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RESUMO

O presente trabalho descreve a identificagdo de constituintes volateis das folhas e
flores e o0 isolamento de constituintes fixos das cascas e lenho do caule e lenho da
raiz de Geoffroea spinosa Jacq. Esta espécie, que ocorre nas margens de rios do
Nordeste brasileiro, produz frutos que séo utilizados como alimento, e suas folhas,
na forma de cha, combatem diarréia e disturbios menstruais. Apesar desta espécie
ser de consideravel importancia para o povo nordestino, nenhum relato na
literatura sobre seu estudo fitoquimico foi até agora publicado. Os acidos laurico
(66,54%), caprico (15,39%) e miristico (13,11%), foram o0s constituintes
majoritarios no 6leo essencial das suas flores, enquanto nas folhas o &cido
palmitico (24,93%), e os diterpenos geranil linalol (14,97%) e fitol (17,86%) foram
predominantes. A avaliagcao da atividade biolégica do 6leo essencial das flores de
G. spinosa demonstrou uma significativa atividade nematicida contra Meloidogyne
incognita, mas ao contrario, o material volatil de suas folhas foi inativo contra esse
mesmo nematodide. Dos extratos etandlicos das cascas do caule e do lenho do
caule foram isolados o triterpeno lupeol e o dissacarideo sacarose,
respectivamente. O estudo do extrato etandlico do lenho da raiz resultou no
isolamento da mistura dos esterdides [-sitosterol e estigmasterol e dos seus
respectivos glicosideos, além de um triterpeno de esqueleto oleanano, o acido 3-
B-acetoxiolean-12-en-28-6ico, e uma lactona macrociclica denominada 3-hidroxi-
1,5-dioxaciclohentriacontan-6-ona inédita na literatura. A determinagao estrutural
dos metabolitos isolados foi realizada através da utilizacdo de técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1 e Carbono-13 (RMN 'H e '3C uni
e bidimensionais). Os Oleos essenciais foram analisados por CGL/MS e a
identificacdo dos constituintes foi inicialmente realizada, utilizando uma biblioteca
de pesquisa com indice de retencao como rotina de pré-selecao, seguida por

confirmacéo visual de padrées publicados na literatura.
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ABSTRACT

This work describes the identification of volatile constituents from leaves and
flowers of Geoffroea spinosa Jacq. and the isolation of non-volatile constituents of
its stem bark, stem wood, and root wood. This specie occurs on the riversides in
Northeast Brazil and produces fruits which can be used as food. lts flowers are
usually used in the form of tea to heal diarrhea and menstrual disorders. In spite of
G. spinosa to be very important to the Northeastern people, as far as we know, any
paper about its phytochemistry study was up to now published. The Lauric
(66,54%), capric (15,39%) and miristic (13,11%) acids were the major compounds
in the essential oils of its flowers, while its leaves presented palmitic acid (24,93%)
and the diterpenes geranil linanool (14,97%) and phytol (17,86%) in higher
concentration. The evaluation of the biological activity from the flowers of G.
spinosa presented a significant nematicidal activity against the Meloidogyne
incognita , but in the opposite, the volatile material of its leaves was inactive
against the same nematode. The chromatographic analyses of the ethanolic
extracts of the stem bark and stem wood allowed the isolation of lupeol and
sucrose, respectively and the study of ethanolic extract of the root bark resulted the
isolation of a mixture of B-sitosterol, stigmasterol and their glycosides in addition of
the oleanan triterpene, the 3-B-acetoxiolean-12-en-28-oic acid, and a lactone
called 3-hydroxy-1,5-dioxaciclohentriacontan-6-one. The last one never had been
describe in the literature. The structural determination of the isolated metabolites,
was performed by using Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen-1 and Carbon-
13 (*C and 'H NMR - uni and two-dimensional). The oils were analyzed by
GCL/MS and the identification of the components was initially done by using a MS
library search with retention indices as a pre-selection routine followed by visual
confirmation to reported standard MS data obtained from literature.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Geoffroea spp, também chamado de Geoffraea, € um taxon genérico
pertencente a familia Leguminosae, composto por apenas cinco espécies pouco

exploradas do ponto de vista fitoquimico.

Uma das espécies estudadas €& Geoffroea decorticans, encontrada na
Argentina, Paraguai, Peru, Bolivia, Chile e Uruguai. Estudos realizados mostram
que suas sementes podem ser utilizadas como fonte natural de acidos graxos
insaturados essenciais principalmente &acido oléico e linoléico, pois sua
composicao quimica € similar aos Oleos de girassol e amendoim [MAESTRI,
2001]. O estudo fitoquimico das flores de G. decorticans resultou no isolamento de

varios compostos, principalmente flavonoides [SILVA, 2004].

A espécie Geoffroea spinosa Jacq. (Leguminosae), conhecida
popularmente como “umari’, “mari” ou “marizeira” € comum nas varzeas e
margens de rios dos estados do nordeste brasileiro. O nome umari vem de y-mory,
que na lingua indigena quer dizer arvore que verte agua, alusivo ao fenémeno
desta planta de verter tanta agua pelos brotos, no principio da estacao pluvial, que
chega a molhar a terra [PIO CORREA, 1984].

G. spinosa é uma arvore grande, frondosa, que possui pequenos espinhos
no caule e ramos. Possui frutos com uma espécie de améndoa que, apesar de
serem um pouco amargos, sao utilizados na alimentagdo de muitos nordestinos,
depois de cozidos ou em forma de mingaus, principalmente nos periodos de secas
[BRAGA, 1976]. As folhas dessa planta séo utilizadas como forragem para o gado
e o cha é utilizado como emenagogo e antidiarréico [MATOS, 1997]. Dos frutos se
retira uma massa (mesocarpo) usada como peitoral e vermifuga. A atividade
antimicrobiana do extrato etandlico dos seus galhos e folhas também foi
confirmado [SALVAT, 2004].
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Este trabalho teve como objetivo o isolamento e caracterizacao de
metabdlitos secundarios ndo volateis e a identificagdo dos compostos volateis
presentes nas folhas e flores da espécie Geoffroea spinosa Jacq., bem como a

realizagao de testes de atividade nematicida dos 6leos essenciais.
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Leguminosae (Fabaceae) € a terceira maior familia das Angiospermas, com
mais de 18.000 espécies distribuidas em aproximadamente 650 géneros de ampla
distribuicdo geografica. [DOYLE, 1997]

As espécies dessa familia se apresentam como arvores e arbustos de
folhas simples ou compostas, pinadas ou bipinadas e estipuladas, inflorescéncias
paniculadas, racemosas ou espigas, e flores irregulares, normalmente com 5
sépalas e 5 pétalas unidas na base, com 10 estames, livres ou unidos basalmente.
Uma caracteristica tipica dessa familia € apresentar o fruto do tipo legume,
também conhecido como vagem. Quase todas as espécies da familia apresentam
uma caracteristica ecologica de extrema importancia, que se caracteriza pela
simbiose de suas raizes com bactérias do género Rhizobium e semelhantes, que
fixam o nitrogénio da atmosfera, [DOYLE, 1998].

Leguminosae € subdividida em 3 subfamilias distintas: Faboideae (ou
Papilionoideae), Caesalpinioideae (ou Caesalpiniaceae) e Mimosoideae (ou
Mimosaceae), cuja variacdo nos nomes se deve a coexisténcia atual de mais de

um sistema de classificacdo [FARIA, 2003].

Faboideae (ou Papilionoideae) - E constituida por 430 géneros e
aproximadamente 12.600 espécies de ampla distribuicdo pelo mundo. E
considerada a subfamilia mais evoluida dentre as leguminosas, e também a de
maior importancia econémica. Dentre alguns exemplos mais representativos da

familia, podemos citar:

e soja (Glycine max)
e ervilha (Pisum sativum)
o feijdo (Phaseolus vulgaris)

e alfafa (Medicago sativa)
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23



2. CONSIDERACOES BOTANICAS

Caesalpinioideae (Caesalpiniaceae) E constituida por 152 géneros e

aproximadamente 2.700 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais.
Dentre as espécies mais conhecidas no Brasil podemos citar:

e Tamarindo (Tamarindus indica)

» Pau-ferro (Caesalpinia ferrea)

o Pau-brasil (Caesalpinia echinata)

» Sibipiruna (Caesalpinia peltophoroides)

Mimosoideae (Mimosaceae) - E constituida por 60 géneros e aproximadamente

2.500 espécies de ampla distribuicdo geografica. Alguns exemplos mais

representativos da familia incluem:

o Faveiro (Albizia lebbeck)

» Angico-rajado (Pithecellobium incuriale)
» Bracatinga (Mimosa scabrella)

e Dormideira (Mimosa pudica)

e Inga-do-brejo (Inga uruguensis)

O taxon Geoffroea spp, também chamado de Geoffraea, pertencente a
subfamilia Papilionoideae e ocorre em toda a América do Sul. E um taxon
relativamente pequeno e constituido de apenas cinco espécies: G. estriata, G.
inermis, G. superba, G. decorticans e G. spinosa. [KILLEEN, 1993]

Geoffroea spinosa Jacq. (Figura 01, p. 23) é descrita por Pio Corréa como
uma arvore grande, frondosa, com caule e ramos cheios de pequenos espinhos;
folhas alternas, imparipinadas, com 5 a 9 foliolos oblongos (Figura 02, p. 24);
flores amarelas, cheirosas, em cachos axilares; fruto ovoide, verde amarelado,
com mesocarpo carnoso e sementes fusiformes — naviculares [PIO CORREA,
1984].
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ELTON Luz LOPES

FOTO

Figura 01: Arvore de G. spinosa em habitat natural.
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Figura 02: Foto das folhas com detalhe para inflorescéncia de G. spinosa.
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3.1 Constituintes Quimicos do taxon Geoffroea

Levantamento bibliografico realizado na base de dados Scifinder Scholar
sobre as espécies do taxon Geoffroea revelou nao existir na literatura nenhum
relato de estudo quimico da espécie Geoffroea spinosa Jacq. Apenas as espécies
G. estriata e G. decorticans apresentaram trabalhos relacionados a sua

composi¢ao quimica.

A espécie G. decorticans apresentou principalmente flavondides. Foram
isolados 29, apresentando como esqueletos basicos: flavonas, flavondis,
flavanonas, di-hidroflavonéis e isoflavanonas (Figura 03). Dessa espécie também

foram identificados alguns esterdides, acidos graxos e alcoois, além de um

alcaléide (Tabela 01, p. 27).
‘i”j/‘oo
0

Flavanona

(L, OO

(o] (o]
Di-hidroflavonol Isoflavanona

Figura 03: Esqueletos basicos de flavonodides.
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Os flavonoides representam um dos mais importantes grupos de produtos
naturais fendlicos, sdo pigmentos vegetais de ampla distribuicdo na natureza. A
biossintese desses compostos segue duas rotas separadas: a rota do acido
chiquimico, que gera a fenilalanina, o precursor do acido cinamico, responsavel
pelo anel B e a ponte de trés carbonos; e a rota do acetato, via acido maldnico
que leva a formacdo do anel A [SIMOES, 1999]. S&o relatadas atividades como:
analgésico [THIRUGNANASAMBANTHAN et al, 1990], sedativo [MARDER &
PALADINI, 2002], anti-inflamaté6rio [PATHAK et al., 1991]. , além de antioxidante,
para esses compostos. A atividade antioxidante dos flavondides esta relacionada
a habilidade de reduzir a formacao de radicais livres. Os flavonéides também sao
considerados drogas promissoras no tratamento da doenca de Alzheimer [KIM et
al., 2002].

Estudos realizados com os frutos de G. estriata levaram a separacao e
identificacdo de carotenoides (Tabela 01). Os carotendides pertencem a uma
classe de pigmentos naturais muito encontrados em vegetais e frutos, séo
responsaveis pela cor amarela-avermelhada de muitos alimentos, por isso séo
utilizados como aditivo alimentar. Também estdo relacionados a fungdes
fisiologicas importantes, uma das mais conhecidas € como precursor da vitamina
A [ROSSO, 2007]. Estudos tém demonstrado que ha uma estreita relagcao entre a
ingestao de vegetais e frutos contendo carotendides e a prevencao de doencas
crénicas como cancer, inflamagcao, doencas cardiovasculares, catarata, entre
outras [KRINSKY, 2003; COYNE, 2005; VAN DEN BERG, 2000; FRASER, 2005;
STAHL, 2005].
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Tabela 01: Constituintes Quimicos do género Geoffroea.

3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

COMPOSTO

ESPECIE

REFERENCIA

Rhamnetina (01)

Quercetina (02)

Artemetina (03)

Morina (04)

Isorhamnetina (05)

Naringenina (06)
8-Hidroxiquercetina (07)
Patuletina (08)

Robigenina (09)

Tricina (10)

Diosmetina (11)

Versulina (12)

Miricetina (13)

Penduletina (14)
3',4',5,7-tetrametil eter Quercetina (15)
Hexametilquercetagetina (16)
3,3',4'-Trihidroxiflavona (17)
Jaceidina (18)
5,7-Dihidroxi-2'-metoxiflavona (19)
Zapotina (20)

Baicalina (21)

Jaceina (22)
5,7-dihidroxi-4’-metilflavona (23)
Apigenina (24)

Vincetoxicosideo A (25)
Vincetoxicosideo B (26)
(3R)-5,7,2',3'-Tetrahidroxi-4'-metoxi-5'-
prenilisoflavanona (27)
(3R)-7,2',3'-Trihidroxi-4'-metoxi-5'-
prenilisoflavanona (28)
(35)-3,7,2',3'-Tetrahidroxi-4'-metoxi-5'-
prenilisoflavanona (29)

Sacarose (30)

B-Caroteno (31)
13-cis-B-Caroteno (32)
9-cis-B-Caroteno (33)
5,8-epoxi-5,8-dihidro-B-Caroteno (34)
15-cis-B-Caroteno (35)
a-Caroten-3-ol (36)

Fitoflueno (37)

Fitoeno (38)
5,6-epoxi-B-Caroten-3-ol (39)
B-Caroten-3-ol (40)

Luteina (41)

ONEOREO I O N0 00RO 0RO ROROROROROJORORORORORORORORORORORORORORO)

. decorticans
. decorticans

decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans
decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans
. decorticans

. estriata
. estriata
. estriata
estriata
estriata
estriata
estriata
estriata
. estriata
. estriata
. estriata

ONONONONORONONONORORO)

[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]
[SILVA, 1999, 2004]

[VILA, 1998]
[VILA, 1998]

[VILA, 1998]

[BECKER, 1983]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
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B-Caroten-33’-diol (42)
a -Caroteno (43)
Eicosan-1-ol (44)
Pentacosan-1-ol (45)
Dotriacontan-2-ol (46)
Acido miristico 14:0 (47)
Acido palmitico16:0 (48)
Acido estearico18:0 (49)

Acido oléico 18:1 (50)

Acido linoleico 18:2 (51)
Acido linolénico 18:3 (52)
Acido araquidico 20:0 (53)
Acido gondéico 20:1 (54)
Acido behénico 22:0 (55)
Acido lignocérico 24:0 (56)
Colesterol (57)
Campesterol (58)
Estigmasterol (59)
B-sitosterol (60)

A-5 Avenasterol (61)

Estigmast-5,7,22-trien-3-ol (62)

A-7 Avenasterol (63)

Lupeol (64)
Lupenona (65)
Baicalina (66)

O O O OO0

®

OONHL OH O O O O O OH H O O O O O©

G. estriata
G. estriata

. decorticans
. decorticans
. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans

. decorticans
. decorticans
. decorticans

[ROSSO, 2007]
[ROSSO, 2007]
[SILVA, 2004]
[SILVA, 2004]
[SILVA, 2004]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2001,2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2001,2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2001,2002]
[BECKER, 1983;
LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2001,2002]
[MAESTRI,
2001,2002]
[BECKER, 1983;
MAESTRI, 2001,2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2001,2002]
[MAESTRI,
2001,2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2001,2002]
[MAESTRI,
2001,2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2002]
[LAMARQUE, 2000;
MAESTRI, 2002]
[VILA, 1998]
[VILA, 1998]
[SILVA, 2004]
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4. ESTUDO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DE Geoffroea spinosa Jacq.

4.1 Estudo dos Compostos Volateis das Folhas e Flores de G. spinosa

Apesar de pesquisa realizada em banco de dados da literatura, ndo apresentar
relatos de estudo de compostos volateis de nenhuma espécie de Geoffroea, realizou-se
um estudo dos constituintes quimicos volateis extraidos das folhas e das flores de G.
spinosa, coletadas no distrito de Canafistula, Apuiarés-Ceara.

O material vegetal foi submetido a extracdo através do processo de
hidrodestilagédo, utilizando um doseador do tipo Cleavenger modificado por Gottlieb
[GOTTLIEB, 1960]. A analise dos 6leos foi realizada em equipamento de Cromatografia
Gas-Liquido acoplado a um Espectrémetro de Massa (CGL/EM) (Figuras 04 e 05 p. 39).
A caracterizagao estrutural dos constituintes volateis foi realizada através da
determinacdo dos indices de Kovats simulados, pesquisa na espectroteca e
comparagdo com dados da literatura [ADAMS, 2001; SCIFINDER, 2008]. A
determinacgao dos indices de Kovats foi realizada através de regressao linear do grafico
construido com os tempos de retengao e indices de Kovats tabelados para alguns dos

picos observados nos cromatogramas.

A quantificagdo dos constituintes quimicos volateis de G. spinosa foi realizada
em equipamento de Cromatografia Gas- Liquido Acoplado a Detector por lonizagdo em
Chama (CGL /DIC) (Figuras 06 e 07 p. 40).

Verifica-se uma variagao significativa nos rendimentos calculados a partir do
material fresco. O 6leo essencial das folhas e flores de G. spinosa apresentaram um

rendimento de 0,0016 % e 0,11%, respectivamente.

O 6leo das folhas (OEGS-FOLHAS), apresentou 25 picos (figura 04, p. 39), dos
quais 24 constituintes quimicos foram identificados. Os constituintes majoritarios de
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OEGS-FOLHAS foram caracterizados como o acido palmitico (23) (24,93%) e dois
diterpenos oxigenados, geranil linalol (25) (14,97%) e fitol (26) (17,86%).

Foram identificados 06 constituintes de um total de 10, do 6leo das flores
(OEGS-FLORES), figura 05 (p. 39). A constituicdo quimica do 6leo das flores é
basicamente de acidos graxos, com exce¢ao da cetona alifatica tridecan-2-ona (8). Os
constituintes majoritarios sdo os acidos laurico (15) (66,54%), caprico (3) (15,39%) e
miristico (20) (13,11%).

A composicao quimica dos 6leos essenciais encontra-se descrita na tabela 02 (p.

38) e seus respectivos espectros de massa nas figuras 08-36 (p. 44-53).
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Tabela 02: Composicdo Quimica do Oleo Essencial das Folhas e Flores de

Geoffroea spinosa Jacq.

CONSTITUINTES LK. OEGS-FOLHAS(%) OEGS-FLORES (%)
1 Angelato de hexenila (67) 1291 413 -
2 Tiglato de hexila (68) 1299 0,51 -
3 Acido caprico 10:0 (69) 1303 - 15,39
4 beta-(E)-Damascenona (70) 1368 1,36 -
5 trans-Cariofileno (71) 1419 0,92 -
6 alfa-(E)-lonona (72) 1422 0,89 -
7 Neril acetona (73) 1451 1,58 -
8 Tridecan-2-ona (74) 1481 - 1,62
9 beta-(E)-lonona (75) 1493 3,39 -
10 alfa-(E,E)-Farneseno (76) 1521 0,95 -
11 Nerolidol (77) 1584 1,47 -
12 3(2)-Benzoato de hexenila (78) 1590 3,44 -
13 alfa-Damascona (79) 1603 8,82 -
14 Oxido de Cariofileno (80) 1610 0,43 -
15 Acido laurico 12:0 (81) 1616 - 66,54
16 beta-Gurjuneno (82) 1674 1,69 -
17 Butirofenona (83) 1687 1,20 -
18 Acido tridecandico (84) 1727 - 0,36
19 6,10,14 trimetil-2-Pentadecanona (85) 1845 2,39 -
20 Acido miristico 14:0 (47) 1861 - 13,11
21 Farnesil acetona (86) 1878 0,68 -
22 Isofitol (87) 1890 3,87 -
23 Acido palmitico 16:0 (48) 1897 24,93 1,07
24 Palmitato de etila (88) 1906 0,47 -
25 Geranil linalol (89) 1919 14,97 -
26 Fitol (90) 1943 17,86 -
27 1,1-diprop-2-enoxi hexadecano (91) 1950 0,61 -
28 n-Tricosano (92) 1988 0,83 -
29 n-Hexatriacontano (93) 2198 0.03 -

TOTAL IDENTIFICADO

97,39
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4.2. Avaliacao da Atividade Nematicida dos 6leos Essenciais das Folhas e
Flores de G. spinosa

Os nematdides sao organismos alongados e afilados em ambas as
extremidades, apresentando um dos grupos de animais mais numerosos da terra.
Estima-se que existam cerca de 500.000 espécies de nematdides podendo ser
encontrados desde regides extremamente frias até no deserto [GONCALVES, 2003;
LORDELLO, 1992].

Tais organismos podem ser classificados em trés grupos: parasitas de animais;
de vida livre habitando tanto o solo como aguas doces e salgadas; e parasitas de
plantas, conhecidos como fitonematodides [TSAIl, et al, 1991]. Os fitonematdides,
especialmente do género Meloidogyne estdo associados a varias doencas nas plantas
causando enormes perdas na agricultura [LORDELLO, 1992]. Segundo Vieira, 1983, M.
incognita € um dos patégenos mais importantes para a cultura do feijoeiro. As plantas
de feijoeiro infectadas por esse nematdide podem ter sua produgao reduzida de 50% a
90% [MULLIN et al., 1991]

O controle de fitonematdides é uma tarefa dificil, o método convencional de
combate é o controle quimico, onde sdo empregadas substancias que apresentam
toxicidade aos mamiferos e estdo associadas a fitotoxicidade e a efeitos residuais,
apresentando um custo elevado, tanto do ponto de vista econdmico quanto de poluicdo
do meio ambiente [ROMERO, 2005].

A utilizacdo de agentes de controle biologico no combate a essa praga tem sido
estudada e existem relatos na literatura da acdo de fungos e bactérias no combate a
nematoides [NAVES, 2004; ALI, 2002], além da utilizacdo de extratos e substancias
isoladas de plantas que apresentam atividade nematicida. Tem sido investigada
também a agao nematicida de 6leos essenciais e de seus constituintes [BEZERRA,
2006].
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Os testes de atividade nematicida foram realizados in vitro com juvenis no
segundo estagio do fitonematdide Meloidogyne incdgnita. Foram preparadas solucoes
do Oleo essencial em agua destilada contendo 2% de DMSO (dimetilsulf6xido), nas
concentracées de 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm e 100 ppm. Os juvenis foram
colocados em contato com as solugdes por 24 horas. Todos 0s ensaios foram

realizados em triplicata e tiveram as médias calculadas.

A Tabela 03 mostra os resultados dos testes de atividade nematicida dos 6leos
essenciais das folhas (OEGS-FOLHAS) e das flores (OEGS-FLORES) de Geoffroea

spinosa Jacq.

Tabela 03: Atividade Nematicida dos Oleos Eessenciais das Folhas (OEGS-
FOLHAS) e Flores (OEGS-FLORES) de Geoffroea spinosa Jacq.

. OEGS-FOLHAS OEGS-FLORES
CONCENTRACAO (ppm)
(% mortalidade )

1000 0 100

500 - 100

250 - 100
100 - 18
DMSO 2% 0 0

O o6leo essencial das flores de G. spinosa apresentou uma promissora atividade
nematicida, provocando a mortalidade de 100% dos nematdides com uma
concentracao de 250 ppm, enquanto o éleo das folhas ndo apresentou nenhuma
atividade. Ha uma grande diferenca na constituicao quimica dos dois 6leos, enquanto o
6leo das flores é composto basicamente por acidos graxos, o 6leo das folhas apresenta
maior diversidade de classes de compostos, embora o constituinte majoritario de ambos

seja pertencente a mesma classe quimica (acidos graxos).

A cetona alifatica tridecan-2-ona (08) é conhecida por sua potente atividade

nematicida contra Meloidogyne incdgnita. Contudo, ndo podemos atribuir a atividade de
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OEGS-FLORES apenas a presenca de tal composto pois, de acordo com a analise
realizada, este apresenta-se como um constituinte minoritédrio no éleo essencial das
flores. E necessario, portanto, a realizacdo de testes nematicidas com os constituintes
majoritarios desse Oleo isoladamente, para tentar identificar o(s) composto(s)
responsavel(is) pela atividade.

O o6leo essencial das flores de G. spinosa exibem resultados de atividade
nematicida superiores aos observados para os 6leos essenciais de Pectis oligocephala
(OE-PO) e Pectis apodocephala (OE-PA), cujos 6leos sdo compostos majoritariamente
por monoterpenos e considerados potenciais agentes nematicidas [ALBUQUERQUE,
2007], e de duas variedades de Pilocarpus microphyllus: Linha V (OE-PM 1) e Xingu
(OE-PM 1I), caracterizados por apresentarem elevados niveis de cetonas alifaticas,
principalmente tridecan-2-ona (08), em sua composicao [ANDRADE-NETO, 2006]. O
6leo das flores de G. spinosa apresenta atividade nematicida similar a atividade exibida
pelo éleo essencial de Tipi (Petiveria alliaceae) (OE-TP) [BEZERRA, 2006] (Tabela 04).

Tabela 04: Dados de Atividade Nematicida dos Oleos Essenciais de G. spinosa,
Petiveria alliaceae, Pilocarpus microphyllus: Linha V e Xingu, P.
oligocephala, e P. apodocephala.

OEGS-
CONC. (ppm) | FLORES OE-TP OE-PMI OE-PMII OE-PO OE-PA

(% mortalidade )

1000 100 100 79 87 96 90
500 100 100 nt nt nt nt
250 100 100 nt nt nt nt
100 18 98 nt nt nt nt

nt = ndo testado.
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Figura 10: Espectro de massa do Acido caprico (m/z 162)
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Figura 11: Espectro de massa do beta-(E)-Damascenona (m/z 190)
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Figura 12: Espectro de massa do trans-Cariofileno (m/z 204)
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Figura 13: Espectro de massa da alfa-(E)-lonona (m/z 192)
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Figura 14: Espectro de massa da Neril acetona (m/z 194)
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Figura 15: Espectro de massa da Tridecan-2-ona (m/z 198)
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Figura 16: Espectro de massa da beta-(E)-lonona (m/z 192)
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Figura 17: Espectro de massa do alfa-(E,E)-Farneseno (m/z 204)
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Figura 18: Espectro de massa do Nerolidol (m/z 222)
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Figura 19: Espectro de massa do 3(2)-Benzoato de hexenila (m/z 204)
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Figura 20: Espectro de massa da alfa-Damascona (m/z 192)
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Figura 21: Espectro de massa do Oxido de Cariofileno (m/z 220)
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Figura 22: Espectro de massa do Acido Laurico (m/z 200)

Elton Luz Lopes — Estudo Fitoquimico de Geoffroea spinosa Jacq.

50



4. ESTUDO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DE Geoffroea spinosa Jacq.

T00 =
(82)
204
43 }
105
8 121 134 189
4
| 30 i Ij”, I 16 1212 227 281 264 280 320 346 360 375385 400409 426 442
! L X L L X ] * L i e ¥ & L3 | % % x * L ¥ % * b * W L ¥
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 23: Espectro de massa do beta-Gurjuneno (m/z 204)
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Figura 24: Espectro de massa da Butirofenona (m/z 148)
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Figura 25: Espectro de massa do Acido tridecanéico (m/z 214)
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Figura 26: Espectro de massa da 6,10,14 trimetil-2-Pentadecanona (m/z 268)
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Figura 27: Espectro de massa do Acido miristico (m/z 228)
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Figura 28: Espectro de massa do Farnesil acetona (m/z 262)
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Figura 29: Espectro de massa do Isofitol (m/z 296)
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Figura 30: Espectro de massa do Acido palmitico (m/z 256)
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Figura 31: Espectro de massa do Palmitato de etila (m/z 284)
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Figura 32: Espectro de massa do Geranil linalol (m/z 290)
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Figura 33: Espectro de massa do Fitol (m/z 296)
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Figura 34: Espectro de massa do 1,1-diprop-2-enoxi Hexadecano (m/z 338)
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Figura 35: Espectro de massa do n-Tricosano (m/z 324)
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Figura 36: Espectro de massa do n-Hexatriacontano (m/z 506)
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5 DETERMINAGAO ESTRUTURAL

5.1 Determinacao Estrutural de GS-1

Uma aliquota do extrato etandlico do lenho do caule de Geoffroea spinosa
(GSLCE) foi solubilizado em metanol quente. Apds o resfriamento verificou-se a
presenca de um sélido cristalino que foi filtrado e denominado GS-1 (30,4 mg)

(p. 101).

O espectro de RMN "H (300 MHz, D,O) de GS-1 (fig. 37, p. 56) apresentou
somente sinais em regido de desprotecao provavelmente ligados a carbonos
oxigenados dos quais dois dubletos em & 5,45 (d, J = 3,8 Hz, 1H- 1) e 4,26 (d, J =
8,7 Hz, 1H- 3’), trés tripletos em & 4,09(t, J = 8,7 Hz, 1H- 4’), 3,80 (t, J = 9,6 Hz,
1H- 3) e 3,51 (t, J = 9,6 Hz, 1H- 4), dois multipletos em 6 3,94 (m,2H-5¢e 5’) e
3,86 ( m, 4H- 6 e 6’), além de um singleto em & 3,72 (s, 2H- 1’) e um duplo
dubletoem &6 3,60 (dd, J =9,6 € 3,8 Hz , 1H- 2).

A andlise do espectro de RMN '*C (D,0, 75 MHz) (fig. 38, p. 56) mostrou a
presenca de 12 linhas espectrais com deslocamentos na faixa de 6 60,0-103,0. A
posterior comparacdo desses dados com o espectro de RMN '*C-DEPT 135<(fig.
39, p. 57), possibilitou identificar 3 grupos metilénicos (6 60,3; 61,5; 62,5) e 8
carbonos metinicos (6 69,4; 71,2; 72,5; 72,7; 74,1; 76,6; 81,5; 92,3) além de um
sinal em & 103,8 ppm referente a um carbono acetalico.

A comparacdo dos dados espectrais obtidos com dados da literatura
(Tabela 05, p. 55) permitiram concluir que as linhas espectrais dos carbonos e
hidrogénios de GS-1 apresentam deslocamentos semelhantes aos do
dissacarideo sacarose (B-D-Frutofuranosil a-D-glicopiranosideo [B-D-Fruf-(2 «1)-a-
D-Glcp]) [BEHNKE, 1995], cujo relato € descrito pela primeira vez para a espécie
Geoffroea spinosa.
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Sacarose (30)

Tabela 05: Deslocamentos de carbono-13 de GS-1 (75 MHz, D,O) e sacarose
[BEHNKE, 1995] (75 MHz, D,0)

Sacarose [BEHNKE,
CARBONO GS-1 (ppm)
1995] (ppm)
1 92,3 94,91
2 71,2 73,81
3 72,7 75,31
4 69,4 71,96
5 72,5 75,14
6 60,3 62,88
1’ 61,5 64,10
2 103,8 106,41
3 81,5 84,11
& 741 76,73
5 76,6 79,15

6’ 62,5 65,12
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Figura 38: Espectro de RMN '3C (75 MHz, D,0) de GS-1
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Figura 39: Espectro de RMN *C-DEPT 135° (75 MHz, D,0) de GS-1
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5.2 Determinacao Estrutural de GS -2

O fracionamento cromatografico da fragcao hexanica proveniente do extrato
etandlico do lenho da raiz de G. spinosa (GSLRE) forneceu um composto sélido
que foi recristalizado em acetato de etila e denominado de GS-2 (p. 107).

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) (fig. 40, p. 61), verificou-se a
presenca de trés sinais em regido de desprotecdao em & 5,38 (m, H-6); 6 5,24 e
5,08 (dd, J = 6,7 e 15,0 Hz, H-22 e 23), ambos caracteristicos de hidrogénio
ligado a carbono sp?. Foram observados ainda sinais no intervalo 5 0,68-2,10
tipicos de esqueletos terpénicos ou esteroidicos, e absor¢des na regidao de &
3,98-4,60 que foram relacionadas a hidrogénios ligados a carbonos sp°
oxigenados [SILVERSTEIN, 2000].

O espectro de RMN '*C (125 MHz, CsDsN) (fig. 41, p. 61), apresentou um
sinal em & 79,1 (C-3) referente a um carbono sp® oxigenado; 4 linhas espectrais
com deslocamentos & 122,3 (C-6); 130,0 (C-23); 139,3 (C-22) e 141,4 (C-5)
referentes a carbonos olefinicos, uma absor¢cdo em & 103,1 (C-1') caracteristico
de carbono anomérico de unidades glicosidicas, além de 5 carbonos oxigenados
em 0 63,4; 72,3; 75,8; 78,7 € 78,9.

A comparagao dos espectros de RMN '*C e RMN '*C-DEPT 135° (fig. 42, p.
62), contribuiu para conclusao de que GS-2 possuia na sua estrutura duas duplas
ligac6es, uma di e outra trissubstituida, de acordo com as informagdes observadas
para os carbonos olefinicos em & 122,3; 130,0; 139,3 e 141,4. Pdde-se concluir
também que os sinais em & 72,3; 75,8; 78,7 e 78,9 tratavam-se de carbonos
metinicos e a absorcao em & 63,4 a um carbono metilénico, todos oxigenados e
correspondentes a uma unidade glicosidica.
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As linhas espectrais observadas no espectro de RMN '3C referentes a
carbonos olefinicos apresentaram valores muito préximos aos verificados na
literatura (Tabela 06, p. 60) para a mistura de esterdides pg-sitosterol e
estigmasterol. Desta forma, a comparacao dos dados obtidos permitiu caracterizar
GS-2 como a mistura dos esterbides glicosilados estigmast-5-en-3-O-
glicopiranosideo (B-sitosterol glicosilado) e estigmast-5,22-dien-3-O-

glicopiranosideo (estigmasterol glicosilado).

Apesar da ampla distribuicdo no reino vegetal, esta é a primeira vez que
esta mistura de esteroides glicosilados é relatada para o género Geoffroea.

Estigmast-5-en-3-O-glicopiranosideo  Estigmast-5,22-dien-3-O-glicopiranosideo
(B-sitosterol glicosilado) (94) (estigmasterol glicosilado) (95)
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Tabela 06: Dados de RMN '3C (125 MHz, CsDsN) de GS-2 e da literatura [ALAM
et al., 1996 (150 MHz, DMSO-ds)] [VOUTQUENNE et al., 1999 (75

MHz, CDCI;)]
5 °C (ppm)
B-sitosterol estigmasterol
CARBONO glicosilado GS-2 glicosilado GS-2
[VOUTQUENNE  B-sitosterol [ALAM etal., estigmasterol
et al., 1999] glicosilado 1996] glicosilado

1 37,0 37,9 38,3 37,9
2 31,6 32,6 33,0 32,6
3 79,0 79,1 76,7 79,1
4 39,5 39,8 36,8 37,9
5 141,4 141,4 140,4 141,4
6 122,2 122,3 121,1 122,3
7 31,6 32,6 31,3 32,6
8 31,7 32,5 31,4 32,5
9 50,0 50,8 49,6 50,8
10 36,5 38,0 36,2 38,0
11 20,8 21,7 22,6 21,7
12 38,5 37,9 39,6 39,8
13 42,1 42,8 40,0 41,2
14 56,5 57,4 56,2 57,3
15 24,5 25,0 24,8 25,1
16 28,7 29,0 29,2 29,9
17 55,8 56,5 56,1 56,8
18 12,0 12,4 11,8 12,4
19 19,0 19,6 19,0 19,6
20 36,0 36,8 35,4 36,8
21 18,5 19,5 18,8 19,5
22 34,0 34,7 137,9 139,3
23 28,0 29,0 128,8 130,0
24 45,7 46,5 45,1 46,5
25 28,9 29,9 31,3 32,5
26 19,5 19,9 19,6 19,9
27 18,7 19,7 18,9 19,6
28 22,8 23,9 23,8 23,9
29 12,0 12,6 11,6 12,4
1’ 100,9 103,1 100,8 103,1
2’ 73,3 75,8 73,4 75,8
3 76,2 78,9 76,7 78,9
4 70,0 72,2 70,1 72,2
5 75,4 78,7 76,7 79,1
6’ 61,7 63,3 61,0 63,3
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5.3 Determinacao Estrutural de GS -3

Sucessivas cromatografias da fracdo hexanica do extrato etandlico do lenho
da raiz de G. spinosa resultou no isolamento de um sélido branco amorfo, que
apresentou uma mancha homogénea em andlise por CCD, o qual foi denominado
de GS-3 (10,0 mg) (p. 109).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de GS-3 (fig. 43-44, p. 67),
mostrou sinais em regidao de desprotecdo em & 528 (t, J = 3,4 Hz, H-12)
caracteristico de olefinas, e em & 4,50 (m, H-3) relacionado a um hidrogénio
ligado a carbono carbindlico. Observou-se ainda um sinal em & 2,82 (d, J = 9,7
Hz, H-18), um singleto intenso em 2,05 (s, H-2’) caracteristico de metila em um
grupo acetoxila, além de sinais no intervalo de & 0,7-2,0 atribuidos a hidrogénios

alifdticos em esqueletos terpénicos ou esteroidais [SILVERSTEIN, 2000].

A andlise do espectro de RMN '*C (125 MHz, CDCls) (fig. 45, p. 68), revelou
a presenca de dois sinais atribuidos a carbonos carbonilicos de acido carboxilico e
éster, respectivamente (6 183,8 e 171,2), dois carbonos olefinicos em uma dupla
ligacao (© 143,8 e 122,8); um sinal referente a um carbono oxigenado (6 81,1),
além de 27 linhas espectrais com deslocamentos na faixa de & 55,5-15,6.

A comparagao dos espectros de RMN '°C e RMN '*C-DEPT 135° (fig. 46, p.
68) (125 MHz), possibilitou assinalar 10 carbonos metilénicos, 8 grupamentos
metilas, 5 carbonos metinicos e 9 carbonos nao-hidrogenados.

Os sinais observados no espectro de RMN '3C atribuidos a carbonos
olefinicos em & 143,8 e 122,8 e os sinais com deslocamento & 183,8 e 171,2,
caracteristicos de carbonilas de acido carboxilico e éster, além do tripleto
relacionado ao hidrogénio olefinico em & 5,28 no espectro de RMN 'H,

apresentaram valores de deslocamentos quimicos semelhantes aos relatados na
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literatura para o acetato do acido oleandlico [ALVES, et al., 1966; AL-HAZIMI, et

al., 1987], um triterpeno pentaciclico de esqueleto oleanano.

H;C CH;
Esqueleto Oleanano “

\\

|H3C'~ CHj

Analisando o Espectro de Correlagdo Heteronuclear 'H - *C (HSQC) (fig.
47 e 48, p. 69 e 70), verifica-se 0 acoplamento do sinal em & 5,28 (t, 1H) com o
carbono em & 122,8 (C-12); do sinal em & 4,50 (m, 1H) com o carbono em 81,1
(C-3); do sinal em 6 2,82 (dd, 1H) com o carbono observado em & 41,16 (C-18) e
dos sinais em & 2,06 (s, 3H), 1,13 (s, 3H), 0,94 (s, 3H), 0,93 (s, 3H), 0,91 (s, 3H),
0,87 (s, 3H), 0,86 (s, 3H) e 0,76 (s, 3H) com os carbonos em & 21,52 (C-2°); 26,12
(C-27); 15,60 (C-26); 23,80 (C-30); 33,27 (C-29); 28,26 (C-23); 16,88 (C-24); e
17,37 (C-25), respectivamente.

A confirmacéao estrutural de GS-3 se deu através da andlise do espectro de
Correlacdo Heteronuclear a Longa Distancia 'H - '*C, (HMBC) (fig. 49, p. 71),
onde pOde-se observar o acoplamento dos hidrogénios em & 2,01 (H-2') com o
carbono em & 171,2 (C-1’), além dos acoplamentos do hidrogénio em & 4,50 (H-3)
com os carbonos em & 171,2 (C-1’), 37,9 (C-4), 28,2 (C-23), 16,8 (C-24) e 29,5 (C-
2), e dos acoplamentos dos hidrogénios metilicos em & 0,87 e 0,86 (C-23 e 24)
com o carbono em 37,9 (C-4). Estes dados confirmaram indubitavelmente a
presenca de um grupo acetoxila ligado no carbono 3.
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%,
o (©

A exata localizacao da ligacao dupla trissubstituida em C-12 e C-13, assim

como o grupo carboxila em C-17 foi também possivel através da analise do
espectro de HMBC (fig. 50, p. 72), que mostrou os acoplamentos do hidrogénio
em © 2,82 (H-18) com os carbonos em & 122,8 (C-12), 143,8 (C-13), 183,8 (C-28),
46,7 (C-17); do hidrogénio olefinico em & 5,28 (H-12) com o carbono em & 41,1
(C-18).

A andlise dos dados obtidos, aliada a comparacdo com os dados da
literatura (Tabela 07, p. 66), levaram a conclusdao de que GS-3 tratava-se do
triterpeno pentaciclico de esqueleto do tipo oleanano, acido 3B-acetoxiolean-12-
en-28-6ico (acetato do acido oleandlico), um composto de carater inédito para o
género Geoffroea, e citado na literatura contendo uma moderada atividade
antibacteriana [HICHRI, 2003].

Acido 3-B-Acetoxiolean-12-en-28-6ico (96)
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Tabela 07: Dados de RMN '3C (125 MHz, CDCl;) de GS-3 e da literatura [AL-
HAZIMI et al., 1987] (25 MHz, CDCIs5)
5 °C (ppm)

CARBONO | Acetato do Acido Oleandlico GS-3
[AL-HAZIMI et al.,1987]

1 38,0 38,2
2 28,5 29,5
3 80,8 81,1
4 37,7 37,9
5 55,2 55,5
6 18,1 18,4
7 32,4 32,6
8 39,2 39,5
9 47,6 47,8
10 36,9 37,2
11 22,8 23,1
12 122,5 122,8
13 143,5 143,8
14 41,5 41,8
15 27,6 27,9
16 23,5 23,7
17 46,5 46,8
18 40,8 41,2
19 45,4 46,1
20 30,7 30,9
21 33,7 34,0
22 32,4 32,7
23 28,0 28,2
24 16,6 16,9
25 17,2 17,4
26 16,6 15,6
27 25,9 26,1
28 184,2 183,8
29 33,6 33,3
30 23,5 23,8

1°(CH;CO0) 170,9 171,2

2’ (CH3COO0) 21,3 21,5
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5.4 Determinacao Estrutural de GS -4

O fracionamento da fracao hexanica proveniente da particao liquido-liquido
do extrato etandlico do lenho da raiz de G. spinosa, levou ao isolamento de um

sélido, que foi recristalizado com metanol (p. 110), e denominado de GS-4.

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de GS-4 (fig. 51, p. 76), verificou-
se a presenca de um multipleto em & 3,53 (m, H-3) caracteristico de hidrogénio
ligado a carbono sp® oxigenado; além de sinais olefinicos em & 5,02 e 5,16 (dd, J
=86 e 151 Hz , H-22 e 23) e em &6 5,36 (d, J = 4,1 Hz, H-6). Os sinais
observados na faixa & 0,50-2,00 foram atribuidos a hidrogénios alifaticos,

caracteristicos de esqueletos de terpenos ou esterdides [SILVERSTEIN, 2000].

Observando o espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCls) (fig. 52, p. 77),
verificou-se a presenca de uma linha espectral intensa em & 72,0 referente a um
carbono oxigenado, além de 4 absorcdes relacionadas a carbonos olefinicos em
6 121,9; 129,5; 138,5 e 141,0, em acordo com os dados j4 observados no
espectro de RMN 'H.

A comparacdo dos espectros de RMN *C e RMN '*C-DEPT 135° (125
MHz, CDCIs) (fig. 53, p. 77), contribuiu para conclusao de que o sinal em & 141,0
tratava-se de um carbono olefinico ndo-hidrogenado, que juntamente com os
carbonos metinicos em 6 121,9; 129,5 e 138,5 correspondiam a duas duplas, uma
di- e outra trissubstituida, e o sinal em & 72,0 estava relacionado a um carbono

metinico oxigenado.

As linhas espectrais observadas no espectro de RMN '3C referentes a
carbonos olefinicos (& 121,9; 129,5; 138,5 e 141,0) apresentavam valores
idénticos aos verificados na literatura para a mistura de esterdides B-sitosterol e
estigmasterol. Desta forma, a comparacdo dos dados obtidos com a literatura
(Tabela 08, p. 75) permitiram caracterizar GS-4 como a mistura estigmast-5-en-3-
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ol (B-sitosterol) e estigmast-5,22-dien-3-ol (estigmasterol), cujo isolamento &

relatado pela primeira vez para a espécie Geoffroea spinosa.

HO
Estigmast-5-en-3-ol (B-sitosterol) (60) Estigmast-5,22-dien-3-ol (estigmasterol) (59)
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Tabela 08: Dados de RMN '3C (125Hz, CDCls) de GS-4 e da literatura [MACARI
et al., 1990] (20 MHz, CDCI3), [MOREIRA, 2001] (75 MHz, CDCls)

5 C (ppm)
. estigmasterol
CARBONO | B-sitosterol GS-4 [M%REIRA GS-4
[MACARI et B-sitosterol 2001] ’ estigmasterol
al., 1990] g
1 37,2 37,2 37,4 37,5
2 31,6 31,8 31,7 31,9
3 71,7 72,0 74,1 72,0
4 42,3 42,5 38,3 38,5
5 140,7 141,0 139,8 141,0
6 121,6 121,9 122,8 121,9
7 31,8 32,1 32,2 32,1
8 31,8 31,9 32,0 31,9
9 50,1 50,2 50,3 50,2
10 36,4 36,4 36,7 36,7
11 21,1 21,2 21,1 21,2
12 39,7 39,9 39,8 39,9
13 42,3 42,5 42,3 42,4
14 56,7 57,0 56,9 57,1
15 24,2 24,5 24,5 24,5
16 28,1 28,5 28,9 29,0
17 56,1 56,2 56,1 56,3
18 11,9 12,2 12,1 12,3
19 19,3 19,4 19,3 19,4
20 36,0 35,8 40,6 40,7
21 18,7 19,2 21,1 21,3
22 33,9 34,2 138,5 138,5
23 26,1 26,4 129,5 129,5
24 45,8 46,1 51,4 51,5
25 29,1 29,1 32,0 31,9
26 19,6 19,4 19,0 19,0
27 18,9 18,9 21,1 21,3
28 23,0 23,1 25,5 25,4
29 11,9 12,1 12,2 12,4
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5.5 Determinacao Estrutural de GS - 5

O fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila proveniente da
particao liquido-liquido do extrato etandlico da casca do caule de G. spinosa, levou
ao isolamento de um sélido branco amorfo, soltuvel em cloroférmio, e denominado
de GS-5 (9,8 mg) (p. 104).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de GS-5 (fig. 54, p. 81), mostrou
dois singletos em & 4,69 e 4,57 (H-29) caracteristico de hidrogénios ligado a
carbonos sp?, e um sinal em & 3,19 (dd, H-3) relacionado a um hidrogénio ligado
a carbono carbindlico. Observou-se ainda sinais atribuidos a metilas em & 1,69,
1,04, 0,97, 0,95, 0,84, 0,79, 0,77 (s, H-30, 26, 23, 27, 25, 28, 24).

Observando o espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCls) (fig. 55, p. 81),
verificou-se a presenca de uma linha espectral intensa em & 79,2 referente a um
carbono oxigenado, além de 2 absorcdes relacionadas a carbonos olefinicos em

6 151,2 e 109,5, concordando com os dados ja observados no espectro de RMN
]
H.

A comparacdo dos espectros de RMN '*C e RMN '*C-DEPT 135° (125
MHz, CDCls) (fig. 56, p. 82), contribuiu para a conclusao de que o sinal em & 151,2
tratava-se de um carbono olefinico nao-hidrogenado, que juntamente com o
carbono metilénico em & 109,5 correspondia a uma dupla ligacao dissubstituida, e

o sinal em & 79,2 estava relacionado a um carbono metinico oxigenado.

As linhas espectrais observadas no espectro de RMN '3C referentes a
carbonos olefinicos (& 151,1 e 109,5), bem como os sinais no espectro de
hidrogénio, relacionados a carbonos olefinicos, carbono oxigenado e os singletos
atribuidos a sete metilas isoladas apresentavam valores idénticos aos verificados
na literatura para um triterpeno pentaciclico de esqueleto lupano, o lupeol (Tabela
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09, p. 80). Desta forma, a comparacdo dos dados obtidos com a literatura
permitiram caracterizar GS-5 como o 3B-Hidroxilup-20(29)-eno (lupeol), cujo

isolamento é relatado pela primeira vez para a espécie Geoffroea spinosa.

3B-Hidroxilup-20(29)-eno (Lupeol) (97)
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Tabela 09: Dados de RMN '3C (CDCls, 125 MHz) de GS-5 e do lupeol [AHMAD,
1994] (100 MHz, CDCI,)

5 °C (ppm)
CARBONO Lupeol | GS-5
1 38,6 38,9
2 27,3 27,6
3 78,9 79,2
4 38,8 39,1
5 55,2 55,6
6 18,2 18,6
7 34,2 34,5
8 40,7 41,0
9 50,3 50,7
10 37,1 37,4
11 20,9 21,3
12 25,0 25,4
13 38,0 38,3
14 42,7 43,1
15 27,4 27,7
16 35,5 35,9
17 42,9 43,2
18 48,2 48,6
19 47,9 48,2
20 150,8 151,2
21 29,8 30,1
22 39,9 40,2
23 27,9 28,2
24 15,3 15,6
25 16,1 16,3
26 15,9 16,2
27 14,5 14,7
28 17,9 18,5
29 109,3 109,5
30 19,2 19,5

Elton Luz Lopes — Estudo Fitoquimico de Geoffroea spinosa Jacq.



5. DETERMINACAO ESTRUTURAL 83

pom
7.2699

S PR SR

Integral

i
—
1.000 >
0.945

ppm 7

Figura 54: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl) de

pon
207.04
-206. BB

151.43

124.08

1k

S e S A S S o e E e e ) A e B S v e R o e e
ppm 200 175 150 c

100

Figura 55: Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCls) de GS-5

Elton Luz Lopes — Estudo Fitoquimico de Geoffroea spinosa Jacq.



5. DETERMINACAO ESTRUTURAL 84

2

ppm

) I
e
(=

B e A e S S R

B0 40 20

s et o L T % Py —— |

ppm 160 140 120 100 80

Figura 56: Espectro de RMN °C-DEPT 135° (125 MHz- CDCl;) de GS-5

Elton Luz Lopes — Estudo Fitoquimico de Geoffroea spinosa Jacq.



5. DETERMINACAO ESTRUTURAL

5.6 Determinacao Estrutural de GS -6

O tratamento cromatografico da fragcdo acetato de etila proveniente da
particdo liquido-liquido do extrato etandlico do lenho da raiz de G. spinosa
(GSLRE-Ac), resultou no isolamento de um sélido branco e amorfo, denominado
de GS-6 (5,6 mg) (p. 112).

A anélise do espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de GS-6 (fig. 57, p.
88), mostrou a presenga dos sinais em & 4,73 (dd, J = 1,3 € 4,4 Hz, H-4) e 4,67
(dd, d = 1,3 e 6,3 Hz, H-4), 4,47 (at, H-3), 4,14 (dd, J = 1,4 e 5,4 Hz, H-2), e 3,90
ppm (td, J= 1,3 e 6,5 Hz, H-31), caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados. Além disso foi observado um tripleto em & 2,38 (t, J = 6,9 Hz, H-7) e
trés quintupletos em 1,77 (q, J = 7,5 Hz, H-30), 1,66 (q, J = 6,7Hz, H-8), 1,53 (q, J
= 6,9 Hz, H-29), atribuidos a hidrogénios ligados a carbonos saturados. Além de
um sinal largo & 1,30 (m, 40H).

Observando o espectro de RMN *C (125 MHz, CsDsN) (fig. 58, p. 89)
observou-se a presenca de sinal em & 174,7 atribuido a um grupo carbonila de
éster; quatro sinais na regiao caracteristica de carbonos oxigenados em & 67,2;
64,8; 62,6 e 71,4; quatro sinais em 34,9; 34,2; 27,0 e 25,8; além de 20 sinais

sobrepostos na regido de carbonos alifaticos.

Através de comparacdo dos espectros de RMN *C e RMN '*C-DEPT 135°
(125 MHz) (fig. 59, p. 90) pdde-se concluir que todos os carbonos alifaticos eram
metilénicos (CHy), sugerindo, desta forma, que GS-6 trata-se de uma estrutura
ciclica. Esses dados, somados a presenca de uma carbonila de éster nos levaram
a sugerir a estrutura de uma macrolactona para GS-6.

No espectro de Correlagcdo Heteronuclear 'H - *C (HSQC) (fig. 60, p. 90)
observou-se o acoplamento de todos os hidrogénios e seus respectivos carbonos

de acordo com a Tabela 10 (p. 86).
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No espectro de Correlagdo Heteronuclear a Longa Distancia 'H -'3C
(HMBC) (fig. 62, p. 91) observou-se o acoplamento dos hidrogénios metilénicos
em 04,73 e 4,67 (H-4) com o carbono carbonilico em & 174,2 (C-6); com o
carbono metinico oxigenado em & 71,4 (C-3) e com um carbono metilénico
oxigenado em & 64,2 (C-2). Verificou-se também os acoplamentos do hidrogénio
metinico em &6 4,47 (H-3) com os carbonos metilénicos oxigenados em & 67,2 (C-
4) e 64,2 (C-2), e o acoplamento dos hidrogénios metilénicos em & 4,15 (H-2)
com os carbonos em 6 67,2 (C-4) e 71,4 (C-3) (fig. 63, p. 91).

Ainda no Espectro de Correlagdo Heteronuclear a Longa Distancia 'H -'*C
(HMBC) pbdde-se observar o acoplamento de hidrogénios metilénicos em & 2,38
(H-7) com o carbono carbonilico em & 174,2 (C-6) e com o carbono em $25,7 (C-
8), cujos hidrogénios em & 1,66 mostram acoplamentos com o carbono em 34,9
(C-7) e com a carbonila em $174,2 (C-4 ) (fig. 62 e 63).

HO
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No espectro de Correlagdo Espectroscépica Homonuclear 'H -'H (COSY)
(fig. 64, p. 93) constatou-se o acoplamento do hidrogénio em & 4,47 com o0s
hidrogénios em & 4,73; 4,67 e 4,15, confirmando o fragmento glicerol

caracterizado na analise anterior.

HO

Diante destes dados e comparacdo com dados da literatura (Tabela 10, p.
87) foi proposta para GS-6 a estrutura de uma lactona macrociclica, faltando, para

tanto, a determinacao do numero de carbonos do sistema ciclico.

(CH)n

OH
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Para tanto, foi obtido o espectro de massa de GS-6, que apresentou o pico
ion molecular com uma razao massa/carga de 468 Daltons (fig. 65, p. 94). Desta
forma, a porgéo alifatica da cadeia deveria conter 25 grupamentos metilénicos.

29
(H>C) 5 30
8 31
7 10
5 4 2
0 0 3
OH

3-hidroxi-1,5-dioxaciclohentriacontan-6-ona (98)

Diante destes dados pbde-se concluir que GS-6 trata-se da 3-hidroxi-1,5-

dioxaciclohentriacontan-6-ona, de carater inédito na literatura.

Liu [2004], descreveu que compostos contendo o fragmento do glicerol em
um anel macrociclico sdo denominados ‘lipideos tetherados”, cuja ocorréncia se
restringe as espécies Methanospirillium hangatei (Archaebacteria) e no reino

vegetal a espécie Thapsia garganica L. (Apiaceae).
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Tabela 10: Dados de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) e RMN **C (125 MHz, CsDsN)
de GS - 6 e da literatura [LIU et al., 2004] (75 MHz, CDCl5)

5 'H- GS-6 5 °C - GS-6 .3
& “C[LIU et al., 2004]
CARBONO (500 MHz, (125 MHz,
(75 MHz, CDCl5)
CsDsN) CsDsN)
2 4,15 64,8 65,2
3 4,47 71,4 68,5
4 4,73 e 4,67 67,2 65,2
6 -- 174,2 1741
7 2,38 34,9 34,3
8 1,66 25,7
29 1,53 27,0
30 1,77 34,3
31 3,90 62,6
29 20
(H 2C)2o 30
. " (CHp)ip DX
7
7 10 o o
6 4 2 6 5
5 3 4
(o) (o) o) (o) 3
OH OH

3-hidroxi-1,5-dioxaciclohentriacontan-6-ona (98)

3-hidroxi-1,5-dioxaciclohenicosan-6,21-diona (99) (LIU et al., 2004)
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Métodos Cromatograficos:

6.1.1 Cromatografia de Adsorcao

As colunas cromatograficas por adsor¢cao foram realizadas utilizando-se gel
de silica 60 (g 63-200 um) e (g 40-63 um) para cromatografia do tipo “flash” da
Merck. O comprimento e o didmetro das colunas utilizadas variam de acordo com
as aliquotas das amostras a serem cromatografadas. As colunas utilizadas na
cromatografia de adsorcao sob pressao média (cromatografia flash) foram de vidro
resistente a pressdo e apresentando bulbo na parte superior, para
armazenamento do solvente. Foi empregada nesta técnica, bomba de ar
comprimido modelo Inalar Compact 4724059.

Na cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de
gel de silica 60 Fas54 (8 02-25 um) em plastico da Merck, com indicador de
fluorescéncia com absorcdo em 254 nm. As placas utilizadas para CCD
preparativa foram cromatoplacas de gel de silica 60 Fa54 1 mm (g 02-25 um) em

vidro da Merck.

Os eluentes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: hexano,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, etanol e metanol, puros ou
combinados em proporc¢des crescentes de polaridade. Para os procedimentos de
cromatografia de adsorcao sob pressdao média os eluentes foram escolhidos apos
andlise da amostra por CCD, sendo considerado bom o eluente que proporcionava
um Rf proximo de 0,3 para a mancha de interesse. Os eluentes escolhidos foram
utilizados no acondicionamento da silica na coluna e como eluente de partida no
procedimento cromatografico.
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Na revelagdao das substancias nas cromatoplacas analiticas utilizaram-se
lampadas ultravioletas com ondas de 254 e 365 nm de comprimento em
equipamento Vilber-Lourmat VL-8.LC e solucdo de vanilina (CgHsO3) e éacido
perclérico (HCIO4) em etanol (CoHsOH), seguido de aquecimento em estufa a
aproximadamente 100°C ou exposicdo ao ar quente de soprador serigrafico
Steinel HL 500.

6.2 Métodos Espectroscopicos

6.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN 'H) e de Carbono-13 (RMN *3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)
e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN ™C), Uni e
Bidimensionais, foram obtidos em espectrémetros Bruker, modelo Avance DPX-
300 e Avance DRX-500, pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicagcdo e Uso
de Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), da Universidade Federal do
Ceara. Os equipamentos citados operam na freqtiéncia de 300 MHz e 500 MHz
para nucleos de hidrogénio e 75 MHz e 125 MHz para nucleos de carbono-13,

respectivamente.

Os solventes utilizados nas analises para obtencdo de espectros foram:
cloroférmio deuterado (CDClI3), piridina deuterada (CsDsN), agua deuterada (D2O).

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhao
(ppm) e referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos sinais dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais nao deuteradas, dos solventes
utilizados na andlise. Nos espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos
foram referenciados pelos picos dos carbonos do solvente utilizado na analise.
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As multiplicidades dos sinais nos espectros de RMN 'H foram indicadas
segundo a convencao s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), q
(quarteto), gt (quinteto), td (tripleto de dubletos) e m (multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), foi
utilizada na determinacao do padrao de hidrogenacao dos carbonos na RMN '3C,
descrito segundo a convencado: C (carbono nédo hidrogenado), CH (carbono

metinico), CH> (carbono metilénico) e CHjz (carbono metilico).

6.2.2 Espectrometria de Massa e CGL/DIC

Os espectros de massa do 6leo essencial e dos compostos isolados foram
obtidos em Espectrometro Hewlett-Packard, modelo HP-5791 A, acoplado a
cromatégrafo Gas-Liquido modelo HP A, série Il (CGL/EM). O equipamento dispde
de uma coluna capilar OV-5 (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano), com 30,0 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,25 um. A razao de
aquecimento do injetor foi de 4 °C/min de 40 a 180°C e 35 °C/min de 180 a 280°C,
utilizando hélio como gas de arraste. A andlise de Cromatografia Gas-Liquido
Acoplado a Detector por lonizacdo em Chama (CGL/DIC) foi realizada em
Cromatégrafo de marca Shimadzu, equipado com DIC, utilizando coluna capilar
OV-5 (5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano), com 30,0 m de comprimento, 0,25 mm
de diametro interno e filme de 0,25 um. A razao de aquecimento do injetor foi de
4°C/min de 40 a 180°C e 35 °C/min de 180 a 280°C, utilizando hélio como gas de

arraste.
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6.3 Estudo dos Constituintes Volateis de Geoffroea spinosa Jacq.

6.3.1 Material Botanico

As folhas e flores de G. spinosa foram coletadas no distrito de Canafistula,
Apuiarés — Ceard, as margens do Riacho QOiticica.

A identificacdo botanica foi realizada pelos professores Afranio Gomes
Fernandes e Edson de Paula Nunes, do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceard. A exsicata foi depositada no Herbario Prisco
Bezerra, também no Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara

sob o nimero 39 862.

6.3.2 Métodos de Analise

O dleo essencial foi obtido pelo processo de hidrodestilacao, utilizando-se
doseador do tipo Cleavenger modificado por Gottlieb [GOTTLIEB, 1960].

A andlise qualitativa dos constituintes do 6leo essencial foi realizada por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrdmetro de Massa (CGL/EM), e a analise
quantitativa foi realizada através do uso da Cromatografia Gasosa acoplada a
Detector de lonizagao por Chama (CGL/DIC).

A identificacdo dos constituintes volateis dos 6éleos essenciais ocorreu

através da determinagcdo dos indices de Kovats simulados, pesquisa na
espectroteca e comparacao com dados da literatura.
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6.3.3 Obtencao dos Constituintes Volateis das Folhas de G.
spinosa

460 g de folhas frescas de G. spinosa foram colocados em um baldo com
capacidade de 5,0 L. Em seguida adicionou-se aproximadamente 3200 mL de

agua destilada e o baldo foi acoplado ao sistema de extracao.

Apdés 2 h de refluxo, a mistura 6leo/agua foi retirada do doseador e
realizada uma extracao liquido-liquido com pentano. A fase orgéanica foi tratada
com sulfato de sédio anidro (Na>SO4) e o solvente evaporado em seguida,
resultando num 6leo amarelado que foi denominado de OEGS-FOLHAS (7,3 mg),
com um rendimento de 0,0016%.

6.3.4 Obtencao dos Constituintes Volateis das Flores de G.
spinosa

450 g de flores frescas de G. spinosa foram colocados em um baldo com
capacidade de 2,0 L. Em seguida adicionou-se aproximadamente 1800 mL de
agua destilada e o baldo foi acoplado ao sistema de extracao.

Apos 2 h de refluxo, a mistura éleo/agua foi separada e o 6leo foi tratado
com sulfato de sédio anidro (NaxSQOyg), resultando em 0,5 mL de 6leo levemente
amarelado que foi denominado de OEGS-FLORES com rendimento de 0,11%
(500,0 mg).
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6.3.5 Atividade Nematicida dos Oleos Essenciais

Massas de ovos de Meloidogyne incognita extraidas de raizes de quiabeiro
com auxilio de um estereoscopio, foram colocadas em placa de Petri com agua
destilada para a eclosédo dos juvenis durante 24 horas. Apos a eclosao, porcoes
contendo 50 mL de agua e aproximadamente 100 destes juvenis foram colocados
em vidros nematolégicos nos quais foram posteriormente acrescentadas as
solugdes dos produtos a serem testados até completar o volume de 1 mL. Os
materiais testados foram diluidos em solugées de DMSO em agua a 2 % e como
testemunha a solucdo diluente (testemunha normal). Os vidros nematolégicos
foram mantidos a temperatura média 28 °C. Para cada material testado foram
efetuadas trés repeticbes e as contagens dos nematdides inativos foram
realizadas apds 24 horas.
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6.4 Estudo dos Constituintes Nao Volateis de Geoffroea spinosa.

6.4.1 Obtencao do Extrato do Lenho do Caule de G. spinosa.

203,0 g do lenho do caule de G. spinosa, depois de secos e triturados,
foram extraidos exaustivamente com etanol (C2HgO) a frio em recipiente de vidro
com capacidade de 4,0 L. Apds destilacdo do solvente sob pressao reduzida em
equipamento de evaporacgao rotativa, obteve-se um extrato de coloragdo marrom
viscoso, denominado GSLCE (12,41 Q).

Verificou-se a presenga de um sélido cristalino no extrato. Uma aliquota do
extrato foi solubilizada em metanol a quente e o sélido cristalino foi filtrado. O
sélido (30,4 mg) foi denominado de GS-1 e identificado como o dissacarideo

sacarose, apés andlise por RMN,(Fluxograma 01).

Fluxograma 01: Obtencao do Extrato Etandlico do Lenho do Caule (GSLCE)

[ Lenho do caule (203 g) ]

Extragdo com etanol

|
Extrato etanolico
GSLCE (12,4 g)

Solubilizado em
metanol quente

[ GS-1 (30,4 mg) ]
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6.4.2 Obtencao do Extrato da Casca do Caule de G. spinosa.

1,2 Kg da casca do caule de G. spinosa, depois de secos e triturados, foram
extraidos exaustivamente com etanol (C2HgO) a frio em recipiente de vidro com
capacidade de 9,0 L. Ap6s destilagdo do solvente sob pressdo reduzida em
equipamento de evaporacao rotativa, obteve-se um extrato viscoso e de coloragéao
marrom escura, denominado GSCCE (98,0 g).

6.4.3 Particao Liquido-Liquido do Extrato Etandlico da Casca do
Caule de G. spinosa - (GSCCE)

Uma aliquota de 48,59 do extrato GSCCE foi dissolvido em uma mistura de
agua (100 mL) e metanol (200 mL), e a solugao resultante transferida para um
funil de separacdo com capacidade de 2,0 L. A particdo liquido-liquido foi
realizada utilizando os solventes: hexano, diclorometano e acetato de etila para a
obtencdo de quatro fragdes. Os dados deste procedimento encontram-se
representados na Tabela abaixo.

Tabela 11: Particao liquido-liquido de GSCCE.

SOLVENTE VOLUME (mL) MASSA (g) SIGLA

Hexano 250 1,95 GSLRE-H
Diclorometano 300 0,93 GSLRE-D
Acetato de etila 450 5,61 GSLRE-Ac
Agua/metanol 300 33,48 GSLRE-Aq

Uma aliquota de 232 mg da fracdo GSLRE-Ac foi adsorvida em 0,3 g de
gel de silica flash 60 (g 40-63 um), e acondicionada em uma coluna com 1,5 cm

de diametro e contendo 13,6 g de gel de silica 60 (g 40-63 um). A eluigdo foi
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realizada utilizando os solventes hexano (H), acetato de etila (A) e metanol (M),
como misturas binarias seguindo ordem crescente de polaridade. Este
procedimento levou a obtencdo de um total de 108 fragdes, como mostrado na
tabela a seguir.

Tabela 12: Fracionamento Cromatografico de GSCCE-Ac

ELUENTE FRACOES (= 10mL)
H/A-5% 1-38
39 - 49
H/A-10%
H/A-20% 50- 58
H/A-50% 59 - 67
H/A-70% 68 - 77
A 78 — 86
A/M-10% 87 - 91
A/M - 50% 92 — 101
M 102 - 108

As fragdes foram reunidas de acordo com as semelhangas verificadas na

analise por CCD, como mostrado a seguir:

Tabela 13: Fracoes resultantes de GSCCE-Ac

FRACOES ASPECTO MASSA (mg)

GSCCE-Ac — (1-24) Oleo incolor 12,7
GSCCE-Ac — (25-39
GSCCE-Ac — (40-46

(
( ) Oleo incolor 8,2
( )

GSCCE-Ac — (47-49) Sélido branco 8,9
( )
( )
(

Oleo amarelo 18,3

GSCCE-Ac - (50-69
GSCCE-Ac - (70-91 Solido escuro 41,7
GSCCE-Ac - (92-108) Solido marrom escuro 57,9

Sélido amarelo 38,4
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A fracdo GSCCE-Ac — (47-49) apresentou-se como um solido branco amorfo e
homogéneo em CCD, o qual foi denominado de GS-5 (8,9mg) (Fluxograma 02). A
analise espectroscopica por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e de Carbono-13 (RMN 'C) permitiu a caracterizagdo do composto como
sendo o triterpeno lupeol.

Fluxograma 02: Fracionamento do Extrato Etandlico da Casca do Caule
(GSCCE)

Casca do Caule
(1,2 Kg)

Extragdo com etanol

3 Extrato etandlico
[ Residuo ] GSLRE (98,0 g)
Particdo com hexano,

diclorometano e acetato
de etila

F. hexano F. diclorometano F. acetato F. aquosa
GSLRE-H (1,95 g) GSLRE-D (0,939) GSLRE-Ac (5,619) GSLRE-Aq (33,48 g)

Fracionamento
Cromatografico

[ GS-5 (9,8 mg) ][ Demais fragoes ]
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6.4.4 Obtencao dos Extratos do Lenho da Raiz de G. spinosa.

1,0 Kg do lenho da raiz de G. spinosa, depois de secos e triturados, foram
extraidos exaustivamente com etanol (CoHgO) a frio em recipiente de vidro com
capacidade de 9,0 L. Apéds destilacdo do solvente sob pressdo reduzida em
equipamento de evaporacao rotativa, obteve-se um extrato viscoso e de coloracao
escura, denominado GSLRE (42,3 g).

6.4.5 Particao Liquido-Liquido do Extrato Etandlico do Lenho da
Raiz de G. spinosa - (GSLRE)

O extrato GSLRE (42,3 g) foi dissolvido em uma mistura de agua (100 mL)
e metanol (200 mL), e a solugao resultante transferida para um funil de separagéao
com capacidade de 2,0 L. A particao liquido-liquido foi realizada utilizando os
solventes: hexano, diclorometano e acetato de etila para a obtengcdo de quatro
fracoes. Os dados deste procedimento encontram-se representados na Tabela

abaixo.

Tabela 14: Particao liquido-liquido do Extrato Etanélico GSLRE.

SOLVENTE VOLUME (mL) MASSA (g) SIGLA

Hexano 250 1.02 GSLRE-H
Diclorometano 300 1.47 GSLRE-D
Acetato de etila 450 2.01 GSLRE-Ac

Agua/metanol 300 33,4 GSLRE-Aq
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Fluxograma 03: Fracionamento do Extrato Etandlico do Lenho da Raiz
(GSLRE)

Lenho da Raiz
(1,0 Kg)

Extragdo com etanol

. Extrato etandlico
[ Residuo GSLRE (42,0 g)
Particado com hexano,

diclorometano e acetato
de etila

F. hexano F. diclorometano F. acetato F. aquosa
GSLRE-H (1,02 g) GSLRE-D (1,47 g) GSLRE-Ac (2,01 g) GSLRE-Aq (33,42 g)
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6.4.6 Fracionamento Cromatografico de GSLRE-H

O fracionamento cromatografico de GSLRE-H (1,02 g) foi realizado através
da adsorcao da amostra em aproximadamente 2,0 g de gel de silica 60 (g 63-200
um), e acondicionado sobre 27,0 g de gel de silica 60 (g 63-200 um) em uma
coluna de 2,1 cm de didmetro. Para eluicdo foram utilizados os solventes:
hexano(H), cloroformio(C), acetato de etila (Ac) e metanol(M), puros ou em
mistura binaria, seguindo uma ordem crescente de polaridade. Esse procedimento
levou a obtencédo de 96 fragdes, que apds andlise comparativa por CCD foram
reunidas em 7 fragcdes resultantes, de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 15: Fracionamento Cromatografico de GSLRE-H

FRACOES ASPECTO MASSA (mg)
GSLRE-H (1-24) Oleo escuro 47,5
GSLRE-H (20-25) Oleo amarelo 85,1
GSLRE-H (26-42) Oleo amarelo 79,7
GSLRE-H (43-48) Oleo escuro 280,3
GSLRE-H (49-79) Sdlido escuro 112,6
GSLRE-H (80) Solido amarelo 32,2
GSLRE-H (81-96) Sdlido escuro 223,5

A fracdo GSLRE-H (80) foi recristalizada com acetato de etila resultando um
solido branco, amorfo, soluvel em piridina que foi chamado de GS-2 (10,3 mg). A
andlise por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono-13
caracterizou GS-2 como a mistura dos esterdides [-sitosterol e estigmasterol
glicosilados (Fluxograma 04, p. 113).
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6.4.7 Fracionamento Cromatografico de GSLRE-H (43-48)

A fracdo GSLRE-H (43-48) (280 mgq) foi adsorvida em gel de silica flash 60
(2 40-63 um) e acondicionada em uma coluna com 1,2 cm de diametro, contendo
14 g de gel de silica 60 (g 40-63 um). A eluicao foi realizada utilizando a mistura
binaria dos solventes hexano (H) e acetato de etila (A) seguindo ordem crescente
e polaridade, levando a obtencao de 72 fracdes.

Tabela 16: Fracionamento Cromatografico de GSLRE-H (43-48)

ELUENTE FRACOES (= 10mL)
H/A 8% 1-30
H/A10% 31-44
H/A15% 4552
H /A 20% 53— 65
A 66 - 72

ApGs a andlise comparativa por CCD as fragbes obtidas foram reunidas de

acordo com as suas semelhancgas, resultando num total de 6 fragdes.

Tabela 17: Fracoes resultantes de GSLRE-H (43-48)

FRACOES ASPECTO MASSA (mg)
GSF2 (1-10) Oleo incolor 14,3
GSF2 (11-14) Sélido branco 25,2
GSF2 (15-17) Sélido avermelhado 1,4
GSF2 (18-27) Solido amarelo 91,0
GSF2 (28-48) Solido escuro 40,3
GSF2 (49-72) Solido amarelo 32,1
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6.4.8 Fracionamento Cromatografico de GSF2-(11-14)

A fracado GSF2 (11-14) (25 mg) foi submetida ao fracionamento
cromatografico utilizando gel de silica flash (g 40-63 um), em uma coluna de 1,2
cm de didmetro, contendo 10,46 g de gel de silica. Como eluentes foram utilizados
a mistura bindria de hexano e acetato de etila na proporcédo de 9:1 de forma
isocratica resultando em 19 fragdes que foram analisadas por CCD e reunidas de

acordo com suas semelhangas, como mostrado a seguir:

Tabela 18: Fracionamento cromatografico de GSF2 (11-14)

FRACOES ASPECTO MASSA (mg)
GSF3 - (1-7) s6lido branco amorfo 2,3
GSF3 - (8-13) s6lido branco amorfo 10,0
GSF3 - (14-19) s6lido branco amorfo 2,6

A fracdo GSF3-(8-13) apresentou-se como um sélido branco amorfo e
homogéneo em CCD, o qual foi denominado de GS-3 (10,0 mg). A analise
espectroscopica por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
de Carbono-13 (RMN '3C) permitiu a caracterizagdo do composto como sendo o
acetato do acido oleandlico (Fluxograma 04, p. 113).

6.4.9 Fracionamento Cromatografico de GSF2 - (18-27)

O fracionamento cromatografico de GSF2 (18-27) (91 mg) em uma coluna
de 1,2 cm de diametro, utilizando silica flash (11,1 g) e uma mistura binaria de
hexano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade como eluentes,
resultou na obtencéo de 63 fragdes (Tabela 19, p. 110).
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Tabela 19: Fracionamento Cromatografico de GSF2 (18-27)

ELUENTE FRACOES (= 10mL)
H/ A 5% 1-33
H/A 10% 34— 46
H/A 50% 47-258
A 59 - 63

Depois de analisadas por CCD as fragcdes foram reunidas em 2 fracdes

resultantes, utilizando como critério as semelhangas apresentadas nas

cromatoplacas.

Tabela 20: Fracoes resultantes de GSF2 (18-27)

FRACOES ASPECTO MASSA (mg)

GSF4-(1-17) - 0,0
GSF4 - (18-31) s6lido branco amorfo 41,5
GSF4 - (32-63) sélido amarelo 22,2

A recrsitalizacdo da fracdo GSF4 (18-31) com metanol resultou em um
sélido branco amorfo, solluvel em cloroférmio, denominado de GS-4 (15,2 mg), e
posteriormente caracterizado como uma mistura dos esterbides beta-sitosterol e
estigmasterol, apés analise por RMN 'H e de RMN *C (Fluxograma 04, p. 113).

6.4.10 Fracionamento Cromatografico de GSLRE-Ac

A fracdo GSLRE-Ac (2,01 g) foi adsorvida em 0,74 g de gel de silica flash
60 (o 40-63 um), e acondicionada em uma coluna com 3,1 cm de diametro e

contendo 50,0 g de gel de silica 60 (g 40-63 um). A eluigéo foi realizada utilizando
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os solventes hexano (H), acetato de etila (A) e metanol (M), como misturas
binarias seguindo ordem crescente de polaridade. Este procedimento levou a
obtencédo de um total de 106 fracdoes.

Tabela 21: Fracionamento Cromatografico de GSLRE-Ac

ELUENTE FRACOES (= 10mL)
H/A-2% 1-18
19 - 29
H/A-5%
H/A-10% 30 — 40
H/A-30% 41 -69
H/A-50% 70 — 77
H/A-70% 78 - 87
A 88 — 101
A/M - 50% 102 - 104
M 105 - 106

As fragdes foram reunidas de acordo com as semelhangas verificadas na
analise por CCD, como mostrado a sequir:

Tabela 22: Fracoes resultantes de GSLRE-Ac.

FRACOES ASPECTO MASSA (mg)
GSLRE-Ac — (1-18) Oleo incolor 27,1
GSLRE-Ac — (19-25) Oleo incolor 11,5
GSLRE-Ac — (26-49) Oleo amarelo 34,1
GSLRE-Ac — (50-55) Sdlido verde claro 102,0
GSLRE-Ac — (56-71) Solido amarelo 63,3
GSLRE-Ac — (72-93) Solido escuro 77,8
GSLRE-Ac — (94-96) Solido amarelo 42,5
(

GSLRE-Ac — (97-106) Solido marrom escuro 341,2
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A fracdo GSLRE-Ac (94-96) (17,6 mg) foi recristalizada com acetato de
etila. O sélido obtido foi posteriormente filtrado, resultando em um sélido branco
com solubilidade em piridina denominado de GS-6 (5,3 mg). A anadlise por
Ressonancia Magnética Nuclear permitiu a caracterizacao deste composto como
sendo o 3-hidroxi-1,5-dioxaciclohentriacontan-6-ona (Fluxograma 04, p. 113).
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Fluxograma 04: Isolamento de GS-2, GS-3, GS-4 e GS-6.

Lenho da Raiz
(1,0 Kg)

Extragdo com etanol

" Extrato etandlico
[ Residuo ] GSLRE (42,0 g)

Particdo com hexano,
diclorometano e acetato

de etila
F. hexano F. diclorometano F. acetato F. aquosa
GSLRE-H (1,02 g) GSLRE-D (1,47 g) GSLRE-Ac (2,01 g) GSLRE-Aq (33,4 g)

Fracionamento
Cromatografico

: . Fracionamento

[ GS-2 (10,3 mg) ] GSLRE-H (43-48) [ Demais fragcoes ] Cromatografico

(280 mgq)
Fracionamento Cromatografico

[

(25,0 mg)

GS-F2 (11-14) GS-F2 (18-27) [ Demais frac6es ]
(91,2 mg)

Fracionamento

GS-3
(10,0 mg)

[ Demais fracoes ]

[ GSLRE-Ac (94-96)

[ Demais fracoes

Fracionamento Cromatografico

GS-4 [Demais fracoes ] [ GS-6 (5,3 mg) ]

(15,4 mg)
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CONCLUSOES

CONCLUSOES

O estudo dos constituintes volateis das folhas e flores de G. spinosa revelou
uma diferenca relevante na composicao dos 6leos essenciais das folhas e flores.
Enquanto o 6leo das flores é composto basicamente por acidos graxos, o 6leo das
folhas apresenta maior diversidade de compostos, embora os constituintes
majoritarios de ambos sejam pertencentes a mesma classe quimica (acidos
graxos). Os constituintes majoritarios no 6leo essencial das flores sdo os acidos:
laurico (15) (66,54%), céaprico (3) (15,39%) e miristico (20) (13,11%). Os
compostos majoritarios na composigcéo do 6leo das folhas foram o acido palmitico
(24,93 %), e os diterpenos geranil linalol (14,97 %) e fitol (17,86 %). O dleo
essencial das flores apresentou uma promissora toxicidade contra o fitonematoide
Meloidogyne incdgnita, podendo ser considerado como potencial agente

nematicida.

O estudo dos constituintes nédo volateis das cascas do caule forneceu o
triterpeno lupeol e o extrato etandlico do lenho do caule o dissacarideo sacarose.
Do lenho da raiz isolou-se a mistura de esterdides estigmasterol e B-sitosterol, e
seus respectivos glicosideos, daucosterol (B-sitosterol glicosilado) e estigmasterol
glicosilado. Isolou-se também um triterpeno de esqueleto oleanano, o &cido
oleandlico acetilado e uma lactona macrociclica, denominada 3-hidroxi-1,5-

dioxaciclohentriacontan-6-ona, de carater inédito na literatura.

Os estudos relatados na literatura para Geoffroea decorticans, descrevem o
isolamento do extrato das flores de triterpenos, esterdides, alcoois e flavondides,
entre outros. Os resultados obtidos até o momento justificam a continuidade do
estudo fitoquimico das flores de G. spinosa, visando contribuir para o estudo

quimico do género.
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CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS DE Geoffroea spinosa Jacq.

GS -1

Nome: B-D-frutofuranosil a-D-glucopiranosideo (sacarose) HO s

Formula molecular: C15H2011 e on
H 3 OH

Massa Molecular: 342 u.m.a.
Aspecto: Sdlido cristalino incolor
Solubilidade: Agua (Hz0)

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, D-0) - & (multiplicidade, constante de
acoplamento, integracao):

55,45 (d, J=3,8Hz, 1H-1) e 4,26 (d, J = 8,7 Hz, 1H- 3"), 5 4,09 (t, J = 8,7 Hz,
1H - 4'), 3,80 (t, J = 9,6 Hz, 1H-3) e em 3,51 (t, J = 9,6 Hz, 1H - 4), 5 3,94 (m,
2H-5e5) €3,86(m, 4H-6¢6), 53,72 (s, 2H-1’), 53,60 (dd, J = 9,6 e 3,8 Hz
J1H-2).

Espectroscopia de RMN '*C (125 MHz, D,O) - & (padrdo de hidrogenacao,

correlacao estrutural):
103,8 (C; C-2)), 92,3 (CH; C-1), 81,5 (CH; C-3), 76,6 (CH; C-5’), 74,1 (CH; C-4’),

72,7 (CH; C-3), 72,5 (CH; C-5), 71,2 (CH; C-2), 69,4 (CH; C-4), 62,5 (CHy; C-6'),
61,5 (CHz: C-1'), 60,3 (CHs; C-6).
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Nome: Estigmast-5-en-3-O-glicopiranosideo  (B-sitosterol  glicosilado  ou

daucosterol) e Estigmast-5,22-dien-3-O-glicopiranosideo (estigmasterol

glicosilado)

Formula molecular: C3sHs606 € C3sHss06
Massa Molecular: 572 e 574 u.m.a.
Aspecto: Sélido branco amorfo
Solubilidade: Piridina (CsHsN)

Espectroscopia de RMN '3C (125 MHz, CsDsN) - & (padrdo de hidrogenacio,
correlacao estrutural) do daucosterol:

37,9 (CHp; C-1) 32,6 (CHz; C-2) 79,1 (CHz; C-3) 39,8 (CHa; C-4), 141,4 (C; C-5),
122,3 (CH; C-6), 32,6 (CHy; C-7) 32,5 (CHy; C-8) 50,8 (CHa; C-9) 38,0 (CHj; C-10)
21,7 (CHaz; C-11) 37,9 (CH2; C-12) 42,8 (CHj,; C-13) 57,4 (CHa; C-14) 25,0 (CHy; C-
15) 29,0 (CHy; C-16) 56,5 (CHa; C-17) 12,4 (CHg; C-18) 19,6 (CHa; C-19) 36,8
(CHa; C-20) 19,5 (CHa; C-21) 34,7 (CHy; C-22) 29,0 (CH,; C-23) 46,5 (CHa; C-24)
29,9 (CH,; C-25) 19,9 (CHg; C-26) 19,7 (CHg; C-27) 23,9 (CHp; C-28) 12,6 (CH3; C-
29) 103,1 (CH; C-1'), 75,8 (CH; C-2’), 78,9 (CH; C-3"), 72,3 (CH; C-4’), 78,7 (CH;
C-5), 63,4 (CHy; C-6').
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Espectroscopia de RMN '3C (125 MHz, CsDsN) - & (padrdo de hidrogenacio,
correlacao estrutural) do estigmasterol glicosilado:

37,9 (CHp; C-1) 32,6 (CHz; C-2) 79,1 (CHz; C-3) 37,9 (CHa; C-4), 141,4 (C; C-5),
122,3 (CH; C-6), 32,6 (CH2; C-7) 32,5 (CH2; C-8) 50,8 (CH2; C-9) 38,0 (CH2; C-10)
21,7 (CHa; C-11) 39,8 (CH2; C-12) 41,2 (CH,; C-13) 57,3 (CHa; C-14) 25,1 (CHy; C-
15) 29,9 (CH,; C-16) 56,8 (CHa; C-17) 12,4 (CHs; C-18) 19,6 (CHs; C-19) 36,8
(CH2; C-20) 19,5 (CHg; C-21) 139,3 (CH2; C-22) 130,0 (CHy; C-23) 46,5 (CHy; C-
24) 32,5 (CHp; C-25) 19,9 (CHs; C-26) 19,6 (CHg; C-27) 23,9 (CHp; C-28) 12,4
(CH3; C-29) 103,1 (CH; C-1’), 75,8 (CH; C-2)), 78,9 (CH; C-3), 72,2 (CH; C-4),
79,1 (CH; C-5'), 63,3 (CHz; C-6').
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GS -3

Nome: Acido 38-Acetoxiolean-12-en-28-6ico
Férmula molecular: C3Hs5004
Massa Molecular: 498 u.m.a.
Aspecto: Sélido branco amorfo 2)]\
Solubilidade: Cloroférmio (CHCI5) 1

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls) - & (multiplicidade, constante de
acoplamento, integracao):

5,28 (t, J= 3,4 Hz, H-12) 4,50 (m, H-3), 2,82 (t, J= 9,7 Hz, H-18), 2,05 (s, H-2)),
1,13 (s, H-27), 0,94 (s, H-26), 0,93 (s, H-30), 0,91 (s, H-29), 0,87 (s, H-23), 0,86 (s,
H-24) e 0,76 (s, H-25).

Espectroscopia de RMN 3C (125 MHz, CDCl;) - & (padrdo de hidrogenacao,
correlacao estrutural):

38,3 (CHp; C-1), 29,6 (CHy; C-2) 81,2 (CH; C-1), 37,9 (C; C-4), 55,5(CH; C-5), 18,4
(CHy; C-6), 32,6 (CHy; C-7), 39,5 (C; C-8), 47,8 (CH; C-9), 37,2 (C; C-10), 23,1
(CHy; C-11), 122,8 (CH; C-12), 143,8 (C; C-13), 41,8 (C; C-14), 27,9 (CH,; C-15),
23,7 (CHp; C-16), 46,8 (C; C-17), 41,1 (CH; C-18), 46,1 (CHp; C-19), 30,9 (C; C-
20), 34,0 (CHy; C-21), 32,7 (CHy; C-22), 28,2 (CHs; C-23), 16,9 (CHs; C-24), 17,4
(CHs; C-25), 15,6 (CH3; C-26), 26,1 (CH3; C-27), 183,9 (C; C-28), 33,3 (CH3; C-
29), 23,8 (CH3; C-30), 171,2 (C; C-17), 21,5 (CHgs; C-2)).
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Nome: Estigmast-5-en-3-ol (B-sitosterol) e Estigmast-5,22-dien-3-ol

(estigmasterol)
Foérmula molecular: CxgHs006 € CagH4s0
Massa Molecular: 414 e 412 u.m.a.
Aspecto: Sélido branco amorfo
Solubilidade: Cloroférmio (CHCI5)
Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCls) - 5 (padrdo de hidrogenacao,
correlacao estrutural) do B-sitosterol:
37,3 (CHz; C-1), 31,8 (CHp; C-2) 72,0 (CHp; C-3) 42,5 (CHy; C-4), 141,0 (C; C-5),
121,9 (CH; C-6), 32,1 (CHp; C-7) 31,9 (CHy; C-8) 50,2 (CHy; C-9) 36,4 (CHy; C-10)
21,2 (CHp; C-11) 39,9 (CHy; C-12) 42,5 (CHy; C-13) 57,0 (CHp; C-14) 24,5 (CHy; C-
15) 28,5 (CHy; C-16) 56,2 (CHy; C-17) 12,2 (CHs; C-18) 19,4 (CHs; C-19) 35,8
(CHy; C-20) 19,2 (CHg; C-21) 34,2 (CH,; C-22) 26,4 (CH,; C-23) 46,1 (CH,; C-24)
29,1 (CHa; C-25) 19,4 (CH3; C-26) 18,9 (CHs; C-27) 23,1 (CHy; C-28) 12,1(CHs; C-
29).
Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCl) - & (padrdo de hidrogenacao,
correlagao estrutural) do estigmasterol:
37,5 (CHy; C-1), 31,9 (CHp; C-2) 72,0 (CHy; C-3) 38,5 (CHy; C-4), 141,0 (C; C-5),
121,9 (CH; C-6), 32,2 (CHp; C-7) 31,9 (CHy; C-8) 50,2 (CHy; C-9) 36,7 (CHy; C-10)
21,2 (CHp; C-11) 39,9 (CHy; C-12) 42,4 (CHy; C-13) 57,1 (CHp; C-14) 24,5 (CHy; C-
15) 28,9 (CHp; C-16) 56,3 (CHp; C-17) 12,3(CHs; C-18) 19,4 (CHs; C-19) 40,7
(CHy; C-20) 21,3 (CH3; C-21) 138,5 (CHy; C-22) 129,5 (CHy; C-23) 51,8 (CHy; C-
24) 31,9 (CHp; C-25) 19,0 (CHs; C-26) 21,3 (CHs; C-27) 25,4 (CHp; C-28)
12,5(CHg; C-29).
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GS -5

Nome: 38-Hidroxilup-20(29)-eno (Lupeol) ;

Formula molecular: C3oHs5,0

21

Massa Molecular: 426 u.m.a.
Aspecto: Sélido branco amorfo
Solubilidade: Cloroférmio (CHCI5)

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls) - & (multiplicidade, constante de
acoplamento, integracao):

4,69 e 4,57 (s, H-29); 3,19 (dd, H-3); 1,69, 1,04, 0,97, 0,95, 0,84, 0,79, 0,77 (s, H-
30, 26, 23, 27, 25, 28, 24).

Espectroscopia de RMN 3C (125 MHz, CDCl;) - & (padrdo de hidrogenacao,
correlacao estrutural):

38,9 (CHy; C-1), 27,6 (CH2; C-2) 79,2 (CH; C- 3),
(CH2; C-6), 34,5 (CHa; C-7), 41,0 (C; C-8), 50,

39,1 (C C-4), 55,6(CH; C-5), 18,6
0,7 (CH; C-9), 37,4 (C; C-10), 21,3
(CHz: C-11), 25,4 (CH; C-12), 38,3 (C; C-13), 43,1 (C; C-14), 27,7 (CHp; C-15),
35,9 (CHp; C-16), 43,2 (C; C-17), 48,6 (CH; C-18), 48,2 (CH; C-19), 151,2 (C; C-
20), 30,1 (CHp; C-21), 40,2 (CHy; C-22), 28,2 (CHa; C-23), 15,6 (CHa3; C-24), 16,3
(CHs3: C-25), 16,2 (CHs; C-26), 14,7 (CHa; C-27), 17,6 (C; C-28), 109,5 (CHa; C-
29), 19,5 (CHa; C-30).
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CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS

GS -6
2
Nome: 3-hidroxi-1,5-dioxaciclohentriacontan-6-ona (HC)yp a0
Formula molecular: CogHs604
8 31
Massa Molecular: 468 u.m.a. z o)
Aspecto: Sélido branco amorfo . )
o
Solubilidade: Piridina (CsHsN) o 6 3
OH

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls) - & (multiplicidade, constante de
acoplamento, integracao):

4,73 (dd, J= 1,3 e 4,4 Hz, H-4) 4,67 (dd, J= 1,3 e 6,3 Hz, H-4), 4,47 (q, H-3), 4,14
(dd, J= 1,4 e 5,4 Hz, H-2), 3,90 (td, J= 1,3 e 6,5 Hz, H-31), 2,38 (t, J= 6,9 Hz, H-7),
1,77 (9, J= 7,5 Hz, H-30), 1,66 (q, J= 6,7 Hz, H-8), 1,53 (q, J= 6,9 Hz, H-29), 1,30
(m, 40H).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCls) - & (padrdo de hidrogenacao,
correlacao estrutural):

170,3 (C; C-6), 71,4 (CH; C-3), 67,2 (CHa; C-4), 64,8 (CHy; C-2), 62,6 (CHp; C-31),
34,9 (CHy; C-7), 34,2 (CHy; C-30), 27,0 (CHy; C- 29), 25,8 (CH5; C8), 30 (CH,; C-9
a 28).
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