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RESUMO

A presente pesquisa se refere a uma analise fitoquimica para a confirmacao
e descoberta do perfil metabdlico da espécie arborea Peltogyne lecointei. O estudo da
bioatividade de metabdlitos secundarios com origem vegetal esta demonstrando
resultados promissores na biomedicina contemporénea, permitindo auxiliar no
tratamento e prevencdo de doencas, suplementacdo dietética, eliminacdo de
organismos patogénicos, uso como corante de alimentos, entre outras diversas
aplicabilidades. A espécie Peltogyne lecointei é uma arvore de grande porte
encontrada no norte do Brasil, e, assim como para as outras espécies do género, sua
madeira é bastante valorizada devido a tonalidade violeta que apresenta o corte
exposto do cerne, porcao interna da madeira, resultando em trabalhos com madeira
visualmente atrativos. A exploracdo da madeira dessas arvores produz uma quantia
consideravel de rejeitos, material vegetal que possui ainda um perfil metabdlico
contido, havendo a possibilidade para se encontrar novos usos para esse material.
Pesquisas realizadas com o extrato de madeiras de arvores pertencentes ao género
Peltogyne mostraram predominantemente a existéncia de leucoantocianidinas
(flavan-3,4-diols). Ensaios de atividade bioldgica, feitos com extratos de madeiras do
género, mostraram eficacia no combate contra fungos, inibicdo no crescimento de
colénias de bactérias patogénicas, controle bioldgico de termites, moderada atividade
contra larvas de Aedes aegypti, e possibilidade de uso industrial como corante de
alimentos. No presente trabalho foram feitas analises de identificacdo dos
componentes contidos em extratos de hexano, acetato de etila, e etanol, do cerne de
Peltogyne lecointei. Por meio de ressonancia magnética nuclear, cromatografia em
camada delgada, cromatografia gasosa, e espectrometria de massas, foi possivel
notar a presenca de uma diversidade de componentes organicos contidos no extrato.
Testes fitoquimicos qualitativos para os extratos sugeriram a presenca de terpenoides

e compostos fendlicos, incluindo flavonoides, antocianinas, e leucoantocianinas.

Palavras-Chave: Peltogyne lecointei. Roxinho. Peltoginoides. Durabilidade natural de

madeiras.



ABSTRACT

The present research refers to a phytochemical analysis for the confirmation
and discovery of the metabolic profile of the tree species Peltogyne lecointei. The study
of the bioactivity of secondary metabolites with plant origin is showing promising results
in contemporary biomedicine, allowing it to help in the treatment and prevention of
diseases, dietary supplementation, elimination of pathogenic organisms, use as a food
coloring, among other diverse applications. The species Peltogyne lecointei is a large
tree found in northern Brazil, and, as for other species of the genus, its wood is highly
valued due to the violet hue that presents the exposed cut of the heartwood, internal
portion of the wood, resulting in in visually attractive woodwork. The exploitation of
wood from these trees produces a considerable amount of tailings, plant material that
still has a contained metabolic profile, with the possibility of finding new uses for this
material. Research carried with the wood extract from trees belonging to the Peltogyne
genus showed predominantly the existence of leucoanthocyanidins (flavan-3,4-diols).
Biological activity tests, carried out with extracts from woods of the genus, showed
efficacy in combating fungi, inhibiting the growth of colonies of pathogenic bacteria,
biological control of thermites, moderate activity against Aedes aegypti larvae, and the
possibility of industrial use as a dye for foods. In the present work, identification
analyzes of the components contained in hexane, ethyl acetate and ethanol extracts
from the heartwood of Peltogyne lecointei were carried out. Through nuclear magnetic
resonance, thin layer chromatography, gas chromatography, and mass spectrometry,
it was possible to notice the presence of a variety of organic components contained in
the extracts. Qualitative phytochemical tests for the extracts suggested the presence
of terpenoids and phenolic compounds, including flavonoids, anthocyanins, and

leucoanthocyanins.

Keywords: Peltogyne lecointei. Purple heartwood. Peltogynoids. Natural wood

durability.



2.1
2.2
2.2
2.3
2.4
241
242
2.4.3
244
2.4.5
2.4.6

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
45.1
452
4.5.3
45.4
4.5.5
4.5.6
4.5.7
4.5.8
4.5.9
4.5.10
4.6
4.7

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt n e eaes 6
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 7
FABACEAE. ... ittt s 7
GENERO PELTOGYNE. ...ttt 8
PELTOGYNE LECOINTEL...covuiiie e 9
LEUCOANTOCIANIDINAS E BIOSSINTESE........ccceoveieeeeceeeeeeee e 10
ATIVIDADE BIOLOGICA. ......cveeeeeeeeeeeeeeee e ee e e et ste et ean e ane e 16
Atividade antiflnNgiCa.......ueiiiiiiiiiie e e 16
Atividade antiterMita. . .. ... i e 18
Atividade antibDiOtiCa.........oooiiiiiii e 20
Corante de aliMENTOS.....uuuiiiiiiiiiiie e 21
F N LAY To F=To F o = T VA o] [0 - T URRRRR 22
EXPerimentac@o COM PH. ... e 23
OBUJETIVOS . ...ttt e et e e e e s st e e s e a st eeeeeesann eanes 25
METODOLOGIA. ...ttt e e e e e e s s e e e e e ennnes 26
AMOSTRA VEGETAL. ..ottt e e e e e e e eees 26
PREPARO DO EXTRATO ..ottt e et e e e eees 26
CROMATOGRAFIA EM COLUNA . ... e 29
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA.......ccooitieeee e 33
ANALISES FITOQUIMICAS QUALITATIVAS.......covieeeeeeeeeeeeeeee e 34
TANINOS € FENOIS....ouuiiiiiiii it e e e e e e e e e e e e e s 34
SAPONINAS .ottt e e e e e e e e e bt e e e e e e e e e e e e aa e e e 34
ALCAIOTURS .. 34
FlaVONOIAES ...t e e e e e e 35
FN ] o Yo =T g 1 0 = T 35
LEUCOANTOCIANTNAS .. uuuurieiiiiiiaieee e e e e eeeeeeeeee et eeeeetaeananasa s s e e e eeeeaeeseaeeaeeressnsnnnnes 35
Terpenoides € €StErOIUES. .....coi i 36
R =T o] o L= PSPPI 36
(@ 18 11 0] - 37
ANTFAGUINONAS ..ttt e e e e bbbt e e et e e e e e e e e e e e e s aa e aaannnebeeees 37
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR........c.cccovieeieeeeeereer s 37

ANALISE DE GC-MS PARA EXTRATO EM HEXANO.........ccceoveveeererennne, 39



5.1
5.2
5.3
5.4
5.4.1
5.4.2
5.4.3
5.4.4
5.4.5
5.4.6
5.4.7
5.4.8
5.4.9
5.4.10
5.5
5.5.1
5.5.2
5.5.3
5.5.4
5.5.5
5.5.6
5.6

6.1
6.2

RESULTADOS E ANALISES......cooiiieeeeeieeeteeeeeee et nn e 40

PREPARO DO EXTRATO ...ttt ettt sieeea e s ee e e e 40
CROMATOGRAFIA EM COLUNA . ... e 40
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA....... oot 41
ANALISES FITOQUIMICAS QUALITATIVAS.......covieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 43
TANINOS € FENOIS......iiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e 44
SAPONINAS ..ottt e ettt e e e e e e e e 44
N o= 1o ] o [ 3RO PPTPPPPPPRRR 45
FlaVONOIAES .. e e e e e e e 46
ANTOCTANTNAS ettt e e e e e e e e e s e s e e e e aeeaaeeas 47
LEUCOANTOCIANTNAS .. euuitieiiiieiee e et e e e e e e e et e ee ettt ss e s s e e e e e e eeeeeeeeeeneeensnnnnnes 48
Terpenoides € ESTErOIIES. ....uu i 48
LY (=T o [0 1= TSP PPPPPPRURPRTRPP 49
QUINIONAS .. ittt ettt e et e e e e e et e e e e ee e s bt e e e e e s sesba e eessessannaeeeennes 50
ANTTAQUINONAS ...ttt e et e e e e e e e e e e e e s e e abbbbbeeeees 50
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.........ccccooviiiiiiiiecicieieie e 51
PeITOGINOL. . e e 54
1Yo Y o= o SRS 55
PUDESCRIN. ... 56
[T Lot o} 1 K571 41 ] (o 1T 0 - VUSSR 57
[T oo Yol =T o1 o 11 - VO 58
PeltOMEXICANIN....cii i e e e e e e e e e e 59
ANALISE DE GC-MS PARA EXTRATO EM HEXANO.........cccoovevieereenan. 60
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS. ..o, 65
CONCLUSAD. ..ottt 65
PERSPECTIVAS FUTURAS. . ...ttt 66
REFERENCIAS ..ottt ettt 67
ANEX O S ..o e aan 70



1. INTRODUCAO

A busca por componentes quimicos biologicamente ativos com origem vegetal
tem grande importancia na ciéncia contemporanea, possibilitando avangcos em areas
como medicina e biotecnologia. A presente pesquisa visa fazer um levantamento
bibliografico com respeito ao perfil metabdlico de espécies do género Peltogyne spp.,
com suas possiveis aplicabilidades, e verificar experimentalmente a presenca de
metabolitos secundarios no cerne de uma arvore da espécie Peltogyne lecointei,
arvore tipicamente encontrada em regides florestais do Para e Amapa (SILVA, 1976).

Metabolitos sdo substancias organicas presentes em todos 0s organismos
vivos. Essas substancias sdo usualmente referidas como moléculas simples, sendo
produtos ou intermediarios nas vias metabdlicas, responsaveis por conduzir o
funcionamento biolégico de um organismo. Os metabdlitos podem ser classificados
como primarios ou como secundarios, de acordo com sua origem e funcionalidade
(SHASTRI, 2006).

Os metabdlitos primérios sdo as moléculas organicas diretamente envolvidas
no crescimento, desenvolvimento, e reproducdo de um organismo, e portanto sao
essenciais para a fisiologia do sistema. Exemplos de metabdlitos primarios incluem
proteinas, DNA, RNA, carboidratos, acidos graxos, alcoois, e alguns aminoacidos. Na
indUstria € comum a producdo de metabdlitos primarios, utilizando-se de fungos e
bactérias, processo que é utilizado na producdo de bebidas alcodlicas por
fermentacao, no isolamento de aminoacidos como L-glutamato para suplementacéo
dietética, na producédo de &cido citrico, entre outros usos. (SHASTRI, 2006).

Os metabdlitos secundarios, por sua vez, ndo atuam diretamente no
desenvolvimento e funcionamento de um organismo, e sdo tipicamente formados
partindo de modificacées quimicas de metabdlitos primarios, em ramificacfes das vias
metabdlicas basicas. Apesar dos metabdlitos primarios serem comuns para todos 0s
organismos vivos, 0s metabolitos secundarios tém grande especificidade filogenética,
apresentando funcionalidades especificas que auxiliam na sobrevivéncia e
reproducdo de espécies em seu meio natural, e € comum espécies de mesmo género
apresentarem um perfil metabdlico similar. Os metabdlitos secundarios sdo também
amplamente produzidos na industria. Partindo-se de plantas, fungos, e bactérias, é

possivel obter substancias capazes de tratar e prevenir doengas, como, por exemplo,



0s antibidticos eritromicina e bacitracina, e também produzir pigmentos, antifingicos,

entre outros compostos quimicamente e biologicamente ativos (SHASTRI, 2006).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FABACEAE

A espécie em estudo, Peltogyne lecointei, pertence a familia Fabaceae,
plantas também conhecidas como leguminosas. A familia Fabaceae é uma das
maiores familias botanicas, de ampla distribuicdo geografica, sendo a terceira maior
familia de angiospermas, com aproximadamente 751 géneros e 19.500 espécies
conhecidas (CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). No Brasil a familia Fabaceae € a mais
diversa com mais de 2800 espécies catalogadas, ocupando o primeiro lugar em
diversidade de espécies nos biomas da Amazonia e Caatinga (ZAPPI et al., 2015). As
leguminosas incluem arvores de grande porte a pequenas ervas, e se destacam por
produzir frutos em forma de vagem. Seus frutos estdo amplamente presentes na dieta
humana, e sdo usualmente ricos em fibras, proteinas, vitaminas e minerais. Essa
familia botanica é considerada uma das mais importantes para o agronegécio mundial.
No Brasil é produzida uma grande quantia de leguminosas para o mercado interno e
externo, principalmente soja, feijao, crotalaria, acécia, e gliricidia. Brasil e Estados
Unidos competem como maiores produtores de soja do mundo, sendo produzidas
mais de 135 milhdes de toneladas de soja a cada safra (CONAB, 2021), produto
principalmente destinado para consumo animal, e para producédo de 6leo. Quanto ao
feijdo, o Brasil se destaca como um dos maiores produtores e consumidores mundiais
do grdo, alimento de alto teor proteico. Outras leguminosas podem representar
diversas aplicabilidades, a crotalaria, por exemplo, é utilizada como adubacéo verde
e apresenta resisténcia a nematoides, permitindo maior rendimento da producao
subsequente quando associada ao plantio de outras leguminosas, como soja, além
de potencializar a fixacdo de nitrogénio (CAMARGO et al., 2017).

Devido a diversidade de géneros e espécies, as leguminosas representam
uma grande variedade de metabdlitos secundarios. Essas substancias usualmente
atuam na defesa contra microorganismos e herbivoros, e também como sinalizadores
para animais polinizadores. Muitas espécies da familia sdo também plantas fixadoras

de nitrogénio atmosférico, e isso permite uma maior producdo de metabdlitos



secundarios contendo nitrogénio, como alcaloides, aminas, glicosideos cianogénicos,
e peptideos. (WINK, 2013).

2.2 GENERO PELTOGYNE

O género Peltogyne spp. comporta arvores de grande porte, que podem ser
encontradas na América Tropical, incluindo México, Panam4, Colémbia, Bolivia, e se
estendendo até a regido sudeste do Brasil, tendo a Amazdnia como seu centro de
distribuicdo geografica. As arvores alcancam de 30 a 50 m de altura, com diametro de
1,5 m. Possuem flores pequenas e frutos em forma de vagem, caracteristico da familia
Fabaceae, contendo uma Unica semente. Atualmente as espécies do género
Peltogyne spp. sdo utilizadas exclusivamente na extracdo da madeira, com registro
de alguns poucos estudos feitos com objetivo de avaliar as propriedades bioldgicas
contidas nos extratos vegetais (SILVA, 1976).

A madeira das espécies do género Peltogyne spp. tem uma coloragao distinta
para o cerne (por¢ao interna da madeira), que se distingue do alburno (por¢cdo que
envolve o cerne), apresentando tonalidade violeta apds o corte ser exposto (SILVA,
1976), (IPT, s.d.). A madeira ndo apresenta odor caracteristico, e possui elevada
densidade e dureza de trabalhabilidade. Apesar de alta dureza, o cerne da madeira é
comercialmente valorizado no Brasil e no mundo, devido & sua coloracéo violeta. A
madeira € usada na construcao civil, assoalhos, mobiliario, instrumentos, entre outros
trabalhos de marcenaria (IPT, s.d.).

Sabendo-se que a exploracao e o trabalho com a madeira de muitas espécies
vegetais produz uma grande quantia de rejeitos, é de interesse cientifico e ambiental
a procura por finalidades biolégicas para esse material. Portanto, é importante se
conhecer o perfil quimico das espécies vegetais exploradas, e, para isso, pode-se
partir de analises bioquimicas do extrato e o material celuldsico.

Quanto a atividade biologica de extratos do género Peltogyne spp., a literatura
sugere uma boa resisténcia da madeira para ataque de organismos xil6fagos, como
fungos apodrecedores e cupins (IPT, s.d.). Essa caracteristica natural da espécie
indica uma possibilidade do uso dos rejeitos de exploracdo da madeira para se obter
compostos quimicos seletivamente citotoxicos para uso na industria.

Previamente foram feitos estudos quimicos em extratos de espécies do

género Peltogyne spp., e foi descoberta a presenca majoritaria de flavonoides,



especialmente dois compostos classificados como peltoginoides, o peltoginol e o
mopanol (HARBORNE, 1988 E BUCKINGHAM; MUNASINGHE, 2015). Também
foram registrados ensaios laboratoriais verificando a atividade biolégica dos extratos
de madeiras do género Peltogyne spp., e obteve-se relativa eficacia no controle de

fungos, bactérias, e cupins.

Figura 1. Corte transversal do tronco de Peltogyne sp.

Alburno

Cerne

Casca

Fonte: Adaptado de (RODRIGUES, 2010).

2.3 PELTOGYNE LECOINTEI

A espécie Peltogyne lecointei Ducke é uma arvore de 20 a 30 m de altura,
glabra, com ramos jovens escuros, tronco ereto com sapopemas na base, casca
cinzenta, e cerne violaceo. Possui folhas curtas, cachos de flores curtas, e seu fruto é
um legume orbicular, de 4 cm de comprimento. A espécie é usualmente encontrada
no norte do Brasil, especificamente na Mata de terra firme do Para (Obidos, rio
Tapajos) e Amapa (SILVA, 1976).

Poucos estudos cientificos foram relatados para a espécie em questdo. Um
estudo feito na Universidade Federal de Mato Grosso realizou uma analise da
composicdo quimica estrutural de madeiras da Amazbnia Meridional. O estudo
mostrou para a espécie Peltogyne lecointei uma porcentagem de aproximadamente

23,98% de lignina, 73,33% de celulose com hemicelulose, e 2,69% de extrativos. Este
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estudo sugere um baixo teor de extrativos na composi¢cao da madeira, o que € comum
para espécies arboreas, como observado nas outras espécies analisadas, que tiveram
entre 1,99% e 3,47% de extrativos. (ALMEIDA; RODRIGUES; CASTELO, 2015).
Outro estudo, realizado recentemente, utilizou o cerne da madeira de Peltogyne
lecointei para o preparo de extratos, que foram testados contra larvas de Aedes
aegypti, e observou-se alguma eficacia para o extrato preparado com hexano no
controle desses insetos (GARCIA, 2021).

2.3 LEUCOANTOCIANIDINAS E BIOSSINTESE

Considerando a busca por metabdlitos secundarios presentes nas espécies
do género Peltogyne spp., tem-se registros de algumas substancias que sao
reincidentes entre espécies género, e em outros géneros de filogenia préxima. As
substancias mais abundantes séo os isdmeros peltoginol e mopanol (Figura 2), e séo
classificados como peltoginoides, leucoantocianidinas que fazem parte do grupo dos
flavonoides. Os peltoginoides se diferem de outros flavonoides pela presenca de um
quarto anel formado por uma ponte de um carbono entre a funcéo 3-oxi e C-2’ ou C-
6’ do anel B, e portanto é sugerido um sistema de numeragédo alternativo, que
considera o carbono adicional (Figura 3). O peltoginol € sempre acompanhado de seu
isémero 7[3-ol, peltoginol B, e o par de isbmeros correspondentes, mopanol e mopanol
B. (HARBORNE, 1988 E BUCKINGHAM; MUNASINGHE, 2015).

Essas duas leucoantocianidinas estéo presentes principalmente no alburno e
no cerne, sugerindo uma finalidade desses metabdlitos como defesa quimica contra
parasitas, na tentativa de manter a integridade estrutural do caule do organismo
(RODRIGUES, 2010).
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Figura 2. Estrutura molecular das substancias peltoginol e mopanol.

OH

HO

e

Ty
e

T

OH OH
Peltoginol Mopanol

Figura 3. a) Estrutura quimica da flavona (2-fenil-1,4-benzopirona), molécula base do
grupo das flavonas, identificada com a numeracéo geral para os flavonoides.

b) Estrutura quimica geral de peltoginoides, com o sistema de enumeracdo e
identificagdo dos anéis adaptado.

R! = R*=OH, R2 = R3 = H; Peltoginol. R!=R3=0H, R? = R*=H; Peltoginol B.
R!=R3=H, R?=R*=0H; Mopanol. R!=R*%=H, R?=R3=0H; Mopanol B.

R! = OH, R? = R3 = R* = H; Pubeschin.

O mecanismo de biossintese das leucoantocianidinas é conhecido, sendo um
processo intermediario na biossintese de antocianinas, um mecanismo que
permanece constante em plantas de diferentes espécies (HOLTON;CORNISH, 1995
E TANAKA;OHMIYA, 2008), e foi confirmado por analise de transcriptoma (MING et
al., 2021).
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O processo de biossintese de antocianinas é uma extensdo do mecanismo
geral de formacédo de flavonoides, envolvendo a formacdo de leucoantocianidinas
como precursor (Figura 4). Flavonoides sdo metabdlitos secundérios da classe dos
polifendis, produzidos em plantas a partir da via metabdlica dos fenilpropanoides, na
qual partindo do aminoéacido fenilalanina € produzido acido cinamico pela enzima
Fenilalanina amoénia liase, possibilitando uma série de reacbes. A biossintese de
antocianinas se inicia com a enzima chalcona sintase (CHS) produzindo naringenina
chalcona a partir de 4-Coumaroil-CoA e trés moléculas de malonil-CoA. Em seguida
a naringenina chalcona é isomerizada a naringenina pela enzima chalcona isomerase
(CHI). A naringenina € entdo convertida a dihidrocaempferol pela enzima flavanona 3-
hidroxilase (F3H), processo de hidroxilacdo que pode ser expandindo a formacéo de
outros dihidroflavonois, a dihidroquercetina com a enzima flavonoide 3’-hidroxilase
(F3’H) ou a dihidromiricetina pela enzima flavonoide 3’, 5’-hidroxilase (F3'5’'H). Os
dihidroflavonois formados sdo entdo reduzidos a leucoantocianidinas por meio da
enzima dihidroflavonol-4-redutase (DFR), gerando compostos que usualmente nao
possuem coloracdo. Esses compostos podem ser convertidos a antocianidinas pela
enzima leucoantocianidina dioxigenase (LDOX), também conhecida como
antocianidina sintase (ANS), formando compostos conjugados que apresentam
coloracao caracteristica. (HOLTON;CORNISH, 1995 E TANAKA;OHMIYA, 2008).
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Figura 4. Biossintese de antocianidinas.

PAL: Fenilalanina aménia liase; CH4: cinamato 4-hidroxilase; 4CL: 4-coumaroil CoA
ligase; CHS: chalcona sintase; CHI: chalcona isomerase; F3H: flavanona 3-
hidroxilase; F3'H: flavonoide 3’-hidroxilase; DFR: dihidroflavonol-4-redutase; LDOX:
leucoantocianidina dioxigenase.

(o] (o]
HO Malonil-CoA
oH PAL N H C4H alonil-L.o
COOH
NH, 4CL A coscon +3x H2C/

) \COSCoA
L-Fenilalanina Acido cinamico 4-Coumaroil-CoA \
CHS

OH

©/ HO. OH OH
HO
F3H CHI

HO O

HO o]
HO o]

Dihidroflavonois (Dihidrocaempferol) Flavonas (Naringenina) Chalconas (Tetrahidroxichalcona)

F3'H
OH

OH
OH

LDOX
—_—

HO o)

Dihidroquercetina Leucoantocianidinas (Leucocianidina) Antocianidinas (Cianidina)

Em um estudo para investigar per-O-metilflavonois (WAISS; CORSE, 1965)
foi feita uma reacdo de fotociclizacdo oxidativa de quercetina penta-O-metil éter,
obtendo tetra-O-metil éter de B-fotometilquercetina, com rendimento de 32%,
utilizando metanol e nitrogénio seco, juntamente com uma lampada de mercurio de
baixa pressédo, com radiacdo em 350 nm. O resultado obtido levou os autores a
sugerirem que reacdes fotoquimicas poderiam estar envolvidas na biossintese do
peltoginol e de rotenoides. A reacdo fotoquimica mencionada é representada na
Figura 5. (SISA et al., 2010 E WAISS; CORSE, 1965).
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Figura 5. Ciclizacao foto-oxidativa de quercetina 3,5,7,3',4'-pentametil éter.

OMe OMe
OMe OMe
MeO (0] MeO (0]
hv 350 nm
e
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Mopanol e mopanol B foram encontrados por Drewes e Roux (1965) no cerne
de Colophospermum mopane. Juntamente no extrato foram encontrados peltoginol e
leucofisetinidina. Uma composi¢cao semelhante foi encontrada em Peltogyne spp. (P.
porphyrocardia; P. venosa, e P. pubescens) (DREWES; ROUX, 1967). A ocorréncia
simultdnea desses compostos pode indicar uma relacdo biogenética, levantando a
possibilidade de que mopanol e peltoginol sdo derivados da leucofisetinidina (Figura
6). (MARKAKIS, 1982)

Figura 6. Estrutura molecular da leucofisetinidina.
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Outra proposta para a formacdo de peltoginol e mopanol partindo de
leucofisetinidina seria com base em um processo bioldgico conhecido, a via do
glicolato. Essa via é importante em organismos vegetais, pois atua na remocao de 2-
fosfoglicolato, um metabdlito toxico para a planta, que inibe algumas vias metabdlicas.
Nessa via ocorre uma reacao reversivel entre o peroxissomo e a mitocondria das
células vegetais, que € a conversdo simultanea de L-serina para glicina e
tetrahidrofolato para 5,10-metilenotetrahidrofolato. A formagdo de 5,10-

metilenotetrahidrofolato envolve ciclizagdo entre os grupos de amina 5 e 10, por meio
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da adicdo de um carbono derivado dos aminodacidos glicina e serina, processo que é
catalizado pelas enzimas  glicina-descarboxilase @ (GLDC) e  serina-
hidroximetiltransferase (SHMT). Analogamente a ciclizacdo para a formacao de
peltoginoides pode partir de outros flavonoides, com posterior adigdo de carbono
conforme a reacdo descrita, apresentada na figura 7. (NELSON; COX, 2013 E
DEWICK, 2009).

Figura 7. Conversdo simultdnea de L-Serina a Glicina, e tetrahidrofolato a 5,10-

Metilenotetrahidrofolato, reacéo catalisada pelas enzimas GLDC e SHMT, na via do

glicolato.
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Seguindo a ideia da proposta mencionada acima, € possivel que a reagéo de
formacdo do mopanol partindo de leucofisetinidina ocorra com auxilio de enzimas
denominadas monooxigenases. Essas enzimas catalizam uma adicdo direta de
oxigénio a molécula, partindo de oxigénio molecular, e reduzindo um oxigénio a a4gua
com auxilio de um agente redutor como NADPH ou &cido ascorbico (DEWICK, 2009).
Assim, partindo da adi¢cdo de carbono pela converséo de serina para glicina na via do
glicolato, a ciclizacdo posterior pode ser auxiliada pela adicdo de oxigénio através de

monooxigenases, reacao representada na figura 8.
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Figura 8. Proposta da reacao de formacédo de mopanol partindo de leucofisetinidina.
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Com respeito a coloracdo apresentada pela madeira das arvores do género
Peltogyne spp., supondo-se que os metabdlitos responséaveis pela coloragéo violeta
sejam o0s peltoginoides, deve-se observar que essas moléculas ndo possuem
estruturas conjugadas, e portando ndo apresentam coloracdo naturalmente, como
seria 0 caso das antocianidinas. Uma possivel explicacdo envolve a observacéo de
que a madeira apresenta coloracao apenas mediante exposicdo ao ar e luz solar, ap6s
ser feito o corte da madeira, podendo entdo se tratar de uma reacédo de oxidacao
catalisada por luz. Os compostos fendlicos podem ser oxidados com auxilio de
coenzimas como NAD* presentes no meio biolégico, e tornar-se quinonas, conforme
substituicdo das func¢des alcool por cetona, e ainda com posterior oxidacdo liberar
parte dos hidrogénios, formando ligacdes duplas entre carbonos, e gerando uma

estrutura conjugada, como € notado para a peltomexicanina (Figura 12).

2.4 ATIVIDADE BIOLOGICA
2.4.1 Atividade Antifungica

De acordo com um estudo feito com amostras de arvores nativas da Guiana
Francesa (RODRIGUES, 2010), a espécie do género Peltogyne sp. analisada
apresentou atividade citotéxica contra fungos lignivoros e fungos dermatofitos.
Extratos da casca, do alburno, e do cerne mostraram grande inibicdo no halo de
crescimento de Pycnoporus sanguineus (podriddo branca), e o extrato da casca

mostrou atividade contra Gloeophyllum trabeum (podriddo parda). E notada baixa
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atividade antifangica para os extratos derivados das folhas, uma explicacéo possivel
€ devido a curta duracéo de vida das folhas, assim como sua posicdo, ndo exigindo o
investimento na biossintese de substancias para a defesa contra o ataque fungico
(RODRIGUES, 2010).

A atividade antifungica foi inicialmente avaliada pelo método de perfuracéo
em agar, no qual extratos brutos feitos com acetato de etila e com metanol foram
colocados em cavidades perfuradas no meio solido, com o fungo inoculado sobre a
superficie do meio (Figura 9). ApOs o teste qualitativo, foi realizado um método
guantitativo determinando-se os indices de atividade antifungica (l1A). O teste foi feito
comparando-se o crescimento radial dos micélios em meio de cultura tratado com
extrato com o ndo tratado (Figura 9). Os resultados para Peltogyne sp. no primeiro
teste mostraram inibicdo no crescimento fungico de P. sanguineus em 16 mm para
folha, 31 mm para casca, e 45 mm para o alburno e cerne. No extrato por acetato de
etila apenas a casca mostrou inibicdo, com 13 mm para G. trabeum, j4 os extratos
metanolicos ndo foram ativos. No teste de atividade antifungica para Peltogyne sp.
com os extratos selecionados teve-se um indice de aproximadamente 34% para P.
sanguineus e superior a 50% para G. trabeum.

O mesmo estudo utilizou microdiluicdo em meio liquido para analisar os
extratos contra fungos filamentosos e leveduras, permitindo por esse processo
determinar os valores para a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do extrato. O teste
mostrou boa eficacia da madeira de Peltogyne sp. contra algumas espécies, como
Candida glabrata (CIM 8 pg.ml?), e Candida albicans (CIM 16 pg.ml?). Esse estudo
sugere que o extrato de arvores do género Peltogyne podem mostrar efetividade
comparavel a antifungicos comerciais, como fluconazol, para determinados parasitas.

Em outro estudo realizado com objetivo de extrair agentes antifingicos da
madeira de espécies arbéreas da Guiana Francesa (BASSET; EPARVIER;
ESPINDOLA, 2015), obteve-se o composto (+)-mopanol no extrato em acetato de etila
de uma arvore Peltogyne sp. O mopanol foi testado por microdiluicdo em meio liquido
contra diversos fungos patdogenos em plantas e humanos, e apresentou boa
seletividade antifingica contra Candida albicans (CIM mopanol = 0,5 pg.ml?), e outras
espécies de Candida spp., especialmente C. krusei (CIM mopanol = 1 pug.ml?t), que é
uma das espécies resistentes a antifiingicos comerciais (CIM fluconazol > 64 ug.ml?,
CIM itraconazol = 16 pg.mlt). Esse estudo permitiu avaliar que a busca por novos

antifangicos pode partir de madeiras que apresentam boa durabilidade natural,
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verificado na espécie Peltogyne sp. estudada, com destaque ao agente antifungico
(+)-mopanol. (BASSET; EPARVIER; ESPINDOLA, 2015).

Figura 9. a) Teste de perfuracdo em agar, na porcado superior, para o extrato
metanadlico e em acetato de etila de Bagassa guianenesis, mostrando dois halos de
inibicéo de crescimento fungico de G. trabeum, na parte inferior, o extrato em acetato
de etila de Qualea rosea com baixa inibicdo. b) Teste de atividade antifungica com o
extrato por acetato de etila em 250 pug.mlt de Sextonia rubra. c) Controle negativo

com alta disperséo de micélios.

Fonte: Adaptado de (RODRIGUES, 2010).

2.4.2 Atividade Antitermita

Os termites, também conhecidos como cupins, sdo insetos eussociais que
taxonomicamente pertencem a ordem Blattodea, juntamente com as baratas, e
também sao referidos como “baratas sociais”. Conforme a taxonomia, compdem a
subordem isoptera, que tem cerca de 2800 espécies, insetos conhecidos por causar
grandes prejuizos econémicos, devido a sua caracteristica de destruir madeira e
outros materiais celulésicos. Os termites sdo hemimetabolos, possuindo trés estagios
de vida, ovo, ninfa, e estagio adulto. Os cupins do género Nasutitermes pertencem a
familia Termitidae que compreende 85% das espécies de cupins conhecidas no Brasil,
e mais de 70% das espécies conhecidas no mundo, os chamados “cupins superiores”,
gue nao possuem flagelados simbiontes (DEITZ et al., 2003). A literatura indica que
0s cupins da familia Termitidae produzem uma maior quantia de celulase quando
comparados com outras familias de cupins (BIGNELL, 2010), permitindo que
consumam material celulésico com maior eficiéncia. Esses cupins consomem

madeira, folhas, e himus, e muitos constroem ninhos grandes e complexos.
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Um estudo realizado com arvores nativas da Guiana Francesa, ja mencionado
anteriormente (RODRIGUES, 2010), utilizou o extrato de Peltogyne sp. para avaliar
eficdcia no controle de cupins. Foi realizado um teste de contato direto dos insetos
com discos de papel de filtro, que possuem alto teor de celulose, tratados com extratos
brutos da madeira em diferentes concentracoes, extratos derivados dos solventes
acetato de etila ou de metanol. Apés 72 horas de exposicdo, obteve-se 83% de
mortalidade dos cupins para o extrato em concentracdo de 9,3 pg.mm feito com
acetato de etila, para uma amostra contendo o alburno e cerne externo. Para o extrato
de uma amostra do cerne interno em mesmas condicdes, foi obtido apenas 28% de
mortalidade, indicando maior defesa natural da madeira em sua porcao externa.

Fazendo um comparativo dos resultados obtidos para fungos e cupins com 0s
extratos analisados no estudo, percebeu-se que a atividade bioldgica contra os dois
tipos de organismos ndo foi exatamente equivalente. Essa observacéo sugere que 0s
metabdlitos produzidos por essas plantas ndo sdo apenas citotoxicos para diversos
organismos, mas sim moléculas que sdo ativas para um alvo biolégico especifico.
Além disso, os resultados para a atividade bioldgica e rendimentos dos extratos
obtidos em diferentes regides da arvore mostraram especificidade metabdlica para os
diferentes o6rgdos, possivelmente de acordo com a adaptacdo evolutiva para
resisténcia aos parasitas. (RODRIGUES, 2010).

Figura 10. a) Disco de celulose tratado com o extrato em acetato de etila do cerne de
Ormosia flava, apo6s 72 horas de contato direto com operarios da espécie

Nasutitermes macrocephalus. b) Termites do género Nasutitermes.

Fonte: Adaptado de (RODRIGUES, 2010) Fonte: https://www.flickr.com/photos/berniedup.
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2.4.3 Atividade Antibiotica

De acordo com um artigo publicado na Universidade Estadual de Ponta
Grossa (GRANATO et al., 2005), extratos derivados de Peltogyne sp. mostraram
atividade antibidtica contra bactérias patdgenas em humanos. Partindo do descarte
de madeiras comercializadas no Para, foram retirados extratos em diferentes
solventes, para analise e teste em bactérias patogénicas.

O extrato foi preparado partindo de amostras da madeira seca, utilizando
equipamento Soxhlet, com diclorometano seguido de metanol. O extrato de Roxinho
(Peltogyne sp.) foi também retirado por acetato de etila e metanol. Os extratos foram
separados por cromatografia em camada delgada e os componentes foram
observados por luz UV, borrifando-se reagentes reveladores para grupos de
terpenoides (anisaldeido, H2S04), fendis (FeCls) e alcaloides (Dragendorff). Foram
também feitas andlises qualitativas por UV/VIS em metanol para os extratos, e cada
medida do espectro foi repetida adicionando-se NaOH, para confirmar a presenca de
compostos fendlicos por deslocamento batocrémico. O experimento sugeriu a
presenca de terpenos e principalmente fendis no extrato.

As suspensdes de bactérias foram padronizadas e inoculadas em meio Agar
Triptona de Soja. Os extratos foram dissolvidos em DMSO, colocados em cavidades
de 6 mm localizadas no centro do meio de cultura, e apds incubacao por 24 h, os halos
de inibicdo do crescimento de bactérias em torno das cavidades foram medidos.
Nesse estudo o extrato de acetato de etila de Peltogyne sp. mostrou uma inibicédo de
9 a 10 mm no halo de crescimento de colbnias de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, e Staphylococcus aureus.

Em outra pesquisa realizada em 1961 por Lima e Maia, extraiu-se de uma
arvore da espécie Peltogyne recifensis uma substancia cristalizada, de estrutura
molecular ndo definida, e seu comportamento sugeriu que pertencia aos compostos
da classe dos flavonoides. Esse material cristalizado demonstrou propriedades
antimicrobianas, apresentando uma moderada acdo antibiotica contra cepas do
género Mycobacterium e Nocardia, e uma leve reatividade contra Bacillus mycoides,
Sarcina lutea, Moraxella catarrhalis, Brucella suis e Candida stellatoidea. (SILVA,
1976 E LIMA; MAIA, 1961).
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2.4.4 Corante de Alimentos

Atualmente a industria de alimentos esta envolvida na busca por aditivos
quimicos néo prejudiciais a saude dos consumidores, e compostos nhaturais sao
usualmente alternativas promissoras para oS componentes sintéticos. Pigmentos
naturais como antocianinas, betalainas e carotenoides sao alternativas seguras e
benéficas para os corantes artificiais usados na industria. Além de nao prejudiciais,
esses compostos naturais tém propriedade antioxidante (MOJICA et al. 2017 E
LOREDO et al. 2016), permitindo efeito preventivo de cancer (BONTEMPO et al.,
2015), anti-inflamatério (SZYMANOWSKA et al. 2015) e também antimicrobiano
(CISOWSKA et al. 2011). (GUTIERREZ-MACIAS et al., 2019).

Um estudo realizado na Cidade do México utilizou o extrato derivado de
metanol do cerne de Peltogyne mexicana, uma arvore nativa de Guerrero, no México,
com objetivo de avaliar sua viabilidade como corante de alimentos. Assim como as
espécies nativas do Brasil e da Guiana Francesa, para a Peltogyne mexicana foi
encontrado um peltoginoide. Esse composto foi denominado peltomexicanin, uma
molécula de estrutura conjugada, que aparenta coloracéo violeta. (GUTIERREZ-
MACIAS et al., 2016 E GUTIERREZ-MACIAS et al., 2019).

Foram feitos ensaios em organismos vivos com 0 pigmento peltomexicanin,
primeiramente analisando a sua toxicidade em ratos e efeito mutagénico em bactérias
do género Salmonella. O pigmento foi constatado como sendo seguro, nao
promovendo qualquer efeito toxico ou mutagénico observado, demonstrando ser uma
alternativa promissora para corantes quimicos de espectro violeta usados para
alimentos. O pigmento apresentou boa estabilidade em pH 3-6, uma escala viavel na
indUstria, uma vez que os alimentos sao usualmente processados entre pH 4-7, e
permitiu produzir um espectro variado de coloracfes na faixa do violeta, testado em
gelatina e iogurte (figura 11). Na figura 12 é possivel notar uma extensa conjugagao
com ligacdes duplas alternadas na estrutura da peltomexicanin, justificando a energia
emitida no espectro visivel, observada na colorac&o violeta. (GUTIERREZ-MACIAS et
al., 2016 E GUTIERREZ-MACIAS et al., 2019).
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Figura 11. Alimentos contendo os pigmentos violetas extraidos e condicionados a

partir do cerne de Peltogyne mexicana. a) Gelatina. b) logurte.
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Fonte: Adapatado de (GUTIERREZ-MACIAS et al., 2019).

Figura 12. Estrutura molecular do peltoginoide peltomexicanin.
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2.4.5 Atividade Larvicida

Segundo uma pesquisa realizada recentemente (GARCIA, 2021), com
objetivo de verificar atividade larvicida em Aedes aegypti partindo de extratos de
plantas nativas brasileiras, foi feita uma analise para a espécie Peltogyne lecointei, a
espécie estudada no presente trabalho, e seu extrato retirado por hexano apresentou
atividade larvicida moderada. Foram utilizadas larvas da linhagem Rockefeller de
Aedes aegypti, as larvas foram colocadas em placas com pocos contendo, em cada,
10 larvas no estagio 3 de desenvolvimento, e entdo foram diretamente expostas aos
extratos das plantas estudadas, com 3 mL de agua e o extrato bruto a 250 ppm, tendo-
se agua como controle negativo. Apos 24 h e 48 h os pocos foram observados a fim
de verificar alguma mortalidade. A exposicdo aos extratos brutos de Peltogyne

lecointei ndo ocasionou letalidade as larvas apés 24 h, contudo, apés 48 h, o extrato
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obtido em n-hexano resultou em uma média de mortalidade de 55%. O resultado
sugere uma efetividade moderada do extrato em n-hexano de Peltogyne lecointei,
devido a nula, ou baixa, reatividade das outras espécies estudadas, com excecao da
espécie Handroanthus incanus, que demonstrou ser muito mais eficaz, apresentando
uma mortalidade de 100% com o extrato derivado de hexano nas primeiras 24h.
(GARCIA, 2021).

No mesmo estudo foram feitas analises por cromatografia gasosa dos
extratos, permitindo identificar alguns compostos presentes nos extratos preparados
com acetato de etila e com hexano, para as espécies estudadas. Para a espécie
Peltogyne lecointei, foram encontradas as substancias resorcinol, e benzaldeido, no
extrato em acetato de etila, acido 1-naftaleno pentanoico, e 3-etil-N-nitroso-2(3H)-
benzotiazolimina, no extrato em hexano, e acido 2-pentenoico em ambos 0s extratos.
(GARCIA, 2021).

Figura 13. Ensaio para avaliagao de atividade larvicida por exposic¢ao direta das larvas

aos extratos brutos.

Fonte: Adaptado de (GARCIA, 2021).

2.4.6 Experimentagdo com pH

Um experimento realizado na Escola Estadual de Ensino Fundamental e
Médio Heitor Villa Lobos (Ariguemes — RO) utilizou lascas de uma arvore do género
Peltogyne sp. para produzir uma escala visual de pH, com objetivo de lecionar aos
alunos sobre acidez e basicidade. Foram retiradas lascas do tronco da arvore
encontrada regionalmente, que foram cortadas em cubos, para entdo extragdo com

etanol por cerca de 6 horas. Em seguida, solu¢cdes tampao de pH conhecido foram
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separadamente colocadas no extrato etandlico obtido, e obteve-se variabilidade na
coloracdo do extrato de acordo com o pH do meio. Dessa forma foi possivel construir
uma escala de pH conforme a coloracao da solugao. Utilizando a escala de pH natural
construida, os alunos puderam retirar amostras de diferentes materiais encontrados e
avaliar sua acidez ou basicidade. (SERPA et al., 2014).

Esse experimento demonstrou a possibilidade do uso do extrato de Peltogyne
sp. como uma ferramenta de andlise qualitativa de pH, conforme reacdes quimicas
envolvendo os metabdlitos presentes no extrato. (SERPA et al., 2014).

Figura 14. Solucbes tampédo contendo o extrato etilico de Peltogyne sp.
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Fonte: Adaptado de (SERPA et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

A presente pesquisa visa ampliar o entendimento acerca do perfil metabodlico

contido na espécie Peltogyne lecointei, com foco na descoberta e confirmacéo de

metabdlitos secundarios, especulando possiveis utilidades na medicina e industria. A

seguir sdo apresentados os objetivos especificos.

Realizar um levantamento bibliografico com respeito a espécie Peltogyne
lecointei, com foco no registro de metabdlitos secundarios encontrados em
amostras do género, e pesquisas demonstrando aplicabilidade industrial

desses metabdlitos.

Partindo de uma amostra do cerne da madeira de Peltogyne lecointei, objetiva-

se preparar o extrato, utilizando os solventes hexano, acetato de etila, e etanol.

Utilizar métodos cromatograficos, como cromatografia liquida, e cromatografia
em camada delgada, com objetivo de separar e avaliar os componentes

guimicos presentes no extrato.

Por meio de espectrometria de massas, cromatografia gasosa, e ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio, objetiva-se identificar os componentes

guimicos do extrato que estao presentes em bancos de dados.
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4. METODOLOGIA

4.1 AMOSTRA VEGETAL

A presente pesquisa utiliza o material vegetal bruto obtido na pesquisa de
Garcia, L. F. (2021), sobre o efeito de extratos de madeiras encontradas no Brasil
contra larvas de Aedes aegypti. De acordo com a pesquisa, as amostras foram
coletadas em junho de 2017 na Floresta Nacional do Jacunda, ao norte do Estado de
Rondoénia. Foram coletadas amostras das espécies que estavam sendo exploradas
na Unidade de Manejo Florestal de Jacunda, e o processamento foi realizado no
laboratorio do instituto florestal. Os troncos das arvores obtidos foram cortados em
discos, e as espécies foram identificadas pelos botanicos taxonomistas Carlos Alberto
da Silva e Luiz Carlos Lobato. Para cada disco foi retirado um corte de cunha de
aproximadamente um quarto de seu diametro, as cunhas foram entdo aplainadas e
moidas em um moinho de facas do tipo Willey. O material foi entdo padronizado com
um agitador de peneiras Bertel, com peneiras de 40 e 60 mesh, e foi utilizado o

material que ficou retido na peneira de 40 mesh. (GARCIA, 2021).

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS

A madeira triturada e padronizada foi protegida da luz, ar, e umidade, desde
o0 momento de sua coleta até durante a execugdo da presente pesquisa, para evitar
alteracdes moleculares e decomposi¢cdo do material. Os extratos foram preparados
conforme exposi¢do da madeira a diferentes solventes com polaridades distintas. O
material passou por nove extracdes, sem troca do material vegetal, visando a retirada
de componentes presentes nas células vegetais, conforme a afinidade quimica das
moléculas em cada solvente. Foram colocados aproximadamente 100 g do material
vegetal em frascos Erlenmeyer de 1 L, preenchendo-se na sua totalidade com o
solvente escolhido. O primeiro extrato foi preparado com o solvente acetato de etila,
0 segundo extrato por uma mistura de acetato de etila com etanol em proporgdes
iguais, em seguida foram feitos extratos com etanol puro até clareamento da solugéo,
e por fim foi utilizado hexano. Adicionalmente, para algumas das extracoes, foi
utilizado banho ultrassénico, método que fornece energia cinética ao sistema sem

requerer adicdo de calor, aumentando a colisdo dos componentes quimicos com o
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solvente, e melhorando o rendimento da extracdo. Foi preparado um total de 9
extratos, sendo quatro feitos com etanol, dois preparados com hexano, e também um

extrato puramente em hexano com renovacao do material vegetal.

Figura 15. a) Cerne de Peltogyne lecointei triturado e padronizado. b) Extrato

etandlico obtido pela exposicdo direta da madeira ao solvente.

Cada extrato foi filtrado com um funil de Bichner de vidro, que contém uma
placa porosa, utilizando-se um sistema de vacuo acoplado a um Kitasato para auxiliar
a filtragem. O material filtrado foi transferido para um bal&o volumétrico, e submetido
a rotaevaporacgao, com objetivo de retirar parte do solvente e concentrar o extrato. O
extrato restante foi transferido para um frasco ambar de 30 mL previamente pesado,
e entdo deixado na capela de exaustdo do laboratério, para que o solvente restante
fosse evaporado, até completa secagem do extrato. O mesmo procedimento foi
repetido para todos os extratos preparados nos diferentes solventes. Frascos de vidro
ambar foram escolhidos devido a sua capacidade de proteger componentes quimicos
fotossensiveis para luz visivel, ultravioleta, e infravermelho. Apds secagem, os frascos
foram devidamente selados, e colocados no congelador do laboratorio, para assim
reduzir a ocorréncia de alteracbes moleculares, como a degradacdo natural dos

metabolitos contidos nos extratos.
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Figura 16. a) Extrato hexanico do cerne de Peltogyne lecointei em banho ultrassénico.

b) Sistema de filtracdo para o extrato obtido em hexano.

Figura 17. Sistema de rotaevaporacao, utilizado para retirada da maior parte do

solvente adicionado na prepara¢éo do extrato.
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Figura 18. Baldo volumétrico contendo extrato etandlico do cerne de Peltogyne

lecointei apoOs rotaevaporacédo do solvente.

4.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Com objetivo de separar os componentes quimicos presentes em cada
extrato, foi feita uma separacdo por cromatografia em coluna. O método consiste na
utilizacdo de uma coluna de vidro que é preenchida com silica, a amostra € entédo
colocado sobre a superficie de spilica, e em seguida a coluna é preenchida com
solvente, usualmente fazendo-se um gradiente de polaridade. Dessa forma sédo
obtidas fracdes de moléculas distintas, conforme interagdo dos componentes
quimicos da amostra com cada solvente utilizado, sendo os solventes a fase movel
do método, e a coluna de silica a fase estacionaria. O preparo das amostras foi feito
com aproximadamente 120 mg dos extratos secos contidos nos frascos ambar,
fazendo-se uma mistura com po de silica, com auxilio de hexano e um almofariz para
completa homogeneizacdo da amostra (figura 19). Os solventes utilizados na
cromatografia foram hexano, acetato de etila, e etanol. As propor¢cdes de solvente
foram variadas conforme o correr das colunas, usualmente aumentando-se 10% na

proporcao do solvente mais polar para cada fragao.
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Figura 19. a) Extrato seco de Peltogyne lecointei preparado com acetato de etila e
etanol (50:50). b) Preparo da amostra para cromatografia em coluna, contendo o

extrato seco e silica, ap6s homogeneizacéo.

Cada fracéo foi coletada em baldes de fundo redondo de 200 a 500 mL. O
baldo foi entdo acoplado em um rotaevaporador, para retirada do solvente e
concentragdo das fracdes do extrato. As fragbes foram por fim transferidas para
frascos ambar, e deixadas por alguns dias na capela de exaustao do laboratério, para

completa secagem das fracdes.
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Figura 20. a) Cromatografia em coluna preparada com silica, para fracionamento do
extrato de Peltogyne lecointei obtido com acetato de etila e etanol.
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Figura 21. Cromatografia em coluna para o extrato obtido em acetato de etila com
etanol. Pode-se observar cores diferentes, variando do amarelo para o verde
conforme o decorrer da separacdo. As colunas subsequentes apresentaram
coloracdes semelhantes.

Adicionalmente foi feito um experimento com cromatografia flash a seco, para
0 segundo extrato etandlico. Esse método consiste também no uso de uma coluna de
vidro utilizando silica como fase estacionaria, porém foi utilizada uma coluna de maior
didmetro, e cada fragéo € coletada apos a total passagem do solvente pela coluna de
silica, até completa secagem do sistema. Este método demonstrou requerer uma
guantia consideravelmente menor de tempo de operagcao, mas sua eficiéncia nao foi

comparada com o método anterior neste trabalho.
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Figura 22. Fracdes do extrato etandlico de Peltogyne lecointei, obtidas por

cromatografia flash a seco, e seladas em frascos ambar.

4.4 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Cada fracdo foi posteriormente analisada por cromatografia em camada
delgada (CCD). Para isso foram utilizadas placas de silica, nas quais foram colocadas
pequenas quantias das fracdes obtidas na cromatografia em coluna, adicionando-se
etanol para dissolucdo das fracbes secas. Para separagcdo dos componentes
conforme a CCD, foram preparadas diferentes propor¢cdes de hexano com acetato de
etila, aumentando-se a polaridade de acordo com as fragcbes obtidas durante o
fracionamento por cromatografia em coluna. As placas foram observadas em luz UV
de 254 e 365 nm.

O método permitiu avaliar o fracionamento, observando-se a quantia de
componentes diferentes em cada fracdo, e as fracbes que apresentaram 0 mesmo
perfil cromatogréfico foram transferidas para o mesmo frasco ambar para as analises
posteriores. Por fim, as fragcdes foram transferidas dos frascos ambar para recipientes
eppendorf previamente pesados, utilizando-se etanol como solvente de dissolugao, e
entdo os frascos foram deixados para secagem na capela de exaustdo. O uso de
frascos eppendorf permite melhor armazenamento das pequenas quantias de
amostras obtidas, ajuda a evitar maiores contaminacdes, e também facilita a coleta

para analises posteriores.
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4.5 ANALISES FITOQUIMICAS QUALITATIVAS

Com objetivo de identificar grupos de metabdlitos presentes na madeira,
foram feitas analises visuais qualitativas, utilizando-se o extrato seco que foi obtido
por acetato de etila e etanol, e fazendo-se os testes de acordo com 0s reagentes
relatados na literatura. Foi feita uma pesquisa para se obter os métodos e reagentes
que poderiam indicar a presenca de cada grupo de metabdlitos encontrados nas
plantas, verificando-se a possibilidade de preparo dos testes em laboratorio.

4.5.1 Taninos e Fendis

Uma pequena quantia do extrato foi colocada em um tubo de ensaio e
dissolvida em etanol até homogeneizacdo. Foram adicionadas gotas de uma solucéo
aguosa de cloreto de ferro 1 g/L. O aparecimento de uma coloracao azul escura indica
a presenca de fendis (PRASHANT et al., 2011) e/ou taninos (EVANS, 2002). Como
controle positivo o teste foi realizado para o fenol. Abaixo pode ser observada a

reacao geral de complexacédo de compostos fenolicos em meio aquoso com FeCls.

FeCls + 6 ArOH --> [Fe(OAr)s]* + 3H* + 3HCI

4.5.2 Saponinas

Ao extrato em metanol foi adicionada agua destilada e cloroférmio, e entdo a
solucéo foi filtrada. Ocorre assim a formacéo de duas fases. A fase aquosa superior
foi agitada observando-se a formacéo de espuma. Para comparacgéao, o teste foi feito
também com digitonina, uma saponina esteroidal, observando-se a formacédo de

espuma persistente sob mesmas condigdes.

4.5.3 Alcaloides

Para o grupo de alcaloides, foi utilizado o teste de Wagner. O extrato seco foi
colocado em um tubo de ensaio seguido por acido cloridrico diluido, e assim foi
deixado por alguns minutos. Observando-se coloracdo no meio e presenca de

particulas sélidas apenas ao fundo, adicionou-se uma solucédo contendo iodeto e
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iodeto de potassio (reagente de Wagner). A formacao imediata de um precipitado

vermelho ou marrom indica a presenca de alcaloides (KUMAR et al., 2014).

Figura 23. Mecanismo de reacéo da quinolina, um alcaloide, ao reagente de Wagner.
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4.5.4 Flavonoides

No teste para flavonoides foram observadas mudancas de coloragdo de
acordo com o pH do meio. Na analise utilizou-se solu¢des aquosas de hidroxido de
sédio, &cido cloridrico, e acido sulfurico. Na adicdo de hidréxido de sédio, deve-se
observar uma mudanca de coloracgéo, que é diferente do tom avermelhado observado

para acidificacdo do meio com &cido cloridrico ou acido sulfdrico (EVANS, 2002).
4.5.5 Antocianinas

Uma pequena quantia de extrato foi dissolvida em etanol, e entdo foi
adicionado acido cloridrico, seguido de um leve aquecimento, e por fim adicionou-se
amonia, por meio de hidroxido de aménio diluido. O aparecimento de uma tonalidade
rosa avermelhada que se torna azul ou violeta indica a presenca de antocianinas
(HARSHA et al., 2014).

4.5.6 Leucoantocianinas

O extrato foi colocado em um tubo de ensaio, e entdo foi deixado por alguns
minutos com agua destilada em banho ultrassénico. Em seguida a solucéo foi filtrada
e adicionou-se alcool isoamilico (3-metil-butan-1-ol), observando-se mudanca de
coloracdo. A formacgédo de coloragdo na fase superior indica a presenca de
leucoantocianinas (HARSHA et al., 2013).
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4.5.7 Terpenoides e esteroides

Para a identificagéo de terpenoides e/ou esteroides foi utilizado o teste de
Liebermann-Burchard, teste comumente utilizado na identificacdo de colesterol e
terpenos. O extrato foi diluido em etanol, e entdo foram adicionadas algumas gotas
de anidrido acético, seguido de &cido sulfurico. O aparecimento de uma coloracao

rosa ou violeta indica a presenca de terpenoides (SOFOWORA, 1993).

Figura 24. Mecanismo da reacéo de Liebermann—Burchard para o colesterol.
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4.5.8 Esteroides

Em um novo teste para esteroides foi utilizado o método de Salkowski. Ao
extrato aquoso foi adicionado cloroférmio e acido sulfarico diluido, seguido de
agitacdo. Deve ocorrer a formacao de uma fase avermelhada, e uma fase amarelada

fluorescente caso tenha-se esteroides em solucédo (HARSHA et al., 2013).
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4.5.9 Quinonas

Para o teste de quinonas a literatura sugere que a adicdo de hidréxido de
sodio ocasiona a formacéo de coloragéo azul esverdeada ou vermelha na presenca
de quinona (SALNA et al., 2011). Na adicéao de acido cloridrico concentrado, ocorre a
formacdo de um precipitado amarelado quando h& quinona em solucdo (KUMAR et
al., 2014).

4.5.10 Antraquinonas

Para verificar a presenga de antraquinonas no extrato foi feito o teste de
Borntrager. Para a solugdo etandlica do extrato, foi adicionado cloroférmio, e entdo
uma solucéo de hidréxido de aménio diluido para observacdo de mudanca de cor.
Uma coloracgéo rosa, vermelha, ou violeta indica a presenca de antraquinonas livres
(SOFOWORA, 1993).

4.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Cinco amostras de extrato bruto foram enviadas para andlise por ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio em 600 MHz. As amostras analisadas foram
0S extratos preparados com 0s solventes acetato, acetato com etanol, e os trés
primeiros extratos em etanol puro. Para reduzir a interferéncia na analise por conta
de solventes restantes na amostra, cada extrato foi deixado por algumas horas em um
sistema de véacuo, utilizando-se um pequeno baldo volumétrico acoplado a uma
bomba. Apés obtencdo do extrato seco, foi feito um teste de dissolucao do extrato em
solvente cloroformio deuterado, e o extrato demonstrou ser pouco solivel, mesmo
com auxilio de ultrassom. Os extratos foram entéo dissolvidos em solvente DMSO
deuterado, e enviados para analise na Central Analitica do Instituto de Quimica da
UnB (CAIQ). Para a analise foi utilizado um espectrometro de ressonancia magnética
nuclear de 600 MHz, modelo Magneto Ascend 600, com console Avance Il HD.

Os espectros obtidos foram analisados utilizando-se o software MestReNova.
Devido a complexidade dos dados obtidos, foi feita uma anélise geral comparativa,
utilizando-se como base as possiveis moléculas encontradas na literatura para o

género Peltogyne sp. (figura 25), e também algumas moléculas encontradas por
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analise de cromatografia gasosa feita para a espécie Peltogyne lecointei na pesquisa
sobre metabdlitos larvicidas em Aedes aegypti, mencionada anteriormente (GARCIA,
2021). Os softwares ChemDraw e Mnova foram utilizados para auxiliar na predicao de
picos para os hidrogénios presentes nessas moléculas, e assim foi feito um
comparativo dos sinais que pudessem pertencer a essas moléculas. Sinais presentes
na predicdo e na analise sao indicativos de que os metabdlitos podem estar presentes
nos extratos analisados. Com objetivo de simplificar a anélise dos componentes, foi
selecionado apenas o espectro obtido para o segundo extrato, preparado em acetato
de etila com etanol em iguais proporc¢des, que mostrou conter 0s compostos presentes

Nnos outros extratos analisados.

Figura 25. Moléculas utilizadas como referéncia na analise de RMN 1H dos extratos.
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4.7 ANALISE DE GC-MS PARA EXTRATO EM HEXANO

Devido a notavel volatilidade dos extratos em hexano obtidos durante a
preparacdo para coluna, baixo rendimento de extrato, bem como um aroma
diferenciado, observado nas fracdes inicias da cromatografia em coluna obtidas em
hexano, decidiu-se fazer uma nova analise para o extrato em hexano. Foram pesados
9,08 g de madeira para extracdo com 60 mL de hexano, utilizando-se um Erlenmeyer,
e entdo o sistema foi deixado por dois dias com constante agitacdo por barra
magneética, sem aquecimento. Apés procedimento de rotaevaporacao, observou-se o
rendimento do extrato. Em seguida, para verificar a presenca de componentes
quimicos, foi feita uma analise por CCD, utilizando-se para o método uma mistura do
solvente hexano com 10% de acetato de etila.

Com esses dados, optou-se por uma analise de cromatografia gasosa
acoplada a um espectrometro de massas (GC-MS), para analise de compostos
volateis, como, por exemplo, uma classe de metabdlitos conhecidos por
sesquiterpenos. Foram preparadas duas amostras em concentracdes diferentes, uma
contendo 1 pl da solucdo em hexano, e outra contendo 10 ul, completando-se o frasco
de andlise na marcacdo de 1 mL, e também foi feito um branco contendo apenas
hexano. Para a analise foi utilizado um equipamento da marca Shimadzu, com modelo
de cromatografo GC-2010, detector GCMS-QP2010 Plus, injetor AOC-5000, com
coluna padrédo do equipamento. As condi¢des de andlise foram as seguintes, fluxo de
hélio a 1 mL/min, modo split (1:6), com injetor e detector a 200 °C, e range de massas
de 50 a 500 m/z. A rampa foi feita com inicio em 60 °C até 240 °C, aumentando a uma
taxa de 3 °C/min, com tempo de 1 hora.

Por meio do software LabSolutions GCMS da marca Shimadzu, juntamente
com uma biblioteca NIST integrada para espectros de massas, foi possivel determinar

possiveis componentes presentes no extrato analisado.



40

5 RESULTADOS E ANALISES

5.1 PREPARO DO EXTRATO

Os extratos preparados em etanol e acetato de etila mostraram uma forte
coloracdo vermelha, e o0s extratos preparados em hexano permaneceram
praticamente incolores. A tabela abaixo contém as massas e rendimentos dos extratos

Secos.

Tabela 1. Rendimento dos extratos do cerne de Peltogyne lecointei de acordo com o
solvente utilizado na extracao, partindo da massa inicial de 100,02 g de madeira.

Extrato Solvente Massa (Q) Rendimento (%)
1 Acetato de etila 1.2472 1.25
2 EtOAc / EtOH 1.781 1.78
3 Etanol 2.4273 2.43
4 Etanol 0.4848 0.48
5 Etanol 0.558 0.56
6 Etanol 0.6731 0.67
Total Etanol Etanol 4.1432 4.14
7 Hexano 0.243 0.24
8 Hexano 0.7791 0.78
Total Hexano Hexano 1.0221 1.02

5.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA

O método utilizado permitiu separacdo dos compostos de polaridades
diferentes, que foram verificados posteriormente por CCD, porém, nao foi possivel um
bom acompanhamento por coloracdo visivel na coluna, pois a amostra gerou
tonalidades concentradas de verde, amarelo, e violeta, que constantemente se
misturavam na coluna. Além disso o método demonstrou requerer bastante tempo
para sua completa finalizagcdo, oque dificulta a experimentagdo com uma maior
quantia de fracdes por solventes de diferentes polaridades, uma vez que esse método
de separacgao idealmente deve ser iniciado e completo no mesmo dia, para evitar

maiores perturbacbes no sistema. Outro ponto observado € que, conforme as
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primeiras adi¢cdes de acetato de etila, surge uma reacéo exotérmica devido a adsorcéo
do acetato de etila com a silica presente na coluna, podendo gerar pontos onde a

coluna de silica se torna seca, gerando perturba¢ado no sistema de separagéo.

5.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

O método permitiu avaliar de forma generalizada a separagcdo por
cromatografia em coluna. O fracionamento demonstrou-se adequado, mas nao ideal
para o isolamento de determinados compostos, uma vez que muitas das fracdes
tiveram componentes similares e misturas. Abaixo podem ser observadas imagens do
método, vale mencionar que as imagens possuem placas que foram utilizadas mais
de uma vez aumentando-se a polaridade dos solventes, e portanto alguns dos
componentes ja sdo observados acima da faixa de diferenciacdo. A maioria dos
componentes quimicos presentes foram visiveis na lampada de 254 nm, e alguns

interagiram em 365 nm.

Figura 26. a) Cromatografia em camada delgada para as fracdes do extrato etandlico
de Peltogyne lecointei observadas em luz ambiente. b) Placas do fracionamento do
extrato de acetato de etila observadas na luz de 254 nm. c¢) Fracionamento do extrato

em etanol observado na luz de 254 nm. d) Fracionamento do extrato em etanol

observado na luz de 365 nm.
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Figura 27. FracOes coletadas dos extratos de acetato de etila, acetato de etila com

etanol, e etanol, na ordem de cima para baixo, apés transferéncia para frascos
eppendorf e secagem.
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Tabela 2. Massa final para cada fracdo apos secagem.

Fracao Massa (mg) | Fracao Massa (mg) | Fracao Massa (mQ)
111 1.6 1.25 20.4 131 0.9
116 2.2 1.2.6 20.1 1.3.2 13.2
1.1.7 1.2 1.2.7 17.7 1.3.3 2.4
1.1.8 1.9 1.2.8 23.8 1.3.7 3.2
1.19 1.7 1.2.9 17.6 1.3.8 15
1.1.10 6.2 1.2.12 32.3 1.3.10 3.3
1.1.11 2.1 1.2.13 18.2 1.3.11 38.8
1.1.14 12.8 1.2.17 194 1.3.14 6.5
1.1.17 0.8 1.2.18 18.7 1.3.17 9.7
1.1.19 8.8 1.2.21 18.7 1.3.19 20.5
1.2.25 22.7 1.3.21 13.4

5.4 ANALISES FITOQUIMICAS QUALITATIVAS

Os testes fitoquimicos qualitativos realizados foram suficientemente
responsivos, permitindo avaliacdo da possiblidade, confirmacdo, ou negacédo, da

presenca de grupos de metabolitos conhecidos.

Tabela 3. Resultados de testes fitoquimicos qualitativos para o extrato de madeira da
espécie Peltogyne lecointei, obtido em acetato de etila com etanol.

Constituintes Teste Resultado
Taninos e fendis FeCls positivo
Saponinas Espuma em fase aquosa negativo
Alcaloides Reagente de Wagner negativo
Flavonoides pH positivo
Antocianinas HCl e amoénia positivo
Leucoantocianinas Alcool isoamilico positivo
Terpenoides e esteroides Liebermann-Burchard positivo
Esteroides Salkowski inconclusivo
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Quinonas HCl e NaOH negativo

Antraguinonas livres Borntrager negativo

5.4.1 Taninos e Fendis

Na adicdo de cloreto de ferro a solucéo tornou-se esverdeada escura, e com
0 tempo tornou-se quase preta, com presenca de precitipitado, portanto seu resultado
foi positivo para compostos fendlicos. O mesmo teste foi feito para o fenol como

controle positivo, e apresentou mudanca de coloracdo semelhante.

Figura 28. a) Extrato em etanol. b) Solucéo (a) com adi¢cdo de FeCls. ¢) Fenol sob

mesmas condic¢des.

5.4.2 Saponinas

O teste para saponinas foi negativo, pois ndo demonstrou a persisténcia de
espuma apoés agitacao da fase aquosa. Como controle positivo foi feito o mesmo teste

para a digitonina, e para esta foi observada a persisténcia de espuma apos agitacao.
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Figura 29. a) Extrato submetido a agitacédo apés separacdo de fase aquosa, ndo ha
formacao de espuma. b) Digitonina sob mesmas condicdes de teste, apds agitacao

observa-se formagao de espuma.

5.4.3 Alcaloides

Na adicdo do reagente de Wagner, a solugdo mostrou coloracdo amarelada,
com aparecimento de um precipitado cinza apds alguns minutos, porém néo
observou-se precipitado amarelado. Dessa forma o teste foi considerado negativo

para alcaloides.
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Figura 30. a) Extrato em acido cloridrico. b) solucdo (a) com adicdo de reagente de
Wagner. ¢) Reacdo demonstrada na literatura, com formacéo imediata de precipitado.

Fonte: https://youtu.be/kDB6ohp7NV4.

5.4.4 Flavonoides

Na adicdo de hidroxido de sédio observou-se um escurecimento com
formacédo de tonalidade verde, e com adicdo de acido cloridrico sua cor retornou a
coloragéo inicial. Em solucdo diluida de hidroxido de sodio a solugcédo apresentou
coloracdo marrom. Na adicdo de apenas acido cloridrico ao extrato a solu¢cao tomou
uma coloragdo vermelha. De acordo com a literatura esse € um comportamento
caracteristico para os flavonoides (EVANS, 2002). Essas colora¢fes também estédo
de acordo com o estudo de pH feito com extrato de Peltogyne sp. mencionado
anteriormente (SERPA et al., 2014). Outro teste realizado foi com acidificagdo por
acido sulfurico, no qual foi observada também uma coloracdo avermelhada, que esta
de acordo com a literatura (KUMAR et al., 2014). Considerando essas observacgoes,
juntamente com a incidéncia de flavonoides para o género Peltogyne spp., como
descrito na literatura, o teste foi considerado positivo para flavonoides.



47

Figura 31. Extrato com etanol e adicéo de: a) Acido sulfarico. b) Hidréxido de sodio.
¢) Acido cloridrico.

5.4.5 Antocianinas

Na adicdo de hidroxido de amoénia a solucdo mostrou formagdo de uma
tonalidade violeta escura, que esta de acordo com o comportamento descrito para
antocianinas na literatura (HARSHA et al., 2014). Portanto o teste foi positivo para
antocianinas.

Figura 32. a) Extrato em etanol e acido cloridrico. b) Solug&o (a) com aquecimento.
¢) Solugéo (b) com adicdo de amonia.
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5.4.6 Leucoantocianinas

Apés adicdo de alcool isoamilico e agitacao, foi observada coloracdo na fase
alcodlica superior. Ndo foi encontrada referéncia visual para o teste na literatura, e
considerando a incidéncia de leucoantocianidinas para o género Peltogyne sp. como
mencionado anteriormente no trabalho, o teste foi considerado positivo.

Figura 33. a) Extrato em agua destilada apos filtragéo. b) Adi¢cdo de alcool isoamilico

e agitacao.

5.4.7 Terpenoides e esteroides

O teste de Liebermann-Burchard resultou na formagcdo de um anel de
coloracdo vermelha, distinta da observada apenas para o meio acido, sendo um
indicativo para a presenca de terpenoides no extrato (SOFOWORA, 1993).



49

Figura 34. a) Extrato em etanol e anidrido acético. b) Solucédo (a) ap6s adicédo de
H2SOa4.

5.4.8 Esteroides

Por meio do método de Salkowski foi observada a formacdo de um anel
avermelhado, e uma fase levemente fluorescente na lampada de 365 nm. Devido a
caracteristica avermelhada de flavonoides em meio acido, é necessario realizar outros

testes antes de concluir a presenca ou auséncia de esteroides no extrato.
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Figura 35. a) Extrato em etanol. b) Extrato aquoso sob o teste de Salkowski. c) Teste
de Salkowski para o colesterol.

Fonte: https://youtu.be/T56xyG1_P4Q.

5.4.9 Quinonas

Os mesmos reagentes, hidréxido de sédio e acido cloridrico, foram utilizados
nos testes para flavonoides, e ndo houve observacdo de coloracdo azul esverdeada
ou vermelha em hidréxido de sédio, ou precipitado amarelado na adi¢cdo de HCI.
Portanto, segundo esses testes, pode-se concluir que ndo ha presenca significativa

de quinonas no extrato analisado.
5.4.10 Antraquinonas
Conforme adigdo de amoénia, a coloracdo observada foi de esverdeada a

amarelo, e laranja, ao invés da coloracéo rosa, vermelha, ou violeta proposta para o
teste. Portanto o teste foi considerado negativo para antraquinonas livres.
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Figura 36. a) Controle negativo para o teste, ndo contendo extrato. b) Extrato em

etanol. ¢) Solucao (b) tratada com cloroférmio e amonia

5.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros obtidos por RMN de hidrogénio sugerem uma certa diversidade
de moléculas, incluindo diferentes classes de metabdlitos. Também é notada alguma
contaminacgao por solvente, incluindo agua devido ao solvente DMSO. Abaixo pode
ser observado um comparativo dos espectros obtidos para 0s cincos extratos
analisados (figuras 37-40), e nota-se uma grande semelhanca para 0s picos
encontrados, sendo um forte indicativo para compostos semelhantes presentes em
todos os extratos. Dessa forma, para simplificacdo da analise, foi selecionado apenas
o gréfico obtido para o segundo extrato, preparado em acetato de etila com etanol em
iguais proporcdes. Para analise das moléculas mencionadas (figura 25), foi feito um
comparativo de predi¢des calculadas por software para o RMN das moléculas, com o
espectro experimental obtido para o extrato. Abaixo, 0s espectros para as moléculas
apresentam em preto os sinais obtidos experimentalmente para o extrato, e alguns
deles possuem em azul os sinais obtidos por predicdo que nédo foram encontrados
experimentalmente. As moléculas possuem em azul o sinal predito em ppm, e 0S picos
destacados no espectro para 0s sinais experimentais do extrato estdo acompanhados

de uma aproximagao para sua multiplicidade e o valor do deslocamento em ppm.
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Figura 37. Comparacéo dos graficos obtidos na andlise por RMN de 'H, 600 MHz,

((CD3)2S0), dos cinco primeiros extratos, na faixa de 9,2 a 12,5 ppm.
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Figura 38. Comparacdo dos gréaficos obtidos na andlise por RMN de 'H, 600 MHz,

((CD3)2S0), dos cinco primeiros extratos, na faixa de 6 a 9,2 ppm.
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Figura 39. Comparacéo dos graficos obtidos na andlise por RMN de 'H, 600 MHz,

((CD3)2S0), dos cinco primeiros extratos, na faixa de 2,8 a 6 ppm.
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Figura 40. Comparacéo dos graficos obtidos na andlise por RMN de 'H, 600 MHz,

((CD3)2S0), dos cinco primeiros extratos, na faixa de 0 a 2,8 ppm.
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5.5.1 Peltoginol
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Figura 41. Dados experimentais de RMN de 'H ((CD3)2SO) para o extrato 2 (acetato

de etila com etanol), comparado a sinais preditos para o peltoginol, representados em

azul na estrura molecular.
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encontrados picos correspondentes, com excec¢ao do hidrogénio com sinal 4,05, que

pode estar omitido pelo sinal do solvente acetato de etila, representado por um

quarteto em 4,02 ppm. Ha possibilidade da ocorréncia de peltoginol no extrato 2.
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5.5.2 Mopanol

Figura 42. Dados de RMN de H ((CD3)2SO) para o extrato 2, comparado a sinais
preditos para 0 mopanol. Para todos os &tomos de hidrogénio podem ser encontrados
sinais correspondentes, com excecao do hidrogénio em sinal 4,05 que pode estar

omitido pelo acetato de etila. E possivel a ocorréncia de mopanol no extrato.
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5.5.3 Pubeschin

Figura 43. Dados de RMN de H ((CD3)2S0O) para o extrato 2, comparado a sinais
preditos para o pubeschin. Ha presenca de varios sinais correspondentes. Nao foram
encontrados picos correspondentes aos sinais 3,14 e 2,94. A presenca de pubeschin

nao pode ser inferida.
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5.5.4 Leucofisetinidina

Figura 44. Dados de RMN de 'H ((CD3)2SO) para o extrato 2 comparado a sinais
preditos para a leucofisetinidina. Podem ser encontrados a maioria dos picos
correspondentes aos sinais de leucofisetinidina, porém os sinais para as hidroxilas em
7,67 e 6,25 nao foram observados em alcance proximo. H&a possibilidade da

ocorréncia de leucofisetinidina no extrato.
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5.5.5 Leucocianidina

Figura 45. Dados de RMN de 'H ((CDs3)2S0) para o extrato 2 comparado a sinais
preditos para a leucocianidina. Podem ser observados sinais correspondentes para
todos os hidrogénios, com excecao do singleto proximo de 7,67 ppm. Ha possibilidade

de ocorréncia de leucocianidina no extrato.
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5.5.6 Peltomexicanin

Figura 46. Dados de RMN de 'H ((CD3)2S0O) para o extrato 2 comparado ao espectro
predito para peltomexicanin. Podem ser encontrados picos correspondentes para
todos os hidrogénios preditos para peltomexicanin, mas ha dificuldade na comparacao

de hidrogénios aromaticos. Ha chance da ocorréncia de peltomexicanin no extrato.
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Para as substancias resorcinol, benzaldeido, e acido naftaleno pentanoico,
nao foram encontrados sinais caracteristicos dessas substancias nos espectros
experimentais. Portanto, pelo método utilizado ndo € possivel inferir a existéncia

dessas substancias nos extratos analisados.

5.6 ANALISE DE GC-MS PARA O EXTRATO EM HEXANO

O extrato obtido por hexano apresentou carater incolor, diferentemente dos
extratos preparados em acetato de etila e/ou em etanol, que tiveram coloragéo
vermelha. Apos procedimento de rotaevaporacdo, ndo foi possivel notar massa
significativa restante, assumindo-se a presenca de compostos volateis, e, além disso,
0 baldo volumétrico continha um aroma diferenciado, como tinha sido notado
anteriormente durante a cromatografia em coluna. Com adicdo de uma pequena
guantia de solvente hexano foi possivel realizar a analise por CCD. Foram observados
ao menos 5 componentes distintos na lampada de 254 nm, e um componente foi

notado na lampada de 365 nm.

Figura 47. Analise por CCD do extrato em hexano de Peltogyne lecointei em: a) 254
nm. b) 365 nm. ¢) Comparativo da posicéo para a substancia visivel na lampada de
365 nm
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Apés observacdo do comportamento volatii do extrato, e presenca de
diferentes componentes quimicos observados por CCD, foi feita uma analise por GC-
MS. O cromatograma obtido demonstrou a presenca de compostos relativamente
polares, que aparecem a partir de aproximadamente 40 minutos na analise, em torno
de 180 °C, que se diferenciam do cromatograma obtido para o hexano puro, que
representa os picos iniciais dos espectros. Por meio do software LabSolutions GCMS
juntamente com uma biblioteca NIST para espectros de massas, foi feita uma
determinacao de possiveis componentes presentes na amostra, pela similiaridade do
espectro experimental com espectros do banco de dados. A seguir pode ser
observado o espectro da amostra mais concentrada, com 10 pL da solucéo inicial, e
0 espectro do branco feito com hexano. Em seguida tem-se uma andlise dos picos
mais relevantes do cromatograma, com as moléculas do banco de dados que tiveram
maior similaridade com os espectros experimentais, e o fator de similaridade pode ser

encontrado enumerado abaixo de cada molécula.

Figura 48. Cromatograma de GC-MS para o extrato de Peltogyne lecointei preparado

com hexano.
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Figura 49. Cromatograma de GC-MS para o solvente hexano.
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Figura 50. Cromatograma de GC-MS para o extrato hexanico de Peltogyne lecointei,
com as moléculas que melhor representam os picos indicados no intervalo de 38 a 41

minutos, conforme similaridade com espectros de massas conhecidos.
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Figura 51. Cromatograma de GC-MS para o extrato hexanico de Peltogyne lecointei,
com as moléculas que melhor representam os picos indicados no intervalo de 42 a 44

minutos, conforme similaridade com espectros de massas conhecidos.
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Figura 52. Cromatograma de GC-MS para o extrato hexanico de Peltogyne lecointei,
com as moléculas que melhor representam os picos indicados no intervalo de 49 a

51,7 minutos, conforme similaridade com espectros de massas conhecidos.
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Figura 53. Cromatograma de GC-MS para o extrato hexanico de Peltogyne lecointei,
com as moléculas que melhor representam os picos indicados no intervalo de 51,7 a

55 minutos, conforme similaridade com espectros de massas conhecidos.
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Figura 54. Cromatograma de GC-MS para o extrato hexanico de Peltogyne lecointei,
com as moléculas que melhor representam o pico com retencdo em média de 56,7

minutos, conforme similaridade com espectros de massas conhecidos.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

6.1 CONCLUSAO

No presente trabalho foi realizado um levantamento de informac6es com
respeito a fitoquimica relacionada ao género de arvores Peltogyne spp. com foco na
espécie Peltogyne lecointei, incluindo especula¢des de possiveis utilidades industriais
dos extrativos dessas arvores.

Com objetivo de explorar especificamente o perfil metabdlico contido na
madeira de Peltogyne lecointei, foram realizados ensaios laboratoriais
cromatograficos e espectrométricos, utilizando-se extratos preparados com 0s
solventes hexano, acetato de etila, e etanol. No total pode se obter um rendimento
adequado de extrativos, pouco desviante do relatado para a literatura, como pode ser
observado para o Anexo B. Os métodos cromatograficos demonstraram-se Uteis na
separacdo de componentes quimicos contidos nos extratos, requerendo, porém,
maior especificidade de separagdo para analises posteriores com as moléculas
isoladas, reduzindo-se a quantia de interferentes e permitindo melhor identificacao e
elucidacdo dos componentes dos extratos.

Foi possivel observar por meio de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio o indicativo de uma diversidade de moléculas contidas nos extratos,
incluindo diferentes classes de metabdlitos. Por andlise dos espectros foram
encontrados picos que poderiam corresponder a flavonoides, como foi relatado na
literatura, compostos comumente encontrados para o género Peltogyne spp.,
possivelmente as moléculas mopanol, peltoginol, peltomexicanin, leucofisetinidin, e
leucocianidin.

Testes fitoquimicos qualitativos feitos para o extrato em acetato de etila com
etanol indicaram a presencga de compostos fendlicos, incluindo os grupos flavonoides,
antocianidinas, e leucoantocianidinas. Além de polifendis, foi notada também a
presenca de terpenoides.

O extrato da madeira feito com solvente hexano indicou a presenca de
componentes volateis, e foi analisado por GC-MS. A analise mostrou a presenca de
compostos de relativa alta polaridade, encontrados no cromatograma apds a
temperatura 180 °C. Utilizando-se de banco de dados foi possivel fazer um

comparativo com os espectros de massas obtidos, e as moléculas que tiveram melhor
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similaridade foram terpenoides, como por exemplo o aromadendreno, um
sesquiterpeno que € o principal constituinte do dleo essencial de Eucalyptus globulus.
A incidéncia de terpenoides é esperada, uma vez que os terpenoides englobam o
maior grupo de metabdlitos volateis.

6.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para se ter uma melhor separacgao e determinagao dos componentes contidos
nos extratos de Peltogyne lecointei, outros métodos espectrométricos de andlise
devem ser considerados, como por exemplo RMN de carbono, cromatografia liquida
acoplada com espectrometro de massas (LC-MS), e infravermelho. A presente
pesquisa foi realizada visando andlise por LC-MS, método que deve ser idealmente
realizado antes da separacéo por cromatografia, pois, tendo-se uma ideia aproximada
dos grupos de metabdlitos contidos no extrato, a separacao pode ser feita de forma
mais especifica, visando isolamento dos componentes que passardo por andlises
posteriores.

Com objeto de se obter a férmula molecular dos compostos presentes nos
extratos e nas fracBes obtidas por cromatografia em coluna, foram feitos os
preparativos para andlise por LC-MS. Devido a alta sensibilidade do método, as
amostras foram solubilizadas e diluidas em agua com metanol, solvente que
posteriormente seria utilizado no equipamento, até se ter uma concentracdo de
aproximadamente 1 ppm. As amostras foram preparadas inicialmente dissolvendo-se
de 1 a 3 mg de cada extrato e fracdo secos, em 1 mL de solvente etanol, e entéo, a
dissolucao foi complementada com auxilio de banho ultrassénico. Em seguida utilizou-
se filtros de PVDF hidrofilico de 0.45 um para que particulas restantes fossem retidas.
Com auxilio de uma micropipeta, 1 uL dessa solucéo foi diluida em aproximadamente
1 mL de uma mistura de metanol e dgua 50%, a mesma solucdo que seria utilizada
no equipamento de separagdo por cromatografia liquida, e ao fim obteve-se uma
concentragéo de aproximadamente 1 ppm ou 1 pg/mL.

Outro ponto a ser considerado sao 0s ensaios bioldgicos. Com os extratos
brutos, ou apds separacgéo e identificacdo das moléculas, futuramente poderiam ser
realizados testes envolvendo materiais biolégicos, como bactérias, fungos, cupins ou
outros insetos, e também efeito corante. Caso a finalidade seja aplicada em humanos,

deve se fazer também analises de toxicidade das substancias.
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ANEXO A - DISTIBUICAO GEOGRAFICA DE PELTOGYNE LECOINTEI

Fig. 6. Distribuicao geogréfica de: * Peltogyne gracilipes; 4 P. pauciflora; g P. lecointei

© Y. paradoxa.

ANEXO B — TABELA DE COMPOSICAO QUIMICA (FONTE: ALMEIDA;
RODRIGUES; CASTELO, 2015)

Tabela 1. Analise quimica das especies estudadas

Espécies Extrativos Lignina Holocelulose
Hymenolobium petraeum 3,01 23,84 73,15
Trattinnickia burseraefolia 2,65 23,01 74,34
Erisma uncinatum 3,47 22,01 74,52
Pelfogyne lecointe 2,69 23,98 73,33
Hymenaea courbaril 1,99 20,98 77,03

Extrativos totais (%); Lignina (%); Holocelulose (%).
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ANEXO C — ZONAS DE INIBICAO DO CRESCIMENTO FUNGICO DE P.
SANGUINEUS E G. TRABEUM EM CONTATO COM EXTRATOS DE PELTOGYNE
LECOINTEI (FONTE: ADAPTADO DE RODRIGUES, 2010)

Zonas de inibigao (mm) do crescimento de :

Espécie Orgio® P. sanguineus G. trabeum
AcOEt MeOH AcOEt MeOH
F 16 0 0 0
Peltogyne sp. C 31 0 13 0
A+Ce 45 0 0 0

F = Folha; C = Casca; A = Alburno; Ce = Cerne.

ANEXO D - TESTE DE MICRODILUICAO EM MEIO LIQUIDO DO EXTRATO EM
ACETATO DE ETILA DE PELTOGYNE LECOINTEI CONTRAFUNGOS
PATOGENOS (FONTE: : ADAPTADO DE RODRIGUES, 2010)

.....

inferiores ou iguais a 125 pg.ml™ estio marcados em negrito.

. b
Filamentosos

Leveduras®
M.g. M.c. T.r. C.a. C.a. C.p. C.g. C.k. C.g.
LMGO LMGO LMGO ATCC LMGO ATCC LMGO LMGO LMGO
Espécies Extratos® 10 22 4218 10231 102 22019 44 174 L1
Peltogyne sp. Ma 500 125 62 31 16 125 8 62 62

® M = madeira (alburno + cerne) ; C = casca ; C = cerne ; CE = cerne externo ; Cl = cerne interno ; A = alburno ; a
= acetato de etila ; m = metanol.

o M.g. = Microsporum gypseum, T.r. = Trichophyton rubrum, M.c. = Microsporum canis, C.a. = Candida albicans,
C.p. = Candida parapsilosis, C.g. = Candida glabrata, C.k. = Candida krusei.

ANEXO E — TESTE DE MORTALIDADE DE CUPINS EM CONTATO O EXTRATO
EM ACETATO DE ETILA DE PELTOGYNE LECOINTEI (FONTE: ADAPTADO DE
RODRIGUES, 2010)

Tabela 26 — Mortalidade dos cupins apés 72 horas de contato com os discos tratados pelos extratos nas

concentrat¢des 9,3 ; 5,6 e 1,9 ug.mm™ (P<0.0001, n = 2).

- . a 9,3pg.mm” 5,6 ug.mm’ 1,9 pg.mm™
Fapecies Orgdo® ' okt MeOH  AcOEt MeOH  AcOEt  MeOH
A+CE 83 12,5 25 5 10 0 8 2,5 8 2,5 13 175
Peltogyne sp.

Cl 28 +12,5 3 +2,5 13 42,5 13 +25 13 15 10 2,5




ANEXO F — AVALIACOES QUIMICAS PARA GRUPOS METABOLICOS EM
EXTRATOS DE REJEITOS DA INDUSTRIA DE MADEIRA (FONTE: ADAPTADO
DE GRANATO et al., 2005)

Madeira

Fendis

Terpenos

Alcaloides

ltatba

+

+

+

Peroba Rosa

+

+

Imbuia

+

Cedrilho

Curupixa

Jatoba

Roxinho

++| +

S o I S
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ANEXO G - TESTES’ANTIBIOTICOS PARA OS EXTRATOS DE MADEIRAS DE
REJEITOS DA INDUSTRIA (FONTE: ADAPTADO DE GRANATO et al., 2005)

Extratos Ec Kp Mi Pm Sa ob
ltatiba
(MeOH) 0 11 10 0 11 --
Jatoba 14 13 13 14 14 0
Imbuia 11 - -- 12 11 --
Roxinho 0 -- -- 0 10 --
Roxinho
(ACOEH) 9 10 9.5 10 9 0
Cedrilho 0 -- -- 0 0 --
Peroba
Rosa 0 9 9 21 9 0
Curupixa 0 -- -- 0 0 --

-- = ndo testado; Ec = K. pneumoniae; Ml = M.luteus; Pm = P. mirabilis; As = S.

aureus; ob = outras bactérias testadas: P. aeroginosa, S. mutans, e E. Aerogenes.




