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RESUMO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta, na qual se
destaca a maior floresta tropical imida do mundo, sendo uma das principais
produtoras de madeira tropical. Em 2009, a atividade madeireira na Amazoénia
brasileira processou cerca de 14,2 milhdes de m® de madeira, dos quais 8,4
milhes de m?® foram classificados como residuos. Dentre as espécies que
geram residuos madeireiros estéo inclusas as do género Inga Mill. (Fabaceae),
que sao utilizadas nas serrarias, carvoarias, construcdo civil, geracdo de
energia e producdo de papel e que podem ter nos estudos quimicos uma
alternativa de aproveitamento para os seus residuos. No presente trabalho,
foram realizados estudos fitoquimicos visando o isolamento e identifcacdo dos
constituintes quimicos em residuos madeireiros de Inga alba Willd. e Inga
paraensis Ducke. A partir do extrato metandlico de |. paraensis foram obtidos,
por fracionamentos cromatograficos, o0s esteroides espinasterol e
espinasterona, identificados por Ressonancia Magnética Nuclear, que estédo
sendo relatados pela primeira vez no género. Do extrato metandlico de |. alba
foram obtidos, apO6s cromatografia classica seguida pela técnica CLAE-
EFS/RMN, os flavonoides taxifolina (flavanonol), butina (flavanona), 3-O-
metilquercetina (flavonol) e uma substancia inédita glicosilada derivada do
acido mentiafélico, nomeada de dapaznideo. A taxifolina e a butina tém, neste
trabalho, o primeiro relato para o género Inga. O estudo sobre os metabdlitos
secundarios nestas espécies é de grande importancia para o conhecimento das
madeiras de Inga da Amazbnia, cuja quimica é desconhecida e que vém
sendo inseridas no mercado para substituir as tradicionalmente utilizadas pelo

setor madeireiro.

Palavras-chave: Residuos madeireiros, Inga alba, Inga paraensis, Ressonancia

Magnética Nuclear.



ABSTRACT

Brazil has one of the greatest biodiversity on the planet, which stresses the
largest tropical rainforest in the world, one of the leading producers of tropical
timber. In 2009, logging in the Brazilian Amazon has processed about 14.2
million m* of timber, of which 8.4 million m® were classified as waste. Among the
species that generate wood waste are included the genus Inga Mill.
(Fabaceae), which are used in sawmills, charcoal, construction, paper
production and energy generation and chemical studies can have on a recovery
alternative for their waste. In this study, it was carried out phytochemical studies
aimed at isolating and identifcation of chemical constituents in timber waste
Inga alba Willd. and Inga paraensis Ducke. From the methanol extract of I.
paraensis were obtained by chromatographic fractionation, the spinasterol and
espinasterona steroids, identified by nuclear magnetic resonance, being
reported for the first time in the genre. From the methanol extract of I. alba were
obtained, after classical chromatography followed by tecnhic LC-SPE/NMR, the
flavonoids taxifolin (flavanonol), butin (flavanone), 3-O-methylquercetin
(flavonol) and a novel glycosylated derivative of the acid menthiafolic, named
dapaznideo. The taxifolin and butin have, in this work, the first report for the
genus Inga. The study of secondary metabolites in these species is of great
importance to the knowledge of Inga Woods Amazon, whose chemistry is
unknown, and that have been placed on the market to replace the traditionally
used by the timber industry.

Keywords: Wood waste, Inga alba, Inga paraensis, Nuclear Magnetic

Resonance.
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1.1. Residuos madeireiros: problematica e perspecti vas de

aproveitamento

O Brasil, com aproximadamente 8,5 milhdes de km?, representa quase a
metade da América do Sul e possui uma das maiores biodiversidades do planeta,
na qual se destaca a maior floresta tropical umida do mundo (MMA, 2015). Em
2006, a floresta amazébnica ficava apenas atras da Indonésia como principal
produtoral de madeira tropical (OIMT, 2006). No setor industrial brasileiro, a
madeira tem uma participacdo significativa, sendo utilizada nos mais diversos
tipos de industrias, como a quimica, téxtil, cimento, papel, ceramica, celulose,
siderurgica (Silva, 2009), além de moveis de madeira processada mecanicamente
como produtos de madeira serrada, compensados, painéis reconstituidos, dentre
outros (SBS, 2008).

Em Manaus foi realizado um levantamento no setor madeireiro no qual as
empresas foram agrupadas de acordo com o produto final das suas atividades em
movelarias, fabricas de compensados e serrarias, revelando que ha uma perda de
cerca de 60% das toras ocasionada pela preservacgao inadequada e pelo ataque
de organismos xil6fagos a matéria-prima, além das perdas de 15 a 50% das toras,
causadas por desgaste mecanico, rachaduras, costaneiras, aparas, rolos-resto,
dentre outros. Também foi detectado o aproveitamento destes residuos na
geracdo de energia em caldeiras, confec¢do de tabuas, grades e fabricacdo de
cabos de vassoura (Sales-Campos et al. 2000).

Em 2009 foi registrado que a atividade madeireira na Amazonia brasileira

processou cerca de 14,2 milhdes de m® de madeira. Desse quantitativo, 5,8
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milhées de m* foram aproveitados pela indistria e 8,4 milhées de m* de madeira
classificada como residuo (SFB-AMAZON, 2010).

A disponibilidade desses residuos oriundos das atividades madeireiras vem
despertando o interesse por alternativas para aproveitamento e a partir do
conhecimento de como o residuo é aproveitado, € que podem ser racionalizados
os recursos florestais, gerando uma alternativa as empresas, contribuindo para
gue as mesmas gerenciem adequadamente os seus residuos sélidos industriais
(Cerqueira et al., 2012).

Uma alternativa proposta para o aproveitamento de residuos madeireiros
no Amazonas tem sido o uso destes residuos na producdo de pequenos objetos
de madeira (POM), cujos beneficios incluem incentivo a cultura tradicional,
atracdo de pequenos investidores, proporciona geracdo de renda, além de
capacitar alunos da rede publica (Nascimento et al., 2012). Isso faz com que o
POM seja uma alternativa favoravel que leva em consideragdo o minimo impacto
ambiental, difundindo a valorizacao do trabalho artesanal (Abreu et al., 2009).

O Grupo de Pesquisa “Plantas da Amazobnia: Quimica, Quimiossis-
tematica e Atividade Bioldgica”, coordenado pela Profa. Dra. Maria da Paz Lima
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA), tem feito proposta para o
aproveitamento dos residuos madeireiros por meio de estudos fitoquimicos e
busca de atividade de principios ativos, a exemplo de Hayasida & Colaboradores
(2008) que avaliou residuos madeireiros do cerne de pau-rainha (Brosimum
rubescens Taubert, Moraceae), evidenciando um alto teor extrativo (19,87%),
além de constatar a presenca de xantilentina, uma substancia da classe das
cumarinas, que apresenta atividade antiplaquetéaria (Teng et al., 1992), herbicida

(Anaya et al., 2005), dentre outras. Horta e colaboradores (2010) em seu estudo
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em residuos de Guarea trichilioides (Meliaceae) constataram a presenca do
piceatanol, um tetrahidroxiestilbeno que possui propriedades antioxidante e
antileucémica.

Levando em consideracdo as formas de como os residuos madeireiros
podem ser aproveitados, sejam nos desenvolvimentos dos POM’s, que conferem
aos residuos um aproveitamento socio-econémico, ou nos estudos quimicos e
bioldgicos, que lhe conferem um aproveitamento de carater cientifico, ha
perspectivas positivas de aproveitamento para esta madeira.

Os estudos quimicos e biolégicos realizados em residuos madeireiros pelo
grupo “Plantas da Amazénia: Quimica, Quimiossistematica e Atividade Bioldgica”
séo efetuados utilizando-se de métodos classicos de fracionamento e isolamento
de produtos naturais em suas pesquisas e, ha 5 anos, métodos modernos, como
a técnica hifenada CLAE-EFS/RMN, tém auxiliado o grupo na busca por principios

ativos.

1.2. A técnica hifenada CLAE-EFS/RMN

Ao acoplamento entre duas ou mais técnicas analiticas que visam a
obtencdo de uma ferramenta analitica mais eficiente e rpida que as
convencionais, aplica-se o termo “técnica hifenada” (Levsen et al., 2000).

A CLAE-EFS/RMN tem os seus primeiros relatos datados do final da
década de 70, quando dois cientistas, Watanbe e Niki, em 1978, demonstraram
medicdes de fluxo interrompido (stopped-flow), em uma amostra que continha
compostos conhecidos. No ano seguinte, Bayer & Colaboradores, operaram sob
dois métodos distintos na CLAE-EFS/RMN: fluxo continuo (on-flow) e fluxo

interrompido  (stopped-flow). Os espectros adquiridos nesse experimento
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mostraram resolugdo superior com relacdo aqueles obtidos apds métodos
tradicionais de purificagdo de moléculas organicas e, ao longo das décadas 1980
e 1990, a técnica teve grande desenvolvimento (Tomasi, 2014).

Existem, atualmente, varios modos de operacdo para esta técnica. No
meétodo “On-flow”, o espectrébmetro de RMN ¢é utilizado como detector, uma vez
que 0s espectros sdo obtidos sem interrupcdo do fluxo. Este método funciona
apenas para componentes majoritarios, pois o tempo que a amostra fica na RMN
é curto, ndo permitindo a obtencdo de uma relagéo sinal-ruido adequada para os
compostos que estdo em menor quantidade. No método “stopped-flow”, ha a
interrupgéo do fluxo da fase movel quando a fracéo de interesse alcanca a cela do
espectrometro da RMN. Dessa forma, o processo pode ser repetido para outra
fracdo, sendo possivel a andlise de diversos picos cromatograficos. Este método
€ recomendado para amostras que contenham misturas com um numero
relativamente pequeno de componentes que possuem boa resolucdo
cromatografica, uma vez que, constantes paradas no modo de operacdo, podem
contaminar a cela em fluxo, causando o “efeito meméria”. O método conhecido
como “loop storage mode” é caracterizado pela ndo interrupcdo da corrida
cromatografica e pelo armezamento das fracbes em loops capilares para
posteriores analises na RMN. Os analitos armazenados devem ter estabilidade
durante todo o periodo de aquisicdo dos espectros. No método “CapLC-NMR”,
uma microssonda solendide € introduzida no tubo da amostra promove um
aumento consideravel na sensibilidade da deteccdo (esta microssonda é
orientada transversalmente ao campo magnético estatico). Este modo de
operacdo é economicamente vidvel, uma vez que ha o baixo consumo de

solventes na cromatografia, eliminando a necessidade de supressdo do sinal do
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solvente nos experimentos de RMN. A substéncia tem que ser solivel em

concentragdes elevadas por se tratar de uma técnica capilar (Tomasi, 2014).

1.3. A importancia dos constituintes quimicos da ma deira

A madeira é um material organico e suas propriedades estdo diretamente
relacionadas com 0s seus constituintes quimicos e é de total importancia o
conhecimento dos mesmos para que a definicdo do uso do material seja
apropriada, sendo tais constituintes classificados em metabdlitos primarios e
secundarios (Severo et al., 2006).

Os metabdlitos primarios sdo compostos de elevado grau de polimerizacéo
como celulose, hemicelulose (ou poliose) e lignina, que sdo responsaveis pela
sua morfologia e estrutura (Silva, 2002). A celulose € o componente majoritario e
pode ser caracterizada como sendo um polimero linear de alto peso molecular,
constituido exclusivamente de B-D-glucose e é o principal componente da parede
celular dos vegetais. As hemiceluloses sdo compostas principalmente por
hexoses e pentoses e algumas contém &acido urdnico. As hemiceluloses séo de
cadeias mais curtas que as celuloses podendo apresentar ramificacdes. A lignina
é formada por um sistema aromatico de unidades de fenilpropano, que quando
incorporada a parede celular, enrijece a mesma, fortalecendo-a (Klock et al.,
2005).

Os metabolitos secundarios participam das interacdes intra e intercelulares
com células de outros organismos e do proprio organismo, contribuindo para a
sua resisténcia através da defesa contra pestes e/ou outras doencas,
estabelecendo o0s ajustes necessarios para a convivéncia e sobrevivéncia

ambiental (Braz-Filho, 2010). Apresentam grande variabilidade e, apesar de
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estarem relativamente presentes em pequenas gquantidades, os extrativos séo
responsaveis por propriedades como cor, odor, dentre outras € 0S mesmos
podem sofrer altera¢cdes causadas por enzimas, produtos quimicos ou radiacdes
eletromagnéticas (Feist & Hon, 1984).

Os metabdlitos secundarios encontrados na madeira agregam valor a
mesma e tém-se buscado aplicacdes para os rejeitos da industria madeireira. No
entanto, ha a necessidade do conhecimento do perfil quimico da madeira
(Granato et al., 2005). Dentres as espécies que geram residuos madeireiros
estdo inclusas as do género Inga Mill. (Fabaceae) que apresentam como
metabdlitos secundarios reportados flavondides do tipo glicona, aglicona e
dimeros, além de derivados de &cidos, aminoacidos, esteroide e derivado de

esteroide, que podem ser aproveitados do descarte do setor madeireiro.
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1.4. Familia Fabaceae Lindl. e subfamilia Mimosoide ae DC.

De acordo com o APG (2015), a familia Leguminosae Adans (Fabaceae
Lindl.) é constituida por cerca de 750 géneros e 19.560 espécies, sendo a 32
maior familia de Angiospermas do planeta. Compreendendo espécies que
possuem todos os tipos de habitos de crescimento (arvores, arbutos, ervas e
lianas), a familia Fabaceae possue espécies com alta importancia econbmica em
diversas areas, a exemplo da agricultura, silvicutura, entre outras. Além disso, as
espécies de Fabaceae sdo conhecidas por formarem simbiose com
microrganismos fixadores de N,, podendo dispensar a adubacao nitrogenada e
ainda contribuindo para a adubacéo do solo, garantindo a auto-sustentabilidade
do ecossistema com relagdo ao nitrogénio (Moreira, 1994).

Andrade (2008) disserta os dois sistemas de classificacdo para as
Fabaceae, feito por Bentham em 1859 que considera a familia subdivida em trés
subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoidea. O outro sistema é
de Cronquist, de 1988, que considera a Ordem Fabales com trés familias
distintas: Caesalpiniaceae, Mimosaceae e Fabaceae. O Angiosperm Phylogeny
Group (APG) considera a nomenclatura proposta por Bentham ao considerar a
familia como Mimosoideae de Candolle (Mimosoideae DC.) sendo, portanto, uma
subfamilia de Fabaceae (APG, 2015).

Mimosoideae DC. engloba os géneros listados na lista 1, totalizando cerca
de 3330 espécies (APG, 2015), tendo a maior diversidade os géneros Acacia,
Mimosa e Inga. As plantas desta subfamilia apresentam arvores, lianas e arbustos
gue tém folhas verdes e frutos que sao legumes em sua totalidade (Hopkins,

1988) e sua distribuicdo no mundo € mostrada na figura 1.
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Fonte:http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/

Figura 1. Distribui¢céo de espécies de Mimosoideae no mundo

O levantamento realizado quanto aos metabdlitos secundarios das
espécies de Mimosoideae revelou que a subfamilia é caracterizada pela
presenca de flavonoides, terpenos, alcaloides, esteroides, lignanas e
saponinas, tendo os flavonoides o maior nimero de relatos na literatura nas

diversas partes vegetativas das espécies.

27



Lista 1. Géneros reconhecidos pelo APG pertecentes a Mimosoideae DC.

Abarema Pittier
Acacia Mill.
Adenanthera L.
Adenopodia C.Presl|
Affonsea A.St.-Hil.
Albizia Durazz.
Amblygonocarpus Harms
Anadenanthera Speg.
Archidendron F.Muell.
Archidendropsis I.C.Nielsen
Aubrevillea Pellegr.
Calliandra Benth.
Calliandropsis H.M.Hern. & Guinet
Calpocalyx Harms
Cedrelinga Ducke
Chloroleucon (Benth.) Record
Cojoba Britton & Rose
Cylicodiscus Harms
Desmanthus Willd.

Dichrostachys (A.DC.) Wight & Arn.

Dinizia Ducke
Elephantorrhiza Benth.
Entada Adans.
Faidherbia A.Chev.
Fillaeopsis Harms
Gagnebina Neck. ex DC.
Goldmania Rose ex Micheli
Havardia Small
Indopiptadenia Brenan

Inga Mill.
Lemurodendron Villiers & Guinet

Leucaena Benth.

Lysiloma Benth.
Macrosamanea Britton & Rose
Marmaroxylon Killip
Mimosa L.
Mimozyganthus Burkart
Neptunia Lour.
Newtonia Baill.
Obolinga Barneby
Parapiptadenia Brenan
Pararchidendron I.C.Nielsen
Paraserianthes I.C.Nielsen
Parkia R.Br.
Pentaclethra Benth.
Piptadenia Benth.
Piptadeniastrum Brenan
Piptadeniopsis Burkart
Pithecellobium Mart.
Prosopidastrum Burkart
Plathymenia Benth.
Prosopis L.
Pseudopiptadenia Rauschert
Pseudoprosopis Harms
Punjuba Britton & Rose
Schleinitzia Warb.
Schrankia Willd.
Serianthes Benth.
Stryphnodendron Mart.
Tetrapleura Benth.
Wallaceodendron Koord.

Xerocladia Harv.
Xylia Benth.

Zapoteca H.M.Hern.
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1.5. O Género Inga Mill.

Inga Mill. faz parte da tribo Ingeae (Sousa, 2009), possui cerca de 400
espécies dentre as quais 140 estdo distribuidas no Brasil e 93 destas ocorrem no
litoral brasileiro (Mata & Félix, 2007). Na Amazoénia, Inga € considerado como um
dos géneros de arvores de maior importancia para a regidao, tendo potenciais
como recurso em sistemas agroflorestais, recuperacdo de areas degradadas,
além da comercializacdo dos seus frutos. Abundante em varios ambientes, o
género ocorre em florestas secundarias ou em florestas de varzea. Muitas
espécies de Inga sdo arvores pequenas, mas crescem rapidamente e mostram
alta produtividade, contribuindo com a fertilidade dos solos (Shanley & Medina,
2005).

O género é facilmente reconhecido por seus frutos que contém uma polpa
branca adocicada que envolve as sementes (Mata, 2009; figura 2). As ingazeiras
produzem frutos que sdo pendentes e, de acordo com a espécie, podem medir
desde 5 centimetros até mais de 1 metro de comprimento (figura 3), que séo
faceis de abrir com a mao. A maioria dos frutos colhida € na mata (Shanley &
Medina, 2005) e séo ingeridos pelos animais e pelo homem (Lorenzzi & Souza,

2002).

Algumas espécies de Inga séo popularmente utilizadas. Para o tratamento
contra a congestao nasal, cheiram-se as flores de I. rubiginosa. A polpa do fruto
de I. macrophylla é utilizada na limpeza de dentes. Gotejar no ouvido a decoccéo
das flores de I. cecropietorum auxilia na dor de ouvido (Vivot et al., 2001), além de
espécies que tem efeito antiinflamatério, antidiarréico (Inga edulis) (Silva et al.,
2007), no tratamento contra afta (Inga vera) (Rodrigues & Carvalho, 2001), dentre

outros.
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Fonte:http://formasaudavel.com.br/wp-content/uploads/2013/03/inga.jpg

Figura 2. Frutos de Inga spp. e a polpa branca que envolve as sementes

Fonte (1): www.blog.mcientifica.com.br

Fonte (2): arvoresdesaopaulo.wordpress.com

Fonte (3): www.mudasfrutiferas.net/images/inga-2.jpg

Figura 3. Diversidade do tamanho dos frutos de Inga.
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Outro destaque que as plantas de Inga apresentam € a utilizacdo da sua
madeira em carvoarias, carpintarias e também em obras civis, além de
encontrarem aplicagcdo na arborizacédo urbana (Lorenzzi & Souza, 2002).

As espécies de Inga tém poucos estudos quimicos, sendo relatadas na
literatura apenas sete espécies nas quais os estudos em folhas permitiram a
identificacdo de flavonoides, incluindo as agliconas, glicosideos e dimeros,
alguns acidos, aminoacido e seus derivados, conforme mostram a tabela 1 e
guadro 1. Em partes madeireiras (caule), a literatura reporta o isolamento de
derivados de acido e glicerol, esteroide e derivado de esteroide (tabela 2,
quadro 2), com apenas uma espécie quimicamente estudada. O Unico estudo
no género efetuado na raiz de uma espécie permitiu a identificacdo de 3

flavonoides, incluindo uma aurona (tabela 3, quadro 3).
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Tabela 1. Substancias identificadas em folhas do Género Inga

Espécies de ocorréncia e substancias

Referéncia

Inga edulis
Miricetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (1)

Silva e Rogez (2013)
Dias et al. (2010)

Quercetina-3-O-a-L-glicosideo (2)

Silva e Rogez (2013)

Acido galico (3)

Silva e Rogez (2013)
Dias et al. (2010)
Souza et al. (2007)

Procianidina B1 (4)
Procianidina B2 (5)
Catequina (6)

Epicatequina (7)

Dias et al. (2010)

Dias et al. (2010)
Souza et al. (2007)

Cianidina (8)
Delfinidina (9)

Dias et al. (2010)

Quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (10)

Dias et al. (2010)
Souza et al. (2007)

Tchuenmogne et al. (2013)

Miricetina (11)
Quercetina (12)

Dias et al. (2010)

Quercetina-3-O-a-L-glucopiranosideo (13)

Souza et al. (2007)

Ingacamerounol (14)

Acido kojico (15)

Estigmasterol (16)

Estigmasterol 3-O-B-D-glucopiranosideo (17)

Tchuenmogne et al. (2013)

Inga umbellifera

Catequina-3-O-3-D-gluco-D-(2-cinamoil)-
piranosideo (18)
Catequina3-0-B-D-gluco-D-(6-cinamail)-
piranosideo (19)

Catequina-3-O-B-D-gluco(2,6-bis-cinamoil)- piranosideo
(20)

Catequina-3-O-B-D-glucopirano-(4->8)-catequina-3-O-3-D-
glico (2-cinamoil) piranosideo (21)

Lokvam et al. (2004)

Catequina-3-O-B-D-glucopirano-(4->8)-epicatequina-3-0-B-
D-gluco-(6-cinamoil)-piranosideo (22)

Lokvam et al. (2004)
Coley et al. (2005)

N-metil-4-hidroxiprolina (23)

Coley et al. (2005)
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Acido 5-amino-4-hidréxipentanoico (24)

Coley et al. (2005)
Lokvam et al. (2006)

Tirosina (25)
Trans-4-hidroxi-N-metil-L-prolina (26)

Coley et al. (2005)

Inga fendleriana
Quercetina 3-metilléter (27)

Tricetina (28)

Pistelli et al. (2009)

Inga laurina
Galoiltirosina (29)

Digaloiltirosina (30)
Trigaloiltirosina (31)

Lokvam et al. (2007)

) Inga punctata / Inga goldmanii
Acido trans-4-hidroxipipecoélico (32)

Stevenson et al. (1997)
Coley et al. (2005)

) Inga punctata
Acido cis-5-hidroxpipecolico (33)

Stevenson et al. (1997)

] Inga paterno
Acido trans-4-metéxi pipecdlico (34)

Morton et al. (1991)

) Inga goldmanii
Acido 4,5 dihidroxipipecalico (35)
Epicatequina-4 > 8-catequina-4a -> 8-
epicatequina (36)

Coley et al. (2005)
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Quadro 1. Substancias identificadas em folhas do género Inga
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Tabela 2. Substancias identificadas em caule de espécies do género Inga.

Espécie de ocorréncia e substancias Referéncia

Inga edulis
Cafeato hexacosanil (1)
Glicerol 1-tetracosanoil (2)
Glicerol 1-(24-hidroxitetracosanoil) (3) Tchuenmogne et al. (2013)
Estigmasterol (4)

Estigmasterol 3-O-B-D-glucopiranosideo (5)

(1)

HO

HO

3)

HO/\(\

OH

OH
HO OH

Quadro 2. Substéancias identificadas em caule de espécies do género Inga.
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Tabela 3. Substancias identificadas em raizes de espécies do género Inga.

Espécie de ocorréncia e substancias

Referéncia

Inga edulis
5,7,3,4’-tetrahidroxi-3-metoxiflavona (1)
6,3',4'-tri-hidroxiaurona (2)
5,7,4'-trihidroxi-6,8-dimetilflavanona (3)

Correa et al. (1995)

(1)

(@)
OH

HO ]
\
O

Quadro 3. Substéancias identificadas em raizes de espécies do género Inga.
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1.6. As espécies Inga alba Willd. e Inga paraensis Ducke

Inga alba (figura 4) é relatada na literatura como uma arvore gque cresce
até os 13 m de altura (Souza et al., 2011), possuindo 11 sinonimias botanicas
(Tropicos, 2015; lista 2), com alto valor comercial agregado a sua madeira
(Alvino et al., 2005). Ribeiro & Colaboradores (2013) relatam que 0s usos mais
comuns para esta espécie estdo na alimentacdo, por meio dos seus frutos, na
industria madeireira, através das serrarias e nas carvoarias. Fonseca &
Colaboradores (2005) enfatizaram a utilizacdo da madeira de Inga alba na
geracédo de energia e na producao de papel.

Apesar do intenso uso da madeira desta espécie para 0os mais diversos
fins, sdo recentes os estudos que justificam a sua utilizagdo. Trianoski &
Colaboradores (2015) comprovaram o potencial da sua madeira na fabricagcéo
de painéis aglomerados (MDP), estando apta para adentrar no mercado
moveleiro.

A literatura ndo reporta estudos quimicos na espécie, estando, neste
trabalho, os primeiros relatos de substancias quimicas feitos a mesma.

Inga paraensis Ducke (figura 5), por sua vez, conta com apenas uma
sinonimia boténica, Inga oerstediana Benth. (Tropicos, 2015), e também
encontra usos na alimentagdo, devido aos seus frutos, nas serrarias,
construcéo civil (Ribeiro et al., 2013) e nas carvoarias (Alvino et al., 2005).
Estudos recentes comprovaramm o potencial que a madeira da espécie possui
para ser inserida no mercado moveleiro, através de painéis aglomerados MDP
(Trianoski et al., 2015). Nao ha, na literatura, relatos sobre os seus
constituintes quimicos, sendo este estudo o pioneiro com relagcdo a quimica da

espécie.
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Fonte:http://selosdefruta.blogspot.com

Figura 4. Inga alba e seus frutos

Lista 2. Sinonimias botanicas de Inga alba.

Feuilleea aggregata (G. Don) Kuntze
Feuilleea alba (Sw.) Kuntze
Inga aggregata G. Don
Inga altissima Ducke
Inga carachensis Pittier
Inga fraxinea Willd.

Inga parviflora Sagot ex Benth.
Inga spruceana Benth.

Inga thyrsoidea Desv.
Mimosa alba Sw.

Mimosa fraxinea Poir.

44



Fonte (1) :http://pdbff.inpa.gov.br/cursos/efa/livro/2009/pdf/lkm41/carine_apresent_final.pdf

Fonte (2): htto://tropical.theferns.info/viewtronical.ohn?id=Inoa+oerstediana

Figura 5. Inga paraensis e seus frutos

Assim, este projeto, realizado em parceria com a Estacdo Experimental
de Silvicultura Tropical do INPA (ZF-2) no ambito do Projeto INCT - Madeiras
da Amazénia, que vem catalogando diversas espécies em area de manejo, visa
os estudos fitoquimicos das espécies catalogadas Inga alba e Inga paraensis,
gue, devido a escassez de estudos quimicos, torna promissora a busca dos
seus perfis quanto aos metabdlitos secundarios, a fim de agregar valores e

conhecimento as espécies e ao género.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Geral

v' Realizar o estudo quimico dos residuos madeireiros Inga alba e |.

paraensis (Fabaceae).

2.2 Especificos

v Realizar os fracionamentos cromatograficos dos extratos para
isolamento de substancias;

v' Identificar e/ou elucidar as estruturas das substancias isoladas;

v Contribuir para o conhecimento quimico dos residuos madeireiros das

espécies Inga alba e Inga paraensis.
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3. EXPERIMENTAL
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3.1. Materiais utilizados

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) - Foram utilizadas cromatofolhas
de aluminio com silica gel 60 (Merck), com indicador de fluorescéncia Fzs4, € silica
gel C-18 (Merck), quando analise em fase reversa.

Reveladores para a CCD - Os reveladores empregados foram as radiacfes
ultravioleta (254 e 365 nm), vanilina sulfurica, NP-PEG (difenilboriloxietilamina 1,0%
em metanol, seguida de solucdo de polietilenoglicol 4000 5,0% em etanol), vapores
de amonia e iodo ressublimado.

Cromatografia em Coluna (CC) — Na cromatografia em coluna, foram
utilizadas colunas de vidro de diversos tamanhos. A escolha da coluna dependia das
quantidades de amostras a serem fracionadas.

Fases estacionarias para Cromatografia em Coluna - As fases
estacionarias utilizadas foram Silica gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) da Merck
e Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich) e Celulose Microcristalina (Merck)

Fases estacionarias usadas nos cartuchos Hysphere: Hysphere™ — resin

General Phase, 10 mm x 2 mm, 10 um, fase estacionéria de polidivinilbenzeno;
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Solventes — Nos procedimentos cromatograficos, utilizaram-se solventes
comerciais (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) destilados no LQPN-
INPA e, para a obtencdo dos espectros de RMN, foram empregados solventes

deuterados (Sigma-Aldrich)

3.2. Equipamentos

Evaporador Rotativo — Buchi, modelo R-3, equipado com banho Marconi
MA 184.
Balanca Analitica — Tecnal, modelo B TEC, com capacidade até 210g.
Chapa de Aquecimento — Fisatom, modelo 753 A.
Marcro Moinho (tipo Willey) — Marconi, modelo MA-340.
Equipamento acoplado CLAE-EFS - Localizado na Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar), este equipamento € constituido de um cromatégrafo Agilent
(1200 series), que é acoplado a uma unidade Prospekt 2. O sistema de HPLC é
constituido por:
« Bomba quaternaria (Agilent Pump Control, Bruker, Daltonik GmbHO, G
1311A), degaseificador (G 1322A);
» Detetctor de arranjo de diodos com variavel comprimento de onda (DAD Diode
Array Detector Control, G 1315D); e
* Amostrador automatico (LC Autosampler Control, Bruker Daltonik GmbH®©, G

1329A).
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Unidade Prospekt 2 — Esta unidade é constituida por:

* Bomba extra (K120 Knauer Smartline Pump Control 100, Bruker Daltonik
GmbH®©, V01.11);

* Organizador, onde s&o alocados os frascos com solventes deuterados e
ndo deuterados usados nos cartuchos de extracdo em fase solida;

* Unidade trocadora automatica de cartuchos (ACE — Automatic Cartdriges
Exchanger - LC-SPE-NMR Interface, Propesket 2, Bruker Biospin GmbH®);

e Unidade de Stopped-Flow (BSFU-HP- Bruker Stopped Flow Unit — High
Performance Bruker Biospin GmbH®©); e

« Valvulas VALCO.

As analises na CLAE-EFS foram realizadas pelo Dr. Sérgio Scherrer

Tomasi, da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar).

Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear - Os espectros de
RMN foram obtidos a partir de um equipamento Bruker Avance Il — 14,1 Tesla
(600,23 MHz para obtencao de espectros de hidrogénio) com um magneto blindado
(Ultrashield Plus®). A sonda do equipamento é criogénica TCI (Triple Ressonance
Cryoprobe Inverse), de 5 mm, bobinas para 'H e *C, com pré-amplificador
refrigerados a uma temperatura de ~77 K. Por fim, a sonda possui bobina de
gradiente de campo no eixo Z e unidade de ajuste automéatico de sintonia - ATMA®
(Automatic Tunning e Matching). As analises em RMN foram efetuadas na
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) pelos doutores Anténio Gilberto

Ferreira e Sérgio Scherrer Tomasi.
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3.3. Obtencédo dos residuos madeireiros

Os residuos madeireiros, pedagos de madeira (figura 6), de Inga paraensis e
l. alba foram fornecidos pelo Laboratério de Tecnologia da Madeira (LTM) do INPA.
A identificacéo das espécies foi realizada com base na Xiloteca do LTM, tendo como
responsavel Jorge Alve de Freitas, anatomista de madeiras.

Apbs a obtencao dos residuos foi realizada a trituragdo do material, em

moinho do tipo 4 facas, descrito no item “equipamentos”.

Fonte: arquivo pessoal

Figura 6. Residuos madeireiros fornecidos pelo LTM-INPA
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3.4. Preparacao dos extratos brutos de Inga paraensis e I. alba e analise prévia

por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A extracdo dos materiais foi realizada através da maceracgdo a frio em frasco
tipo mariote, com sucessivas extracdes em hexano e metanol, durante 7 dias em
cada solvente. Ap6s a filtracdo das solugbes resultantes, foi realizada a
concentragdo das mesmas em evaporador rotativo, sendo obtidos os extratos brutos,
de acordo com o esquema 1. A torta, ap0s ser submetida as extracbes em hexano e
metanol, foi descartada.

O extrato hexanico de I. alba (IAH) apresentou baixo rendimento e o extrato
de I. paraensis (IPH) mostrou predominancia de B-sitosterol quando analisado em
CCD com amostra padrao. Assim, os extratos metanolicos das duas espécies foram
submetidas a fracionamentos cromatograficos por mostrarem ser promissores nas

analises em CCD.
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Inga paraensis - 626,02 g
Inga alba - 455,16 g

- Maceragd@o em hexano por 7 dias
- Filtracéo

- Evaporacgéo do solvente

A 4 v

IPH-0,22 ¢ [ TORTA ]
IAH -0,06g

- Maceragdo em metanol por 7 dias

- Filtracéo

- Evaporacédo do solvente

| |

IPM -9,32g [ TORTA ]
|IAM - 4,81 g

Esquema 1. Obtenc¢do dos extratos dos residuos de Inga paraensis e |. alba
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3.5. Fracionamento cromatografico do extrato metano

(IPM)

O extrato metandlico (IPM)
cromatografico em coluna de silica gel do tipo filtrante (70-230 mesh), eluida em
hexano, gradientes de hexano:acetato de etila, acetato de etila e metanol, de acordo
com o esquema 2. Apos a analise em CCD, as fracdes foram reunidas, pesadas e
codificadas (tabela 3), optando-se por trabalhar as fracdes promissoras IPM 6 e IPM

17, esquemas 3 e 4, respectivamente.

IPM ]

foi

lico de Inga paraensis-

submetido a um

H/1-3

H:A/9:1/4-5

H:A/8:2/6-7

H:A/7:3/8-9

H:A/1:1/10-11

9,32 ¢ J

CC —silica gel (70-230 mesh)

h=30cm @=4cm

Empacotada em hexano

Esquema 2. Fracionamento do cromatogréafico de IPM

.

A/l12-14

\

A:M/9:1/15-17

.

A:M/8:2/18-20

\

AM /[ 7:3/15-17

Vs

AM/1:1/22

\

M/ 23

J

Leaenda: A- Acetato de etila; H — Hexano: M - Metanol

fracionamento



Tabela 4. Reunido das fracGes obtidas de IPM

Fracdes Reunidas Cadigos Massa
1-5 IPM 1 -

6-8 IPM 6 26 mg

9-11 IPM 9 81 mg

12-16 IPM 12 139 mg

17-20 IPM 17 581 mg

21-23 IPM 21 5,23 ¢

3.5.1. Fracionamento cromatogréfico de IPM 6

A fracdo IPM 6 (26 mg) foi submetida a coluna de celulose microcristalina,
eluida em hexano e gradiente de hexano:acetato de etila (95:5), gerando 8 fracdes
(esquema 3). Apoés andlise em CCD, as fracdes foram reunidas e codificadas (tabela
4), optando-se por fracionar as subfracdes 1-2 (IPM 6.1) em coluna de silica gel
(230-400 mesh) em sistema isocratico de hexano:acetato de etila (9:1), gerando 13
subfracbes (esquema 3) das quais a subfracdo 5 apresentou-se purificada apos

avaliacdo em CCD, sendo codificada como IPM 6.1.5 (1 mg) e analisada por RMN.

56



IPM 6
26 mg

A — Acetato de etila CC — celulose microcristalina
H - Hexano h=145cm ¢=15cm

Empacotada em hexano

(95:5)

Subfracdes 1-2 reunidas

IPM 6.1
15mg

Diclorometano: CC - silica gel (230-400 mesh)

Acetato de etila (9:1) h=30cm ¢=15cm

Empacotada em diclorometano

13 Subfracoes

Fragcdo 5 apresentou-se pura

IPM 6.1.5
(1 mg)

Esquema 3. Fracionamento do cromatografico de IPM 6, IPM 6.1 e obtencéo de
IPM 6.1.5
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Tabela 5. Reunido das fragcfes obtidas de IPM 6

FracGes Reunidas Cadigos Massa (mg)
1-2 IPM 6.1 15
3-8 IPM 6.3 10

3.5.2. Fracionamento cromatogréfico de IPM 17

A fracdo IPM 17, apds coluna de silica gel eluida em diclorometano,
gradientes diclorometano:metanol e metanol, originou 60 subfracbes (esquema 4)
que foram analisadas e reunidas baseadas em CCD. Dessas, a subfragéo IPM 17.6

(1 mg) apresentou-se isolada, sendo enviada para RMN

IPM 17
581 mg

CC - silica gel (230-400 mesh)
h=30cm ¢=4cm

Empacotada em diclorometano

D:M D:M D:M D:M D:M M

(98:2) (95:5) (9:1) (8:2) (1:1)

1-7 8-24 25-36 37-39 40-54 55-59 60

Legenda : D — Diclorometano; M — Metanol

Esquema 4. Fracionamento cromatografico de IPM 17

58



3.6. Fracionamento cromatografico do extrato metand  lico de Inga alba (IAM)

O extrato metandlico de Inga alba (IAM) foi submetido a uma coluna de silica
gel (70-230 mesh), tipo filtrante, eluida com hexano, gradientes de hexano:acetato
de etila, acetato de etila, gradientes de acetato de etila:metanol, metanol e finalizada
com gradiente de metanol:agua, de acordo com o esquema 6. O fracionamento de
IAM forneceu 18 fracBes que foram reunidas, pesadas e codificadas (tabela 6) apos

a analise em CCD.

H/1
H:A/9:1/2-3
H:A/8:2/4-5
4 A
H:A/7:3/6-7
\§ J
H:A/1:1/8-10
IAM ] N o
4819 J ( Al11 )
CC - silica gel (70-230 mesh) ( A:M/9:1/12-13 )
h=32cm ¢@=4cm N d
Empacotada em hexano A:M/8:2/14-15
AM/1:1/16
M/ 17
AgM/1:1/18

Legenda: A- Acetato de etila; H — Hexano; Ag —Agua; M- Metanol

Esquema 5. Fracionamento do cromatogréafico de IAM
59



Tabela 6. Reunido das fragdes obtidas de IAM

FracOes Reunidas Cddigos Massa (mg)
1-2 IAM 1 -
3-4 IAM 3 14
S IAM 5 10
6-7 IAM 6 69
8-11 IAM 8 64
12 IAM 12 42
13 IAM 13 73
14-16 IAM 14 376
17 IAM 17 421
18 IAM 18 Né&o liofilizada

Das fracbes obtidas no esquema 5, forneceram substancias isoladas a

reunido de 12 (IAM 12) e 13 (IAM 13) conforme os procedimentos descritos a seguir.
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3.6.1. Fracionamento cromatografico de IAM 12

A fracdo IAM 12 (42 mg) foi submetida a uma coluna de Sephadex LH-20,
eluida em metanol, gerando 18 subfracdes (esquema 6) reunidas por CCD, pesadas
e codificadas, conforme mostra a tabela 7. Apés a reunido, a fracdo 12-15 (IAM
12.12-15) apresentou-se promissora em CCD, do tipo fase reversa em sistema
metanol:agua (7:3), para ser analisadas em CLAE-EFS/RMN.

A técnica hifenada Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao
Extrator de Fase Sdélida utilizando a Ressonancia Magnética Nuclear como detector
adquiriu uma enorme importancia nos ultimos anos, devido ao fato de que os
extratos brutos contém, geralmente, um ndmero grande de substancias
biologicamente ativas e de dificil separacao. A técnica vem auxiliar no trabalho de
isolamento e identificao/elucidacdo destes compostos, sendo um procedimento
rapido e simples (Tomasi, 2014). O equipamento utilizado neste trabalho é

representado na figura 7

Wy

)
i

1

|_1.

1

|
)
I

<4 I

Fonte: Tomasi, 2014

Figura 7. Sistema CLAE-EFS do Departamento de Quimica da UFSCar
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Quanto ao funcionamento da Unidade Prospekt 2 (figura 8), a véalvula A
controla a seringa 1, que injeta o solvente ndo deuterado nos cartuchos quando das
etapas de condicionamento e equilibrio. A valvula B, que controla a seringa 2, injeta
0 solvente deuterado, caso conecte o0 equipamento com o espectrometro de RMN,
por exemplo. A area tracejada na figura 8 contém o ‘ponto de intersec¢ao’
(assinalado pela letra ‘a’) (figura 9), onde de fato ocorre a adsorcdo dos compostos
de interesse nos cartuchos (Tomasi, 2014).

No ponto de interseccdo (figura 9), enquanto n&do houver compostos de
interesse que saem do fluxo que sai da coluna cromatografica (b), a valvula HPD (d)
€ acionada e direciona o fluxo para o descarte (e). Quando ha compostos de
interesse que estdo saindo da coluna cromatografica, a valvula HPD desvia o fluxo
na direcdo dos cartuchos de EFS e também aciona a bomba Knauer (c). A bomba
Knauer aumenta a quantidade de agua na fase movel, na proporgao de 3:1, fazendo
com que haja diminuicdo de forca da eluicdo, ocasionando maior retencdo dos

compostos nas fases estacionérias dos cartuchos de EFS (Tomasi, 2014).
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BSFU-HP

(H)

Fonte: Tomasi, 2014

Figura 8. Unidade Prospekt 2

Flixo de #
Bomba Knaue

Valvula Ponta de intersegao\a)

HPE(d)

Flu¥o da fase movel,

Fluxo
para
descarte
(e)

Fonte: Tomasi, 2014

Figura 9. Ponto de Intersecgao
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A unidade trocadora automatica de cartuchos ACE (Automatic Cartdriges
Exchanger - LC-SPE-NMR Interface, Propesket 2, Bruker Biospin GmbH®) € a parte
do sistema que controla a extracao por fase sélida, que € equipada com duas linhas
de fluxo onde os cartuchos sao posicionados, um braco mecanico (Gripper) cuja
func@o é transportar os cartuchos para as linhas de fluxo e para as bandejas. A
figura 10 mostra 0 momento em que o Gripper vai até a bandeja de cartuchos, retira
um deles e o transporta para a linha de fluxo, na qual a fase mével ird passar

(Tomasi, 2014).

_Gripper retirando um
(| wos cartuchos da bandeja | -
- & = . :
cartucho na linha
A fde fluxg

Fonte: Tomasi, 2014

Figura 10. Operacéo do Gripper
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[AM 12
42 mg

Coluna de Sephadex LH-20

Eluente: Metanol

18 subfragbes

l Fracdes 12-15 reunidas

IAM 12.12-15
8mg

Analisadas em
CLAE-EFSRMN

Esquema 6. Fracionamento de IAM 12 e obtencao de IAM 12.12-15

65



Tabela 7.

Reunido das fracdes obtidas de IAM 12

Frac6es Reunidas Cddigos Massa (mg)
1-5 IAM 12.1 11
6-11 IAM 12.6 11
12-15 IAM 12.12-15 8
16-18 IAM 12.16 10

Os parametros para esta corrida cromatografica foram os seguintes:

- Volume de injecéo
monitorado: 280 nm; eluente A (agua mili-Q+ 0,05% de TFA); eluente B (Metanol +
0,05% de TFA); eluicdo gradiente 5-68% de B durante 40 minutos. Apos a eluicéo
cromatografica, foi realizada a limpeza da coluna com 100% de B durante 5 minutos,
acompanhado de retorno ao gradiente inicial em 5 minutos (100-5 % de B). A coluna
foi condicionada por 5 minutos nessa condicéo, totalizando 55 minutos por analise. A

corrida foi repetida 15 vezes, sendo as substancias isoladas em cartuchos de fase

= 20 pl, fluxo: 1,0 mL/min.; comprimento de onda

estacionaria de polidivinilbenzeno.
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3.6.2. Fracionamento cromatografico de IAM 13

A fracdo IAM 13 (73 mg), apés ser fracionada em coluna de silica gel em
gradientes de diclorometano:acetato de etila, acetato de etila, gradientes de acetato
de etila:zmetanol e metanol, forneceu 38 subfracdes, de acordo com o esquema 7 e
tabela 7. As subfracbes 31-34 (IAM 13.31) apresentaram-se promissoras em CCD,

do tipo fase reversa em sistema metanol:agua (7:3), para ser analisadas em CLAE-

EFS/RMN.
IAM 13
73 mg
CC - silica gel (70-230 mesh)
h=28cm ¢@=2cm
Empacotada em diclorometano
D:A D:A D:A D:A A A:M
(9:1) (8:2) (7:3) (1:1) (1:1)
1-15 16-22 23-24 25-26 27-29 30-35 36-38

Legenda : A- Acetato de etila ; D- Diclorometano; M —Metanol

Esquema 7. Fracionamento de IAM 13
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Tabela 8. Reunido das fragcbes obtidas de IAM 13

FracOes Reunidas Cadigos Massa (mg)

1 IAM 13.1 6

2-3 IAM 13.2 2

4-6 IAM 13.4 7

7-11 IAM 13.7 5

12-17 IAM 13.12 3

18-26 IAM 13.18 5

27-30 IAM 13.27 26

31-34 IAM 13.31 10

35-38 IAM 13.1 2

Os parametros para esta corrida cromatografica foram os seguintes:

- Volume de injecdo = 20 pl, fluxo: 1,0 mL/min.; comprimento de onda
monitorado: 280 nm; eluente A (dgua mili-Q+ 0,05% de TFA); eluente B (Metanol +
0,05% de TFA); eluicdo gradiente 5-68% de B durante 40 minutos. Apds a eluigéo
cromatografica, foi realizada a limpeza da coluna com 100% de B durante 5 minutos,
acompanhado de retorno ao gradiente inicial em 5 minutos (100-5 % de B). A coluna
foi condicionada por 5 minutos nessa condi¢&o, totalizando 55 minutos por analise. A
corrida foi repetida 15 vezes, sendo a substancia isolada em cartuchos de fase

estacionaria de polidivinilbenzeno.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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4.1. Substancias identificadas/substancia elucidada

1 - Espinasterona 2 - Espinasterol

OH
OH

3 - Taxifolina 4 - Butina
o OH
X
X OH
S |
o
o |

OH |

OH o
5 — 3-O-metilquercetina 6 — Dapaznideo
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4.2. Rendimentos dos extratos

Conforme mostra a tabela 9, os rendimentos dos extratos obtidos em hexano
foram baixos. Este resultado, aliado a predominancia de acidos graxos observada
pela andlise em CCD, foi importante na decisdo de ndo prosseguir com o0s estudos

fitoquimicos destes extratos.

Tabela 9. Massas e rendimentos dos extratos de Inga alba e Inga paraensis

Massa do Extrato Extrato
Espécie Rendimento
residuo hexanico metanolico

0,01 % (EH)

Inga alba 455,16 g 0,06 g 4819
1,05 % (EM)
0,03 % (EH)

Inga paraensis 626,02 g 0,22 g 9,32 ¢g

1,49 % (EM)

legenda: (EH) Extrato Hexanico; (EM) Extrato Metandlico
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4.3. Identificagdo da substancia 1 (IPM 6.1.5)

Isolamento: Esquema 2 e 3

A substancia 1 apresentou-se sob a forma de sélido amorfo, de cor branca,
revalando-se de cor roxa em vanilina sulfarica e com o Rf= 0,5 quando eluida em
hexano:acetato de etila (9:1). Esta substanca foi identificada com base nos espectros
unidimensionais (*H e *3C) e bidimensional (HSQC). O espectro de *H (figuras 11-13)
sugeriu tratar-se de um esteroide devido a presenca de seis grupos metilicos com
sinais nas regides entre 6 1,01-0,55 [6 1,01; 0,83; 0,78 (d; 6,6-6,4 Hz)], 0,85 (t; 7,0
Hz), 0,99 e 0,55 (s), além de sinais em & 5,16, 5,14 e 5,01, caracteristicos de
hidrogénios olefinicos (tabela 10).

O espectro de *3C (figura 14) mostra o sinal em & 212,2, tipico de carbonila,
atribuida a posicdo C-3 da estrutura do esteroide. Os carbonos olefinicos tém
deslocamentos quimicos observados em 6 139,7; 138,2; 129,7 e 117,2, atribuidos aos
C-8, C-23, C-22 e C-7, respectivamente. O mapa de contornos HSQC (figura 15)
mostra as correlacdes entre os hidrogénios em 6 5,14 e 5,01 com os carbonos C-22 e
C-23, respectivamente, além da correlagcdo entre o hidrogénio em 6 5,16 com o
carbono em 6 117,2 (C-7).

Os dados espectrais permitiram identificar a substancia 1 como sendo a
Espinasterona (figura 16), cujos dados de RMN *H e *3C foram similares aos relatados

por Thuy & Colaboradores (2008).
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Tabela 10. Dados espectroscépicos de IPM 6.1.5 e da Espinasterona

13C lH 13C lH
N° 5 (ppm)* 3 (ppm); mult. J (Hz)® 5 (ppm) © 3 (ppm); mult. J (Hz)®
Thuy et al. (2008)
1,46-1,43(m) 1,47 (m)
1 38,9 38,7
2,11 (ddd: 2,0; 6,0 e 13,0) 2,12 (ddd: 6,1; 14,6 e 14,6)
2,26-2,24 (m)
2 38,3 2,40 (m) 38,1 1,39; 1,77
3 2122 211,6
2,22 (m)
4 443 2,24 (m) 44,2 2,23 (m)
5 43,0 1,82-1,80 (m)
42,8 1,81 (m)
1,23 (m)
6 29,9 1,84-1,80 (m) 30,1 1,82 (m)
7 117,2 5,16 (t: 3,0) 116,8 5,18 (m)
8 139,7 139,3
9 49,0 1,75-1,70 (m) 48,8 1,76 (m)
10 34,6 34,2
1,58-1,56 (m) 1,55
11 21,9 21,7
1,65-1,62 (m) 1,75 (m)
1,27
12 39,5 1,28-1,23 (m) 39,3
2,04 (m)
2,04-2,00 (m)
13 43,4 43,3
14 55,2 1,83-1,80 (M) 55,0 1,83 (m)
1,40 (m)
15 23,2 1,63-1,62 (m) 23,0
1,52 (m)
1,68-1,67 (m)
16 28,7 1,28-1,23 (m) 28,5 1,29 (m) 1,67 (m)
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17
18
19
20
21

22

23

24

25
26

27

28

29

56,0
12,3
12,6
41,0
21,6

138,2

129,7

51,5

32,0
21,3

19,2

25,6

12,4

1,27-1,24 (m)
0,55 (s)
0,99 (s)

2,03-2,00 (m)

1,01 (d; 6,6)

5,14 (dd; 15,0; 8,8)

5,01 (dd; 15,0; 8,8)

1,52-1,50 (m)
1,54-1,50 (m)
0,83 (d; 6,4)
0,78 (d; 6,4)

1,16-1,12 (m)
1,41-1,39 (m)

0,85 (t; 7,0)

150 MHz, CDCl3; "600 MHz, CDCls;

Figura 16. Estrutura da Espinasterona

55,8
11,9
12,3
40,8
21,7

137,9

129,3

51,2

31,9
19,0

21,4

25,4

12,3

1,30 (m)
0,58 (s)
1,02 (s)
2,05 (m)
1,03 (d; 6,7)
5,16 (dd; 15,2; 8,5)

5,02 (dd; 15,3; 8,8)

1,56 (m)

1,57 (m)
0,82 (d: 6,1)
0,84 (d; 6,7)

1,18 (m)
1,42 (m)

0,81 (t; 7,3)

75 MHz, CDCl;; “400 MHz, CDCl;
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5.1652
5.1602

l

5.1454
5.1349
5.1203
5.0334
5.0187
2.4086
2.3983
2,2478
2.23717

[2.2204
[2.2123
[2.0428
[2.0286
[2.0169
r2.0011

1.8109
1.7500
1.7422
1.7366
1.7259
1.7179
1.6557
1.5643
1.5360
1.5222
1.5175
1.4491
1.4422
1.2746
1.2650
1.2530
1.2480
1.2315
1.1875
1.1737
1.1605
1.1486
1.1384
1.0190
1.0080
0.9965
0.8695
0.8579
0.8461
0.8368
0.8261
0.7993
0.7872

3

0.7765
0.5593

O O ©
| O
Sl A
T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 Pppm
1

Figura 11. Espectro de RMN de "H de IPM 6.1.5 (CDCls; 600 MHz)

Current Dsts Psremeters
NAME

EXPNO
PROCNO

1

F2 - Acquisition Parsmeters
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
™

S mm CPTCI 1H-

CHANNEL f£1

6

20150503
10.22
spect.

zg

65536

cpe13
1

o
7352.941
0.112197
4.4564481
64
68.000
10.00
298.0
1.00000000
1

002333048
1H

7.25
8.39999962

Hz
Hz
sec

usec
usec
K
sec

MHz

usec
el

F2 - Processing parameters
65536

600.2300269 MHz

IPM 6.1.5_Espinasterons Processsde_Definitive
11
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Figura 12. Ampliacdo dos sinais de RMN de *H de IPM 6.1.5 nas regibes de 5,25 a 2,07 ppm
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Figura 13. Ampliacdo dos sinais de RMN de *H de IPM 6.1.5 na regido dos hidrogénios metilicos
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Current Datsa Parameters
AME IFM 6.1.5_Espinssterons Processsdo_Definitive
2

£.1 spinasterona Procossado z 1 EXPNO
— PROCNO 1
i
- - F2 - Acguisition Parsmeters
r Date_ 20150502
—_— Time 10.12
ol g @ @ INSTRUM spect
3 PROBHD S5 moa CPTCI 1H-
1 = o4 = = e £ b ot hn Lof o e T LD L PULEROG Zoea30
P L] [ o LT Bt b~ b - T - iy -] > 52589
. o P r-- (] 5 T = o |
| prkh S b E?&!EEH#EE:EEEWEN__ 2GR soLveNT Sheis
— L N o4 ~— — o e L )
pte #2 = = tﬂlﬁmﬂﬂﬁ‘ﬁqﬁ'ﬁﬂﬂmﬁﬁ Haa Ds o
N . SWH 34722.223 Hz
- | LT, | | ———— .l f FIDRES 1.065491 Hz
aQ 0.4692672 =sec
J RG zo3
DWW 14.400 usec
DE 18.00 usec
T TE 298.0 K
D1 ©.10010000 sec
-1 D11 ©.03000000 sec
TDO 1
w —
d CHANNEL f1
o 150.9437536 MH=z
13¢C
10.10 usec
T 127.00000000 W
- CHANNE. L
600 .2329009 MH=z
- 1H
CPDFPRG[2 waltzls
=_ PCPD2 70.00 usec
nl PLW2 8.39999962 W
PLW12 0.08886900 W
7 PLW13 ©.04354600 W
-1 F2 - Processing parsmeters
ST 32768
-1 SE 150.9279214 MH=z
WD EM
i sSsSB o
LB 3.00 Hz
q GEB o
-] BC 1.40
=

Figura 14. Espectro de RMN de **C de IPM 6.1.5 (CDCls; 150 MHz)
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Figura 15. Mapa de contornos HSQC de IPM 6.1.5

F1 [ppm]

150 100

Current Dsts Psrsmeters

NAME IPM 6.1.5_Espinasterons Processado_Definitive
EXPNO 200
PROCNO 1
F2 - Acquisition Peremeters
Date_ 20150502
Time 19.36
INSTRUM spect
PROBHD 5 mum CPTCI 1H-
PULPROG heqoetgp
4096
cpc13
16
16
7352.941 Hz
1.795152 Hz
0.2785280 sec
181
68.000 usec
10.00 usec
298.0 K

145.0000000

00000300 sec
00000000 sec
00172414 sec
03000000 sec
00020000 sec
00001390 sec

coocoro

CHANNEL f1
600.2333048 MHz

7.25 usec

14.50 usec

2000.00 usec
8.39999962 W

CHANNEL £2
sFO2 150.9430463 MHz
NUC2 13¢
CPDPRG[2 garp
B3 10.70 usec
P4 21.40 usec
PCPD2 70.00 usec
PL#WZ 140.00000000 5
PL#12 3.27110004 W
- GRADIENT CHANNEL
GPNAM([1] SMSQ10.100
GPNAM([2] SMSQ10.100
GPE1 80.00 %
cPL2 20.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition paremeters
™D

SFO1 150.943 MHz
FIDRES 140.512589 Hz
EG 238.310 ppm
FnMODE Echo-Antiecho

F2 - Processing psremeters
ST 4096

sP 600.2300251 MHz
WDH QSINE
SSB

LB 0 Hz

GB °

B¢ 1.00

F1 - Processing parameters
1024

Mez echo-antiecho
SF 150.9279383 MHz
WDW QSINE

ssB 2

LB 0 Hz

GB 0
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4.4. Identificagdo da substancia 2 (IPM 17.6)
Isolamento: Esquema 2 e 4

A substancia 2 apresentou-se sob a forma de sélido amorfo, de cor branca,
revalando-se incolor em vanilina sulfurica e com o Rf= 0,5 quando eluida em
diclorometano. A partir do espectro de *H (figuras 17-19) surgiu a hipétese de que a
substancia 2 seria outro esteroide. As seis metilas da estrutura sdo observadas nas
regides entre & 1,06-0,60 [6 1,06; 0,87; 0,83; 0,81 (d; 7,3-6,5 Hz)], 0,60 (s) e 0,80(s),
além de sinais tipicos de hidrogénios olefinicos em 6 5,21, 5,16 e 5,08 (tabela 11). Um
sinal caracteristico de hidrogénio oximetinico é observado em 6 3,48.

O espectro de **C (figura 20) apresenta os sinais dos quatro carbonos olefinicos
do esteroide em 6 140,2 (C-8); 139,3 (C-22); 130,3 (C-23) e 118,4 (C-7), além do sinal
do carbindlico em & 70,8 (C-3). Adicionalmente, 0 mapa de contornos HSQC (figura
21) mostra a correlacdo entre o hidrogénio oximetinico e o carbono em 6 70,8 (C-3),
do hidrogénio em & 5,16 com o carbono 6 118,4 (C-7), além das correlacdes dos
hidrogénios 6 5,21 e 5,08 com os carbonos olefinicos C-22 e C-23, respectivamente.

A partir dos dados obtidos através dos espectros, foi possivel a identificacdo da
substancia 2 como sendo o Espinasterol (figura 22). Ragasa & Lima (2005)

apresentam dados de *H e *3C que concordam com os deste trabalho.
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Tabela 11. Dados espectroscoépicos de IPM 17.6 e do Espinasterol

lSC lH 13C lH
(0]
) 5 (ppm)”* 3 (ppm); mult. J (Hz)® 5 (ppm) © 3 (ppm); mult. J (Hz)P
Ragasa & Lima (2005)
1,11-1,09(m) .
1 38,1 1,84-1,82 (m) 37,2 1,09; 1,82
1,34-1,33 (m)
2 32,4 1,75-1,70 (m) 31,5 1,39; 1,77
3 70,8 3,48 (m) 11 2,50
1,25-1,21 (m)
4 39,0 1,66-1,63 (m) 38,0 1,27;1,70
5 41,2 1,36 (m) 40,3 1,40
1,29-1,26 (m) .
6 30,5 1,76-1,70 (m) 29,7 1,22;1,74
7 118,4 5,16 (m) 117,5 5,15
140,2 139,6
50,5 1,65 (M) 495 165
10 35,0 34,2
11 22,3 1,51-1,47 (m) 21,6 1,48
1,30-1,25 .
12 40,3 2,05-2,00 (M) 39,6 1,23; 2,02
13 44,0 43,3
14 55,9 1,85 (m) 55,1 1,81
1,48-,145 (m) .
15 23,7 1.54-1,52 (m) 23,0 1,40; 1,52
16 30,5 1,34-1,28 (m) 28,5 1,25
17 56,8 1,32 (m) 55,9 1,25
18 12,5 0,60 (s) 12,0 0,55
19 12,6 0,80 (s) 13,0 0,80
20 41,7 2,07 (m) 40,8 2,05
21 22,3 1,06 (d; 6,6) 21,4 1,03
22 139,3 5,21 (dd: 15,1; 8,9) 138,1 5,16 (dd: 15,2; 8,8)
23 130,3 5,08 (dd; 15,1: 8,8) 129,5 5,02 (dd; 15,2; 8,4)
24 52,2 1,55 (m) 51,2 1,55
25 32,7 1,54 (m) 31,9 1,55
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26 21,9 0,87 (d; 6,5) 21,1 0,85 (d; 6,4)

27 19,4 0,83 (d: 6,6) 19,0 0,84 (d: 6,0)
1,23-1,16 (m) .

28 26,1 L 45.1.40 25,4 1,18: 1,42

29 13,5 0,81 (d; 7,3) 12,2 0,81 (t; 7,2)

2125 MHz, Acetona-d6; 600 MHz, Acetona-d6; 100 MHz, CDCls; 400 MHz, , CDCl;

HO

Figura 22. Estrutura do Espinasterol

O género Inga, apesar de possuir cerca de 400 espécies, tem apenas uma com
relato da presenca de esteroides. Tchuenmogne & Colaboradores (2013)
identificaram nas folhas e no caule de I. edulis o estigmasterol e o estigmasterol 3-O-
B-D-glucopiranosideo. Assim, este € o primeiro relato da espinasterona e do

espinasterol no género.
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Current Data Parameters

NAME IPM-17.6
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150504
Time 19.11
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT Acetone

NS 16

DS 0

SWH 7352.941 Hz
FIDRES 0.112197 Hz
p:te} 4.,4564481 sec
RG 64

DW 68.000 usec
DE 10.00 usec
TE 298.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 600.2333048 MHz
NUC1 1H

P1 7.25 usec
PLW1 8.39999962 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 600.2300103 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00

Figura 17. Espectro de RMN de *H de IPM 17.6 (Acetona-d6; 600 MHz)
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Figura 18. Ampliacdo dos sinais de RMN de *H de IPM 17.6 nas regifes de 5,26 a 3,40 ppm
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$5 8 z Y I I Pk Current Data Parameters

o — I MO FFHFFFTOMMMNNOONNNNNAAA A NAME IPM-17.6
EXPNO 2

Voo | SSS \Irrem== e :
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150505
Time 10.01
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H-
PULPROG zgpg30
TD 32588
SOLVENT Acetone
NS 55666
DS 0
SWH 34722.223 Hz
FIDRES 1.065491 Hz
AQ 0.4692672 sec
RG 203
DW 14.400 usec
DE 18.00 usec
TE 298.0 K
D1 0.10010000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 150.9437536 MHz
NUC1 13C
Pl 10.10 usec
PLW1 127.00000000 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 600.2324009 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 70.00 usec
PLW2 8.39999962 W
PLW12 0.08886900 W
PLW13 0.04354600 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SE 150.9278067 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 3.00 Hz
GB 0
PC 1.40

fo ‘W Mmm. ;

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 20. Espectro de RMN de **C de IPM 17.6 (Acetona-d6; 150 MHz)
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Figura 21. Mapa de contornos HSQC de IPM 17.6

Current Data Parameters

NAME IPM-17.6
EXPNO 200
PROCNO 1
F2 - Rcquisition Parameters
Date_ 20150504
Time 20.43
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm CPTCI 1H—
PULPROG hsgcetgp
4096
SOLVENT Rcetone
Ns 16
16

7352.941 Hz
1.795152 Hz
0.2785280 sec

68.000 usec
10.00 usec
98.0 K

145.0000000
0.00000300 sec
1.00000000 sec
0.00172414 sec
0.03000000 sec
0.00020000 sec
0.00001390 sec

CHANNEL
600.2333048 MHz

7.25 usec

14.50 usec

2000.00 usec
8.39999962 W

CHANNEL £2

sFo2 150.9420463 MHz
Nuc2 13c
CPDPRG[2 garp

P3 10.70 usec
P4 21.40 usec
PCPD2 70.00 usec
PLW2 140.00000000 W
PLW12 3.27110004 W

GRADIENT CHANNEL =

GPNAM[1] SMSQ10.100
GPNAM([2] SM$Q10.100
Pzl 80.00 %
Gpz2 20.10 %
P16 1000.00 usec
Fl - Acquisition parameters
D 256
sFol 150.943 MHz
FIDRES 140.512589 Hz
sw 238.310 ppm
FnMODE Echo-Antiecho

F2 - Processing parameters
ST

sF 600.2300123 MHz
WDW QSINE

ssB

LB 0 Hz

GB 0

pc 1.00

Fl - Processing parameters
ST 1024

Mc2 echo-antiecho

sF 150.9277875 MHz
WDW QSINE

ssB 2

LB 0 Hz

GB 0
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4.5. Fracdo IAM 12.12-15: picos trapeados atraves d a CL-EFS

A partir da técnica CL-EFS aplicada a fracdo IAM 12.12-15, foi possivel o
trapeamento de trés picos, de acordo com o cromatograma da figura 23. Os trés
picos, nomeados pico 1, pico 2 e pico 3, foram adsorvidos em cartuchos de EFS,
com 0s seguintes tempos de retencédo: pico 1 (tr = 22,30 min); pico 2 (tr = 26,49 min)

e pico 3 (tr = 35,40 min).
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Figura 23 — Cromatograma da amostra IAM 12.12-15 (8 mg)
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4.6. ldentificacdo da substancia 3 (IAM 12.12-15Pi co 1)

Isolamento: Esquema 6

A estrutura da substancia do Pico 1 da fracdo IAM 12.12-15 foi definida com base
nos espectros de RMN (600 MHz) uni e bidimensionais, além de comparacdo com dados
da literatura. No espectro de RMN de 'H (figuras 24 e 25) é possivel identificar a presenca
5 sinais de hidrogénios caracteristicos de sistemas aromaticos. Um par de dubletos em &
5,92 (d; 2,1 Hz) e em 6 5,88 (d; 2,1 Hz) evidencia um acoplamento em meta, sendo
compativel com anéis A de benzenos 5,7,9,10-tetrassubstituidos. Os outros trés sinais de
sistemas arométicos em & 6,95 (d; 2,0 Hz), 6 6,84 (dd; 8,0 Hz; 2,0 Hz) e & 6,80 (d; 8,0 Hz),
corroboram com o padrdo 1’,3'4'-trissubstituido de um anel B flavonoidico. O par de
dubletos em 64,91 (d; 11,4 Hz) e 6 4,49 (d; 11,4 Hz) sugere um acoplamento do tipo
axial-axial, levando a conclusdo de que a estrutura era um flavanonol, estando, portanto,
nas posicoes H-2 e H-3 do anel C.

No mapa de contorno HSQC (figura 26) € possivel verificar as correlacdes dos
hidrogénios do anel A & 5,92 e 5,88 com os carbonos em 6 97,1 (C-6) e 6 96,0 (C-8),
respectivamente. No mapa de contornos HMBC (figura 27), verifica-se a correlagédo do H-
8 (6 5,88) com os carbonos oxigenados C-7 (6 168,4), C-9 (6 164,5) e C-10(6 101,4).
Outras correlagdes do anel sdo verificadas na tabela 12.

Para o anel B, o mapa de contorno HSQC mostra as correlacdes dos hidrogénios 3
6,95, 6,84 e 6,80 com os carbonos C-2' (6 115,7), C-6’ (6 120,8) e C-5 (5 116,0),
respectivamente. Com os dados obtidos a partir do mapa de contornos HMBC e apos
comparacdo com a literatura (tabela 12), € possivel, entédo, identificar o pico 1 como

sendo a Taxifolina (figura 28).
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Os flavonoides sdo constantemente relatados nas folhas de espécies de Inga.
Entretanto, ndo ha relato no género desta classe de substancias em partes madeireiras,
sendo este trabalho o primeiro relato. Ressalta-se ainda que a Taxifolina € inédita em

Inga.

Figura 28. Estrutura da Taxifolina
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Tabela 12 . Dados espectroscépicos de IAM 12.12-15 (Pico 1) e RMN de **C da Taxifolina
H Bc HMBC
Posicao S (ppm); mult. J o Joo et al. (2014)
(Hz)* (Ppm)** & (ppm)***
2 4,91 (d; 11,4) 84,9 85,0 C-2,C-3,C-I'eC-6
3 4,49 (d; 11,4) 73,5 73,5 C-2,C-4eC-1
4 198,1 198,1
5 165,3 165,1
6 5,92 (d; 2,1) 97,1 97,2 C-5e C-10
7 168,4 168,5
8 5,88 (d; 2,1) 96,0 96,1 C-7,C-9e C-10
9 164,5 164,2
10 101,4 100,4
T 129,7 129,6
2 6,95 (d; 2,0) 115,7 115,9 C-4'e C-6
3 147,0 146,1
q 146,2 146,9
5 6,80 (d; 8,0) 116,0 115,7 C-1'eC-3
6’ 6,84 (dd; 8,0; 2,0) 120,8 120,7 C-22eC-4

*600 MHz, MeOD-d4; **dados obtidos através do HSQC e HMBC; *** 100 MHz , MeOD-d4
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g g ; ; g g g 2 g ; g ; ; g g ; Current Data Parameters

Cor v e e e e .o . .. NAME IAM 12.12-15 (8mg) Pico 1

O WLWWwWwwww nwmnwn <+ osr EXPNO 11

'\\\V/ \V \/ \/ PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150827
Time 9.50
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG lclpnf2
TD 65536
SOLVENT MeOD
NS 32
DS 4
SWH 7211.539 Hz
FIDRES 0.110039 Hz
AQ 4.5438294 sec
RG 57
DW 69.333 usec
DE 10.00 usec
TE 298.0 K
D1 2.40000010 sec
D8 0.01000000 sec
D12 0.00002000 sec
D13 0.00000400 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 600.2328803 MHz
NUC1 1H
Pl 7.00 usec
PLW1 8.39999962 W
PLW9 0.00001646 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 600.2319981 MHz
NUC2 1H
PLW2 8.39999962 W
PLW21 0.00001742 W
F2 - Processing parameters
SI 32768

| JJJ SF 600.2300171 MHz
WDW EM
. " \ ot j b 5 - TN Gon o

LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

—1.00
11.08

)
AN
-

N~ ~ (=
olo o o
L

T L L D D D D L L B

7.0 65 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 24. Espectro de RMN de *H do pico 1 de IAM 12.12-15 (MeOD; 600 MHz)

92



” 0w
= vo 0w 8 ES
5 2383 2 a g5
2} s+ mm =3 N .
i sues & o e
0 (R 0 \/ \/

| |

A I\

crmeartntasmrestenpimseintoded. ¥ Mmoottt rtasrpimetstentimmsiospceeosnr o N oo

5l s/

T T T T T T T T T T T T T T
505 500 495 490 4585 480 475 470 465 460 455 450 4.45 ppm

Figura 25. Ampliacéo dos sinais de RMN de *H do pico 1 de IAM 12.12-15 nas regi&o de 7,00 a 4,45 ppm
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Figura 26. Mapa de contornos HSQC do pico 1 de IAM 12.12-15
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Current Dsts Parsmeters
NAME

EXPNO
PROCNO

IAM 12.12-15 (8mg) Pice 1
200

F2 - Acquisition Parsmeters

PROBHD

20150827
10.57

spect

S mm PATXI 1H/

PULPROG hsqoedetgpsisp2.3
2048

™D
SOLVENT
NS

sFo2

NUcz
CPDPRG[2
P3

P14
P24
P31

7211.539 Hz
3.521259 Hz
0.1419947

00000300
00000000
00172414
03000000 sec
00020000 sec
00360000 sec

00089000 sec
0.00002010 sec

cocococomne

CHANNEL f£1
600.2328211 MHz
1H
8.27 usec
16.54 usec
00 usec

15.25199986 W

L f2
150.9385185 MHz
13¢

12.00 uszec
500.00 usec
2000.00 usec
1730.00 usec
60.00 usec

5
188.13999939 W
7.52549982 W

SENAM[3] Crp60,0.5,20.1

SPNAM[18
SPOAL18
SPOFFS18 0 Hz
SPW18

GPB1
GPL2
GPL3
GPLa
P16
P19

™
SFO1
FIDRES

Ed
FnMODE

GRADIENT CHANNEL
GPNAM([1]
GPNAM([2]
GPNAM[3]
GPNAM[4]

0.500
0 Hz
41,39300156 &
Crp6ocomp . 4
0.500
0 Hz
41,39300156 W
Crp60_xfilt.2
0.500

11.96300030

SMSQ10.100
SMSQ10.100
SMSQ10.100
SMSQ10.100

F1 - Acquisition paremeters
139

150.9385 MHz
128.224854 Hz
4.806 ppm
Echo-Antiecho

F2 - Processing parsmeters
sI 24

SF
WD
SSB
LE
GB
B¢

600,2300067 MHz
QSINE

2

1.00

F1 - Processing parsmeters
sI 1024

Mc2
SF

WD
SSB

LB
GB

echo-sntiecho
150.9277711 MHz
INE

2

0 Hz
[}
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ap\RemaniE Tocessadony TAM 12,32

Current Data Parameters

NAME IAM 12.12-15 (8mg) Pico 1
EXPNO 300
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150827
Time 12.53
INSTRUM spect
'* L L PROBHD 5 mm PATXI 1H/
g v SmherPpaiis PULPROG hmbegplpndgf
il — TD 4096
| E_ SOLVENT MeOD
NS 200
5 DS 16
= = SWH 7211.539 Hz
e FIDRES 1.760630 Hz
AQ 0.2839893 sec
[ B RG 3
DW 69,333 usec
1 - DE 6.50 usec
TE 297.9 K
CNST2 145.0000000
B CNST13 10,0000000
DO 0.00000300 sec
L Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
F D6 0.05000000 sec
- + "] 2 D16 0.00020000 sec
- INO 0.00001390 sec
- ======== CHANNEL fl ========
SFOL 600.2328803 MHz
L NUCL 1H
Pl 8.27 usec
— L] P2 16.54 usec
? - PLW1 15.,25199986 W
- in ] m======= CHANNEL f2 ========
r SFO2 150.9430463 MHz
NUC2 13c
4 . | E P3 12,00 usec
e - PLW2 188,13999939 W
= ====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1] SMSQ10.100
- P GPNAM[2] SMSQ10.,100
ey i i . H - GPNAM[3] SMSQ10.100
GPZ1l 50.00 %
j L GPz2 30,00 %
K o GPz3 40,10 %
1 P16 1000.00 usec
_5 F1 - Acquisition parameters
——— bl = g TD 256
- SFOL 150.943 MHz
FIDRES 140.512589 Hz
L N 238,310 ppm
FnMODE OF
4 i
. o F2 - Processing parameters
ST 4096
i} SF 600,2300180 MHz
B WDW SINE
sSB 0
- LB 0 Hz
GB 0
PC 1.00
- n ] - E
Fl - Processing parameters
ST 1024
B MC2 QF
SF 150.9275060 MHz
= WDW SINE
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T SSB 0
LB 0 Hz
B B 4 . 0 F2ppm S ;

Figura 27. Mapa de contornos HMBC do pico 1 de IAM 12.12-15
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4.7. |dentificacdo da substancia 4 (IAM 12.12-15 Pi co 2)

Isolamento: Esquema 6

A substancia do pico 2 da fracdo IAM 12.12-15 apresenta no espectro de
RMN de 'H (figuras 29-31) seis sinais de hidrogénios tipicos de sistemas ABX que,
aliados aos sinais observados em 6 5,32; 3,00 e 2,70 como duplos dubletos com
constantes largas (tabela 13), sugeriram tratar-se de uma flavanona.

No mapa de contornos HSQC (figura 32), os hidrogénios de um dos sistemas
ABX em 4 7,71; 6,48 e 6,35 correlacionam com os carbonos 6 129,5 (C-5); 110,2 (C-
6) e 105,2 (C-8) respectivamente. O mapa de contornos HMBC (figura 33, tabela 13)
mostra a correlacédo do H-5 (6 7,71) com os carbonos C-4 (6 195,0), C-7 (6 168,0) e
C-9 (6 167,0), caracterizando, assim, o anel A.

No anel B, os hidrogénios em 6 6,92 (H-2'), 6,78 (H-5’) e 6,80 (H-6") exibem
correlagdo no mapa de contornos HSQC com os carbonos em 6 113,3; 117,9 e
119,6 (figura 32), respectivamente. O hidrogénio na posicdo 5’ correlaciona com o C-
1' (6 133,4) e com o C-3' (6 147,9) no mapa de contornos HMBC (figura 33). As
correlagbes com o C-4’ (6 148,1) estédo na tabela 13.

Para o anel C da flavanona, o mapa de contornos HSQC (figura 32) mostra as
correlacdes entre o hidrogénio 6 5,32 com o carbono em 6 82,4 (C-2) e os hidrogénios
em 6 3,00 e 2,70 com o carbono em & 44,7 (C-3).

Os dados espectrais obtidos possibilitaram a identificagdo da

substancia 4 como sendo a Butina (figura 34) cujos dados foram comparados com
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os relatados por Lee & Colaboradores (2006). Esta flavanona esta sendo relatada

pela primeira vez em Inga .

Figura 34. Estrutura da Butina
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Tabela 13. Dados espectroscopicos de IAM 12.12-15 (Pico 2) e RMN de **C da Butina

H Bc HMBC
Posicao S (ppm); mult. J o Lee et al. (2006)
(Hz)* (Ppm)** 6 (ppm)***
2 5,32 (dd; 12,8; 3,0) 82,4 80,9 C-4eC-1
2,70 (dd; 16,9; 3,0); 52,70-C-4eC-1
3 44,7 44,8
3,00 (dd; 12,8; 16,9) 53,00 -C-2,C-4e C-1’
4 195,0 193,6
5 7,71 (d; 8,7) 129,5 129,8 C-4,C-7eC-9
6 6,48 (dd ; 8,7; 2,2) 110,2 111,7 C-8e C-10
7 168,0 166,7
8 6,35 (d; 2,2) 105,2 103,8 C-9e C-10
9 167,0 165,5
10 116,3 114,9
T 133,4 131,9
2 6,92 (d; 1,7) 113,3 114,7 C-2,C-4 e C-6’
3 147,9 146,4
4 148,1 146,4
5’ 6,78 (d; 8,1) 117,9 116,2 C-leC-3
6’ 6,80 (dd; 8,1; 1,7) 119,6 119,2 C-2,C-1,C-2'eC-4

*600 MHz, MeOD-d4; **dados obtidos através do HSQC e HMBC; ***125 MHz, MeOD-d4
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I\P\D\Q\D\D\Q\D\Q\Q\Q\Q\Q\D\Q\O\_ﬁmm\.ﬁ MO NN ANNNN Current Data Parameters
NAME IAM 12.12-15 (8mg) Pico Z
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20150826
Time 10.47
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG lclpnf2
TD 65536
SOLVENT MeOD
NS 32
DS 4
SWH 7211.539 Hz
FIDRES 0.110039 Hz
AQ 4.5438294 sec
RG 57
DW 69.333 usec
DE 10.00 usec
TE 298.0 K
D1 2.40000010 sec
D8 0.01000000 sec
D12 0.00002000 sec
D13 0.00000400 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 600.2328803 MHz
NUC1 1H
Pl 7.00 usec
PLW1 8.39999962 W
PLW9 0.00001646 W
=== CHANNEL f2 ========
SFO2 600.2319981 MHz
NUC2 1H
PLW2 8.39999962 W
PLW21 0.00001742 W
F2 — Processing parameters
SI 32768
SF 600.2300171 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.50 Hz
GB o}
PC 1.00

WWL M W “ e ol Ld

< 2(2=(2x - = =
- lr=|r——O - - -
I I I I I I I I I I I I I I I I I
75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm

Figura 29. Espectro de *H do pico 2 de IAM 12.12-15 (MeOD; 600 MHz)
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Figura 30. Ampliacéo dos sinais de RMN de *H do pico 2 de IAM 12.12-15 nas regi&o de 7,82 a 6,36 ppm
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Figura 31. Ampliacéo dos sinais de RMN de *H do pico 2 de IAM 12.12-15 nas regi&o de 5,42 a 2,70 ppm
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Figura 32. Mapa de contornos HSQC do pico 2 de IAM 12.12-15

F1 [pam]

0

120 100

140

Current Dste Parameters
NAME

EXPNO
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Dste_ 20150826
Time 10.53
INSTRUM

spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
BULPROG hsqoedetgpsisp2.3
™ 2048

SOLVENT MeOD
NS 16

SWH 7211.539 Hz
FIDRES 3.521259 Hz

AQ 0.1419947 sec
RG 203
DW 69.333 usec
DE 6.50 usec
TE 298.5 K
CNST2 145.0000000
CNST17 -0.5000000
Do 0.00000300 sec
D1 2.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D16 0.00020000 sec
D21 0.00360000 sec
D24 0.00083000 sec
™o 0.00002010 sec
= CHANNEL f1 =
600.2328211 MHz
1H
8.27 usec
16.54 usec
00 usec

15.25199986 W

CHANMNEL £2
sFo2 150.9385185 MHz
NUcz 13¢
CPDERG[2 garp

P3 12.00 usec
P14 500.00 usec
P24 2000.00 usec
P31 1730.00 usec
PCED2 60.00 usec
PL50

PL¥#2 188.13999939 W
PL¥12 7.52549982 W

SPNAM[3] Crp60,0.5,20.1
SPOAL3 0.500
SPOFFS3 0 Hz

SPH3 41.39300156 5
SPNAM[7]  Crp6Ocomp.d
SPOAL7 0.500
SPOFFS7 0 Hz
SPWT 41.39300156 W
SPNAM[18 Crp60_xfilt.2
SPOAL18 ©0.500
SPOFFS18 0 Hz
SPW18 11.96300030 W
GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1] SMSQ10.100
GENAM[2] SMSQ10.100
GENAM[3] SMSQ10.100
GENAM[4] SMSQ10.100
GPE1 80.00 %
GPR2 20.10
GPE3 11.00 %
GPR4 -5.00 %
P16 1000.00 usec
P13 500.00 usec

F1 - Acquisition persmeters
™D 202
SFO1 150.9385 MHz
FIDRES 123.146645 Hz
B

FaMODE  Echo-Antiecho

F2 - Processing persmeters
1 a

WDW
SSB

LB 0 Hz

= o

pe 1.00

sP 600.2299993 MHz
QSINE

F1 - Processing parsmeters
ST 1024

Mez echo-sntiecho
<P 150.9279623 MHz
WDW INE

SSB

LB 0 Hz

= 0

AM 12.12-15 (8mg) Pice 2
200
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Figura 33. Mapa de contornos HMBC do pico 2 de IAM 12.12-15
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150 100
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Current Data Parameters

NAME IaM 12.12-15 (8mg) Pico 2
EXPNO 301

PROCNO

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20150831

Time 16.36

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG hmbegplpndgf
4096

D

SOLVENT MeOD

NS 200

DS 16

SWH 7211.539 Hz

FIDRES 1.760630 Hz

AQ 0.2839893 sec

RG 203

DW 69.333 usec

DE 6.50 usec

TE 298.0 K

CNST2 145.0000000

CNST13 10.0000000

DO 0.00000300 sec

Dl 1.00000000 sec

D2 0.00344828 sec

D6 0.05000000 sec

D16 0.00020000 sec

INO 0.00001390 sec
= CHANNEL f1 =

SFol 600,2328803 MHz
NUCl 1H
Pl 8.27 usec
P2 16.54 usec
PLW1 15.25199986 W

= CHANNEL f2 =
SFO2 150.9430463 MHz
NUC2 13c
P3 12.00 usec
PLW2 188.13999939 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPNAM[2] 5MS010.100
GPNAM([3] SMSQ10.100
GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40,10 %
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
TD 256

SFOl 150.943 MHz
FIDRES 140.512589 Hz
SW 238.310 ppm
FnMODE OF

F2 - Processing parameters
SI 6

SF 600,2300124 MHz
WDW SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00

Fl - Processing parameters
ST 1024

MCc2 OF
SF 150.9275215 MHz
WDW SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0
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4.8. Identificacdo da substancia 5 (IAM 12.12-15 Pi co 3)

Isolamento: Esquema 6

O espectro de RMN de *H (figuras 35 e 36) apresenta 5 sinais caracteristicos
de sistemas aromaticos. Os dubletos em 6 6,20 e 6,40 (d; 2,0 Hz) evidenciam um
acoplamento em meta, tipico do sistema AB. Os sinais em ¢ 7,61; 6,90 e 7,52
mostraram constantes de acoplamentos tipicas de sistemas ABX (tabela 14). O
sinal observado em & 3,78, tipico de metoxila, leva a conclusdo de que a substancia
5 é um flavonol metoxilado.

O mapa de contornos HSQC (figura 37) mostra as correlacbes dos
hidrogénios do anel A em 6 6,20 e 6,40 com os carbonos em 6 99,1 (C-6) e 95,0 (C-
8), respectivamente. O hidrogénio na posi¢ao 6 (6 6,20) correlaciona no mapa de
contornos HMBC (figura 38) com os carbonos em 6 163,2 (C-5), 165,2 (C-7) e 105,4
(C-10). A tabela 14 mostra as outras correlacdes vistas no mapa de contornos
HMBC.

Para o anel B do flavonoide, o mapa de contornos HSQC apresentou
correlagdes entre os hidrogénios em 6 7,61, 6,90 e 7,52 com os carbonos C-2’ (6
115,8), C-5' (6 115,8) e C-6’ (6 122,2), respectivamente. O hidrogénio em 6,90 (H-5)
correlaciona no mapa de contornos HMBC (figura 38) com os carbonos C-3' (6
145,9), C-4’ (6 149,3) e C-6’ (6 122,2). Outras correlagbes séo verificadas na tabela

14.
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A auséncia de correlagbes no mapa de contornos HMBC entre os hidrogénios
dos anéis A e B com o carbono em 6 139,0 evidenciou que a metoxila esta na
posicdo C-3, no anel C. Os hidrogénios em § 3,78 correlacionam com o carbono &
139,0 (C-3) no mapa de contornos HMBC. Tais dados espectroscopicos sao
compativeis com a estrutura da 3-O-metilquercetina (figura 39). A comparacao dos
dados foi feita com base na estrutura proposta por Doucoré & Colaboradores (2010).

No género Inga, ha dois registros de 3-O-metilquercetina, que foi identificada
nas folhas de Inga fendleriana (Pistelli et al., 2009) e nas raizes de |. edulis (Correa

et al., 1995), estando, neste estudo, o primeiro relato em madeira.

Figura 39. Estrutura da 3-O-metilquercetina.
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Tabela 14 . Dados espectroscépicos de IAM 12.12-15 (Pico 3) e RMN de *C da

3-O-metilquercetina

H Bc HMBC
Posicdo
6 (ppm); mult. J 5 Doucoré et al. (2010)
(Hz)* (pPpm)** 8 (ppm)***
2 157,0 156,7
3 139,0 139,3
4 - 179,4
5 163,2 163,2
6 6,20 (d; 2,0) 99,1 99,3 C-5,C-7eC-10
7 165,2 164,8
8 6,40 (d; 2,0) 95,0 94,4 C-7,C-9eC-10
9 157,7 157,8
10 105,4 105,9
T 1219 123,0
2 7,61 (d; 2,2) 115,8 116,3 C-2,C-1,C-3eC4
3 1459 145,8
q 149,3 149,1
5’ 6,90 (d; 8,5) 115,8 116,3 C-3,C-4'e C-6’
6’ 7,52 (dd; 8,5; 2,2) 122,2 122,1 C-2eC-4
OCH; 3,78 (s) 59,0 60,0 C-3

*600 MHz, MeOD-d4; **dados obtidos através do HSQC e HMBC; ***125 MHz, Acetona-d6
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Current Data Parameters

NAME Pico 3
EXPNOC 11
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150825
Time 14.22
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG lclpnf2

TD 65536
SOLVENT MeOD

NS 32

DS 4

SWH 7211.539 Hz
FIDRES 0.110039 Hz
AQ 4.,5438294 sec
RG 57

DW 69.333 usec
DE 10.00 usec
TE 298.0 K
D1 2.40000010 sec
D8 0.01000000 sec
D12 0.00002000 sec
D13 0.00000400 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 600.2328799 MHz
NUC1 1H

Pl 7.00 usec
PLW1 8.39999962 W
PLWO 0.00001646 W
======== CHANNEL f

SF02 600.2319981 MH
NUC2 1H
PLW2 8.39999962 W
PLW21 0.00001742 W
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 600.2300171 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB o]

PC 1.00

Figura 35. Espectro de *H do pico 3 de IAM 12.12-15 (MeOD; 600 MHz)
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Figura 36. Ampliacdo dos sinais de RMN de *H do pico 3 de IAM 12.12-15 nas regido de 7,70 a 6,20 ppm
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Current Data Parsmsters
NAME

co 3
W02 1 15 |- Beg B ExENO
o ErocNO 1
F2 - Roguisition Paremeters
Date_ 20150826
Time Bt
INSTRUM
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG hesqcedetgpesisp2.3
™ 2oas
SOLVENT MeOD
e W
DS 16
s 211,535 He
FIDRES 521250 He
"o 0 1419947 see
ol s gt i 1 i ek o P b ap gt s T By o 'WMM 4 203
o 69,333 usec
- oE o130 weee
TE 298.3 K
osra 145.0000050
ol - 4 neTar 255000000
[y Do 0.00000300 sec
D1 2.00000000 sec
- - D4 0.00172414 sec
W b1t 5163000000 sec
bie 5100020000 sac
— D21 0.00360000 sec
D24 5100089000 sec
| o 0.00002010 sac
BRNEL €1
- 600.2328211
e
8.27 usec
- 16.54 usec
5.00 ueec

15.25199986 W

CHRNNEL £2
sFO2 150.9385185 MHz
- ez 13¢
CPDERG[2 garp
e3 12.00 usec
L P1a 500.00 usec
eza 2000.00 usec
P31 1730.00 usec
- PCPD2 60.00 usec
PL#D W
- PLiZ 188.13999939 W
— E PLW12 7.52549982 5
SENAM[3] Crp60,0.5,20.1
SPOAL3 0500
- SPOFFE3 0 Hz
PH3 41.39300156 5
SENAM[7]  Crp6Ocomp.d
= SPOALT 0.500
SPOFFS7 0 Hz
41,39300156 5
- SENAM[18 Crp60_xfilt.2
SPOAL1S 0.500
= SPOFFS18 0 Hz
— = 15 11.96300030 5
GRADIENT CHANNEL
B GENRM[1] $M5Q10.100
GENRM[2] $MSQ10.100
| GENRM([3) SMSQ10. 100
GENRM[4] $MEQ10. 100
po1 00 %
- | GpLz 20.10 &
GPL3 11,00 4
- g GPza 5,00 *
= P16 1000.00 usec
L P19 500.00 usec
- F1 - Aoquisition paremeter:
™ 216
sFo1 150.5385 Mz
- PIDRES 115.164917 Hz
s 164,806 ppn
FAMODE  Echo-Antischo
- L ] Lo
F2 - Processing pavemsters
=] s1 1024
- 5P 600.2300071 MHz
- - WOW QSINE
ssB
- LB 0 Hz
B o
ee 1.00
F1 - Processing pavemeters
s1 1024
- ez acho-antiecho
5P 150.9279553 MHz
3 DR
— 83B
- LB 0 Hz
S o
'
T T T T T T T T T T T T T T T

B 3 4 2 F2 [ppm]

Figura 37. Mapa de contornos HSQC do pico 3 de IAM 12.12-15
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Figura 38. Mapa de contornos HMBC do pico 3 de IAM 12.12-15

Current Data Parameters
NAME i

o 3
EXPNO 300
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150825
Time 19.04
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG hmbegplpndgf
TD 4096
SOLVENT MeOD
E] 100
DS 16
SWH 7211.539 Hz
FIDRES 1.760630 Hz
BO 0.2839893 sec
RG 203
DW 69.333 usec
DE 10.00 usec
TE 297.7 K
CNST2 145.0000000
CNST13 8.,0000000
DO 0.,00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00001390 sec
CHANNEL f1
SFOLl 600.,2328799 MHz
NUCl 1H
Pl 7.16 usec
P2 14,32 usec
PLW1 8.39999962 W
CHANNEL f£2

SFO2 150.9430463 MHz
NUC2 13c
P3 10.70 usec
PLW2 140.00000000 W

GRADIENT CHANNEL
GPNAM([1] 5MSQ10.100
GPNAM[2] SMSQ10.100
GPNAM[3] SMSQ10.100
GPZl 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1l - Acquisition parameters
TD 256

sFol 150,943 MHz
FIDRES 140.512589 Hz
W 238,310 ppm
FnMODE oF

F2 - Processing parameters
ST 4096

SF 600.2300141 MHz
WDW SINE

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00

Fl - Processing parameters
ST 1024

M2 oF

SF 150.9274049 MHz
WDW SIN

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0
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4.9. Fracdo IAM 13.31: pico unico trapeado através  da CL-EFS.

A fracdo IAM 13.31, obtida conforme esquema 8, foi submetida a técnica CL-
EFS, sendo possivel o trapeamento de um udnico pico, de acordo com o
cromatograma da figura 40. O pico foi adsorvido em cartuchos de EFS, com o tempo

de retencéo de aproximadamente 33 minutos.

Iniers.
L] |

1250

1: 32,87 min

1000 |

wa

10 20 a0 40 50 Time: frvin]|

Figura 40. Cromatograma da amostra IAM 13.31 (10 mg)
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4.10. Identificacdo da substancia 6 (IAM 13.31 Pico  Unico)
Isolamento: Esquema 7

A substancia 6 foi elucidada a partir de espectro unidimensional (*H) e
bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC). O espectro de RMN de *H (figuras 41-44)
apresenta 4 grupos metilicos em singletos (61,84; 1,78; 1,37 e 1,26), 8 hidrogénios
metilénicos (6 2,26-1,60), 8 sinais de hidrogénios olefinicos, que tém multiplicidades
e deslocamentos quimicos que sugerem a presenca de 2 monoterpenos na
molécula: 6 6,81 e 6,76 (dt); 5,04, 5,22 (dd) e 5,20, 5,28 (dd); 5,90 e 5,93 (dd), cujas
constantes de acoplamentos estao disponibilizadas na tabela 15.

O espectro também sugere a presenca de uma unidade de agUcar devido ao
sinal de hidrogénio anomeérico em 6 4,45 (d; 7,8 Hz) e dos sinais entre 6 4,90-3,15,
além de uma metila em dubleto observada em 6 1,25 (6,1 Hz). O mapa de contornos
COSY (figura 45) mostrou as correlacdes entre o hidrogénio anomérico com o
hidrogénio em 6 3,35 (H-2") e do 6 3,33 com o sinal da metila em 6 1,25. Os dados
espectrais obtidos sdo compativeis com os reportados para a a-L-ramnose (Jelassi
et al., 2014)

No mapa de contornos HSQC (tabela 15, figura 46), as correlacbes dos
hidrogénios olefinicos em 6 5,22 e 5,04 com o carbono em 6 112,6 e dos hidrogénios
em 6 5,28 e 5,20 com o carbono em § 115,8, confirmam os metilenos terminais na
molécula. Os demais hidrogénios olefinicos em ¢ 6,81 e 6,76 correlacionam com 0s

carbonos em ¢ 143,8 e 145,7, respectivamente.
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O mapa de contornos HMBC (tabela 15, fig 47) mostra a correlacdo entre os
hidrogénios metilicos em 6 1,78 (H-9) com o carbono em 6 145,7 (C-6) e com a
carbonila em 6 171,4 (C-8), tipica de acido carboxilico. Os hidrogénios da metila em
6 1,84 (H-9") exibem correlagdo com o carbono em 6 143,8 (C-6") e com a carbonila
em 6 169,3 (C-8"), tipica de éster. A correlacdo do hidrogénio da ramnose em & 4,90
(H-4’) com esta carbonila (C-8"), evidencia a ligacédo  entre o acucar, na posi¢ao C-
4’, com o grupamento éster do monoterpeno. A partir das correlagbes exibidas entre
os hidrogénios em 6 5,04 e 5,22; 1,61 e 1,26 com o carbono em 6 73,4 e dos
hidrogénios em & 5,20 e 5,28; 1,69 e 1,37 com o carbono em & 80,8,foi possivel
atribuir os dois carbonos oxigenados C-3 e C-3”, respectivamente.

A auséncia de molécula na literatura que fosse idéntica a esta instigou a
busca por estruturas semelhantes, sendo possivel a comparacdo com a substancia
elucidada por Jelassi & Colaboradores (2014). Nesta estrutura, denominada
Cyclopside 2 (figura 48), existem dois grupamentos acidos carboxilicos, ao passo
que, nas analises dos dados espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear,
ficou evidenciada a ligacéo entre o glicosideo e o éster. Assim, esta molécula foi
nomeada neste trabalho como Dapaznideo (figura 49) que esta sendo relatada pela
primeira vez na literatura.

Em algumas espécies pertencentes a subfamilia Mimosoideae tem sido
detectada a presenca de monoterpenos &acidos (acido mentiafélico) ligados a
saponinas triterpenoidicas em semente de Albizia procera (Yoshikawa et al, 1998) e
folhnas de Calliandra pulcherrima (Silva & Parente, 2013), além dos 4&cidos
monoterpénicos glicosilados identificados nas vagens de Acacia cyclops (Jelassi et
al., 2014). Assim, o registro do derivado do acido mentiafélico em Inga alba sugere

uma tendéncia da formacao destes derivados em Mimosoideae.

113



Figura 48. Estrutura do Cyclopside 2

Figura 49. Estrutura do Dapaznideo
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Tabela 15 . Dados espectroscépicos de IAM 13.31 (Pico Unico)

1H 13C
N° 3 (ppm); mult. J (Hz)* 5 (ppm) ® HMBC
5,04 (dd; 10,8; 1,4)
1 112,6 C-3
5,22 (dd; 17,2; 1,4)
2 5,90 (dd; 17,6; 10,8) 145,7
3 73,4
4 1,61 (m) 41,5 C-3,C-5eC-6
5 2,26 (m) 24,5 C-4,C-6eC-7
6 6,76 (dt; 7,5; 1,3) 145,7 C-8eC-9
7 128,6
8 171,4
9 1,78 (s) 12,3 C-6,C-7e C-8
10 1,26 (s) 27,5 C-2,C-3eC+4
1 4,45 (d; 7,8) 99,0 C-2’eC-4
2' 3,35 (area de supresséo) 72,6
3 3,15 (t; 9,4) 75,1 C-2',C-4 e C-6
4 4,90 (t; 9,4) 78,8 C-2,C-3eC-8
5 3,33 (area de supresséao) 72,6
6’ 1,25 (d; 6,1) 18,0
5,20 (dd; 17,6; 1,0)
1 115,8 C-2"e C-3”
5,28 (dd; 17,6; 1,0)
27 5,93 (dd; 18,0; 11,0) 145,7
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3”

4”

5”

6”

7”

80,8
1,69 (m) 40,8

2,26 (m) 245

6,81 (dt; 7,62; 1,40) 143,8
128,6

169,3

1,84 (s) 12,3

1,37 () 23,4

C-2”,C-3" e C-5”
C-4”,C-6"e C-7"

C-8"eC-9”

C-6”,C-7" e C-8”

C-2",C-3"e C-4"

"600 MHz, MeOD-d4; "dados obtidos através do HSQC e HMBC
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5. CONCLUSAO
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Com o estudo quimico realizado neste trabalho em residuos madereiros
(caule) nas espécies Inga alba e Inga paraensis, este trabalho contribui para o
conhecimento do perfil quimico do género Inga, bem como para as espécies
estudadas, uma vez que ndo ha na literatura registros de estudos fitoquimicos
realizados nas mesmas. A partir de técnicas tradicionais e modernas de
cromatografia, foi possivel fracionar extratos e fracdes, podendo ser identificadas 5
substancias e elucidada uma. Os esteroides identificados (espinasterona e
espinasterol) sédo reportados pela primeira vez em Inga. Os flavonoides em Inga séo
relatados unicamente em folhas e, neste trabalho, foram identificados em partes
madeireiras de espécie do género, sendo estes a taxifolina, butina e 3-O-
metilquercetina. O derivado do &cido mentiafélico, denominado neste trabalho de
Dapaznideo, € reportado pela primeira vez na literatura, sugerindo que, em
Mimosoideae, ha uma tendéncia para a formagédo destes compostos, uma vez que
substancias similares foram identificadas em duas espécies pertencentes a esta
subfamilia.

O estudo sobre os metabdlitos secundarios nestas espécies é de grande
importancia para o conhecimento das madeiras de Inga da Amazdnia, cuja quimica &
desconhecida e que vém sendo inseridas no mercado para substituir as

tradicionalmente utilizadas pelo setor madeireiro.
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