.00

Fl - Processing parameters
ST 1024

MC2 oF

SF 500.1299438 Milz
WDH SINE

s8R o

LB 0 Hz

cB 0
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Figura 5.10. Mapa de correlacées HSQC de 1BG

F1 [ppm]

100

150

Current Data Parameters

NAME k-mbgd
EXPHO 200
PROCNO 1
F2 — Requisition Parameters
Date_ 20120506
Time 4.57
INSTRUM spect
PROEED 5 mm TET 1H/13

PULEROG hsgeetop
056

SOLVEMT MeOD

e E

Ds 16

swH 7002.801 Hz

FIDRES 1.709668 Hz

ma 0.2924544 sec

RG

Dw 71.400 usec

DE .50 usec

298.3
145.0000000
0.00000300 zec
1.00000000 sec
0.00172414 sec
0.03000000 sec
0.00020000 sec
0.00001660 sec

CHANNEL £1
500.1224360 MH=z

10.284 uses
21.68 usec
00.00 uses

11.28700008 W

= CHANNEL
sFozZ 125.7722511 MH=z
1zc

PCED2 .00 usec
FLwz 28.66999817 W
PLW1Z 3.24930000 W

GRADIENT CHANNEL =====

GPLAM[L] SMSQL0 . 100
GEMAM[Z] SMEQ10.100
80.00 %

cpz2 20.12 &

Pl6 1000.00 usec

Fl1 - Rcquisition paramsters

o

sFO1 125.7723 MHz

FIDRES 117.658124 Hz
229.484 ppm

FnMODE Echo-Antiecho

F2 - Processing paramsters

s 1024

sF 500.1200104 MEz

WOW QI TNE

ss=B 2

LB 0 Hz

GB o

BC 70.00

Fl — Processing parameters

ar 1024

Moz scho—antiecho

SF 125.7577760 MHz

WDW GSINE

s=B 2

LiE o Hz

GB o
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Figura 5.11. Mapa de correlacoes HMBC de 1BG

F1 [ppm]

150 100

200

Current Data Parameters

MAME k-mbgd
EXPNO 300
PROCNG 1
FZ - Acquisition Parameters
Date_ 20130505
Time 15.05
INSTRUM epect
FROBHD 5 mm TRT 1H/13
FULFROG hmbegplpndgf
D 4096
SOLVENT Me 0D
ns 144
D3 16
7002.801 Hez
FIDRES 1.709668 Hz
A0 0.2924544 sec
RG 2050
DW 71.400 usec
DE 6,50 usec
TE 298.2 K
CNST2 145,0000000
CNST13 10,0000000
DO 0.,00000300 sec
Dl 1.00000000 ses
D2 0.00344828 sec
D& 0.05000000 sec
D16 0.00020000 sec
Ho 0.00001660 sec

CHANNEL f1 =
500.1324360 MHz

10.84 usec
21.68 usec
11.38700008 W

CHANNEL f2 =
125.7722511 MHz
13c
13.40 usec
B8.66999817 W

GRADIENT CHANNEL

GPNAM[1] SMSE10.100
GPNAM[2] SMSRL0.100
GPNAM[3] SME010.100
(=340 70.00 %
CPLZ 30.00 %
GPL3 65.15 %
Flé 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
™D 256

SFOL 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
e 239,484 ppm
FnMeDE oF

F2 - Processing parameters
s1 2048

gF 500.,1300104 MHz
WDW

SSB o

B 0 Hz

GB 0

PC 70.00

Fl - Procesging parameters
ST 1024
MCZ QF

SE 125.7577760 MHz
WDW SINE
SSB ]

LB 0 Hz

GB 0
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Parameter Value

Acquisition Time (sec) 0.0085
Comment Projection of 2D NMR Slices
Date 15 Oct 2014 11:38:45

Date Stamp 15 Oct 2014 11:38:45
Frequency (MHz) 125.77
Nucleus 13C

Number of Transients 32

Original Points Count 256

Points Count 1024

Pulse Sequence hsqcetgp

Solvent METHANOL-d4
Spectrum Offset (Hz) 14478.5420
Spectrum Type HSQC

Sweep Width (Hz) 30091.07
Temperature (degree C) 25.260

0 IV P VTP

220 200 180 160 140 120 100
Chemical Shift (ppm)

Figura 5.12. Projecdo de RMN de '°C de 1BG
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> Substancia 7BG (Estilbeno)

A substancia 7BG mostrou no espectro de RMN de 'H (figura 5.14), sinais
de hidrogénios aromaticos de sistema ABX com & 7,33 d (9,3 Hz), 6,31 ddd (9,3; 2,4
e 0,5 Hz), 6,30 d (2,4 Hz), e, devido as constantes de acoplamento, tais sinais foram
atribuidos ao anel A. Os hidrogénios de sistema AB, com & 6,44 d (2H; 2,2 Hz) e
6,13t (2,2 Hz) foram atribuidos ao anel B. A presenca dos sinais de hidrogénios em
o 7,27 e 6,82 ambos J (16,4 Hz), sugere a esses hidrogénios olefinicos a
estereoquimica E.

No mapa de contorno COSY (figura 5.15) foram observados os
acoplamentos mais intensos entre 6 7,27— 6,82 e 6 7,33 — 6,31 e 6,30, mostrando-
se de acordo as constantes encontradas no espectro de 'H. No experimento de
HSQC (figura 5.16) h& correlagbes diretas dos sinais para anel A: 6 6,30 — 102,3;
6,31 —» 107,0; 7,33 —» 127,0; e B: & 6,44 — 104,1; 6,13 — 101,0, e a ponte de
etileno 6 7,27 —-123,3 € 6,82 — 125,1.

O HMBC (figura 5.17) detectou, através das correlacées do hidrogénio em &
7,33 com os carbonos aromaticos oxigenados em & 155,8; 157,8, bem como o
hidrogénio em & 6,44 e o carbono em & 157,5. Este hidrogénio também apresentou
correlagdo com os carbonos ndo oxigenados com deslocamentos em & 101,0; 104,1
e 125,1. Os valores dos deslocamentos de '*C sdo apresentados nas projecdes,
conforme ilustra a figura 5.18. Dessa forma, os dados de RMN permitiram as
atribuicbes presentes na tabela 5.6 e a identificagdo de 7BG como trans-

oxiresveratrol.
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No espectro de massas (figura 5.19) o ion molecular foi observado em 245

m/z e os demais fragmentos menores sugerem sua formagao a partir da perda de

H>O e de CO.

Tabela 5.6. Dados de RMN de 7BG (trans-oxiresveratrol)

N® 5 'H ; mult (J Hz) 5 °C HMBC

1 116,7

2 155,8

3 6,30d (2,4) 102,3 C-1;C-2; C-4

4 157.,8

5  6,31ddd (9,3;2,4 € 0,5) 107,0 C-3;C-4

6 7,33d (9,3) 127,0 C-7;C-2; C-4

7 7,27 d (16,4) 123,3 C-1;C-2;C-6;C-1";C-8
8 6,82 d (16,4) 125,1 C-1;C-7;C-1";C-2°
1 140,7

2 6,44 d (2,2) 104,1 C-8;C-6';C-4"; C-3
3 157,5

4 6,44 d (2,2) 104,1 C-2';C-5;C-6;C-8
5 157,5

6 6,131(2,2) 101,0 C-2';C-4;C-5
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ESPECTROS DE RMN DE 7BG
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Figura 5.14. Espectro de RMN de 'H de 7BG e ampliagdes (MeOD; 500 MHz)

Current Data Parameters

NAME k-mbgat2.0a.6
EXPNO 15
PROCNC 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20130824
Time 10.28
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG zg30

TD 65526
SOLVENT MeOD

NS 1

DS o]

SWH 7002.801 Hz
FIDRES 0.106854 Hz
AQ 4.6792703 sec
RG 101

DW 71.400 usec
DE 6.50 nuzec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

CHANNEL f1 =
500.1324535 MHz
1H
10.90 usec
11.38700008 W

F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 500.1300118 MHz
WDW &M

SSB o]

LB 0 Hz

GB o]

PC 1.00
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Figura 5.15. Espectro de COSY de 7BG
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Current Data Parameters

NAME k-mbgat2.0a.6
EXPNO 10
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130824
Time 10.386
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG cosygpprqf_double
D 4096

SOLVENT MeOD
NS 1%
DS 1%
SWH 7002.801 Hz
FIDRES 1.708668 Hz
o 0.2924544 sec
RG 1030
DW 71.400 usee
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
DO 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D12 0.00002000 sec
Dle 0.,000L0000 gec
INO 0.00014280 sec
CHANNEL £1
500.1324417 MHz
1H
10.84 usec
10,34 usec

11.38700008 W
0.00002512 W

CHANNEL f£2
sF02 500.1316559 MHz
jiiefe) 1H
PLW2 0w
PLW12 0.00002512 W

= GRADIENT CHENNEL

GPNAM[1] SM3010.100
GPZ1 10,00 %
P16 1000,00 usec

Fl - Acquisition paramsters
TD 128

SFO1 500.1324 MHz
FIDRES 54.709385 Hz
B 14.002 ppn
FnMODE oF

F2 - Processing parameters
ST 4096

SF 500,1300118 MHz
WOH SINE
588 0

LB 0 Hz

aB 0

pC 70.00

F1 - Processing parameters
ST 1024

M2 oF

SF 500,1300118 MHz
WOW SINE
S8B 0

LB 0 Hz

aB 0
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Figura 5.16. Mapa de correlagées HSQC de 7BG

F1 [ppm]

100 50

150

Current Data Parameters

MAME k-mbga6z.0a.6
EXPNG 200
PROCHO 1

FZ - Rcquisition Paramsters
Date_ 20130824
Time 11.23
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TEI 1H/13
PULPROG hsgostop
4096
SOLVENT MeOD
3z

1.709668 Hz
0.292454d sec
2050

71.400 usees

145.0000000

0.00000200 zec
1.00000000 sec
0.00172414 sec
0.02000000 sec
0.00020000 see
0.00001660 sec

CHAMNNEL £1
500.1324501 MHz

21.68 usec
1000.00 usec
PLWL 11.38700008 W

=== CHRAMNEL £2 =
aroz 125.7722512 MEz

HUC2 1zc

CPDFRG[2Z garp

3 13.40 usec

Pd 26.80 usec

PoPD2 70.00 nses

PLWZ £8.€6990817 W

PLWLZ 3.24930000 W
GRADIENT CHANNEL

GPHAM[1] £M5010.100

GPNAM[2] &M8310.100

epzl 20.00 3

cpz2 20.12 %

Fl6 1000.00 usec

Fl - Reguisition parameters

™D

sFol 125.7723 MEz

FIDRES 117.6581234 Hz

aw 239,424 ppm

FaMODE Echo-RAntiecho

F2 - Processing parametezs

T 1024

sF 500.1300104 MHEZ

WDW QS8TNE

S8B 2

LB 0 Hz

GB a

o 70.00

Fl - Processing parameters

ST 102

Mcz echo-antischo

SF 125.7577760 MHz

wow QeINE

SSB 2

LB 0 Hz

GB a
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Figura 5.17. Mapa de correlagbes HMBC de 7BG

FZ [ppm]

F1 [ppm]

100 S50

150

Current Data Parameters

NAME k-mbgab2.0a.6
EXFNG 300
PROCNG 1

F2 - Bequisition Parameters
Date_ 20130824

Time 14.25
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG hrbegplpndgf

TD 4036
SOLVENT Me oD

HE 192

Ds 16

SWH 7002,801 Hz
FIDRES 1.709668 Hz
BO 0.2924544 sec
RG 2050

DW 71.400 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
CHST2 145.0000000
CHNETLZ2 10,0000000

Do 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344328 =zeac
D6 0.05000000 gec
D16 0.00020000 sec
IHQ 0.00001860 sec

CHANNEL f1 ==
500.1324360 MHz
1H

10.84 usec
21.68 usec
11.3370000%8 W

CHANMEL £2
125.7722511 MHz
13¢

12.40 usec
38.66999517 W

GRADIENT CHANNEL

GPHAM([1] SMEQ10.100
GENAM([2] SMEQLO.L100
GENAM[3] SMS010.100

GPZl 70.00 %
GPLZ 30,00 %
GPE3 65.15 %
Plé 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
D 256

SFol 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
e 239.484 ppm
FnMODE oF
F2 - Procsssing parameters
sI 2048
SF 500.1300104 MHz
WDh SINE
S5B 0

B 0 Hz
GB s}
pC 70.00
Fl - Frocessing parameters
ST 1024
HMC2 QF
SF 125.7577760 MHz
WDh SINE
SEEB 0
LE 0 Hz

GBE [3}
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Figura 5.18. Projecdo de espectro de RMN de '°C de 7BG
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Parameter Value

Acquisition Time (sec) 0.0085
Comment Projection of 2D NMR Slices
Date 15 Oct 2014 11:38:45

Date Stamp 15 Oct 2014 11:38:45
Frequency (MHz) 125.77
Nucleus 13C

Number of Transients 32

Original Points Count 256

Points Count 1024

Pulse Sequence hsqcetgp

Solvent METHANOL-d4
Spectrum Offset (Hz) 14478.5557
Spectrum Type HSQC

Sweep Width (Hz) 30091.07
Temperature (degree C) 25.260

Parameter Value

Acquisition Time (sec) 0.0085

Comment Projection of 2D NMR Slices
Date 15 Oct 2014 11:38:45

Date Stamp 15 Oct 2014 11:38:45
Frequency (MHz) 125.77

Nucleus 13C

Number of Transients 192

Original Points Count 256

Points Count 1024

Pulse Sequence hmbcgplpndgf
Solvent METHANOL-d4
Spectrum Offset (Hz)  14478.5420
Spectrum Type HMBC

Sweep Width (Hz) 30091.07
Temperature (degree C) 25.160
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Figura 5.19. Espectro de MS de 7BG (MeOH; Modo: positivo) e proposta de fragmentagcdo MS/MS de 7BG
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(cont.) Figura 5.19. Espectro de MS de 7BG (MeOH; Modo: positivo) e proposta de fragmentacao MS/MS de 7BG



> Substancias 5BG (Flavonol) e 6BG (Flavanona)

A substancia 5BG apresentou no espectro de RMN de 'H (figuras 5.20 e
5.21) sinais tipicos de um sistema aromatico para substituido, do tipo AA'BB’ através
dos duplos tripletos em & 8,09 e 6,91 caracterizando o anel B, enquanto o espectro
da substancia 6BG (figuras 5.28 e 5.29) indicou um sistema ABX com sinal em &
6,35 dd (8,2 e 2,4 Hz) acoplando em orto com & 7,24 d e em meta com & 6,32 d.

Desta forma os sinais de sistema aromaticos do tipo AB restantes em 6 6,40
e 0 6,18 com acoplamentos em meta pertencem ao anel A da substancia 5BG. E
para substancia 6BG este segundo sistema aromatico os sinais foram em & 5,91 e
5,88 d (2,2 Hz), na qual a maior protecdo desses hidrogénios sao relatadas sendo
tipicos em flavanona. Outros sinais que corroboram para este tipo de esqueleto foi 0
0 5,62 dd (13,1 e 2,9 Hz) que apresentou acoplamento com hidrogénios metilénicos,
estes foram observados como duplo dubletos em & 3,10 e 2,72 e permitiram
caracterizar o anel C desta flavanona. Tais acoplamentos foram confirmados no
mapa de correlacdo COSY de 5BG (figura 5.23) e 6BG (figura 5.30).

O mapa de contorno HSQC mostrou as correlagbes de 5BG (figura 5.24)
entre os sinais dos hidrogénios arométicos 6 6,18 e 6,40 com carbonos oléfinicos
protegidos em 97,8 e 93,0, respectivamente. Esses deslocamentos sdo tipicos dos
do anel A. No HMBC (figura 5.25) observou-se as correlacdes entre os sinais em &
6,18 com o carbono oxigenado em 6 161,1 (C-5), bem como o hidrogénio em & 6,40
com os carbono oxigenado 163,6 (C-7); 157,0 (C-9), permitiram as atribuicées para
o anel A, e as correlagdes entre os sinais 8,09—129,1 e 146,7; e de 6,91 1149 e
159,1 reforca a presenca do anel B como sistema AA’BB’. Assim, como pode-se

observar na projecdo de °C (figura 5.26) a auséncia de correlagdes que permitissem
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realizar atribuigcbes entre esses aneis, tornou-se necessario a obtencao do espectro
de RMN de C (figura 5.22) que apresentou os sinais de carbonila em C-4 (5 174,1)
e de dupla ligacao oxigenados & 146,7 (C-2); 155,1 (C-3), caracterizando o anel C
deste flavonol.

A substancia 6BG mostrou no HSQC (figura 5.31) correlacdes para o anel A
similares a estrutura anterior (5BG) entre & 5,91 e 5,88 com os carbonos em & 94,8
e 95,7, porém sinais adicionais atribuidos ao anel C do tipo pirano, com o grupo
oximetinico com deslocamento do hidrogénio em & 5,62 com o carbono em & 74,6;
de metileno em & 3,10 Hax € 2,72 Heq— 41,6. Esses sinais no HMBC (figura 5.32)
apresentaram as correlagdes com a carbonila em 197,4 (C-4) caracterizando o anel
C de uma flavanona. A projecdo de '*C conforme mostra a figura 5.33 apresenta os
deslocamentos dos sinais dos carbonos detectados.

O espectro de massa de de 5BG (figura 5.27) apresentou o ion molecular
molecular 315 [M+COH]. Enquanto que o espectro de 6BG (figura 5.34) o ion
molecular 289 [M+H] e as propostas de fragmentacdo por MS/MS. Esses dados
foram compativeis para estrutura do canferol (5BG; tabela 5.7) e estepogenina

(6BG; tabela 5.8).
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Tabela 5.7. Dados de RMN de 5BG (canferol)

N°  &'H;mult (JH2) 5 C HMBC
2 146,7
3 155,1
4 174,1
5 161,1
6 6,18d (2,1) 97,8 C-5; C-10
7 163,6
8 6,40d (2,1) 93,0 C-6; C-7; C-9; C-10;
9 157,0
10 103.0
1" 122,4
2/6 8,09 dt (AABB) 129,1 C-2'/C-6"; C-4"; C-2
4 159,1
3/5°  6,91dt (AABB) 114,9 C-1°;C-3'/C-5"; C-4°
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6BG

Tabela 5.8. Dados de RMN de 6BG (estopogenina)

N° 5 'H ; mult (J Hz) 5 *C HMBC

2 5,62 dd (13,1 ; 2,9) 74,6 C-4;C-1;C2 eC-6
3ax  3,10dd (17,5;13,1) 41,6 C-2;C-4;C-1°
3eq 2,72dd (17,5 ;2,9) 41,6 C-4;C-10

4 197,4

5 165,6

6 5,91d(2,2) 94,8 C-5;C-7;C-10

7 166,6

8 5,88d (2,2) 95,7 C-7;C-9; C-10

9 164,9

10 102,2

1 116,2

2 155,5

3 6,35d (2,4) 102,2 C-1°;C-4;C-2; C-5
4 158,2

5 6,32dd (8,2 ; 2,4) 106,1 C-2;C-4

6 7,24 d (8,2) 127,2 C-4;C-2eC-2
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ESPECTROS DE RMN DE 5BG E 6BG

T 0
0o
@ 0
o0
00 00

6.9153
- 68971
6.4033
_/ g.3991
6.1867
T 6.1825

[rel]

15

10

Figura 5.20. Espectro de RMN de 'H de 5BG (MeOD; 500 MHz)

[Ppm]

Current Data Parameters
NAME k-mbga62.0a.2
EXPMNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130816
Time 14.54
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG zgoppr

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 64

DS o]

SWH 7002.801 Hz
FIDRES 0.106854 Hz
AQ 4.6792703 sec
RG 228

DW 71.400 usec
nE 6.50 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 500.1324446 MHz
NUC1 11

Pl 10.95 usec
PLW1 11.38700008 W
PLWS 0.00002642 W
F2 - Processing parameters
ST 65536

SE 500.1300131 MHz
WDW EM

SSB o]

LB 0 Hz

GB o]

PC 1.00
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Figura 5.21. Ampliacdes dos sinais de RMN de 'H de 5BG na regido de 8,3 4 6,3 ppm
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1 . .
[11]) . . Cuzrent Date Parameters
[ : : NAME k-mbga62.0a.2
T \ L@ koo @ GEO : : : : FROCIO :
A KRR KRR E R T T L R m N @ LRREERRTRRYY |'B¥ REREERRTRRRRPR SEREERTTRTRRRR REREERRTRRRRTR
4 : 0 nHoN o Hmom Now : : : : s
: = OO0 - O = [ AR : : : : E];fo Acqnsltlo;ofgalrigljters
. : : ¥ dos 1o We =00 : : : ; Time 20.59
............................ R I T R . o, i IR R R me 3
i - e - - O . . . . IN5TRUM spect
. . . PROBED 5 mm BBO EB-1H
[= PJLPROG zgpg30
ol e T O | Y P D 32758
. A SOLVENT MeQD
' : ' : ' ' ' : ' NS 42727
- . - . - . . . - . DS 2
: . : : : : ' : ' SWH 37678.789 Hz
[l EEREEERRREEE, T RERRIRRREE T RERRTERRERR T L EEREERRRRRRRY AREERTRRTRRRRY LRREERRTRRNY | 'B¥ RERERE SERRRPR SEREERTTRTRRRR REREERRTRRRRTR PTORES 1.-55989 H
| . | . | | | . | AD 0.,4325376 gec
E . . . . . - - : - RS 1030
. . . DW 13.200 usec
DE 6,20 usec
TE 298.3 K
D1 0.3000C000 sec
D11 0.33000000 sec
TD2 1
CEANNEL fl ========
125.7703643 MHz
13C
8.88 usec
55.94€99860 W
CEANNEL 2 ========
500.1320005 MHz
NJcz 10
CPDPRG[2 waltzls
PCPD2 80,20 usec
PLW2 14.40799999 W
PLW12 0.50652939 W
PLW13 0,32418001 W
T F2 - Processing parameters
SI 32768
200 150 100 50 0 [ppm] SP 125,7577579 VHz
WOW EM
13 SSB 0
H - LB 1.00 Hz
Figura 5.22. Espectro de RMN de ~“C de 5BG (MeOD; 125 MHz) & o
Pz 1.40
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Figura 5.23. Espectro de COSY de 5BG

Currenl Dula Paramclers
NAME

k-mbgasz.0a.2

EXPNO

PROCNO 1

F2 — Boguisition Paramatars

Date_ 20120507

ime 17.54

INSTRUM pect

PROBHD 5 mm TBI 1H/13

EULFROG cosygpprgf_double
ECET

SOLVENT MaoD

me 24

De 1e

SWH 7002.201 Hz

FIDRES 1.70%688 1z

£ 0.2924544 sec

RG 1150

nw 71.400 nsec

DE &.o0 usec

T 298.2 K

Do 0.00000300 coc

D1 1.00000000 zec

D11 02000000 sec

D12 0.00002000 sec

D1s 0.00010000 sec

INo 0.00014280 sec

CHANMEL £1
50

CHANN

0.1324396 MH=z
1H

11.35700008 W
0.00002512 W

2

500.1316859 MHz
1H

0.00002512 W

Fl — Aoguicition paramctore
) 12%
sFOL 500,124 Mz
FIDRES 54,709385 Hz
sW 14.002 ppm
FRMODE am

F2 — Processing parametars
eI 096

sr 500.120011% MH=z
WDW SINE

55D o

LE o Hz

@R o

Po 0. 00

Fl — Prococeing paramctore
eI 2

Mc2 or

sSE 500.1300115 MHz
WDW SINE

sSB o

L 0 Hz

2 0
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Figura 5.24. Mapa de correlagbes HSQC de 5BG

F2 [ppm]

50 F1 [ppm]

100

150

Current Data Farameters

NAME k-mbgatz.0a.2

EXPIO 200

PROCHG 1

F2 - Rcquisition Parameters

Date_ 20120907

Time 19.03

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm TEL 1H/13

PULPROG hsgoetap

D 4096

SOLVENT eoD

He 32

Ds 16

SWH 7002.801 Hz

FIDRES 1.709668 Hz

& ©.2924544 sec

RrG

oW 71.400 usec

B §.50 usec
238.5 K

145.0000000
0.00000200 sec
1.00000000 see
0.00172414 sec
0.03000000 zec
0.00020000 sec
0.0000L660 sec

CHANNEL £1
500.1324296 MH=z

10.84 usec
21.68 usec
1000.00 usec
11.28700008 W

CHANNEL
125.7722512 MH=
izc

CPDPRG[2 garp
3 12.40 usec
2a 26.80 usec
PCPDZ 70.00 usec
PLWE2 88.66999817 W
PLW12 2.249230000 W

— GRADIENT CHAMNEL
GPNAMI1] £M8210.100
GPHAM[Z] £M8210.100
GPzl 80.00 %
cpz2 zo.12 &
P16 1000.00 usec
Fl - Acqguisition paramsters
D
srol 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
aw 239.484 ppm
FnMODE Echo-Rntiecho
F2 - Processing parameters
ST 1024
SF 500.1300104 MHz
WD QSINE
ssB 2
1B o Hz
= o
ro 70.00
Fl - Processing parameters
ST 1024
Mcz scho-antieche
sr 125.75777460 MHz
WD QSTHME
8B 2
LB 0 Hz
B 0
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Figura 5.25. Mapa de correlagbes HMBC de 5BG

50 F1 [ppm]

100

150

Current Data Parameters
ME X mbgas2.0a.2
3

EXPNO
PROCNG 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130907
22.04
INSTRUM spect
PROBHD 5§ mm TBI 1H/13
PULPROG hrbegplpndgf
TD 2056
SOLVENT Me 0D
NS 104
ps
SWH 7002.801 Hz
FIDRES 1.709665 Hz
AQ 0.2924544 sec
RG 050
Dw 71.400 usec
DE 6.50 usec
T 295.1 K
CHSTZ 145.0000000
CNST13 10.0000000
0.00000300 soc
D1 1.00000000 sec
Dz U, 00344825 sec
D6 0.05000000 sec
Dlé 0.00020000 sec
™o 0.00001660 sec
CHANNEL

500.1324396 MHz
18

10.04 uses
21. usec
11.38700008 W

CHANNEL f2
125.7722511 MHz
13c

13.40 usec
22, 66999817

= GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1] SMEQ10.100

GPNAM[2] SMS010.100
cPNAM[3] £M$010.100
cpzl 50.00 %
crzz 30,00 %
cPz3 40.10 3%
Plé 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
) 255
sFOL 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
on 239.4%4 ppm
FnMODE oF

F2 - Processing parameters
ST 2048

oF 500.1300104 Miz
WDH SINE

sSB 0

TR 0wz

cB o

Fc 70.00

Fl - Processing parameters
sT 1024

Mcz oF

sF 125.7577760 MHw
WDW SINE

sSB 0

e 0 mz

=3 o
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Normalized Intensity

07

06

05

04

03

02

0.1

NONAMEOS 8 3 2 g 2 = aQ
3 g g 8 g B 2
2 - 8§ & 8§ B8 <
B = 5 8 3 % &
| | (| 1 |

1 |

WW
T T T T T T T T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80

Chemical Shift (ppm)

Parameter Value

Acquisition Time (sec) 0.0085
Comment Projection of 2D NMR Slices
Date 15 Oct 2014 11:38:45

Date Stamp 15 Oct 2014 11:38:45
Frequency (MHz) 125.77
Nucleus 13C

Number of Transients 32

Original Points Count 256

Points Count 1024

Pulse Sequence hsqcetgp

Solvent METHANOL-d4
Spectrum Offset (Hz) 14478.5557
Spectrum Type HSQC

Sweep Width (Hz) 30091.07
Temperature (degree C) 25.460

Mormalized intensity

0.285

0.20

o.085

4

MNOMNAMETS

ant

09016
5234

1T

— 1460436
_ G ED
— 12500
::14;
_na6t

234

T T T T T T T T T T
220 20 180 160 140 120 100 20 =] 40
Chemical Shift {ppm)

Figura 5.26. Projecdo de espectro de RMN de '°C de 5BG

Parameter Value

Acquisition Time (sec) 0.0085
Comment Projection of 2D NMR Slices
Date 15 Oct 2014 11:38:45

Date Stamp 15 Oct 2014 11:38:45
Frequency (MHz) 125.77

Nucleus 13C

Number of Transients 104
Original Points Count 256

Points Count 1024

Pulse Sequence hmbcgplpndqgf
Solvent METHANOL-d4
Spectrum Offset (Hz) 14478.5420
Spectrum Type HMBC

Sweep Width (Hz) 30091.07
Temperature (degree C) 25.060
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Figura 5.27. Espectro de massas e proposta de fragmentacdo MS/MS de 5BG
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M+CO+H (4cido formico)= 315 m/z
M+CH (4cido formico)=299 m/z
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(cont.) Figura 5.27. Espectro de massas e proposta de fragmentagcdo MS/MS de 5BG
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7.2464
7.2300
§.3529
§.3483
§.3367
6.3318
6.3277
§.3232
5.9164
58121
5.8B835
5.8793
5.6254
5.6198
5.5992
5.5936

R

T223
164
2.6882
2.8821

N

AT79

1402

4641
B625

Figura 5.28. Espectro de RMN de 'H de 6BG (MeOD; 500 MHz)

[rel]

Current Data Parameters

NAME k-mbga6.16.12-18
EXPNO 17
PROCNC 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130507
Time 18.43
INSTRUM spect

[=] PROBHD 5 mm TBI 1H/13

m PULPROG zgeppr_2
TD 65536
SOLVENT MeOD
NS 32
DS 0
SWH 7002.801 Hz
FIDRES 0.106854 Hz
AQ 4.6792703 sec
RG 812
Dw 71.400 usec

o DE 6.50 usec

(Y] TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
—====—== CHANNEL f1 ========
SFOL 500.1324360 MHz
NUC1 1H
Pl 9.90 usec

o PLWL 8.48398972 W
PLWS 0.00010000 W

-

—======== CHANNEL f2 =————====
SFO2 500.1316557 MHz
NuCz

PLW2 —1.00000000 W
PLW12 0.00001465 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SE 500.1300104 MHz

o wWDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
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Figura 5.29. Ampliacéo dos sinais de RMN de 'H de 6BG na regido de 7,3 & 2,6 ppm
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Figura 5.30. Espectro de COSY de 6BG

F1 [ppm]

2

10

Current Data Parameters

WAME k-mbgad.16.12-18
EXPNO 100
PROCNO 1
Fz — Acquisition Parameters
Date_ 20130508
7.45
INSTRUM spect
PROBHD 5 rm TBT 1H/13
PULPROG cosygpprgf_double
TD 4096
SOLVENT MeOD
ns 16
DS 16
SWH 7002.801 Hz
FIDRES 1.709668 Hz
AQ 0.2924544 sec
RG 2050
oW 71.400 usec
DE .50 usec
TE 298.0 K
To 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
D1z 0.00002000 sec
D16 0.00010000 sec
INo 0.00014280 sec

@l
GPNAM[1]

CHANNEL £1

CHANNEL f£2 =

RADIENT CHANNEL

500.1324360 MHz
1H

10.84 usec
10.84 usec

11.38700008 W

0.00002512 W

500,1316559 MHz
o
0.00002512 W

SMSQ10.100
0.00 %

P16 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
TD 128
SFO1 500.1324 MHz
FIDRES 54.709385 Hz
sw 14.002 ppm
FnMODE oF

F2z - Processing paramcters
ST LE]

SE 500.1300104 MHz
WDW SINE
S5B o

LB 0 Hz

cB 0

PC 70.00

Fl - Processing parameters
ST 1024

Mc2 oF

SE 500.1299438 MHz
WDW SINE
S5B o

LB 0 Hz

cB 0
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Figura 5.31. Mapa de correlagées HSQC de 6BG

F1 [ppm]

150 100

200

Current Data Parameters

AME k-mbga6.16.12-18
EXPNO 200
PROCHO 1
F2 — Roquisition Parameters
Date_ 20130508
Time 4.a7
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG hsgoetap
D 4098
SOLVENT rMeOD
e 22

0.00172414 sec
0.03000000 sec
0.00020000 sec
0.00001660 sec

CHANNEL £1
500.1224360 MH=z

10.84 usec
21.68 usec
1000.00 usec
11.28700008 W

CHANNEL f2

s 125.7722511 MHz
wucz 1zc
CPDERG([2 garp

P2 13.40 usec
P4 26.80 usec
PCED2 70.00 usec
PLWZ 88.66999817 W
PLW1zZ 2.24920000 W

= GRADIENT CHAMNEL —
GPNAM[1] SM2010.100
cPNAM(2] SM2010.100
GPzl 80.00 &
cpz2 20.12 &
Pls 1000.00 usec
F1 — Rcquisition parameters
D 256

sSFol 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
W 235%.484 ppm
FRMODE Echo-RAntiecho

F2 — Processing paramsters
aT 1024

=P 500.12300104 MHz
WD QSINE

ssB 2

1B © Hz

GB °

pc 70.00

F1 — Processing paramsters
=T 1024

oz scho-antieche

sF 125.7577760 MHz
WD oSINE

ssB 2

1B © Hz

GB o
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Figura 5.32. Mapa de correlagbes HMBC de 6BG

F1 [ppm]

150 100

200

Current Data Farameters
NAME

k-mbga6.16.12-18
EXPNO 300
PROCHO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130507
18.46
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG hmbogplpndgf
4098
SOLVENT MeCD
NS 104
Ds 16
SHH 7002.801 Hz
FIDRES 1.70966% Hz
AQ 0.2924544 sec
RG 2050
DW 71.400 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
CHST2 145.0000000
CHMET13 10.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.05000000 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00001660 sec

CHANNEL £1 =
500,1324360 MHz
1H

10.84 usec
21.68 usec
11.28700008 W

CHANNEL f2 =
125.7722511 MHz
13c
13.40 usec
88.66999817 W

= GRADIENT CHANNEL

GENAM[1] sM5010.,100
GENAM[2] SME010,100
GENAM[3] £M2010.100
erzl 0.00 %
cPz2 30.00 %
crz3 65.15 %
P16 1000.00 nsec
Fl - Rcquisition parameters
TD 256
5FO1 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
sH 239.484 ppm
FnMoDE oF

F2 - Processing parameters
51 8

SF 500.1300104 MHz
WDW

ssB 0

LE 0 Hz

= 0

FC 70.00

Fl - Processing parameters
5T 1024

MC2 oF

SF 125.7577760 MHz
WDW

55B ]

LB 0 Hz

cB 0




NONAME15

100.032
~.98.161
93.718
92.782
75.008

T

0.9

0.6

Normalized Intensity

50.218

—43.903

Parameter Value

Acquisition Time (sec) 0.0085

Comment Projection of 2D NMR Slices

Date 15 Oct 2014 11:38:45

Date Stamp 15 Oct 2014 11:38:45

Frequency (MHz) 125.77

Nucleus 13C

Number of Transients 32

Original Points Count 256

Points Count 1024

Pulse Sequence hsqcetgp

Solvent METHANOL-d4

Spectrum Offset (Hz) 14478.5420

Spectrum Type HSQC

| Sweep Width (Hz) 30091.07
Temperature (degree C) 25.360

13.968

T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80
Chemical Shift (ppm)

NONAME17

197.323
167.154
158.500
155.694
127.629
116.637

106.581
102.137
95.823
75.008

'/-154113
e
I
.\_94887

Normalized Intensity
°
>

Parameter Value

Acquisition Time (sec) 0.0085
Comment Projection of 2D NMR Slices
Date 15 Oct 2014 11:38:45

Date Stamp 15 Oct 2014 11:38:45
Frequency (MHz) 125.77
Nucleus 13C

Number of Transients 104
Original Points Count 256

Points Count 1024

Pulse Sequence hmbcgplpndqgf
Solvent METHANOL-d4
Spectrum Offset (Hz) 14478.5420
Spectrum Type HMBC

Sweep Width (Hz) 30091.07
Temperature (degree C) 25.160

o
o
T T OO T NN T AN OO O OO TN OO TN OO O O O OO O N

220 200 180 160 140 100 80 60

120
Chemical Shift (ppm)

Figura 5.33. Projecdes de espectro de RMN de '*C de 6BG
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Figura 5.34. Espectro de massas de 6BG (MeOH, Modo: Positivo) e proposta de fragmentacao MS/MS de 6BG
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(cont.) Figura 5.34. Espectro de massas de 6BG (MeOH, Modo: Positivo) e proposta de fragmentacao MS/MS de 6BG
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(cont.) Figura 5.34. Espectro de massas de 6BG (MeOH, Modo: Positivo) e proposta de fragmentagcdao MS/MS de 6BG
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» Substancias 2BG-4BG e 8BG (estilbenos: 2-arilbenzofurano)

Nas andlises dos espectros de RMN de 'H 2BG, 4BG e 8BG, foram
observados sinais caracteristicos do grupo aril cujas substituicdes sao alternadas e
simétricas (AB.), apresentando 2 H em dubletos (acoplamento meta) referentes as
posicdes H-2' e H-6', juntamente com um hidrogénio em tripleto referente a posicao
H-4’. Desta forma, 2BG (figura 5.37) apresentou H-2' e H-6' em & 6,76 d, e H-4’ em
6,34 t; 4BG (figura 5.48) e 8BG (figura 5.54) o sinal em dubleto em & 6,75 e como
tripleto em & 6,24.

Entre outras similaridades com relagdo aos sinais de hidrogénios
observados foram os dubletos com constante entre 0,8 e 1,0 Hzem 6 6,88 2 6,91 d
atribuidos ao H-3. Os acoplamentos das substéncias 2BG e 4BG foram confirmados
no espectro de COSY (figuras 5.38 e 5.50).

A substancia 2BG apresentou sinais caracteristicos do grupo 2,3-dihidro-
isopentila na qual os deslocamento de duas metilas em & 1,73 e 1,74 d com J =1,0
Hz, e um hidrogénio carbindlico em & 5,32 (H-2”) e o metileno (CH>-1") em & 3,34; e
um sinal de hidrogénios metoxilicos em 3,88 s. Assim, os dados de 2BG mostraram-
se compativeis com a literatura identificando a como 6-O-Metil-moracina N,
conforme mostra a tabela 5.9 (Royer et al., 2010). A confirmacao de sua estrutura foi
realizada com as correlacées observadas no HSQC (figura 5.39) e no HMBC (figura
5.40).

A substancia 4BG apresentou hidrogénios aromaticos de sistema ABX
atribuidos ao anel A, estes foram observados em § 6,74 (H-5) como duplo dubleto
com acoplamento orto e meta com sinais em ¢ 7,36 (H-4) e 6,74 (H-7). No HSQC

(figura 5.51) as correlagdes entre o hidrogénio em & 7,36 com carbono em & 120,4,
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bem como os hidrogénios & 6,74 e 6,89 com carbono em & 111,7 e 97,0,
repectivamente, foram atribuidas ao anel A. Assim, estes dados juntamente com as
correlagcoes observadas no HMBC (figura 5.52) entre os sinais em & 7,36 com 9§
155,7 e 155,2, permitiu atribui-los aos dois carbonos oxigenados C-6 e C-8, as
demais atribuicbes sdo apresentadas na tabela 5.11 as quais estdo de acordo com a
literatura para moracina M. No espectro de massas que mostrou o ion molecular em
[M+H= 243], cuja proposta de fragmentacao esta representada na figura 5.53.

Os dados de RMN de 'H da substancia 8BG foram compativeis com a
moracina P conforme mostra a tabela 5.12, no qual apresenca do grupo do 2-hidro-
isopentil ciclizado foi evidenciada pela presenca de duas metilas em sigleto 6 1,27 e
1,38, bem como do sinal de metileno como duplo duplo dubleto, no qual Hj
apresentou sinal em 6 2,83 e H, 6 3,12 e do hidrogénio ligado ao carbono carbindlico
em 6 3,80 dd (7,5 e 5,5 Hz). Estes dados aliados ao espectro de massas (figura
5.56) que mostrou o ion molecular em [M+H= 327], e juntamente com a técnica de
MS/MS, confirmaram a estrutura de 8BG como a moracina P.

A substancia 3BG apresentou no espectro de RMN de 'H (figuras 5.41 e
5.42) os sinais aromaticos do tipo ABC, no qual H-2’e H-6’ como duplos dubletos em
0 7,00 e 6,93 (2,0 e 1,5 Hz) e 6,51 como tripleto (2,0 Hz). Esses desdobramentos
diferenciados com relacdo ao grupo aril das moracinas, indica a perda da simetria
deste anel através de substituicdo, cujos sinais de hidrogénios carbinélicos na regiao
de 8 3,96-2,83 foram indicativos de glicosideo como substituinte.

No mapa de contorno HSQC (figura 5.44) foi observada a correlacao do
hidrogénio em 8 4,86* (sobreposto no solvente) com o carbono anomérico em &
101,5 tipico de ligacao a-glicosidica, e os hidrogénios carbindlicos apresentaram
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correlacdo com os carbonos em & 73,6; 76,4; 70,1 e 65,8; Tais correlacoes
corroboram para anel tipo pirano (King-Morris & Serianni., 1987). No HMBC (figura
5.45) o hidrogénio o 4,86* (anomérico) e 6,51 (H-4’) apresentaram correlagdo com
carbono com deslocamento em § 158,7 (C-3’) confirmando a presenga do glicosideo
ligado ao grupo arila, os demais carbonos que apresentaram correlagcdes nos
experimentos bidimensionais s&o apresentados na projecao (figura 5.46).

O glicosideo apresentou sinais compativeis para xilose conforme ilustrado
na figura 5.35. Os respectivos J axial-axial e axial-equatorial dos hidrogénios
carbindlicos, permitiram atribuir suas posi¢oes, desta forma foram os hidrogénios em
axial observados com deslocamento em & 3,60, 3,40 e 3,43, e, em equatorial & 3,96
e 3,45, esses acoplamentos foram confirmados no COSY (figura 5.43). Os dados de
RMN dessa substancia chamada de moracina R a-xilopiranose cujas atribuicbes sao
apresentadas na tabela 5.10, estao sendo relatados pela primeira vez na literatura.
O espectro de massas (figura 5.47) de 3BG mostrou o ion molecular em [M+5H=
381], e juntamente com a técnica de MS/MS realizou-se a proposta de
fragmentacao.

As substancias 2, 3, 4 e 8BG, cuja estruturas determinadas estao ilustradas
na figura 5.36 pertencem a classe dos estilbenos do tipo 2-arilbenzofuranos. Estes

séo relatados com potencial antifungico (Takasugi et al., 1979).
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Figura 5.35. Estrutura da xilose e os acoplamentos dos 'H 103
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Figura 5.36. Estruturas das moracinas isoladas de B. guianensis
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Tabela 5.9. Dados de RMN de 2BG (6-O-metil-moracina N)

N° RMN de 'H RMN de 'H
Experimental Literatura®
3 6,90 d (0,8 Hz) 6,90 s
4 725s 7,258
7 7,09 s 7,09s
2'/6" 6,76 d (2,2 Hz) 6,77d (2,1 Hz)
4 6,341 (2,2 Hz) 6,241 (2,1 Hz)
1 3,34 s 3,34 sl
2" 5,32-5,35 m 5,32 tm
4" 1,73 d (1,0 Hz) 1,73 sl
5" 1,74 d (1,0 Hz) 1,74 sl
MeO 3,88s 3,88s

*Royer et al., 2010
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Tabela 5.10. Dados de RMN de 3BG (moracina R 4’O-a-xilopiranose)

N° 3 'H ; mult (J Hz) 5 "°C HMBC

2 1547

3 6,96 d (1,5) 100,8 C-2;C-8; C-9

8 122,5

4 7,26's 120,5 C-1"a;C-3;C-6eC-9

5 116,3

6 151,5

7 6,89 s 98,2 C-5; C-6; C-8; C-9

9 154,5

1 132,3

2 7,00dd (2,0 ;1,5) 103,8 C-3;C-6;C-2;C-4

3 158,7

4 6,511 (2,0) 105,3 C-27;C-3; C-6

5 158,7

6 6,93dd (2,0;1,5) 103,8 C-2;C-4eC-2

2,86dd (17,5;7,5) 30,5 C-27;C-37;C-4,;C-5;C-6

1 3,15dd (17,5; 5,5) 30,5 C-27;C-37;C-4;C-5;C-6
2" 3,81dd (7,5;5,5) 69,5
Me 1,28 s 19,7 C-277;C-3"; Me’
Me’ 1,38 s 25,0 C-27;C-3"; Me™
(a)-o 4,86" 101,5 C-5

(b) 3,43dd (4,5 3,0) 76,5 C-(a); C-(c)

(c) 3,45dd (5,0 ;4,5) 73,2 C-(a); C-(b)

(d) 3,63 sl 70,2 C-(a); C-(b) ; C-(c)
(e) 3,96 dd (12,0 ; 5,5) 65,7 C-(a); C-(b); C-(d)

3,40 dd (12,0 ; 10,0)




Tabela 5.11. Dados de RMN de 4BG (moracina M)

N° & 'H;mult (JH2) 5 °C HMBC

2 154,6

3 6,91d (0,9) 100,8

8 121,7

4 7,36 dd (8,4 e 0,4) 120,4 C-3;C-7;C-8;C-9

5 6,74 dd (8,4 e 2,1) 11,7 C-3; C-4; C-7

6 155,2

7 6,89 ddd (2,1; 0,9 e 0,4) 97,0 C-5

9 155,7

1 132,4
2'/6° 6,75d (2,2) 102,5 C-2;C-4 C-5;C-6
3'/5 158,4 C-2'/6";C-3'/6"; C-2; C-4°

4 6,241 (2,2) 102,2 C-2;C-3;C6
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Tabela 5.12. Dados de RMN de 'H de 8BG (moracina P)

NC Experimental Literatura*
(MeQOD) (acetone-ds)

2 - -

3 6,88 d (1,0) 7,02d (0,9)

8 - -

4 7,24 d (0,5) 7,26 s

5 - -

6 - -

7 6,85 d (0,5) 6,87 s

9 - -

1 - -

2'/6° 6,75 d (2,0) 6,86 d (2,2)
3/5 - -

4 6,241 (2,0) 6,37 1(2,2)
1"a  2,83ddd (16,5; 7,5 e 1,0) 3,11 dq (16,2; 5,4)
17b 3,12 ddd; (16,5; 5,0 e 1,0) 2,83 dq (16,2; 8,3)
2" 3,80dd (7,5e5,5) 3,83dd (9,3; 5,4)
Me 1,27 s 1,26
Me 1,38 s 1,38

*Ferrari et al., 1998
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ESPECTROS DE RMN DE 2-4BG e 8BG

[ . . . . . . . . . Current Data Parameters
® |k-mbga_11:01a : : : : : : : : WAME | Kombge 11 0ta
- -7 . . . . . . . . EXPNO 1
BT = xR e I DI do [ T PROCNO 1
Fqacetong oo , . . . . . . .
. | | | | | | | | F2 - Acquisition Parameters
7 2mg . . . . . . . . . Date_ 20131105
g . . . . . . . . . Time 21.10
e I R T T T F B P P do I FE INSTRUM spect
Ly WIJJ&H@& P&ZfKE‘ﬂg X X X X X ) X X PROBHD 5 mm TBI 1H/13
h . . . . . . . . PULPROG zg30
_ . : : : : : TD 65536
. X X SOLVENT Acetone
i NS 256
DS 0
4 SWH 7002.801 Hz
o FIDRES 0.106854 Hz
o — 20 4.6792703 sec
1] RG 256
- DW 71.400 usec
DE 6.50 usec
- TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
b TDO 1
b ======== CHANNEL f1l =======—=
= SFO1 500.1324535 MHz
L= NUCl 1H
- Pl 10.95 usec
b PLW1 11.38700008 W
T F2 - Processing parameters
i ST 65536
SF 500.1300076 MHz
i WDW EM
SSB 0
LB 0 Hz
° GB 0
- PC 1.00

Figura 5.37. Espectro de RMN 'H de 2BG (CO(CD3)2; 500 MHz)
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Current Data Parameters

. . ™ NAME k-mhga_11_0la
. . EXPNO 100
PROCNG 1
- - ﬂ FZ - Acquisition Parameters
Date 20131106
N [+ 1 Time 3.0
- - [ — LNSTRUM spect
- - PROBHD 5 nm TBI 1H/13
— - - PULPROG coeygpppaf
. . = TD 2048
[T SOLVENT Acetons
P ns 18
- - DS 8
. . SWH 7002.801 Hz
FIDRES 3.419337 Hz
° ° AQ 0.146227172 sec
. - - RG 115
. - [ n¥ | oW 71.400 usce
SR nR 6.50 nsea
TE 298.2 K
. . Do 0.00600300 sec
— — - - nl 1.00000000 sea
. . D1l 0.03600000 sec
) ) D1z 0.00602000 ooc
e e e e e e D13 0.00000400 sex
- - Dls 0.00020000 sec
— - - - Ne 0.00014280 ooc
CHANNEL 1
- - 500.1324535 MHz
- - 1H
ttttnt 10.00 usec
. . 10.00 usec
2500.00 uses
. . 11.38700008 w
. . w0 1.684459990 W
F I GRADLENT CHANNEL
GPNAM[1] $M8010.100
- - =3 10.00 %
- - - P16 1000.00 usec
- - Fl - Acquisition parameters
. . I 128
E R sFrol 500.1325 MHz
. . m FIDRES 51.709385 Hz
) ) ) 14.002 ppm
FMODE oF
. - F2 - Processing parameters
. ST 1024
SF 500.1300000 MHz
. . wnw QSTNR
- - sSB o
. . [ =] Le 0 mz
GR 0
- ° b PC 1.00
. B F1 - Processing parameters
. . ST 1024
Mc2 oF
- - SF 500.1300000 MHz
- - won OSINE
SSB o
LE 0 Hz
LI I LI e 5

Figura 5.38. Espectro de COSY de 2BG
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Figura 5.39. Mapa de correlagées HSQC de 2BG

Current Dats Farameters

NAME k-mbga_11_0ls
EXPNO 200
PROCHO 1
T2 - Bcquisition Parameters
Date_ 20131106
Time 5.06
INSTRUM speot
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULFROG hsqeetgp
4096
SOLVENT BABcetons
HS 4

16
7002.801 Hz
1.709668 Hz
0.2924544 sec

2050
71.400 usec
6.50 usee
298.2 &
145.0000000
0.00000300 sec
1.00000000 sec
0.00172414 see
0.03000000 sec
0.00020000 sec
0.000015%0 sec

CHAMNEL £1 =
SFOL 500.1324535 MHz

HUSL

Pl 10.00 usec
B2 20.00 usec
r2g 1000.00 usex
PLWL 11.38700008 W

CHRMNEL £2 =

sroz 125.7671682 MEz
Hucz 1z
CPDPRG[2 garp

B3 13.40 usec
74 26.80 usec
BCPD2 70.00 usec
PLW2 28.65999817 W
PLW12 3.249230000 W

GRARDIENT CHANNEL =

GPAM[1] SM2Q10.100
GPHAM[2] SMEQl0.100
GPZl 80.00 %
GPZZ 20.12 %
16 1000.00 usec

Fl - Roquisition parvametsrs
D 256

SFOL 125.7672 MHz
FIDRES 122.838051 Hz
W 250.03% ppm
FRMODE Echo-Rntische

FZ - Processing paramsters
ST 1024

SF 500.1300000 MHZ
wow Q8 INE

S8B 2

LB 0 Hz

GB o

rC 1.00

Fl - Processing paramsters
ST 1024

Mc2 echo-antiecho

=F 125.7577290 MHz
WDW Q8 INE

S8B 2

LB 0 Hz

GB o
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Figura 5.40. Mapa de correlagbes HMBC de 2BG
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Ccurrent Data Parameters

HAME k-mbga_11_0la
EXPNO 300
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20131105
Time 21.16
INSTRUM apect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULEROG hmbegplpndgf

TD 4096
SOLVENT Acetone

ars) 60

D& 16

SWH 7002.301 Hz
FIDRES 1.70%668 Hz
AQ 0.2924544 sec
RG 1820

oW 71.400 nzec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
CIST2 145.,0000000
CIST13 10.0000000

Do 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
Dé 0.05000000 sec
D16 0.00020000 sec
o 0.00001590 sec

= CHANNEL fl = =
500.1324535 MHz
1H

10.00 usec
20.00 usec
11.38700008 W

= CHENNEL f2 = -
125.7703437 MHz
13¢
P3 13.40 nzec
PLW2 88.66999817 W
GRADIENT CHANNEL
GPNEM[1] SMSQL0.100
CPNEM[2] SME010.100
CPNAM[3] SM8Q10.100
GPLL 50,00 %
GPL2 30,00 %
GPL3 40.12
P16 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
TD 256
SFOL 125,7703 MHz
FIDRES 122.838051 Hz
X 250.031 ppm
FnMODE oF
F2 - Processing parameters
51
SF 500.1300000 MHz
WDW
558
LE Hz
GE

1.00

Fl - Processing parameters
&1

Me2
sF

WDW
SSB
LB
GB

1024

QF
125.7577890 MHz
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Figura 5.41. Espectro de RMN de 'H de 3BG (MeOD, 500MHz)

-0.0

Current Data Parameters

NAME k-mbgdl4
EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130503
Time 17.38
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG zgcppr

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 64

DS a

SWH 6578.947 Hz
FIDRES 0.100387 Hz
20 4.9807358 sec
RG 645

DW 76.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 500.1324475 MHz
NUC1 1H

Pl 9.90 usec
PLW1 8.48398972 W
PLWS 0.00001465 W
F2 - Processing parameters
ST 65536

SE 500.1300104 MHz
WDW EM

SSB a

LB 0 Hz

GB a

PC 1.00
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Figura 5.42. Ampliacdo dos sinais de RMN de 'H de 3BG na regido de 7,3 & 2,6 ppm
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Figura 5.43. Espectro de COSY de 3BG
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Current Data Parameters

NAME k-mbgdl4
EXPNO 100
PROCNO 1
F2 - Requizition Parameters
Date_ 20130503
Time 20,59
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULEROG cosygpprqf_double
™ 4098

SOLVENT MeOD
N5 64
D3 16
SWH 7002,801 Hz
FIDRES 1.709668 Hz
AQ 0.2924544 sec
RG 2050
oW 71,400 usec
DE ©.50 usec
TE 298.2 K
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D11 0.03000000 zec
iz 0.00002000 sec
D16 0,00010000 sec
Ino 0.00014280 zec
CHANNEL f1 =
500,1324360 MHz
1"
10.84 usec
10.84 usec

11.38700008 W
0.00002512 W

CHANNEL f£2 =
500,1316559 MHz
1H

oW

0.00002512 W

GRADIENT CHANNEL

CPNAM[1] SM3010.100
P2l 10,00 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
™

SFOL 500.1324 MHz
FIDRES 54,709385 Hz
aw 14,002 ppm
FaMODE oF

F2 - Processing parameters
51 4096

SF 500.1299435 MHz
WOH SINE
S4B 0

B 0 Hz

B 0

BC 70,00

Fl - Processing parameters
81 1024

Mez oF

SF 500.1299438 MHz
WOH SINE
338 0

B 0 Hz

B 0
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Figura 5.44. Mapa de correlagbes HSQC de 3BG
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Current Data Parameters

NAME k-mbgdld
EXFHNO 200
PROCHO 1

F2 - Requisition Paramsters

Date_ 20130505
Time 0.4
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG hageetgp
™ 1096
SOLVENT MeOD

128
Dg 16
swE 7002.801 Hz
FIDRES 1.709668 Hz
A 0.2620544 sec
RG 2050
DW 71.400 usec
DE 6.50 usec
1B 298.2 K
CHSTZ 145.0000000
Do 0,00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D4 0.00172414 see
D1l 0,03000000 sec
D16 0.00020000 sec
™o 0.00001660 see
LGOPTHE

CHANNEL £1
SFOL 500,1324360 Miz
NUCl 1H
Pl 10.84 usec
P2 21,68 usec
P28 1000.00 usec
PLWL 1138700008 W
CHANNEL f2

sFO2 125.7722511 MHz
nuez 13¢
CPDPRG([2 qarp
P2 13.40 uses
rd 26,80 usec
PCPD2 70.00 usec
PLWZ 88.66999817 W
PLW1Z 3.24930000 W

= GRADIENT CHARNNEL =
GPNAM[1] SMEQLO.100
GPNAM[2] SMSQ10.100
GPELl 80.00 %
GPLZZ 20.12 &
Ple 1000.00 usec

Fl - Rcquisition paramsters

D

SFOL 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
s 239,484 ppm
FnMODE  Echo-Antischo

F2 - Processing parameters

&I

RBF S00
WDW

3B

LB 0 Hz
GB o

PC

1024

21300104 MEz

QSINE
2

70.00

Fl - Processing parameters

&I 1024

Mcz echo-antiecho

&F 125.7577760 MHz
WD QSINE

S8B 2

1B 0 Hz

GE 0
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Figura 5.45. Mapa de correlagbes HMBC de 3BG
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Current Data Parameters

NAME, k-mbgdld
EXPNO 300
PROCHO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130504
Time 0.06
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm TBI 1H/13
FULPROG hmbegplpndgf

TD 4096
SOLVENT M=0D

ng 256

Dg 16

SWH 7002.%801 Hz
FIDRES 1.70966% Hz
AQ 0,2924544 sec
RG 2050

D 71.400 ugec
DE 6.50 uszec
TE 298.2 K
CHET2 145.0000000
CHST13 10.0000000

Do 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
Dz 0.00344828 sec
Dé 0.05000000 gec
Dlé 0.00020000 sec
o 0.00001660 zeac

== CHANNEL fl =

sFol 500,1324360 HHz
Nucl 1H
Pl 10.84 usec
B2 21,68 usec
PLWl 11.28700008 W
== CHANNEL f2 = =
SFO2 125.7722511 MHz
NUC2 13¢
B3 13,40 usec
PLW2 83.66999817 W
RADIENT CHANNEL
SME010.100
&M20Ll0,100
SMEQ10.100
70,00 %
30,00 %
65.15 %

1000.00 usec

Fl - Acquiszition parameters
TD 256

sFol 125.7723 MHz
FIDRES 117.65%134 Hz
SW 239.484 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
81 2048

SF 500.1300104 MHz
WDW SINE

558 0

LE 0 Hz

GB 0

pc 70,00

Fl - Processing parameters
2

Moz oF

SE 125,7577760 MHz
WD SINE
B8R 0

LB 0 Hz

GB 0
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NONAMEO3
Parameter Value

Acquisition Time (sec) 0.0085
Comment Projection of 2D NMR Slices
Date 17 Oct 2014 11:38:47
Date Stamp 17 Oct 2014 11:38:47
Frequency (MHz) 125.77
Nucleus 13C
Number of Transients 128
Original Points Count 256
Points Count 1024
Pulse Sequence hsqcetgp
Solvent METHANOL-d4

| Spectrum Offset (Hz) 14478.5420
' Spectrum Type HSQC

1 Sweep Width (Hz) 30091.07

Temperature (degree C) 25.160

122,952
118.742
107.516
105.411
103.307
102.371
71.032
68.694
67.992
67.057
64.484

50.218

~.46.008
30.105

I 26.363
23.556
20.984
18.645

I

©
8 o @
& 5 g 3
S 3 38 &
8 o o =
Pk LS

PRCACT T e A

<

%

Normalized Intensity

T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120
Chemical Shift (ppm)
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Parameter Value
Acquisition Time (sec) 0.0085
045 - Comment  Projection of 2D NMR Slices
E Date 17 Oct 2014 11:38:47
040 - Date Stamp 17 Oct 2014 11:38:47
E Frequency (MHz) 125.77
Nucleus 13C
030 = Number of Transients 256
= Original Points Count 256
Points Count 1024
Pulse Sequence hmbcgplpndqgf
Solvent METHANOL-d4
Spectrum Offset (Hz) 14478.5420
Spectrum Type HMBC
Sweep Width (Hz) 30091.07

U 1 K Temperature (degree C) 25.160
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Figura 5.46. Projecdo do '°C a partir do HSQC e HMBC de 3BG
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(cont.) Figura 5.47. Espectro de massas e proposta de fragmentagcdo MS/MS de 3BG
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Figura 5.48. Espectro de RMN de 'H de 4BG (MeOD, 500 MHz)

Current Data Parameters

NAME k-mbga5-13
EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130515
Time 19.43
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG zgcppr_2

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 64

DS 0

SWH 7002.801 Hz
FIDRES 0.106854 Hz
AQ 4.6792703 sec
RG 812

DW 71.400 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 500.1324487 MHz
NUC1 1H

P1 9.90 usec
PLW1 8.48398972 W
PLWY 0.00010000 W
======== CHANNEL f2 ========
SF02 500.1316557 MHz
Nocz2 1H

PLW2 -1.00000000 W
PLW12 0.00001465 W
F2 - Processing parameters
ST 65536

SE 500.1300104 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Figura 5.49. Ampliacdo dos sinais de RMN de 'H de 4BG na regido de 7,4 & 6,2 ppm

122



Current Data Parameters

NAME k-nbgas-13
EEPNO 100
PROCNO 1
l k i FZ — Acquisition Parameters
L b Date_ 20130515
Time 18.53
™ INSTRUM spect
o - E PROBHD 5 nm TBI 1H/13
1 PULPROG cosygpprgf_double
- & ™ 4096
o SOLVENT MelD
u NS 16
. [ — D3 16
b — SWH 7002.801 Hz
' ! - FIDRES 1.709668 Hz
. - |.|- AQ 0.2924544 sec
L RG lgzo
DW 71,400 usec
1 L DE £.50 ussc
' TE 298.2 K
' — 0 Do 0.00000300 sec
A ' 1 D1 1.00000000 sec
1 - D11 0.03000000 zec
' D12 0.00002000 sec
- Dlé 0.00010000 sec
e ; INO 0.00014280 sec
' CHANNEL £1 = =
it — = 500,1324487 MHz
" 1H
. r 10.84 usec
—— ' ' L 10.84 usec
" 11.38700008 W
al ' L 0.00002512 W
[ (-] CHANNEL £2 = =
— il ' SFO2 500,131655% MHz
' i - Hucz 1H
1 PLWZ2 0w
= 1 [ ] 1 - PLW1Z 0.00002512 W
]
— *“ P " - = CRADIENT CHANNEL =
1 ' CPNAM[1] SMSQ10.100
' — [ cpal 10.00 %
1 P16 1000.00 usec
. v 1 4 -
' . Fl - Acquisition parameters
a r TD 128
1 H L 5FOL1 500.1324 MHz
! FIDRES 54.709385 Hz
' = 50 14.002 ppm
[] - FnMODE QF
' F2 — Processing paramsters
- 51 4086
. SF 500,1300104 MHz
' - WDW SINE
. N 558 0
T T [ T [ T | T | T T T | T T [ T T T [ P o He
BC F0.00
10 8 6 4 2 0 F2 [ppm] b Eecsesins pesamsress
51 1024
MC2 oF
B3 500,1299438 MHz
WDW SINE
558 0
LB 0 Hz

Figura 5.50. Espectro de COSY de 4BG s
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Current Data Parameters

HAME k-nbga5-13
EXPHO 200
FROCNO L
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20120516
Time 5.09
n k L ' INSTRUM spect
PROBHD & mm TBI 1H/13
PULFROG hsqeetgp
" ™ 4096
E SOLVENT Me=OD
- 22
j+3 Da 1¢
- o SWH 7002.801 Hz
Ll FIDRES 1.709668 Hz
| RQ 0.2924544 sec
- RG 1290
L DwW 71.400 usec
o DE 6.50 usec
IE 5 K
- — onsT2 145.0000000
Do 0.00000300 sec
- Dl 1.00000000 sec
D4 0.00172418 sec
| D11 0.03000000 sec
Dl 0.00020000 sec
™0 0.00001660 sec
B EGOPTNS
- CHANNEL f1 =
o sFol 500.1324487 MHz
& - — n NUCl 1H
Fl 10,34 usec
L = P2 21.68 usec
= B P28 1000.00 usec
PLl 11.38700008 w
o B
= CHANNEL f2 =
- sFo2 125.7722511 MHz
NUcz 13¢
- CPDPRGIZ garp
[ =] B3 13.40 usec
— Iy B4 26.80 usec
PCED2 70.00 usse
- PLW2 28.66999817 W
- FLWLZ 3.24930000 W
- GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1] &8M5Q10.100
- GPNAM[2] £MEQ10.100
ceal 80,00 %
- cpa2 20.12 &
= Fl6 1000,00 usec
- o F1 - Acquisition parameters
[ ] ™
- sFol 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
- £ 239,484 ppm
FnMODE Beho-Antiecho
F2 - Processing paramsters
T T T [ T T [ T T T [ T T [ T T [ T T [ T T [ s1
&F 500.1300104 MHz
WDW QSINE
10 8 5 4 2 0 F2 [ppm] :
LB 0 Hz
GB 0
rC 70.00
F1 - Frocessing parameters
eI 1024
ez echo-antiecho
H A sF 125.7577760 MHz
Figura 5.51. Mapa de correlagées HSQC de 4BG o
2SB 2
LB 0 Hz
GB 0
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Current Data Farameters

NAME k-mbgat-13
EXPNO 300
PROCHG 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130515
Time 20.40
INSTRUM spect
L i FROBHD 5 mm TBI 1H/13
1 N L PULPROG hmbegplpndgf
D 4038
1 [ ey SOLVENT HMeoD
Mg B8
E Dg 1
r g e 7002.801 Hz
FIDRES 1.709668 Hz
I & 2o 0.2924544 sec
RS 2050
-t oy 71.400 usec
r DE £.50 usec
- TE 298.2 K
L L CNSTZ 145,0000000
CHET13 10.0000000
[ 1 Do 0.00000300 =ec
— DL 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
= D6 0.05000000 sec
Di6 0.00020000 sec
INo 0.00001660 =zec
CHANNEL £1 = ===
- 500.1324487 MHz
1H
10.82¢ usec
r 21.68 usec
I =] 11.38700008 W
"ln'l [N N ] o CHANNEL f2 = -
- 125.7722511 MHz
1 BB r 1zc
13.40 usec
- 88.66999817 W
LN ']
.I L = GRADIENT CHANNEL =
'H GPHAM[1] SMSQ10.100
GPNAM([2] SME010.100
- GPNAM([3] SMSQ10.100
o 70.00 %
-1 =3 30.00 %
GFE3 65.15 %
-—% l '* . - Fle 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
L D 256
sFrol 125.7723 MHz
FIDRES 117.658134 Hz
- sw 239.484 ppm
FnMCDE OF
B o F2 - Processing parameters
e 2043
— o SF 500.1300104 MHz
N WDW SINE
n L S8B 5}
e 0 Hz
GB )
- FC 70.00
L Fl - Processing parameters
e 1024
M2 OF
I ! | ! I I | I | I | I | I | I ! ! | SE 125.7577760 MHz

DW SINE

10 8 6 4 2 0 F2 [ppm] 2o

Figura 5.52. Mapa de correlagbes HMBC de 4BG
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Figura 5.53. Espectro de massas e proposta de fragmentacdao MS de 4BG
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(cont.) Figura 5.53. Espectro de massas e proposta de fragmentacao MS de 4BG
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-
L = Current Data arameters
E HAME k-mbgaT.5.19,12
M FXPYO 11
- PROCNO 1
DOHTOO0NTO VOROHIDOUOONT=NOOWM [ Ly r — .
D= O0ON0 Qe O00TNR =00 0D0H— [Tl L F2 - hoquisiticn Paremeters
OO n PoONONNOODORTRN =00 Y] Late_ 20130316
SEELERRL WR=-ee=c0CuNRNRNRE 6 Y-S coset
- soec
= 40 0 40 4D 0 D D FHROBHDODOROHHHNNNNNNNY - ] PROSED 5 run TBI 18/13
B PUL2ROG zgoppr
- i 65535
- SOLVENT MeOD
1S 64
LS 0
— E SWHH 7002.801 Hz
- FIDRzS 0.106654 Ez
20 4,6792703 sec
r RG 181
- LW 71.400 usec
- LE 2,57 usec
o TE 238.2 K
o= 1 1,00200007 sz¢
- 12 2.002020C0 sec
- D0 1
" ====—== CHANNEL fl ========
- SFO1 50.1324443 MHz
-1 HoC1 11
L Pl 12,95 usec
PLITL 11.36700028 W
- PLI3 0.02002642 W
l L F2 - Processirg parameters
Eli 65535
L "‘l'—l MR ~— O B 500.1300119 Mz
- WD EM
o |4k |@ T (ol | ot - R
[=] - =] 1] Ho| |m 1] L -B - Bz
o 1] h ] M| | (1] €8 0 )
o |a@ |~ = Q= o i ¥ Lo
- -
| L 1

8 6 4 2 [ppm]
Figura 5.54. Espectro de RMN de 'H de 8BG (MeOD, 500 MHz)
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Figura 5.56. Espectro de massas e proposta de fragmentacdo MS/MS de 8BG
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(cont.) Figura 5.56. Espectro de massas e proposta de fragmentagcdo MS/MS de 8BG
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(cont.) Figura 5.56. Espectro de massas e proposta de fragmentagdo MS/MS de 8BG
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5.5. Substéancias obtidas do extrato metandlico de E. coriaecae
As substéancias avaliadas por RMN de E. coriaecae foram codificadas de 2EC
e 3EC (tabela 5.13).

Tabela 5.13. Substancias isoladas de E. coriaecae submetidas a andlise por RMN

Fracoes avaliadas por RMN
Amostras
Caodificacao Massa (mg)
Alburno v’ 2EC(MEC-11.13) 3
Cerne v 3EC (MECC‘1 5) 29

» Substancias 2-3EC (Estilbenos: Fenantrenos)

Nas anélises dos espectros de RMN de 'H de 2EC (figuras 5.57 e 5.58), e
3EC (figuras 5.61 e 5.62) detectaram-se similaridades, nas quais ambos espectros
mostraram a presenca hidrogénios aromaticos, com sistema de spin do tipo AB com
sinais em singletos, bem como um sistema aromatico do tipo AM com dubletos cujo
J foi observado de 8,5 Hz em 2EC, e 8,4 Hz em 3EC. Além dessas similaridades, a
substancia 2EC apresentou hidrogénios aromaticos em dubletos de 9,0 Hz (H-9 e H-
10), enquanto que para 3EC apresentou hidrogénios alilicos em & 2,73 e 2,68. Estes
dados indicaram compatibilidade para os estilbenos do tipo 9,10-dihidro-fenantreno
(8EC) e para fenantreno (2EC).

As correlagdes observadas no HSQC de 3EC (figura 5.62) foram do grupo
alila entre os sinais de hidrogénios em & 2,73 e 2,68 (-CH,.) com os carbonos & 27,7
e 25,4, respectivamente, bem como os hidrogénios metilico em & 2,19 e 2,18 com os
carbonos 6 10,6 e 15,0, e essas correlagbes sinalizam uma assimetria da molécula

(tabela 5.14).
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Para 2EC as correlagbes observadas no HSQC (figura 5.59) entre os
hidrogénios aromaticos pertencentes a ponte de etileno (H-9 e H-10) com carbonos
em 6 105,1 a 126,51 confome mostra a tabela 5.15. A partir do HMBC de 3EC
(figura 5.60) e 2EC (figura 5.63) foram realizadas as atribuicées, devido as
correlagdes observadas entre os hidrogénios metilicos em H-12 com C-6 e C-8, bem
como os hidrogénios de H-11 com C-1, corroborando a presenca das metilas ligadas
diretamente ao aneis A e B. As demais atribuicdes estdo descritas nas tabelas 5.13
e 5.14.

Com bases nos dados apresentados de RMN, identificaram-se as
substancias 2EC e 3EC como Micandrol A e B, respectivamente. Essas substancias
séo inéditas na familia Lecythidaceae, e foram relatadas em plantas aquaticas de
genéro Juncus. Entre o potencial biologico, € reportado como algicida e citotdxico

(Dellagreca et al., 1993; Dellagreca et al., 1995; Dellagreca et al., 1996).
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Tabela 5.14. Dados de RMN de 2EC (micandrol A)

N° & 'H ; mult (JHz) 5 °C HMBC

1 117,9

1a 132,3

2 152,8

3 8,26 d (8,5) 121,2 C-1;C-2e C-52
4 7,65d (8,5) 126,5 C-1a

4a 126,6

5 7,98 s 105,1 C-6eC-7

5a 131,9

6 155,1

7 124,4

8 7,62s 130,2 C-4a; C-5ae C-6
8a 124,6

9 7,24d (9,0) 115,9 C-2; C-4a e C-9
10 7,72d (9,0) 119,4 C-10; C-6 e C-82
11 2,54 s 10,5 C-1;C-1aeC-2
12 2,38s 15,3 C-6;C-7eC-8
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Tabela 5.15. Dados de RMN de 3EC (micandrol B)

N° 5 'H ; mult (JHz) 5 °C HMBC

1 121,3

1a 137,2

2 154,5

3 6,80 d (8,4) 112,8 C-2;C-4 e C-4a
4 7,36 d (8,4) 129,9 C-2e C-12
4a 126,8

5 714 109,2 C-6;C-7eC-8
5a 133,7

6 154,2

7 121,5

8 6,91s 121,9 C-5a;C-6 e C-12
8a 126,4

9 2,71-2,73 m 27,7

10 2,66-2,68 m 25,4

11 2,19s 10,6 C-1

12 2,18s 15,0 C-6eC-8
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ESPECTROS DE RMN DE 2EC e 3EC

8BS

24

Figura 5.57. Espectro de RMN de 'H de 2EC (CO(CD3),; 500 MHz)

Current Data Parameters

NAME mec_11_13
EXPNO 11
PROCNO 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20120522

Time 9.01
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPRCG noesygpprld

D 65536
SOLVENT Acetone

NS 64

DS 4

SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.152588 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 256

DW 50,000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
Dl 1.00000000 sec
D8 0.15000001 sec
D12 0.00002000 sec
Dle 0.00005000 sec
TDO 1
ZGOPTNS -DFLAG_BLK
======== CHANNEL fl ========
SFC1 500.1310351 MHz
NUC1 1H

PO 7.40 usec
Pl 6.81 usec
PLW1 20.35168076 W
PLWY 0.00081021 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPMNAM([1] SINE.100
GPMAM[2] SINE.100

GPZl 50.00 %
GPZ2 -10.00 %
Plé 1000.00 usec
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 500.1300085 MHz
WowW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

BC 70.00
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Figura 5.58. Ampliagdes do sinais de RMN de 'H de 2EC
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Figura 5.59. Mapa de correlagées HSQC de 2EC

| T
0 F2 [ppm]

F1 [ppm]

100 50

150

Current Data Parameters

NAME mec_11_13
EXPHO 200
BPROCHO 1
F2 - Requisition Parameters
Date_ 20120708
Time 17.16
INSTRUM speet

PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG hsgoetgpsi MOD

™ 4096
SOLVENT Roetone
Hs 20
Dg 16
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 2.441406 Hz
ag 0.2048000 szec
RG 202
oW 50.000 usec
DE .50 usec
TE 298.4 K
ceT2 145.0000000
Do 0.00000300 see
D1 1.00000000 sec
Da 0.00172414 se¢
D1l 0.03000000 szec
Dle 0.00020000 se
D24 0.00086207 sec

0.00001330 sec
ZGOPTHS

HANNEL £1
srol 500.1321632 MHz
HUCL
BL 10.228 useec
r2 20.76 uses
FEL) 1000.00 usee
PLWL 10.00000000 W
CHANNEL f£2

SFO2 125.7703648 MHz
NUCz 13c
CPDPRG[2 garp
3 12.40 unsee
P4 26.80 usee
PCPD2 FO.00 uses
BLWZ £2.66999817 W
PLW1Z 2.24920000 W
= GRADIENT CHRNHEL
GPMAM[1] £MEQ10.100
GPHAM[2] £M2QL0.100
GPEL 20,00 &
Gpzz 20.10 %
Ple 1000.00 usee
Fl - Reguisition parvamsters
D 256
SFol 125.7704 MHz
FIDRES 146.851501 Hz
W 298,910 ppm
FruMODE Eeho-Rntischo
F2 - Prooessing paramsters
er 1024
sF 500.1200079 MHz
WD QS INE
28B 2
1B 0 Hz
= o
=) 0.02
Fl - Prooessing paramsters
ST 1024
Mc2 seho-antischo
sF 125.7577890 MHz
WD QS INE
28B 2
1B 0 Hz
GB o
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Figura 5.60. Mapa de correlagbes HMBC de 2EC
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100 S0

150

Current Data Farameters

WAME mec_11_13

EXPHC 300

FROCNG 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20120708

Time 13.37

TINETRUM spect

FROBHD 5 mm TRI 1H/13

PULPROG hmbegplpndgf

TD 2048

SOLVENT Acetone

Hs 44

D& 16

EWH 10000.000 Hz

FIDRES 4,8332313 Hz

AQ 0.1024000 =zec

RG 203

oW 50,000 usec

DE %.50 usec

TE 23%.2 K

CNST2 145.0000000

CNST13 10, 0000000

Do 0.00000300 sec

D1 1.00000000 sec

Dz 0.00344828 sec

D& 0,05000000 sec

D16 0.00020000 szac

N0 0.00001330 =zec
CHENNEL f1

gFol 500,1321632 MHz

nucl 1H

Fl 10.38 usec

F2 20.76 usac

FLW1 10.,00000000 W
CHANNEL f2

SFO2 125.7703437 MHz

HUC2 13¢

F3 17.30 usec

FLWZ 90,00000000 W

= = GRADIENT CHANNEL =
GENAM[1]

SMEQL0.100
GPMAM[2] SMEQ10.100
GENAM[3] EMEQ10.100
Gzl 70,00 %
GPL2 30.00 %
GPL3 65.15 %
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
TD 256

SFOL 125.7703 MHz
FIDRES 146.351501 Hz
B 298,910 ppm
FnMoDE OF

F2 - Processing parameters
8T 48

&F 500,1300079 MHz
WDH SINE
SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

BC 0.02

Fl - Processing parameters
5T 1024

M2 oF

sF 125.7577885 MHz
WDW SINE
L o

LB 0 Hz

GB 0

140



| B
1] .
d 1 . Current Data Parameters
- NAME Willian MECC-1.5
L o o o o o o o o o EXPNO 11
R . . . . . . . . . PROCNO 1
. F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140808
T Time 17.30
- INSTRUM FOURIER30Q
i PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg30
[= T TD 65536
[= B0 SOLVENT Acetone
o NS 16
DS 8
T SWH 3051.758 Hz
- FIDRES 0.046566 Hz
AQ 10.7374182 sec
o 7 RG 10,7979
Q- DW 163.840 usec
mn DE 10.00 usec
. . . . . . . . . TE 292.6 K
N B - . N I e e e D1 1.00000000 sec
b : : : : : : : : TDO 1
Q —— CHANNEL f1 ———
© 300.1913509 MHz
N . 18
. 8.25 usec
20.00000000 W
o - . . . . . . . . . F2 - Processing parameters
o ----- I e ST 65536
) ) SE 300.1900000 MHz
AN WDW EM
SSB a
. . LB 0.30 Hz
N EEEE I I GB o]
L . . PC 1.00
° i
L
-
[v]
"
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6. CONCLUSAO
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O estudo quimico dos residuos da madeira das espécies de louro-preto (O.
cymbarum), tatajuba (B. guianensis) e o pedozinho (E. coriaceae) resultou nas
seguintes contribuicoes:

Em O. cymbarum foram identificados metabdlitos relacionados ao
desenvolvimento do vegetal como acido lignocérico e o triglicerideo, ambos
metabdlitos de armazenamento de energia para as células. O uso da técnica de
RMN de estado sélido (HR-MAS) na identificacdo de sélido insoluvel mostrou-se
promissora. Desta forma, foi identificado o aminodcido tirosina, o precursor das
principais classes relatadas das espécies de Lauraceae, cuja rota biossintética
originam classes como alilfenois, lignanas e alcaloides.

No estudo com B. guianensis foi detectada pela primeira vez o 2,4-
dihidroxibenzaldeido, alertando assim para os cuidados que se deve ter durante o
processamento da madeira desta espécie pois trata-se de uma substancia com
capacidade de irritar a pele, principalmente mucosas. Com relagdo aos estiloenos
identificados neste espécie, pode-se ampliar 0 numero de estruturas conhecidas na
literatura, através da elucidagdo de uma moracina glicosilada inédita. As moracinas
encontradas enfatizam a qualidade dos residuos descartados pelo setor madeireiro
e que mesmo em pequenas quantidades sao poderosas fungicidas.

Sobre a identificagcdo dos fenantrenos em E. coriaceae é importante ressaltar
que essas substancias sao restritas em algumas familias. O micandrol A e B séao
inéditos em madeiras ou em espécies terrestres. O registro de fenatreno em

Lecythidaceae até o momento € inédito.
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