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RESUMO 

O presente trabalho relata pela primeira vez a investigação fitoquímica relacionada ao 
isolamento de saponinas na espécie Pentaclethra macroloba Kuntze, mimosoideae, conhecida 
popularmente como "pracaxi" na região Amazônica. 

A investigação fitoquimica dos extratos das sementes (PES), cascas (PEC) e lenho (PEL) 

de Pentaclethra macroloba levou ao isolamento de oito glicosídeos triterpênicos do ácido 
oleanóico e da hederagenina, denominados de saponinas, constituídas de dois a sete açúcares, 
a saber. PES-Fi (1) ácido 3-O-a.-L-ramanopiranosil-(1-->2)-a-L-arabinopiranosil oleanóico, PES- 

F2 (2) 3-O-a-L-ramanopiranosil (1->2)-a-L-arabinopiranosil-hederagenina, PEC-76 (3) ácido 

3-0-13-D-glicopiranosil(1->4)-[a-L-ramnanopiranosil-(1->2)]-a-L-arabinopiranosil-oleanóico, 

PEC-6P (4) ácido 3-O-13-D-glicopiranosil (1->3)-a-L-ramnanopiranosil-[j3-D-glicopiranosil 

(1-->4)]- a-L-arabinopiranosil-oleanóico, PES-2V (5) 3-O-13-D-glicopiranosil (1-0)-a-L- 
ramnanopiranosil-(1->2)[R-D-glicopiranosil-(1-)-4)]-a-L-arabinopiranosil-hederagenina, PEC- 

5P (6) ácido 3-0-{ [R-D-glicopiranosil-(1 -->4}R-D-glicopiranosil-(1->3) - a- L-ramnanopiranosil- 

(1-42)]-[j3-D-glicopiranosil-(1->4)]}-a-L-arabinopiranosil-oleanóico, PEC-A3 (7) ácido3-O- 

{ R-D-glicopiranosil-(1-->2)- j3-D-glicopiranosil-(1--4)-(3-D-glicopiranosil-(1->3)-a-L- 

ramnanopiranosil-(1-42)-[ ji-D-glicopiranosil(1-->3)-j3-D-glicopiranosil-(1-a4)] } -a-L- 

arabinopiranosil-oleanóico, PEL-LH1 (8) 3-0-{j3-D-glicopiranosil-(1->2)-ji-D-glicopiranosil- 

(1->4)-(3-D-glicopiranosil-(1->3)-a-L-ramnanopiranosil-(1-->2)-[R-D-glicopiranosil-(1->3)- j3- 

D-glicopiranosil-(1->4)]}-a-L-arabinopiranosil-hederagenina. Cabe ressaltar que das saponinas 

supracitadas, quatro são inéditas: PES-2V (5), PEC-5P (6), PEC-A3 (7), PEL-LH1 (8). 

Através da utilização da cromatografia líquida de alta eficiência - CLAE, realizou-se a 

análise quantitativa da composição da mistura de saponinas presentes no extrato etanólico das 

sementes (PES), revelando a presença majoritária de PEC-76 (3) [30,2%], PES-F1 (1) [23,0%) 

e PES-F2 (2) [18,5%]. 

As estruturas das saponinas triterpénicas foram elucidadas utilizando-se métodos 
espectrométricos, principalmente E.M. (FAB, EI), RMN 'H e 13C, bem como, as técnicas 

bidimensionais (COSY, NOESY, HMQC, HMBC) e comparação com dados da literatura. 

i 



ABSTRACT 

In the present work it is reported, for the first time, the phytochemical investigation 

related to the isolation of present saponins in the specie Pentaclethra macroloba Kuntze - 

mimosoideae, popularly known as " pracaxi " in the Amazon Region . 

From an ethanolic seed (PES), bark (PEC) and stem (PEL) extracts of a specimen of 

Pentaclethra macroloba were isolated eight triterpenoid saponins of the acid oleanolic and the 

hederagenin, constituted of two to seven sugars: 3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—>2)-a-L-

arabinopyranosyl oleanolic acid (1); 3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1-*2)-a-L-arabinopyranosyl 

hederagenin (2); 3-0-{(3-D-glucopyranosyl-(1-*4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—+2)])-a-L-

arabinopyranosyl oleanolic acid (3), 3-0-{ j3-D-glucopyranosyl-(1—*4)-[f3-D-glupyranosyl-(1--*3)-

a-L-ramnopyranosyl-(1-*2)])-a-L-arabinopyranosyl oleanolic acid (4); 3-0-{0-D-

glucopyranosyl-(1—*4)-[(3-D-glupyranosyl-(1--*3)-a-L-ramnopyranosyl-(1—*2)] ) -a-L-

arabinopyranosyl hederagenin (5); 3-0-{[3-D-glucopyranosyl-(1-*4)-[(3-D-glucopyranosyl(1-*4) 
- {i-D-glupyranosyl-(1—*3)-a-L-ramnopyranosyl-(1--*2)]}-a-L-arabinopyranosyl oleanolic acid 

(6); 3-0-{ 3-D-glucopyranosyl-(1--*3) - 0-D-glucopyranosyl-(1-*4)-[0-D-glucopyranosyl-(1—*2) 
- 13-D-glucopyranosyl(1—*4) - [3-D-glupyranosyl-(1-*3)-a-L-ramnopyranosyl-(1—*2)])-a-L-
arabinopyranosyl oleanolic acid (7) and 3-0-{(3-D-glucopyranosyl-(1—*3) -13-D-glucopyranosyl-
(1—b4)-[(3-D-glucopyranosyl-(1-->2) - (3-D-glucopyranosyl(1- >4) - R-D-glupyranosyl-(1—>3)-a-
L-ramnopyranosyl-(1—>2)]}-a-L-arabinopyranosyl hederagenin (8). It is noteworthy that, among 
the aforementioned compounds, the saponins 5, 6, 7 and 8 were novel saponins. 

Quantitative analyses of saponins by HPLC, in reverse phase, of the ethanolic extract of 
seeds (mixture saponins), showed the major presence of saponins components (1) [ 23%], (2) 

[18,5%] and (3) [30%]. 

The structures were elucidated by spectroscopy methods such as IR, MS (FAB, ESI), 'H 

NMR and 13C NMR including two dimensional techyniques (COSY, NOESY, HMQC and HMBC) 

and comparation with literature data. 
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1. INTRODUÇÃO 

O gênero Pentaclethra (Leguminosae — mimosoideae), táxon natural de regiões 

tropicais, é constituído de três espécies, Pentaclethra macrophilla Benth. , Pentaclethra 

eetveldeana De Willd, encontradas na África e a Pentaclethra macroloba é encontrada nas 

Américas, especificamente na regiões de várzea de florestas da Costa Rica, do Panamá e da 

Região Amazônica" 2. 

O interesse pelo estudo da espécie Pentaclethra macroloba (Fig. 01, Pág. 06) 

encontrada na região Amazônica, especificamente no Estado do Amapá, decorreu de sua 

utilização na medicina popular no tratamento de dores de ouvido e de picarias de cobrai, bem 

como, cicatrização pós-parto cesariano , além de estudos relacionados às propriedades inseticidas 

de suas sementes4,5,6;  e da detecção na outra espécie do táxon, Pentaclethra eetveldeana', de 

uma classe de metabólitos secundários denominados de saponinas, detentoras de um amplo 

espectro de atividades biológicas, tais como, atividade anticancerigena, moluscicida, entre outras& 
9, 19 Estas observações reforçaram a proposta de estudo fitoquimico da espécie Pentaclethra 

macroloba presente no Estado do Amapá 

No presente trabalho é relatada pela primeira vez a investigação fitoquimica 

relacionada ao isolamento de saponinas presentes na espécie Pentaclethra macroloba Kuntze, 

conhecida popularmente como "pracaxi" na Região Amazônica, particularmente no Estado do 

Amapá; com objetivo de contribuir para o processo de desenvolvimento de alternativas de 

recursos naturais sustentáveis para a população local, através de possíveis aplicações 

farmacológicas e quimiossistemáticas, ampliando assim o conhecimento cientifico da flora 

amapaense. 

Do extrato etanólico das sementes da Pentaclethra macroloba, denominado PES, 

foram isoladas quatro saponinas, sendo uma inédita, designada como PES-2V (5) e as outras 

três designadas como PES-F1 (1)11.12, PES-F2 (2)12-15,  PES-3V (4)11.16. De acordo com a literatura, 

a saponina PES-F2 (2), um 3-0- glicosídeo da hederagenina, revelou em estudos recentes, 

atividades tais como, antiespamódica", citotóxica'8J9  e antileishmaniose20, onde sugere-se a 

possibilidade do uso da mesma saponina como provável fármaco no tratamento de câncer e de 

leishmaniose. 

A partir do extrato etanólico das cascas, denominado PEC, foram isoladas as 

saponinas triterpênicas PEC-76 (3), PEC-6P (4), PEC-5P (6), PEC-4P, PEC—A3 (7) e PEC—

A2. Destas saponinas isoladas, apenas duas não foram caracterizadas, ou seja, as saponinas PC-

4P e PC-A2. Entretanto, as saponinas PEC-5P (6) e PEC-A3 (7), glicosideos do ácido oleanólico 

constituídas, respectivamente, de cinco e sete açúcares, na unidade osídica, são descritas pela 

primeira vez na literatura. 
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Por outro lado, o estudo do extrato etanólico do lenho, denominado PEL, permitiu o 

isolamento de quatro saponinas triterpênicas PEL-F17 (1), PEL-F-30 (3), PEL -LHI (8) e PEL-

LH2 (7), sendo as saponinas PEL-F17, PEL-F30 e PEL-LH2 equivalentes estruturalmente às 

saponinas PES-Fl (1), PEC-76 (3) e PEC-A3 (7), respectivamente. A posterior pesquisa 

bibliográfica sobre estas saponinas, revelou que PEL-LH1 (8), um glicosídeo da hederagenina, 
constituído de sete unidades de açúcares, é uma substância inédita. 

É válido salientar que neste trabalho, isolou-se saponinas sem a necessidade 

de derivatização, através do processo de acetilação dos extratos, além de não usar do processo 

de hidrólise das mesmas para a sua caracterização. Empregou-se no processo de isolamento 

uma combinação de técnicas clássicas de purificação em coluna cromatográfica de gel de sílica, 

precipitação com acetona, cromatografia de exclusão molecular com sephadex LH-20, bem 

como, técnica atual de alta precisão e reprodutibilidade como cromatografia líquida de alta 

eficiência — CLAE em fase reversa; aliadas ao emprego de novas técnicas espectroscópicas de 

RMN 'H e 13C uni e bidimensionais no processo de elucidação estrutural, bem como, 

espectrometria de massa por ionização química por eletrospray (ESI) e por bombardeamento 

rápido de átomos (FAB), fundamentais na análise da seqüência de ligação dos açúcares nas 

unidades osídicas. 

O capítulo 1 trata da presente Introdução; o capítulo 2 relata as considerações 

botânicas sobre a família Leguminosae - Mimosoideae e o gênero Pentaclethra, bem como, da 

revisão bibliográfica das substâncias isoladas das espécies pertinentes ao gênero Pentaclethra. 

0 capítulo 3 trata das considerações gerais sobre saponinas triterpênicas, o capitulo 4 relata a 

elucidação estrutural das saponinas triterpênicas isoladas de Pentaclethra macroloba. No capitulo 

5 são descritos bioensaios do extrato etanólico das sementes e de algumas saponinas, o capítulo 

6 trata da análise quantitativa das saponinas por cromatografia líquida de alta eficência — CLAE; 

o capítulo 7 descrevei os procedimentos experimentais envolvidos no processo de isolamento 

dessas saponinas, as técnicas utilizadas e especificações dos materiais e instrumentos. Nos 

capítulos 8, 9 e 10 são relatados, respectivamente, conclusão, constantes fisicas e dados 

espectrométricos e referências bibliográficas citadas no presente trabalho. 
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Quadro 01 - Saponinas triterpênicas isoladas de Pentaclethra macroloba. 
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2. CONSIDERAÇÕES BOTÂNICAS SOBRE A ESPÉCIE ESTUDADA E 

LEVANTAMENTO BIBLIOGRÁFICO SOBRE O TÁXON GENÉRICO Pentaclethra 

2.1. Introdução 

A família Leguminosae compreende aproximadamente 17000 a 18000 espécies, 

distribuídas em torno de 750 gêneros, difundidas nas diversas regiões do globo, especialmente 

nas regiões subtropicais'. Tradicionalmente, a família é dividida em três grandes grupos, as 

subfamílias Mimosoidea, Caesalpinoidea e a Papilionoidea constituídas por diversas tribos, 

gêneros e espécies. As espécies das subfamílias Caesalpinioideae e Mimosoideae são, 

principalmente, tropicais e as da Papilonoideae encontram-se, freqüentemente, nas regiões sub-

tropicais21. 

São plantas de hábitos muito variados, desde grandes árvores das matas tropicais, a 

arbustos, subarbustos, ervas anuais e perenes e também trepadeiras; vivendo nos mais variados 

ambientes, em diferentes altitudes e latitudes. Entretanto, todas são plantas que vivem 

simbioticamente com certas bactérias capazes de fixar o nitrogênio do ar, encontradas nos 

conhecidos nódulos das raízes22a3. 

A subfamília Mimosoideae compreende cerca de 60 gêneros, que abrangem 

aproximadamente 2800 espécies, distribuídas nas regiões tropicais, subtropicais e cálido-

temperado do globo21. Apresentam flores de simetria radial, podendo estas serem pentâmeras 

ou tetrâmeras, diclamideas e hermafroditas. São plantas subarbustivas, arbustivas ou arbóreas, 

de folhas freqüentemente pinadas. Apresentam cálice gamossépalo com 4 a 5 dentes, corola 

gamopétala com 4 a 5 pétalas, e em geral não são vistosas e têm estames isômeros com a corola 

em número duplo, livre entre si, e fruto seco, tipo legume, ou indeiscente, com sementes 

mergulhadas em polpa doce, ou do tipo lomento como encontramos em Mimosa. 

Representantes desta subfamília são especialmente abundantes nas regiões tropicais. 

Dentre os gêneros que se encontram no Brasil destacam-se pelo número de espécies; Mimosa 

(jurema, sabiá, bracatinga), Calliandra (esponjinha), Ingá (ingá), Pithecellobium (olho de 

cachorro), Piptadenia (angico) e Parkia22. O gênero Pentaclethra encontra-se inserido na tribo 

Parkia que atualmente compreende dois gêneros: Parkia e Pentaclethra1, 21.22' 24.  

As espécies do gênero Pentaclethra são árvores altas que habitam regiões de florestas 

úmidas, especificamente localizadas em terras baixas ao longo dos rios. São árvores que crescem 

aproximadamente 21 metros e apresentam diâmetro em torno de 6 metros e produzem madeira 

de boa qualidade. Possuem folhas bipinadas, linear-oblíquas, agudas, dez ou mais pares de 

jugas, escuras e brilhantes, folíolos numerosos; flores alvas bissexuais normalmente brancas e 

dispostas em grandes cachos ou espigas cilíndricas compridas, frequentemente peniculatas; fruto 
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vagem, comprida, chata coriácea"3, 25  

As duas espécies localizadas na África, a Pentaclethra macrophylla e Pentaclethra 

eetveldeana são comumente conhecidas pela denominação de árvore do óleo do feijão (oil 

bean tree) e óleo de owala. Suas sementes fornecem óleos comestíveis, que também são utilizados 

na fabricação de sabões, lubrificantes e loções medicinais" 25 

A espécie Pentaclethra macroloba, denominada de Pracaxi ou Paraocaxi na Região 

Amazônica e de Gavilan na Costa Rica, no Panamá e na Nicarágua, fornece madeira avermelhada, 

resistente, usada em obras hidráulicas e na construção civil. Sua casca é adstringente e as sementes 

têm várias aplicações medicinais, especialmente na cicatrização de úlceras e de picadas de 

cobras', além de exibir propriedades inseticidas4-6 
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2.2. Química da Pentaclethra 

A pesquisa bibliográfica realizada sobre o táxon Pentaclethra no Chemical Abstract, 

revelou estudos relacionados ao aproveitamento do óleo extraído das sementes, nas áreas de 

alimentos, de bebidas e medicinal, além do isolamento de substâncias pertencentes a diferentes 

classes de metabólitos secundários como alcalóides, quinonas, triterpenos e saponinas, cujos 

nomes estão listadas no Quadro 02 (Pág. 11) e suas respectivas estruturas estão apresentadas no 

Quadro 03 (Pág. 12). 

Estudos relacionados à espécie Pentaclethra macrophylla Benth, relatou a análise da 

composição dos aminoácidos e ácidos graxos presentes nas sementes, em virtude da utilização 

desse óleo ser usado como fonte de proteínas e calorias na alimentação de 14 milhões de pessoas, 

bem como, do melhoramento do processo do sistema de produção de alimento popular rico em 

proteínas, denominado ugba 33. Também revelou o isolamento de aminoácidos denominados 

de ácido penmarico34,35,  de ácido dicostachinico36  e de um alcalóide denominado de paucina37. 

Estudo fitoquímico do extrato etanólico das sementes da espécie Pentaclethra 

eetveldeana, levou ao isolamento e identificação de uma mistura de saponinas triterpênicas7, 

constituídas de geninas identificarias como hederagenina e ácido oleanólico, e unidade osidica 

constituídas dos açúcares arabinose, ramnose e glicose. O estudo fitoquimico dessa espécie38, 

levou ao isolamento e identificação de outros triterpenos e derivados do triacilglicerol. 

Os primeiros estudos descritos na literatura sobre a espécie Pentaclethra macroloba, 

relatam o uso de sua madeira como matéria prima, sob a forma de polpa, na fabricação de 

papel39.4o  Em 1957, foi relatada uma abordagem sobre o uso do óleo das sementes de Pracaxi 

na área industrial41, bem como, a análise da composição deste óleo, no qual foi observada a 

presença dos fitoesteróides 0-Sitosterol, estigmasterol, campestrol e de ácidos graxos42 . 

Estudos desenvolvidos na área de entomologia revelaram efeitos inibitórios do extrato 

bruto aquoso das sementes sobre o crescimento de insetos e de herbívoros roedores4"5, além de 

estudos sistemáticos na área botânica43.18. 

Segundo a literatura, não existe nenhum registro de estudos relacionados ao isolamento 

de saponinas na espécie Pentaclethra macroloba. Desta forma, esta é primeira vez que se aborda 
o estudo fitoquimico relacionado ao isolamento de saponinas presentes nesta espécie, bem 

como, da análise quantitativa das saponinas no extrato etanólico das sementes —PES, empregando 

a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa. 
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Quadro 02 - Lista das substâncias isoladas no gênero Pentaclethra registradas na literatura 

Substâncias Estruturas 
Espécs do gênero 

Pentaclethra 
Referências 

Friedelina 09 eetveldeana 38 

3-Epifriedelanol 10 " " 

2-Hidroxr4-metoxi-6-n-propílbenaoato 11 " " 

3-13-pahr>itoxi-13-b-hidroxioleanano 12 " 
„ 

2,6-Diuzetoxi-1-acetonílquinol 
1 

13 ,, 
,, 

Lupeil - esteanl - éter 14 ,, 
„ 

1-(26-1-í'idroxílhexacosanoíl) - glicerol 15 ,, 
„ 

1-(26-Fezhloexacosanoil)-glicerol ,,mx>h  16 
„ 

Ácido 24-palmitoxioleanólico 17 " 
II 

Hederagenina 18 ,, 07 

Ácido oleanó}ico 19 " 
„ 

Glicose 20 " 

„ 

Arabinose 21 If 

,f 

Rhamnose 22 fl 

If 

anó Ácido hexacosico 23 macropirylla 
27  

Ácido octacosanóico 24  
ff 

Acido dicostachinico 25 If 36 

Ácido penmacrico 26 f, 34, 35 

Paucina 27 ff 37 

13- Sitosterol 28 macmloba 
42 

Estigmasterol 29 " 
„ 

Campesterol 30 " 

„ 
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Quadro 03 - Estruturas das substâncias isoladas do gênero Pentaclethra 
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Quadro 03 - Estruturas das substâncias isoladas do gênero Pentaclethra 
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3. CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE SAPONINAS TRITERPENICAS 

3.1. Introdução 

Quimicamente o termo saponina é reservado aos derivados glucoconjugados de 

triterpenos e esteróides, isto é, são glicosídeos de esteróides e de triterpenos. São substâncias 

anfifilicas de elevada massa molar (600 a 2000), que possuem em sitas estruturas, uma parte 

com características lipofilicas (triterpênica ou esteroidal) e outra parte, hidrofilica (açúcares). 

O balanço hidrófilo- lipófilo (BEL) entre essas dias partes determina diferentes propriedades, 

tais como, redução da tensão interfacial, ação detergente e emulsificante49 - 51.  

Outras propriedades fisicoquímicas e biológicas52-56  encontradas, mas, nem sempre, 

presentes em todas as saponinas, são ação sobre as membranas das células sanguíneas (atividade 

hemolítica) ou sobre células das brânquias em peixes (atividade ictiotóxica); e complexação 

com esteróides, razão pela qual frequentemente apresentam ação antifúngica e 

hipocolesterolemiante. 

3.2. Saponinas triterpênicas 

Nas saponinas triterpênicas, a aglicona ou genina é formada por um esqueleto constituído 
de 30 átomos de carbono. Biogeneticamente, formam-se via pirofosfato de isopentenila originando 

o óxido de esqualeno, que cicliza numa conformação cadeira — cadeira — cadeira - barco e de 

acordo com dois tipos de rearranjos, podem originar os triterpenos tetracíclicos e os 

pentacíclicos57 59  (Fig. 02, Pag. 18). 

Os triterpenos pentacíclicos podem ser divididos em três grupos principais, segundo seu 

esqueleto (3-amirina, a-amirina e lupeol. As saponinas do tipo J3-amirina isoladas nesse trabalho 

conhecidas como oleananos, apresentam dois grupos metilas em C-20, enquanto aquelas do 

tipo a-amirina ou ursanos, apresentam um grupo metila em C-20 e outro em C-19. Nessas 

saponinas, a estereoquímica da fusão entre os anéis AB, B/C e C/D é trans e entre D/E, é cis 

(Fig. 03, Pag. 19). As saponinas do tipo lupeol diferem, daquelas citadas anteriormente, na 

estereoquimica da fusão entre os anéis D/E, que é trans. Além disso, o quinto anel (E) possui 

cinco átomos de carbono, não sendo hexagonal como nas outras saponinas triterpênicas. 

As saponinas podem ser classificadas também quanto ao número de cadeias osídicas 

ligadas à aglicona. Assim, as saponinas denominadas monodesmosídicas possuem uma uma 

unidade osídica, enquanto as bidesmosídicas têm duas unidades de cadeias osídicas, a maioria 

com ligação éter em C-3 e outras com ligação éster em C-28. Essa diferenciação é importante, 

uma vez que, frequentemente, as saponinas bidesmosídicas não apresentam atividades biológicas 

relatadas para as saponinas monodesmosídicas53 
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A unidade osidica apresenta um número variável de monossacarideos ligados entre si 

em cadeia linear ou ramificada. Os monossacarideos, comumente encontrados nas plantas são 

D-glicose, D-galactose, L-ramnose, L-arabinose, D-xilose, D-fucose e os ácidos glicurônico e 

galacturônico5t'58' 60-62 

Esse trabalho tratará das saponinas triterpênicas de núcleo pentaciclico da série da (3-

amirina, especificamente do ácido oleanólico e da hederagenina isoladas da espécie Pentaclethra 

macroloba. 
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Figura 02 - Biossintese de triterpenos tetraciclicos e pentacíclicos 
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Figura 03 - Núcleos mais comuns de triterpenos pentacíclicos 
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3.3. 	Distribuição nos reinos vegetal e animal 

Esses compostos são frequentemente encontrados nos vegetais, ocorrendo raramente 

nos animais. Com  algumas poucas exceções, as saponinas triterpênicas são raras nas 

monocotiledôneas e abundantes nas dicotiledôneas, em particular nas famílias Sapindaceae, 

Araliaceae, Caryophyllaceae, Sapotaceae, Polygalaceae, etc5S. No reino animal marinho, as 

saponinas triterpênicas ocorrem nos gêneros Holothuria, Asteropus e Bbohadshia que fazem 

parte do grupo dos Echinodermatas (pepinos do mar)49. 

	

3.4. 	Isolamento e análise estrutural 

O isolamento de saponinas é um processo bastante laborioso, pois sendo glicosídeos e, 

portanto, substâncias polares com muitas variações quanto ao número de açúcares presentes 

para uma aglicona ou genina, e/ou abrangendo variações quanto às agliconas e aos açúcares 

presentes, proporcionam propriedades fisicas semelhantes. Assim, são utilizados diversos tipos 

de processos cromatográficos, tais como cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa 

(CLAE — FR), cromatografia de micro-gotas em contra corrente versão estática (DCCC) e 

versão centrífuga (RLCC e CCP), bem como XAD-2 e exclusão molecular em Sephadex LH- 
2063- 65 

No processo de isolamento das saponinas triterpênicas de Pentaclethra macroloba, 

utilizou-se uma combinação de técnicas, como cromatografia em coluna em gel de sílica e em 

Sephadex LH-20, cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa em escala 

semipreparativa, além de método de precipitação química com acetona. 

As saponinas triterpênicas constituídas de dois e três açúcares foram isoladas em coluna 

de gel de sílica, eluida com uma mistura ternária CHC13  : CH3OH : H20 (9 : 1 : 0,1) com 

polaridade crescente; precipitação com acetona e posteriormente por cromatografia de exclusão 

molecular com sephadex LH-20. No entanto, as demais saponinas triterpênicas constituídas de 

quatro, cinco e sete açúcares, somente foi possível isolá-las com emprego da cromatografia 

liquida de alta eficiência em fase reversa, utilizando um sistema de gradiente linear de acetonitrila 

e água, depois da utilização do processo cromatográfico em coluna de gel de sílica, precipitação 

com acetona e cromatografia de exclusão molecular em Sephadex LH-20. 

A análise estrutural das saponinas triterpênicas foi realizaria através de métodos 

químicos e espectroscópicos. Como método químico, a hidrólise ácida ou básica, dependendo 

da estrutura da saponina '67  ajuda a identificar por CCD comparativa, com padrões de açúcares 

e de triterpenos, os tipos de açúcares presentes, bem como, a aglicona. A determinação da 

sequência de ligação dos açúcares na unidade osídica pode ser realizada por cromatografia 

gasosa simples ou gasosa acoplada à espectrometria de massas dos derivados acetilados, 
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principalmente peracetilados ou por RMN 1 H e RMN 13C. 

O advento de novas técnicas modernas de ressonância magnética nuclear e de novas 

técnicas de espectrometria de massas, contribuiu muito para a elucidação estrutural das saponinas 

nas suas formas originais, sem lançar mão de tratamentos químicos como hidrólise. A comparação 

dos dados espectroscópicos dos átomos de carbono anoméricos dos açúcares com seus respectivos 

metilglicosídeosó&70, mediante a detecção por meio do efeito da substituição do sítio pelo efeito 

da glicosilação, permitiu definir a sequência das ligações interglicosídicas. A espectrometria de 

massas71-73, particularmente as técnicas de ionização química (ESI-MS) e de bombardeamento 

rápido de átomos (FAB-MS), são atualmente, empregadas na determinação das massas molares 

dos açúcares, tais como hexose, metil-pentose, pentose, e da sequência de açúcares na unidade 

osidica. Estes dados são, portanto, de fundamental importância na elucidação estrutural, 

principalmente, de saponinas constituídas de mais de cinco unidades de açúcares74  . 

A metodologia empregada na determinação estrutural das saponinas isoladas de 

Pentaclethra macroloba foi desenvolvida segundo as etapas descritas no Quadro 04 (Pág. 22), 

no qual são abordados os métodos de análise estrutural da unidade osidica e da aglicona, sem a 

necessidade do processo de degradação da saponina. 
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Quadro 04 - Etapas utilizadas na elucidação estrutural das saponinas isoladas de Pentaclethra 

macroloba 

Identificação da Agliconas ou Geninas Identificação dos Açúcares 

a) Massa molar identificada no espectro de a) Comparação por CCD, com padrões de 

massas; açúcares autênticos, depois do processo 

b) Comparação de dados de RMN 1H, de de hidrólise ácida; 

RMN 13C — HBBD com os respectivos b) Identificação 	no 	espectro 	de massas; 

dados 	de 	agliconas 	relatados 	na (FAB, 	ESI), 	de 	fragmentos 

literatura; característicos de perdas relacionadas às 

c) Análise do espectro de HMBC: pontos 

básicos de aglicona; 

unidades 	hexosila, 	desoxiesoxila 	e 

pentosila; 

c) Determinação da configuração do átomo 

de carbono anomérico através da análise 
- 	Correlação 	de 	sinais 	de 	átomos 	de 

hidrogênio de grupos metila; 
da constante de acoplamento 3J (H,H); 

d) Determinação do deslocamento químico 

de cada 	tipo de carbono através de 

- 	Correlação 	de 	sinais 	de 	átomos 	de HMQC, 	proporcionando comparação 

hidrogênio ligados a átomos de carbono com 	os 	sinais 	correspondentes 	aos 

que estão ligados a heteroátomos; átomos de carbono de seus respectivos 

metilglicosideos; 

- 	Correlação 	de 	sinais 	de 	átomos 	de e) Análise dos sinais de hidrogênios através 

hidrogênio, 	mostrando 	sinais 	bem de sinais bem definidos utilizados como 

definidos no espectro COSY. pontos 	de 	partida 	(hidrogênios 

anoméricos, C-6 (CH3) de deoxihexose, 

correlacionado no espectro de COSY, 

corroborrados com os dados de HMQC; 

f) Comparação 	dos 	deslocamentos 

químicos dos átomos de carbono das 

oses com unidade osídica semelhante. 



, 
CAPITULO 4 

M 
DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL DAS 

SAPONINAS TRITERPENICAS ISOLADAS DOS 
EXTRATOS ETANÓLICOS DAS SEMENTES, 

CASCA E DO LENHO DE Pentaclethra 

macroloba 



Determinação estrutural das saponinas triterpênicas isoladas dos extratos etanólicos das sementes, casca e do lenho de P. 
.aacroroba 24 

4. DETERMINAÇÃO ESTRUTURAL DAS SAPONINAS TRITERPENICAS ISOLADAS 

DOS EXTRATOS ETANÓLICOS DAS SEMENTES, CASCA E DO LENHO DE 

Pentaclethra macroloba 

4.1. Determinação estrutural de PES-Fl (1) 

A saponina PES—F1 (1) apresentou — se como um sólido branco amorfo, solúvel em 

piridina, de ponto de fusão 221-224 °C. Seu espectro de massa FAB de ions positivos [M + H]+ 

(Fig. 04, Pag. 24) mostrou fragmentos em m/z 734 [M]+, m/z 588 [M-146]+, m/z 456 [M-146-

132)]+, 439 [M-146-132-17)]+ sugerindo fórmula molecular C411166011. 

Noespectro de RMN 13C — HBBD (Fig. 05, Pag. 25) foram identificadas 41 linhas 

espectrais, que por comparação com o espectro de RMN 13C — DEPT 135° (Fig. 06, Pag. 25), 

permitiu reconhecer o padrão de hidrogenação correspondente a caria  átomo de carbono, das 

quais oito são correspondentes a átomos de carbono metílicos, onze metilênicos, quatorze 

metínicos e, por exclusão, 8 átomos de carbono não hidrogenados (Tab.01, Pag. 31) e (Tab. 02, 

Pag. 32). 

Figura 04 - Espectro de massas por bombardeamento rápido de átomos (ions positivos) — 

FAB de PES-F 1 (1) 



Figura 06 - Espectro de RMN !3C — DEPT (C5D5N, 125 MHz) de PES—F1(1) 
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Figura 05 - Espectro de RMN 13C — HBBD (C5D5N, 125 MHz) de PES—F1 (1) 

A análise comparativa dos espectros de RMN 13C — HBBD e DEPT 135, baseados nos 

deslocamentos químicos dos átomos de carbono, indicou a presença de uma saponina triterpênica, 

constituída de 41 átomos de carbono, dos quais 30 estão relacionados à genina ou aglicona 

triterpênica do ácido oleanólico e os 11 átomos de carbono restantes estão relacionados à unidade 

osídica, constituída de dois açúcares, uma metilpentose (desoxiexose) e uma pentose. 
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O espectro de MAN 'H (Fig.07, Pag. 26) apresentou sete sinais correspondentes a 

hidrogênios de grupos metila ligados a átomos de carbonos não hidrogenados, compreendidos 

entre S 0,8 e 6 1,3 ppm; um sinal correspondente a um átomo de hidrogênio olefinico de dupla 

ligação trissubstituida em S 5,5 (t), sugerindo a presença de triterpeno pentacíclico da série 

olean-12-eno; o que está em concordância com o aparecimento de dois sinais na região de 

carbonos olefinicos em S 122,8 e S 145,1 no espectro de RMN 13C — HBBD (Fig.05, Pag. 25), 

atribuídos aos átomos de carbono C-12 e C-13 de triterpeno, constituído de esqueleto da série 

olean-12-eno75. Também observou-se no espectro de RMN 13C — HBBD, a presença de um sinal 

em S 180,6 ppm, atribuído a um carbono de carboxila, sugerindo que o triterpeno tratava-se do 

ácido oleanólico. 

Adicionalmente, verificou-se de maneira inequívoca, no espectro bidimensional de 

correlação heteronuclear direta — HMQC (Fig. 08, Pag. 28), a correlação do sinal correspondente 

ao átomo de carbono C-12 em S 122,8 com o sinal do hidrogênio H-12; a correlação do átomo 

de carbono C-18 em S 42,3 com o hidrogênio metínico H-18 em S 3,3(dd, 13,7 e 3,9), além do 

sinal correspondente ao carbono carbinólico C-3 em S 89,1 que está correlacionado ao sinal 

correspondente ao hidrogênio H-3 em S 3,2 (dd,11,7 e 4,1 Hz) definindo-se, portanto, a presença 

do ácido oleanólico. 

Figura 07 - Espectro de RMN 'H (C5D5N, 500 MHz) de PES—F1 (1) 
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Também no espectro de RMN 'H (Fig.07, Pag. 26) observou-se na região de sinais 

correspondentes a hidrogênios de carboidratos, a presença de dois sinais correspondentes a 

átomos de hidrogênio anoméricos em S 4,9 (d, 5,4 Hz) e em 8 6,1 (sl), sugerindo a presença de 

uma unidade osídica constituída de dois açúcaressi'76 

Através da hidrólise ácida total76  da saponina PES-F1(1) em solução aquosa de ácido 

cloridrico 2N, pode-se constatar através de CCD comparativa com padrões de açúcares e de 

triterpenos, a presença de arabinose e ramnose, além de aglicona com comportamento 

cromatográfico semelhante ao do ácido oleanólico. 

A análise conjunta dos espectros bidimensionais de correlação homonuclear ('H x 

'H-COSY) (Fig.09, Pag. 28) e heteronuclear ('H x 13C- HMQC) (Fig. 08, Pag. 28), partindo da 

região não congestionada dos espectros, especificamente das absorções referentes aos dois 

hidrogênios anoméricos e aos dois carbonos anoméricos, bem como do sinal do carbono metínico 

da metilpentose em 8 18,9 (C-6) e de seus hidrogênios em 8 1,6 (d, 6,1Hz), permitiu estabelecer 

as absorções referentes aos deslocamentos químicos de átomos de hidrogênio e de carbono 

relacionados aos dos monossacarideos arabinose (A) e ramnose (R) (Tab. 02, Pag. 32). 

A comparação adicional dos sinais correspondentes aos átomos de carbonos de 

saponinas estruturalmente semelhantes"'12  (Tabela 02, Pag. 32), constituídas dos mesmos 

açúcares, bem como, a comparação com os sinais correspondentes aos átomos de carbono de 

seus respectivos metilglicosídeosó8  (Tabela 03, Pag. 32), permitiu estabelecer a presença de 

uma a-L-arabinopiranose e de uma a-L-ramnopiranose na saponina PES-F1 (1). 

Com relação à ligação da unidade osídica com a aglicona, foi evidenciado o efeito da 

glicosilação no átomo de carbono metínico hidroxilado C-3 da aglicona, onde observou-se uma 

desproteção de 10,4 ppm em relação ao sinal correspondente ao átomo de carbono 3 do ácido 

oleanóicds. 

A afirmação acima é confirmada pela detecção no espectro de correlação heteronuclear 

a longa distância — HMBC (Fig.10, Pag. 29) do correlacionamento a três ligações da linha espectral 

referente ao átomo de carbono anomérico da arabinose em 8 105,2 com o sinal correspondente 

ao átomo de hidrogênio H-3 da aglicona em 8 3,2 (dd, 11,7 e 4,2 Hz), bem como, a interação 

dipolar do hidrogênio anomérico da arabinose Hla em 8 4,9 (d, 5,4 Hz) com o hidrogênio H-3 

no espectro bidimensional 'H x 'H -NOESY (Fig. 12, Pag. 30). 
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Figura 08 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear'H x 13C à uma ligação - HMQC 

(C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F1(1) 

Figura 09 - Espectro bidimensional de correlação homonuclear 'H x 'H - COSY (500 MHz x 

500 MHz, C5D5N) de PES—F1(1) 
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Figura 10 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear 1H x 13C a mais de uma ligação 

- HMBC (C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F1(1) 

Figura 11- Correlações entre 'H, i3C a longa distância das ligações interglicosídicas da unidade 

osídica e desta com a genina de PES-F1 (1) 
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A ligação interglicosídica entre a arabinose e a ramnose, também foi deduzida através 

da análise comparativa do deslocamento químico do átomo do carbono C-2 da arabinose (C-2, 

S 76,2) com o correspondente deslocamento químico do seu respectivo metilglicosídeo (C-2, S 

72,2), em virtude do efeito da glicosilação" nesse carbono, sugerindo, assim, uma ligação 

(ramnose 1—>2 arabinose)11,12 Esta dedução foi confirmada pela observação, no espectro de 

correlação heteronuclear a longa distancia — HMBC (Fig. 10, Pag. 29), do acoplamento a três 

ligações do átomo de carbono anomérico da ramnose em S 102,0 com o hidrogênio H-2 da 

arabinose em S 4,9, bem como, da interação espacial entre o hidrogênio anomérico da arabinose 

com o hidrogênio H-3a do aglicona (Fig. 10, Pag. 29), definindo a seqüência estrutural: ramnose 

(1->2) arabinose-O-aglicona (Fig. 11, Pag. 29). 

A configuração a da arabinoseó8 foi sugerida pela sua constante de acoplamento dos 

seus sinais de hidrogênios (J1,2 = 5,4 Hz), bem como, da ramnose em virtude de apresentar um 

singleto largo em 8 6,1 ppm'g, sendo a saponina denominada de ácido 3-O-a-L-ramanopiranosil 

(1-->2)-a-L-arabinopiranosil-olean-12-eno-28-6ico. 

ppm 	6 
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Figura 12 - Espectro (expansão) de RMN - NOESY (500 MHz x 500 MHz, C5D5N) de PES-

F1 (1) 
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Tabela 01 - Dados de RMN 13C , de RMN 'H e correlações 'H - 13C [HMQC - 1J04 e HMBC - 

nJcx (n=2, 3) da genina de PES-Fl (1) em C5D5N. 

'H x 13C - HMQC - 1 JCH 1H x 13C - HMBC - aJcH Ref. 75 

C Sc  SH  2Jcn 3Jcft S C 

1 CH2  39,1 1,5; 0,9 H-5, 3H-25 38,5 

2 CH2  26,8 2,1; 1,8 27,4 

3 CH 89,1 3,2 (dd, 11,7 e 4,2) H-1 A , H-5, 3H-23, 
3H-24 

78,7 

4 C 39,7 - 3H-23, 3H-24 38,7 

5 CH 56,2 0,8 (d, 11,5) H-65  H-7b, H-9, 3H-23, 
3H-24, 3H-25 

55,2 

6 CH2  18,8 1,5; 	1,3 2H-7 18,3 

7 CH2  33,5 2,1; 1,8 H-65  H-5 32,6 

8 C 40,0 - H-9, 3H-26 H-65 , 2H-11, 3H-27 39,3 

9 CH 48,3 1,6 2H-11 H-5, H-12, 3H-25, 
3H-26 

47,6 

10 C 37,3 - H-5, H-9, 3H-25 37,0 

11 CH2  24,1 1,9 (dd, 10,3 e 3,0) H-9, H-12 23,1 

12 CH 122,8 5,5 (t) 2H-11 H-18 122,1 

13 C 145,1 - H-18 2H-11, 3H-27 143,3 

14 C 42,4 - 3H-27 H-12, H-18, 3H-26 41,6 

15 CH2  28,6 2,1; 1,2 3H-27 27,7 

16 CH2  24,1 2,1; 2,0 H-158  H-18 23,4 

17 C 46,9 - H-16b, H-18 H-158, 2H-19, H-218  46,6 

18 CH 42,3 3,3 (dd, 13,7 e 3,9) 41,3 

19 CH2  46,8 1,8; 1,3 H-18 3H-29, 3H-30 45,8 

20 C 31,3 - 2H-19, 3H-29, 3H-30 H-22b 30,6 

21 CH2  34,5 1,5; 1,2 . 33,8 

22 CH2  33,5 1,5; 	1,3 32,3 

23 CH3  28,4 1,2 (s) H-3, H-5, 3H-24 28,1 

24 CH3  17,3 1,1 	(s) H-3, 3H-23 15,6 

25 CH3  15,8 0,8 (s) H-5, H-9 15,3 

26 CH3  17,7 1,0 (s) 16,8 

27 CH3  26,5 1,3 (s) 26,0 

28 C 180,6 - H-18, 2H-16 181,0 

29 CH3  33,6 1,0 (s) 3H-30 33,1 

30 CH3  24,0 1,0 (s) 3H-29 23,6 

*Deslocamento químico (8) e constante de acoplamento (J) em Hz. 
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Tabela 02 - Dados de RMN 13C , RMN 'H e correlações 'H - 13C [HMQC -'JcH  e HMBC - nicH 

(n=2, 3) da unidade osidica de PES-F1(1) C5D5N. 

111 x 13C - HMQC - 1JcH  1H x 13C  - HMBC - nJCH Ref.-  
57 

Ref. 
11 

C 8C 8 H 2JCH 3JCH 8 C 8 C 

1 A 105,2 4,9 	(d, 5,4) H-2A 2H-5 A, H-3 105,9 104,5 

2 A 76,2 4,6 H-3A H1R 72,2 76,1 

3 A 74,1 4,3 H-2A H-1 A, 2H-5 74,4 73,3 

4 A 69,0 4,2 (sl) H-5A H2A 69,1 68,2 

5 A 65,0 4,3 

3,8 	(d, 10,4) 

H-i A 66,6 65,9 

1 R 102,0 6,1 (sl) H-2R H-2 A 102,4 101,7 

2 R 72,7 4,7 (d, 3,3) HIR 71,9 72,3 

3 R 72,9 4,6 (dd, 9,2 e 3,3) H-2 R H-1 R 72,5 72,5 

4 R 77,3 4,3 (t, 9,4) H-3 R H-2 R, 3H-6 
R 

73,6 74,0 

5 R 70,1 4,6 (qd, 9,4 e 6,1) 3H-6 R H-1 R 69,9 69,9 

6 R 18,9 1,6 (d, 6,1) H-5 R H-4 R 18,4 18,5 

Tabela 03 - Deslocamentos químicos de alguns metilglicosídeos em piridina - C5D5N68. 

Metilglicopiranosídeo C-1 C-2 C-3 . 	C-4 C-5 C-6 

a-D-Glicopiranosídeo 101,2 73,7 75,3 72,0 73,9 62,7 

(3-D-Glicopiranosídeo 105,4 74,8 78,1 71,4 78,0 62,5 

a-L-ramnopiranosídeo 102,4 71,9 72,5 73,6 69,4 18,4 

(3-L-Ramnopiranosídeo 102,7 72,2 75,4 73,8 73,5 18,5 

a-L-Arabinopiranosídeo 105,9 72,2 74,4 69,1 66,6 

(3-L-Arabinopiranosídeo 102,0 70,1 70,4 70,8 63,9 
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4.2. Determinação estrutural de PES-F2 (2) 

A substância PES-F2 (2), obtida por tratamento cromatográfico e químico do extrato 

etanólico das sementes - PES, é um sólido branco amorfo, solúvel em metanol e decompõe-se 

na faixa de temperatura entre 225,1 e 257,0°C. Apresentou natureza triterpênica, evidenciada 

pelo teste positivo frente ao reagente de Liebermann-Buchard, bem como teste positivo para 

saponinas80. 

O espectro de absorção na região de infravermelho (Fig. 13, Pag. 34) apresentou banda 

de absorção larga em 3412 cm-1  caracteristica de compostos hidroxilados, além de um banda em 

1701,4 cm' referente à absorção característica de grupamento carboxila de ácido. Seu espectro 

de massas (Fig. 14, Pag. 34) utilizando a técnica de bombardeamento rápido de átomos (FAB/ 

MS) de íons positivos [M+H]+, indicou um íon pseudo molecular em m/z 750, sugerindo fórmula 

molecular C411466O12. 

O espectro de RMN 'H (Fig. 15, Pag. 35) apresentou na região de sinais correspondentes 

a átomos de hidrogênios metílicos, seis singietos compreendidos entre S 0,9 a 1,2 ppm; um 

singleto largo correspondente a um átomo de hidrogênio olefinico em S 5,5 ppm, característico 

de triterpenos pentacíclicos da série olean-12-eno75, bem como sinais característicos de dois 

hidrogênios anoméricos em S 5,1 (d, 6,1 Hz) e S 6,3 (sl), sugerindo a presença de uma unidade 

osidica constituída de dois açúcares na molécula, evidenciando, portanto, a natureza glicosidica 

da mesma51,76 

O espectro de RMN 13C - HBBD (Fig. 16, Pag. 36) de PES-F2 (2) mostrou a presença de 

41 linhas espectrais e a análise comparativa entre este e o espectro de RMN 13C, utilizando a 

téécnica DEPT 135 (Fig. 17, Pag. 36), permitiu observar que dentre estes 41 átomos de carbonos, 

7 são metílicos, 12 metilênicos, 14 metínicos e por exclusão 8 são átomos de carbono não 

Wdrogenados (Tab. 4, Pag. 40) e (Tab. 5, Pag. 41), sendo, portanto 30 correspondentes à unidade 

triterpênica e os onze restantes referentes à unidade osidica, constituída de uma hexose e de 

na pentose. Dentre os 14 sinais referentes aos átomos de carbonos metínicos, 10 são oxigenados, 

dos quais dois são átomos de carbono anoméricos, com deslocamentos químicos em S 104,2 e S 
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101,5, podendo-se sugerir que a substancia PES-F2 (2) tratava-se de uma saponina'S,5i,54, com 

unidade osídica estruturalmente semelhante à da saponina PES-F1 (1). 

Figura 14 - Espectro de massas por bombardeamento rápido de átomos — FAB (ions positivos) 

de PES—F2 (2) 
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A genina (aglicona) de natureza triterpênica da série olean-12-eno foi confirmada pelo 

aparecimento de sinais no espectro de RMN 13C — HBBD (Fig. 16, Pág. 36) em 8 122,7 e 145,2 

atribuíveis aos átomos de carbono C-12 e C-13, respectivamente75, bem como, a observação de 

picos transversais no espectro bidimensional de correlação heteronuclear direta de 13C x 'H 

(HMQC) (Fig. 18, Pag. 37) entre o sinal correspondente ao hidrogênio olefinico em 8 5,5 (sl) 

com o sinal referente ao átomo de carbono C-12 em S 122,7 ppm. Reforçando esta afirmativa, 

observou-se no espectro bidimensional de correlação heteronuclear a longa distância — HMBC 

(°JcH  n = 2,3) ( Fig. 19, Pag. 37), o acoplamento a duas ligações dos hidrogênios metílicos 3H-29 

e 3H-30 com o carbono C-20, bem como, o acoplamento atrês ligações dos hidrogênios metílicos 

de 3H —29 e 3H-30 com o carbono C-19. Adicionalmente, observou-se também neste espectro 

o acoplamento a três ligações do hidrogênio H —18 em 8 3,3 (dd, 13,6 e 3,6 Hz) com o carbono 

C-28 em 8 180,7. 

Figura 15 - Espectro de RMN (C5D5N - 500 MHz) de PES—F2 (2) 
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Figura 16 - Espectro de RMN 13C — HBBD ( C5D5N, 125 MHz) de PES—F2 (2) 

Figura 17 - Espectro de RMN 13C — DEPT 135 (C5D5N, 125 MHz) de PES—F2 (2) 



• 
W • 

	

e p 	 Q ' 

	

V A 	0 
•: ' 	O 

a e e  A• 6 

• 
w 

~ 

50 

	

o• 	P 
• 

a _ 
s 	• I 	75 

--I 

100 
• 

,,,.,, 
4 	 2 

' 	? i 

Determinação estrutural das saponinas triterpênicas isoladas dos extratos etanólicos das sementes, casca e do lenho de P. 	
3,7 macrotoba 

Observou-se também no espectro de RMN 13C - DEPT 135 (Fig. 17, Pag. 36), a presença 

de dois átomos de carbono hidroximetilênicos em S 63,8 e em 8 65.5, sugerindo-se que o sinal 

em 8 65,5 deva pertencer a urna unidade osídica, em virtude da detecção no seu espectro de 

HMBC (Fig.19, Pag. 38) de um acoplamento a três ligações deste sinal de carbono com o sinal 

de hidrogênio anomérico em 8 5,1 (d, 6,1 Hz) e este sinal, por sua vez, encontrava-se acoplado 

a três ligações ao carbono (C-3) da genina em 8 80,8, sendo desta forma, defmida a ligação da 

unidade osídica com a genina. A presença de outro sinal atribuído a outro átomo de carbono 

hidroximetilênico em 8 63,8 ppm, indicou que um dos grupos metila foi substituído de acordo 

com a comparação dos dados de RMN 13C - HBBD (Fig. 16, Pag. 36) referentes aos átomos de 

carbono C-3 (8 89,1), C-4 (8 39,7) e C-5 (8 56,2) da saponina PES-F1(1) com os respectivos 

deslocamentos atribuídos para a saponina PES-F2 (2), onde pode-se contatar efeitos de 

proteção gama (y) nos carbonos C-3 (8 80,8), C-5 (8 48,0) e desproteção no carbono C-4 (8 

43,8) da saponina PES-F2 (2) (Tab. 16, Pag. 36), em virtude da substituição do grupo metila (C 

23) por um grupo hidroximetilênico14, 81,82, sugerindo a hederagenina como genina. 

Figura 18 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear x 13C à uma ligação - HMQC 

(C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F2 (2). 
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A presença dos dois açúcares na unidade osídica foi confirmada através da análise do 

espectro bidimensional de correlação heteronuclear a uma ligação — HMQC (Fig. 18, Pag. 37), 

na qual pode-se observar a correlação de dois sinais transversais referentes aos átomos de carbono 

anoméricos em S 101,5 e 104,2 com os sinais de átomos de hidrogênio anoméricos em S 6,3 (sl) 

e 5,1 (d, 6,1 Hz), respectivamente. É válido acrescentar que no respectivo espectro da saponina 

PES-F2 (2) (Fig. 10, Pag. 29) foram observadas as mesmas correlações descritas anteriormente 

para a unidade osídica da saponina PES-F1 (1). 

Adicionalmente, a comparação dos valores de seus deslocamentos químicos com os 

valores descritos na literatura para saponinas estruturalmente semelhantes (Tab. 04, Pag. 40e 

Tab. 05, Pag. 41)12-15,81,82, permitiu identificar os açúcares de PES-F2 (2) como arabinose e 

ramnose. 

A afirmação acima é evidenciada, de forma inequívoca, pela observação no espectro de 

correlação heteronuclear a longa distância — HMBC (Fig. 19, Pag. 38), do acoplamento a três 

ligações (3JcH) entre o sinal correspondente ao hidrogênio anomérico da arabinose - H1A em S 

5,1 (d, 6,1 Hz) com o sinal do carbono C-3 (8 80,8) da aglicona (Fig. 20, Pag. 39). Por sua vez, 

a seqüência da ligação interglicosídica foi confirmada pela detecção de picos transversais 

correspondentes à correlação do carbono anomérico da ramnose — C1R em S 101,5 com o 

hidrogênio H2A da arabinose em 8 6,3 (sl), confirmando a mesma sequência estrutural observada 

na saponina PES-F1 (1), ou seja, ramnose (1-+2) arabinose-aglicona. 

Figura 19 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear 'H x 13C a mais de uma ligação 

- HMBC (C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F2 (2). 
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Figura 20 - Correlação entre 'H, '3C a longa distância das ligações interglicosídicas da unidade 

osídica e esta com a genina de PES-F2 (2) observado no espectro de HMBC (Fig. 19, Pag. 38) 

A configuração  a  da arabinnçe68  foi cimprida pela sua constante de  acoplamento  (J1,2  = 

6,6 Hz), bem como a da ramnose em virtude de apresentar um singleto largo em 6 6,178, sendo a 

saponina denominada de 3-O-a-L-rrmanopiranosil (1-2)-a-L-arabinopiranosil-hederagenina. 
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Tabela 04 - Dados de RMN 13C , de RMN'H e correlações 'H - 13C [HMQC -'JcN  e HMBC - 

nJcx 
(n=2, 3)] em C5D5N da genina de PES-F2 (2). 

'H z 13C - HM QC -'JcA  'H x 13C - HMBC - °JcH 
1¢1<+S -Fl 

(1) 

C 8c  SH, m, J (Hz) 2JcH 3JoH  S C 

1 CH2  39,3 1,6; 	1,1 39,1 

2 CH2  26,5 2,2; 2,0 26,8 

3 CH 80,8 4,3 (dd, 12,2 e3,4) H-lA, 2H-23, 3H-24 89,1 

4 C 43,8 - H-3, ZH-23, 3H-24 39,7 

5 CH 48,0 1,8 2H-23, 3H-24 56,2 

6 CH2  18,5 1,8; 	1,5 18,8 

7 CH2  34,5 1,5; 1,2 33,5 

8 C 40,1 - 311-27 40,0 

9 CH 48,5 1,8 H-12, 3H-25, 3H-26 48,3 

10 C 37,2 - 314-25 37,3 

11 CH2  24,1 1,9 (di, 10,3) 24,1 

12 CH 122,7 5,5 (sl) H-11 H-18 122,8 

13 C 145,2 - 11-18 H-11, 3H-27 145,1 

14 C 42,5 - 3H-27 H-12, H-18 42,4 

15 CH2  28,7 2,2; 1,1 3H-27 28,6 

16 CH2  24,0 2,1; 2,0 11-18 24,1 

17 C 47,0 - 11-18 47,0 

18 CH 42,3 3,3 (dd, 13,6 e3,6) 42,3 

19 CH, 46,7 1,8; 1,3 3H-29, 3H-30 46,8 

20 C 31,3 - 2H-19, 3H-29, 3H-30 31,3 

21 CH2  33,6 2,1; 	1,3 3H-29, 311-30 34,5 

22 CE12  33,2 1,6; 1,3 33,5 

23 CH2  63,8 4,2 (d, 10,7)3,8 (d, 10,7) 28,4 

24 CH3  14,3 1,1 	(s) H-3, 2H-23 17,3 

25 013  16,4 0,9 (s) 15,8 

26 CH3  17,8 1,0 (s) 17,7 

27 CH3  26,5 1,2 (s) 26,5 

28 C 180,7 - H-I8 180,6 

29 CH3  33,6 0,9 (s) 33,6 

30 CH3  24,2 1,0 (s) 24,0 

*Deslocamento químico (S) e constante de acoplamento (J) em Hz. 
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Tabela 05 - Dados de RMN 13C (125 MHz), de RMN 'H (500 MHz) e correlações 'H - 13C 

[FIMQC - 'Ja i  e HMBC - nJcH  (n=2, 3)] em C5D5N da unidade osidica de PES-F2 (2). 

'H a "C - HM QC -'J„ 'H a "C - HM BC - °Jcg  PES-F1(1) Ref.11 

C 8   8  'Jcx 3Jcx SC SC 

lA 104,2 5,1 (d, 6,1) H-2A 2H-5A, H-3 105,5 104,5 

2A 75,6 4,6 (dd, 7,8 e 6,1) H-3A 76,2 76,1 

3A 74,6 4,3 (dd, 7,8 e 3,5) H-2A H-1A 74,1 73,3 

4A 69,2 4,2 (sl) 2H-5A 69,0 68,2 

5A 65,5 4,3 (dl, 10,2)3,7 (dl, 10,2) H-1 A 65,0 64,5 

1R 101,5 6,3 (si) H-2A 102,0 101,7 

2R 72,2 4,8 (si) H-4R 72,7 72,3 

3R 72,4 4,7 (dd, 9,2 e 3,3) H-4R H-1R 72,9 72,5 

4R 73,9 4,3 (t, 9,2) H-3R H-2R, 3H-6R 74,3 74,0 

5R 69,5 4,7 (qd, 9,2 e 6,1) H-4R, 3H-6R H-1R 70,2 69,9 

6R 18,9 1,7 (d, 6,1) H-5R H-4R 18,9 18,5 



Determinação estrutural das saponinas triterpénicas isoladas doa extratos etanólicos das sementes, casca e do lenho de P. 	
42 macroloba 

4.3. Determinação estrutural de PEC-76 (3) 

A substância PEC-76 (3) é um sólido branco amorfo, solúvel em metanol e em piridina, 

decompõe-se na faixa de 250-260°C. Seu espectro de absorção na região do infravermelho (Fig. 

21, Pag. 43) mostrou-se semelhante ao de saponina PES-F2 (2), com a presença de banda de 

absorção característica de compostos hidroxilados (vof= 3403 cm4), além dabanda de absorção 

correspondente ao estiramento da carboxila de ácido (v.= 1692 cm-'). 

O espectro de massas por bombardeamento rápido de átomos (FAB-MS) de ions 
negativos (Fig. 22, Pag. 44) revelou fragmento m/z 895 correspondente ao ion pseudomolecular 
[M-Hj-, compatível com a fórmula molecular C47H76O16. 

O espectro de RMN 'H (Fig. 23, Pag, 44) mostrou sinais correspondentes a átomos de 

hidrogênio de sete grupos grupos metilas ligados a carbonos não hidrogenados compreendidos 

entre S 0,8 e S 1,4 ppm, um sinal atribuído a um átomo de hidrogênio olefinico de uma dupla 

lição trissubstituida em 5 5,4 (sl) , além de sinal em S 3,3 (dd,13,8 e 3,9 Hz) referente ao H 

-18, sugerindo, desta forma, a presença da mesma aglicona da saponina PES-F1 (1). 

A presença do ácido oleanóico75  como aglicona em PEC-76 (3) é, adicionalmente, 

confirmada através da análise do espectro de RMN 13C—HBBD (Fig. 24, Pag. 45), pela presença 

dos sinais correspondentes aos átomos de carbono C-12 e C-13 em S 122,8 e S 145,1 ppm, 

respectivamente (Tabelas 6 e 7, Pag. 52, 53); bem como, pela observação no espectro 

bidimensional de correlação heteronuclear direta - HMQC ('H x 13C —.1c1) (Fig. 25, Pag. 45), 

da correlação do hidrogênio H -12 (8 5,4 (sl)) com o átomo de carbono C -12 em S 122,8. 

O espectro de RMN 13C - HBBD (Fig. 24, Pag. 45) mostrou 6 linhas espectrais 

adicionais quando comparado ao respectivo espectro da substância PES—F1 (1), totalizando 

portanto 47 linhas espectrais, compatível com a massa molar detectada no espectro de massa. 
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Dessas, 30 linhas correspondem aos sinais de átomos de carbono da aglicona e as 17 

restantes são referentes à unidade osídica, sugerindo, a presença adicional de uma unidade de 

hexose, bem caracterizada pela presença de sinais correspondentes a um carbono anomérico, a 

um carbono hidroximetilênico e a quatro carbonos metinicos oxigenados. 

A análise comparativa entre os espectros de RMN 13C — HBBD (Fig. 24, Pag. 45) e de 

RMN 13C - DEPT 135 (Fig. 26, Pag. 46) permitiu deduzir a presença de 02 átomos de carbono 

metilênicos oxigenados (hidroximetilênicos) em S 62,9 e S 64,9, além de 15 átomos de carbono 

metinicos oxigenados (Tab. 6 e 7, Pag. 52, 53). 

A presença de três unidades de açúcares foi confirmada pela presença no espectro 

bidimensional de correlação heteronuclear a uma ligação HMQC ('H x 13C —'JCH ) (Fig. 25, Pag. 

45) de três sinais correspondentes a átomos de hidrogênio anoméricos em S 4,7 (d, 6,0 Hz), em 

8 5,1 (d, 7,9 Hz) e em 8 6,2 (sl), cujos picos transversais estão relacionados aos átomos de 

carbono anoméricos em 8 105,3, em 8 106,7 e em S 102,1, respectivamente; bem como, pela 

detecção no espectro de massa por bombardeamento rápido de átomos (FAB-MS) de ions 

negativos dos fragmentos em m!z 733, em m/z 587 e em mlz 455 atribuíveis , respectivamente, 

a eliminação de uma hexose, de uma metilpentose [M-H-162 - 146]- e de uma pentose [M-H-

162 —146 - 132]' (Fig. 27, Pag. 47)".  

A hidrólise em meio ácido da saponina PEC-76 (3) permitiu detectar, por comparação 

com padrões de açúcares em processo cromatográfico (CCD), a presença de arabinose, ramnose 

e glicose. 
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Figura 21- Espectro na região de infravermelho da substância PEC-76 (3). 
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Figura 22 - Espectro de massa por bombardeamento rápido de átomos (íons negativos) da 

substância PEC-76 (3). 
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Figura 23 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, C5D5N) de PEC-76(3). 
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Figura 24 - Espectro de RMN '3C — HBBD (C5D5N, 125 MHz) de PEC-76 (3) 

Figura 25 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear 'H x '3C à uma ligação - HMQC 

(C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de PEC-76 (3) 
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Figura 26 - Espectro de RMN 13C — DEPT (C5D5N, 125 MHz) de PEC-76 (3) 

A análise conjunta dos espectros bidimensionais de correlação homonuclear ('H x 'H-

COSY) (Fig. 28, Pag. 48) e de correlação heteronuclear ('H x 13C - HMQC) (Fig. 25, Pag. 45), 

partindo da região não congestionada dos espectros, especificamente, a região dos sinais 

correspondentes aos átomos hidrogênio e aos átomos de carbono anoméricos, bem como a 

correlação entre os sinais em b 1,6 (d, 6,1 Hz) e em S 18,9 ppm atribuídos ao carbono do grupo 

metila da metilpentose, permitiu sugerir as absorções referentes aos deslocamentos químicos 

de hidrogênios e carbonos relacionados aos dos monossacarrídeos arabinose (A), ramnose (R) e 

glicose (G) (Tab. 7, Pag. 53). 
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Figura 27 — Proposta mecanística para as principais fragmentações de PEC-76(3) no espectro de 

massas. 

A comparação adicional dos deslocamentos químicos de átomos de carbono anoméricos 

destas oses com a dos seus metilglicosídeos68  (Tab. 03, Pag. 31), assim como, com a de dados 

descritos na literatura para saponinas estruturalmente semelhantes""16  (Tab. 06 e 07, Pag. 52, 

53), permitiu estabelecer a presença de uma a-L-arabinopiranose, de uma a- L- ramnopiranose 

e de uma 13  -L- glicopiranose na saponina PEC-76 (3). 
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Figura 28 - Espectro bidimensional de correlação homonuclear 'H x 'H - COSY (500 MHz, 

C5D5N) de PEC-76 (3). 

A determinação da seqüência cias ligações interglicosídicas da unidade osidica e desta 

com a aglicona, foi feita através da análise do espectro bidimensional de correlação heteronuclear 

a longa distância — HMBC ('H x 13C , 	n n = 2,3) e de experimento bidimensional de efeito 

nuclear Overhauser homonuclear x'H (NOESY). 

A observação no espectro de correlação heteronuclear a longa distância - HMBC com 

acoplamento a três ligações (3JcH) (Fig. 29, Pag. 49), da correlação entre o sinal correspondente 

ao átomo de hidrogênio anomérico da arabinose Hi-A em S 4,7 (d, 6,0 Hz) e o sinal 

correspondente ao átomo de carbono C-3 (S 89,0) da aglicona (Fig. 30, Pag. 50), bem como, a 

correlação reversa do átomo de carbono C-3 da aglicona com o hidrogênio anomérico HlA da 

arabinose (Tab. 07, Pag.53), bem como, a observação no espectro bidimensional de efeito nuclear 

Overhauser homonuclear da interação dipolar do átomo de hidrogênio anomérico da arabinose 

com o átomo de hidrogênio (Ha) da genina, permitiu concluir que a unidade osidica está ligada 

ao átomo de carbono C-3 da genina através da arabinose (Fig. 30, Pag. 50). 
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Figura 29 - Espectro bidimensional de correlacao heteronuclear 'H x "C à mais de uma ligação - HMBC (C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de PEC-

76 (3). 
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7:_ ra 30 - Espectro de RIVEN-1H - NOESY (500 MHz, C5D5N) de PEC - 76(3). 

F _ d 31 - Correlações observadas no espectro de HMBC da substância PEC-76(3). 
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Por outro lado, também no espectro de HMBC (Fig. 29, Pag. 48), detectou-se a correlação 

entre o sinal correspondente ao átomo de carbono anomérico da ramnose (H 1 R) em 8 102,1 

ppm e o sinal do hidrogênio H2A da arabinose em S 4,5 ppm, bem como, da correlação a três 

ligações do hidrogênio anomérico da glicose H 1 G em S 5,1 ppm (d, 7,9 Hz) com o carbono C4A 

da arabinose em S 79,9 ppm, foram de fundamental importância na determinação da sequência 

das ligações interglicosídicas. 

Assim, a sequência dos açúcares na unidade foi defmada como: 

Glicose (1 -->4)-Arabinose - Genina 

1' (1-->2) 

Ramnose 

As configurações dos açúcares em a para a arabinose e ramnnose e 3  para a glicose são 

adicionalmente confirmadas com base no valor de suas constantes de acoplamentos (Hl,) 

deduzidas do espectro de RMN'H (Fig. 23, Pag. 44). Portanto, a saponina PEC-76 (3) é inédita 

nesse táxon e denomina-se Ácido 3-0-[(3-D-glicopiranosil-(1-*4)-[a-L-ramnanopiranosil- 

(1s2)]-a-L-arabinopiranosiloleanóico e de acordo a literaturaóó revelou forte atividade 
moluscicida sobre Biomphalaria alexandrina, um vetor do Schistosoma mansoni no vale do Rio 
Nilo. 
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06 - Dados de RMN 13C e de RMN 'H da aglicona de PEC-76 (3) em C5D5N. 

'H x "C - HMQC -'JCn 'H x '3C - HMBC - "Jr,, Ref. 75 

C 8 C 8 H 2JCH 3JCH 8 C 

: 	CHI 39,2 1.4, 	0.9 - 3H-25, H-5, H-9 38,5 

: CH2 26.9 2.0, 	1.8 - - 27,4 

3 	CH 89,0 3.2 	(dd, 11,6; 4.0) - 3H-23, 3H-24, H-5, H-1A 78,7 

4 	C 39.8 - 3H-23, 3H-24 - 38,7 

r 	CH 56,3 0.7 - 3H-23, 3H-24, 3H-25 55,2 

- 	CH2 18.8 1.4; 	1,3 - - 18,3 

" 	CH2 32,5 1.4; 	1.2 - 3H-26 32,6 

"S 	C 40.0 - 3H-26 3H-27 39,3 

= 	CH 48,3 1.6 - 3H-25, H-12 47,6 

10 C 37.3 - 3H-25 - 37,0 

:: CH2 24,0 1.9 H-9 - 23,1 

:2 CH 122.8 5.4 (t) 2H-11 H-18 122,8 

13 C 145,0 - H-18 3H-27 143 

:4 C 42.5 - 3H-27 H-18, 3H-26 41,6 

15 CH2 28,6 2,1 - 3H-27 27,7 

:6 CH, 24.1 2.1,1.9 - - 23,4 

:" C 47.0 - H-18 - 46,6 

: k CH 42.3 3.3 (dd, 13,8 ; 3,9) - - 41,3 

:~ CH2 47.8 1.8, H-19b,1.32, H-19a H-18 3H-29, 3H-30 45,8 

:0 C 31.3 - 3H-29, 3H-30, H-19 - 30,6 

2_ CH2 34.5 1.8; 	1,4 - 3H-29, 3H-30 33,8 

:: CH2 33,5 2.1; 	1.4 - - 32,3 

:? CH3 28,4 1.2 (s) - H-5; 3H-24 28,1 

:4 CH3 17,4 1.1 	(s) - . 	3H-23, H-5 15,6 

25 CH3 15,9 0.8 (s) - H-5; H-9 15,3 

:!: CH3 17,7 1.0 (s) - - 16,8 

2" CH3 26,5 1.3 (s) - - 26,0 

25 C 180,5 - - - 181,0 

2:, CH3 33,7 0.9 (s) - - 33,1 

_ - CH, 24,1 1.0 (s) - - 23,6 

*Deslocamento químico (8) e constante de acoplamento (J) em Hz. 
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Tabela 07 - Dados de RMN '3C e de RMN 'H da unidade osídica de PEC-76 (3) em C5D5N. 

'H a "C - HMQC -'Jai  'H x 13C - HMBC - 'Um  PES-Fi ReL11 

' 	C S C S H =Jcii 3Ja-i S C S C 

lA 105,3 4,7 (d, 6,0) H-2A H-3, 2H-5 A 105,2 104,9 

2A 75,6 4,5 76,2 76,4 

3A 74,3 4,3 74,1 74,0 

4A 79,9 4,3 2H-5A H-1G 69,0 69,5 

5A 64,9 4,4 (dd, 11, 1,9)3,7 (dl, 11,2) H 1A,H-3A 65,0 64,5 

1R 102,1 6,2 (sl) H-2A 102,0 101,5 

2R 72,6 4,7 H-1R 72,7 71,6 

3R 72,8 4,6 (dd, 9,2 e 3,3) H 1R 72,9 72,2 

4R 73,4 4,3 3H-6R 74,3 72,2 

5R 70,1 4,6 (qd, 9,2 e 6,10) H-4R, 3H-6R H 1R 70,2 69,8 

6R 18,9 1,6 (d, 6,1) H-SR H-4R 18,9 18,3 

1G 106,7 5,1 (d, 7,9) H-2G H-4A 106,3 

2G 75,8 4,0 (dd, 7,8 e 8,8) H1G1 75,4 

3G 78,8 4,2 (t, 8,8) H-2G,  H4G 78,7 

4G 71,6 4,2 (t,8,8) H 3G Ee H4G 71,3 

SG 79,1 3,9 (n) 78,4 

6G 62,9 4,5 (dl, 11,9)3,8 (dd, 11,8 e 5,0) H-5G 62,5 

* Espectros em Piridina 
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4.4. Determinação estrutural de PEC-6P (4) 

A substância PEC-6P (4) é um sólido branco amorfo, solúvel em piridina e funde com 

decomposição na faixa entre 244 — 248 °C. Nos produtos da hidrólise ácida, foi possível detectar 

através de CCD comparativa, a presença de glicose, ramnnose e arabinose, além de aglicona 

com comportamento cromatográfico semelhante ao do ácido oleanólico. 

O espectro de massas utilizando a técnica por ionização química por eletrospray 

(ESI-MS) de ions negativos (Fig. 32, Pag. 55) revelou fragmentos em m/z 1057,7 relativo ao ion 

pseudo-molecular [M — H]-, m/z 895,7 [M — H - hexose]-; m/z 733,7 [M — H - 2 hexoses]-; m/z 

587,4 [M — H - 2 hexoses — metilpentose]'; m/z 455,4 [M - H - 2 hexoses — metilpentose —

pentose]-  correspondente à aglicona, sugerindo fórmula molecular C53H86O21. 

O espectro de RMN 'H de PEC-6P (4) (Fig. 33, Pag. 55) mostrou sete singletos, 

compreendidos entre 8 0,8 e 8 1,3, correspondentes a átomos de hidrogênios de grupos metilas 

ligados a átomos de carbono não hidrogenados; um singleto largo em 8 5,5 ppm, correspondente 

ao hidrogênio olefinico de dupla ligação trissubstituída, sugerindo a presença de triterpeno 

pentacíclico da série olean-12-eno o que está em concordância com o aparecimento de dois 

sinais na região de carbonos olefinicos em 8 122,7 e em 8 144,9 ppm no seu espectro de RMN 

='C — HBBD (Fig. 34, Pag. 56), atribuídos aos átomos de carbono C-12 e C-13 de triterpenos 

constituídos de esqueleto da série olean-12-eno75. Também foi observado no espectro de RMN 

'C — HBBD (Fig. 34, Pag. 56), a presença de um sinal em 8 180,3 atribuível a um átomo de 

carbono de carboxila. A análise comparativa dos espectros de RMN 13C — HBBD e de RMN 13C 

- DEPT 135 (Fig. 35, Pag. 56) permitiu observar a presença de oito átomos de carbono não 

hidrogenados, por exclusão dos sinais com deslocamentos químicos em 8 31,1; 37,2; 37,9; 39,7; 

=2,4; 46,9; 144,9 e 8 180,5 ppm sugerindo que o triterpeno tratava-se do ácido oleanóico. 
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Figura 32 - Espectro de massa por ionização química por eletrospray ESI-MS de PEC-6P(4). 
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Figura 33 - Espectro de RMN'H (500 MHz, C5D5N) de PEC-6P(4). 



Figura 35 - Espectro de RMN 13C — DEPT 135 (125 MHz, C5D5N) de PEC-6P(4). 
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Adicionalmente, verificou-se de maneira inequívoca no espectro bidimensional de 

correlação heteronuclear direta — HMQC (Fig. 36, Pag. 58) a correlação do sinal correspondente 

ao carbono C-12 em S 122,7 com sinal do hidrogênio H -12; a correlação do carbono C-18 em S 

42,2 com o hidrogênio metinico H -18 (8 3,3), além do carbono carbinólico C-3 em 8 89,0 que 

está correlacionado ao hidrogênio H-3 em 8 3,3 (dd, 11,7 e 4,1 Hz). Esses dados, aliados à 

observação do fragmento em m/z 455 daltons, permitiram concluir que a aglicona desta saponina 

era o ácido oleanólico. 

A análise comparativa dos espectros de RMN '3C — HBBD (Fig. 34, Pag. 56) e de 

RMN 13C-DEPT 135° (Fig. 35, Pag. 56) com base nos deslocamentos químicos dos carbonos, 

bem como, a presença do ion pseudo-molecular [M-H]' em m/z 1057 no espectro de massa (Fig. 

32, Pag. 55) e dos demais fragmentos referentes à perda de duas unidades de glicose, uma de 

metilpentose e outra de pentose, confirmaram a presença de um glicosideo, pertencente à classe 

das saponinas, constituído de 53 átomos de carbono, dos quais 30 estão relacionados à genina 

ou aglicona triterpênica do ácido oleanólico e os 23 átomos de carbono restantes estão 

relacionados à unidade osidica constituída de quatro açúcares. 

O espectro de RMN 'H (Fig. 33, Pag. 55) revelou na região de deslocamentos químicos 

caracteristicos de carboidratos, a presença de um sinal de hidrogênio anomérico adicional, em 

relação ao respectivo espectro da saponina PEC-76 (3), em 8 5,5 (d, 7,4 Hz), além dos três 

hidrogênios anoméricos, com absorções semelhantes as da saponina PEC-76 (3), ou seja em S 

4,7 (cl, 6,7 Hz), 8 6,1 (sl) e 8 5,1 (d, 7,8 Hz). Sugere-se que a hexose adicional é urna outra 

unidade de glicose, uma vez que, conforme descrito anteriormente, após a hidrólise ácida desta 

saponina, foram detectados por CCD, os monossacarrídeos glicose, ramnose e arabinose. 

A análise conjunta dos espectros bidimensionais de correlação homonuclear ('H x 

=H-COSY) (Fig. 37, Pag. 59) e heteronuclear ('H x '3C-HMQC) (Fig. 36, Pag. 58), partindo da 

região não congestionada dos espectros, especificamente das absorções referentes aos quatro 

hidrogênios e aos quatro carbonos anoméricos, bem como, da absorção em 8 1,6 ppm (d, 6,0 

Hz) correlacionada ao sinal em 8 18,8 ppm atribuído ao átomo de carbono de grupo metila da 

metilpentose, permitiu caracterizar as absorções referentes aos deslocamentos químicos de 

átomos de hidrogênios e de carbonos relacionados aos dos monossacarrídeos arabinose (A), 

ramnnose (R) e duas unidades de glicose designadas de Gl e de G2 (Tab. 09, Pag. 66). 
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Figura 36 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear 'H x 13C à uma ligação - HMQC (C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de PEC-6P(4). 
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Figura 37 - Espectro bidimensional de cc'rrelaçáo homonuclear 'H x'H •• COSY (500 MHz, C5D5N ) de PEC-6P(4). 
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Adicionalmente, a análise comparativa dos deslocamentos químicos dos átomos de 

carbono anoméricos inseridos na faixa entre S 93 e 11052  no espectro de RMN 33C- HBBD (Fig. 

34, Pag. 56), com os deslocamentos químicos dos seus metilglicosídeosó8  (Tab. 03, Pag. 32) e 

com os deslocamentos de átomos de carbonos de saponinas constituídas dos mesmos açúcares 

(Tab. 09, Pag. 66)", permitiu estabelecer a presença de uma a-L-arabinopiranose, a-L-

raminopiranose e duas [3-glicopiranose na saponina PEC-6P (4). 

A ligação da unidade osídica com a aglicona, foi deduzida através do deslocamento 

químico do carbono metínico hidroxilado (C-3) da aglicona em S 89,0, observando-se que o 

efeito de sua respectiva glicosilação, promoveu uma desproteção em relação ao carbono C-3 da 

0-Amirina75, definindo-se dessa forma a ligação da unidade osidica ao carbono C-3 da aglicona. 

A afirmação acima foi confirmada pela detecção no espectro de correlação heteronuclear 

a longa distância - HMBC (Fig. 38, Pag. 60) da correlação a três ligações da linha espectral 

referente ao carbono anomérico da arabinose em S 105,6 com o hidrogênio H-3 da aglicona em 

6 3,2 (dd, 11,7 e 4,1 Hz), bem como, da interação dipolar do hidrogênio anomérico da arabinose 

H1A em S 4,7 (d, 6,7 Hz) com os hidrogênios H-3 e H-5a da aglicona no espectro bidimensional 

'H x'H -NOESY (Fig. 35, Pag. 62). 

A natureza das ligações interglicosídicas, foi deduzida a partir da arabinose, observando-

se no espectro de correlação heteronuclear a longa distância HMBC (Fig. 40, Pag. 63), a correlação 

do sinal referente ao átomo de carbono C-2 A da arabinose em S 76,4 com o hidrogênio anomérico 

da ramnose em 8 6,1 (sl), definindo uma ligação ramnose(1->2) arabinose, bem como, a 

correlação do sinal correspondente ao carbono C-4 A da arabinose em S 80,2 com o sinal do 

hidrogênio anomérico da glicose denominada de Gl em S 5,1 (d, 7,8 Hz), definindo uma ligação 

glicose-G1(1->4)arabinose, caracterizando uma arabinose com sítios de ligação nos carbonos 2 

e 4, semelhante a saponina PEC-76 (3). Adicionalmente, com relação à segunda glicose 

denominada de G2, observou-se a correlação do seu hidrogênio anomérico em S 5,5 (d, 7,8 Hz) 

com o átomo de carbono 3R da ramnose em S 83,4, sendo definida, portanto, uma ligação 

glicose-G2 (1-->3) ramnose (Figura 40, Pag. 63). 

É válido acrescentar que esta sequência de ligações na unidade osídica ramificada é 

confirmada no espectro de massa (Fig. 41, Pag. 64), através da observação de fragmentos 

referentes às perdas de duas unidades de glicose terminais em m/z 733,7 [M - 2x162 - H]', de 

duas unidades de glicose e uma de ramnose em m/z 587,4 [M - 2x162 - 146 - H]-  e de duas 

unidades de glicose, uma de ramnose e uma de arabinose em m/z 455,4 [M - 2x162 -146 -132 

- H]-; além da presença do fragmento em m/z 749 atribuidol à perda de uma hexose (glicose G2) 

e de uma metilpentose (ramnose) [M - 162 -146 - H]', que juntamente com o fragmento em m/ 

z 733 atribuída à perda de duas hexoses [M - 2x 162 - H]', confirmaram a existência de ramificação 

na unidade osidica ligada ao carbono 3 da aglicona83. 
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Figura 39 - Espectro (expansão) de RMN 'H - NOESY (500 MHz, C5D5N) de PEC-6P(4). 

As configurações a para a arabinose e ramnose e 0 para a glicose são adicionalmente, 

confirmadas com base no valor de suas constantes de acoplamentos (3H, , 2) deduzidas do espectro 

de RMN 'H (Fig. 33, Pag. 55). Finalmente, a análise dos dados descritos anteriormente, bem 

como, a comparação com dados relatados na literatura" (Tab. 09, Pag. 66), permitiu a 

identificação da saponina PEC-6P (5) como Ácido 3-O-(3-D-glicopiranosil-(1-*3)-a-l;-
ramnanopiranosil-(1-*2)-[Q-D-glicopiranosil-(1- >4)]-a-L-arabinopiranosiloleanóico. 
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Figura 40 - Correlação entre 'H, '3C das ligações interglicosídicas da unidade osidica e esta com 

a genina de PEC-6P (4). 
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Figura 41 - Proposta mecanística para justificar as principais fragmentações de PEC-6P(4) no 

espectro de massa. 
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Tabela 08 - Dados de RMN 13C e de RMN 'H da aglicona de PEC-6P(4). 

'H x 13C - HMQC -'JCH  'H x 13C - HMBC - °Jcj 
Ref. 
75 

C S C S H ZJcx 3Jcx 

1 CH2  39,0 1,5; 0,9 - 3H-25 38,5 

2 CH2  26,8 2,10; 1,8 - - 27,4 

3 CH 89,9 3.2 (dd, 11,7; 4.1) - 3H-23, 3H-24, H-IA 78,7 

4 C 39,7 - 3H-23, 3H-24 - 38,7 

5 CH 56,2 0,8 (d, 11.4) - 3H-23, 3H-24, 3H-25 55,2 

6 	CH2  18,7 1,5; 0,9 - - 18,3 

7 CH2  33,4 1,5; 1,3 - - 32,6 

8 C 39,9 - 3H-26, H-9 3H-27 39,3 

9 CH 48,2 1.6 (t, 8,7) H-11 H-12, 3H-25, 3H-26 47,6 

10 C 37,2 - H-5, H-9, 3H-25 - 37,0 

11 CH2  23,9 1,9 H-9, H-12 - 23,1 

12 CH 122,7 5,5 (sl) H-11 H-18 122,1 

13 C 144,9 - H-18 H-I1, 3H-27 143,3 

14 C 42,4 - 3H-27 H-9, H-12, 3H-26 41,6 

15 CH2  28,5 2.1; 	1,2 - 3H-27 27,7 

16 CH2  23,9 2,1; 1,2 - - 23,4 

17 C 46,9 - H-18 - 46,6 

18 CH 42,2 3.3 (dd) - - 41,3 

19 CH, 46,6 1,8; 1,3 H-18 3H-29, 3H-30 45,8 

20 C 31,1 - 3H-29, 3H-30, H-19b - 30,6 

21 CH2  34,4 1,4; 	1,1 - 3H-29, 3H-30 33,8 

22 CH2  33,4 2.1;1,8 - ' 	- 32,3 

23 CH3  28,3 1,3 (s) - 3H-24 28,1 

24 CH3  17,3 1.1 	(s) - 3H-23, H-5 15,6 

25 CH3  15,7 0,8 (s) - H-9 15,3 

26 CH3  17,6 1.0 (s) - - 16,8 

27 CH3  26,3 1,3 (s) - - 26,0 

28 C 180,3 - - - 181,0 

29 CH3  33,4 0,9 (s) - - 33,1 

30 CH3  23,9 1.03 (s) - 3H-29 23,6 

*Deslocamento químico (S) e constante de acoplamento (J) em Hz. 
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Tabela 09 - Dados de RMN 13C e de RMN 'H dos açúcares de PEC-6P(4). 

'H x 13C - HMQC - 'Jell 'H x 13C - HMBC -nJcx Ref. 11 

CH 8 C 8 H 23cx 3Jcx 8 C 

IA 105,6 4,7 (d, 6,7) H-2A H-3 105,9 

2 A 76,4 4,4 1-1-1R 72,2 

3 A 74,6 4,1 (dd, 8,4; 3,5) H 2A 11-2A 74,4 

4A 811,2 4,2 2H-5A;H-1G1 69,1 

SA 66,5 4,53,7 (d,11.5) - Hax H-lA 66,6 

IR 101,9 6,1 (s1) H-2R H-2A 102,4 

2R 71,8 5,0 ( sl) 71,9 

3R 83,4 4,8 (dd, 9,4; 2,9) H-2R, H-4R H-1 R, H-1 G2 72,25. 

4R 73,1 4.5 H-3R 3H-6R 73,6 

5R 70,0 4,6 (m) 3H-6R 69,4 

6R 18,8 1,6 (d, 6,0) H-4R 18,4 

1G1 107,8 5,1 (d,7,8) H-2G1 105,4 

2G1 75,7 4,0 (d,7,8; 8,2) 11-3G1 74,8 

3G1 78,7 4,2 H-2G1 78,1 

4G1 71,5 4,2 H-3G1 71,4 

! 5G1 78,9 3,9 (m) H-6Glb 78,0 

6G1 62,8 4,3; 4,5 62,5 

1G2 107,0 5,5 (d, 7,4) H-2G2 H-3R 105,4 

_G~ 76,1 4,1 (dd, 7,4; 8,2) H-3G2 74,8 

3G2 78.7 4.2 11-202 78,1 

1f'`1 TVb 71 '1 /  1,1 
A 	'1 
'I ,./.. , T T 3r1 

Ll- 	~.IG 
11 A 
11,"F 

5(z2 78,6 4,0 (m) H-6C'T2h H-302 78,0 

6G2 62,8 4,3 ;4,5 H-4G2 62,5 
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4.5. Determinação Estrutural de PES-2V (5) 

A substância PES - 2V(5) é um sólido branco amorfo, solúvel em piridina e funde com 

decomposição entre 251 - 268 °C. Seu espectro de massas obtido pela técnica de ionização 

química por eletrospray (ESI-MS) (Fig. 42, Pag. 68), exibiu um pico de ion pseudo molecular 

[(M- H)]-  em m/z 1073,9, indicando massa molar 1074,9, compatível com a fórmula molecular 

C53H26O22. O fragmento em m/z 911,9 corresponde à perda de uma hexose [(M - H) - 162]-

terminal. Posteriormente, esse ion sofre cisão, levando a dois fragmentos, observados em m/z 

765,4 [(M - H) -162 -146]' e em m/z 749,4 [(M - H) - 2 X 1621, mostrando a perda simultânea 

de uma metilpentose e de outra hexose, respectivamente, sugerindo, portanto, uma unidade 

osídica com ramificação83. Outro fragmento em m/z 603,4 é correspondente à perda de duas 

unidades de hexose e de uma metilpentose [(M-H)- 2 X 162 -146]'. Adicionalmente, observou-

se que o fragmento em m/z 471,3, resultante da perda de delas Unidades de hexose, de uma 

metilpentose e de uma pentose [(M - H) - 2 X 162 - 146 - 132]' está relacionado à aglicona, 

especificamente a hederagenina. 
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Figura 42 - Espectro de massas por ionização química eletrospray EI-MS de PES-2V (5) 

A análise comparativa dos espectros de RMN 13C - HBBD (Fig. 43, Pag. 69) e de RMN 

13C — DEPT 135 (Fig. 44, Pag. 69) evidenciou, que estes espectros apresentaram na região de 

sinais correspondentes à aglicona, o mesmo perfil observado para a aglicona da saponina PES-

F2 (2) (Tab. 10, Pag. 76), bem como, a detecção no espectro de MAN 'H (Fig. 45, Pag. 70) da 

presença de seis sinais correspondentes a átomos de hidrogênio metílicos ligados a carbonos 

não hidrogenados, também observados no respectivo espectro da saponina PES—F2 (2) (Fig. 15, 

p. 35). Adicionalmente, observou-se no espectro bidimensional de correlação heteronuclear 

direta— HMQC (Fig. 46, Pag. 71), a correlação do carbono C-12 em 8 122,8 com o hidrogênio 

H —12 em 8 5,5 (t); a correlação do carbono C-18 em 8 42,1 com o hidrogênio metinico H-18 

em 8 3,3 (dd, 13,6 e 3,8), além do acoplamento do carbono carbinólico C-3 em S 81,5 com o 

hidrogênio H-3 em 8 4,2 confirmaram a hederagenina como aglicona'4,lss2 

A hidrólise ácida dessa saponina, seguida da análise de sua respectiva fase aquosa 

por CCD comparativa com padrões de açúcares, levou à detecção de arabinose, de ramnose e de 

glicose e a ocorrência dos referidos açúcares em PES-2 V (5) está em concordância com o padrão 

de fragmentação observado no seu respectivo espectro de massa (Fig. 47, Pag. 72). 
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Figura 43 - Espectro de RMN 13C — HBBD (C5D5N, 125 MHz) de PES-2V(5). 
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Figura 44 - Espectro de RMN 13C — DEPT (C5D5N, 125 MHz) de PES-2V(5). 
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Também no espectro de RMN 'H (Fig. 45, Pag. 70) foi revelada, na região de sinais 

correspondentes a hidrogênios de carboidratos, a presença de sinais que correspondem a quatro 

hidrogênios anoméricos em 8 6,2 (s), 8 5,5 (d, 7,8 Hz), S 5,1 (d, 7,9 Hz) e 8 4,9 (7,0 Hz), os 

quais encontram-se correlacionados no espectro de HMQC (Fig. 46, Pag. 71) com os carbonos 

em 8 101,7, 8 106,9, 8 107,0 e 8 105,1 respectivamente, sugerindo a presença de uma unidade 
osídica constituída de quatro açúcares com absorções semelhantes às da saponina PEC-6P (4)'' . 

Figura 45 - Espectro de RMN 'H (C5D5N, 500 MHz) de PES — 2V(5). 

A análise conjunta dos espectros bidimensionais de correlação homonuclear ('H x 'H-

COSY) (Fig. 48, Pag. 73) e heteronuclear ('H x 13C-HMQC) (Fig. 46, Pag. 71), partindo da 

região não congestionada dos espectros, especificamente das absorções referentes aos quatro 

hidrogênios e aos quatro carbonos anoméricos, bem corno, da correlação da absorção em 81,6 

(d, 6,2 Hz) com a absorção em 818,7, atribuída ao átomo de carbono metílico da metilpentose, 

permitiu caracterizar as absorções referentes aos deslocamentos químicos de hidrogênios e 

carbonos relacionados aos dos monossacarrídeos arabinose (A), ramnose (R) e duas unidades 

de glicose designadas G1 e G2. Esta afirmativa é corraborrada pela análise em CCD e análise 

comparativa com os dados espectroscópicos da saponina PEC-6P(4) (Tab. 11, Pag. 77). 
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Fig. 46 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear'_H x 13C à uma ligação - HMQC (C5D,N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-2V(5). 
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Figura 47 — Proposta mecanística para justificar os principais fragmentos de PES-2V(5) no 

espectro de massa. 



Figura 48 - Espectro bid.imensional de correlação homo:nuclear 'H x 'H - COSY (500 MHz x 500 MHz, C5D5N) de PES — 2V(5). 
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Figura 49 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear'H x 13C à mais de urna ligação - H1vMBC (C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-

2V(5). 
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rir 5 

Figura 50 - Correlação entre 1H, 13C a longa distância das ligações interglicosídicas da unidade 

osídica e esta com a genina de PES-2V(5) observado no espectro de HMBC (Fig. 

49, Pag. 74). 
Através da análise dos espectros de HMBC e NOESY (Tab. 11, Pag. 77), foi observado 

que a natureza das ligações interglicosídicas e da ligação da unidade osídica com a aglicona em 
PFS-2V(5), eram as mesmas observadas para a Saponinn PFC — 6P(4) descrita anteriormente e 

que esta sequência de ligações é compatível com fragmentos característicos observados no seu 

espectro de massa. 

As configurações r< para a arabinose e ramnose e 3 para a glicose são adicionalmente 

confirmadas com base no valor de suas constantes de acoplamentos (.111/ H2) deduzidas do espectro 

de RMN 'H (Fig. 45, Pag. 70). A análise dos dados descritos anteriormente, bem como, a 

comparação com os dados relatados na literatura" referentes à estrutura da unidade ngida (Tab. 

11, Pag. 77), pelulitiu identificar a saponinaPES-2V(5) como 3-0-(3-D-glicopiranosil (1-*3)-a 

-L-ramnanopiranosil-(1—*2)} [[3-D--glicopiranosil-(1—*4)]- a -L-arabinopiranosilhederagenina. É 

válido salientar que esta saponina ainda não havia sido descrita, de acordo com levantamento 

'ibliográfico realizado no Chemical Abstracts. 
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Tabela 10 - Dados de RIvIN 13C , de RMN'H e correlações 'H- '3C [HMQC -'Jc}I e HMBC - 

"Jcx (n=2, 3) da genina de PES-2v (5) em C5D5N. 

'H x 13C - HMQC -'Jril 'H x t3C - HMBC - °Jai PEC-6P(4) 

1 CH2 39,1 1,5, 1,0 - 3H-25 39,0 

2 CH2 26,6 2,2, 2,0 H-3 - 26,8 

3 CH 81,5 3,2 - 2H-23, 3H-24, H-1A 89,9 

4 C 43,7 - H-3, 2H-23, 311-24 - 39,7 

5 CH 47,7 1,70 - 2H-23, 3H-24 56,2 

6 CH2 18,3 1,7, 1,3 H-5 - 18,7 

' CH2 33,2 1,8, 1,2 - 3H-26 33,4 

8 C 39,9 - 3H-26 3H-27 39,9 

9 CH 48,3 1,7 - 11-5, 3H-25, 3H-26 48,0 

10 C 37,1 - 3H-25 - 37,2 

11 CH2 24,0 1,9 H-12 H-9, H-18 23,9 

12 CH 122,8 5,5 (t) H-11 H-18 122,7 

13 C 145,0 - H-18 11-11, 311-27 144,9 

14 C 42,3 - 3H-27 11-18, H-12, 311-26 42,4 

15 CH2 28,5 2,2; 1,1 3H-27 28,5 

16 CH2 23,4 2,1, 1,9 - 1I-18 23,9 

17 C 46,8 - H-18 - 46,9 

18 CH 42,1 3,3 (dd, 13,6; 3,8) - - 42,2 

19 (:H2 46,6 1,6; 1,1 - 3H-29, 3H-30 46,6 

20 C 31,1 - 3H-29, 311-30 - 31,1 

21 CH2 34,4 1,4; 1,1 - 311-29, 3H-30 34,4 

22 CH2 33,4 2,1; 1,8 - ' 	- 33,4 

23 CH2 64,1 4,3 (11,7)3,9 (11,7) - 11-3; 3H-24 28,3 

24 CH, 14,3 1,1 (s) - H-23b, H-5, H-3 17,3 

25 CH3 16,2 0,9 (s) - H-5; H-9 15,7 

26 CH, 
, 

17,6 1,0 (s) - - 17,6 

27 CH3 26,3 1,2 (s) - 2H-15 26,3 

28 C 180,4 - - H-18 180,3 

29 CH, 33,4 0,9 (s) - - 33,4 

30 CH, 23,4 1,0 (s) - 3H-29 23,9 

*Deslocamento químico (S) e constante de acoplamento (J) em Hz. 
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tabela 11- Dados de RMN 13C , de MAN 'H e correlações 'H - 13C [HNIQC -'acH  e PIlvIBC - 

njCH (n=2, 3) dos açúcares de PES-2V(5) em C5D5N. 

'H x "C - HM QC -'JcH  'H x 73C - HMBC - nJcH PEC-6P(4) Ref. 11 

CH b C 8 H ZJCH 3JCH 8 C 6 C 

:A 105,1 4,9 (d, 7,1) H-2A H-3 105,6 105,3 

2 A 76,3 4,4 (8,2; 7,1) H-3A H-IR 76,4 76,6 

3 A 75,I 3,9 H-5Aeg 74,6 73,6 

4:'s 80,8 4,1 (si) 2H-5 H-101 80,2 79,4 

SA 66,1 4,4 	(d, 11,7)3,6 (d,11.5) - Hax H-1A 65,5 64,9 

IR 101,7 5,2£s) H-2A 101,9 101,6. 

2R 71,7 5,0 ( s1) 71,8 71,3 

3R 83,0 4,8 (dd, 2,8; 9,5) H-2R, H-4R H-1R, H-1G2 83,4 82,9 

4R 73,1 4.5 H-3R 3H-6R 73,1 72,6 

5R 70,0 4,7 (in) 3H-6R H-IR 70,0 69,8 

6R I8,7 1,6 (d,6.2) H-5R H-4R Mg I8,3 

1G1 107,0 5.1 (d,7,9) H-2G1 106,8 106,2 

2G1 75,7 4.0 (d,7,9; 8.8) 75,7 75,6 

3G1 78,6 4,2 H-2G1 78.7 78.2 

4G1 71,8 4,2 7I,5 71,3 

=G1 78,7 3,9 (m) H-3G1 78,9 78,2 

$G1 62,7 4,54,3 (dd; 11,9; 4,9) H-4G1 62,8 62,5 

_G2 106,9 5,5 (d, 7,8) H-2G2 H-3R 107,0 106.2 

:GZ T6,G 4,1 (dd,  7,9: 9,1) H-3G2 76,1 75,3 

1-02 78,7 4.2 (l, 9,1) H-2G2 Hi-G2 78,7 78,2 

:G2 71,4 4,2 (t, 9.3) 71,7 7I,3 

5-G2 73,9 4;9. 78,6 7g,,1 

:'-_2 6?,7 4,3 (ad," /.0,3.5)C5 u-4G2 6?,8 62,5 
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4.6. Determinação estrutural de PEC-5P (6) 

A substância denominada de PEC-5P(6) é um sólido branco amorfo, solúvel em piridina 

e funde com decomposição na faixa entre 245 -- 247°C. 

Seu espectro de massa utilizando a técnica por ionização química por eletrospray 

(ESI-MS) de ions negativos (Fig. 51, Pag. 79) revelou fragmentos em m/z 1220 relativo ao ion 

pseudomolecular (M - H)-; compatível com fórmula molecular C59H96O26• 

O espectro de RMN'H de PEC-5P(6) (Fig. 52, Pag. 79) apresentou-se semelhante ao da 

saponina PEC-6P(4) com relação à parte referente à aglicona (Tab. 12, Pag. 89), no entanto, na 

região de sinais correspondentes aos deslocamentos químicos de hidrogênios dos açúcares, 

detectou-se a presença de uma unidade adicional de glicose, evidenciada pelo aparecimento do 

sinal de seu hidrogênio anomérico em 5 5,2 (d, 7,8 Hz) e confirmada pelo correlacionamento 

desse hidrogênio anomérico com carbono anomérico em b 106,3 no espectro de HMQC (Fig. 

53, Pag. 80), sugerindo assim a presença de uma unidade osidica constituída de cinco açúcares52.79. 
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A análise comparativa dos espectros de RMN 13C — HBBD (Fig. 54, Pag. 81) e DEPT 

135' (Fig. 55, Pag. 82), levando-se em consideração, a teoria do deslocamento químico de 

carbono, bem como, baseados em dados de seu respectivo espectro de massa (Fig. 51, Pag. 79), 

ou seja, na presença do ion pseudo-molecular em míz 1220 e os de outros três fragmentos 

referentes à perda de três unidades de glicose [(M — H) — 2 x 162]- em m/z 733,7, de três 

unidades de glicose e de uma metilpentose [(M — H) — 3 x 162 — 146]- em m/z 587,4 e de três 

unidades de glicose, de uma metilpentose e de uma pentose [(M — H) — 3 x 162 —146 — 132] em 

n!z 455,4 (Fig. 56, Pag. 83), confirmaram a presença de um glicosídeo pertencente à classe das 

saponinas, constituído de 59 átomos de carbono, dos quais 30 estão relacionados à genina ou 

aglicona triterpênica do ácido oleanóico e os 29 átomos de carbono restantes são atribuídas à 

unidade osídica constituída de cinco açúcares. 
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Figura 54 - Espectro de RMN 13C — HBBD (C5D5N, 125 MHz) de PEC-5P(6). 
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Figura 55 - Espectro de RMN 13C — DEPT 135 (C5D5N, 125 MHz) de PEC-5P(6). 

Os açúcares presentes na unidade osídica de PEC-5P(6) foram definidos através da análise 

de seus respectivos dados de RMN 13C, de espectrometria de massa e pelo método químico. 

Pelo método químico empregou-se a hidrólise ácida total da saponina PEC-5P(6), 

onde detectou-se através de CCD do produto bruto desta reação, por comparação com padrões 
de açúcares e de triterpenos, a presença dos açúcares arabinose, ramnose e glicose e do triterpeno 

ácido oleanólico. 

Através do método espectroscópico de RMN '3C foi feita a comparação dos 

deslocamentos químicos dos carbonos anoméricos, inseridos na faixa entre 8 93 e d 11052.79 com 

os deslocamentos químicos dos metilglicosídeosó8 descritos na Tabela 03 (Pag. 32) e com os 

respectivos dados de saponinas estruturalmente semelhantes, constituídas dos mesmos açúcares 

(Tab.12, Pag. 89e Tab. 13, Pag. 90), foi possível estabelecer a presença de uma a-L-

arabinopiranose, de uma a-L-ramnopiranose e de três j3-glicopiranoses na estrutura de PEC-5P 

6). 

A análise conjunta dos espectros bidimensionais de correlação homonuclear ('H x 

'H-COSY) (Fig. 57, Pag. 84) e heteronuclear ('H x 13C-HMQC) (Fig. 53, Pag. 80), partindo da 

região não congestionada dos espectros, especificamente das absorções referentes aos hidrogênios 

e aos carbonos anoméricos, bem como, da detecção no espectro de correlação heteronuclear 

('H x 13C-HMQC), de correlação entre as absorções em S 1,6 (d, 6,2 Hz) e em 819,8 atribuída ao 

carbono metílico da metilpentose, permitiu afirmar que as absorções referentes aos deslocamentos 

químicos de hidrogênios e carbonos estavam relacionadas às absorções de uma arabinose (A), 

de uma ramnose (R) e de três unidades de glicose designadas de 01, 02 e G3 (Tab. 13, Pag. 90). 
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Figura 56 — Proposta mecanistica para justificar os principais fragmentos de PEC-5P(6) no 

espectro de massas. 
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A ligação da unidade osidica com a aglicona, foi deduzida através da análise do efeito da 

glicosilação no carbono oxometínico C-3, que apresentou sinal em S 90,0, sendo observada urna 

desproteção em relação ao respectivo átomo de carbono da 13-amirina75, definindo, portanto, a 

ligação da unidade osídica com o carbono C-3 da aglicona. Esta afirmação foi confirmada pela 

detecção no espectro de correlação heteronuclear a longa distância— HMBC (Fig. 58, Pag. 86), 

do correlacionamento a três ligações da linha espectral referente ao carbono anomérico da 

arabinose (S 105,6 ) com o hidrogênio H-3 da aglicona em 6 3,3 (dd, 11,7 e 4,1 Hz), bem corno, 

a interação dipolar do hidrogênio anomérico da arabinose H1-A em S 4,7 (d, 6,7 Hz) com os 

hidrogênios H-3 e Ha da aglicona no espectro bidimensional 'H x 'H -NOESY (Fig. 59, Pag. 

87). 
A natureza das ligações interglicosídicas foi deduzida a partir da arabinose, sendo 

observadas no espectro de correlação heteronuclear a longa distância - HMBC (Fig. 58, Pag. 

86), a correlação do carbono anomérico da ramnose em S 102,9 (H1R) com o hidrogênio H-2 da 

arabinose (S 4,5), a correlação do carbono anomérico da glicose Gi (S 107,8) com H-3 da 

ramnose (S 4,8), do carbono anomérico da glicose G2 (S 107,8) com o H-4 da arabinose (8 4,3) 

(Fig. 60, Pag. 88), definindo a seguinte sequência de açucares na unidade osídica, compatível 

com os fragmentos observados no espectro de massa. 

Glicose-G1(1—>4)-A_rabinose- O — Genina 

T (1->2) 
Glicose-G3(1—*4)-Glicose-G2(1->3)-Ramnose 

Esta saponina foi denominada de ácido 3-O-{[f3—D-glicopiranosil-(1—*4)-¢-D-

glicopiranosil-(1-a3)-a-L-ramnopiranosil-(1—>2)]--[13-D-glicopiranosil-(1-*4)])-a-L-

arabinopiranosil oleonóico, que segundo levantamento bibliográfico realizado no Chemical 

Abstracts, trata-se de uma saponina ainda não descrita na literatura. 
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Figura  59 -  Espectro  de  NOESY parcial (C5D5N,  500 MHz)  de  PEC - 5P 
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60 - Correlação entre 1H, '3C a longa distância das ligações interglicosídicas da unidade 

osidica e esta com a genina de PEC-5P (6) observado no espectro de HMBC (Fig. 

58, Pag. 86). 
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Tabela 12 - Dados de RMIvT 13C , de RMN 'H e correlações - 13C [HMQC -'Jcrl  e HMBC - 

"JcH  (n=2, 3) da genina de PEC-5P (6) em C5D5N. 

tH s 13C - H1ViQC -'Ja;  'H x 13C - ELViBC - 'la/  PEC-6P(4) 

C SC 8H zJcii  3Ja, 

1 CH, 40,2 1,5, H- lb, 0,93 - 3H-25, H-5, H-9 39,0 

2 CFí, 28,0 2,1; 1,8 H-2b - - 26,8 

3 CH 90,0 3,3 (dr1 	11. 7, 4.1) - 3H-23, 3H-24, H-1' 89,9 

4 C 39,9 - 3H-23, 3H-24 - 39,7 

5 CH 57,4 0,8 (d, 11,4) - 3H-23, 3H-24, 3H-25 56,2 

6 CH2  18,9 1,8; 1,3 	H-6b - - 18,7 

7 CH2  34,5 1,5 H-7b, 1,29 - 3H-26 33,4 

8 C 40,2 - 3H-26, H-9 3H-27 39,9 

9 CH 49,4 1,7 (t, 8.6) - 3H-25, 3H-26 48,2 

10 C 37,4 - 3H-25 - 37,2 

11 CH2  25,1 1,92 H-12 - 23,9 

12 CH 123,9 5,5 (t) - - 122,7 

13 C 146,1 - - 3H-27 144,9 

14 C 42,4 3H-27 H-18, 3H-26 42,4 

15 CH2  29,6 2,2 H-5a; 1,2 H-15b - 3H-27 28,5 

16 C112  25,0 2,2; 2,0 - - 23,9 

17 C 47,0 - H-18 - 46,9 

18 CH 43,3 3,3 (dd) - - 42,2 

19 CH2  47,8 1,83 H-19b; 1,3 H-19a H-18 3H-29, 3H-30 46,6 

20 C 31,3 - 3H-29, 3H-30, H-19b - 31,1 

21 CH2  35,6 1,5; 1,2 - 3H-29, 3H-30 34,4 

22 CH2  34,5 2,1H-22b; 1,8 - • - 33,4 

23 CH3  29,6 1,4 (s) - 3H-24 28,3 

24 CH3  18,4 1,2 (s) - 3H-23, H-5 17,3 

25 CH3  16,9 0,86 (s) - H-9 15,7 

26 CH3  18,7 1,0 (s) - H-9 17,6 

27 CH3  27,5 1,4 (s) - - 26,3 

28 C 181,4 - - - 180,3 

29 1113  34.58 0.98 (s) - - 33,4 

30 CH3  25.08 1.03 (s) - 3H-29 23,9 

*Deslocamento químico (S) e constante de acoplamento (J) em Hz. 
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i ela 13 m  Dados de Rv1N 13C , de RIVIN'H e correlações 'I-1— '3C [HMQC —'J e HMBC — 

ICH (n=2, 3) da unidade osídica de PEC-5P(6) em C5D5N. 

IH x I3G  - HIYIQC -UCii I1-1 x I3C - HVIRC -"erCH  PEG-6P(4) Ref. 11 

CH 8C 6 H ZJCIi 3Jca 5C 8C 

_A 105.6 4,7 (d, 6,6) H-3 105,6 105,3 

: A 77.6 4.5 H-1R 76,4 76,6 

= A 75.5 4.2 H-2A 74,6 73,6 

4A 81.2 4.3 H-1G1 80,2 79,4 

5A 66.5 4.53.8 (d,11.5) 65,5 64,9 

IR 102.9 6.2 (s) H-5R 101,9 101,6 

ZR 72.8 4.9 ( sl) H-1R 71,8 71,3 

3R 84.7 4.8 (dd,9.3,2.6) H-4R H-1G2 83,4 82,9 

4R 74.2 4.50 3H-6R 73,1 72,6 

5R 71.1 4.7 (m) 31-1-6R H- 1R 70,0 69,8 

5R 19.8 1.6 (d,6.2) H-4R 18,8 18,3 

ïG1 107.8 5.1 (d,7.9) H-2G1 106,8 106,2 

:G1 76.8 4.0 (d,7.9, 8.8) 75,7 75,6 

3 G 1 79.8 4.2 H-2G1 78,7 78,2 

-431 72.6 4.2 71,5 71,3 

-:G1 80.0 3.9 H-3G1 78,9 78,2 

-G1 63.9 4.54.4 62,8 62,5 

1G2 107.8 5.5 H-2G2 107,0 106,2 

_G2 76.8 4.1 (dd,7.9,8.4) H-3G2 76,1 75,3 

3G2 77.9 4.3 H-4G2, 
H-2G2 

78,7 78,2 

4G2 82.6 4.4 (T,9.3) H-3G2 H1G3 71,7 71,3 

5G2 77.9 4,0 	(dt,9.3) H-4G2 78,6 78,2 

-3G2 63.3 4.6 (dd,12.0,3.5)4.46 62,8 62,5 

:G3 106.3 5.2 (d,7.8) H-2G3 H-4G2 - - 

:G3 76.1 4.1 (dd,7.8,8.4) - - 

3G3 79.6 4.2 H-4G3 - - 

4G3 72.9 4.2 H-3G3 H-1G3 - 

5G3 79.8 4.0 (m) - - 

iG3 63.7 4.34.5 - - 
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4.7. Determinação estrutural de PEC-A3 (7) 

~ 

BO 

ã o 
1@ 

,@ H 

G2 

A substância PEC—A3(7) é um sólido branco amorfo, solúvel em piridina e funde com 

decomposição na faixa de 251 — 270 °C. Seu espectro de massa obtido por ionizaçao química 

eletrospray — ESI / MS (Fig. 61, Pag. 92) apresentou um ion molecular em m/z 1545,7 [M]-, 

compatível com fórmula molecular C71H116036. Outros fragmentos importantes em m/z 1383,9 

[(M —162], 1220,8 [M— 2 x 162],- 1059,3 [M — 3 x 162]-, 896,6 [(M— 4 x 162]-, [(M— 5 x 162]-

indicaram, respectivamente, a perda de cinco unidades hexosila, de uma desoxihexosila e de 

uma pentosila. Foi, também, observado o fragmento em m/z 455 correspondente à aglicona. 

A análise comparativa dos espectros de RMN 13C - HBBD (Fig. 62, Pag. 92) e de 

RMN 13C — DEPT (Fig. 63, Pag. 93) de PES-A3(7), bem como, a detecção no seu espectro de 

RMN 'H (Fig. 64, Pag. 93) de sete singletos correspondentes a átomos de hidrogênio metálicos, 

um singleto largo em S 5,5 atribuído a um hidrogênio de dupla ligação trissubstituida e de um 

sinal de hidrogênio de metínico em 8 3,3 (dl, 13,5), evidenciaram o mesmo perfil espectroscópico 

das agliconas das saponinas PES-F1(1), PEC-76(3), PEC-6P(4) e PEC-5P(6) (Tab. 14, Pag. 

102). Adicionalmente, observou-se no espectro bidimensional de correlação heteronuclear direta 

— HMQC (Fig. 65, Pag. 96), a correlação do carbono C-12 em 8 122,3 com o hidrogênio H —12 

em d 5,5 (sl); a correlação do carbono C-18 em 8 41,8 com o hidrogênio metínico H-18 em 8 3,3 

(dl, 13,5); além da correlação do carbono carbinólico C-3 em 8 88,6 com o hidrogênio H-3 em 

8 3,2, definindo a presença da ácido oleanóico como aglicona. 



Figura 62 - Espectro de RMN 13C - HBBD (C5D5N — 125 MHz) de PEC-A3(7). 
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A observação do ion molecular em m/z 1545,7 [(Iv1)- e dos demais fragmentos referentes 

a perda de cinco unidades de hexose, de urna metilpentose e de pentose no espectro de massa 

(Fig. 66, Pag. 97) permitiram, juntamente com dados anteriormente relatados, afirmar que a 

substância PEC-A3(7) tratava-se de um glicosídeo pertencente à classe das saponinas e que era 

constituída de 76 átomos de carbono, dos quais 30 estão relacionados à aglicona do ácido 

oleanólico e os 46 átomos de carbono restantes constituem a unidade osídica (Tab. 15, Pag. 

103e Tab. 16, Pag. 104). 

O espectro de correlação heteronuclear HMQC ('H x 13C,'JCH ) (Fig. 65, Pag. xx) de 

PEC-A3(7) confirmou a presença de sete açúcares, através da correlação de sete átomos de 

carbonos anoméricos em 8 106,2; 105,9; 105,1; 104,4; 104,2; 102,4 e 101,6 com os hidrogênios 

anoméricos em S 5,1 (d, 7,7); 5,3 (7,8); 4,7 (d, 6,9); 5,3 (d, 8,4); 5,6 (cl, 7,8); 5,0 (d, 7,6) e 6,1 

i sl), respectivamente. Estes dados são compatíveis com a ocorrência de uma unidade osídica 

constituída de uma pentose, de uma metilpentose e de cinco hexoses e a presença destes açúcares 

iode ser confirmada pelos fragmentos correspondentes às suas respectivas perdas no espectro 

e. massa de PEC-A3(7). 

A observação do efeito de glicosilação no átomo de carbono C-3 da aglicona e a detecção 

do sinal em S 180,0, correspondente ao átomo de carbono de carboxila, permitiram classificar a 

saponina como monodesmosídica5t. 

Com o objetivo identificar os açúcares presentes em sua unidade osidica, a saponina 

PEC-A3 (7) foi submetida à reação de hidrólise ácida e a análise comparativa por CCD, do 

produto bruto desta reação com padrões de açúcares, permitiu constatar a presença dos açúcares 

glicose, ramnose e arabinose na unidade osídica desta saponina. 

A análise conjunta dos espectros bidimensionais de correlação homonuclear ('H x 'H-

COSY) (Fig. 67, Pag. 98) e heteronuclear ('H x i3C- HMQC) (Fig. 65, Pag. 96), partindo da 

região não congestionada dos espectros, especificamente das absorções referentes aos hidrogênios 

e carbonos anoméricos, bem como, da correlação entre o carbono metílico (C-6) da metilpentose 

em S 18,8 e hidrogênio (1-1-6) em 81,6 (d, 5,8 Hz), permitiu estabelecer as absorções referentes 

aos deslocamentos químicos de hidrogênios e de carbonos compatíveis aos dos monossacarídeos 

arabinose (A), ramnose (R) e cinco unidades de glicose designadas de G1, G2, G3, G4 e G5 

Tab. 16, Pag. 104). 

A comparação adicional dos deslocamentos químicos de carbonos anoméricos com os 

dos seus respectivos metilglicosídeos (Tab.03, Pag. 32) confirmou a presença de uma a-L-

arabinose, de uma a-L-ramnose e de cinco 3-D-glicose (Tab. 03, Pag. 32). 

A determinação da natureza das ligações interglicosídicas, bem como, da unidade osídica 

com a aglicona (ácido oleanólico) foi feita através da análise do espectro bidimensional de 

correlação heteronuclear a longa distância - HMBC ('H x i3C- °JCH n = 2, 3) (Fig. 68, Pag. 100) 
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e de efeito nuclear espacial de correlação homonuclear — NOESY ('H x 'H) (Fig. 72, Pag. 101), 

sendo, desta forma, proposta para a saponina PEC-A3 (7), uma estrutura parcial idêntica à da 

saponina PEC-5P (6), glicosídeo constituído de cinco unidades de açúcares, ou seja, de uma 

arabinose, de uma ramnose e de três unidades de glicose. 

No espectro bidimensional de correlação heteronuclear a longa distância — HMBC (Fig. 

71, Pag. 100), observou-se o acoplamento a três ligações - 3J do carbono anomérico da arabinose 

- H1A em 8 105,1 com o hidrogênio H -3 do ácido oleanólico em 8 3,2 (Fig. 72, Pag. 101), 

adicionalmente confirmado pela interação dipolar de H3a do ácido oleanólico com o hidrogênio 

anomérico da arabinose no espectro NOESY (Fig. 72, Pag. 101), definindo, portanto, a ligação 

da aglicona com a unidade osídica através da arabinose. 

Na determinação das ligações interglicosídicas, partindo da arabinose (A), que conforme 

descrito anteriormente, está ligada ao carbono C-3 da aglicona, foi constatado que este açúcar 

encontrava-se substituído nos átomos de carbono C-2 e C-4 por uma ramnose (R) e uma glicose 

G1), respectivamente, através dos acoplamentos do carbono C-2A da arabinose em S 76,4 com 

o hidrogênio anomérico da ramnose em 6 6,1 (sl) e do carbono C-4 A da arabinose em 8 79,7 

com o hidrogênio anomérico da glicose designado (1GH-1) em S 5,1 (d, 7,7 Hz). A substituição 

do carbono C-3R da ramnose por uma segunda unidade glicose designada G-2, foi detectada 

pelo acoplamento de hidrogênio anomérico de G2 (1GH-2) em S 5,4 com carbono C-3R em 8 

83,2 [G2 (1->3) R], bem como, pelo acoplamento do carbono C4-G2 em S 81,9 com o hidrogênio 

anomérico de uma terceira glicose designado 1GH-3 em S 5,0 (d, 7,6 Hz), definindo a substituição 

em C4 da glicose -G2 [G3 (1—>4) G2]. 



Figura 65 - Espectro bidimensional de correlação heteronuclear'II x 13C à uma ligação - HMQC (C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) de P.EC-A3(7). 
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Figura 66 — Proposta mecanistica para justificar as principais fragmentações de PEC-A3(7). 



:73 6
94P 

o 
o 

1 

...J 
r 1 

1 

I 
o 

... 

-? ,.., 

-...." o 
'::;* ----- 

er 

I) 

_ 2 

1. 

4 

o 

, 5 

t, PAM 

, 

4 

(,(1 

CJ 

rd 

4p, 

Apr, 	 5 

...,,-"r"rt I • 	I r" 	• , 1 	-7' 	1.  I T' 	rt .z.r1 

P P 14 	 4 	 2 

Figura 67 - Espectro bidimensional de correlação bon-lot-Awl= 114 x 'H - COSY (500 MHz x 500 MHz, C5D5N ) de PEC—A3(7). 



Determinação estrutural das saponinas triterpênlcas isoladas dos extratos etanólicos das sementes, casca e do lenho de 	~~ 
P. macroloba 

O acoplamento do hidrogênio anomérico da quarta unidade de glicose designado de 

1GH-4 em 6 5,6 (d, 7,8 Hz) com o carbono 2 da terceira unidade de glicose (2G3) em 6 79,6, 

definiu uma ligação G4 (1-->2) G3. A presença e posição da quinta e última unidade de glicose 

designada de G5, foram confirmadas pelo acoplamento a três ligações do carbono C3 da glicose 

designada como 3G1 em 6 88,2 com o hidrogênio anomérico denominado de 1 GH5 em 6 5,3 (d, 

8,4 Hz), sendo, portanto, definida a estrutura abaixo da unidade osidica: 

Glicose-5 (1-33)-Glicose-1(1-*4)-Arabinose- Aglicona 

t (1--*2) 

Glicose-4(1--*2)-Glicose-3(1-x4)-Glicose-2(1-~3)-Ramninose 

A presença de D-glicose e L-arabinose e L-ramnose, comumente encontradas nos 

glicosideos de plantas, bem como, da detecção dessas configurações na estrutura acima baseados 

nos dados de RMN 13C. A conformação das açúcares foram avaliados através dos valores das 

constantes de acoplamentos no espectro de RMN 'H. As cinco glicoses, apresentaram JH1.H2 

superior a 7,6 HZ indicando conformação j3das mesmas; enquanto a arabinose e raminose 

apresentaram conformação a em virtude da primeira apresentar um im H2 
em torno de 6,9 Hz 

enquanto a ramnose apresentou um singleto largo. 

A análise dos dados descritos anteriormente permitiu identificar a saponina PEC-A3(7) 

como ácido 3-0-{ 13-D-glicopiranosil(1-*2)13-D-glicopiranosil(1-*4)-j3-D-glicopiranosil-(1-43)-

a-L-ramnanopiranosil-(1-42)4 13-D-glicopiranosil(1->3)f3-D-glicopiranosil(1-*4)} } -a-L-

arabinopiranosil-oleanóico. É válido salientar que esta saponina ainda não havia sido descrita 

na literatura, de acordo com o levantamento bibliográfico realizado no Chemical Abstracts. 
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Tabela 14 - Dados de RMN 13C do ácido oleanóico em CDC1375  e das agliconas das saponinas 

PES-F1 (1), PEC-76 (3), PEC-6P (4), PEC-5P (6) e PEC-A3 (8) em CSD5N. 

C Referência75  PES-Fl (1) PEC-76 (3) PEC-6P (4) PEC-5P (6) PEC-A3 (8) 

1 38,5 39,1 39,2 39,0 40,2 38,7 

2 27,4 26,8 26,9 23,8 28,0 26,5 

3 78,7 89,1 89,0 88,9 90,0 88,6 

4 38,7 39,7 39,8 39,7 39,9 39,4 

5 55,2 56,2 56,3 56,2 57,4 55,9 

6 18,3 18,8 18,8 18,7 18,4 18,4 

7 32,6 33,5 33,5 33,4 34,5 33,0 

8 39,3 40,0 40,0 39,9 40,2 39,6 

9 47,6 48,3 48,3 48,2 49,4 48,4 

10 37,0 37,3 37,7 37,2 38,4 36,9 

11 23,1 24,1 24,0 24,0 25,1 23,6 

12 122,1 122,8 12",,8 122,7 123,9 122,3 

13 143,4 145,1 145,1 144,9 146,1 144,7 

14 41,6 42,4 42,5 42,4 42,4 42,0 

15 27,7 28,6 28,7 28,5 29,6 28,0 

16 23,4 24,1 24,1 23,9 25,0 23,5 

17 46,6 47,0 47,0 46,9 47,0 46,5 

18 41,3 42,3 42,3 42,2 43,3 41,8 

19 45,8 46,8 46,8 46,6 47,8 46,3 

20 30,6 31,3 31,3 31,1 31,9 30,8 

21 33,8 34,5 34,5 34,4 35,6 34,1 

22 32,3 33,5 33,5 33,4 34,5 33,0 

23 28,1 28,4 28,4 28,3 29,6 28,0 

24 15,6 17,3 17,4 17,3 18,4 16,9 

25 15,3 15,8 15,9 15,7 16,9 15,4 

26 16,8 17,7 17,7 17,6 18,7 17,2 

27 26,0 26,5 26,5 26,3 27,5 26,0 

28 181,0 180,6 180,5 180,3 181,4 180,0 

29 33,1 33,6 33,6 33,4 34,6 33,1 

30 23,6 24,0 24,1 23,9 25,1 23,6 

*Deslocamento químico (S) e constante de acoplamento (J) em Hz. 
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Tabela 15 _ Dados de Rikll\I 13C , de :WIN 1 H e correlaÇ6es 'H '3C [I-1MQC - =JcH e ?-t,~C - 

nJcH (n=2, 3) da genina de PEC-A3 (7) em C5D5N. 

'H $ S3C - HM QC - 1 3cH 'H x "C - HM BC - n.TcH Ref. 75 

C 8   8 H 2JcH 3JCH 

i CHZ 38,7 1,5, 0,9 - H-3, H-25 38,5 

2 CHZ 26,5 2,0, 1,8 - 27,4 

3 CH 88,6 3,2 - 3H-23, 3H-24, H-lA 78,7 

4 C 39,4 - 3H-23, 3H-24 - 38,7 

5 CH 55,9 0,8 - 3H-23, 3H-24, 3H-25 55,2 

6 	CH, 18,4 1.6, 	1,3 - - 27,4 

7 	CH, 33,0 1,5, 	1,4 - 3H-26 32,6 

8 	C 39,6 - 3H-26 3H-27 39,3 

9 CH 47,9 1,6 - 3H-25, 3H-26 47,6 

10 C 39,6 - 3H-25 - 37,0 

11 CHZ 23,6 1,9 H-12 - 23,1 

12 CH 122,3 5,5 (si) - - 122,8 

13 C 144,7 - - 3H-27 143,3 

14 C 42,0 3H-27 H-18, 3H-26 41,6 

15 CHZ 28,0 2,2, 	1,2 - 3H-27 27,7 

16 CHZ 23,5 2,1; 	1,9 - - 23A 

17 C 46,5 - H-18 - 46,6 

18 CH 41,8 3,3 	(dl, 13,6) - - 41,3 

19 CH, 46,3 1,8; 	1,3 - 3H-29, 3H-30 45,8 

20 C 30,8 - 3H-29, 3H-30 - 30,6 

21 CHZ 34,1 1,5; 	1,2 - 3H-29, 3H-30 33,8 

22 CHZ 33,0 2,2; 1,8 - - 32,3 

23 CH3 28,0 1,3 (s) - 3H-24 28,1 

24 CH3 16,9 11,1 	(s) 3H-23, H-5 15,6 

25 CH; 15,4 09 (s) - H-9 15,3 

26 CH 17,2 1,0 (s) - H-9 16.8 

27 CH3 26,0 1,3 (s) - - 26,0 

28 C 180,0 - - - 181,0 

29 CH3 33,1 1,0 (s) - - 33,1 

30 CH 23,6 1,0 (s) - 3H-29 23,6 

*Deslocamento químico (8) e constante de acoplamento (3) em Hz. 
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-á}jPlá 1.ç - nar?ns riP Riyt?aT 13f riP "RIVEN-  1N ~ rnrrPlarnPs 1T-1-   13(' FM-QC - 1 T e. T,4~i ,iTRÇ~ - 9 	x i _~ .CH 

n.jCii (n=2, 3) da unidade osídica de PEC-A3 (7) em C5D5N 

'H x 1'i - iliri í¿v - '`'cu 'H X "C - 11Ari n% - ".Ica PEá,-5r(6) 

S C S II ''JCn 3 Jcn S C 

1A 105,1 4,7 	(d, 6,9) H-3, 2H5A 106,6 

2A 76,4 4,4 H-1K 77,6 

3A 73,8 4,1 H-2A H-1A 75,5 

4A 79,7 4 .2 14-3A, 214-5A 1I-1G1 81,2 

SA 64,9 4 ,4; 3 ,7 	(d , 11,5) 66,5 

IR 101,6 6,1 	(sl) 102,9 

2R 71,2 4 ,9 72,8 

3R 83,2 4,7 H-2R, H-4R H-1R 84,7 

4R 72,6 4,5 H-3R H-2R, 3H-6R 74,2 

SR 69,6 4,6 3H-6R H-1R 71,1 

6R 1en - 	, (d, 1,6 	5,8) io4 - 	~ 

1G1 106,2 5,1 	(d, 7,7) H-2G1 H4A 107,8 

74-=3. 76 ,1 	! 4 ,0 76,8 

3G1 88 ,2 4 ,2 H-2G1,H-4G1 ri -103 79,9 

-tC:l 69,9 3 ,9 H-2G 1, 2H-6G1 72,6 

5G1 78,4 3 ,9 80,0 

6G1 62 ,4 4 ,1 	- 	4 ,8 63,9 

102 05 ,9 5 ,3 	( , 8 ,7) 1I -3 R 107,8 

202 75,8 4 ,0 76,8 

3G2 78 ,2 4 ,2 77,9 

402 81,9 4,0 H-3G2 1I-1G3 82,6 

502 77 ,9 4 ,0 77,9 

6G2 62,1 4.1 	- 	4.8 63:3 

1G3 102 ,4 5 ,0 	(d , 7.6) H-2G3 106,3 

2G3 79 ,6 4 ,2 ri -1G4 76,1 

3G3 76 ,9 4 ,2 79,6 

403 71 ,6 4 ,1 72,9 

5G3 78 ,2 3 ,8 79,8 

6G3 62 ,5 4 ,1; 4 ,8 63,7 

1G4 1004 ,2 5 	A_ 	(,i 	7.5t) u-203 

204 75,8 4,1  H-104 

3G4 725.60 4.25 1-1-164 

4G4 71,2 43,8 

5G4 
1 	

77,5 3,8 

604 66,2 4,1 	- 	4,8 

1G5 104,4 5,3 	(d, 8,4) 

205 76,1 4,1 1:-1G5 

3!`_S 78,4 4,2 

4G5 71,7 4,1 

JbJ 78,3 4,0 

6G5 4,1 	- 	4,8 
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4.8.Determinação Estrutural de PEL-LH1 (8) 

A substância PEL—LH1 (8) é um sólido branco amorfo, solúvel em piridina e funde com 

decomposição na faixa entre 260 a 270 °C. Seu espectro de massa obtido por ionizaçao química 

eletrospray — ESI / MS (Fig. 70, Pag. 105) apresentou urn ion molecular em m/z 1560,1 [M-H]-

compatível com fórmula molecular C71H116037. Outros fragmentos importantes em m/z 1398,0 

[M-H-162]', 1073,7 [M-11-3 x 1621-, 911,3 [M-H— 4 x 162]; 765,4 [M-H- 4 x 162 — 146]-, 749,4 
[M—H-5 x 162 ]-, 603,0 [M -H— 5 x 162 — 146]- , 471,3 [M —H- 5 x 162 —146 — 132]- indicaram 
a perda de cinco unidades hexosila, de uma desoxihexosila e de uma de pentosila, sendo o 
fragmento em m/z 471,3 correspondente à aglicona (Fig. 71, Pag. 106). 
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Figura 71— Proposta mecanística para justificar as principais fragmentações de PEL-LH1(8). 
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A análise comparativa dos espectros de RMN '3C - HBBD (Fig. 72, Pag. 108) e de RMN 

- DEPT 135 (Fig. 73, Pag. 108) evidenciou a presença da mesma aglicona das saponinas 

?ES-F2 (2) e PES-2V (4), ou seja, a hederagenina (Tab.17, Pag. 117). Esta proposta também 

Fundamentou-se na detecção no espectro de RMN 'H de PEL-LH1 (Fig. 74, Pag. 110), da 

presença seis singletos atribuidos aos átomos de hidrogênio metílicos e de um singleto largo em 

6 5,5, atribuído ao hidrogênio da dupla ligação trissubstituída.. A análise do espectro bidimensional 

ide correlação heteronuclear direta - HMQC (Fig. 75, Pag. 111), permitiu detectar a correlação 

dC~~ carbono C-12 em 6122,3 com o hidrogênio H-12 em S 5,5 (sl); a correlação do carbono C-

18 em S 42,2 com o hidrogênio metínico H-18 em S 3,3; a correlação do hidrogênio H-18 com 

o carbono da carboxila (C-28) em S 180,5; além da correlação do carbono carbinólico C-3 em 8 

81,5 com o hidrogênio H-3 em S 4,2 da aglicona. Observou-se também no espectro de RMN 13C 

- DEPT 135 (Fig. 75, Pag. 108) a presença de sete átomos de carbono metilênicos hidroxilados 

¡hidroximetilênicos) em S 66,1 e 8 64,1 e cinco inseridos na faixa entre b 62,7 a 62,5 (H BC - 

Fig. 76, Pag. 112) característico de absorção de átomo de carbono C-6 de glicoseó8. 

A presença do sinal em S 64,1 referente à absorção do carbono hidroximetilênico (C23a), 

quando comparada com os deslocamentos químicos de RMN 13C atribuidos para as saponinas 

?ES-F2 (2) e PES-2V (4) (Tab.17, Pag. 117), evidenciou a presença da hederagenina, confirmada 

pelo efeito de proteção (efeito gama) nos carbonos C-5 e C-3, oriundo da substituição em C-

23a, explicado pelo fenômeno da compressão estérica entre o substituinte de C-23 em C-5 e C- 

, bem como, do efeito de desproteção ocasionado no átomo de carbono não hidrogenado em 

C-481,83, além da detecção do fragmento no espectro de massa em m/z 471,3 relacionado à aglicona, 

.ermitiu definir de maneira inequívoca a presença da hedergenina como aglicona. 

Com relação à unidade osídica, detectou-se no espectro de HMQC (Fig. 75, Pag. 

111), a correlação de sete átomos de carbonos anoméricos em S 106,2; 105,9; 105,1; 104,4; 

104,2; 102,4 e 101,6 com os hidrogênios anoméricos em S 5,1 (d, 7,7); 5,3 (7,8); 4,7 (cl, 6,9); 5,3 

(d, 8,4); 5,6 (d, 7,8); 5,0 (d, 7,6) e 6,1 (sl), respectivamente, evidenciando a presença de sete 

açúcares, compatível com uma unidade osidica constituída de uma pentose, uma metilpentose 

(deoxihexose) e cinco hexoses, conforme os fragmentos caracteristicos das mesmas apresentados 

no espectro de massa (Fig. 71, Pag. 106). 
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igura 72 - Espectro de RMN13C - HEBD (C5D5N — 125 MHz ) de PEL-LH1(8). 

Figura 73 - Espectro de RMN 13C — DEPT135 (C5D5N — 125 MHz) de PEL-LH1(8). 
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A análise descrita anteriormente, mostrou uma unidade osidica com a mesma estrutura 

Y:erminada para a saponina PEC-A3 (7) (Tab. 16, Pag .104) e esta proposta foi, adicionalmente, 

zonfirmada através da hidrólise ácida de PFL-LH1(8), onde constatou-se através de CCD, por 

xmparação com amostras de açúcares, a presença de arabinose, de glicose e de ramnose no 

oduto bruto desta reação. 

A análise conjunta dos espectros bidimensionais de correlação homonuclear ('H x 'H-

COSY) (Fig.77, Pag. 113) e heteronuclear ('H x 13C- HMQC) (Fig. 75, Pag. 111), partindo da 

»l:gião não congestionada dos espectros, especificamente das absorções referentes aos hidrogênios 

e carbonos anoméricos, bem como, da correlação do carbono metílico da metilpentose em S 

18,8 (C-6) com o hidrogênio em S 1,6 (d, 6,0 Hz), permitiu estabelecer as absorções referentes 

aos deslocamentos químicos de hidrogênios e carbonos compatíveis aos dos monossacarideos 

arabinose (A), ramnose (R) e cinco unidades de glicose designadas de G1, G2, G3, G4 e G5 

(Tab. 19, Pag. 119). 

Comparação adicional dos sinais de deslocamentos químicos correspondentes aos átomos 

6e carbonos anoméricos dos açúcares com os de seus metilglicosídeos (Tab. 03, Pag. 32) 

:onfirmou a presença de uma a-L-arabinose, a-L-ramnose e cinco (3-D-glicoses. 

A natureza das ligações interglicosídicas na unidade osidica, bem como, esta com a 
ederagenina revelou através de análise dos espectros bidimensionais de correlação heteronuclear 

a longa distância — HMBC ('H x 13C- 
nJCH 

 n = 2, 3) (Fig. 76, Pag. 112), de efeito nuclear espacial 

:x correlação homonuclear — NOESY ('H x 'H) (Fig. 78, Pag. 114), a mesma estrutura de 

u idade osidica determinada para a saponina PEC-A3(7). 
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._a 79 - a) Correlação entre 'H, i3C a longa distância das ligações interglicosídicas da unidade 

osídica e esta com a genina de PES-F1(1) observado no espectro de HMBC (Fig. 76, 

Pag. 112). 

Determinação estrutural das saponinas triterpénicas isoladas dos estratos etanálicos das sementes, casca e do lenho de 	
115 R macroloba 



Determinação estrutural das saponinas triterpênicas isoladas dos extratos ehanólicos das sementes, casca e do lenho de 	116 F. mncrolohu 

No o espectro de HMBC (Fig. 76, Pag. 112), observou-se o acoplamento a três ligações 

- 3J do carbono anomérico da arabinose - Hi A em 8 105,1 com o hidrogênio H -3 da hederagenina 

em S 4,2 adicionalmente confirmado pela interação dipolar de H - 3 da hederagenina com o 

hidrogênio anomérico da arabinose no espectro NOESY (Fig. 75, Pag. 111), definindo a ligação 

da aglicona com a unidade osidica através da arabinose. 

Partindo da arabinose (A), esta encontra-se substituida nos carbonos C-2 e C-4 por uma 

ramnose (R) e por uma glicose (01), respectivamente, através da correlação do átomo de carbono 

C-2A em S 76,5 com o hidrogênio anomérico da ramnose em S 6,1 (s1) IR (1-2)A] e da correlação 

de C-4A da arabinose em 8 80,8 com o hidrogênio anomérico da glicose designada (1GH-1) em 

8 106,9 [G1(1-.4)A]. A substituição do carbono C-3R da ramnose por uma segunda glicose 

designada Gl, foi detectada pelo acoplamento do átomo de carbono 3 da rhamnose - C3R em S 

83,4 com o hidrogênio anomérico da glicose- G2 em 8 5,4 [G2 (1--3) R.], bem como, o 

acoplamento do átomo de carbono quatro da glicose-G2 em 8 82,3 com o hidrogênio anomérico 

de uma terceira glicose designada G3 (1 GH-3) em S 5,0 (d, 7,6 Hz) definindo a substituição em 

C4 da glicose -G2 [G3 (1-3.4) G2]. 

A correlação do hidrogênio anomérico da quarta unidade de glicose (G4), designado de 
1GH-4, em S 5,6 (d, 7,8 Hz) com o átomo de carbono 2 da terceira glicose (2G3) em S 80,2, 
definindo uma ligação G4 (1->2) G3. A presença da quinta e última unidade de glicose designada 
de G5, observou-se o acoplamento a três ligações do carbono C3 da glicose designada como 
3G1 em S 88,4 com seu hidrogênio anomérico (1GH5) em S 5,3 (d, 8,4 Hz), definindo a estrutura 

abaixo da unidade osidica: 

Glicose-5 (1-a3)-Glicose-1(1-4)-Arabinose - Aglicona 
T (1--3.2) 

Glicose-4(1-*2)-Glicose-3(1-->4)Glicose-2(1->3)-Ramnose 

É válido acrescentar que as configurações dos açucares são ás mesmas das determinadas 

na saponina PEC-A3(8), isto é, a para arabinose e ramnose e [3 para as cinco glicoses. Portanto, 

a estrutura desta saponina, foi denominada de 3-0-{13-D-glicopiranosi1(1->2)-13-D-

glicopiranosil(1-* 4)-[3-D-glicopiranosil-(1-- 3)-a-L-ramnanopiranosil-(1-3. 2)-[[3-D-

glicopiranosil (1-3. 3)-(3-D-glicopiranosil(1-3. 4)]}-a-L-arabinopiranosil-hederagenina., 

substância segundo levantamento bibliográfico no Chemical Abstracts, é inédita na literatura. 
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Tabela 17 - Dados de RIvIN 13C da hederagenina em CDC1375  e das agliconas das saponinas 

PES-F2(2), PES-2V(5) e PEL-LH1(E) em C5D5N. 

C Referência 75  PES-F2 (2) PES-2V (5) PEL-LTI1 (8) Referência 	7 

1 38,9 39,3 39,1 39,1 39,6 

2 27,6 26,5 26,5 26,6 26,6 

3 73,7 80,8 81,5 81,5 82,7 

4 42,9 43,8 43,7 43,7 43,9 

5 48,8 48,0 48,3 47,8 47,8 

6 18,7 18,5 18,3 18,3 18,8 

7 33,6 34,5 33,2 33,1 34,3 

8 39,8 40,1 39,9 39,9 40,4 

9 48,2 48,5 47,7 48,4 48,1 

10 37,3 37,2 37,1 37,0 37,6 

11 23,8 24,1 24,0 24,0 24,5 

12 122,7 122,7 122,8 122,7 122,5 

13 145,0 145,2 145,0 145,0 146,5 

14 42,2 42,5 42,3 43,4 43,0 

15 28,4 28,7 28,5 28,4 29,2 

16 23,8 24,0 23,9 23,8 24,4 

17 46,7 46,9 46,8 46,8 46,9 

18 42,0 42,3 42,1 42,2 43,3 

19 46,5 46,7 46,6 46,6 48,0 

20 31,0 31,3 31,1 31,1 31,7 

21 34,3 33,6 34,4 34,4 35,4 

22 33,3 33,2 33,4 33,'4 35,5 

23 68,2 63,4 64,1 64,1 64,5 

24 13,1 14,3 14,3 14,2 13,6 

25 16,0 16,4 16,2 16,2 16,3 

26 17,5 17,8 17,6 17,6 17,9 

27 26,2 26,5 26,3 26,3 26,5 

28 180,4 180,7 180,4 180,5 185,8 

29 33,3 33.6 33,4 33,4 33,8 

30 23,8 24,2 23,8 23,9 24,2 

CD3OD 
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Tabela 18 - Dados de RMN 13C , de RMN'H e conelações'H - 13C [HMQC -'JcH  e HMBC -- 

nJcH (n=2, 3) da genina de PEL-?.H1(8) em C5D5N. 

'H x 13C-13MQC-'JcH  111 x L3C-HMBC-°3cli  Ref. 75 

C SC 5 1 2.ki, 3JCH 

1 CH2  39,1 1,5, 1,0 - 3H-25 38,5 

2 CH2  26,6 2,2, 2,0 - - 27,4 

3 CH 81,5 4,2 - 2H-23, 3H-24, H-1A 78,7 

4 C 43,7 - H-3, H-5, 3H-24 - 38,7 

5 CH 47,8 1,8 - H-23a, 311-24 55,2 

6 CH2  18,3 1,8, 1,4 2H-7 - 27,4 

7 CH2  33,1 1,7, 1,4 - 3H-26 32,6 

8 C 39,9 - 3H-26 3H-27 39,3 

9 CH 48,4 1,8 - H-12, 3H-25, 311-26 47,6 

10 C 37,0 - 3H-25 - 37,0 

11 CH2  24,0 1,9 - - 23,1 

12 CH 122,8 5,5 (t) - 1-1-18 122,1 

13 C 145,0 - H-18 3H-27 143,4 

14 C 42,4 - 311-27 H-18, 3H-26 41,6 

15 CH2  28,4 2,2; 1,2 3H-27 27,7 

16 CH2  23,8 2,0, 1,9 - - 23,4 

17 C 46,8 - H-18 - 46,6 

18 CH 42,2 3,3 (dd, 13,6; 2,3) - 11-12 41,3 

19 CH2  46,6 1,8; 1,3 - 3H-29, 311-30 45,8 

20 C 31,1 - 311-29, 311-30 - 30,6 

21 CH2  34,4 1,5; 1,2 - 3.H-29, 3H-30 33,8 

22 CH2  33,4 2,0; 1,8 - - 32,3 

23 CH3  64,1 4,3; 3,9 - 314-24 28,1 

24 CH3  14,3 1,1 (s) - 11-5, H-3 15,6 

25 CH3  16,2 0,9 (s) - H-9 15,3 

26 CH3  17,6 1,0 (s) - - 16,8 

27 CH3  26,3 1,2 (s) - - 26,0 

28 C 180,5 - - 11-18 181,0 

:9 CH3  33,1 0,9 (s) - - 33,1 

30 CH3  23,6 1,0 (s) - 31-1-29 23,6 
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19 - Dados de Ri~i 13C , RIVEN-111 e correlações 'H- 13C [_HIvIQC -'JCH e HMBC - °JCH 

(n=2, 3) da unidade osídica de PEL-LH1(8) C5D5N. 

'H x ' C - HM QC -'J eH 'H X 1 JC - HM BC -"J C1i PEC-A3(7) 

S C 8 H 3Jcx 3Jc11 S C 

IA 105,1 4.88 	(d) 11-3 105,9 

:A 76,5 4.38 ;I -IR 72,2 

3A 71,4 3.90 74,4 

4A 80,8 4.19 2H-5A f-1-1G 	I 70,8 

:A 66,1 4.35, 	3.8 	(d, 	11.7) 63,9 

IR 1 01 ,7 6.1 	(sl) 102,4 

2I3 71,4 4.87 71,9 

3R 83,4 4.73 II-2R, H-4R H-1R, H-1G2 72,5 

3R 73,1 4.45 H-3R II-2R, 3H-6R 73,6 

5R 69,9 4.66 H-4R, 3H-6R H-1R 69,4 

SR 18,7 1.6 	(d, 6.0) H-4R 18,5 

'31 106,9 5.1 	(d, 	7.8) H-2G1 106,2 

:G1 75,4 4.00 76,1 

,•~>1 88.,4 4.19 H-4G1 H-1G5 88,2 

.G1   70,3 3.91 H-3 G 1 69-9 

"'GI 78,5 3.90 78:4 

G1 62.4 

:G2 106,5 5,4 	(d, 	7,8) H-2G2 H-3R 105,9 

:G2 75.51 4,0 75,8 

_G2 78,8 4,2 78 >1- 

-G2 82,3 4,0 H-3G2 H-1G3 81,9 

5G2 78,5 4,0 77,9 

_G2 62,1  

_ G3 102,8 5,0 	(d, 	7,6) H-2G3 102,4 

:G3 80,2 4,3 I-I-3G3 H-1G4 79,6 

IG3 77,6 4,2 H-5G3 76,9 

=G3 71,4 4,2 71,6 

íG3 78,8 3,9 . 78,2 

1G3 67 > 5 

, G4 104,6 5,6 	(d, 7,8) 104,2 
R 

:G4 76,6 4,I 75,8 

3G  4 78,6 4,3 78,6 

-G4 71,4 4,3 71,2 

l' 	47•G4 78,6 3,8 77,5 

G4 62,2 

104,7 5,3 	(d, 	7,8) H-2G5 105,4 

75,1 4,1 74,8 

78,8 4,2 78,1 

7 1 ,7 4,2 7 1 ,4 

78,8 4,0 78,0 

62,5 
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5. CONSIDERAÇÕES SOBRE AS ATIVIDADES LARVICIDA E BACTERICIDA DO 

EXTRATO ETANÓLICO DAS SEMENTES E DE ALGUMAS SAPONINAS 

TRITERPÊNICAS ISOLADAS DE Pentaclethra macroloba 

5.1. Introdução 

O conhecimento de um amplo espectro de atividades biológicas de saponinas 

triterpênicas8.41. SS89,  tais como, atividade fungicida, larvicida, bactericida, citotóxica entre outras 

nos levou a avaliar a atividade biológica do extrato etanólico das sementes - PES e de duas 

saponinas isoladas das diferentes partes da Pentaclethra macroloba. 

O conhecimento de estudos prévios de atividade inseticida do extrato aquoso cias  sementes 

de Pentaclethra macroloba, que revelou forte atividade inseticida associada a proteinas naturais 

inibidoras de proteases, ocasionando uma proteção dessa planta contra ataques de insetos e 

nematóides4-6. 

O interesse em avaliar a atividade larvicida frente às larvas de Aedes aegypti decorreu 

da praticidade do método, bem como, da procura de substâncias biotivas de origem natural que 

venham a ajudar população no combate à dengue, tendo em vista que esta espécie está distribuída 

por todo o território nacional, possibilitando assim, um aproveitamento racional dos recursos 

naturais renováveis disponíveis na região. 

5.2. Atividade larvicida 

Mosquitos, em particular das espécies de Anopheles spp. e Aedes aegypti, são importantes 

vetores de doenças tropicais como malária, dengue e febre amarela, respectivamente, cuja 

disseminação afeta mais de 200 milhões de pessoas em mais de 100 países no Mundo90. 

Atualmente no Brasil, a dengue é um dos principais problemas de saúde pública9' 

Os bioensaios para avaliação da atividade larvicida frente ao Aedes aegypti foram 

realizados segundo a metodologia descrita no item 7.8.1 (Pag. 147) da parte experimental e os 

dados obtidos foram aplicados no programa Probit92  para o cálculo da DL50  e os resultados 

destes encontram-se descritos na Tabela 20 (Pag. 122). 

A análise dos resultados dos bioensaios permitiu observar valores de DL50  inferiores 

a 500 ppm; valores estes, considerados bastante expressivos em relação a atividade larvicida93. 

Dentre as amostras que foram submetidas aos bioensaios, observou-se que o extrato etanólico 

das sementes Pentaclethra macroloba, denominado PES apresentou a melhor atividade larvicida. 

Por outro lado, dentre as saponinas isoladas dos extratos das diferentes partes da plantas que 

foram testadas, foi observado que aquelas que continham o menor número de açúcares em suas 

respectivas unidades glicosídicas, apresentaram uma melhor atividade larvicida. 
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Tabela 20 - Valores de DL50  (ppm) apresentados pelas substâncias PEC-6P(4), PEL—LH1(8) e 

pelo extrato etanólico das sementes — PES frente às larvas de Aedes aegypti. 

Amostras 
testadas 

Número de açúcares 
na unidade osidica 

Genina 
D L50 (ppm) 	para 

Aetles aegypti 

PES - - 2,8 

PES-F2 (2) 2 Ácido Oleanóico 18,6 

PEC - 76 (3) 3 Ácido Oleanóico 25,1 

PEC-6P (4) 04 Ácido Oleanóico 2.7,9 

PEL-LH 1 (8) 07 Hederagennia 104,7 

5.3. Atividade bactericida 

A avaliação da atividade bactericida foi realizada segundo a metodologia descrita no 

item 7.8.2 (Pag. 148) da parte experimental. Foram submetidos aos testes, o extrato etanólico 

das sementes de Pentaclethra macroloba - PES e as saponinas triterpénicas PES-F2 (2), PEC-

6P (4), PES-2V (5) e PEC-A3 (7) frente às bactérias Escherichia coli, Salmonela choleraesus e 

Staphylococcus aureus. 

As concentrações mínimas capa ..es de matar 100% das bactérias das diferentes espécies 

submetidas aos testes são mostradas na Tabela 21 (Pag. 122), observando-se, portanto, que tanto 

o extrato etanólico das sementes de Pentaclethra macroloba - PES e as saponinas triterpênicas 

PES-F2 (2), PEC-6P (4), PES-2V (5) e PEC-A3 (7) apresentaram um razoável efeito bactericida 

somente sobre as espécies Escherichia coli e Staphylococcus aureus. 

Tabela 21 — Concentrações mínimas do extrato etanólico das sementes de Pentaclethra 

macroloba - PES e das saponinas triterpênicas PES-F2 (2), PEC-6P (4), PES-2V (5) e PEC-A3 

7) capazes de matar 100% das bactérias Escherichia coli, Salmonela choleraesus e 

Staphylococcus aureus 

Amostras 
testadas 

Escherichia coli 
ATCC 11775 

Salmonella 
choleraesus ATCC 

19430 

Staphylococcus 
aureus ATCC 0675 

PES-F2(2) >100mg/m1 >1000mg/m1 >250mg/m1 

PEC-6P(4) >100mg/m1 >1000mg/m1 >250mg/m1 

PES-2V(5) >100mg/m1 >1000mg/m1 >250mg/m1 

PEC-A3(7) >100mg/m1 >1000mg/m1 >250mg/m1 

PES >50mg/mI >1000mg/m1 >100mg/m1 
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6. DETERMINAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE SAPONINAS TRITERPÊNICAS NO 

EXTRATO ETANÓLICO DAS SEMENTES — PES POR CLAE 

6.1. Introdução 

Extratos de produtos naturais têm sido largamente usados no tratamento de algumas 

enfermidades desde os tempos antigos. Muitas substâncias têm sido isoladas desses extratos e 

purificadas pelas mais diferentes técnicas cromatográficas clássicas94  

A utilização da cromatografia líquida de alta eficiência — CLAE tem se tornado uma 

prática cada vez mais frequente na análise qualitativa e quantitativa de extratos vegetais, traçando 

assim um perfil cromatográfico dos mesmos, bem como, ferramenta indispensável no processo 

de isolamento de substâncias com estruturas complexas. 

Publicações prévias de condições utilizadas na CLAE em fase reversa para a separação 

e quantificação de saponinas triterpênicas presentes em extratos vegetais, relatam a dificuldade 

no processo de detecção das mesmas, em virtude da necessidade de realizá-las em baixos 

comprimentos de onda (203 a 210 nm), o que conduz a problemas de linha de base instável e 

interferência dos eluentes na análise. Entretanto essas dificuldades são contornadas mediante o 

processo de derivatização dos extratos ou substâncias isoladas pela introdução de grupo 

cromóforo, que absorva em comprimentos de onda mais elevado (254 nm para os derivados de 

4-bromofenacila)95-98, além do uso de outro tipo de detector menos seletivo como o detector de 

índice de refração, apropriado, somente, para sistema isocrático de solventes99. 

O objetivo principal desse capítulo foi desenvolver e validar um método utilizando CLAE 

em fase reversa, sem a necessidade de derivatizar a amostra no processo de determinação e 

quantificação das saponinas presentes no extrato etanólico das sementes de Pentaclethra 

macroloba - PES . 
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6.2. Análise quantitativa 

O estudo fitoquímico das diferentes partes da planta, tais como, sementes, casca do 

caule e lenho (cerne) , realizado neste trabalho levou ao isolamento de glicosídeos do ácido 

oleanóico e da hederagenina, constituídos de dois a sete açúcares na unidade osídica PEL-

LH1(8), PEC-A3(7), PEC-5P(6), PEC-6P(4), PES-2V(5), PEC-76(3), PES-F2(2) e PES-F1(1), 

caracterizadas pelos métodos espectroscópicos e químicos, conforme descrito anteriormente no 

capítulo 4. 

As saponinas foram submetidas à técnica de cromatografia líquida de alta eficiência em 

fase reversa, sob condições similares às desenvolvidas no processo de isolamento das mesmas, 

isto é, sistema cromatográfico analítico com gradiente constituído de fase móvel composta por 

água e acetonitrila (38% a 60% de acetonitrila em 16 minutos), fluxo de 1 mL/ min, detecção 

a 210 nm, coluna C-18 Nova Pack (4,6 x 150 mm, f = 4 m) e loop de 50 mL. 

A análise qualitativa por CLAE nas condições descritas, permitiu a determinação dos 

tempos de retenção de todas as saponinas triterpênicas (Tab. 22, Pag. 125), bem como, a avaliação 

de suas respectivas purezas. Em seguida, foram preparados os padrões externos em concentrações 

de 125, 250, 500 e 1000 ppm correspondentes às saponinas processadas na coluna, variando de 

6,25 a 50 mg, respectivamente. 

Com relação à preparação do extrato etanólico das sementes o mesmo foi submetido ao 

tratamento prévio de partição com n-butanol10° para eliminar açúcares livres, geralmente, 

presentes nos extratos de natureza polar, com posterior precipitação das saponinas com éter 

etílico. 

Tabela 22 - Dados dos tempos de retenção das saponinas submetidas à análise por CLAE 

Saponinas Triterpênicas isoladas de Pentaclethra macroloba 

Código PEL-LH1 PES-2V PEC-A3 PEC-5P PEC-6P PES-F2 PEC-76 PES-Fl 

Tr ( min ) 2,8 3,8 4,5 6,1 6,7 7,1 8,0 12,1 

A quantificação das saponinas foi realizada segundo o método do padrão externoi°i, 

onde determinou-se as curvas de calibração para as saponinas triterpênicas que foram obtidas 

ela injeção de soluções padrões em concentrações de 125, 250, 500 e 1000 ppm. Cada substância 

na mesma concentração, foi injetada cinco vezes e utilizou-se a média aritmética das áreas para 

a construção de suas respectivas curvas de calibração. 
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Os gráficos de calibração linear (Fig. 80, Pag. 126) obtidos através das áreas dos picos 

saponinas triterpênicas (y), usadas como padrões externos versus a concentração injetada 

bem como, as equações de regressão e os coeficientes de correlação encontram-se na Tabela 

Pag. 126). Os dados obtidos (Tab. 24, Pag. 127) mostraram correlação adequada dentro 

faixa de concentração. 

-a 80 - Curvas de calibração para as saponinas de referência PEL-LH1(8), PEC-A3(7), PES-

6  PES-2V(5), PEC- 6P(4), PEC-76(3), PES-F2(2) e PES-F1(1). 

Ia 23 - Dados da construção das curvas de calibração dos padrões externos: saponinas 

F1(1),  PEC-76(3), PES-F2(2), PEC-6P(4), PEC-5P(6), PEC-A3(7), PES-2 V(5) e PET ,-LH1(8) 

pos de retenção (Tr), curvas de calibração (equações) e coeficiente de correlação linear 

airões 
ternos 

T, ( min) y= a+ bx r   

!S-F1 	(1) 12,1 Y = 5 97 1,0 + 6869,3 X 0,9997 

IC-76 	(3) 8,0 Y 	= 	-161571,2 + 7291,7 X 0,9998 

s5-F2 	(2) 7,1 Y 	= 	13647,8 + 5488,2 X 0,9996 

/C-6P (4) 6,7 Y 	= 	- 28471,2 + 	5160,1 	X 0,9998 

IC-5P (6) 6,1 Y = 6795,7 + 3447,7 X 0,9993 

EC-A3 (7) 4,5 Y = 41450,1+ 3266,9 	X 0,9991 

í5-2V 	(5) 3,8 Y 	= 62112,7 + 4730,9 X 0,9996 

IL-Lill 	(8) 2,8 Y = 37878,4 + 3360,4 X 0,9995 
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!dilutes 
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Figura 81- Cromatograma do extrato etanólico das sementes de Pentaclethra macroloba —PES 

(1000 ppm) em CLAE — fase reversa (Nova Pack C-18, Marca Waters). 

Tabela 24 - Áreas dos picos referentes ás saponinas PES-2V(5), PEC-A3(7), PEC-6P(4), PEC-

76(3), PES-F1(1) e PES-F2(2) presentes no extrato etanólico das sementes de Pentaclethra 

macroloba - PES. 

PES PES-2V PEC-A3 PEC-6P PES-F2 PEC-76 PES-F1 

1000 ppm 100392 231042 195890 1029876 2039853 1598777 

1000 ppm 101106 232167 196057 1025997 2040887 1588026 

1000 ppm 102001 231099 198011 1029978 2038551 1601421 

1000 ppm 101017 232111 197066 1030518 2050334 1548012 

1000 ppm 103011 233307 199001 1038127 2045985 1588177 

Soma 507529 1155726 986025 5154496 10215614 7924413 

Média 101506 231945 197205 1030899 2043123 1584883 

Desvio Padrão 1018,6 9289,0 1317,4 4424,8 3078,1 21486,9 

DPR - % 1,0 0,4 0,7 0,4 0,2 0,02 

DPR - Desvio Padrão Relativo 

A quantificação das saponinas no extrato etanólico das sementes de Pentaclethra 

macroloba - PES foi feita tomando como base a área dos picos obtidos dos padrões externos, 

cujos resultados mostraram uma relação linear evidenciada pelos coeficientes de correlação 

próximo á unidade. A determinação das concentrações médias obtidas em 1000 mg (1 mg) de 
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extrato etanólico das sementes de Pentaclethra macroloba — PES analisado revelou os seguintes 

teores, ou seja, 30,2 % de PEC-76(3); 23,0 % de PES-F1(1); 18,5 % de PES-F2(2); 4,4 % de 

PEC-6P(4); 5,8 % de PEC-A3(7) e 8,2 % de PES-2V(5), confirmando, desta forma, a presença 

majoritária dos glicosídeos PES-F1(1), PES-F2(2) e PEC-76(3), constituídos de dois e três 

açúcares na unidade osídica, no extrato etanólico das sementes de Pentaclethra macroloba — 

PES. 

A análise também não detectou a presença das saponinas PEC-5P(6) e PEL-LH1(8) no 

extrato etanólico das sementes, confirmando assim o não isolamento das mesmas no prévio 

estudo realizado com este extrato. 

6.3. Validação do método desenvolvido 

Todo processo cromatográfico desenvolvido na análise quantitativa de materiais ou 

substâncias requer um tratamento estatístico. A validação do processo102  foi feita através das 

variáveis repetibilidade, reprodutibilidade e recuperação, e os resultados encontram-se 

demonstrados na Tabelas 25 (Pag. 129). 

A análise de repetibilidade foi realizada com um padrão externo, a saponinaPES-F1(1); 

onde injetou-se dez vezes a amostra num único dia, e o cálculo do desvio padrão relativo revelou 

um valor inferior a 10 %, definindo, portanto, um bom grau de repetibilidade do método. 

Por sua vez, a análise da reprodutibilidade do método foi avaliada através da injeção em 

dois dias alternados de cinco amostras, em duplicata, do extrato etanólico das sementes de 

Pentaclethra macroloba - PES na concentração de 500 m/ ml, cujo valor do desvio padrão 

relativo foi de 2,4 %; valor este inferior a l 0 % indicando, assim, uma boa reprodutibilidade do 

método. 

O estudo da recuperação do método foi realizado através da dopagem do extrato na 

concentração de 500 ppm (500 mg/ mL) corn os padrões externos nas concentrações de 250, 500 

e 1000 ppm na proporção de 1:1, perfazendo três injeções referentes à cada amostra. Os valores 

do método de recuperação encontram-se compreendidos na faixa de 97,3 a 99,7 % de material 

adicionado. 
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Tabela 25 - Resultado da validação do método para a determinação quantitativa 

das saponinas triterpênicas no extrato etanólico das sementes de Pentaclethra macroloba - 

PES 

PES-Fl PES-F2 PEC-76 PES-2V PEC-6P PEC-A3 

Recuperação (%) 98,5 98,3 99,7 97,8 98,9 97,3 

Resultado 98,5 ± 03 98,5 ± 1,0 99,7 ± 0,3 97,8 ± 1,2 98,9 ± 2,1 97,3 ± 3,7 

# Número de Injeções - 03 
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7. PARTE EXPERIMENTAL 

7.1. Material Botânico 

Ramos grossos e sementes da espécie Pentaclethra macroloba, família Leguminosae-

Mimosoideae, foram coletados na localidade de Fazendinha, no Município de Macapá, Estado 

de Amapá. A exsicata da planta representando esta coleta encontra-se arquivada no Herbário 

Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceará, sob número EAC - 25947 e foi identificada 

pelo professor Afrânio Gomes Fernandes. 

7.2. Métodos cromatográficos 

7.2.1. Cromatografia em coluna 

Nas separações por cromatografia em coluna foram utilizadas como fase fixa os seguintes 

adsorventes: gel de sílica (f = 0,05 mm) código 453337, marca Carlos Erba, sephadex LH — 20, 

marca Pharmacia. Os comprimentos e diâmetros das colunas variaram de acordo com as 

quantidades das amostras a serem cromatografadas e adsorventes utilizados. Como eluentes 

foram usados clorofórmio, diclorometano, acetato de etila, metanol e água. Estes solventes 

foram usados puros ou em misturas binárias e ternárias programadas para produzir ordem de 

polaridade crescente. 

7.2.2. Cromatografia em camada delgada (CCD) 

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se placas de vidro nas dimensões 

de 10 x 5 cm, com camada de gel de sílica G-60 (f= 0,25 mm) código 15684, marca Merck. As 

revelações das substâncias nas placas foram realizadas por exposição em lâmpada de irradiação 

modelo UVSL-25 da Mineral Light com dois comprimentos de onda (254 e 366 nm), pela 

pulverização com uma solução de vanilina e ácido perclórico em etanol, seguida de aquecimento 

em estufa ou por vapores de iodo presentes em câmara saturada. Como eluentes foram usados 

diclorometano, clorofórmio, acetato de etila, metanol, isopropanol e água, puros ou com misturas 

binárias e ternárias com gradiente crescente de polaridade. 

7.2.3. Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

O isolamento das saponinas constituídas de quatro, cinco e sete açúcares de Pentaclethra 

macroloba foi realizada por CLAE, em equipamento marca WAIhRS , constituído de duas 

bombas de alta pressão série 515, detectores UV dual série 4758 e refratométrico série 410 do 

Laboratório de Moléculas Biologicamente Ativas - Lectinas do Departamento de Bioquímica da 

Universidade Federal do Ceará — UFC. Utilizou-se coluna WATERS C - 8 , 150 x 7,9 mm em 
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corridas semi-preparativas, bem como, coluna C - 18, 150 x 4,6 mm em corridas analíticas. 

Como fase móvel usou-se água deionizada mili-Q com TFA 0,1%, metanol e acetonitrila puros 

grau CLAE ou em misturas binárias com gradiente de polaridade crescente. 

7.3. Métodos Químicos 

Nas reações de hidrólise ácida, alíquotas de 5mg das respectivas saponinas, dissolvidas 

em 2,5 mL de metanol foram tratadas com 20 mL de solução aquosa de HCl 2N e submetidas a 

refluxo por 2 horas. Em seguida, adicionou-se 20 mL de água destilada às misturas reacionais e 

extraiu-se as agliconas com acetato de etila. As fases orgânicas foram secadas com sulfato de 

sódio anidro, filtradas e evaporadas sob pressão reduzida. Posteriormente, as agliconas foram 

identificadas por cromatografia em camada delgada, através da comparação destas com padrões 

de triterpenos, utilizando-se como eluente clorofórmio: metanol (99:01). 

As frações aquosas contendo os açúcares foram ajustadas a pH 6,5 com bicarbonato de 

sódio e posteriormente, evaporadas até a secura. Em seguida, os açúcares foram extraídos com 

piridina e analisados, comparativamente, por cromatografia em camada delgada em gel de sílica, 

com amostras autênticas de açúcares sob eluição de uni sistema acetato de etila: isopropanol: 

água (7:3:1) e revelados com orcinol. 

7.4. Métodos espectrométricos 

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em aparelhos pertencentes a 

várias Instituições. Os modelos e as condições operacionais utilizadas para a obtenção dos 

espectros das substâncias estão descritos a seguir. 

7.4.1. Espectrometria de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 'H) e de 

Carbono — 13 (RMN 13C) 

Os espectros de RMN unidirnensionas e bidimensionais foram registrados em 

espectrômetros Bracker AC-500, pertencentes a Universidade Federal do Ceará, operando a 

500 MHz para hidrogênio (RMN 'H) e 125 MHz para carbono (RMN 13C). Os espectros 

unidimensionais de RMN 13C foram obtidos totalmente desacoplados — HBBD, técnica DEPT —

135 (ângulo de mutação 135°). Foram utilizadas algumas técnicas de RMN bidimensionais: 

espectroscopia de correlação homonuclear ('H — 'H — COSY), espectroscopia de efeito nuclear 

Overhauser (NOESY). Os métodos de detecção inversa utilizados foram a coerência quântica 

múltipla heteronuclear (HMQC) e correlação de ligações múltiplas heteronuclear (HMBC). Os 

deslocamentos químicos (S) foram expressos em parte por milhão (ppm) e a multiplicidade dos 

sinais conforme a convenção: s(singleto), si (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t 
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(tripleto), q (quarteto) e multipleto (m). Os solventes utilizados na dissolução das substâncias 

submetidas às análises foram clorofórmio-deuterado (CDC13) e piridina-deuterada (C5D5N). 

7.4.2. Espectrometria de massas (EM) 

Os espectros de massas foram registrados em espectrômetros pertencentes a três 

instituições de pesquisa, utilizando as técnicas FAB e ESI em modos positivo e negativo. 

Espectrômetro Kratos Concept 1S Higth Resolution — Universidade de Manchester; 

- Espectrômetro Micromass Quatro LC Instrument - Universidade Federal de São 

Carlos - UFSCar; 

- Espectrômetro VG Auto Spec de Fisions Instrument - Universidade de São Paulo — 

USP. 

7.4.3. Espectrometria na região do infravermelho (IV) 

Os espectros de absorção na região de infravermelho foram registrados em Espectrômetro 

Perkin -- Elmer, modelo 720, pertencente a Universidade Federal do Ceará, sendo utilizadas 

pastilhas de KBr. 

7.5. Rotação Ótica 

A determinação da rotação ótica foi realizada em um aparelho Perkin Elmer (Polarimetr 

341) pertencente a Universidade Federal do Ceará. 

7.6. Determinação do ponto de fusão 

Os pontos de fusão, não corrigidos, foram determinados no equipamento ME I 1"LER, 

modelo FP 52, com placa aquecedora e unidade de controle FP5, existente no Departamento de 

Química Orgânica e Inorgânica da Universidade Federal do Ceará. 

7.7. Isolamento dos constituintes químicos do extrato etanólico da casca ,lenho e sementes 

de P macroloba 

7.7.1. Obtenção dos extratos 

Os ramos grossos da Pentaclethra macroloba foram separados em casca (800g) e lenho 

(1200g) e juntamente com as sementes (350g) foram secos em estufa a uma temperatura de 

70°C, sendo posteriormente, moídos. Alíquotas de 400g de casca, 450g de lenho e 304g de 
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sementes foram submetidos à extração exaustiva com hexano, seguida de etanol. Os extratos 

hexânicos e etanólicos das diferentes partes da planta obtidos foram concentrados em evaporador 

rotatório sob pressão reduzida, resultando os extratos denominados: 

Extrato hexânico da casca — PHC (2,7g) 

Extrato hexânico do lenho — PHL (1,4g) 

Extrato hexânico das sementes -- PHS (30,0g) 

Extrato etanólico da casca — PEC (92,8g) 

Extrato etanólico do lenho — PEL (68,4g) 

Extrato etanólico das sementes — PES ( 16,5g) 

7.7.2. Fracionamento do extrato etanólico das sementes — PES 

O extrato etanólico das sementes — PES (16,5 g) foi submetido à cromatografia em 

coluna de gel de sílica, eluida com clorofórmio, metanol e água, em crescente gradiente de 

polaridade, produzindo 100 frações de 125 mL. 

E lu e n te Proporção Frações 

CHC13  1 01 -06 

C H C 13  : C H 3 O H : H 2 0 9 :1 : 	0,1 0 7 - 	3 9 

C H C 13  : C H 3 O H : H 20 8 :2 : 	0 	, 1 1 9 - 	4 9 

C H C 13  : C H 3 O : H 2  00 7: 3 : 	0,1 5 0 - 	7 6 

C H C 13  : C H 3 0 H : H 2 0 6: 4 : 	0 	,1 7 7 - 	8 6 

C H C 13  : C H 3 0 H : H 20 5: 5 : 	0,1 8 7 - 	9 8 

C H 30  H 	: H 20 1 	: 0,1 9 9 - 	1 0 0 

As frações obtidas foram comparadas por CCD, sendo reunidas, portanto, aquelas que 

apresentaram comportamento cromatográfico semelhante. Após a análise por CCD, todos os 

_3upos de frações reunidas foram submetidos ao teste para saponinas e destes, os grupos de 

:rações 21 a 26 (1710 mg), 27 a 38 (525 mg), 53 a 79 (1 965 mg) e 82 a 85 (176 mg), apresentaram 

:este positivo para saponinas. 

7.7.2.1. Elaboração da fração PES(21-26) e obtenção de PES-F1(1) e PES-F2(2) 

Uma alíquota de 200 mg da fiação PES(21-26) foi processada em coluna cromatográfica 

1„e gel de sílica (20g), eluída clorofórmio : metanol (80 : 20), obtendo-se 50 frações de 10 mL. 

As frações compreendidas entre 23 a 34 (55 mg) e 49 a 50 (21 mg) apresentaram um único spot 
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mediante análise por CCD e as substâncias isoladas foram denominadas, respectivamente, de 

PES-F1(1) e de PES-F2(2). 

7.7.2.2. Elaboração da fração PES (27-38) e obtenção de PES - 37-38(3) 

Uma alíquota de 500 mg fração PES (27-38) foi submetida à cromatografia em coluna 

usando gel de sílica (20g), eluída com clorofórmio : metanol : água (8 : 2 : 0,1), obtendo-se 50 

frações de 10 mL. As frações compreendidas entre 37-38, revelaram por análise em CCD, a 

presença de um único spot, sendo, portanto, a substância isolada denominada de PES-37-38(3). 

7.7.2.3. Elaboração da fração PES (53-79) e obtenção de PES-1V, PES-2V(5) e PES- 

3V(4) 

A fração PES (53-79) (1965mg) foi dissolvida em um volume mínimo de metanol e a 

posterior adição de acetona levou à precipitação de um material com aspecto amarelo pardo. O 

material foi centrifugado e o sobrenadante foi retirado com pipeta de Pasteur, obtendo-se 1025 

mg de saponina bruta. Este material foi submetido a uma coluna de filtração em gel do tipo 

sephadex LH-20, com uma mistura de diclorometano : metanol (1 : 1), perfazendo um total de 

50 frações de 25 mL. As frações 07 a 17 (156 mg) foram reuniclas com base na análise por CCD, 

apresentando um único spot. Esta fração foi submetida a análise em cromatografia líquida de 

alta eficiência — CLAE em fase reversa, utlizando uma coluna analítica Nova Pack-C 18 (4,6 x 

150 mm), sistema isocrático de solvente metanol : água (1 : 1); onde detectou-se picos de 

substâncias próximo ao volume morto da coluna. Após sucessivas modificações no 

desenvolvimento do método de separação, usando o sistema isocrático, não obteve-se boa 

resolução do mesmo. O desenvolvimento de corridas cromatográficas com um sistema de 

gradiente linear (acetonitrila : água) descritas na Tabela 26 (Pag. 136), bem como, através da 

injeção de 110 mg de amostra, foi possível isolar três frações de saponinas denominadas de 

PES-1V, de PES-2V(5) e de PES-3V(4). As amostras separadas por CLAE foram posteriormente 

liofilizadas, obtendo-se as saponinas PES-1 V, PES-2V e PES-3V em massas de 7,7 mg, 18,7 mg 

e 44,5 mg, respectivamente. O cromatograma de obtenção de PES-1V, PES-2V (5) e PES-3V 

4) por CLAE em FR-8 encontra-se na Figura 82 (Pag. 136). 
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Tabela 26 - Condições cromatográficas usadas na separação dos compostos PES-1V, PES- 

2V(5) e PES-3V(4). 

Coluna 	Semipreparativa - C-8 Waters; Dimensões: 7,8 x 150 mm, 
4) =7 µm. Detector Dual 2487 : UV - 210 nm ; Loop: 50 µL 

Tempo (min) Fluxo( mL/min) % H2O % CH3CN CURVA 

- 1 60 40 - 

25,0 1 48 52 6 

26,0 1 48 52 1 

26,1 1 60 40 6 

40,0 1 60 40 1 

      

      

   

PES-3V 
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Figura 82 - Cromatograma de obtenção de PES-1V, PES-2V(5) e PES-3V(4) por CLAE em 

FR-8. 
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Fluxograma 01 - Rota de isolamento das saponinas triterpênicas PES-F1(1), PES-F2(2), PES-
37-38(3), PES-1V, PES-2V(5), PES-3V(4) do extrato etanólico das sementes 

— PES. 

Material Botinico 
Sestentea 

L Secagem e trituração 
2. Extração com Hennu 
3. Dest ação do solvente 

Extrato hexïnico - PHS 
	

Torta 

1. Extração com Etanol 
2. Destitaçao do solvente 

Torta 
(Desprezada) 

Extrato etanM1co 
- PES(16.5g) 

CC/ Si0 

PES-27-38 
500 mg 

PES53-79 

1965 mg 

PES3-138 (3) 
61 mg 

PES-53-79 

1025 mg 

PPT GACETOhA 

SEPHADEK LEI-20 

PES-53-79 

156 mg 

CLAE - FRS (110 mg) 

PES2 V (4) 
18,7 mg 

PES-3V (5) 
44,5 mg 

f 
PES-1 V 
7,7 mg 
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7.7.3. Fracionamento do extrato etanólico da casca — PEC 

Uma alíquota de 26,0g de extrato etanólico da casca foi cromatografada em uma coluna 

3e gel de silica (300g), eluída com clorofórmio, metanol e água, em crescente gradiente de 

polaridade produzindo 126 frações de 125 mL. 

E lu e n te Proporção Frações 

C H C 13  1 01 - 	05 

C H C 13  : C H 3 0 H 	: H 2 0 9 : 	1 : 	0,1 1 0 - 	1 8 

C H C 13  : CH 3 O H 	: H 2 0 8 : 	2 : 	0,1 19 - 	31 

C H C 13  :CH 3 OH 	: H 2 0 7 : 	3 : 	0,1 32 - 	76 

CHC13  :CH 3 OH 	:H 2 O 6 :4 :0,1 75 - 	98 

C H C 13  : C H 3 0 H 	: H 2 0 5 : 	5 : 	0,1 99 - 	1 2 1 

CH 3 OH 1 122 -126 

As frações obtidas conforme descrito anteriormente, após análise por cromatografia em 

camada delgada, foram reunidas, sendo, desta forma obtidas as frações 18-26 (205 mg), 28-36 

2405 mg), 41-52 (1507 mg) e 80-111(1710 mg) e todas estas frações apresentaram teste positivo 

para saponinas. 

7.7.3.1. Elaboração da fração PEC (28-36) e obtenção de PEC-76 (3) 

A fração PEC 28-36 (2405 mg) foi submetida ao mesmo processo de precipitação das 

saponinas com acetona, conforme descrito no item 7.7.2.3, produzindo 1875 mg de saponina 

bruta. Este material foi submetido à coluna cromatográfica de gel de sílica (30g), eluída com 

uma mistura ternária de clorofórmio-metanol-água, com gradiente crescente de polaridade, 

obtendo-se 100 frações de 125 mL. A fração 76 (55 mg) mostrou-se pura, através da análise por 

CCD e foi denominada de PEC-76 (3). 

7.7.3.2. Elaboração da Fração PEC (41-52) e Obtenção de PEC-3P(5), PEC-4P, PEC-

5P(6) e PEC-6P(4) 

Uma alíquota de 430 mg da fração PEC (41-52) foi submetida ao processo de precipitação 

de saponinas com a adição de acetona de acordo com o item 7.7.2.3, obtendo-se 295 mg de 

material. Este material foi submetido à cromatografia por exclusão molecular em sephadex LH-

20, eluída com metanol perfazendo um total de 30 frações de 10 mL, das quais, as frações 07-15 

foram reunidas com base na análise por CCD. A injeção de uma alíquota de 160 mg no processo 

.ae separação em escala semi-preparativa no cromatógrafo líquido de alta eficiência, segundo as 
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:ondições descritas na Tabela 27 (Pag. xx), permitiu o isolamento das substâncias denominadas 

de PEC-3P(5) (14,5mg), de PEC-4P (7,5 mg), de PEC-5P(6) (15,1 mg) e de PEC-6P(4) (47,5mg), 

:ujo cromatograma pode ser visualizado na Figura 83 (Pag. 139). 

Tabela 27 - Condições cromatográficas usadas na separação dos compostos PEC-3P(5), PEC-

4P, PEC-5P(6) e PEC-6P(4). 

Coluna 	Semipreparativa - C-8 Waters; Dimensões: 7,8 x 150 mm, 
4 = 7 gm Detector Dual 2487 : UV - 210 nm ; Loop: 50 µL 

Tempo (min) Fluxo (mL/min) % 11 20 % CH 3CN CURVA 

- 1 80 20 - 

5,0 1 55 45 6 

20,0 1 40 60 1 

25,1 1 20 80 6 

25,0 1 80 20 1 

35 1 80 20 1 

Figura 83 - Cromatograma de obtenção de PEC-3P(5), PEC-4P, PEC-5P(6) e PEC-6P(4) por 

CLAE, em FR-8. 
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7.7.3.3. Elaboração da fração PEC (80 -111) e obtenção de PEC-A2 e PEC-A3(7) 

A fração PEC (80-111) foi submetida ao processo de precipitação de saponinas com a 

adição de acetona de acordo com o item 7.7.2.3, obtendo-se 910 mg de material. Este material 

foi submetido à cromatografia por exclusão molecular em sephadex LH-20, eluída com metanol 

perfazendo um total de 30 frações de 10 mL. As frações 07 a 10 (81 mg) foram reunidas através 

da análise por CCD. A análise por CLAE em sistema analítico, permitiu identificar a presença 

de dois componentes majoritários que foram separados por CLAE, conforme cromatograma xx 

(Fig. 84, Pag. 141), usando as condições cromatográficas descritas na Tabela 28 (Pag. 140). As 

amostras separadas por CLAE foram, posteriormente, liofili7adas, obtendo-se as saponinas PEC-

A2 e PEC-A3(7) em massas de 12,7 mg e 37,5 mg, respectivamente. A substância PEC-A2 não 

foi analisada por métodos espectroscópicos, em virtude da massa de amostra obtida ser 

insuficiente para a análise 

Tabela 28 - Condições cromatográficas usadas na separação dos compostos PEC-A2 e PEC-

A3(7). 

Coluna 	Semipreparativa - C-8 Waters; Dimensões: 7,8 x 150 mm, 
= 7 gm Detector Dual 2487 : UV - 210 nm ; Loop: 50 p.L 

Tempo 
(min) 

Fluxo 
(mL/min) % H2O % CH3CN CURVA 

- 1,0 60 40 - 

15,0 1,0 30 70 6 

15,1 1,0 30 70 1 

16,0 1,0 60 40 6 

26,0 1,0 60 40 1 
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Figura 84 - Cromatograma de obtenção de PEC-A2 e PEC-A3(7) por CLAE em fase reversa - 

1R.8. 
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ÁGUA MAE 
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14,5 mg 7,5 mg 15,1 mg 
11 

I 	37,5 mg 

SEPIIADEX LH-20 

CLAE , FR-I 

PEC-A3 (7) 
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PEC- 07-10 
81 mg 
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Fluxograma 02 - Rota de isolamento das saponinas triterpênicas PEC-76(3), PEC-6P(4), PEC-

3P(5), PEC- 5P(6), PEC-4P, PEC-A2 e PEC-A3(7) do extrato etanólico da casca 

— PEC. 
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7.7.4. Fracionamento do extrato etanólico do lenho -- PEL 

Lima aliquota de 30g de extrato etanólico do lenho foi submetida à cromatografia em 

uma coluna de gel de silica (500g), eluída com clorofórmio e metanol com crescente gradiente 

de polaridade, sendo, desta forma, obtidas 52 frações de 250 mL. Destas, seis grupos de fiações 

foram reunidas conforme análise por CCD. 

fluente EProporção 

CHC13  : CH3OH 	9,5 : 0,5 

Frações Teste - Saponinas 

01 a 16 Negativo 

CHC13  : CH3OH 9 	: 	1 16 a 28 Positivo 

CHC13  : CH3OH 8 : 2 29 a 35 Positivo 

CHC13  : CH3OH 7 : 3 36 a 43 Positivo 

CHC13  : CH3OH 5 : 5 44 a 51 Positivo 

CH3OH : H2O 9 	: 	1 52 Negativo 

O isolamento das substâncias presentes nas respectivas frações obtidas, conforme descrito 

anteriormente, estão demonstradas no Fluxograma 03 (Pag. 146). 

7.7.4.1. Elaboração da fração PEL (16-28) e obtenção de PEL-F17(1) 

A fração PET  (16-28) mostrou-se como um material de cor marrom, com presença de 

sólido. Fez-se a dissolução da fração em um volume mínimo de metanol e adicionou-se acetona 

à solução metanólica concentrada até ser observada a formação de precipitado de cor branca. 

Em seguida separou-se a água mãe do precipitado com uma pipeta de Pasteur e fez-se, 

posteriormente, várias lavagens do mesmo com acetona, até a obtenção de um material branco 

(75 mg), solúvel em metanol, denominado de PEL-F17(1). Este material quando submetido à 

analise por CCD e à determinação de seu respectivo ponto de fusão na faixa de 221-224 °C, 

mostrou-se como substancia pura. A análise de seus respectivos dados espectroscópicos e de 

seus produtos obtidos a partir de sua hidrólise ácida, permitiu identified-10 como sendo uma 

saponina idêntica à PES-F1(1), isolada do extrato etanólico das sementes. 

7.7.4.2. Elaboração da fração PET.  (29-36) e obtenção de PET ,- F30(3) 

A fração PEL (29-36) foi cromatografada em coluna de gel de silica, eluída com 

clorofórmio : metanol : água (90 : 10 : 0,1). Após comparação por CCD, foram reunidas as 

frações 28 a 30, as quais foram denominadas PEL-29-36 F(28-30). Posteriormente, esta fração 

foi submetida ao mesmo processo descrito, no item 7.7.2.3, obtendo-se um material com aspecto 
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branco amarelado. O precipitado denominado PEL-28-30 ppt foi submetido à separação em um 

cartucho sep-pack C-18 de Marca Supelco (6 mL), de acordo com as especificações a seguir. 

Eluentes Proporção Frações 

H2O 1 01 - 02 

H2O : CH3OH 1 :1 03 - 09 

CH3OH 1 10 - 16 

A partir das frações PET  (28-30)ppt 07 a 12 obteve-se um material sólido branco amorfo 

(34,7 mg), solúvel em metanol e em piridina, que apresentou ponto de fusão na faixa de 251 a 

260 °C. Esta saponina, denominada de PEL-F30, mostrou a mesma estrutura da saponina PES-

37-38(3). 

7.7.4.3. Elaboração da fração PEL (41-51) e obtenção de PEL-LH1(8) e PEL-LH2(7). 

A fiação PEL (41-51) foi submetida ao processo de precipitação de saponinas com a 

adição de acetona de acordo com o item 7.7.2.3, obtendo-se 445 mg de material. Este material 

foi submetido à cromatografia por exclusão molecular em sephadex LH-20, eluída com metanol, 

obtendo-se, desta forma, 30 frações de 10 mL. Após análise por CUD, as frações 11 a 16 (187 

mg) foram reunidas e, posteriormente, submetidas a uma precipitação com acetona, sendo obtidas 

117 mg de material. A análise por CLAE em sistema analítico, permitiu identificar a presença 

de dois componentes majoritários, que foram, em seguida, separados por este método, conforme 

cromatograma 88 (Fig. 85, Pag. 145), usando as condições cromatográficas descritas na Tabela 

29 (Pag. 145). As amostras separadas por CLAE foram, posteriormente, liofilizadas, obtendo-se 

as saponinas denominadas de PEL-LH1(8) e de PEL-LH2(7), em massas de 35,0 mg e 36,7 mg, 

respectivamente. A substância PEL-LH2 revelou a mesma estrutura de PEC-A3(7), através da 

análise dos seus respectivos dados espectroscópicos e de cromatografia por CCD e CLAE. 
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Tabela 29 - Condições cromatográficas usadas na separação dos compostos PEL-LH1(8) e PEL- 

LH2(7). 

Coluna 	Semipreparativa - C-8 Waters; Dimensões: 7,8 x 150 mm, 
(I) = 7 p.m Detector Dual 2487 : UV - 210 nm ; Loop: 50 µL 

Tempo (min) Fluxo (mL/min) % H2O % CH3CN CURVA 

- 1 60 40 - 

15,0 1 40 60 6 

15,1 1 40 60 1 

16 1 60 40 6 

26 1 60 40 1 

a.eo- 
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Figura 85 - Cromatograma de obtenção de PEL-LH1(8) e PEL-LH2(7) por CLAE em fase reversa 

FR-8. 
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Fluxograma 03 - Rota de isolamento das saponinas triterpênicas PEL-(17), PEL-F-30(3), PEL-

LH2(7) e PEL-LH1(8) do estudo do extrato etanólico do lenho — PEL. 
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7.8. Ensaios biológicos 

7.8.1. Atividade larvicida frente às larvas de Aedes aegypti 

O extrato etanólico das sementes — PES e as saponinas PES-F1(1), PEC-76(3), PES-

3V(4), PFL-LH1(8) em diferentes concentrações (500, 100,10 e 5 ppm) e em duplicatas, foram 

dissolvidos em 0,3 mL de dimetil-sulfóxido (DMSO) e a solução resultante foi posteriormente 

completada com água para o volume de 20 mL. Às soluções preparadas foram adicionadas 50 

larvas (estágio 3)89  e após 24 horas, foram contadas as larvas vivas e mortas, e, este resultado foi 

utilizado para a determinação da DL50. Paralelamente aos bioensaios realizados testes em branco, 

utilizando o mesmo volume de DMSO, e o mesmo não apresentou qualquer atividade larvicida. 

Os resultados obtidos foram aplicados ao Programa Probit para o cálculo da DL50, os 

quais encontram-se descritos na Tabela 20 (Pag. 122). 

7.8.2. Atividade bactericida 

Com relação à atividade bactericida foram realizados bioensaios dos extratos etanólicos 

das sementes - PES, bem como, cias saponinas PES-F2(2), PES-3V(4), PEL-LH1(8) e PEC-

A3(7) frente às bactérias Escherichia coil (ATCC 11775), Salmonella choleaesus (ATCC 19430) 

e Staphylococus aureus (ATCC 0675) no Departamento de Bioquímica da Universidade Federal 

do Ceará. 

O teste foi realizado pelo método de difusão em meio Muller (Agar), no qual as 

bactérias foram crescidas em meio caldo LB e posteriormente diluídas com nutriente Agar. O 

extrato PES e as saponinas, acima citadas, foram dissolvidas em uma  solução aquosa de dimetil-

sulfóxico (DMSO) a 10% em diferentes concentrações (10, 20, 30, 40, 50,100, 250, 1000 ppm) 

e aplicadas-em disco de papel. Os discos secos foram colocados sobre placas de Agar e incubadas 

a 37 °C. Depois da estocagem de 48 horas analisou-se das zonas de inibição, cujos resultados 

encontram-se descritas na Tabela 23 (Pag.126). 
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8. CONCLUSÕES 

No presente trabalho foi possível isolar dez substâncias pertencentes ii classe das 

saponinas. Destas, oito foram identificados como glicosídeos do ácido oleanólico e da 

hederagenina, denominados PES-F1(1) ácido 3-O-a-L-ramanopiranosil-(1-->2)-a-L- 
arabinopiranosil oleanóico, PES-F2 (2) 3-O-a-L-ramanopiranosil (1->2)-a-L-arabinopiranosil- 

hederagenina, PEC-76 (3) ácido 3-0-(3-D-glicopiranosil(1-34)-[a-Irramnanopiranosil-(1-->2)]- 
a-L-arabinopiranosil-oleanóico, PEC-6P (4) ácido 3-0-13-D-glicopiranosil (1->3)-a-L- 

ramnanopiranosil-[[3-D-glicopiranosil (1-->4)]- a-L-arabinopiranosil-oleanóico, PES-2V (5) 3- 
O-(3-D-glicopiranosil (1-->3)-a-L-ramnanopiranosil-(1->2)[(3-D-glicopiranosil-(1-÷4)]-a-L- 

arabinopiranosil-hederagenina, PEC-5P (6) ácido 3-0-{[j3-D-glicopiranosil-(1->4)-[3-D- 

glicopiranosil-(1->3) - a- L-ramnanopiranosil-(1-42)]-[j3-D-glicopiranosil-(1-->4)]}-a-L- 

arabinopiranosil-oleanóico, PEC-A3 (7) ácido3-O-{j3-D-glicopiranosil_-(1-->2)-j3-D- 

glicopiranosil-(1-->4)-(3-D-glicopiranosil-(1 -43 )-a-L-ramnanopiranosil-(1->2)-[(3-D- 

glicopiranosil(1-->3)-[3-D-glicopiranosil-( I --AA} -a-L-arabinopiranosil-oleanóico, PEL-L111(8) 

3-0- { [3-D-glicopiranosil-(1--a2 )-(3-D-glicopiranosil-(1-->4)-0-D-glicopiranosil-(1->3)-a-L- 

ramnanopiranosil-(1 -->2)-[j3-D-gl icopiranosil-(1 >3)-j3- D-glicopiranosil-( I -->4)] }-a-L- 

arabinopiranosil-hederagenina. 

O levantamento bibliográfico demonstrou que duas destas saponinas, PES-2V(5) e 

PEL-LH1(8), glicosideos da hederagenina, constituirias de quatro e de sete açúcares, 

respectivamente, são substâncias inéditas. Por outro lado, duas outras saponinas, PEC-SP(6) e 

PEC-A3(7), glicosideos do ácido oleanóico, constituídos de cinco e sete açúcares, 

respectivamente, também são descritas pela primeira vez na literatura. 

Com o isolamento das saponinas descritas anteriormente, pode-se ressaltar a 
relevância da cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa, técnica de alta 

reprodutibilidade, no isolamento de saponinas estruturalmente complexas, ou seja, com unidades 
osídicas constituídas de quatro e sete açúcares, sem a necessidade de derivatização e degradação 
dos extratos, assim como, na determinação dos teores das mestrias, na mistura de saponinas 

presentes no extrato etanólico das sementes de Pentaclethra macralaba - PES, a qual revelou a 
presença majoritária das saponinas denominadas PEC-76(3), PES-F1(1) e PES-F2(2) com teores 

correspondentes a 30,0, 23,0 e 18,5 %, respectivamente. 

No processo de busca de substâncias com possível(is) atividade(s) biológica(s), os 

testes para a avaliação da atividade larvicida sobre Aedes aegypti, utilizando as saponinas PEC-

6P(4) e PEL-LH1(8), constituídas, respectivamente, de quatro e sete açúcares em suas unidades 

osídicas, sugerem uma possível correlação entre estrutura e atividade entre estes glicosídeos, ou 
seja, a diminuição no número de açúcares osídicas na estrutura, leva ao incremento da atividade 

larvicida sobre Aedes aegypti, o que pode ser evidenciado pela menor DL50  observada para a 
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saponina PEC-6P(4) em relação à DL50  observada para a saponina PEL-LH1(8). 

Os estudos confirmaram a presença de metabólitos secundários, ou seja, de saponinas 

no táxon Pentaclethra. No entanto, somente nesse trabalho conseguiu-se elucidar as estruturas 

das mesmas, uma vez que trabalhos anteriores' descrevem a caracterização dos seus produtos 

de hidrólise, ou seja, das geninas - ácido oleanólico e hederagenina e dos acúcares — glicose, 

arabinose e ramnose; além de desenvolver e validar um método de quantificação de uma mistura 

de saponinas presentes no extrato etanólico das sementes de Pentaclethra macrolaba — PES. 
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9. CONSTANTES FÍSICAS E DADOS ESPECTROMÉTRICOS 

9.1. PES — F1(1) 

F. M. : Cd1H66O,1  

P. M.: 734 Da 

Ponto de fusão : 221— 224°C 

Aspecto : sólido branco amorfo 

Solubilidade : Piridina 

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, C5D5N); RMN 13C (125 MHz, C5D5N) : ver 

Tabelas 01 e 02, Pag. 31 e 32, respectivamente. 

9.2. PES — F2(2) 

F. M : C41H66O12  

P. M.: 750 Da 

Ponto de fusão.: 225 — 257°C 

Aspecto : sólido branco amorfo 

Solubilidade : Piridina 

Espectroscopia na região do IV (KBr, cm-'): ver figura 13, Pag. 34 

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, C5D5N); de RMN 13C (125 MHz, C5D5N) : ver 

Tabelas 04 e 05 nas páginas 40 e 41, respectivamente. 
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9.3. PEC — 76(3) 

F. M.: C47H36O16  

P. M.: 896 Da   

Ponto de fusão.: 251— 260°C 

Aspecto : sólido branco amorfo 

Solubilidade : Piridina 

Espectroscopia na região do IV (KBr, cm-'): ver Figura 21, pág. 43. 

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, C5D5N); de RMN 13C (125 MHz, C5D5N): Ver 

Tabe. 6 e 7 nas Pag. 52 e 53, respectivamente. 

9.4. PEC — 6P(4) 

F. M. : C531186021 

P. M.: 1059 Da 

Ponto de fusão: 244 — 248°C 

Aspecto : sólido branco amorfo 

Solubilidade : Piridina 

Rotação ótica: [a]25D  = + 2,4 

}p 

 

Espectroscopia na região do IV (KBr, cm''); de RMN 'H (500 MHz, C5D5N) e de RMN 

i3C (125 MHz, C5D5N) : Tab. 8 e 9 nas Pag.65 e 66. 
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9.5. PES — 2V(5) 

F. M. : C53H8O22 

P M.: 1075 Da 

Ponto de fusão: 251— 268°C 

Aspecto : sólido branco amorfo 

Solubilidade : Piridina 

Rotação ótica: [a]25D = - 3,0 [0,5 - McOH] 

Espectroscopia na região do IV (KBr, cm-'); de RMN (500 MHz, C5D5N) e de RMN 

13C (125 MHz, C5D5N) : Tabelas 10 e 11, nas Pag. 76 e 77, respectivamente. 

9.6. PEC — 5P(6) 

F. M. : C59H96026 

P. M.: 1220 Da 

Ponto de fusão: 

Aspecto : sólido branco amorfo 

Solubilidade : Piridina 

Rotação ótica: [a]25D= - 0,004 [MeOH] 

Espectroscopia na região do IV (KI3r, cm''); de RMN 'H (500 MHz, C5D5N) e de RMN 

13C (125 MHz, C5D5N) : Tabelas 12 e 13, nas Pag. 89 e 90, respectivamente. 



F. M. : CA16036 

P. M.: 1545 Da 

Ponto de fusão: 251— 270° C 

Aspecto : sólido branco amorfo 	m ° 
k 	

~ 

Solubilidade : Piridina 

9.8. PEL — LH1(8) 

F. M.: C7111116037 

P. M.: 1561 Da 

Ponto de fusão: 255 — 270° C 

Aspecto : sólido branco amorfo 

Solubilidade : Piridina 

Rotação ótica: [arD = - 0,4 [0,5 - McOH] 
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9.7. PEC — A3(7) 

Rotação ótica: [a]2-5D = - 0,06 [2,5 - McOH] 

Espectroscopia na região do IV (KBr, cm-'); de RIviN 1H (500 MHz, C5D5N) e de 

RMN 13C (125 MHz, C5D5N) : Tabelas 15 e 16 nas Páginas 103 e 104, respectivamente. 

Espectroscopia na região do IV (KBr, cm-'); de RMN'H (500 MHz, C5D5N) e de 

RMN 13C (125 MHz, C5D5N) : Tabelas 18 e 19 nas Páginas 118 e 119, respectivamente. 
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Figura 05 - Espectro de RMN 13C — HBBD (C5D5N, 125 MHz) de PES—F1 (1) 
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Figura 07 - Espectro de RMN 'H (C5D5N, 500 MHz) de PES—F1 (1) 
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Figura 08 - Espectro bidimensional de correlaçao heteronuclear x 130 à uma ligaçao -11MQC (CSDSN, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F1(1) trl 
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Figura 09 - Espectro bidimensional de correlação homonuclear 'H x'11 - COSY (500 MI lz x 500 MHz, C5D5N ) de PES—F1(I) 
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Figura 13 - Espectro na região de infravermelho — IV (KBr) de PES—F2 (2) 
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Figura  16 -  Espectro  de  RMN
'3C — 1-IBBD (  C5D5N,  125  MHz)  de  PITS-  F2 (2)  
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Figura 2 - Espectro de massa por ionização química por cle1rospray ESI-MS de PEC-6P(4). 
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Figura 33 - Espectro (expansão) de RMN'H (500 MHz,, C5D5N) de PEC-6P(4). 
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Figura 34 - Espectro de R1VLN '3C HBI3D (125 MHz, C5D5N) de PEC-6P(4).  



tIwkits4MAWI 144.10 forisioilowilkolobte.,444401404, 

N 	f~1 	 1 
F. 3. 

~ ~' V 	 tG 
s1~ 	~ ~ ~sre~i$~~~~~:s~$~aa~~~~~ _ 1l~~s~~x~~~1sa`~ §~~ 
N1~ 	~ 1sá83tá 	-1; 	 !Zi' 	P 	8 8 8 	^ ~; 

ti i 	~
;~ I ~~  

r 	~ 	ti 	i 	r — r .... .- - ¡ —. -r . 	I 

160 	 140 	 120 	 100 	 00 	 60 	 40 	 20 

a v 

ppm 
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Figura 38 - Espectro bidimensional (expansão) de correlação heteronuclear 'H x 13C a mais de uma ligação - IIMI3C (CSDSN, 500 MHz x 125 
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Espectros de PES -2V (5) 
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Espectros de PEC-5P (6) 
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Figura 52 - Espectro de RMN 'H (C5D5N, 500 MHz) de PEC-5P (6). 
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Espectros de PEC-A3 (7) 
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Figura 64 - Espectro de RMN 'H (C5D5N - 500 MHz) de PEC-A3(7). 



2
0\ 

1 

\ 
	

l 

! 
	o 	174a 

	

— 	i

~
~~
%`
..

-
. ., _

_ 

 _. _ .. 
• 
r 

S.~ 	 r S 

	,''.___  

0 

)

14 

tih 

3 0 

A eU N n

iT 	

n

~ 1 

~ ~N ~ a~~~~~~~~~$~~~3~~m~~?~~v  
~~~~_~~~~~~~~ N

` ~̀``~)~J 
~~11Ì1~~~~~~~

~ 	

;

(
~~ 

Figura 64 - Espectro (expansao) de RMN 'H (C5D5N - 500 MHz) de PEC-A3(7). 
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Figura 68 - Espectro (expansão) bidimensional de correlação heteronuclear 'H x 13C a mais de uma ligação - HMBC (C5D5N, 500 MHz x 125 MHz) 
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Espectros de PEL-1,111 (8) 
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Figura 70 - Espectro de massa por ionizacAo química por eletrospray ESI de PEL-LH1(8). 
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Figura 72 - Espectro de RMN'3C - HBBD (C5D5N — 125 MHz ) de PEL-LH1(8). 

■ 
—.11■111..I 



Figura 74 - a) Espectro de RMN 'II (expansão) (C5D5N — 500 MHz) de PEL-LH1(8). 
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