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RESUMO

A Sextonia rubra (Mez.) van der Werff (LAURACEAE), é a Unica
representante do seu género na Amazoénia brasileira, € conhecida por louro gamela
e explorada pelo setor madeireiro. O objetivo deste trabalho foi estudar o perfil
qguimico das cascas de S. rubra e a atividade antioxidante dos extratos e das
substancias isoladas. As cascas foram extraidas com etanol 70 % v/v. O extrato
obtido foi particionado com os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
butanol, nesta ordem. Apds, o extrato bruto e frac6es foram analisados por ensaios
fitoquimicos em tubos de ensaio e por cromatografia em camada delgada (CCD);
determinados os teores de fendis totais e atividade antioxidante frente ao radicais
DPPH' e ABTS™. As substancias ativas foram isoladas por cromatografia
contracorrente de alta eficiencia (HPCCC), utilizando os modos normal e reverso.
As elui¢Bes das fases moveis ocorreram em modo gradiente nao linear, variando
as proporcdes dos solventes hexano, acetato de etila, metanol, n-butanol e agua.
O extrato LLGO3 (acetato de etila) (11,64 g) apresentou a maior quantidade de
manchas com potencial antioxidante nas CCDs reveladas com DPPH e foi eleito
para o fracionamento. A andlise de perfil quimico em tubos indicou as classes
alcaloides, taninos condensados, fendlicos, terpenos, saponinas e esterdides. Os
extratos polares apresentaram as seguintes concentracdes eficientes (CEso,
pg/mL) para captura dos radicais livres DPPH e ABTS: LLG (bruto): 10,67 e 17,67,
LLGO3 (acetato de etila): 19,27 e 8,99; LL0O4 (n-butanol): 17,77 e 8,25 e LLG05
(residuo hidroalcodlico): 18,37 e 8,00. O fracionamento de LLGO3 por HPCCC
isolou seis substancias: epicatequina (SF13-26, 21,7 mg), acido vanilico (SF14-
11, 10,0 mg, AVA), é&cido protocatecuico (SF14-16, 18,4 mg, APR),
proantocianidina A2 (SF14-24, 3,2 mg, POA A2), rubrenolida (SF16-26, 22,8
mg) e a rubrinolida (SF16-28, 34,5 mg). Os valores de CEso (ug/mL) contra o
ABTS foram: epicatequina (1,93); AVA (2,16); POA A2 (7,22); APR (9,96) e
rubrinolida (18,46). A CEso contra o radical o DPPH?- foi de: epicatequina (13,91);
AVA (39,27) e POA A2 (58,17). Dentre a atividades observadas, destacam-se 0
potencial antioxidante da epicatequina (mais ativa); de AVA, de APR, de POA A2
e a atividade antioxidante inédita da rubrinolida contra o ABTS. Essa pesquisa foi
inédita para S. rubra, apresentando outra opcdo de aproveitamento desse
residuos, para a descoberta de novos produtos naturais com potenciais bioldgicos.

Palavras-chave: Residuos madeireiros, Sextonia rubra, cromatografia contracorrente,
atividade antioxidante.



ABSTRACT

Sextonia rubra (Mez.) van der Werff (LAURACEAE), is the only
representative its genus in Brazilian Amazon, known for Louro Gamela and
exploited by the timber industry. The aim of this research was to study the chemical
profile of S. rubra’s barks and antioxidant activity of extracts and isolated
compounds. The barks were extracted with 70% of ethanol v/v. The extract
obtained was partitioned by hexane, chloroform, ethyl acetate and butanol solvents,
in this order. Afterwards, the crude extract and fractions were analyzed by
phytochemical assays by tubes test and thin layer chromatography (TLC); certain
levels of total phenols and antioxidant activity against DPPH* and ABTS™ radicals
The isolation of active compounds was made by high performance countercurrent
chromatography (HPCCC), using the normal and reversal phases, step gradient
with different proportions of hexane, ethyl acetate, methanol, n- butanol and water.
LLGO3 extract (ethyl acetate) (11,64 g) showed the highest amount of stains with
antioxidant potential on CCDs developed with DPPH®, so it was chosen for
fractionation. The chemical profile of the extracts indicated condensed tannins,
phenolics, terpenes, saponins and alkaloids. The extracts showed the following
efficient concentrations (ECso, pg/mL) to scavenging DPPH and ABTS free radicals:
LLG (crude): 10,67 and 17,67; LLGO3 (ethyl acetate): 19,27 and 8,99; LLG04 (n-
butanol): 17,77 and 8,25 and LLGO5 (hydroalcoholic residue): 18,37 and 8,00. The
fractionation of LLGO3 by CCC provid the substances: Epicatechin (SF13-26, 21,7
mg), Vanillic Acid (SF14-11, 10,0 mg, AVA), Protocatechuic Acid (SF14-16,
18,4 mg, APR), Proanthocyanidin A2 (SF14-24, 3,2 mg, POA A2), Rubrenolide
(SF16-26, 22,8 mg) and Rubrinolide (SF16-28, 34,5 mg). ECso values (ug/mL)
against ABTS were: epicatechin (1,93); AVA (2,16); POA A2 (7,22); APR (9,96)
and rubrenolide (18,46). The ECso against DPPH radical were: epicatechin
(13,91); AVA (39,27) and POA A2 (58,17). Among the activities observed, the
antioxidant potential of epicatechin (more active) stands out: AVA, APR, POA A2
and the unprecedented antioxidant anticity of rubrinolide against ABTS. This
research was unprecedented for S. rubra, presenting another option for using this

residue, for the discovery of new natural products with biological potential.

Keywords: Wood waste, Sextonia rubra, Countercurrent Chromatograph,

antioxidant.
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1. INTRODUCAO

Devido ao tamanho e a diversidade da floresta Amazonica, o Brasil
passou a ser o terceiro maior produtor e consumidor de madeiras em tora do
mundo, ficando atras dos paises india e Indonésia. Essa atividade esta

concentrada nos estados do Amazonas, Mato Grosso e Para (ITTO, 2017).

Tal potencial madeireiro chama a atencdo para a quantidade de
residuos gerada, desde o setor primario até o produto acabado. Os residuos
sdo destinados a processos alternativos de reaproveitamento, porém, nem
tudo consegue destino adequado e acaba gerando montanhas de restos de

material vegetal, que posteriormente sdo abandonadas.

Esse material pode ser analisado aos olhos da quimica de produtos
naturais com finalidade de aplicacdo nas &reas tecnolégicas como quimica
fina, biotecnologia e farmacéutica. Portanto, os residuos madeireiros podem
ser fonte de pesquisa para descoberta de substancias com atividades
bioldgicas, agregando valor a esses remanescentes da atividade madeireira

e trazendo beneficio para a sociedade.

Estudos quimicos dos residuos madeireiros do Amazonas e do Para
encontraram substancias ativas como flavonoides, compostos fendlicos,
terpenos, naftoquinonas e lignanas. Cujas propriedades farmacolégicas
foram positivas para atividade antioxidante e antifiingicas contra Aspergillus
niger, Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum, Sclerotinia slerotiorum,
Macrophomina phaseolina, Candida albicans, Candida gattii, Candida
neoformans em seus extratos alcodlicos (ALVES, 2020; MELO, 2016;
SANTIAGO, 2020; SOUSA et al., 2020).

Os metabolitos secundarios ndo sao necessariamente produzidos em
todas as condi¢fes e, na maioria dos casos, as fun¢des dessas substancias
no organismo ainda ndo sao conhecidas. Entretanto, por sua imobilidade, os
vegetais desenvolveram meios para se defender de alguns herbivoros,
competir com outras plantas, contra patégenos, para lidar com mudancas

climaticas, intensidade de luz solar e deficiéncia de nutrientes. Elas também



produzem metabdlitos para atrair insetos polinizadores e dispersores de
sementes, desempenhando algum papel vital para o bem-estar do produtor
(DEWICK, 2002; PERES, 2019).

Atualmente, diversas fontes de antioxidantes naturais sdo conhecidas
e algumas sdo amplamente encontradas no reino vegetal. De acordo com
seu modo de acao, os antioxidantes podem ser classificados em primarios e
secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia da reacéo através
da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres,
formando o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical
livre. Os antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa de iniciacédo
da autoxidacédo, por diferentes mecanismos que incluem complexacao de
metais, sequestro de oxigénio, decomposicdo de hidroperéxidos para formar
espécie nado radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativacao de
oxigénio radical (HALLIWELL, 2001) .

Considerando a auséncia de dados quimicos dos residuos de S.
rubra, que apontem substancias responsaveis pela capacidade inibitéria de
radicais. E viavel que sejam feitos estudos aprofundados para descobertas
das substancias ativas, para apoiar 0 aproveitamento desses materiais
descartados pelas industrias, pois elas podem apresentar importancia
comercial que agregue valor a matéria prima. Assim, resultando na
diminuicdo do volume descartado no meio ambiente.

O principal foco desta pesquisa € avaliar, isolar e caracterizar os
compostos presentes na casca de Sextonia rubra, baseados na atividade

antioxidante apresentada.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Isolar e Identificar as principais substancias bioativas responsaveis
pelo potencial antioxidante dos residuos madeireiros (cascas) da espécie

Sextonia rubra (Mez) van der Werft.

2.2. Especificos

Analisar o perfil quimico dos extratos das cascas por meio de reagfes em
tubos de ensaio e por cromatografia em camada delgada;

Determinar as concentracdes eficientes de inibicdo dos radicais DPPH" e

ABTS" dos extratos e das substancias isoladas;

Desenvolver uma metodologia para fracionamento dos extratos e isolamento
das substancias ativas utilizando a técnica cromatografia contracorrente de
alta eficiéncia (HPCCC);

Monitorar o isolamento das substancias ou misturas por bioautografia
utilizando a capacidade de sequestro de DPPH" (2,2-Difenil-1-picrilhidrazila)
por CCD;

Avaliar os perfis das fragGes por CCD e Espectrometria de Massas (EM);

Elucidar os produtos naturais isolados, utilizando EM e RMN uni e
bidimensionais (*H, 3C, DEPT-135, HSQC, HMBC e COSY).



3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1. A exploragdo madeireira e seus residuos

Juntamente com a mineracdo e a agropecudria, a exploracdo
madeireira € uma das atividades mais importantes para a economia na
Amazoénia brasileira, refletindo diretamente no desenvolvimento de dezenas
de municipios da regido (VERISSIMO et al., 2006). Na figura 1, estéo
exemplares de toras exploradas no sul do Amazonas, dentre elas estédo

Copaiba Preta, Angelim Pedra, Sucupiras, Jatoba do Serrado e Louros.

FIGURA 1. Exemplares de espécies brasileiras exploradas no sul do Amazonas.
(https://www.wwf.org.br/informacoes/noticias_meio_ambiente e natureza/?42822#)
Acesso em: 23/04/21.

Os estados do Para, Rondbnia e Amazonas foram 0s que mais
produziram madeira em tora na regido norte nos ultimos anos. Cerca de 30
milhGes de metros cubicos foram produzidos até 2017. Dos 14,2 milhdes de
m3 de madeira que foram exploradas até 2010, cerca de 5,8 milhdes de m3
foram empregados no processo de fabricagdo em tora, entretanto, apenas
15 % do material processado possui alto valor comercial e os 85 % restantes
vao para fabricacdo de materiais de baixo valor agregado.

O que nao é aproveitado das arvores, correspondendo a 8,4 milhdes
de metros cubicos (59 %), foi considerado como residuo do processamento.

Cerca de 75 % de desse residuo foi usado na geracdo de energia e 25 % foi
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descartado, gerando montanhas de residuos madeireiros (D’ARACE et al.,
2019; HUMMEL et al., 2010). E importante destacar que esses dados se
referem apenas ao tronco da arvore, ndo estao inclusos dados das demais
partes da planta como galhos, folhas e raizes que normalmente ficam no
local de coleta das arvores.

A figura 2 mostra a imagem de residuos descartados na cidade de

Envira, municipio do estado do Amazonas.

FIGURA 2. Montanha de residuos madeireiros de uma empresa localizada no Amazonas.

(GUIMARAES, A. C., 2013).

Muitas dessas industrias de base florestal apresentam maquinario
obsoleto, gerando grande quantidade de residuos que na maioria das vezes
ndo sao aproveitados, causando problemas operacionais na proépria
industria. Essa problematica ndo esté restrita a atividade extrativista, pois 0s
residuos madeireiros sdo gerados em toda cadeia produtiva, entretanto, o
processo primario gera a maior parte deles (MINILLO, 2017).

De acordo com empresas participantes de um estudo, as espécies
beneficiadas pelas industrias de compensado s&o, principalmente, virola,
copaiba, muiratinga, sumauma e caucho, nas serrarias e movelarias
geralmente séo: cerejeira, cedro, mogno, angelim-pedra, louro-gamela,

louro-inhamui, louro-preto, louro-puchuri e sucupira. Na tabela 1 estédo



listadas as espécies exploradas nas regides entorno de Manaus (SALES-
CAMPOS; LI; VIANEZ, 2000).

TABELA 1. Espécies madeireiras exploradas nas regifes proximas a Manaus (SALES-
CAMPOS; LI; VIANEZ, 2000).

Nome popular Nome Cientifico Familia
Acaru Hura crepitans L. Euphobiaceae
Andiroba Carapa guianensis Aubl. Meliaceae
Angelim-Pedra Hymenolobio pulcherrimum Ducke Fabaceae
Angelim Hymenolobio ssp. Fabaceae
Angelim-rajado Marmaraxylon racemosum (Ducke) Kilip Mimisaceae
Caucho Castiloa ulei Warb. Moraceae
Cedro Cedrella odorara L. Meliaceae
Copaiba Copaifera multijuga Hayne Caesallpinaceae
Cerejeira Torresea acreana Ducke Fabaceae
Jacareulva Calophyllum brasiliensis Camb Clusiaceae
Louro-inhamui Ocotea cymbarum H. B. K. Lauraceae
Louro-Gamela Nectandra rubra (Mez) C. K. Allen Lauraceae
Louro Ocotea spp. Lauraceae
Macacarecuia Couroupita guianensis Aubl. Lecythidaceae
Macaranduba Manikara spp. Sapotaceae
Mogno Swetenia macrophylla King. Meliaceae
Muiratinga Maquira coriacea (Karsten) C. C. Berg. Moraceae
Sucupira Bowdichia nitida Sprue ex Benth Fabaceae
Sumauma Ceiba pentandra Gaertn Bombacaceae
Ucuuba branca Virola surinamensis Warb Myristicaceae

Legenda: Em negrito, a espécie Nectandra rubra atualmente é identificada por Sextonia
rubra (WERFF, 1997).

Muitas espécies vegetais que sdo exploradas e altamente valorizadas
no setor madeireiro, possuem pouco ou nenhum estudo sobre seu perfil
guimico e atividade biologica. Informacdes poderiam levar a um
entendimento abrangente da acdo de seus metabdlitos secundarios e

consequentemente a identificacdo e aplicacdo de produtos naturais
conhecidos ou inéditos (GRANATO et al., 2005).

3.2. Radicais livres e antioxidantes

Um antioxidante € aquela substancia que, quando presente em baixas

concentragcbes comparadas com as de um substrato oxidavel, retarda ou



previne significativamente a oxidagdo desse substrato. Os antioxidantes
podem ser classificados em primarios, sinergistas, removedores de oxigénio,
biolégicos e agentes quelantes (HALLIWELL, 2001; MESSIAS, 2009).

O termo antioxidante € bem abrangente, visto que em cada area de
aplicacdo tem seu proprio antioxidante para funcao especifica. Na ciéncia de
alimentos, sao indicados alimentos para inibicdo da peroxidacéo lipidica, nos
museus 0s curadores usam antioxidantes para preservar os artefatos
organicos, na industria de polimeros sdo usados produtos para controlar a
polimerizacao na fabricagdo da borracha, plasticos e tintas, além disso, usam
os inibidores de oxidacao para proteger as superficies da luz ultravioleta
(HALLIWELL, 2001).

3.3. Métodos de analise de capacidade antioxidante

Os principais ensaios de capacidade antioxidantes séo classificados
em duas categorias: Ensaios baseados em reacgfes de transferéncias de
proton (H*) e em reacfes de transferéncia de um elétron, os quais destinam-
se a medir a capacidade de eliminacdo de radicais (oxidantes). Os
procedimentos descritos a seguir sdo baseados em rea¢des quimicas in
vitro, ndo apresentando nenhuma similaridade com o sistema bioldgico,
como biodisponibilidade, estabilidade in vivo, reteng&o do antioxidante pelos
tecidos e reatividade (ARAUJO, 2008; HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

Um dos métodos mais populares atualmente € baseado no uso do
radical livre difenilpicril-hidrazila (DPPH®) que possui o parametro
concentracdo equivalente (CEso) usado para interpretacdo dos dados do
método experimental.

A deslocalizacdo do elétron da origem a estabilidade da molécula e
origina a cor violeta, caracterizada por uma banda de absor¢cdo no
comprimento de onda 520 nm (MOLYNEUX, 2004).

Quando a solucéo do radical DPPH reage com uma solugao doadora
de hidrogénio, ocorre um processo de reducéo e a cor violeta muda para o

tom amarelo palido residual do grupo picril, como ilustrado na figura 3.
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FIGURA 3. Reacéo do radical DPPH com um antioxidante.
(<http://chimactiv.agroparistech .fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe> Acesso
em: 23/05/2021).

Outro método usual para indicacao de capacidade antioxidante é o de
sequestro do cation radical (ABTS+*) [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico)]. E um método de rastreamento de atividade antioxidante,
apresentando descoloracéo aplicavel a antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos
incluindo flavonoides, hidroxicinamatos, carotenoides e antioxidantes
plasmaticos em substancias puras e extratos(MILLER et al., 1993; MILLER,;
RICE-EVANS, 1996; RE et al., 1999; RICE-EVANS; MILLER, 1994).

O contato de antioxidantes ao cétion radical pré-formado reduz a
ABTS, em uma extensao e escala de tempo, dependentes da capacidade e
da concentracéo do antioxidante. Assim, a inibicdo € determinada em funcao
da concentracao e do tempo, e calculada em relacdo a atividade do reagente
Trolox (padrao), nas mesmas condi¢cdes, absorvendo nas bandas 415 nm,
645 nm e 734 nm (MILLER et al., 1993; MILLER; RICE-EVANS, 1996; RE et
al., 1999; RICE-EVANS; MILLER, 1994).
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FIGURA 4. llustracéo do radical ABTS com um antioxidante. (BECKER et al., 2019)
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3.4. Cromatografia contracorrente (CCC)

E uma técnica cromatografica liquida sem qualquer suporte solido. A
particdo do soluto ocorre entre dois liquidos imisciveis compostos por
misturas de solventes. A proporg¢ao relativa dos solutos da amostra em cada
uma das fases, esta relacionada aos seus respectivos coeficientes de
particdo. Essa técnica tem ampla aplicacéo, podendo separar desde ions até
macromoléculas (BERTHOD et al., 2009; ITO, 1981; MARSTON;
HOSTETTMANN, 2006).

A constante de distribuicdo (K) pode ser expressa como a
concentracdo de um soluto na fase superior dividida pela concentracdo do
composto na fase inferior. Em um sistema de solventes, onde o valor de K
de uma amostra é particularmente 1, é considerado o sistema ideal para o
fracionamento. A deciséo de qual fase (superior ou inferior) sera a fase mével
€ menos importante quando K=1, pois o volume de retencdo sera muito
semelhante em ambos os modos. Define-se como ponto ideal na CCC o
intervalo entre os valores 0,4 e 2,5 (FRIESEN; PAULI, 2005).

A maior parte dos sistemas de solventes sdo misturas de trés ou
guatro solventes, sendo um deles a dgua e o restante solventes organicos,
gue apoés estabilizacdo, formam duas fases que sdo chamadas de fase
inferior e superior. Para a separacao eficaz de substancias em uma ampla
faixa de polaridade, sdo normalmente usados os solventes hexano, acetato
de etila, butanol, metanol e &gua em variadas proporcdes
(BUTTENBENDER; SIMON; VOLPATO, 2018; FRIESEN; PAULLI, 2007).

3.4.1. Movimento planetéario de bobina do tipo J

A figura 5 ilustra o eixo de apoio da coluna rotacionando em
movimento planetario do tipo J. O arranjo de engrenagens 1:1 € quem
possibilita o giro planetario ocorrendo ha mesma velocidade. O suporte com
a coluna gira em torno do seu proprio eixo, enquanto gira entorno do eixo da

centrifuga na mesma velocidade angular e na mesma direcao. As duas fases



liguidas passam por movimento em contracorrente para separar

completamente as fases superior (saindo pelo lado da cabeca) e inferior que

sai pela cauda. (ITO, 2005, 2014).

Este movimento planetario oferece as duas principais funcdes para HPCCC:

e E um sistema de eluicio sem selo mecanico, de modo que a fase moével
tem eluicdo continua pela coluna de separacéo rotativa;

¢ Produz movimento hidrodindmico Unico de duas fases de solventes dentro
da coluna em espiral de multiplas camadas, devido ao efeito do parafuso
de Arguimedes (ITO, 2005).

Bobina com a coluna em espiral em varias camadas

Giro planetario

Eixo de rotagao

’} 1 '''''

Suporte solar estacionario

Eixo de revolugaol/translagao —

w

FIGURA 5. Esquema do suporte que sustenta a bobina multicamada. Adaptado de (ITO,
2005).

Legenda: Sao observados os eixos de rotagdo e de revolucdo onde ocorre 0 movimento
planetario, o qual evita a tor¢do do feixe de tubos de fluxo, permitindo a eluicdo continua

das fases por meio de uma coluna giratéria.

3.4.2. Equilibrio Hidrodindmico
Quando duas fases de solventes imisciveis sdo introduzidas em uma
coluna enrolada com as extremidades fechadas, a rotacdo separa as fases
completamente ao longo do comprimento do tubo, onde a fase menos densa
ocupa a cabeca e a fase mais densa ocupa a cauda (ITO, 2014).
Observa-se nafigura 6A o equilibrio hidrodinamico bilateral das duas

fases, eficientemente utilizado para realizar CCC de alta velocidade
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representado em colunas retas. Nessa condi¢cao, indica que se a fase branca
for introduzida pela cauda, ela se movera até a cabeca e no contrario, a fase
preta se movera da cabeca a cauda. Na ilustracédo da coluna em (B) ha um
sistema bifasico de CCC, o qual mostra as duas fases se movendo na
mesma direcdo e sentidos contrarios (movimento contracorrente). Na
representacdo C esta o sistema de separacdo CCC padrao, entretanto com
os tubos de alimentacéo de cada fase e de alimentacdo da amostra de modo
gue uma das fases seja forcada a permanecer na coluna, no caso, a fase
estacionéria (ITO, 2014).

Mecanismo CCC de alta velocidade

A

Equilibrio hidrodinamico bilateral em
uma coluna fechada
Cauda

Cabeca

Sistema de contracorrente duplo
- = o i g

Cabeca § [:] E Cauda

Entrada da amostra

C

Modo de eluigdo de um sentido

—

Cabeca -— % Cauda
é Fluxo

FIGURA 6. Mecanismo de cromatografia contracorrente de alta velocidade. Adaptado de
(ITO, 2014).

Legenda: A: Demonstracdo da parte interna de uma coluna reta em equilibrio hidrodinamico;
B: Sistema bifasico em movimento contracorrente; C: Modo de eluicdo em sentido Gnico com
as fases separadas mantendo a fase estacionaria retida na coluna enquanto a fase moével
elui.

A figura 7 A mostra um esquema do movimento de distribuicdo das
duas fases submetidas ao movimento planetario do tipo J por iluminacao
estroboscopica, a qual permite que um dispositivo Optico registre o
movimento continuo e em alta velocidade fazendo com que o objeto

analisado pareca estar parado. E observada a zona de mistura préxima ao
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eixo central de rotac&o e a zona de separacéo . (ITO, 2014; LABURU; SILVA,
1999) .

Na figura 7 B esté ilustrada o processo em um unico loop espiral. As
duas fases sao misturadas no tubo quando passa pelo eixo de revolugéo e
sdo separadas ao se distanciar do mesmo. Observando as setas curvas
apontadas para cima esta o sentido em que a fase inferior esta indo e as
setas para baixo indicam o sentido da fase superior, sob um forte campo de
forca centrifuga. Neste momento ambas estdo em migracéo, isso indica que,
embora a fase estacionaria esteja confinada na coluna, ela ndo esta estatica,
uma vez que repete ativamente o movimento em contracorrente com a fase
movel (ITO, 2014).

Movimento contracorrente em sistema
B CCC hidrodinamico

T

Zona de sedimentagido

F.S. F.S.

F.l.

< Zona contracorrente —»

Zona de mistura

Cauda Cabega )
a YT —m | Eixo de translagdo/revolugdo
CITTmmmm T D I
Cm— {11111 M 11111144 D 1
( MLLLLLELAD L L =y v

FIGURA 7. Movimento hidrodindmico de duas fases dentro de uma coluna espiralada em
um suporte de movimento planetéario do tipo J. Adaptado de (ITO, 2014).

Legenda: (A) Observacéao do interior do tubo; (B) Movimento contracorrente de duas fases
em uma parte da coluna em espiral.

A eluicdo por gradiente pode ser feita de varias maneiras, alguns
exemplos séo eluicéo linear, eluicdo nao linear e de pH. O principal uso do
gradiente é encurtar a duracéo do fracionamento e melhorar a resolucéo da

andlise, principalmente quando a faixa de retencdo da amostra a ser
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purificada est4 se ampliando e os compostos ndo podem ser purificados no
modo isocratico. Em equipamentos hidrodinamicos, a FE € mantida no
interior da coluna devido ao campo de forca centrifuga gerado no
equipamento quando realiza o movimento planetario (BUTTENBENDER,;
SIMON; VOLPATO, 2018; LEITAO; COSTA, 2015).

A cromatografia contracorrente esta ganhando espaco como uma
técnica de separacéao viavel na quimica de produtos naturais, bom como em
outras areas. Considerando a ampla variedade de sistemas de solventes que
podem ser usados, com um amplo espectro de polaridades. Podem ser
separados dos extratos brutos a fragcdes, em escala analitica ou preparativa,
desenvolvendo uma metodologia para cada matriz real e complexa em
andlise (FRIESEN; PAULI, 2007; HUANG et al., 2016; LEITAO; COSTA;
FIGUEIREDO, 2009).

No laboratério de Quimica de Produtos Naturais (Departamento de
Quimica-ICE), existe um equipamento HPCCC do modelo Spectrum da
Marca Dinamica Extraction. Este € Unico no Amazonas e apoia o isolamento
das substancias ativas oriundas de residuos madeireiros, mostrando o

potencial tecnoldgico deste material na area da quimica.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

41. A familia Lauraceae

A familia Lauraceae pertence a ordem das Laurales na subdivisdo das
angiospermas. Geralmente sdo arvores e arbustos, exceto a Cassytha L.
(uma herbacea parasita), sua ocorréncia tem distribuicdo predominante
tropical e é especialmente diversificada na regido sudeste da Asia, norte da
América do Sul, Oceania e no sul da Africa. Podendo existir também
representantes nas regiées temperadas conforme mostrado na figura 8. E
constituida por cerca de 50 géneros e um numero estimado entre 2500 e
3000 de espécies (ALVES et al., 2018; CHASE et al., 2016; ROHWER, 1993;
VAN DER WERFF, H., RICHTER, 1996).

R

FIGURA 8. Distribuicéo geografica da familia Lauraceae.
<http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/orders/lauralesweb.htm> Acesso em
25/04/21.

E apreciada pelo seu potencial econdémico, sendo uma das familias
botdnicas com maior numero de espécies madeireiras comerciais,
distribuida amplamente em toda Amazodnia com destaque para as espécies
pertencentes aos géneros Ocotea, Nectandra e Mezilaurus, popularmente
conhecidas por canelas, loureiros e embuias, ou no ramo alimenticio e

fabricacdo de cosméticos, como exemplo o abacateiro (Persea americana
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Mill.), cujo fruto € comercializado pela maior parte da América e o 6leo
extraido do mesocarpo e de sua semente € matéria prima de cosméticos
(CYSNEIROS et al., 2018; QUINET, 2006).

Estudos de espécies da familia apresentaram substancias bioativas
nas classes dos alcaloides, compostos fendlicos, terpenos, lactonas, entre
outros metabdlitos secundarios que possuem propriedades antioxidantes,
antitumorais, larvicidas, acaricidas e fungicidas (GARCEZ et al., 2016).

De acordo com (YAMAGUCHI; ALCANTARA; DA VEIGA, 2012),
foram relatados resultados positivos para testes de atividade antioxidante
nos galhos de quatorze espécies de Lauraceae, dentre os quais, Licaria
matiniana, Ocotea minor e Sextonia rubra apresentaram resultados
aproximados aos do padrdo Quercetina (CEso= 4,13 pug.mL?) (Tabela 2)
tornando-as aptas a futuros ensaios bioguiados visando anadlises

guantitativas, isolamentos e elucidacfes estruturais das substancias ativas.

TABELA 2. Resultados dos testes quimicos de capacidade antioxidante de galhos de
espécies de Lauraceae (YAMAGUCHI; ALCANTARA; DA VEIGA, 2012).

Espécie botanica CEso + DP (ug.mL™)
Aniba panurensis 27,586 + 2,199
Aniba roseodora 25,209 + 0,186

Dicypellium manauense 16,814 + 0,486

Endlicheria citriodora 42,78 £ 0,53

Endlicheria sericea 50,92 £ 0,96

Licaria cannella angustata 29,349 + 0,245
Licaria matiniana 6,956 + 0,131
Mezilaurus dukei 13,494 + 0,484
Ocotea ceanothifolia 15,64 + 0,72
Ocotea leucoxylon 50,68 + 0,64
Ocotea minor 9,08 +0,51
Rhodesiemonene  ero:270
Rhodos:ggjor\r)gdaphne 128,26 + 1,07
Sextonia rubra 8,105+ 1,152

Legenda: CEso= concentragéo eficiente para reagir com 50% dos radicais na solugéo.
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4.2. 0O género Sextonia

O género Sextonia é composto atualmente por duas espécies
arboéreas: S. pubescens (van der Werff) e S. rubra (Mez) van der Werff. Sao
arvores de grande porte encontradas apenas na regido norte da América do
Sul. A espécie S. pubescens tem ocorréncia conhecida apenas na Amazonia
peruana na regiao de floresta primaria ndo inundada, podendo crescer até
25 m de altura (WERFF, 1997). Nao foram encontrados estudos quimicos
nem farmacoldgicos sobre a espécie peruana até o momento da realizagcéo
deste trabalho.

Este género foi criado quando ndo houve mais a possibilidade de
classificar S. rubra nos géneros Ocotea ou Nectandra. Este fato ocorreu
devido uma série de observagBes incomuns em relagdo a sua anatomia
(tépalas, flores, ovario, estames e fruto) que diferia de todas as outras
espécies de Ocotea e dos demais géneros da familia, pois ndo havia outra
espécie com tépalas desiguais e a maioria das caracteristicas anatdbmicas
da Ocotea rubra, como era na época chamada, eram consideradas como
raras (ROHWEN, J. G., RICHTER, H. G., VAN DER WERFF, 1991).

Também foram consideradas as diferencas morfoldgicas entre
Ocotea e o0 Sextonia (VAN DER WERFF, H., RICHTER, 1996). Portanto, a
proposta de um novo género fora apoiada pelas diferencas de anatomia da
madeira e das cascas, embriologia, e tipos de inflorescéncia, tornando a
descricdo de um novo género muito bem justificada (VAN DER WERFF,
1997).

4.3. A espécie Sextonia rubra (Mez.) van der Werff

A Sextonia rubra é uma espécie arbérea de grande porte (os
individuos chegam a 45 m) restrita ao norte da América do Sul conforme
ilustrado na figura 9, existindo apenas nas Guianas, Venezuela e Amazébnia
brasileira até o estado do Amapa. (RODRIGUES, 2010; WERFF, 1997).
Pode ser pesquisada também pelos nomes Ocotea Rubra e Nectandra

Rubra devido ao seu percurso histérico de reorganizagdo de género
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botanico, entretanto, existem poucos registros de estudos quimicos e das

atividades biologicas apenas com a sinonimia Nectandra rubra.

FIGURA 9. Distribuicéo geogréfica da espécie Sextonia rubra.

<(https://lwww.discoverlife.org/mp/20m?kind=Sextoniatrubra>. Acesso em: 27/04/2021).

4.3.1. Exploracdo madeireira

A S. rubra popularmente conhecida por Louro-gamela e Louro-
vermelho & uma espécie muito apreciada no setor madeireiro, sua madeira
nao possui odor ou gosto caracteristicos e apresenta o alburno e cerne em
tons de marrom-amarelado claro (Figura 10). Suas principais aplicacdes sao
na fabricacdo de méveis, construcdo civil, caixilhos e quadros de portas
(FLORESTAL, 2020).

FIGURA 10. Sextonia Rubra. A: Arvore; B: Casca; C: Secéo transversal; D: Corte tangencial; E:

Tora. hitps:/Ipf.florestal.gov.br/pt-r/?option=com_madeirasbrasileiras&view=especieestudada&especieestudadaid=167.

Acesso em: 29/04/2021).
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Embora seja uma das espécies mais valorizadas e exploradas na
atividade madeireira, a S. rubra possui poucos estudos em relacdo ao seu
perfil quimico e propriedades medicinais. As suas cascas tornam-se um
problema ambiental, pois a exploracao da espécie ndo € focada nas mesmas
e sim nas toras. Portanto, estudos que agreguem valor a esses residuos sao
viaveis para que sejam atribuidas utilidades a essa matéria prima, pois
apresenta substancias ativas com potencial antioxidante no seu extrato
bruto. Apds extracdo das substancias de interesse tecnoldgico, o residuo
poderia ser destinado a outra finalidade, por exemplo, para obtencdo de

energia.

4.3.2. Propriedades biolégicas e substancias isoladas

Estudos realizados em S. rubra apresentaram capacidade antioxidante
(tabela 2) e auséncia de potencial anticolinesterasico nos extratos alcoolicos
das folhas e galhos (YAMAGUCHI; ALCANTARA; DA VEIGA, 2012).
Também foi positivo para atividade inseticida contra a larva do Aedes aegypti
a partir dos extratos acetato de etila das serragens e das cascas. Os estudos
do produto do extrato responsavel pelas propriedades larvicidas gerou
patente em 2017 (FALKOWSKI et al., 2016, 2017, 2020).

Segundo (RODRIGUES et al., 2011, 2010), o extrato da madeira de S.
rubra apresentou interessante capacidade termiticida, uma vez que foi
observada sua resisténcia natural a cupins, e extratos do alburno e do cerne
apresentaram alta capacidade contra fungos dermatéfitos e baixa atividade
citotoxica em células fibroblastos de mamiferos NHI-3T3.

Os estudos acima citados comprovaram que as substancias ativas
responsaveis pelas atividades bioldgicas, foram as lactonas rubrenolida (1)
e rubrinolida (2) (figura 11). Sendo os produtos naturais isolados e
caracterizados dos extratos de S. Rubra pela primeira vez em 1977, quando
ainda era conhecida por Nectandra rubra (FRANCA; GOTTLIEB; COXON,
1977). Vale ressaltar que naquele artigo ndo foram mencionados o local de

coleta, o 6rgao da planta utilizado, nem pais da planta estudada.
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(1) Rubrenolida o

(2) Rubrinolida

OH

Z

FIGURA 11. Lactonas isoladas dos extratos dos galhos de S. rubra.

Em estudos com analises de fragmentacdo de massas no modo
positivo, foram encontradas mais trés lactonas dos extratos do alburno e das
cascas de S. rubra, além das lactonas ja mencionadas rubrenolida (m/z 299)
e rubrinolida (m/z 297). Foram identificadas como Isozuihoenalida (m/z 279),
y- Lactona 2 (m/z 381) e y- Lactona 3 (m/z 383) mostradas na figura 12 (FU
et al., 2019).

HO

Isozuihoenalida

AcO y- Lactona 2

AcO

0 y- Lactona 3

FIGURA 12. Lactonas caracterizadas por espectrometria de massas de alta resolucdo dos
extratos polares de S. rubra.
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Nas analises de Oleos essenciais, foram encontradas cerca de
guarenta e duas substancias extraidas das folhas frescas e galhos do louro-
gamela, entre as majoritarias estdo monoterpenos e sesquiterpenos (figura

13) (ALCANTARA; YAMAGUCHI; DA VEIGA JUNIOR, 2013).

©» ok

Alfa-pineno Canfeno Beta-pineno Canfora Beta-sileneno
;jOH
E ? F 3 HO

Linalol Para-cimeno Limoneno
Alfa-Terpineol Beta-cariofileno

gy

PN
Alfa-amorfeno Alfa-copaeno Beta-elemeno Germacreno D
X
ML/ X
Mirceno Alfa-bergamoteno

Alfa-humuleno

FIGURA 13. Principais substancias terpénicas encontradas nos 6leos essenciais de S. rubra
indicadas por CG-EM.
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Devido a escassez de estudos fitoquimicos do género Sextonia, por ndo
haver dados da espécie S. pubescens, foram pesquisados perfis quimicos e
atividades bioldgicas dos extratos polares de quatro espécies de Nectandra
spp. para o embasamento deste trabalho.

Pesquisas de atividade biolégica com as espécies Nectandra
cissiflora, N. cuspidata, N. gardineti e N. megapotamica, identificaram
substancias com propriedades antioxidantes, antitumorais, larvicidas,
acaricidas e fungicidas. Pertencentes as classes de flavonoides, flavonoides
glicosilados, lactonas, cumarinas, sesquiterpenos, acidos sesquiterpénicos,
fenilpropanoides e derivados do acido galico (figura 14) (GARCEZ et al.,
1999, 2009, 2010, 2016).

Na tabela 3 estéo listados os nomes das estruturas apresentadas na
figura 14 Essas substancias foram extraidas de extratos alcoolicos de frutos,
folhas e cascas do caule. Nota-se presenca predominante de &cidos
terpénicos e fenilpropanoides. Também é observado na estrutura 1 um
esqueleto de lactona muito semelhante as identificadas nos extratos de S.

rubra, apresentando semelhanca entre as espécies de ambos os géneros.
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Figura 14. Estruturas das substancias encontradas em quatro espécies do género

Nectandra que responsaveis pela atividade biolégica de seus extratos.
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Tabela 3. Substéncias encontradas nos extratos alcodélicos de espécies de Nectandra, cujas estruturas estdo demonstradas na fig. 6.

Espécie N° Substancia Classe Orgéo Referéncia
1 Isolancifolideo Lactona Fruto
2 Fraxidina Cumarina Folhas
_ 3 Fraxidina-8-O-B-D-glicopiranosideo Cumarina Folhas

N. gardneri . . (GARCEZ et al., 1999)
4 Quercetina Flavonoide Folhas
5 Quercitrina Flavonoide Folhas
6 Canferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo Flavonoide Folhas
7 Elemicina Fenilpropanoide
8 Isoelemicina Fenilpropanoide
9 . -epOxi- -cariofi Sesquiterpeno

N. megapotamica Tra,”s 1(10)-epoxi-4(15)-cariofileno q, ) P Cascas do caule (GARCEZ et al., 2009)

10 Acido 3,4,5-trimetoxibenzéico Acido
11 ()-eritro-1-(3,4,5- trimetoxifenil)-1,2-propanodiol Fenilpropanoide
12 (2)- treo-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,2-propanodiol Fenilpropanoide
13 Acido costico
14 12-carboxieudesmano-3,11(13)-dieno
15 Acido viscico .

N. cissiflora 16 Aci 4sti Acidos Cascas do caule
17 Acido 3alfa-hidroxiisoiphion-11(13)-en-12-oico (GARCEZ et al., 2010, 2016)
18 Acido 5-beta-hidroxi-4-oxo-11(13)-desidroiphionan-12-oico
19 Aci Hsti Sesquiterpeno

N. cuspidata Acido costico q P Folhas
20 7- Megastigmen-38,68,9¢-triol Megastigmano
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Reagentes, materiais e equipamentos utilizados

5.1.1. Materiais
Placas cromatograficas de silica Gel 60 F254 (Sigma-Aldrich); fitas para
medicdao de pH (Macherey-Nagel) e microcapilares graduados (Sigma-
Aldrich).
5.1.2. Equipamentos
Balanca analitica (Marte); balanca analitica (Shimadzu); chapa
aquecedora (Corning PC-4200); manta aquecedora 12000 mL (Fisaton);
evaporador rotativo (Fisaton); banho ultrassénico (Quimis); capela (Quimis);
bomba de vacuo — sl 061 (Solab); banho maria sl 150 (Solab); moinho de
Facas (Solab); estufa de circulagio forcada de ar (Nova Etica), TLC
visualizer (Camag), HPCCC (Dinamica), Espectrometro de massas (Termo
Scientific) e Espectrébmetro de Ressonéancia Magnética Nuclear (Brucker
Avancer 500 MHz).

5.2. Reveladores quimicos

Alguns reveladores foram produzidos para as cromatografias em
camada delgada utilizadas nos processos de prospecgdo quimica em
cromatoplacas e ensaios de bioautografia, a seguir estdo os procedimentos

abordados em cada revelador.

e Vanilina sulfarica:

Foram adicionados 5 mL de acido sulfirico concentrado
cautelosamente em 100 mL de etanol para formar a solugdo A. A solugéo B
foi preparada dissolvendo 1 g de vanilina em etanol. Em seguida, a solugao
foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi
completado com o solvente. As solucdes A e B foram misturadas em igual
volume para revelar as placas cromatograficas. Observacao: Revelar com
aguecimento a 100 °C (WAGNER; BLADT, 1996).
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DPPH:

Foram dissolvidos 2,4 mg de DPPH" em alcool metilico completou o
baldo volumétrico até 100 mL, depois de pronta, a solucéo transferida para
um frasco ambar (RUFINO et al., 2007).

NP/PEG:

Preparo da solugdo do NP: Foi dissolvido 1 g do
difenilboriloxietilamina em 100 mL de metanol.

Preparagcdo da solucdo de PEG: foram dissolvidos 5 g de
polietilenoglicol em 100 mL de etanol.

Para revelacdo da CCD, foi aplicada primeiramente a solucdo de NP
na placa que foi deixada secando por 5 minutos. Apés seca, a solucdo de
PEG foi aplicada (WAGNER; BLADT, 1996).

Anisaldeido:

Foram misturados 5 mL de anisaldeido, 5 mL de &cido sulftrico
concentrado, 1 mL de acido acético glacial e 90 mL de etanol. A revelacao
da CCD foi realizada com a aplicacdo da solucdo sobre a placa, que em
seguida, foi aquecida a 100 °C (ARAUJO, 2019).

Sulfato cérico:

Foram dissolvidos 2 g de sulfato cérico em 55 mL de &cido sulfarico
concentrado imerso em um banho de gelo, em seguida completou com 1000
mL de agua destilada em um bal&o volumétrico de 1 L (GUIMARAES, 2005).

5.3. Coleta e tratamento do material vegetal e obtencéo dos extratos

A coleta das cascas de Sextonia rubra foi realizada na empresa Mil
Madeiras Preciosas Ltda. A sede da empresa Mil Madeiras localiza-se no
municipio de Itacoatiara-AM, km 01 da rodovia AM-363 (Silves-Itapiranga),
a qual se tem acesso a partir do km 227 da rodovia AM-010 (Manaus-
Itacoatiara). A empresa atualmente conta com uma area total de 506.698,60
hectares e as fazendas onde se concentram as atividades em regime de
Manejo Florestal certificado pelo FSC, somam uma area de 202.104,76
hectares entre os municipios de Itacoatiara, Silves e Itapiranga (FREITAS,
2017).
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Foi realizada uma raspagem na superficie das cascas com lamina de
corte para a retirada de impurezas, em seguida, utilizou a estufa a 40°C para
a secagem do material, apds trés dias ocorreu a trituracdo das cascas no
moinho de facas (Solab). Foram pesados 1578 g do material vegetal em p6
e submetidos a extragéo sob refluxo por cinco dias seguidos com solucéo de
etanol 70 %, aquecido por manta aquecedora (Quims) a 60 °C e o solvente
foi condensado com circulador de agua gelada (Huber) a 10 °C.

ApOs a extracao, a solugdo hidroetandlica foi filtrada e concentrada em
evaporador rotativo (Fisatom). O volume do extrato concentrado foi dividido
igualmente e armazenado em frascos ambares com 820 mL cada. Um dos
volumes dividido do extrato foi seco em cépsulas de porcelana no banho-
maria (Solab) e o outro fora fracionado em funil de particdo. Na porcao
fracionada, foram usados os solventes: hexano (CsHu14), cloroférmio (HCCls),
acetato de etila (C4HsO2) e n-butanol (C4H100), respectivamente, na ordem
crescente de polaridade. Apos a secagem, os extratos foram transferidos
para seus respectivos frascos, seus rendimentos foram determinados. Eles
foram identificados como LLG (extrato bruto), LLGO1l (hexano) LLGO02
(cloroférmio), LLGO3 (acetato de etila), LLG04 (n-butanol) e LLGO5 (residuo

hidroalcodlico).

5.4. Espectrometria de Massas

As analises dos extratos, fracbes e substancias isoladas foram
realizadas no Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas
(LABCEM) na Central Analitica-UFAM. Utilizou o espectrémetro de massas
LQC Fleet (Thermo Scientific®), com a fonte de ionizacdo ESI (Eletronspray
lonization), programada nos modos de ionizacao positivo e negativo.

As amostras foram diluidas até a concentracao de 10 ppm em metanol
grau HPLC, e foram injetadas diretamente no looping do aparelho com uma
seringa. Os espectros foram processados no programa Xcalibur 2.0.7 para

observacao dos perfis das fracfes e das fragmentacfes dos ions.
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5.5. Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear uni de
bidimensionais (RMN 1D/2D) das substancias isoladas foram registradas
pelo aparelho Bruker Avance Ill 500 operando a 11,75 Tesla (500 MHz para
RMN de 'H e 125 MHz para RMN de *C). As amostras foram solubilizadas
em metanol deuterado (CD3OD). Os espectros foram interpretados e

extraidos pelo software Topspin.

5.6. Testes indicativos de classes quimicas nos extratos

Os extratos foram avaliados por ensaios em tubos, verificando as
mudancas de cores causadas por reacdes quimicas nas solucdes das

amostras seguindo a metodologia de MATOS (2009).
5.6.1. Caracterizacao de fendlicos

Testes realizados com as amostras de LLG, LLG03, LLG04 e LLGO5,

seguindo quatro etapas:
e Preparo da solucao estoque:

Foram pesados 300 mg do estrato bruto e extraidos com cloroférmio
para retirar as graxas. O que ficou na amostra foi extraido com solucdo de
metanol 70 % e depois o extrato hidrometandlico foi filtrado para um bal&do
volumétrico de 100 mL e avolumado com metanol. O pH da solucao foi

ajustado para pH 4 com acido cloridrico (HCI) 0,1 mol/L.

Para o preparo das solucfes estoque dos extratos LLG03, LLG04 e
LLGO5 foram pesados 30 mg e seguidos 0os mesmos procedimentos, exceto
a extracdo com HCCIs. Todos os ensaios de caracterizacdo de fenolicos
foram realizados a partir destas solugcbes padrao e feitos em triplicata

resultando em reacdes em 60 tubos de ensaios.
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¢ Teste para fendis e taninos

Foram adicionados 3 mL das solugbes nos seus tubos 1
correspondentes, neles adicionou trés gotas de solucéo alcodlica de cloreto
férrico (FeCls). A alteragéo da cor apos reacao foi comparada com o controle

de cada amostra.
¢ Teste para antocianidinas, antocianinas e flavonoides

Aos tubos 2, 3 e 4 de cada amostra foram adicionados 3 mL da
solugéo estoque. Ajustou-se o pH do tubo 2 para pH 3 com HCI e nos tubos
3 e 4 foi adicionado NaOH 0,1 mol/L para basificar as solu¢des até pH 8 e
pH 11, respectivamente. ApGs uns minutos houve alteracdo de cores nas

solucbes e comparacdo com seus controles.

e Teste para leucocianidinas, catequinas e flavanonas

Nos tubos 5 e 6 das amostras mais 3 mL foram pipetados e o pH de
cada solucéo ajustado, o tubo n° 5 foi acidificado com HCI para pH 3 e o de
n° 6 basificado com NaOH até chegar ao pH 11. Os tubos foram aquecidos
com bico de Bunsen por 2 min, depois as colora¢des foram observadas e

comparadas com as do controle.
5.6.2. Caracterizacao de saponinas

Pesou 300 mg de LLG e 30 mg de LLGO3, LLG04 e LLGO5, sendo
diluidas em &gua destilada e posteriormente filtradas. Os tubos foram
agitados separadamente por trés minutos e foram observados quanto a

formacgéo de espuma.
* Teste Confirmatdrio para saponinas

Adicionou HCI 0,1 mol/L ao contetdo dos tubos preparados no teste
anterior e deixou imersos por 1 h em banho-maria. Apés a retirada dos tubos,

esperou o resfriamento, e neutralizou com NaOH 0,1 mol/L depois agitou por
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3 min, posteriormente foi observado a auséncia ou presenca de espuma e

precipitados.
5.6.3. Caracterizacao de terpenos

Foram pesados 300 mg de LLG e 30 mg de LLGO1, LLGO2, LLGO3,
LLG04 e LLGO5 e solubilizadas com cloroférmio, que foram filtradas e
transferidas para tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionadas em cada
tubo gotas de anidrido acético, solucao de acido sulfarico (H2S0a4) 0,1 mol/L,
em seguida, os tubos foram de agitados. Foram observadas as mudancas
de cor e precipitagéo.

5.6.4. Caracterizacao de alcaloides

Foram pesados 500 mg de extrato bruto e 300 mg dos extratos
butanodlica e hidroalcéolica, em seguida foram realizadas extracdes com
HCCls e filtradas. A por¢ao insolluvel no solvente clorado foi homogeneizada
com &gua acidificada e filtrada.

As solugdes filtradas foram basificadas com NH4OH a 0,1 mol/L até
atingir o pH 11. Em seguida, realizou uma extragdo com HCCIs, coletando a
fase organica e transferindo para outro tubo de ensaio. Novamente acidificou
a solucao para pH 4 com HCI e em seguida basificou 0 meio para pH 11 com
adicdo de NH4OH.

Realizou uma segunda extragdo com cloroférmio coletando a fase
organica e transferindo para o tubo de ensaio contendo a solugéo da primeira
extracdo, com o término das extracfes acrescentou gotas de HCI, formando
duas fases, sendo retirada a fase aquosa (superior) e transferindo-a para
outro tubo de ensaio, posteriormente adicionou gotas do reagente de
Dragendorff e foram observados quanto a formacdo de precipitados,
segundo metodologia de (SIMOES, 2017).
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5.7. Prospeccéo fitoquimica por cromatografia em camada delgada

5.7.1. Teste de sistemas de eluentes

Foram preparadas solugdes de 2 mg/mL dos extratos LLG, LLGO3,
LLGO4 e LLGO5. As placas foram lavadas com metanol e ativadas na estufa
a 80°C. Aplicou em spot 5 pL de cada solucéo nas placas. As elui¢cdes foram
feitas em cubas de vidro com a fase orgéanica dos cinco sistemas de eluentes
testados, os quais variaram as propor¢cdes dos solventes: Acetato de etila
(AcOEL), acido acético (Ac acético), acido formico (Ac. formico), metanol
(MeOH) e agua (H20) listados na tabela 5. O revelador usado para esse

teste foi a vanilina sulfurica.

TABELA 4. Sistemas de eluentes testados nos extratos LLG, LLGO03, LLG04 e LLGO5 de S.
rubra.

Sistema Solventes Proporcao
A (AcetoEt: Ac. Acético: Ac. Férmico: Agua) (100:11:11:26)
B (Cloroférmio: Ac. Acético: MeOH: Agua)  (60:32:12:8)
C (AcetoEt: Ac. Acético: MeOH: Agua) (70:10:20:10)
D (AcetoEt: Ac. Acético: MeOH: Agua) (6:1:3:1)
E (AcetoEt: Ac. Acético: MeOH: Agua) (5:1:4:1)

5.7.2. Teste de reveladores para indicacdo das classes quimicas

dos extratos

Foram separadas quatro cromatoplacas, as quais foram eluidas com
metanol e ativadas numa estufa a 65°C por 30 min. Com a placas ativadas,
tomou-se as solucdes de 2 mg/mL de LLG, LLG03, LLG04 e LLGO5 para
analise de reacao com os reveladores quimicos. A aplicacdo das amostras
foi em spot e o sistema de eluentes utilizado foi o B (Cloroférmio: Ac. Acético:
MeOH: Agua) (60:32:12:8). Na tabela 5 est&o os reveladores testados e as
classes quimicas indicadas (GUIMARAES, 2005). As observacbes das

cromatoplacas foram feitas na luz branca.
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TABELA 5. Reveladores testados para verificacdo do perfil quimico dos extratos polares de
S. rubra. (GUIMARAES, 2005).

Revelador Indicacdo

Vanilina sulfarica Terpenos, derivados fenilpropanoides, fendis

Sulfato Cérico Terpenos e Flavonoides
Cloreto Férrico Compostos Fendlicos
Follin Compostos Fendlicos

5.8. Analises quantitativas de capacidade Antioxidante dos extratos

Os testes foram realizados no Laboratério Biophar situado na Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas (FCA-UFAM) sob coordenacédo do professor Dr.

Emerson Lima.
Teor de fendis totais

A quantificacéo de fendis totais foi avaliada pelo método de (KIM; PARK;
KIM, 2013), foram observadas as mudancas de cor das solucbes e
registradas suas absorbancias para calculos de percentagem de fendis

totais.

Atividade sequestrante do radical DPPH*

Foi realizada segundo metodologia utilizada por (BURITS; BUCAR,
2000). Foram feitas observacdes de mudanca da cor purpura para o
amarelo, e registradas as absorbéancias para os calculos de percentagem de

inibicao.
Atividade de inibic&o do cation radical ABTS™

Este procedimento foi realizado baseado na metodologia de
(SHANTY; MOHANAN, 2018). As reacfes quimicas de descoloracao foram
observadas e as absorbancias registradas para calculo de percentagem de
inibicdo de radicais ABTS-*.
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5.9. Teste de atividade antioxidante por bioautografia dos extratos

A bioautografia por cromatografia em camada delgada, foi o método
escolhido para ser utilizado no monitoramento do perfil antioxidante do
extrato e fracdes, pois comparado a outros métodos pode rapidamente
detectar na placa as manchas com os compostos ativos das amostras. E um
método simples de executar e nao necessita de equipamentos
especializados (GU; WU; WANG, 2009).

Foram aplicadas trés quantidades diferentes dos extratos LLG,
LLGO3, LLG04 e LLGO5: 50ug, 25ug e 12,5ug, respectivamente. As placas
foram eluidas com o sistema B, os reveladores utilizados foram vanilina
sulfarica e solugcdo de DPPH®' observadas na luz branca e NP/PEG
observado na luz UV A= 366 nm.

A figura 15 apresenta uma demonstragcao dos testes de bioautografia
em placas de CCD, onde € possivel observar manchas ou rastros amarelos
revelados com DPPH' com os mesmos fatores de retencdo das manchas
reveladas com os demais reveladores, indicando capacidade inibidora

desses radicais.

Revelador DPPH, luz branca Revelador Vanilina sulfarica, luz branca Revelador NP/PEG, luz UV 366 nm

4 v M o t & 4
LLG LLGO03 LLGO04 LLGO5 LLG LLGO03 LLG04 LLGO5

FIGURA 15. Bioautografia dos extratos LLG, LLG03, LLG04 e LLGO5. Aplicagtes de 50 pL,
25 uL e 12,5 pL de cada extrato. Eluicdo com HCClsz: HsSCCOOH: HzCOH: H20 (60:32:12:8)
(sistema B) e revelacdes com DPPH (A), Vanilina (B) e NP/PEG (C).

33



5.10. Cromatografia Contracorrente (CCC)

5.10.1. Testes de sistemas de particdo com solventes organicos

O extrato LLGO3 foi eleito para testes de sistemas de solventes, por
apresentar melhor separacgéo nas placas de CCD na analise de bioautografia

e melhor potencial antioxidante.

Foram pesados 2 mg da amostra LLG03 em frascos de 10 mL. Em
seguida, as amostras foram diluidas com 2 mL de misturas de solventes,
contendo as fases superior e inferior. Apos, as solugbes foram agitadas

permitindo o equilibrio entre os sistemas, formando duas fases (figura 16).

As fases superiores (FS) e inferiores (FI) dos sistemas foram separadas
com uma pipeta automatica de 1000 pL e transferidas para novos frascos.
Aplicou-se o volume de 10 pL de cada fase nas placas cromatogréaficas. Em
seguida, as placas foram eluidas em cubas cromatograficas com o sistema
B (Cloroformio: Ac. Acético: MeOH: H20 - 60:32:12:8). Foi permitida a fase
movel percorrer a altura de quatro centimetros. Apds a eluicdo, foram

retiradas, secas e reveladas com solucao de vanilina sulfarica.

FIGURA 16. Realizag8o dos testes de sistemas de solventes em frascos. Equilibrio do

soluto entre as duas fases dos sistemas 2, 4, 14 e 16.

A tabela 6 apresenta os sistemas de solventes avaliados para o extrato
LLGO03. Os sistemas que apresentaram melhor distribuicdo das manchas

entre as fases, foram os eleitos para o fracionamento e isolamento. A figura
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17 representa os testes de sistemas de solventes realizados com o extrato
LLGO3.

TABELA 6. Sistemas de particdo testados em CCD do extrato LLGO3.

Nimero Hexano EtOAc Metanol Butanol Agua
4 0 3 0 2 5
6 0 1 0 0 1
8 1 9 1 0 9
10 1 5 1 0 5
12 1 3 1 0 3
14 1 2 1 0 2
16 5 6 5 0 1
24 5 1 5 0 1

Legenda: CombinacBes dos solventes testados para simulacdo do comportamento da
amostra dentro do cromatégrafo, sendo o sistema 2 o mais polar e 0 25 o menos polar
(SUMNER, 2011).

FIGURA 17. CCD realizada para os testes dos sistemas com o extrato LLG03 das cascas
de S. rubra. Eluente: B; Revelador: vanilina sulfirica.
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5.10.2. Cromatografo HPCCC

O equipamento é constituido por duas bobinas com duas colunas: uma
analitica com capacidade de 24 mL e outra coluna preparativa de 136 mL de
volume. O HPCCC foi conectado a um shiller da marca Lab Tec modelo
Smart H150-1500 mantendo a temperatura da 4&gua em 8 °C, e a uma bomba
de alta pressdo da marca Alpha. O fluxo pode variar de 0-10 mL/min para
impulsionar as fases estacionaria e moveis para dentro da coluna. A
temperatura do aparelho foi controlada entre 20 °C e 25 °C. A rotagao do
equipamento foi ajustada para 1600 rpm. O fluxo da bomba foi de 6 mL/min
para bombear as fases moveis. Para realizar o processo de extrusdo da fase

estacionaria, a rotacao foi interrompida e o fluxo alterado para 10 mL/min.

oi? .
/ = "

Figura 18. Cromatografo de contracorrente de alta performance “High Performance

Countercurrent Chromatography (HPCCC), localizado Laboratério de Quimica de Produtos
Naturais (ICE-UFAM). Fonte: Sarah Flores, 2020.
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5.10.3. Fracionamento do extrato LLG03 no HPCCC

Atabela 7 lista os sistemas e as fases escolhidos para o fracionamento
no HPCCC. A fase organica do sistema 6 atuou como fase estacionaria e as
fases aquosas dos sistemas 6 e 8 como fases méveis.

TABELA 7. Sistemas utilizados na CCC de fase reversa do extrato LLGO3 de S. rubra
(SUMNER, 2011).

Sistemas Hexano EtoAc MetOH ButOH Agua

6 F.S. 0 1 0 0 1
6 F.I 0 1 0 0 1
8 F.l 1 9 1 0 9

Legenda: Sistemas listados de acordo com a ordem de entrada no equipamento para

fracionamento. F.I.= Fase inferior (aquosa) e F.S.= Fase Superior (organica). Colunapreparativa;

Eluicdo gradiente; Modo reverso.

Preparo do equipamento para CCC

Foi realizado o preenchimento da coluna com a fase estacionéria (FE)
antes de cada fracionamento, com fluxo ajustado para 10 mL/min.. Anterior
a cada bombeamento das fases moéveis e fase estacionaria, executou-se a
purga da bomba com 35 mL. Em seguida, o “looping” do injetor foi lavado
com 6 mL da mistura das FM (3 ml) e FE (3 mL).

Preparo da amostra e injecdo o equipamento

Em cada processo de particdo, foram pesados 300 mg do extrato
LLGO3 e diluidos em 6 mL da mistura das fases FE e FM 1. A mistura foi
filtrada no algodao, e somente o filtrado foi injetado no HPCCC. O residuo
insoltvel foi recuperado e codificado com AR (amostra residual) para

determinar o rendimento do foi injetado na coluna.
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As fases foram bombeadas no sentido cauda — cabeca da coluna
(modo reverso). O tempo de retencdo (Tr) estimado foi de 17 min e a

percentagem retencao de fase estacionaria (RFE) foi 73 %.

Durante cada processo cromatogréafico, foram coletados 12 mL/tubo
das fracdes (fluxo da bomba 6 mL/min). Durante a extrusao da FE, foram
coletados 15 mL/tubo, com fluxo da bomba em 10 mL/min e sem rotacao.
Foram coletadas 24 fracdes, em seguida, as fracbes secas foram

transferidas para determinagéo dos rendimentos (Fig. 19).

Figura 19. Fragbes geradas pelo HPCCCC a partir do extrato LLGO3

Avaliacao do perfil das fracdes e unides

As fragBes foram diluidas em metanol e aplicadas em spot nas placas
cromatograficas. Todas foram eluidas com o sistema B e reveladas com
solucdo de vanilina sulfarica. Em seguida, as fracdes foram unidas de acordo
com os perfis das manchas observadas. Foram realizadas vinte e duas
injecdes, que geraram cerca de quatrocentas fragoes, que foram resumidas
em sete, fracdes. A avalicdo das fragbes com capacidade inibitoria do radical
DPPH, foram eluidas duas placas na cuba cromatograficas,
simultaneamente. Uma foi revelada com reveladas com vanilina sulfdrica e
a segunda com solucao de radical DPPHe.
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O esquema 1 apresenta um fluxograma dos processos do
fracionamento do extrato LLGO3 por HPCCC, bem como as avaliacdes dos

perfis das fracdes e suas capacidades antioxidante qualitativas por CCD.

Extrato LLGO03
distribuido entre as
duas fases do
sistema 6

Fracionamento no HPCCC
(24 fragcBes/tubos)

Coluna Preparativa
Eluicdo Gradiente

Modo Reverso

Perfil das fragBes por CCD

300 mg de extrato (LLG03)

Rendimentos (mg) ~_Vanilina sulfarica Solucéo de radical DPPH
AR 4.026,2
F6 1262,4
F8 344,60
F12 26,4 «—
F13 100,4
F14 122,1
F16 128,7 FragOes resultantes de LLGO3
F17 32,4

ESQUEMA 1. Fluxograma das etapas realizadas para o0s vinte e dois
fracionamentos por HPCCC e rendimento das fracdes obtidas.
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5.10.4. Testes de eluentes: Fracbes F12, F13, F14, F16 e F17

Foram escolhidas cinco fragées para continuacao da pesquisa: F12,
F13, F14, F16 e F17, porque apresentaram uma ou duas manchas reveladas
das placas de CCD. Para isso, foi necessario encontrar sistemas de eluentes
menos polares para avaliar aquelas manchas que correram na fronte da
placa. Pesou 1 mg de cada fracéo e diluiu em 0,5 mL de MeOH. A solucao
de vanilina sulfurica foi utilizada para a revelagcdo. Os sistemas de eluentes
estdo descritos na tabela 8. A figura 20 representa a placa cromatografica

de um dos testes de eluentes para observacéo da separacédo das manchas.

TABELA 8. Solventes combinados para elui¢cdo das placas de CCD das fra¢des de LLGO3.

Sistema Solventes Proporcgéo
Gl (Hexano: Acetato de etila: Metanol: Agua) (6:4:2:2)
H (Cloroférmio: MeOH: Agua) (8:2:0,2)
H1 (Cloroférmio: MeOH: Agua) (9:1:0,2)

TEste £leare HUam
rﬁ 3 & Ap)
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Figura 20. CCD do teste de eluentes das fracdes de LLGO03. Sistema de eluentes: H,

revelador: vanilina sulfarica.
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5.10.5. Testes de sistemas para F12, F13, F14, F16 e F17

As fracdes foram testadas com os sistemas de particdo conforme o item
5.10.1 (pagina 34). Os sistemas utilizados variaram entre 2 e 20, de acordo
com a tabela 9. A separacdo das manchas foi observada por CCD. As
amostras foram eluidas com o sistema H e reveladas com vanilina sulfurica.
A figura 21 apresenta as fracdes distribuidas nos sistemas bifasicos (A), e

a distribuicdo das manchas com os sistemas 2 e 20 nas cromatoplacas.

TABELA 9. Sistemas de particao testados para as frac6es de LLG03 (SUMNER, 2011).

Nimero Hexano EtOAc Metanol Butanol Agua
2 0 1 0 4 5
4 0 3 0 2 5
6 0 1 0 0 1
8 1 9 1 0 9

10 1 5 1 0 5
12 1 3 1 0 3
14 1 2 1 0 2
16 5 6 5 0 6
18 6 5 6 0 5
20 2 1 2 0 1

Figura 21. Testes de sistemas de solventes para o isolamento por CCC das fracdes de

LLGOS.
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ApoOs os testes de sistemas, foram unidas as fracdes 12 e 13, 16 e 17,
resultando em trés fracdes codificadas: F13(129,3 mg), F14 (127,2 mg) e
F16 (190,5 mg).

5.11. Cromatografia contracorrente — Isolamento

O isolamento das fracdes 13, 14 e 16 foi realizado utilizando a coluna
preparativa, eluicao gradiente, bombeando as fases estacionaria e méveis no

modo normal (sentido cabega — cauda).

5.11.1. Fracionamento de F13

Utilizou sete sistemas comecando pelo sistema 14 (menos polar) e
finalizando com o sistema 2 (mais polar). A fase estacionaria usada foi a fase
aguosa do sistema 14. Ja as fases moveis foram as partes organicas dos
sistemas 14, 12, 10, 8, 6, 4 e 2, nessa ordem. A tabela 10 mostra as
proporgdes dos solventes utilizados em cada sistema. O tempo de retencao

calculado foi 18,59 min e a retencao de fase estacionéria resultou em 82 %.

TABELA 10. Sistemas utilizados na CCC das fragbes 13 e 14 oriundas do extrato LLGO3.

Numero Hexano EtOAc Metanol Butanol Agua,

14 FleFS 1 0
12 FS 1
10 FS 1
8 FS 1
6 FS 0
4 FS 0

0

2FS

B W Rk © 0w N
O O O R R KL Rk
A DM O O O O

g Ul Rk © W N

Legenda: Sistemas listados de acordo com a ordem de entrada no equipamento para

fracionamento. F.I.= Fase inferior e F.S.= Fase Superior.
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Em um frasco, diluiu 129,3 mg da amostra em 6 mL do sistema bifasico
14. A mistura foi filtrada no algodéo e injetada no HPCCC. As fases moveis
foram adicionadas na coluna na ordem indicada na tabela 10. As subfracdes
foram coletadas nos tubos de ensaio (12 mL/tubo) sob um fluxo de 6 mL/min.
Apds passagem das sete fases moveis, realizou a extrusédo (fluxo: 10
mL/min) com a fase estaciondaria para arrastar as substancias compativeis

com a fase aquosa, coletando 15 mL de subfragcdo em cada tubo.

5.11.2. Fracionamento de F14

Utilizou sete sistemas comecando pelo sistema 14 e finalizando com o
sistema 2. A fase estacionaria usada foi a fase aquosa do sistema 14. Ja as
fases méveis foram as partes organicas dos sistemas 14, 12, 10, 8,6, 4 e 2,
nessa ordem (tabela 10). O tempo de retencéo calculado foi 18,59 min e a

retencao de fase estacionaria resultou em 82 %.

Diluiu 127,2 mg da amostra em 6 mL do sistema bifasico 14. A mistura
foi filtrada e injetada no HPCCC. As fases moveis foram adicionadas na
coluna na ordem indicada na tabela 10. As subfracdes foram coletadas nos
tubos de ensaio (12 mL/tubo) sob um fluxo de 6 mL/min. ApGs passagem
das fases moéveis, realizou a extrusdo (fluxo: 10 mL/min) com a fase

estacionaria, coletando 15 mL de subfracdo em cada tubo.

O esquema 2 apresenta um fluxograma das atividades
desempenhadas para obtencéo das fracoes de interesse, visando isolar as
manchas que revelaram amarelas com a solucéo de radicais DPPHs. As
subfracdes SF13-17 e SF14-16 foram unidas por apresentaram 0 mesmo
perfil na CCD. Portanto, as subfracfes escolhidas foram SF13-26, SF14-11,
SF14-16 e SF14-24 foram escolhidas para a investigacao estrutural e andlise

de atividade antioxidante.
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Testes de sistemas

)
[ \

Fracdo 13 (129,3 mg) Fracdo 14 (127,2 mg)

\ )
|

Fase Estacionaria: Fase Inferior do sistema 14

Fases MOveis: Fases superiores dos sistemas
14,12,10,8,6,4¢e 2

Preparativa — Gradiente - Normal

)
( \

FRAGCAO 13 FRACAO 14
Subfracdo Rendimento Subfracdo | Rendimento

AR 21,0 AR 31,9
SF15 1,0 SF1 4,0
SF17 51 SF3 2,4
SF21 7,3 SF6 0,3
SF26 21,7 SF8 1,5
SF30 5,0 SF11 10,0
SF31 10,9 SF16 13,3
SF33 6,7 SF20 2,3
SF36 12,5 SF21 6,1
SF38 6,7 SF24 3,2
SF43 5,2 SF26 6,0
SF44 2,5 SF27 7,5
SF45 8,1 SF28 5,8
SF46 4,8 SF29 3,4
SF47 2,9 SF30 5,4
SF48 1,3 SF31 2,2
SF49 1,9 SF32 4,5
SF33 3,1

SF34 1,4

SF35 1,2

ESQUEMA 2. Fluxograma dos processos seguidos para o isolamento das

subfracOes de F13 e F14.
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5.11.3. Fracionamento de F16

Foram utilizados dez sistemas para a CCC. A fase estacionaria foi a
fase aquosa do sistema 20, e as moveis foram as fases organicas dos
sistemas 20, 18, 16, 14, 12, 10, 8, 6, 4 e 2, respectivamente. A tabela 11
lista os solventes presentes em cada sistema. O tempo de retencao

calculado foi 18,59 min e a retencao de fase estacionaria resultou em 82 %.

TABELA 11. Sistemas utilizados para o fracionamento da F16, gerada do extrato LLG03
(SUMNER, 2011).

Nimero Hexano EtOAc Metanol Butanol Agua,
20Fl e FS 2 1 2 0 1
18 FS 6 5 6 0 5
16 FS 5 6 5 0 1
14 FS 1 2 1 0 2
12 FS 1 3 1 0 3
10 FS 1 5 1 0 5
8FS 1 9 1 0 9
6 FS 0 1 0 0 1
4FS 0 3 0 2 5
2FS 0 1 0 4 5

Legenda: Sistemas listados de acordo com a ordem de entrada no equipamento para
fracionamento. F.I.= Fase inferior e F.S.= Fase Superior.

Foram preparados 190,5 mg da amostra em 3 mL da FE (Sist. 20-FI) e
3 mL da FM 1 (Sist. 20-FS). Filtrou a mistura e injetou no HPCCC. As fases
méveis foram bombeadas para a coluna conforme listadas na tabela 11.
Foram coletados 12 mL de subfragcdo em cada tubo e ao passarem as dez
fases moveis pela coluna, realizou a extrusao (15mL/tubo, fluxo 10 mL/ min)
com a fase estacionaria. Ao finalizar, preencheu a coluna com solucéo de
MeOH: H20 (1:1).

As subfracdes obtidas foram avaliadas por CCD e unidas de acordo

com seu perfil. As manchas de interesse foram separadas para futuras
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andlises. O esquema 3 apresenta as etapas realizadas para obtencao das
subfracdes da F16. Foram escolhidas as amostras SF16-26 e SF16-28 para

continuacao dos estudos.

Testes de sistemas

v

Fragcédo 16 (190,5 mg)

A 4

Fase Estacionaria: Fase Inferior do sistema 20

Fases Moveis: Fases superiores dos sistemas
20, 18, 16, 14,12,10,8,6,4e 2

Preparativa — Gradiente - Normal

FRACAO 16
Subfracdo | Rendimento
AR 17,7
SF2 4.7
SF19 10,4
SF26 22,8
SF28 34,5
SF30 10,3
SF32 16,7
SF37 5,9
SF40 1,3
SF42 12,9
SF45 2,0
SF46 11,1

ESQUEMA 3. Fluxograma dos processos de isolamento das subfracdes de F16.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Rendimento dos extratos brutos

Foram obtidos os extratos LLG (bruto), LLGO1 (hexano), LLGO2
(cloroférmio), LLG (acetato de etila), LLG04 (n-butanol) e LLGO5 (residuo
hidroalcodlico). O extrato apresentou-se vermelho escuro figura 22 (A), as
fracOes de hexano e cloroférmio amarelo palido, a LLG03 vermelho intenso
e as mais polares, LLG04 e LLGO5 marrom escuro. Na figura 22 (B) estao
a representacdo das particdes com cloroférmio (esquerda, fase inferior) e

com AcOEt (direita, fase superior).

FIGURA 22. Extratos das cascas de S. rubra. A: extrato etandlico 70 %; B partices liquido-

liqguido com cloroférmio (esquerda) e com acetato de etila (direita).

Na tabela 12 estdo os resultados dos rendimentos obtidos da
extracdo das cascas de S. rubra. Foram obtidos um total de 176,6 g de toda
a extracdo, partindo de massa inicial de 1578 g de material vegetal, com
rendimento de 11,19%. As fracdes mais polares LLGO3 (6,59%), LLG04
(20,24%) e LLGOS5 (24,13%), respectivamente, apresentaram maiores
rendimentos indicando que esta espécie produz nas suas cascas

metabdlitos secundarios polares majoritariamente.
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TABELA 12. Rendimento da extracdo e particao.

Rendimento dos extratos
Extrato Massa (Q) Rendimento (%)

LLG 81,9825 46,43
LLGO1 0,9185 0,52
LLGO2 3,6633 2,07
LLGO3 11,6457 6,59
LLGO4 35,7428 20,24
LLGO5 42,6058 24,13
Total 176,5586 99,98

6.2. Classes indicadas nos testes de prospeccéo em tubos

Os testes qualitativos indicaram presenca de taninos condensados,
chalconas e auronas, flavanonois, triterpenoides, saponinas e alcaloides no
extrato bruto. Nas fracfes apolares (LLGO1 e LLGO02) o resultado foi
sugestivo para esteroides livres e negativo para triterpenoides. Ja as fracbes
de média e alta polaridade (LLGO3, LLG04 e LLGO5) os testes indicaram
para taninos condensados, flavanonois e saponinas. Apenas a fracdo de
acetato de etila indicou triterpenoides (fig. 23 A). Os alcaloides foram

indicados nas fracGes n-butanol e residuo hidroalcodlico (fig. 23 B).

LLG  LLGO1 LLG02 LLGO3 LLG  LLGO4  LLGOS

\
= (]

FIGURA 23. Prospeccéo fitoquimica em tubos confirmando presenca de terpenos em LLG
03(A) e presenca de alcaloides nos trés extratos avaliados, LLG, LLG04 e LLGO5 (B).
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O extrato LLG apresentou resultado positivo para a presenca de
chalconas e auronas, e negativo para antocianinas e antocianidinas,
flavonas, flavonois e xantonas, flavanonois, leucoantocianidinas, catequinas
e flavanonas. J& LLGO03, LLG04 e LLGO5 desenvolveram coloracao
caracteristica para flavanonois e negativa para chalconas e auronas,
antocianinas e antocianidinas, flavonas, flavonois e xantonas,
leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas, esses resultados podem ser

observados na figura 24.

LLGO3 (Fracido Acetato de Etila)

FIGURA 24. Caracterizagdo dos constituintes fendlicos para o extrato de S. rubra. Os tubos

foram organizados nas estantes por extrato.

Legenda: A: LLG, B: LLGO03, C: LLG04 e D: LLGO05. A sequéncia dos tubos corresponde
a: TB: Tubo com o referencial (branco); T1: pH 4, T2: pH 3, T3: pH 8,5, T4: pH 11, T5: pH

34eT6: pH11 4. A = a amostra sofreu aquecimento.

A presenca de saponinas foi observada no extrato bruto (LLG) e
fracBes LLGO3, LLGO4 e LLGOS (figura 25), através do desenvolvimento de
espuma persistente apos agitacao (figura 25 A). Apoés a hidroélise acida, as
saponinas presentes foram confirmadas nas amostras pela formacao de

precipitados e auséncia de espuma ao agitar os tubos (figura 25 B).
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FIGURA 25. Prospeccao fitoquimica para a saponinas de Sextonia rubra LLG. (A): Teste

preliminar para saponinas. (B) Teste confirmatdrio observado pela reacéo de precipitagéo.

Esses resultados discordantes podem estar relacionados a cor do
extrato (vermelho-pardo) que pode ter dificultado a observacdo. GARCEZ et
al., (2016), isolou das folhas de O. lancifolia (Lauraceae) cumarinas,
taxifolina, quercetina, eriodictiol, narigenina. Da madeira o autor descreveu
o isolamento de (1,4-dihidroxipentil) -5-metoxifenol, a lignana lionireinol, 5-
propilresorcinol, alfa-asarona, 3b-glicopiranosil-estigmasterol, estigmasta-
4,22-dien-3-onas. Da casca do caule foi obtido o sesquiterpeno acido
lancedlico. Esses dados reforcam a possibilidade de encontrar as classes de

fendlicos, flavonoides, cumarinas e lignanas.

A seguir esta a tabela 13 listando de forma resumida os resultados da

prospeccao em tubos do extrato e fracOes das cascas de S. rubra.
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TABELA 13. Classes quimicas indicadas no extrato e nas frag8es de S. rubra.

Metabdlitos
_ LLG LLGO1 LLG02 LLGO3 LLGO4 LLGO5
Secundarios

Fenois - ND ND - - .
Taninos

+ ND ND + + +

condensados
Taninos hidrolisaveis - ND ND - - -

Antocianinas e
o - ND ND - - .

antocianidinas

Flavonas, flavonois e
- ND ND - - .
xantonas

Chalconas e auronas + ND ND - - -
Flavanonois - ND ND + + +
Leucoantocianidinas - ND ND - - -
Catequinas - ND ND - - -
Flavanonas - ND ND - - -
Esteroides livres - + + - - .
Triterpenoides + - - + - -
Saponinas + ND ND + + +
Alcaloides + ND ND ND + +

Legenda: ND: ndo determinado.



6.3. Prospeccéo fitoquimica por CCD

As fracdes foram avaliadas por cromatografia em camada delgada
(CCD) com eluentes de diferentes polaridades. Os reveladores utilizados
foram importantes para evidenciarem os melhores sistemas, a partir da

observacao das cores, separacao e definicdo das manchas.

O sistema de eluente que melhor separou as manchas nas placas de
CCD foi o sistema B composto por cloroférmio (HCCls): Ac. acético
(HsCCOOH): Metanol (HsCOH): Agua (H20) nas proporgdes (60:32:12:8)
conforme tabela 3. A fracdo LLGO3 foi a melhor fracionada apresentando
cinco manchas majoritarias com o revelador vanilina sulfdrica (figura 26 A),
sendo trés vermelhas com os fatores de retencdo (Rf do inglés retencion
factor) de 0,12, 0,35 e 0,6 e duas manchas escuras uma com Rf = 0,8 e outra
mais acima, no limite superior. Observando a compatibilidade da amostra

com a polaridade do eluente.

Conforme observado na figura 26, foi sugerida a presenca das
classes quimicas terpenos e compostos fendélicos nos extratos LLG, LLGO3,
LLG04 e LLGO5. A vanilina é um reagente utilizado para detectar os
terpenos, fenois e derivados fenilpropanoides através de manchas de matiz
roxa. Indica lactonas apresentando manchas vermelhas (FIGUEIREDO et
al., 2007; WAGNER; BLADT, 1996),

Ja o revelador sulfato cérico apresentou manchas marrons na
cromatoplaca B (figura 26 B), as quais sugerem presenca de substancias
flavonoidicas nas amostras. O sulfato cérico € empregado para investigacao
de substancias de natureza terpenoidicas e flavonoidicas. A placas
reveladas com cloreto férrico e Follin indicaram presenca de substancias
fenolicas A figura 26 C apresenta uma mancha em Rf: 0,72 na fracdo LLGO03
e figura 26 D mostra revelacdes em LLGO03 (Rfs: 0,12, 0,72, 0,8 e 0,9) e
LLGO04 com os Rfs: 0,72, 0,8 e 0,9 com manchas claras (CHAVES, 1997;
GUIMARAES, 2005).
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Comparando as placas da figura 26 sdo observadas semelhanca
entre os fatores de retencdo das manchas observadas. Sendo possivel
indicar a presenca de compostos das classes dos terpenoides e compostos

fendlicos.

Extratos, eluente B, Vanilina+(H2S04), Ce(S04)2, FeCls e Follin, luz

3 T T

A 8] <]/
_ 09
0,8

FIGURA 26. Perfil dos extratos LLG, LLGO03, LLG04 e LLGO5 de S. rubra.

Legenda: Eluidos com o sistema B HCCIs: H3CCOOH: H3:COH: H20 (60:32:12:8) e
revelados com vanilina (A), sulfato cérico (B), Cloreto férrico (C) e Follin (D).

6.4. Analise de atividade antioxidante dos extratos

Na tabela 14 estdo os teores de fendis totais e os resultados dos
ensaios antioxidantes do extrato bruto e fracdes contra os radicais DPPH e
ABTS. Os teores de fendis totais obtidos foram maiores para 0s extratos
LLGO1 (10,37%), LLG02 (11,72 %) e LLGO5 (18,82%) e os extratos LLG03
(5,31 %), LLGO4 (6,32 %) e LLG (6,90%) apresentaram 0S menores

percentuais em fenadis totais.

Em relacdo aos ensaios de capacidade de inibicdo do radical DPPH,
o extrato bruto LLG (CEso 10,67 pg/mL) maior capacidade antioxidante,
seguido das fragbes LLGO4 (CEso 17,77 pg/mL) e LLGO5 (CEso 18,37
pg/mL), LLGO2 (CEs0 19,20 pg/mL) e LLO3 (CEso 19,27 pg/mL) apresentando
concentracdes inibitérias menores que os padrbes acido gélico (CEso 24,27
pg/mL) e rutina (CEso 27,80 pg/mL) (SOUSA et al., 2007). A fragdo LLGO1
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(CEso 97,10 pg/mL) também apresentou atividade antioxidante relevante
(Tabela 14).

A capacidade antioxidante dos extratos contra o cation radical ABTS
esta descrita na tabela 14. A fracdo mais ativa foi LLGO5 com CEso de 8,00
pHg/mL seguindo de LLGO4 (CEso 8,25 pg/mL), LLGO3 (CEso 8,90 pg/mL) e
LLG (CEso 17,67 pg/mL), LLGO2 (CEso 52,00 pg/mL). Os resultados das
fracOes polares obtiveram valores proximos aos padrbes acido ascorbico
com CEso 1,6 pg/mL) e hidroxitolueno t-butilado (BHT) com o CEso 6,42
pHg/mL (RODRIGUES et al., 2019). A fracdo menos ativa LLG01 com CEso

de 90,1 pg/mL, que também é um resultado promissor.

Comparando os dados obtidos com os teores de fendis totais, pode-
se inferir que LLGO5 apresentou o maior teor de fendis totais e que
apresentou a maior capacidade de sequestrar os radicais DPPHe e ABTS-".
Relacionando a atividade antioxidante com os compostos fendlicos. No caso
da fracdo LLGO03 que apresentou o menor teor de fendis totais, entretanto a
maior capacidade de reducdo dos radicais, € possivel relacionar sua
atividade com outras classes quimicas, como os terpenoides, lactonas ou

flavanonois indicados nos testes de prospecc¢do quimica em tubos e placas.

TABELA 14. Resultados das andlises de capacidade antioxidante dos extratos de S. rubra.

Amostras Fenois totais Radical DPPH Radical ABTS
100ug/mL % fenois g eq Ac Gélico % DPPH CEso pg/mL %ABTS CEso pg/mL
LLG 6.90+0.85 41.08+5.55 67.22+1.31 10.67+0.55 99.21+0.04 17.67+2.01
LLGO1 10.37+1.00 67.50+1.09 50.6+0.75 97.10+2.57 56.38+2.90 90.10+4.81
LLGO2 11.72+0.5 72.53+3.27 73.78+0.98 19.20+0.36 99.37+0.39 52,00+1.47
LLGO3 5.31+0.68 30.76+4.43 78.21+3.05 19.27+0.68 99.25+0.18 8.99+1.13
LLGO4 6.32+0.83 37.3215.38 72.48+2.48 17.77+0.50 99.17+0.45 8.25+0.78
LLGO5 18.82+1.4 118.86+9.13 67.47+3.07 18.37+0.67 99.22+0.11 8,00+0.46

Legenda: CEso= concentracao eficiente para reagir com 50% dos radicais na solugéo
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6.5. Elucidagéo estrutural das substancias isoladas dos residuos de

S. rubra.

6.5.1. Elucidacgao estrutural de SF13-26

6.5.1.1. Analise de prospeccao em placas

A subfracdo SF13-26 apresentou caracteristica de um sélido amorfo
de cor vermelha (Figura 27 A), e rendeu cerca de 21,7 mg de amostra. As
andlises por CCD apresentaram uma mancha com fator de retencéo (Fr)
préximo de 0,55. A placa revelada com vanilina sulftrica, desenvolveu uma
mancha de cor vermelha. Quando revelada com cloreto férrico, apresentou
mancha de cor verde-acinzentada. Segundo (DEVKOTA et al., 2021; SILVA;
CONCEICAO, 2010), as catequinas mostram a cor vermelha quando
reveladas com vanilina sulftrica e as cores verde ou azul quando revelada
com cloreto férrico. Esses resultados indicaram que a amostra SF13-26
apresentava uma estrutura fenolica compativel com as catequinas. Apés
revelado com solucdo de DPPHe, foi observada uma mancha amarela,

indicativa de capacidade inibidora de radicais DPPH* (Figura 27 B).

Vanilina sulfurica FeCls DPPH
= S
08 !, 08

o8 108

0.7 407

06 406

05 -. 7105

041 0.4

03 -10.3

02+ 402

0.1 -10.1

24 ' |

FIGURA 27. Fracdo SF13-26 (A) seca. Placa cromatografica da SF13-26, eluida com

sistema B e revelada com vanilina, cloreto férrico e DPPH- - da esquerda para a direita (B).
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6.5.1.2. Espectrometria de massas

O espectro de massas [M-H], indicou o ion molecular m/z 289 como
pico majoritario (figura 28 A). Esse resultado, apontou para molécula com
peso molecular de 290 Da e formula molecular CisH1406. A fragmentagéo
gerou os picos: m/z 245 (Ci3H9Os) com abundéancia relativa 100 % (pico
base) indicando a perda de 44 u (-CH2CHOH). O fragmento m/z 205
(C11H904; 58 %) apontou perda de 84 u (-2CHCOH). O pico m/z 179 (CeH704;
20 %) indicou a perda de 110 u (-CeHsO2) (figura 28 B) .

2626 #11 RT: 0,14 AV:1 NL: 2,80E2

T: ITMS - ¢ ESI Full ms [100,00-1000+
100 289,18 A

1 111,08
90
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207 167,16
] 578,85
] 79,11
103 sl 11 449,39 stz | | O 793,17
h (TR MO 0 MO Wb I O e e
0’\‘ \\‘\Hn“u‘ mnu wwh\lhl\ W Lo il Jh‘ i, \\LJ \UHH [| ol ] I [T | | . T
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FIGURA 28. Espectro de massas (varredura-modo negativo) do perfil da SF13-26 (A).
Espectro de fragmentagdo massa/massa do ion m/z 289 (B). Fonte utilizada: ESI.

56




A tabela 15 mostra a comparagéo entre os padroes de fragmentacéao
observados no espectro da SF13-26 com os dados da literatura. Foi
observado um padréo de fragmentacdo compativel com os dados propostos
por LLORENT-MARTINEZ et al., (2017), que identificou catequinas nos
géneros Ocotea e Laurus. Esse estudo reforcou que SF13-26 se tratava de

um esqueleto de catequina.

TABELA 15. Padrédo de fragmentacao de SF13-26 comparados com a literatura.

Espectrometria de massas- fragmentacgédo (EM?)

LLORENT-MARTINEZ et al., 2017 Subfracdo 13-26
[M-H] (m/z) EM? [M-H]" (m/z) EM?
289 245 (100) 289 245 (100)
205 (31) 205 (58)
179 (11) 179 (20)

O Esquema 1 demonstra a fragmentacao da catequina proposta por
Oliveira et al. 2018. A rota 1 simula quebra da estrutura de m/z 289 no anel
pirona liberando CH2CHOH, havendo um rearranjo de elétron formando um
intermediario (m/z 245), que por sua vez sofre uma reacdo Diels-Alder

formando um heterociclo de quatro membros.

A rota de 2 sugere a estrutura de m/z 205, pela perda de duas
moléculas de etinol (CHCOH) ao quebrar o anel aromatico B. A rota 3 propde
a formacao o ion de m/z 179 originado da fragmentacdo entre os anéis C e
B.
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ESQUEMA 4. Proposta de fragmentacdes da substancia presente em SF13-26. Adaptado

de (OLIVEIRA et al., 2018).
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6.5.1.3. Ressonancia Magnética nuclear (1D e 2D)

O espectro de RMN de H (figura 29) de SF13-26 apresentou sinais
de hidrogénios arométicos entre 6 6,97 e 6 5,91, de hidrogénios metinicos e
metilénicos proximos a carbonos carbindlicos com deslocamento quimico na
faixa 6 2,71- 4,81 . Os sinais observados foram compativeis com a estrutura
base do flavonoide, correspondente as caracteristicas de catequina,
conforme apontado nos experimentos de derivatizacdo, € no espectro de

massas.

"NMR-53-22 SARAH FLORES (1)" 11 1 "C:WUsers'flore\OneDrive\Area de Trabalho'Pés Graduagio- UFAM\Espectros para elucidagio estrutural das|
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Figura 29. Espectro de RMN *H da subfracdo SF13-26.

A figura 30 mostra ampliacdo do espectro de proton na regido dos
hidrogénios aromaticos presentes no anel B. Foram observados os sinais 6
6,97 (H-2, d, 1H), 6 6,79 (H-6’, dd, 1H) e 6 6,75 (H-5’, d, 1H) (figura 33) . As
constantes de acoplamento, indicaram interacdes entre os nucleos dos
hidrogénios 2’ e 6’ acoplando em meta J = 1,9 Hz. Também foi observado o
acoplamento em orto entre os H-5’ e H-6’ com J =8,1Hz (PAVIA et al., 2015).
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Figura 30. Ampliacdo do espectro de RMN H da subfracdo SF13-26, regido dos
sinais dos hidrogénios ligados ao anel B .

A figura 31 apresenta os sinais dos hidrogénios do anel A, cujos
deslocamentos foram & 5,94 (H-8, d, 1H) e 8 5,91 (H-6, d, 1H), demonstrados
na figura 33. Ambos os sinais apresentaram J = 2,2 Hz, caracteristicos de

acoplamento em posi¢cdo meta (PAVIA et al., 2015).

i1H
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Figura 31. Ampliagdo do espectro de RMN H da subfracdo SF13-26, regido dos
sinais de hidrogénios ligados ao anel aroméatico A.
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A figura 32 mostra a ampliagdo do espectro nas regidoes dos
hidrogénios metinicos e metilénicos do anel pirona (anel C, figura 33).
Observou um simpleto em 6 4,81 (H-2, d, 1H), e um multipleto em & 4,18 (H-
3, m, 1H) (figura 32 A). Foram observados dois duplodupletos, referentes

aos hidrogénios diasterotopicos na posicao 4, sendo o alfa com & 2,85 (H-

4q, dd, 1H) e o beta 6 2,73 (H-4p3, dd, 1H) (Figura 32 B).

ISTRA: 26 F26
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Figura 32. Ampliacdo do espectro de RMN *H da subfracdo SF13-26, regido dos sinais
dos hidrogénios ligados ao anel C da Epicatequina.

61




A tabela 16 apresenta os dados analisados do espectro de RMN H
de SF13-26 comparados com os dados de DEVIKOTA et al. (2021).

TABELA 16. Sinais de 'H observados no espectro de SF13-26 e comparados com a

literatura (esquerda).

DEVKOTA et al., 20212 SF13-26°

'H (ppm) J (H2) m | *H ppm) J (H2) m
6,99 1,8 d | 6,97 (H-2) 1,9 d, 1H
6,82 18e82 dd|6.79(H-6) 19e81  dd, 1H
6,80 8,2 d | 6.75 (H-5) 8,1 d, 1H
5,98 sl | 5,94 (H-8) 2,2 d, 1H
5,98 sl | 5,91 (H-6) 2,2 d, 1H
4,84 sl | 4.81 (H-2) s, 1H
4,21 sl | 4,18 (H-3) m, 1H

a 2,88 16,7e6  dd|2,85(H-40) 166e4,6 dd, 1H

B 2,79 16,7e2,8 dd|2,73 (H-4B) 16,628  dd, 1H

a: 'H (MeOD-44) 600 MHz; *C (MeOD-4.4) 150 MHz; b: *H (MeOD-4.4) 500 MHz; *C (MeOD-4.4) 125 MHz.

H
5285 08273

OH

Figura 33. Estrutura proposta de SF13-26 com os sinais de RMN *H.
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O espectro de RMN de 13C (figura 34) apresentou quinze sinais distribuidos

entre a regido dos aromaticos e dos metilénicos ( & 158,0 a 6 29,2).
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Figura 34. Espectro de RMN *3C da subfracdo SF13-26.

A figura 35 mostra as ampliacdes do espectro de RMN *3C da fracédo
SF13-26. A figura 35 A mostra os sinais de carbonos quaternarios C-9 (&
157,3) e C-1’ (6 132,2) e quaternarios ligados a hidroxilas: C-5 (6 158,0), C-
7 (& 157,6), C-4’ (5 145,9) e C-3’ (0 145,8). A figura 35 B encontra-se um
sinal de C quaternéario: C-10 (6 100,1) e sinais de grupos CH com o0s
sequintes deslocamentos: 6 119,4 (C-6’), 6 115,9 (C-5’), 6 115,3 (C-2'),
96,4 (C-6) e 8 95,9 (C-8). Ja na figura 35 C, estédo os sinais dos carbonos
do anel pirano: & 79,9 (C-2), 6 67,5 (C-3) e 6 29,7 (C-4), apresentando sinais
caracteisticos de carbonos sp® (PAVIA et al., 2015).

A andlise de RMN DEPT-135 (vermelho) de SF13-26 gerou oito sinais
de carbono-13 (figura 36) e reforcou a proposta dos sinais atribuidos para
os carbonos. Os sinais voltados para cima indicaram os carbonos metinicos
mais desblindados da molécula, presentes nos anéis aromaticos A e B,
sendo 6 119,4 (C-6’), 6115,9 (C-5") e 6 115,3 (C-2’), 6 96,4 (C-6) e 6 95,9 (C-
8). Na regido central do espectro estdo os grupos CH presentes no anel

pirona com os deslocamentos & 79,8 (C-2) e & 67,5 (C-3). O sinal voltado
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para baixo corresponde ao carbono metilénico & 29,2 (C-4) (figura 37)

(PAVIA et al., 2015).
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Figura 35. AmpliacBes do espectro de RMN Carbono-13 da SF13-26. (A) Ampliacdo na
entre & 160 e & 130; (B) Ampliagao entre 6122 e © 93; (C) Ampliagdo na faixa de & 82- & 28.
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Figura 36. Espectro de RMN DEPT-135 comparado com o de Carbono-13 da subfracé@o
SF13-26.

Figura 37. Estrutura proposta de SF13-26 com os sinais de RMN *C.

A tabela 17 reune os sinais de *C observados para a estrutura
molecular unidos com as informacdes fornecidas pela analise de DEPT-135.
Tais dados foram comparados com os de (DEVKOTA et al., 2021), auxiliando

na atribuicdo dos sinais carbonos da molécula.

65

[rel]

04 06 08 10

02



TABELA 17. Sinais observados nos espectros de 3C e determinagdo da natureza do

carbono por DEPT-135, com parados aos dados da literatura.

DEVKOTA et al., 2021 SF13-26
Posicéo °C (ppm) C (ppm)  DEPT-135
C-5 158,0 158,0 C
c-7 157,6 157,6 C
C-9 1573 157,3 C
c-4' 145,9 145,9 C
c-3 145,7 145,8 C
c-1 132,3 132,2 C
C-6' 119,4 119,4 CH
C-5' 115,9 115,9 CH
c-2' 115,3 115,3 CH
C-10 100,0 100,1 C
C-6 96,3 96,4 CH
c-8 95,9 95,9 CH
C-2 79,8 79,8 CH
c-3 67,5 67,5 CH
C-4 29,3 29,2 CH>

a: *H (MeOD-g¢.4) 600 MHz; 3C (MeOD-q.4) 150 MHz; b: *H (MeOD-¢.4) 500 MHz; *C (MeOD-q.1) 125 MHz.

A figura 38 mostra o0 mapa de correlacbes HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Correlation) da amostra SF13-26. Foi possivel assinalar
todos os carbonos hidrogenados da molécula.
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Figura 38. Mapa de correla¢gdes HSQC da subfracdo SF13-26.
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A figura 39 apresenta as ampliagbes do mapa HSQC e a correlacdes
entre os carbonos e hidrogénios de SF13-23. A ampliacdo (39 A) indicou os
sinais pertencentes ao anel B: 6 6,97 (H-2’) ligado .ao carbono C-2’ (6 115,4);
0 6,79 (H-6’) ligado ao C-6’ (8 119,4), e do H-5’ (8 6,75) com 0 C-5 (5 115,9).
J& na ampliacdo (39 B) foram observados os sinais do anel A: 6 5,94 (H-6)
correlacionado com & 96,4 (C-8) e 6 5,91 (H-6) ligado ao & 95,9 (C-8).
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Figura 39. Ampliacdo do mapa de correlagdes HSQC na regiéo dos sinais de 'H e 13C
presentes 0s anéis aromaticos A e B da subfracao SF13-26.

A figura 40 mostra as ampliacdes do mapa HSQC da regidao dos
hidrogénios ligados a carbonos sp® do anel C da estrutura. Na figura 40 A
estdo os carbonos metinicos C-2 (6 79,8) e C-3 (6 67,5), ligados diretamente
aos hidrogénios 6 4,81 (H-2) e d 4,18 (H-3), respectivamente. Observando a
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figura 40 B, tem-se as correlagdes do grupo metileno, tendo o carbono com
o sinal & 29,3 (H-4) correlacionando com o0s nucleos dos hidrogénios
diasterotépicos 0 2,85 (H-4a) e 6 2,73 (C-4pB).
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Figura 40. Ampliacdo do mapa de correlagBes HSQC na regido dos sinais do anel C da
estrutura molecular presente na subfragdo SF13-26.

A Tabela 18 demonstra as correlacées observadas no mapa HSQC
de SF13-26. Os sinais foram comparados com o estudo de DEVKOTA et al.,
(2021). Foi possivel comparar com os dados da literatura e distinguir os dois
isbmeros catequina e epicatequina. Assim, as informacfes obtidas para

SF13-26 foram compativeis com os dados da epicatequina (Figura 41).
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TABELA 18. Sinais observados no mapa de correlacbes HSQC gerado as subfragcéo
SF13-26.

DEVIKOTA et al., 2021 SF-13-26
Posicdo  **C (ppm) 'H (ppm) J (Ho) m | C epm  *H (ppm) J(H2) m
2 79,8 4,84 sl| 798 4,81 s, 1H
3 67,5 4,21 sl 67,5 4,18 m,1H
a 2,88 16,7e6 dd a 2,85 16,6 e4,6 dd, 1H
4 29,3 29,2
B279 16,728 dd b 2,73 16,6 2,8 dd, 1H
6 96,3 5,98 sl 96,4 5,91 2,2 d, 1H
8 95,9 5,98 sl 95,9 5,94 2,2 d, 1H
2' 115,3 6,99 1,8 d 115,4 6,97 1,9 d, 1H
5 115,9 6,80 8,2 d 115,9 6,75 8,1 d, 1H
6' 119,4 6,82 1,8e8,2 dd 1194 6,79 19e8,1 dd, 1H

OH

5285 06273

Figura 41. Assinalamento para os carbonos e hidrogénios de acordo com o0 mapa de
correlacBes HSOC da subfracdo SF13-26.

A analise bidimensional HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Correlation), forneceu as informacbes sobre os acoplamentos dos
hidrogénios com os carbonos vizinhos a partir de duas ligacdes de distancia
(Figura 42).
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Figura 42. Mapa de correlacbes HMBC da subfracdo SF13-26.

A ampliagéo figura 43 indicou as correlagbes C—H presentes no anel

B. Foi possivel observar as interagdes entre H-2' e os carbonos C-2 (3J), C-

6’ (3J) e C-3’ (3). Além disso, foi possivel observar as correlagées entre H-
6’- e C-2 (3J) e C-2' (3J), e ao lado estdo as correlagcdes de H-5: C-1" (3J) e
C-4 (3J). A andlise dessa regido do mapa permitiu confirmar os

deslocamentos quimicos dos carbonos terciarios do anel aromético: C-3’, C-

1" e C-4'. As correlacfes estdo demonstradas na figura 44.

516,97 (H-2) 516,79 (H-6) 516,75 (H-5) O
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— K]

ij 60115:3 (C'Zy)@ :
=== §.119,4 (C-6) -8

— e 0. 132,2 (C-1") [
Lg

] ———0145,8 (C-3") = 5:145,9 (C-4") i
- -8

U A e L
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Figura 43. Ampliacdo do mapa de correlacdes HMBC, na regido dos aromaticos
oriundos do anel B da epicatequina presente a subfracdo SF13-26.
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OH H

Figura 44. Correlagdes C—H longas distancias dos nucleos presentes no anel aromatico B
da estrutura indicada na subfracdo SF13-26.

A ampliacdo (Figura 45) na regido dos hidrogénios do anel A,
apresentou correlages entre o H-6 e os carbonos C-8 (3J), C-10 (3J) e C-7
(3J). A demonstracéo dessas interacdes esta ilustrada na estrutura disposta
dentro do mapa. Nessa analise, foi possivel confirmar mais dois sinais, cuja

determinacéao foi dada aos: C-7 e C-10.

O

F1 opm]

6.1 I I I I 6.0 ‘ I I 5.9 I I ‘ ‘ 58 F2 [pprln]

Figura 45. Ampliacdo do mapa de correlagbes HMBC, na regido dos aromaticos
oriundos do anel A da epicatequina presente a subfracdo SF13-26.
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A figura 46 mostra as interacdes entre o H-4 e os carbonos dos trés
anéis da epicatequina. O mapa mostrou seis correlagcdes com os carbonos
C-4 (3J), C-3 (3J), C-2' (4]), C-6 (3J) e C-9 (3)). Atribuindo mais um sinal a
estrutura no carbono C-9. A figura 47 exemplifica as interagfes entre o
hidrogénio e os carbonos dos trés anéis da epicatequina.

514,81 (H-2)

N )
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Figura 46. Ampliagdo do mapa de correlacbes HMBC, dos sinais do H-2-C da
epicatequina da SF13-26.

OH

Figura 47. Correlagdes C—H longas distancias do H-2-C interagindo com os carbonos
dos anéis A, B e C da estrutura.
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A figura 48 (A) mostra as interacdes entre H-3 e C-10 (3J). J& a
ampliacdo (B) indica as interacdes entre os hidrogénios diasterotopicos (H-
4a e H-4B) do metileno com os ntcleos de C-5 (3J), C-2 (3J), C-10 (3J) e C-9
(3J). Assim, confirmando a posicdo dos sinais dos carbonos néo
hidrogenados do anel A. A fig. 49 demonstra as interacdes entre 0s nucleos

dos elementos supracitados.
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Figura 48. Ampliagcbes do mapa de correlagdes HMBC da SF13-26, na regido dos sinais
dos grupos metinico e metilénico do anel C da epicatequina.
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OH

Figura 49. Correlagdes HMBC C—H dos sinais de H-3, H-4a e H-4f3 interagindo com os
carbonos dos anéis A e C da estrutura.

A Tabela 19 apresenta os sinais observados no mapa HMBC de

SF13-26. Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos

quaternarios concordaram com os dados de DEVKOTA et al., (2021).

TABELA 19. Sinais observados no mapa de correlagbes HMBC gerado as subfracédo

SF13-26.
Correlagbes HMBC — SF13-26
6,97 (H-2) 79,8 (C-2); 119,4 (C-6"); 145,8 (C-3)
6,79 (H-6") 79,8 (C-2); 115,3 (C-2)
6,75 (H-5" 132,2 (C-1'); 145,9 (C-4")
5,94 (H-6) 95,9 (C-8); 100,1 (C-10); 157,3 (C-7)
4,81 (H-2) | 29,2 (C-4); 67,5 (C-3); 115,3 (C-2); 119,4 (C-6"); 132,2 (C-1'); 157,6 (C-9)
4,18 (H-3) 100,1 (C-10)
2,85 (H-40) 67,5 (C-3); 79,8 (C-2); 100,1 (C-10); 157,3 (C-9)
2,73 (H-4B) 67,5 (C-3); 79,8 (C-2); 100,1 (C-10); 157,3 (C-9)

O mapa de correlagbes COSY (Correlated Spectroscopy) apresentou

0s acoplamentos entre os nucleos dos hidrogénios do anel C (Figura 50).

Destacado em azul esta o acoplamento entre o H-3 e o H-4a a uma distancia

de trés ligacGes (3J). Destacados com o retangulo verde, estdo as

correlagdes entre os hidrogénios H-4a e H-4B com acoplamento 2J. A figura
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51 mostra a molécula da epicatequina com as correlacbes que foram

observadas no mapa.
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Figura 50. Ampliacdo do mapa de correlagbes COSY na regido dos sinais dos
hidrogénios do anel C da epicatequina

OH

OH

Figura 51. CorrelacBes observadas no mapa COSY dos hidrogénios do anel C da
epicatequina

A tabela 20 resume os dados observados nos espectros de RMN 'H
e 13C de SP13-26. Apoiados pelas técnicas bidimensionais e comparados
com os dados da literatura, foi possivel confirmar de maneira inequivoca a

estrutura da epicatequina (Figura 52).
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TABELA 20. Comparagfes entre os sinais observados nos espectros de RMN e mapas
bidimensionais com os resultados encontrados na literatura.

DEVIKOTA et al., 2021 (CDsOD)

SUBSTANCIA SF13-26 (CD30D)

POSICAO  3C (ppm)

2

79,8
67,5

H (ppm)
4,84
4,21

a 2,88

B 2,79
5,98

5,98

6,99

6,80
6,82

J (Hz) m
sl
sl

16,7e4,6 dd
16,7e 2,8 dd
sl
sl
1,8 d
8,2 d
1,8e8,2 dd

13C opm)  *H (ppm)

79,8 4,81

67,5 4,18

292 a 2,85
B 2,73

158,0

96,4 5,91

157,3

95,9 5,94

157,6

100,1

132,2

115,4 6,97

145,8

145,9

115,9 6,75

119,4 6,79

J (Hz)

16,6 e 4,6
16,6e 2,8

2,2

2,2

19

8,1
19e8,1

m
s, 1H
m,1H
dd, 1H
dd, 1H
d, 1H

d, 1H

d, 1H

d, 1H
dd, 1H

HO

Figura 52. Estrutura da Epicatequina, encontrada em SF13-26.

OH

H
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6.5.2. Elucidacgao estrutural de SF14-11

6.5.2.1. Analise de prospeccado em placas

A Subfracdo SF14-11 (10 mg) apresentou-se como um solido amorfo
de cor vermelha cintilante (Figura 53 A). As analises por CCD, apresentaram
uma fluorescéncia azul, quando revelada com NP/PEG (A = 366 nm), com
Fr=0,75. Foram reveladas manchas cinza (Fr 0,75) quando reveladas com
vanilina sulfarica e sulfato cérico, indicando presenca substancia fendlica
(Figura 53 B) (PASCUAL et al., 2008).

NP/PEG Vanilina Sulfato Cérico

(1

coeeo o000 000
© oo 00o00o0 o0 |

Eluente H: CHCI3:CH30H:H20 (8:2:0,2)

Figura 53. Fracdo SF14-11 (A). Placas de CCD da amostra reveladas com NP/PEG,
vanilina sulfirica e sulfato cérico, respectivamente (B).

6.5.2.2. Espectrometria de massas

O espectro de massas [M-H], indicou o ion molecular m/z 167 (168
Da) como substancia majoritaria (figura 54 A), propondo formula molecular:
CsHgO4. A fragmentacado gerou o pico m/z 123 (C7H702; 100 %) indicando a
perda de 44 u (-COO") (figura 54 B). FIGUEROA et al., (2018), propde que
a estrutura responsavel por essa caracteristica de fragmentacéo, € o Acido
Vanilico, apresentando a perda do ion carboxilato, gerando o ion m/z 123
(100) (esquema 2).
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Figura 54. Espectro de massas (Fullscan) de SF14-11 (A). Espectro de fragmentacao
do ion m/z 167(B).
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H o)
OH
OH m/z 167 m/z 123

ESQUEMA 5. Proposta de fragmentacdes da substancia presente em SF14-11. Adaptado
de (FIGUEROA et al., 2018)
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6.5.2.3. Ressonancia Magnética nuclear (1D e 2D)

O espectro de RMN de *H de SF14-11 (figura 55) gerou trés sinais
de hidrogénios ligados a anel aromatico e um sinal indicativo de H
desblindado, sugestivo para metoxila. Sinais compativeis esqueleto de acido

fendlico metoxilado, de acordo as sugestdes da espectrometria de massas.

"NMR-48-22 SARAH FLORES" 12 1 "C:Users\flore\OneDrive\Area de Trabalho'Pés Graduagio- UFAM\Espectros para elucidagio estrutural das su:

diie o 1 aah Bt
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Figura 55. Espectro de RMN H da subfragdo SF14-11.

A figura 56 A mostra a ampliacdo do espectro nas regibes dos
hidrogénios aromaticos. Observou um multipleto integrando para dois
hidrogénios. Tal sinal, ao ser observado no mapa de correlacdes HSQC pode
ser definido como um dupleto (& 7,55; J=1,9), referente ao H-2 e um
duplodupleto correspondente ao H-6 (6 7,54; J= 2,0 e 8,7). Na mesma
regido, observou o sinal em 6,83 ppm (d, J= 8,7) fechando os sinais do anel
aromético. As constantes de acoplamento indicaram acoplamento em orto
entre H-2 e H-6 (J= 1,9) e em meta entre H-5 e H-6 (J=8,7). No espectro (B)
foi observado um simpleto em 3,89 ppm, integrando para trés hidrogénios,
caracteristico de metoxila ligada a anel aromatico (H-8) (PAVIA et al., 2015).
A tabela 21 compara os dados do espectro de RMN 'H de SF14-11 com os
dados de HAYUN et al., (2020).
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Figura 56. Ampliagdes do espectro de RMN 'H da subfracdo SF14-11. Sinais aromaticos
(A), regido de hidrogénios de metoxila (B).

TABELA 21. Sinais observados nos espectros de RMN comprados com os resultados
encontrados na literatura.

HAYUN et al., 2020* SF14-11*
Posicdo H ppm) J (Hz) m *H (ppm) J (H2) m
2 7,56 s,1H | 7,55 1,9 d, 2H
6 7,54 d, 1H 7,54 2,0;8,7 dd, 2H
5 6,83 d, 1H 6,83 8,7 d, 1H
8 3,87 s, 3H 3,89 s, 3H

* 14 (MeOD-¢4) 500 MHz; 3C (MeOD-4.4) 125 MHz.
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O espectro 13C (figura 57 A) apresentou oito sinais distribuidos entre
a regiao do acido carboxilico e da metoxila. Observou o sinal em & 170,2 (C-
7) do acido carboxilico. Os sinais dos carbonos carbindlicos apresentaram
deslocamentos quimicos em & 152,6 (C-4) e 6 148,6 (C-3). O carbono ligado
ao grupo carboxila (C-1) deslocou para & 123,3. O hidrogenados aromaticos
apresentaram os sinais de & 125,2 (C-6), 6 115,8 (C-5) e 6 113,8 (C-2). No
campo baixo, observou o sinal 6 56,4 (C-8). A analise de RMN DEPT-135
(figura 57 B-vermelho) gerou quatro sinais, confirmando os carbonos
metinicos no anel aromatico: & 125,2 (C-6), 6 115,8 (C-5) e 6 113,8 (C-2), e
a metoxila 6 56,4 (C-8).
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Figura 57. Espectro de RMN 3C da subfracéo SF14-11 (A). Espectro de DEPT-135 (B).




A tabela 22 une os sinais de 3C, as informacdes fornecidas pelo
DEPT-135 com os dados da literatura. Auxiliando na atribuicdo dos sinais

dos carbonos na molécula (figura 58).

TABELA 22. Sinais observados nos espectros de 3C e DEPT-135, comprados com
HAYUN, et al., 2020

HAYUN et al., 2020 SF14-11
Posicdo  3C (ppm) | 1°C (ppm) DEPT-135
7 170,0 | 170,2 C
4 152,5 | 152,7 C
3 1485 | 148,7 C
6 1252 | 125,3 CH
1 122,9 | 123,44 C
5 115,7 | 115,9 CH
2 113,6 | 113,4 CH
8 56,3 56,5 CHs

O OH

5170,2|7
51234

5125,3 6 113,6

5 148,7 5356,5

8

6 115,9

51527 O

OH
Figura 58. Proposta dos sinais de °C da estrutura de SF14-11.

A figura 59 A apresenta a ampliagdo do mapa HSQC na regiédo
aromatica, com acoplamentos entre os hidrogénios H-2 (dn 7,55) e C-2 (&c
113,4), H-6 (dn 7,54) e C-6 (6c 125,3). Tornando possivel definir o multipleto
como sinais de dupleto e duplodupleto no espectro de RMN 'H. Também foi

possivel observar a ligacao entre o H-5 (61 6,83) e C-5 (&6¢ 115,9), assim
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finalizando os assinalamentos dos sinais dos aromaticos. A ampliacdo (B)
corresponde ao acoplamento de C-8 (6c 56,5) com os hidrogénios da
metoxila: H-8 (0w 3,89).
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Figura59. Mapa geral de correlagdes HSQC (A). AmpliagBes na regido dos aromaticos
(B); Ampliacdo na regido dos carbonos carbindlicos (C).

A tabela 23 lista os sinais observados no mapa HSQC de SF14-11.
As correlagdes corroboraram (HAYUN et al., 2020) . A figura 60 apresenta

a estrutura proposta para a fragao SF14-1.
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TABELA 23. Correlagbes observadas no

resultados encontrados na literatura.

mapa HSQC comprados com o0s

HAYUN et al., 2020 SF14-11
Posicdo BC pm) Heem) Jn M [BCepm Heem I (Hy m
6 1252 754 s,1H| 1253 754 2,0e87 dd,2H
5 1157 683 d 14| 1159 6,83 8,7 d, 1H
2 113,6 7,56 d, 1H| 1134 7,55 19 d, 2H
8 56,3 3,87 s, 3H 56,5 3,89 s, 3H

Figura 60. Proposta de assinalamentos baseados no mapa HSQC de SF14-11.

A figura 61 mostra as ampliac6es do mapa de correlacbes HMBC da
SF14-11. A figura 61 A mostra as correlacdes entre H-2—C-3 (3J) e C-7
(3J), e H-6 com C-4 (3J). A ampliacédo (B) apresenta as correlacdes de H-5
com os carbonos: C-1 (3J), C-3 (3J) e C-4 (3J). J& na ampliagdo (C) foi

observada a correlagdo H-8 com C-3 (3J). A contribuicdo dessa andlise

permitiu o assinalamento correto dos carbonos quaternérios C-1, C-3 e C-4

(Tabela 24). A figura 62 demonstra as correlagbes H—C propostas pelo

mapa HMBC.
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Figura 61. Ampliacdes do mapa de correlagbes HMBC de SF14-11.
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TABELA 24. Correlagbes HMBC, do acido Vanilico presente na SF14-11.

Correlagcbes HMBC - SF14-11

755 (H-2) 148,7 (C-3); 170,2 (C-7)
7.54 (H-6) 152,7 (C-4)
6.83 (H-5) | 1234 (C-1); %éii; (C-3); 152,7
3,89 (H-8) 148,7 (C-3)

Figura 62. Correlagbes HMBC do Acido Vanilico presente na amostra de SF14-11.

A figura 63 apresenta a ampliacdo do mapa COSY na regidao dos
aromaticos, onde foi possivel observar uma correlagdo no mapa entre 0s

nucleos de H-6 e H-5.

q N ;

"NMR-48-22_SARAH FLORES" 100 1 "C:Usersifiore\OneDrive\irea de Trabalho\Pés Graduagio- UFAMIESpectros para elucid” §
~ &
A o OH [
S |‘ -
OP: e 7 L
[ a
H H =
< [ o
L ~
CHs :
5 r
H o BN
& '
'% OH it ]
! S ~
On 7,54 (H-6) ¢mmmmd 5., 6,83 (H-5) o
=
(I ———————————————y
78 78 74 72 70 68 F2 [ppm]

Figura 63. Ampliacdo do mapa COSY da fracdo SF14-11.
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A tabela 25 apresenta os dados observados nos espectros de RMN
auxiliados pelos mapas de correlagcdes bidimensionais. Comparando 0s
resultados obtidos com os estudos de HAYUN et al., (2020), confirmou a

presenca do Acido Vanilico (figura 64) na fragdo SF14-11.

TABELA 25. Comparagfes dos sinais de RMN analisados de SF14-11 e comparados com
a literatura.

HAYUN et al., 2020 SF14-11
Posicio *Cpm) ‘Hepm Jp M BCpm  Hem I m m
7 170.0 1702
4 152,5 152,7
3 148,5 148,7
1 122,9 123,4
6 125,2 7.54 s,1H | 1253 754 20:87 dd, 1H
5 115,7 6,83 d 1H | 11509 6,83 8,7 d, 1H
2 113,6 7,56 d 1H | 1134 7,55 1,9 d, 1H
8 56,3 3,87 s, 3H 56,5 3,89 s, 3H
(@) OH
7
H H
CH
8 °
H 0]
OH

Figura 64. Estrutura do Acido Vanilico, encontrado em SF14-11.
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6.5.3. Elucidagao estrutural de SF14-16

6.5.3.1. Analise de prospeccao em placas

A Subfracdo SF14-16 (18,9 mg) foi caracterizado como soélido amorfo
de tom marrom avermelhado (Figura 65 A). A figura 65 B apresenta os
testes de prospeccdo por CCD. Foi observada uma fluorescéncia azul na
placa revelada com NP/PEG (A = 366 nm) com Fr = 0,65, e com 0 mesmo
fator de retencdo, revelou uma mancha marrom com sulfato cérico
(Ce(S0a4)), e uma mancha amarela com solucéo de radical DPPH. Observou
outra mancha amarela (Fr 0,35) revelada com DPPH, correspondente a
mancha verde escura na placa revelada com cloreto férrico. Os testes de
bioautografia em CCD indicaram presenca de estrutura fendlica com
capacidade inibitéria do DPPHe+ (Figura 54 B) (DOURADO; LADEIRA, 2008;
SILVA; CONCEICAO, 2010).

NP/PEG Ce (SO4), DPPHe FeCl;
e
L o M
0_8 L -
0.7
06
05
0.4F
03
0.2}
01}

FIGURA 65. Fracdo SF14-16 (A) seca. CCDs da SF14-16, eluidas com o sistema H e

reveladas NP/PEG, sulfato cérico, DPPH- e cloreto férrico, nessa ordem (B).

6.5.3.2. Espectrometria de massas

O espectro de massas [M-H]J, indicou o pico majoritario m/z 153 (154
Da) (figura 66 A), propondo férmula molecular: C7HsO4. A fragmentacéo
EM? gerou o pico m/z 109 (CeHsOz2; 25 %), ao perder 44 u (-COO") (figura

66 B). De acordo com o padrao de fragmentacdo, € possivel propor a
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presenca do Acido Protocatectico, que apresenta a perda do ion carboxilato,
gerando o ion m/z 109 (esquema 3) (ERTAS; YILMAZ; FIRAT, 2015).

25F16 #19 RT: 0,24 AV:1 NL: 1,00E3
T.-MMS -¢ ul 100,00-1000,00]
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Figura 66. Espectro de massas (Fullscan) de SF14-16 (A). Espectro de fragmentacao
do ion m/z 153(B).
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H H H H
-44 u
H OH H OH

ESQUEMA 6. Proposta de fragmentacdes da substancia presente em SF14-16.

6.5.3.3. Ressonancia Magnética nuclear (1D e 2D)

O espectro de RMN de 'H de SF14-16 (figura 67) gerou dois sinais
de hidrogénios ligados ao anel aromatico, compativeis com sinais de acido
fenolico, conforme proposto anteriormente, do Acido Protocatectico
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Figura 67. Espectro de RMN 'H da subfragcdo SF14-16.

A ampliagcdo do espectro da regido aromética (figura 68) apresentou
um multipleto integrando para dois hidrogénios. O sinal pode ser observado

no mapa de correlagdes HSQC, portanto, é possivel definir dupleto com &
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7,44; J=2,0 Hz para H-2 e duplodupleto com & 7,54; J= 2,0 Hz e 8,7 Hz para
H-6. Também observou o sinal em & 6,79 (d, J= 8,7 Hz) gerado do H-5.
Foram observados os acoplamentos em orto entre H-2 e H-6 (J= 2,0 Hz) e
em meta entre H-5 e H-6 (J= 8,7 Hz). (PAVIA et al., 2015; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005). A tabela 26 compara os dados do espectro de
RMN !H de SF14-16 com os dados de (OKBA et al., 2018).

"NMR-49-22 SARAH FLORES" 11 1 "C:\Users\flore\OneDrive\Area de Trabalho\Pés Graduagio- UFAM\Espectros para elucidagio estrutural das subs-
®) \ OH
7
67,42 07,44
H H
gc&8 5

3558 1
7 ||

2 H OH
H-6 56,79 H-5

7.2 7.0 6.8 [ppm]

Figura 68. Ampliacdo da area dos sinais aromaticos do espectro de préton da fracdo SF14-16.

TABELA 26. Comparacdes dos sinais de RMN analisados de SF14-11 e comparados com
a literatura.

OKBA et al., 20182 SF14-16°
Posicdo 'Hppm) Jzy M | Hem I m
2 7,5 s, 1H 7,44 2,0 d, 1H
6 745 81 d, 1H 742 2,0, 80 dd, 1H
5 6,8 81 d,1H 6,79 8,0 d, 1H

a: 'H (MeOD-g4) 600 MHz; °C (MeOD-q4) 150 MHz; b: 1H (MeOD-4.4) 500 MHZ; 2°C (MeOD-g4.4) 125 MHz.

O espectro *3C (figura 69 A) apresentou sete sinais concentrados na
regido mais desblindada do espectro. Observou o sinal em 6 170,3 (C-7) do
acido carboxilico, os sinais dos carbinélicos em & 151,5 (C-4) e 6 146,0 (C-
3). O hidrogenados apresentaram os sinais de & 123,9 (C-6), & 115,8 (C-5)
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e 6 113,8 (C-2). A andlise de RMN DEPT-135 (figura 69 B-vermelho) gerou
0s sinais dos trés 3C: 5 125,2 (C-6), 5 117,8 (C-2) e 5 115,9 (C-5).
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Figura 69. Ampliagdes do espectro de RMN H da subfracdo SF14-11. Sinais aromaticos
(A), regido de hidrogénios de metoxila (B).

A tabela 27 lista os sinais de °C e DEPT-135 e compara com 0s

resultados de (OKBA et al., 2018), orientando para as atribuicdes dos sinais

dos carbonos na molécula (figura 70).
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TABELA 27. Sinais observados nos espectros de *C e DEPT-135 de SF14-16, comprados
com OKBA et al., 2018.

OKBA et al., 2018 SF14-16
Posicdo  **C pm) | °C pm) DEPT-135
7 170,9 | 1703 c
3 151,1 151,5 C
4 1454 | 146,0 c
1 124,1 123,1 C
6 122,7 123,9 CH
2 117,6 117,7 CH
5 115,7 115,9 CH

Figura 70. Proposta dos sinais de C da estrutura de SF14-16.

A figura 71 mostra a ampliacdo do mapa HSQC na regido aromatica.
Foram observados os acoplamentos entre os hidrogénios H-2 (dn 7,44) e C-
2 (dc 117,7), H-6 (dn 7,42) e C-6 (Oc 123,9). Também foi possivel observar
a ligacdo entre H-5 (6w 6,79) e C-5 (d6c 115,7), confirmando os
assinalamentos dos carbonos metinicos. A tabela 28 apresenta os sinais
observados no mapa HSQC de SF14-16. As correlacfes corroboraram com
os dados relacionados aos da estrutura do Acido Protocatecuico (figura 72)
(OKBA et al., 2018).
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Figura 71. Ampliacdo do mapa HSQC na
aromaticos de SF14-16.

TABELA 28. Sinais observados nos espectros
encontrados na literatura.

6.8 F2 [ppm]

regido dos hidrogénios e carbonos

de RMN comprados com os resultados

OKBA et al., 2018 SF14-16
Posicdio ®C ppm) "Hpem JrHy M | BCepm ‘Hem I o) m
6 122,7 7.45 81 d,1H 123,9 742 2,0e8,0 dd,1H
2 117.,6 7.5 s 1H | 1177 7,44 2,0 d, 1H
5 115,7 6,8 81 d,1H 115,7 6,79 8,0 d, 1H

Figura 72. Proposta de assinalamentos baseados no mapa HSQC de SF14-16.
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A figura 73 mostra as ampliagdes do mapa HMBC da SF14-16. A
figura 73 A mostra as correlacdes entre H-2 — C-3 (3J) e C-7 (3J), também
H-6 com C-4 (3J). A ampliacdo (B) apresenta as correlacdes de H-5 com os
carbonos: C-1 (3J), C-3 (3J) e C-4 (3J). Essa andlise bidimensional permitiu
confirmar a posi¢cao dos carbonos quaternarios C-1, C-3 e C-4 (Tabela 29).

A figura 74 demonstra as correlacdes H—C propostas pelo mapa HMBC.
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Figura 73. Ampliacdes do mapa de correlacdes HMBC de SF14-16. Correlagcbes de H-2 e H-
6 (A). Correlacdes de H-5 (B).
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TABELA 29. Correlagbes HMBC, do acido Protocatecuico presente na SF14-16.

HMBC — SF14-16
7.44 (H-2) 146,0 (C-3);
7.42 (H-6) 151,5 (C-4); 170,3 (C-7)
6.79 (H-5) | 123,1 (C-1); 146,0 (C-3); 151,5 (C-4)

Figura 74. Correlagdes HMBC do Acido Protocatectico na fragdo SF14-16.

A figura 75 mostra a ampliacdo do mapa COSY, destacando a

correlagao entre H-6 e H-5.
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Figura 75. Ampliacdo do mapa COSY da fracdo SF14-16.
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A tabela 30 resume os dados observados nos espectros
unidimensionais e nos mapas de correlacdes bidimensionais. Comparou 0s
resultados com o artigo de OKBA et al., (2018) e confirmou a presenca do

Acido Protocatectico (figura 76), constituinte majoritario da fragdo SF14-16.

TABELA 30. Comparagfes dos sinais de RMN analisados de SF14-11 e comparados com
a literatura.

OKBA ET AL., 2018 SF14-16
Posicio *Cpm) HEm Jrny M | “Cem Heem I m
7 170,9 170,3
4 145,4 146,0
3 151,1 151,5
1 124,1 123,2
6 1227 745 81 d,1H | 1239 742  20e80 dd,1H
5 115,7 6,8 81 d, 1H | 1157 6,79 8,0 d, 1H
2 117,6 75 s, 1H | 1177 7.44 2.0 d, 1H

O H
N O

OH

Figura 76. Estrutura do Acido Protocatecuico, encontrado em SF14-16.
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6.5.4. Elucidacéo estrutural de SF14-24

6.5.4.1. Analise de prospeccdo em placas

A subfracdo SF14-24 (3,2 mg) aparentou um sélido amorfo marrom
(Figura 77 A). As analises por CCD, apresentaram uma mancha com fator
de retencédo (Fr) proximo de 0,35. A placa revelada com vanilina sulfurica,
desenvolveu uma mancha vermelha. De acordo com (NAM et al., 2015), as
proantocianidinas revelam nesse tom quando reagem com vanilina sulfdrica.
Ja a CCD revelada com solugado de DPPH+ mostrou uma mancha amarela,
indicando a inibicdo de radicais da SF14-24. (Figura 77 B).

Vanilina DPPH
TR

05F ".
04F

odt = &
0.2§F B
S
SESEm

SF14-24  SF14-24

FIGURA 77. Fragdo SF14-24 (A). Placas cromatogréficas da SF14-24, eluida com sistema
B e revelada com vanilina e DPPH- (B).

6.5.4.2. Espectrometria de massas

O espectro de massas [M-H], indicou o ion molecular (C3oH23012)
como pico alvo do estudo (figura 78A), que indicou um peso molecular de
576 Da, a formula molecular proposta foi C3oH24012. A fragmentacdo gerou:
m/z 449 (C24H1709 ), m/z 289 (CisH13067), m/z 539 (C3oH190107), m/z 423
(C22H1509) € m/z 285 (C1sH9O¢) (figura 78 B). O padréo de fragmentacdes
norteou as sugestdes para um dimero de epicatequina, especificamente,
uma proantocianidina do tipo A (DE TAEYE et al., 2017) (tabela 31).
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FIGURA 78. Espectro de massas (varredura-modo negativo) do perfil da SF14-24 (A).
Espectro de fragmentagdo do ion m/z 575 (B). Fonte de ionizacdo: ESI.
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TABELA 31. ions percussores observados no espectro de massas EM? de SF14-24,

comparados com a literatura.

DE TAEYE et al., 2017 SF14-24

[M-H]" (m/z) EM? [M-H]" (m/z) EM?
575 449 (100) 575 449 (100)
539 (47) 539 (32)
423 (42) 423 (18)
289 (30) 289 (32)
407 (15) 285 (16)
557 (14)

O Esquema 4 apresenta as propostas de fragmentacbes da

proantocianidina A. As rotas 1 e 2 propuseram quebras entre as ligactes

2B—7 e 43—8, em determinado momento gerando o monémero (catequina)

m/z 289 e em outra ocasido formando o ion m/z 285 com um anel quinona

metida no lugar do anel B. A proposta da rota 3 foi baseada em uma fissao

do anel heterociclico (C) gerando o pico m/z 449. O ion m/z 539 (rota 4) é o

resultado de duas clivagens de duas moléculas de H20. A rota 5 indicou

uma reacao Retro Diels-Alder formando o ion m/z 423.
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ESQUEMA 7. Proposta de fragmentacfes da estrutura presente em SF14-24. Adaptado de
(DE TAEYE et al., 2017; HSU et al., 2018).
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6.5.4.3. Ressonancia Magnética nuclear (1D e 2D)

O espectro de RMN de 'H (figura 79) de SF14-24 indicou presenca
de hidrogénios arométicos, metilénicos e metinicos ligados a carbonos
carbindlicos. Os sinais variaram entre & 7,15 e 6 2,73. Tais sinais observados
compatibilidade com a estrutura molecular de um dimero de catequinas do
tipo A, sendo conhecida como a Proantocianidina A2 (POA A2), apoiando
as propostas das analises anteriores (NAM et al., 2015; PAVIA et al., 2015;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Figura 79. Espectro de RMN 'H da subfragdo SF14-24.
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A figura 80 mostra ampliacdo do espectro RMN 'H da regido dos
hidrogénios arométicos presentes nos anéis B e E. Observou os sinais & 7,13
(H-2’, d, 1H), & 7,01 (H-6’, dd, 1H) e & 6,804 (H-5’, d, 1H) pertencentes ao
anel B. Os sinais & 7,15 (H-2’, d, 1H), & 6,97 (H-6’, dd, 1H) e & 6,809 (H-5’,
d, 1H) para o anel E. As constantes de acoplamento apresentadas, indicaram
interagcbes entre os hidrogénios 2’ e 6" acoplando em meta J = 2,0 Hz, e 0
acoplamento em orto entre o H-5 e H-6’ com J= 8,0 Hz (PAVIA et al., 2015).
A estrutura com as propostas de assinalamento dos hidrogénios dos anéis

B e E esta representada na figura 81.
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Figura 80. Ampliac&o do espectro de RMN H da subfracdo SF14-24, regido dos sinais
dos hidrogénios ligados aos anéis B e E.

56,804

67,01

OH

Figura 81. Proposta de assinalamento dos sinais dos hidrogénios ligados aos anéis B
e E da POA A2.

A figura 82 apresenta a ampliacéo do espectro de RMN na faixa quem
gue se encontram os sinais dos hidrogénios dos anéis A e D, com 0s
deslocamentos & 6,06 (H-8, d, 1H) e & 6,00 (H-6, d, 1H) no anel A e 6,08
(H-6, d, 1H) no anel D. Os sinais do anel A apresentaram J = 2,2 Hz,

103



caracterizando acoplamento meta (PAVIA et al.,, 2015). A figura 83

demonstra a localizac&o dos hidrogénios na estrutura.
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Figura 82. Ampliacdo do espectro de RMN *H da subfracdo SF14-24, regido dos sinais
dos hidrogénios ligados aos anéis A e D.
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\
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56,00

CH

Figura 83. Proposta de assinalamento dos sinais dos hidrogénios ligados aos anéis A
e D da POA2.
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A figura 84 mostra a ampliagdo do espectro nas regides dos
hidrogénios metinicos e metilénicos dos anéis C e F. No anel C (figura 84
A), foram identificados dois dupletos caindo em & 4,40 (H-4, d, 1H) e & 4,05
(H-3, d, 1H), apresentando J = 3,4 Hz propondo acoplamento entre os
hidrogénios equatoriais do anel. Ja para o anel F, observam-se 0s sinais em
04,92 (H-2, s, 1H), 6 4,23 (H-3, m, 1H) na figura 84 A e dois duplodupletos
referentes aos hidrogénios diasterotdpicos no carbono 4, sendo o alfa com
0 2,75 (H-4a, dd, 1H) e o beta & 2,94 (H-4B, dd, 1H) na figura 84 B. As
propostas dos hidrogénios assinalados estao na figura 85.

A tabela 32 apresenta os dados analisados do espectro de RMN H
de SF14-24 comparados com os dados de (NAM et al., 2015)
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Figura 84. Ampliag&do do espectro de RMN H da subfragdo SF14-24, regido dos sinais
dos hidrogénios ligados aos anéis C e F.
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OH

Figura 85. Proposta de assinalamento dos sinais dos hidrogénios ligados aos anéis C
e F da POA2.

TABELA 32. Sinais de 'H observados no espectro de SF13-26 e comparados com a

literatura (esquerda).

NAM, et al, 2015 SF-14-24
Posicio  H (ppm) J (H) m | H ppm) J (Ho) m
3-C 4,05 3,3 d 4,05 3,4 d,1H
4-C 4,41 3,3 d 4,40 3,4 d, 1H
6-A 6,00 2,3 d 6,00 2,3 d, 1H
8-A 6,06 2,3 d 6,06 2,3 d, 1H
2'-B 7,13 2,1e<0,1 dd 7,13 19 d, 1H
5'-B 6,80 8,2e<0,1 dd | 6,80431 8,2 d, 1H
6'-B 7,01 8,2e214 dd 7,01 19e8,2 dd, 1H
2-F 4,93 1,3e-0,33 dd 4,92 s, 1H
3-F 4,24 4,85; 4,76 e 1,38 ddd 4,23 m,1H
4a-F 2,76 16,9e 2,76 dd 2,75 17,1e2,2 dd, 1H
4B-F 2,95 16,9 € 4,85 dd 2,94 17,1e5,1 dd, 1H
6-D 6,09 s 6,08 s, 1H
2'-E 7,15 2,0;-0,33e<0,1 ddd 7,15 2,1 d, 1H
5-E 6,81 8,1e<0,1 dd | 6,80962 8,3 d, 1H
6'-E 6,98 81e20 dd 6,97 21e8,3 dd,1H
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A figura 86 mostra o mapa de correlagcbes HSQC da amostra SF14-
24. A partir dessas analises bidimensionais, sera possivel identificar os sinais
dos carbonos-13, uma vez que, nao foi possivel extrair informacdes dos
espectros de RMN 3C e DEPT-135 dessa subfracéo

_AJAML__JLJMWK A
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Figura 86. Mapa de correlac6es HSQC da subfracdo SF14-24.

A figura 87 apresenta as ampliacbes do mapa os &tomos presentes
nos anéis aromaticos B, E, A e D. A ampliacdo (87 A) indicou os sinais
pertencentes ao anel E: 6 7,15 (H-2') ligado ao carbono C-2’ (6 115,7); 6 6,97
(H-6’) com C-6’ (6 120,1), e do H-5’ (6 6,804) com o C-5 (6 115,6). Para o
anel B houveram correlagdes: 6 7,13 (H-2’) ligado ao carbono C-2’ (6 115,4);
6 7,01 (H-6’) com C-6’ (6 119,6), e do H-5' (6 6,809) com o C-5’ (6 115,6) Ja
na ampliagcdo (87 B) foram observados os sinais do anel D: & 6,08 (H-6)
correlacionado com 6 96,3 (C-8) a para o anel A foram & 6,06 (H-8) ligado
ao 6 96,4 (C-8) e 6 6,00 (H-6) ligado ao 6 98,1 (C-6).
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Figura 87. Ampliacdo do mapa de correlagdes HSQC na regido dos sinais de *H e °C
presentes 0s anéis aromaticos B e E (A) e A e D (B) da subfragdo SF14-24.

A figura 88 mostra as ampliagdes do mapa da regiao dos hidrogénios
ligados aos carbonos dos anéis C e F da estrutura. Na ampliagéo (A) est4 o
sinal & 4,92 (H-2) ligado ao & 79,8 (C-2) do anel F. A ampliacdo (B) mostra
as correlacdes de 6 4,23 (H-3) ligado ao & 66,8 (C-3) (anel F) e os sinais &
4,40 (H-4) e 6 4,05 (H-3) do anel C. Por fim, em (C) mostra as correlacdes
do grupo metileno, & 2,85 (H-4a) e 6 2,73 (H-4B) ligados carbono com sinal
0 29,3 (C-4).
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Figura 88. Ampliacdo do mapa na faixa dos sinais dos anéis C e F POA2 proposta na

subfracdo SF14-24.
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A Tabela 33 apresenta as correlagdes observadas no mapa HSQC de
SF14-24. Os sinais foram comparados com o estudo de NAM e
colaboradores (2015), assim concordando com a proposta voltada para
POA2 (figura 89), bem como foi essencial para a atribuicdo dos sinais
corretos para os carbonos hidrogenados.

TABELA 33. Sinais observados no mapa de correla¢gdes HSQC da subfracdo SF14-24.

NAM, et al, 2015 SF14-24
Posicio  3C (ppm)  'H (ppm) 3C (ppm) *H (ppm)
3-C 68,1 4,05 67,9 4,05
4-C 29,2 4,41 28,9 4,40
6-A 98,2 6,00 98,1 6,00
8-A 96,6 6,06 96,4 6,06
2'-B 115,6 7,13 1154 7,13
5'-B 115,9 6,80 115,6 6,80
6'-B 119,7 7,01 119,6 7,01
2-F 81,8 4,93 81,5 4,92
3-F 67,0 4,24 66,8 4,23
4a-F 2,76 2,75
4B-F 29.9 2,95 29.7 2,94
6-D 96,4 6,09 96,3 6,08
2'-E 116,0 7,15 115,7 7,15
5'-E 115,6 6,81 115,6 6,81
6'-E 120,3 6,98 120,1 6,97
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56,809

Figura 89. Assinalamento para os carbonos e hidrogénio de acordo com o mapa de
correlagBes HSQC da subfragdo SF14-24.

A andlise bidimensional HMBC auxiliou na busca pelos sinais dos
carbonos quaternarios presentas na estrutura, indicando os acoplamentos
entre hidrogénios e carbonos a partir de duas ligacdes de distancia. A figura
90 A apresenta a ampliagcdo do mapa na faixa dos sinais dos hidrogénios
localizados nos anéis B e E. Foram observadas as correlagdes: H-2° — C-6’
(3J) e C-4’ (3)), entre H-6" e C-2" (3J) e C-3' (3J), para o anel E. Com sinais
muito préximos, o anel B apresentou as seguintes correlagdes: H-2’ com C-
6’ (3J) e C-3' (3J) e H-6' com C-2’ (3J) e C-3’ (4J) . Na figura 90 B estdo as
correlagdes dos hidrogénios 5 dos anéis B e E. Ocorreram entre: H-5": C-1’
(3J) e C-3' (3J)- anel E e H-5": C-1" (3J) e C-3’ (3J). Ja a figura 90 C mostrou
as correlagées do anel D: H-6 e C-10 (3J), C-8 (3J), C-7 (3J) e C-5 (3J).
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Figura 90. Ampliacdo do mapa de correlagdes HMBC, na regido dos sinais aromaticos
dos anéis B, E e D da POA2 presente a subfragdo SF14-24.
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Afigura 91 apontou as interacdes entre o H-4 do anel C e os carbonos
dos anéis A, C e D: O mapa mostrou seis correlagcdes com os carbonos C-
3-C (3J), C-6-D (4J), C-10-A (4J), C-8-D (3J), C-7-D (3J), C-9-A (3J) e C-6-A
(4J). As correlacbes analisadas do H-4-C foram essenciais para a
determinacdo estruturas da molécula por indicar as ligacdes entre os dois
mondmeros catequina e epicatequina, formando o dimero Proantocianidina

A2. Também foi observada a correlacdo entre H-3-C e C-10-A.
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Figura 91. Ampliagdo do mapa de correlagbes HMBC, na regido dos sinais dos
hidrogénios metinicos do anel C da POA2 proposta na subfracdo SF14-24.

A figura 92 (A) mostra as interacdes entre H-2-F e os carbonos: C-2’
(3J), C-6’ (3J) e C-1’ (3J) do anel aromatico E. J& a ampliacdo (B) indica as
interacOes entre hidrogénio beta (H-48) do metileno (anel F) com os nucleos
de C-10 (3J), C-7 (®J) e C-5 (3J) do anel D. A tabela 34 apresenta o resumo
das correlacdes observadas no mapa HMBC e a figura 93 demonstra as

correlagdes na estrutura da POA2.
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Figura 92. Ampliagdo do mapa de correlagbes HMBC, na faixa dos sinais dos

hidrogénios 2 (A) e 43 (B) do anel F.
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TABELA 34. Sinais observados no mapa de correla¢cdes HMBC gerado da subfracdo SF14-24.

Correlagbes HMBC - SF14-24

7,15 (H-2'-E) 120,1 (C-6"-E) ; 144,8 (C-4'-E)

7,13 (H-2'-B) 119,6 (C-6"-B); 145,5 (C-3"-B)

7,01 (H-6"-B) 114,2 (C-2-B) ; 145,5 (C-3-B)

6,97 (H-6'-E) 115,7 (C-2-E); 144,8 (C-4"-E)
6,809 (H-5'"-E) 129,9 (C-1-E); 144,8 (C-4'-E)
6,804 (H-5-B) 131,1 (C-1-B); 145,5 (C-3"-B)

6,08 (H-6-D) 101,0 (C-10-D); 105,7 (C-8-D); 150,9 (C-7-D); 155,3 (C-5-D)
4,92 (H-2-F) 115,7 (C-2"-E); 120,1 (C-6'-E); 129,9 (C-1'-E)

4,40 (H-4-C) |67,9 (C-3-C); 98,1 (C-6-D); 102,5 (C-10-A); 105,8 (C-8-D); 150,8 (C-7-D); 152,9 (C-9-A); 155,4 (C-6-A)
4,05 (H-3-C) 102,6 (C-10-A)

2,94 (H-4a) 101,0 (C-10-D); 150,9 (C-7-D); 155,3 (C-5-D)

Figura 93. Correla¢cdes HMBC ocorrentes da Proantocianidina A2 encontradas na subfragdo
SF14-24.
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O mapa de correlagdes COSY apresentou acoplamentos entre os
hidrogénios dos anéis B, E, C e F. A figura 94 mostrou as correlacdes entre
H-2'—H-6’ (retangulo vermelho) com acoplamento em W, a quatro ligacdes
de distancia (*J) e H-5'«»H-6’ (retangulo verde escuro) acoplando em 3J do
anel E. As interacdes entre os nucleos H-2'—H-6’ (retangulo azul escuro) e

H-5'«—H-6’ (retangulo amarelo), ocorreram também em 4J e 3J, nessa ordem.
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Figura 94. Ampliacdo do mapa de correlagdes COSY evidenciando os acoplamentos H-
H dos anéis B e E da POA A2.

A figura 95 apresentou a ampliacdo do mana onde ocorreu a

correlacdo entre H-4'—H-3’ (retdngulo lilds) com acoplamento em 3J.
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Figura 95. Ampliacdo do mapa de correlagbes COSY evidenciando o acoplamento H-H
metinico do anel C da POA A2.
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Também foram observados acoplamento entre os hidrogénios do anel
pirona F. A figura 96 A mostrou as correlagdes entre H-2«<H-3 em 3J (linha
verde claro), H-3«>H-4B (retangulo roxo) acoplando em 3J e H-3«»H-4a em
3J (retangulo vermelho claro). A figura 96 B mostra o acoplamento dos
hidrogénios vicinais H-4a«—H-4B (3J) destacado com o retangulo preto.
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Figura 96. Ampliacdo do mapa COSY evidenciando os acoplamentos H-H apontados
no anel F da POA2.

117



Atabela 35 lista as correlagbes observadas no mapa COSY, as quais

foram demonstradas na figura 97.

TABELA 35. Sinais observados no mapa de correlagdes HMBC gerado da subfracdo SF14-24.

Correlagbes COSY- SF14-24

7,13 (H-2"-B) 7,01 (H-6'-B)
7,01 (H-6-B) 6,80 (H-5-B)
4,40 (H-4-C) 4,05 (H-3-C)
7,15 (H-2'-E) 6,97 (H-6-E)
6,97 (H-6'-E) 6,81 (H-5'-E)
4,92 (H-2-F) 4,23 (H-3-F)
4,23 (H-3-F) | 2,94 (H-4a-F); 2,75 (H-4B-F)
2,94 (H-4a-F) 2,75 (H-4B-F)

OH

Figura 97. Ampliacdo do mapa COSY evidenciando os acoplamentos H-H apontados
no anel F da POA A2.
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A tabela 36 resume os dados analisados dos espectros de RMN H

apoiados pelas técnicas bidimensionais de SP14-24. Apds comparagcao com

a literatura,

foi

possivel

Proantocianidina A2 (Figura 98).

confirmar

coerentemente a presenca da

TABELA 36. Comparagbes entre os sinais observados nos espectros de RMN e mapas
bidimensionais com os resultados encontrados na literatura.

NAM, et al, 2015 (CDsOD)

SF14-24 (CD;0OD)

Posi¢do
2-C
3-C
4-C

10-A
5-A
6-A
7-A
8-A
9-A
1'-B
2'-B
3'-B
4'-B
5'-B
6'-B
2-F
3-F
do-F
4B-F
10-D
5-D
8-D
7-D
6-D
9-D
1-E
2'-E
3-E
4'-E
5-E
6'-E

3C (ppm)
100,1

68,1
29,2
104,2
157,0
98,2
158,1
96,6
154,2
132,4
115,6
145,6
146,7
115,9
119,7
81,8
67,0

29,9

102,4
156,6
107,2
152,3
96,4
152,1
131,2
116,0
146,0
146,3
115,6
120,3

H (ppm)

4,05

4,41

6,00

6,06

7,13

6,80
7,01
4,93
4,24
2,76
2,95

6,09

7,15

6,81
6,98

J (H2)

3,3
3,3

2,3

2,3

2,1e<0,1

8,2e<0,1
8,2e214
1,3e-0,33
4,85; 4,76 e 1,38
16,9e 2,76
16,9 e 4,85

2,0;-0,33e<0,1

8,1e<0,1
8,1e2,0

dd

dd
dd
dd
ddd
dd
dd

ddd

dd
dd

3C (ppm)
98,8

67,9
28,9
102,5
155,4
98,1
156,5
96,4
152,9
131,1
1154
145,5

115,6
119,6
81,5
66,8

29,7

101,0
155,3
105,7
150,9
96,3

129,9
115,7

144,8
115,6
120,1

H (ppm) J (Hz) m
4.05 3,4 d,1H
4,40 3,4 d, 1H
6,00 2,3 d, 1H
6,06 2,3 d, 1H
7,13 1,9 d, 1H
6,80 8,2 d, 1H
7,01 19e8,2 dd, 1H
4,92 s, 1H
4,23 m,1H
2,75 17,1e2,2 dd, 1H
2,94 17,1e5,1 dd, 1H
6,08 s, 1H
7,15 2,1 d, 1H
6,81 8,3 d, 1H
6,97 2,1e8,3 dd, 1H
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H

Figura 98. Estrutura da Proantocianidina A2, encontrada na SF14-24.
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6.5.5. Determinacéo estrutural de SF16-26

6.5.5.1. Analise de prospeccédo em placas

A subfracdo SF16-26 (22,8 mg) apresentou-se como solido amorfo
amarelo escuro (figura 99 A). A andlise por CCD apresentou trés manchas
com Fr = 0,8; 0,7 e 0,5 de cor cinza escura (figura 99 B), sugestivo para

presenca de lactonas ou terpenos (FIGUEIREDO et al., 2007).

0.5- | To.s
0.8 wun 0.8
0.7 {0.7
0.6 los
0.5 - e {0.5
0.4 - 40.4
0.3} {0.2
0.2} {02
,o':‘ i 40.1
(A) SF16-26 (B) "?“""12"2:'""

FIGURA 99. Fragcdo SF16-26 (A) seca. Placa de CCD, eluida com sistema H e revelada

com vanilina (B).

6.5.5.2. Espectrometria de massas

O espectro de massas [M+H]*, indicou o ion molecular m/z 299 (pico
majoritario) (figura 100 A), apresentando peso molecular de 298 Da, com
férmula molecular: C17H3004. A andlise de fragmentacao gerou os picos: m/z
281 (20 %), m/z 263 (100 %), m/z 245 (12 %) e m/z 227 (10 %). Todos os
fragmentos foram gerados por perdas consecutivas de moléculas de agua
(-18 u; -H20) (figura 100 B).
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FIGURA 100. Espectro de massas (varredura-modo positivo) do perfil da SF16-26 (A).

Espectro de fragmentagéo do ion m/z 299 (B). Fonte de ioniza¢do: ESI.
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A tabela 37 lista os picos apresentados no espectro de massa-massa
de SF16-26 com os dados da literatura. Foi observada compatibilidade com
os dados apresentados por (FU et al., 2018), identificando a Rubrenolida
(figura 101), estrutura j& relatada nessa espécie (FRANCA; GOTTLIEB;
COXON, 1977; GOTTLIEB, 1972).

TABELA 37. Padrdo de fragmentacdo de SF16-26 comparados com a literatura.

EM- EM?
FU et al., 2019 SF16-26
[M-H] (m/z)  EM? | [M-H] (m/z) EM?
299 281 (66) 299 281(20)
263 (26) 263 (100)
245 (8) 245 (12)
227 (6) 227 (10)
HO
X OH
0]

@]
Figura 101. Estrutura da Rubrenolida, constituinte majoritario em SF16-26.

123



6.5.6. Determinacgéo estrutural de SF16-28

6.5.6.1. Analise de prospeccdo em placas

A subfragcdo SF16-28 (34,5 mg), adquiriu aparéncia soélido amorfo
vermelho (figura 102 A). A analise por CCD apresentou uma mancha com
Fr = 0,5 de cor cinza escura (figura 102 B), indicando presenca de lactonas
ou terpenos (FIGUEIREDO et al., 2007).

lL’_LL"ﬁL ”'l _,,j;:
o9t {0.9
08} Ho.8
07k H0.7
08} loe
0.5 lRH0.5
0.4} {o.4
0.2k {0.2
0.2} {o,2
S - ~
- 0.1} 40,1
(A) SF16-28 B) IRl
16-28

FIGURA 102. Espectro de massas (varredura-modo positivo) do perfil da SF16-28 (A).
Espectro de fragmentagdo massa/massa do ion m/z 297 (B). Fonte utilizada: ESI.

6.5.6.2. Espectrometria de massas

O espectro de massas [M+H]*, indicou o ion molecular m/z 297 (figura
103 A), apresentando peso molecular de 296 Da, com férmula molecular:
C17H2804. A andlise de fragmentacdo gerou os picos: m/z 279 (88 %), m/z
261 (100 %), m/z 243 (14 %) e m/z 225 (16 %). Todos os fragmentos também
foram gerados por perdas consecutivas de moléculas de 4gua (-18 u; -H20)
(figura 103 B).
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FIGURA 103 . Espectro de massas (varredura-modo positivo) do perfil da SF16-28 (A).

Espectro de fragmentagdo do ion m/z 297 (B). Fonte de ionizacdo: ESI.
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A tabela 38 lista os picos apresentados no espectro de massa-massa

de SF16-28 com os dados da literatura. Foi observada compatibilidade com

os dados apresentados por (FU et al., 2018), identificando a Rubrinolida
(figura 104), estrutura ja reportada nessa espécie (FRANCA; GOTTLIEB;

COXON, 1977; GOTTLIEB, 1972).

TABELA 38. Padrdo de fragmentacéo de SF16-28 comparados com a literatura.

EM- EM?
FU etal., 2019 SF16-26
[M+H]* (m/z)  EM2?  [[M+H]* (m/z)  EM?
297 279 (90) 297 279 (88)
261 (24) 261 (100)
243 (10) 243 (14)
225 (8) 225 (16)
HO
/ e}

0]

Figura 104. Estrutura da Rubrinolida, constituinte majoritario em SF16-28.
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6.6.

Andlise de atividade antioxidante das substancias ativas

A tabela 39 apresenta os resultados dos ensaios antioxidantes das
substancias isoladas das cascas de S. rubra contra os radicais ABTS* e
DPPH".

Na inibicdo dos radicais ABTS, as fracbes que apresentaram oS
melhores desempenhos foram a SF13-26 (epicatequina) (1,93 pg/mL),
SF14-11 (4cido vanilico) (2,16 pg/mL), SF14-24 (proantocianidina A2)
(7,22 pg/mL) e SF14-16 (a4cido protocatecuico) (9,96 pug/mL). Aléem das
substancias fendlicas, a lactona rubrinolida (SF16-28) apresentou CEso =
18,46 pg/mL. A fracdo SF16-26 (rubrenolida) inibiu abaixo de 50 % do
radical livre, portanto, ndo foi determinada a sua CEso (tabela 39).

Comparando com relatos bibliograficos que estudaram a atividade
antioxidante dessas substancias, GEETA e colaboradores (2019),
apresentou a epicatequina isolada de Glycine max (soja) com CEso = 14,39
pg/mL. Segundo CHOU et al., (2010), o &cido vanilico extraido de Origanum
vulgare (Orégano) apresentou CEso=7,3 pg/mL. Shin et al (2020), sintetizou
0 &cido protocatecuico, que demonstrou CEso de 7,63 pg/mL. Apesar dos
resultados discrepantes com a literatura, este estudo também demonstra a
capacidade de inibicdo das moléculas isoladas frente ao radical ABTS.

N&o foram encontradas em literatura, informacbes a respeito de
atividade antioxidante contra o radical ABTS para a proantocianidina A2
(POA A2) purificada. Foram encontrados, apenas relatos nas literaturas da
presencga da proantocianidina A2 e outros compostos presentes em extratos
ativos (CHAI et al., 2018; PLUMB et al., 1998). Também nao existem relatos
com esse método testado com a rubrinolida. Portanto, este é primeiro
trabalho mostrando a concentracédo eficiente da POA A2 isolada e da
rubrinolida.

As fracbes isoladas apresentaram valores de concentracbes
inibitorias (para ABTS) comparaveis aos de substancias padréo relatadas na

literatura, como o acido ascérbico (1,16 pg/mL), hidroxitolueno t-butilado
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(BHT) (6,42 pg/mL) e Trolox (4,18 pg/mL) (GEETA; et al., 2019;
RODRIGUES et al., 2019; TINE et al., 2020).

TABELA 39. Resultados das analises de capacidade antioxidante das substancias isoladas
de S. rubra.

Amostras Radical ABTS Radical DPPH

100 pg/mL % ABTS CEso pg/mL % DPPH  CEso pg/mL
SF13-26 95,65+0,09 1,927+0,27 63,93+1,03  13,9148,96
SF14-11 95,44+0,07 2,161+0,60 64,73+0,88 39,27+13,73
SF14-16 82,91+0,17 9,962+3,00 44,38+3,32 -
SF14-24 94,07+0,20 7,215+3,00 66,95+0,22  58,17+14,32
SF16-26 41,60+0,20 - 15,15+0,29 -
SF16-28 95,30+0,74 18,46+5,73 35,65+3,58 -

Legenda: CEso= concentracao eficiente para reagir com 50% dos radicais em solucao.

As substancias que demonstraram capacidade de captura dos
radicais DPPH foram: SF14-24 (proantocianidina A2) (58,17 pg/mL), SF14-
11 (4cido vanilico) (39,27 pg/mL) e SF13-26 (epicatequina) (13,91 pg/mL)
(tabela 39).

Nessas analises, 0 acido protocatecuico e as lactonas rubrenolida e
rubrinolida apresentaram capacidade inibitoria do radical DPPH abaixo de

50 % e nao foram selecionadas para calcular as suas respectivas CEso.

Para fins de comparacdo, foram consultados nas literaturas os
resultados de testes feitos com o DPPH dos compostos isolados. A POA A2
isolada de Arachis hypogaea (amendoim) apresentou CEso = 31,10 pg/mL
(OLDONI et al., 2016). O &cido vanilico encontrado em O. vulgare mostrou
CEso = 3,6 pg/mL (CHOU et al.,, 2010). A epicatequina extraida de
Cynomorium songaricum apresentou CEso = 11,15 pg/mL. Foram
observados valores bem discordantes entre os ensaios com a POA A2 e 0
Ac. Vanilico. Contudo, os testes com a Epicatequina demonstraram valores
bem proximos. Embora haja diferencas entre os valores de CEso com 0s
dados encontrados na literatura, esse estudo também reforga a atividade dos

fenolicos isolados frente ao DPPH.
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Segundo GAO et al. (2022), o acido protocatecuico apresentou CEso
de 4,06 pg/mL contra o DPPH. Neste trabalho, o acido protocatecuico
apresentou atividade antioxidante abaixo de 50 %, porém, nédo foi
selecionado para realizar a determinacdo do CEso. Também, as lactonas
rubrinolida e rubrenolida ndo apresentaram atividade antioxidante acima de
50 % suficiente para determinar as suas CEso. Este é o primeiro relato

avaliando a capacidade antioxidante dessas lactonas frente o radical DPPH.

A substancias ativas contra o radical DPPH apresentaram valores de
CEso muito semelhantes aos dos padrbes Rutina (21,49 pg/mL), Beta-
hidroxiacidos (BHA) (25,00 pug/mL), Tirosol (16,87 pg/mL) e BHT (30,27
pHg/mL), que apresentam estruturas fendlicas (OLDONI et al., 2016; WANG
et al., 2016; YUAN et al., 2018).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos € justificada pelas
propriedades de reducdo-oxidacao, que os permitem reduzir as espécies de
oxigénio singleto (Oe¢), ao liberarem prétons (H*) no meio reacional,
mantendo sua estabilizacdo por ressonancia, apresentando as hidroxilas na
posicdo para (C-4) como as mais ativas (figura 105 1). Ja os flavonoides
dependem da quantidade de hidroxilas presentes na estrutura, outras
substituicbes e conjugacfes. Em estruturas de procianidinas,
proantocianidinas e seus derivados, as hidroxilas mais ativas estdo nas
posicdes 3’ e 4’ do anel B e no carbono 3 do anel C da procianidina (figura
105 2), e nas posigdes 3’ e 4’ dos anéis B e E nos carbonos 3 dos anéis C e
F (figura 96 3) (CAl et al., 2006; COUTINHO et al., 2008; DI MAJO et al.,
2005).
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Figura 105. Estruturas basicas das classes de acido fendlico (1), procianidina (2) e
Proantocianidina (3)

A presenca de uma ligacao tripla em uma estrutura pode variar seu
potencial antioxidante em relacédo a dupla ligacéo, pelo grau de insaturacéo
e facilidade de quebra das ligagbes n. Substancias que contém ligacbes
triplas sdo quimicamente e biologicamente ativas. (KONOVALOV, 2014;
MPHAHLELE et al., 2020).

Esse fato foi observado ao comparar os resultados as duas lactonas.
Ambas as estruturas apresentam ligagcbes n terminais, entretanto, s6 a
rubrinolida apresentou atividade antioxidante devido ao seu H &cido da
ligacdo tripla terminal. J& a rubrenolida ndo apresentou atividade superior a
50%, possivelmente por ndo possuir H livre nem ligacdes duplas conjugadas
(figura 106).

HO

OH

\

HO

{

OH

(¢}

Figura 106. Estruturas basicas das classes de acido fendlico (1), procianidina (2) e
Proantocianidina (3)
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Esses resultados sao promissores e motivam para a continuagao dos
estudos de capacidade antioxidante das substancias frente ao ABTS, DPPH
para fins de determinacdo da concentracéo efetiva, também avaliacdo em
outros modelos de atividade antioxidante como FRAP (Poder antioxidante
de reducédo de ferro), Potencial Redutor (Phosphate Buffer Saline-PBS e
KsFe(CN)s), Medicdo de peroxidacdo de Lipossomas, Inibicdo de
peroxidacdo usando o modelo com Linoleato de B-caroteno (BARROS;
BAPTISTA; FERREIRA, 2007; BENZIE; STRAIN, 1996; CHAI et al., 2018;
CHOU et al., 2010).
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7.

CONSIDERACOES FINAIS

A Amazobnia Brasileira contribui com cerca de 195 espécies
madeireiras para manejo florestal sustentavel. Dentre as trinta familias
botanica catalogadas, as principais sdo Fabaceae, Lauraceae,
Lecythidaceae e Sapotaceae. O estado do Amazonas € um dos principais
estados com 58 industrias de producdo de madeira em tora, tendo o
municipio de Itacoatiara como um dos principais fornecedores de madeira
comercial atendendo desde a comunidade local até o exterior

A producédo de residuos madeireiros produzidos chegou a atingir o
volume de 8,3 milhdes de m3, entretanto, cerca de 59 % foram considerados
“residuos”. Esses numeros mostram o baixo aproveitamento durante a
fabricacdo da madeira em tora. Além disso, a producdo de residuos
madeireiros gera problemas para o desenvolvimento sustentavel, uma vez
gue a destinacao incorreta acaba causando poluicdo ambiental. Este fato,
pode trazer problemas de saude publica e do trabalhador local, além do
desperdicio de matéria prima. (CYSNEIROS et al., 2018; HUMMEL et al.,
2010).

Algumas espécies madeireiras também s&o conhecidas por sua
aplicacdo na medicina popular e nas industrias farmacéuticas e de
cosméticos. Os exemplos sdo: Andiroba, Breu, Cumaru, Ipé, Castanheira,
Copaiba e Jatoba, muito conhecidos por seus Oleos essenciais com
atividades biolégicas. Estudos com o0s extratos dessas espécies
encontraram compostos fendlicos com atividades antimicrobianas,
antioxidantes e antidiabéticas (MAR; WIN; NYO, 2020; MENEZES FILHO,
2022; SILVA; ALMEIDA, 2014; SOUSA et al., 2020; ZHANG et al., 2019).

Neste estudo, os extratos das cascas dos residuos madeireiros de S.
rubra mostrou o potencial tecnoldgico, apresentando quatro substancias
fendlicas e a lactona rubrinolida com potencial antioxidante, aléem do
isolamento da rubrenolida.

A Epicatequina € um fitocomposto encontrado principalmente no cha

verde, vegetais e bebidas comumente consumidos na dieta humana. Essa
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procianidina apresenta as atividades antioxidante, vasorelaxante,
antidiabética, hepatoprotetora, anti-inflamatéria, anti-hipertensivo e
antimicrobiano. (BERNATOVA, 2018; DEVKOTA et al., 2021; GAO et al.,
2022; PRAKASH; BASAVARAJ; MURTHY, 2019). De acordo com o
fornecedor MedChemExpress® 100 mg de epicatequina custa cerca de
USD 158,.

O &cido vanilico € um agente aromatizante que possui atividades
antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antibiofiime, inibitéria das
enzimas a-amilase e tirosinase, e efeito neuroprotetor (contra
lipopolissacarideos, neuroinflamacéao, disfuncéo sinaptica e
neurodegeneracdo) (IBRAHIM et al., 2020; LEE et al., 2018; QIAN et al.,
2020; ULLAH et al., 2021; YALCIN et al., 2020). O valor de mercado por 100
mg dessa substancia pode chegar a USD 50,00 (MedChemExpress®).

O acido protocatecuico € um polifenol amplamente distribuido na
natureza, podendo ser encontrado em vegetais e em fungos. KAKKAR &
BAIS (2014), listaram as atividades biologicas apresentadas por esse acido
em seu artigo de revisdo. Foram encontradas as atividades antioxidante,
anti-inflamatoria, antimicrobiana, citotoxica, antitlcera, antidiabética,
antiviral, analgésica, hepatoprotetora, neuro protetora, antifibrotica,
antiasterosclerotica e nefro protetora. O preco de mercado desse produto
natural custa entorno de USD 72,00 por 1 grama (MedChemExpress®).

A Proantocianidina A2 é comumente encontrada em chas de cascas
de arvores do género Cinnamomum (Canela). Estudos tedricos propuseram
capacidade inibitéria contra o virus SARS CoV-2. Testes in vitro
apresentaram potencial antiviral frente aos virus da Sindrome reprodutiva e
respiratoria suina (PRRSV), Sindrome do coronavirus respiratoria aguda
grave (SARS CoV), pseudovirus HIV/SARS CoV, HIV- 1 (inibindo a enzima
(HIV-1 integrase), Herpes Simplex virus tipo 1 (HSV-1). Também apresentou
capacidade inibitoria de a-glicosidase e potente atividade biomodificadora
de dentina (GRENIER et al., 2021; NAM et al., 2015; PRASANTH et al.,
2021; SUEDEE; TEWTRAKUL; PANICHAYUPAKARANANT, 2013; TRAN et
al., 2016; XU et al., 2010; ZHANG et al., 2018; ZHUANG et al., 2009).

133



Segundo a MedChemExpress®, o preco pago por 10 mg de POA A2 pode
chegar a USD 450,00.

As substancias isoladas nessa pesquisa podem justificar a atividade
antioxidante encontrada no extrato das cascas de S. rubra. Ainda existe uma
infinidade de substancias a serem isoladas e seus potenciais antioxidantes
e biolégicos determinados. Uma vez que existam outros extratos e fracdes
ativos ainda néo estudados. Vale ressaltar sobre a necessidade de explorar
outros ensaios bioldgicos a serem realizados com os extratos e substancias
isoladas, visto que, esse trabalho direcionou apenas para atividade
antioxidante.

Esse trabalho leva ao conhecimento e valorizacéo dos residuos de S.
rubra. Esse material pode ser consumido como matéria prima para extracéo
das substancias ativas, ja conhecidas e com seus potenciais quimicos e
biolégicos determinados. Empregando-os principalmente nas inddstrias
guimicas e farmacéuticas, ocasionando na diminuindo da poluicdo ambiental
causada pela atividade madeireira.

Também merece destaque a contribuicdo desse trabalho para a
quimiotaxonomia da familia. Por haver pouca informacgédo quimica sobre as

duas Unicas espécies do género Sextonia.
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8.

CONCLUSOES

O estudo quimico do extrato acetato de etila (LLGO3) dos residuos de
Sextonia rubra resultou no isolamento e identificacdo de seis substancias
(quatro fendlicas e duas lactonas), dentre as quais, cinco apresentaram
atividade antioxidante.

Os compostos fendlicos foram caracterizados pela primeira vez na
espécie: acido vanilico (10,0 mg), acido protocatecuico (18,4 mg),
epicatequina (21, mg) e proantocianidina A2 (3,2 mg). Foram isoladas e
caracterizadas as duas lactonas marcadoras da espécie ja relatadas na
literatura: rubrinolida (34,4 mg) que apresentou atividade e arubrenolida (22,8
mg) apresentou rea¢do com os radicais, porém, ndo inibiu quantidade acima de
50 %.

A técnica Cromatografia Contracorrente levou ao isolamento das
substancias ativas, utilizando modo de elui¢cao gradiente néo linear. Foi possivel
realizar o isolamento de acordo com a mudanca das fases méveis no sistema
de particdo, observado o tempo de retencdo das substancias de acordo com a
ordem de eluicdo das fragBes nos tubos. A reprodutibilidade da técnica foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada. Todas as injecées no
HPCCC foram reprodutiveis, mostrando a eficacia do modo de eluicdo
desenvolvido.

Os resultados da avaliagdo da atividade antioxidante in vitro contra o
ABTS™ mostraram a atividade dos fendlicos isolados, com destaque para a POA
A2 e rubrinolida (dado inédito). A ordem de potencial antioxidante foi
epicatequina>  acido  vanilico>  proantocianidina  A2>  acido
protocatecuico> rubrinolida. J& comparando os valores frente ao DPPH", a
ordem seguiu da seguinte maneira: epicatequina> acido vanilico>
proantocianidina A2. Todos os valores de CEso dos isolados foram
comparaveis com os das substancias padréo.

Essa pesquisa foi pioneira na caracterizacdo quimica de compostos
fenolicos nos residuos madeireiros de S. rubra. Esses resultados demonstraram
uma possibilidade para o aproveitamento desse material vegetal, apontando o
residuo madeireiro dessa espécie como fonte alternativa de matéria-prima para
extragdo e isolamento de substéncias de interesse econémico para fins de

aplicacédo tecnoldgica.
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10. ANEXO
Cronograma de atividades no laboratério de produtos naturais — DQ-ICE-UFAM.

X: Jarealizado; P: Pararam as analises devido a pandemia; R: A realizar.

2019 2020 2021 2022
Atividades 1

=9
-
-

1/2(3|4(5/ 6|7 8|9

[ =T
-

Disciplinas para obtencdo de créditos x| XX x| x| x| x| x

| =
H M| W=
-
H M| W=
%S
»
>
b4

0
X
Reviséo bibliografica X
Coleta do material vegetal e preparo dos
extratos
Prospecgao fitoquimica em tubos
(extratos)
Prospecgdo fitoquimica em placas:
Acompanhamento por CCD
Analise de Capacidade antioxidante
quantitativa e Ensaios bioguiados dos
extratos (antes CCC) e fracfes de LLGO03
(apds CCC)
Cromatografia em Contracormrente do
exirato (LLG03) das fragdes (isolamento)
Analises de especitrometria de massas X

Ho X
X | X | x| @

Analises dos espectros de massas x| P X| X| X X
Crganizagéo e andlise de dados em geral W) XK X M| A R R K| K| x| x| K| x| K| | K| K| K| K| K| K[ XX
Exame de Qualificagdo X
Isolamento das substincias de interesse P XX

Ensaios de atividades antioxidantes das
substancias isoladas

Analises de elucidacdo estrutural P
Escrita da Dissertacdo A ] ] x| ] x| x| x| x| K] X x| ] x| x| x| x| x| X XXX K] XXX ] x| x| X x| x| x| x| X
Defesa de Mestrado R

=
>
>
>

>
by
=
=
>
>
>
=
>
>

Setor Norte do Campus Universitario - Bloco 10 Sala 1 2* andar - Av. Gal. Rodrigo Otavio Jorddo Ramos, 3000 - Coroado 69077-000 - Manaus-AM - Fone (092) 3305 2872 E-mail:
ipegsecretariai e mail.com 152




