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Resumo

Este trabalho busca um entendimento quimico da relagdo entre Piper
gaudichaudianum e o seu principal consumidor e dispersor de suas sementes, 0
morcego frugivoro Carollia perspicillata. O estudo foi conduzido no PEVR (Parque
Estadual Vila Rica do Espirito Santo), localizado em Fénix — PR. Os morcegos sao
considerados grandes dispersores de sementes de plantas, exercendo um papel
importante na recomposicdo de ambientes. Este trabalho é pioneiro na area de
ecologia quimica.

Para tanto, fez-se o estudo fitoquimico dos frutos imaturos e maduros de P.
gaudichaudianum, com o isolamento e a identificagdo de cinco componentes nao
volateis: 5,7-diidroxi flavanona, (pinocembrina); 2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-ona ;
2-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-N-(2”-metilpropenil)-2-oxo-acetamida;  (E)-4-(3’-decenil)
fenol (gibbilimbol B); 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano 6-carboxilato de metila. O
composto 2-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-N-(2”-metilpropenil)-2-oxo-acetamida & inédito
como produto natural. Foram feitas algumas reagbes de microderivatizagées para
auxiliar na elucidacéo estrutural do (E)-4-(3’-decenil) fenol.

Uma andlise circadiana dos componentes volateis dos frutos imaturos e
maduros dessa planta, obtidos via aeracao e hidrodestilacdo foi feita por CG/EM.
Testes de campo foram realizados para verificar o papel do 6leo essencial na
atratividade de morcegos frugivoros C. perspicillata.

Estes testes foram conduzidos, utilizando:

1. o dleo essencial bruto de frutos maduros obtidos por hidrodestilacdo. Os
resultados apontaram para uma atratividade positiva de 80,7%.

2. o componente majoritario identificado na amostra de 6leo essencial dos
frutos maduros noite obtido sinteticamente. O resultado nao foi conclusivo.
Finalmente, testes de atividade antimicrobiana foram feitos. As substancias

2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-ona e 2-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-N-(2”-metilpropenil)-
2-oxo-acetamida apresentaram atividade inibitoria para os microrganismos
Enterococcus faecium, Micrococcus Iuteus e Staphylococcus faecium. Ja as
amostras (E)-4-(3’-decenil) fenol e (E)-4-(3’-decenil) metoxibenzeno apresentaram

resultado positivo apenas contra Rhodococcus equi.
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Fica evidente o pioneirismo deste trabalho, no enfoque inédito da interagao
mutualistica planta-morcego frugivoro, aliando-se o aspecto bioldégico ao aspecto

quimico dessa interagao.
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Abstract

The present work describes a chemical understanding of the relation between
Piper gaudichaudianum and its main consumer and dispersor of your seeds, the
frugivorous bat Carollia perspicillata. The study was conducted in the PEVR (Parque
Estadual Vila Rica do Espirito Santo), located in Fenix — PR — Brazil

The bats are considered the most important seeds dispersor of plants, having
an important function in environmental recovery. It's a pioneer work in chemical
ecology area.

For this purpose, the phytochemical study of the ripe and unripe fruits of P.
gaudichaudianum allowed the isolation and identification of five no volatile
components: 5,7-dihydroxy flavanone, (pinocembrin); 2,2-dimethyl-6-
carboxychroman-4-one; 2-(2’-hydroxy-5-methoxy-phenyl)-N-(2”-methyl-propenyil)-2-
oxo-acetamide; 4-(3°(E)-decenyl) phenol (gibbilimbol B); methyl 2,2-dimethyl-2H-1-
benzopyran-6-carboxylate. The component 2-(2’-hydroxy-5-methoxy-phenyl)-N-(2"-
methyl-propenyil)-2-oxo-acetamide is new as natural product. In order to help in
identification of structure 4-(3°(E)-decenyl) phenol some reactions of derivatizations
was done.

A circadian analysis of the volatile components from unripe fruits and ripe
fruits of this plant, obtained by headspace and hydrodistillation, was performed by
GC/MS. Field trials were done to verify the function of essential oils in the attraction
of frugivorous bat C. perspicillata.

These trials were conducted with:

1) The essential oil of ripe fruits obtained by hydrodistillation. The result was
an significant attractivity value ( 80,7 %).

2) The main component identified in the sample of the essential oil of ripe
fruits collected in the night, synthetically obtained. It's not obtained a conclusive
result.

Along with the phytochemical study, it was also made an antimicrobian activity
assays. The substances 2,2-dimethyl-6-carboxychroman-4-one and 2-(2’-hydroxy-5’-
methoxy-phenyl)-N-(2”-methyl-propenyil)-2-oxo-acetamide showed inhibitory activity

for the microorganisms Enterococcus faecium, Micrococcus Iuteus and
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Staphylococcus faecium, while the samples 4-(3°(E)-decenyl) phenol and 4-(3"(E)-

decenyl) metoxybenzene showed a positive results only against Rhodococcus equi.
It's pioneering work because showed the mutualistic interaction between

frugivorous bat and plant, considering the biological and chemical aspects these

interaction.
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1

Introducao

A destruicdo dos ecossistemas florestais € um dos principais problemas
ambientais do mundo moderno. Ha estimativas de que a cada dia no mundo, 46 mil
ha de florestas sao destruidos (Silva, 2001). Dados da Organizagao de Alimento e
de Agricultura das Nagdes Unidas (FAO) estimam em torno de 0,4% ao ano as taxas
de desmatamento no Brasil (Whitmore, 1990). Dados mais recentes, fornecidos pelo
INPE, revelam que a média da devastagao anual entre 1978-1988 no Brasil foi de 20
mil ha e entre 1988-1997 da ordem de 15 mil, resultando no desmatamento de 11%
da Floresta Amazbnica (Zau, 1998). A Mata Atlantica e seus ecossistemas
associados envolviam, originalmente, area de 1.360.000 km?, distribuidos por 17
estados e aproximadamente 50% dos municipios brasileiros. Atualmente o bioma
esta reduzido a fragmentos dispostos de modo esparso ao longo da costa brasileira
e no interior do pais, que representam menos de 8% de sua extensao original (MMA
2000).

As florestas tropicais, embora ocupem apenas 7% da superficie da Terra,
provavelmente sustentam mais da metade da vida do planeta (Laurance et al.,
1997). O Brasil € o principal pais entre aqueles detentores de megadiversidade,
possuindo de 15 a 20% do numero total de espécies da Terra. Em conjunto, os
mamiferos, aves, répteis e anfibios que ocorrem na Mata Atlantica, somam 1807
espécies, sendo 389 endémicas. Isto significa que a Mata Atlantica abriga,
aproximadamente, 7% das espécies conhecidas no mundo nesses grupos de
vertebrados. Nesse cenario de riqueza e endemismo observa-se, por outro lado,
elevado numero de espécies ameagadas de extingdo (MMA, 2000), ja que a
fragmentagéao, processo no qual grandes blocos de habitat sdo quebrados em blocos
pequenos e isolados, € uma das maiores ameagas a biodiversidade (Wilcox et al.,
1985; Wilcove et al., 1986, Laurance et al., 1997).

As alteracbes dos ambientes naturais em nosso pais, especialmente no

século passado, foram muito intensas, degradando areas riquissimas em



biodiversidade. A ameaca da falta de dgua, o envenenamento do meio ambiente, a
reducao a limites criticos de nossos remanescentes naturais, a extingdo da flora e da
fauna ndo sdo mais uma previsdo para um futuro remoto. Se os problemas ainda
nao se apresentam em maiores dimensdes, € porque a natureza tem tido a
capacidade de resistir mais do que o previsto (Borges, 2002).

A manutencdo e a recuperacdo destes ecossistemas é tema de interesse
global, pois os prejuizos advindos da degradagao das florestas atingem a todos os
seres Vvivos, inclusive o homem. O impacto da degradagéo é percebido por meio do
aumento da concentragdo de gas carbdnico na atmosfera, da eroséo e perda de solo
fértil para a agricultura, da redugédo da disponibilidade e da qualidade da agua, do
assoreamento e poluigdo de corpos d’agua, da perda incalculavel de diversidade
biolégica — fonte ainda pouca explorada de produtos, organismos e genes, e da
perda de um grande potencial ecoturistico (Lazarini et al., 2001).

Areas que perderam a cobertura florestal ha mais tempo, mas que estdo
proximas a fragmentos de florestas ou reservas maiores, podem ter seu banco de
sementes reabastecido pelas sementes provenientes de refugios vizinhos, pela
denominada chuva de sementes. Elas podem ser trazidas pelo vento, por animais,
ou outras formas de dispers&o. Areas com essas caracteristicas podem regenerar-se
naturalmente se nao estiverem muito perturbadas e forem protegidas contra a agao
do fogo e predacao por animais, como bovinos. Apds a protecao dessas areas,
geralmente promovida pela colocagdo de cercas, a regeneragdo natural inicia-se
rapidamente. Em alguns anos, novas arvores surgem. Porém, serdo necessarias
décadas para que a nova vegetacdo tenha a aparéncia da floresta original. Este é o
método mais barato de restauracao florestal, mas por outro lado é o mais lento.
Neste método é preciso considerar também que, dependendo da situagao do banco
de sementes e da distancia da fonte de propagulos mais proxima, o processo pode
estar comprometido (Ferreti, 2002).

Ainda segundo Ferreti (2002), alguns artificios podem ser utilizados para
acelerar a regeneragédo natural. Entre eles esta a instalagédo de poleiros para aves,
como postes, palanques de cerca, galhos de arvores, bambus e mudas de arvores.
As aves, ao pousarem para descansar, marcar territdrio ou buscar alimento, podem

deixar cair sementes que transportam no bico, no papo ou no trato digestivo.



Diversas evidéncias sugerem que 0s morcegos e as aves de pequeno porte
possuem um papel importante na recomposicado de ambientes através da dispersao
de plantas pioneiras (Fleming, 1988). Porém, os morcegos destacam-se devido ao
seu comportamento de defecar em véo e deslocar-se em areas mais abertas,
criando uma chuva de sementes diferenciadas (Thomas et al.,1988) e possibilitando
a regeneracao de clareiras naturais e de areas desmatadas (Muller et al., 1992,
Gorchow et al.,, 1993). Algumas espécies de morcegos frugivoros, como Artibeus
lituratus, Carollia perspicillata e Sturnira lilium, exercem um papel importante na
disperséo de plantas pioneiras dos géneros Cecropia, Piper, Solanhum e Ficus
(Charles-Dominique, 1986, Fleming, 1986, Mikich, 2002). Porém, segundo Howe,
(1984) o papel dos morcegos na recomposicdo de ecossistemas tropicais tem
recebido pouca atengado, apesar de existirem claras evidéncias de sua importancia
como dispersores de sementes, como por exemplo, na regeneracédo de trechos da
floresta amazonica (Gorchow et al., 1993) e na recomposigéo da vegetacao da ilha
Krakatau -Indonésia, destruida por uma erupgéo vulcanica (Whittaker et al., 1994). O
morcego frugivoro C. perspicillata (Phyllostomidae) €, sozinho, um importante agente
dispersor para pelo menos 25 espécies de plantas em Trinidad (Heithaus et al.,
1978). A distribuicdo das sementes destas plantas € grandemente determinada pela
movimentagdo dos morcegos em busca de alimento. Segundo o MMA (2000), os
inventarios biolégicos e a implantacdo de corredores — utilizando a matriz da
paisagem como complemento essencial para assegurar a protegdo da
biodiversidade — estdo entre as ag¢des prioritarias para a conservacao da Mata
Atlantica, ja que menos de 2% do que resta deste bioma encontra-se dedicado a
este objetivo.

Das 80 areas indicadas pelo MMA (2000) como prioritarias para agdes de
conservacdo na Mata Atlantica, 14 tiveram propostas para o estabelecimento de
corredores ecoldgicos e manejo de areas entre as unidades de conservacgao, entre
elas estd o Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo (PEVR), onde se
desenvolveu este trabalho. Localizado em Fénix, PR (23° 54'S — 51° 56'W), no
Terceiro Planalto Paranaense, possui 354 ha cercados por terras cultivadas e pelos
rios lvai e Corumbatai (figura 1). O clima é do tipo Cfa ou subtropical umido
mesotérmico com verdes quentes e geadas pouco frequentes. A precipitagdo anual

fica em torno de 1500 mm com concentracdo de chuvas nos meses de verao



(dezembro a fevereiro) (ITCF, 1987). A vegetagdo é do tipo Floresta Estacional
Semidecidual, na sua maior parte representada por floresta secundaria com mais de
370 anos e pequenas porgdes em estadio intermediario de sucessao (mais de 10
anos) onde existem varios elementos cultivados. Piperaceae € uma das principais
familias presentes no PEVR, onde esta representada por sete espécies: Piper
amalago, P. hispidum, P. crassinervium, P. diospyrifolium, P. arboreum, P. aduncum
e P. gaudichaudianum, sendo esta ultima a mais abundante (Plano de Manejo,
1987).

A importancia desse Parque para o nosso trabalho esta no fato de que, além
de possuir a espécie P. gaudichaudianum em abundancia, tem em sua fauna os
morcegos frugivoros Carollia perspicillata, permitindo dessa forma, ndo sé a coleta

do material vegetal, mas também o estudo da interagao planta-morcego.
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Figura 1. Mapa de localizagdo do Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo

(PEVR) no municipio de Fénix - Parana



Ecologia Quimica

Ecologia quimica € uma area que tem se destacado muito ultimamente,
envolvendo intera¢des animal-animal, planta-planta e planta-animal.

E do interesse deste trabalho, os sinoménios, sinais quimicos presentes na
comunicagao planta-morcego frugivoro, que beneficia ambas as espécies
envolvidas. Segundo Grison-Pigé (2002), analises quimicas do 6leo essencial de
trés espécies tropicais de Ficus associadas a testes com insetos polinizadores
(vespas) dessas espécies, mostraram o papel do sinal quimico como estimulante do
polinizador, bem como a especificidade do estimulo.

Aproximadamente 250 espécies de morcegos da familia Phyllostomidae, no
Novo Mundo, e Pteropodidae, no Velho Mundo, dependem parcial ou totalmente de
plantas como fonte de alimento. Além disso, centenas de plantas, muitas delas com
importancia comercial, usam estes morcegos como polinizadores e dispersores de
sementes (Fleming, 1988). Estima-se que os morcegos polinizem pelo menos 500
espécies de plantas neotropicais em 96 géneros (Vogel, 1969).

Interagbes ecoldgicas entre plantas e animais, seus polinizadores /
dispersores, sdo mutualisticas. Os animais obtém uma fonte nutricional (néctar,
polen ou polpa de frutos e, ocasionalmente sementes) das plantas que, em
contrapartida, ganham mobilidade para seus grdos de pdlen e sementes. Mas as
plantas sdo mais sensiveis a acdo dos animais do que vice-versa, pois elas tém
mais a ganhar (via aumento do sucesso reprodutivo) sendo mais seletivas em seus
visitantes do que os animais em sua escolha de alimento (Fleming, 1988). Se
eficientes polinizadores e dispersores de sementes sio limitados, entdo as plantas
competirdo intra e inter-especificamente por visitantes mais efetivos e tenderédo a
atrair diferentes sub-grupos de visitantes (Fleming, 1988).

A coevolugdo polinizadores / frugivoros-plantas tem resultado em
especializagdes morfologicas das plantas restringindo os animais visitantes. Estas
especializagdes estratégicas tém influenciado fortemente a evolugéo do tamanho da
semente, que por sua vez, tem influenciado a coevolugao de frutos e frugivoros. Por
exemplo, o tamanho da semente influencia sua mobilidade, tamanho e
caracteristicas nutricionais do fruto e a variedade de agentes dispersores. Mas, a

acessibilidade e o tamanho do fruto nao sao fatores muito importantes na escolha do



alimento pelos morcegos frugivoros da familia Phyllostomidae, que sao &ageis
voadores e, que se, devido ao tamanho do fruto ndo puderem carrega-lo, alimentar-
se-ao de pedacos da polpa. A disposi¢cao espaco-temporal e as caracteristicas
nutricionais dos frutos sao os fatores que provavelmente determinam a dieta desses
morcegos (Fleming, 1986).

Sabe-se ha muito tempo que morcegos simpatricos alimentam-se de frutos de
plantas de diferentes géneros e familias. Entretanto, explicacbes para esse
comportamento nao sao ainda completas e satisfatorias.

N&o é claro por exemplo, porque morcegos de Monteverde (Costa Rica), nao
incluem Lauraceae em sua dieta. Dinerstein (1983) relata ter fornecido frutos de
Lauraceae para morcegos Sturnira e Artibeus em cativeiro, e estes “cuspiram’,
expeliram a polpa. Em outro estudo, (Fleming, 1986), polpas de frutos de Trichilia
cuneata, Ocotea veraguensis e Byrsonima crassifolia foram fornecidas para
morcegos C. perspicillata em cativeiro, e o resultado observado foi o mesmo. Jansen
(1978) sugere que a presenga de metabdlitos secundarios em certos tipos de frutos
repelem efetivamente certos tipos de frugivoros.

Os morcegos da familia Phyllostomidae, entre eles C. perspicillata tém viséo
limitada, sem percepgdo de cores, possuem o olfato apurado e sonar pouco
desenvolvido. Segundo Koay (2003), este morcego € um agil voador, alimenta-se
solitariamente e em areas relativamente densas, onde fica menos exposto a
predadores. Utiliza o olfato para detecgéo e localizagéo do fruto maduro, em seguida
entdo, utiliza-se da ecolocalizagdo para a aproximacao final ao fruto. A visao
aparentemente ndo tem papel relevante no processo de busca do alimento. Isto
sugere que a atragao pela planta pode ser mais olfativa do que visual, levando em
consideracdo também, que o morcego € um animal noturno (Bizerril et al., 1997).
Presume-se que a acuidade olfatéria é alta nas familias Phyllostomidae e
Pteropodidae, mas esta suposicdo é baseada apenas em estudos anatbmicos e
observagbes de campo (Fleming, 1988).

O morcego Carollia perspicillata (figura 2), objeto de estudo da relagéo planta-
morcego deste trabalho, € uma espécie de ampla distribuicdo, ocorrendo em
praticamente toda a América do Sul e Central. Possui aproximadamente 20 g de
peso e alimenta-se de frutos e insetos. E uma das espécies mais comuns nas

florestas de planicie e em habitats perturbados. Ocupa o estrato inferior onde



consome frutos de arbustos e arvoretas, principalmente do género Piper. Piperaceae
se constitui em um importante recurso alimentar para esse quiréptero, seus frutos
correspondem a aproximadamente 70% de sua dieta (Mikich, 2002). Os morcegos
podem perceber as caracteristicas dos frutos Piper por ecolocalizagao (forma,
estrutura da superficie), olfagdo (aroma) e, dentro de condi¢cbes favoraveis, visdo
(Thies, 1998).

Figura 2. Morcego Carollia perspicillata capturado no PEVR

Piperaceae

A familia Piperaceae tem larga distribuicdo no mundo e é composta por 10
géneros, possuindo em torno de 2300 espécies. No Brasil esta familia esta
representada por cinco géneros: Piper, Peperomia, Potomorphe, Ottonia e
Sarcorhachis. Os maiores géneros sdo Piper e Peperomia, 0s quais sao também os
mais estudados quimicamente. E uma familia largamente utilizada na medicina
popular, de grande diversidade estrutural em relagcdo aos seus constituintes
quimicos. As classes de compostos mais encontradas sdo alcaldides, neolignanas,
lignanas, flavonoides e isobutilamidas (Parmar, 1997).

Exemplos destas substancias estdo no quadro 1.



Quadro 1: Substancias encontradas em algumas espécies de Piper
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O género Piper tem cerca de 700 espécies distribuidas em ambos os
hemisférios. A maioria dos estudos com este género sao feitos na area medicinal ,
do qual ja foram isoladas diversas substancias com propriedades farmacoldgicas.
Sabe-se que a bioatividade de espécies de Piper pode geralmente ser atribuida a
presenca de lignanas e ou amidas, como isobutilamidas alquilicas ou olefinicas (Ahn
et al.,, 1992). O género Piper é freqientemente um elemento dominante dentro da
floresta tropical e se constitui num dos cinco géneros mais importantes na seleta
floresta Neotropical. Nao surpreendentemente, as espécies Piper tém grande
importancia ecolégica e sao consideradas espécies “chave”, com base em suas
associagbes com morcegos frugivoros (Jaramillo et al., 2001).

Em todo o mundo, as espécies de Piperaceae sao tradicionalmente utilizadas
também como pesticidas. As espécies indianas P. longum, P. betle, P. peepuloides e
P. cubeba apresentam atividade contra mosquitos e moscas. Pouco se sabe sobre
os compostos responsaveis por essa atividade inseticida. Contudo, sabe-se que as
amidas, freqluientemente encontradas em Piperaceae, sao toxicas para moscas de
frutas, baratas e varias outras espécies de insetos. Elas atuam como neurotoxinas.
Fenilpropandides se constituem em outro grupo de compostos potencialmente ativos
presentes em Piper. A toxicidade dessas substancias, com poucas excegdes, como
o safrol, que tem sido utilizado como inseticida natural, nao foi estabelecida (Bernard
et al., 1995).

Algumas plantas produzem frutos carnosos para atrair frugivoros que possam
dispersar suas sementes adequadamente (Mc Key 1975, Gauntier-Hion et al., 1985).
Os frutos maduros de Piperaceae sdo também uma importante fonte de alimento
para morcegos: “morcegos Phyllostomidae sdo os mais importantes consumidores
de frutos Piper” (Heithaus et al., 1975) e, em particular, Carollia perspicillata e
Glossophaga soricina sao espécies que demonstram distinta preferéncia por estes
frutos (Charles-Dominique, 1991; Fleming, 1981; Fleming et al., 1977; Marinho-Filho,
1991; Palmeirim et al., 1989). Essa preferéncia foi verificada com base na coleta e
analise das fezes de morcegos dessas espécies, capturados em redes de neblina.
Poucos autores tém estudado em detalhes, aspectos quimicos dessa especializagao
(Bizerril et al., 1997).

Plantas do género Piper sdo arbustos ou arvoretas comuns e conspicuas do

subosque de muitas florestas neotropicais (Fleming, 1985). Por serem espécies
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pioneiras, sdo particularmente comuns em areas perturbadas, em bordas de floresta
e em clareiras produzidas pela queda de arvores (Thies et al., 1998). Seus frutos
apresentam um conjunto de caracteristicas associadas com dispersédo por
morcegos. Sao ditos frutos quiropterocéricos e apresentam as seguintes sindromes:
1) porgao comestivel ,macia ou dura; 2) dimensdes do fruto e semente variaveis; 3)
coloracao discreta, geralmente verde, amarelada, branquicenta ou marrom; 4) odor
de fermentacdo ou almiscar; 5) ligagcdo permanente a planta-mae mesmo apos a
maturagao; 6) pericarpo duro, com indeiscéncia possivel; 7) exposicdo na parte
externa da planta para facilitar a apreensao em véo (Mikich, 2002). Frutos maduros
de Piper, consumidos por C. perspicillata sao ricos em proteina e apresentam baixo
teor de fibras, e estdo disponiveis em baixo numero por planta, por noite. Isto faz
com que seu consumidor necessite visitar de 2 a 6 locais separados de Floresta
Tropical por noite, a fim de obter a quantidade de energia suficiente para sua
sobrevivéncia (Fleming, 1986). Estes frutos permanecem esverdeados quando
maduros, mas ao contrario dos imaturos sdo moles, exalam odor caracteristico e sdo
rapidamente consumidos pelos morcegos (Fleming, 1981; Thies et al., 1998). Para
um humano é dificil distinguir visualmente um fruto imaturo de um maduro, ja o
morcego o faz facilmente. As espécies do género Piper frutificam sequencialmente
durante o ano. A espécie em estudo, P. gaudichaudianum (figura 3) é encontrada
em abundancia no PEVR, principalmente ao longo de trilhas e estradas. Esta
espécie apresenta dois picos de frutificagdo, um nos meses de novembro/fevereiro e

outro de menor intensidade em maio/julho (Mikich, 2001b).
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Figura 3. Piper gaudichaudianum coletada no PEVR

Oleos essenciais sdo metabolitos secundarios volateis que as plantas
produzem para suas necessidades nao nutricionais (com fins de protecdo ou de
atratividade). Em geral sdo misturas complexas de compostos organicos que dao
caracteristicas odoriferas e de sabor para as plantas (Kéita et al., 2000).

Analises dos constituintes volateis de espécies de Piperaceae revelaram a
presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e arilpropandides (apiol, dilapiol,
miristicina, safrol, sarisan), apresentando interessantes propriedades bioldgicas
(Santos et al., 2001).

Varios trabalhos de analise quimica de d6leo essencial de Piperaceae sao
encontrados na literatura. A grande maioria obtidos via hidrodestilacdo e utilizando
as partes aéreas da planta. Resultado de uma reviséo bibliografica apresentada na
tabela 1, pag. 14, estdo sendo mostrados os componentes identificados nos dleos
essenciais de 28 espécies de Piper, em concentragédo igual ou superior a 2%. Os
componentes identificados como principais, presentes em praticamente todas as
espécies analisadas e em concentragdes significativas, estdo sendo mostrados no
quadro 2, pag. 12.

A composicao quimica do 6leo essencial de plantas tem sido freqlientemente
estudada, mas o papel desses odores na atracdo de polinizadores tém sido
raramente testados.

Este trabalho propde pela primeira vez, a analise quimica do 6leo essencial
de uma espécie de frutos Piper, obtido por meio de duas técnicas, aeracao e

hidrodestilagéo, verificando seu papel na atragdo de morcegos frugivoros.
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Quadro 2: Revisao bibliografica de 6leo essencial (28 espécies de Piper) —
Principais componentes: identificados em concentragdes
significativas em praticamente todas as espécies analisadas

OH H
o- Pineno B- Pineno o H
Linalol a- Copaeno
H
Germacreno D 8- Cadineno - Cariofileno

De uma maneira geral, estudos de ecologia quimica de Piperaceae sao
raramente encontrados. Alguns relatos mostram a interagdo de Piper com formigas
(Harborne, 1993). Outros estudos tratam da interagdo com morcegos. Thies (1998),
relata um experimento em que morcegos Carollia perspicillata e Carollia castanea,
ao baterem as asas emitem sinais multi-harménicos de freqiéncia modulada, de
curta duragao, baixa intensidade e de banda larga. Foram discriminadas duas fases
nesse comportamento de ecolocalizagcdo do morcego. A fase de orientagdo, de
procura do fruto maduro (um pulso simples por batida de asa) e a fase de
aproximacgao, seguida da remogéao do fruto.

O retorno de varios sinais de eco, ndo so6 dos frutos maduros localizados, mas
também de folhas e galhos, fazem com que o morcego precise de outras fontes de

informagé&o em sua busca por alimento.



13

Ainda neste relato de Thies (1998), experimentos foram conduzidos utilizando
frutos artificiais cujo odor, estrutura da superficie e/ou forma foram manipulados,
revelando que forma e principalmente odor tém papel relevante na localizagdo do
fruto maduro. Para muitas espécies de Phyllostomidae, a importancia da utilizagao
da ecolocalizagao e de outros recursos sensoriais como visao e olfato, no processo
de forrageamento ndo estdo ainda bem determinados (Thies, 1998), e os trabalhos
apresentados ndo consideram o entendimento do aspecto quimico da interacéo
planta - morcego frugivoro.

Em fungdo de todas essas informagdes alguns questionamentos sao
formulados.

Ao apresentar preferéncia por determinado fruto, o morcego busca o
conteudo nutricional presente no fruto?

Frutos de espécies ndo consumidas por determinada espécie de morcego,
apresentam metabdlitos secundarios com fungao repelente para esses morcegos?

Uma vez que morcegos frugivoros apresentam o olfato bem desenvolvido,
eles sao atraidos até os frutos maduros, via 6leos essenciais?

Na busca por respostas satisfatérias a essas questdes, procurou-se aliar o
aspecto biolégico (presente em varios relatos da literatura) ao aspecto quimico
(enfoque inédito deste trabalho) dessa interagdo mutualistica, entendendo que a
compreensao dessa inter-relacdo podera se constituir em uma ferramenta valiosa na

recuperagao de areas degradadas.
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Tabela 1. Principais componentes do 6leo essencial, identificado em concentragao igual ou superior a 2% em 28 espécies de

Piper, obtidos por hidrodestilagcéo.

Componente IR Pca Pni Pum Par Pfi Pla Pla Pob Pfu Pma Pma Pso Pgo Pdi
folha fruto folha galho

Piperitona 252

o—Pineno 942 86% 57% 17,6% 4,3% 3.5% 13,7%

Canfeno 953

Sabineno 976 4,0%

B-Pineno 980 32,5% 10,7% 26,8% 6,6% 21% 4,4% 158% 17,7%

Mirceno 991 41,7%

a-Felandreno 1005 2,2%

8-3-Careno 1011 3,3% 23,3%

a- Terpineno 1018 2,4%

Limoneno 1028 3,6% 18,8% 3,8%

B-Felandreno 1031 2,2%

1,8-Cineol 1033 2,7%

Z-B-Ocimeno 1040 6,8% 2,3%

Trans-B-Ocimeno 1050 2,3%

y- Terpineno 1062 6,9%

Terpinoleno 1088 3,0%

Linalol 1093 3,8% 7,.9% 5,3%

Acetato de linalil 5,3%

Canfora 1132

Iso-Borneol 1154

Borneol 1166

4-Terpineol 1177

Chavicol 1253

Timol 1272

Safrol 1285

8- Elemeno 1339 3.1% 5,9%

a-Acetato de terpinil 1350

o-Copaeno 1376 74% 2,0% 3,2% 5,6% 2,5%

B-Elemeno 1391 2,6%

Z-Cariofileno 1404 2,1%




Componente IR Pca Pni Pum Par Pfi Pla Pla Pob Pfu Pma Pma Pso Pgo Pdi
folha fruto folha galho
B-Cariofileno 1418 12,6% 151% 9,8% 4,4%/ 11,3% 20,6% 51% 276% 3,7% 4,0% 5,6% 13,3% 2,2%
6,4%
a-trans-bergamoteno 1436
Aromadendreno 1439 4,2%
Z-B-Farneseno 1443
v- Elemeno 1453 3,7%
a-Humuleno 1454 2,3%
9-epi-Cariofileno 1467 2,1%
y- Gurjuneno 1473
Sarisan 39,2%
y-Muuroleno 1477 2,1% 3,3%
Alloaromadendreno 1479
Germacreno D 1480 3,3% 53%/ 12,8% 12,5% 3,2% 3,9% 28,9%
3,6%
y-Curcumeno 1480
Guaieno 1490
2-Tridecanone 1492 4,4%
epi-Cubebol 1493
Biciclogermacreno 1494 2,7%
o-Muuroleno 1499 4.2%
Germacreno A 1503 3,3%
B-Selineno 1506 2,1%
E-E-a-Farneseno 1508 14,1
B-Bisaboleno 1509 4,5%
y- Cadineno 1513 2,2%
5-Cadineno 1524 258% 2,6% 2,4% 3, 7%
cis-Nerolidol 1534
Elemol 1549 2,6%
Elemicina 1554 24,4% 16,4%
Germacreno-B 1556 3,5% 2,4%
E-Nerolidol 1564  3,2% 12,4% 3,1% 2,6%
Espatulenol 1576 2,9% 10,6% 5,4% 2,9%
Oxido de cariofileno 1581 8,3%
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Componente IR Pca Pni Pum Par Pfi Pla Pla Pob Pfu Pma Pma Pso Pgo Pdi
folha fruto folha galho

Globulol 1583 3,7%

epi-Globulol

Carotol 1594

Guaiol 1595

Miristicina 1606 9,2%

Epéxido de 1606

Humuleno I

10-epi-y-Eudesmol 1619 4.,4%

Dilapiol 1622

1-epi-Cubenol 1627

y-Eudesmol 1630 14,6%

Hinesol 1641

Cubenol 1642

B-Eudesmol 1649

o~ Eudesmol 1652 12,2%

a-Cadinol 1653 2,3%

Bulnesol 1664 8,1%

B-Bisabolol 1668

E-E-Farnesol 1722

Ester etil do acido 7,8%

benzenopropandico

Furanodieno 2,1%

Alilpirocatecshol

Chavibetol

Parsley apiol 11,7% 9,8%

1,5-Epoxisalvial- 2,6%

4(14)-eno

Ishwarane 12,1%

Acetato de chavibetil
Diacetato de
alilpirocatequil
Limoneno + -
Felandreno
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Componente IR Pca Pni Pum Par Pfi Pla Pla Pob Pfu Pma Pma Pso Pgo Pdi
folha fruto folha galho

3,4- 8,0% 8,9%

Metilenodioxipropio-

fenona

Alcool

sesquiterpénico

Componentes Pad Pad Phi Pho Pgu Pba Pam Pan Pmo Plh Pbe Pau Pce Pre
folha fruto

Piperitona 252 11,1%/ 13,5%
22% 151%

o—Pineno 942  2,0% 2,9% 16,8% 4,8% 7.2%

Canfeno 957 22,4%

Sabineno 976

B-Pineno 980 6,1%

Mirceno 991 52,6%

a-Felandreno 1005 2,6% 8,2%

5-3-Careno 1011 2,2%

o~ Terpineno 1018 2,0%

Limoneno 1028 2,6% 3,5% 2,5% 4,1%

B-Felandreno 1031 5,9%

1,8-Cineol 1033 5,8% 8,6%

Z-B-Ocimeno 1040

Trans-B-Ocimeno 1050 2,8%

y- Terpineno 1062 2,1% 3,7%

Terpinoleno 1088

Linalol 1093 2,5% 3,4% 21% 15,9%

Acetato de linalil

Canfora 1132 25,3%

Iso-Borneol 1154 12,8%

Borneol 1166

4-Terpineol 177 4,4% 5,4%

Chavicol 1253 47.8%
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Componentes Pad Pad Phi Pho Pgu Pba Pam Pan Pmo Plh Pbe Pau Pce Pre
folha fruto

Timol 1272 2,9%

Safrol 1285 70,0%

5- Elemeno 1339 3,3%

a-Acetato de terpinil 1350 2,4%

a-Copaeno 1376 4,0% 2,5%

B-Elemeno 1391 3,5% 3,0%

Z-Cariofileno 1404 3,9%

B-Cariofileno 1418 53% 4,0% 6,3% 10,1% 34% 9,8% 3,9% 20,7% 8,5%

a-trans-bergamoteno 1436 2,1%

Aromadendreno 1439

Z-B-Farneseno 1443 57%

v- Elemeno 1453 2,7%

a-Humuleno 1454 29% 2,4%

9-epi-Cariofileno 1467 2,8%

y- Gurjuneno 1473 4,3%

Sarisan

y-Muuroleno 1477

Alloaromadendreno 1479 2,8%

Germacreno D 1480 2,3% 71% 4,9% 5,3% 3,6% 6,7%

y-Curcumeno 1480 9,9%

Guaieno 1490 3,4%

2-Tridecanone 1492 4,3%

epi-Cubebol 1493

Biciclogermacreno 1494 21,9% 2,9%

a-Muuroleno 1499 44,8%

Germacreno A 1503 4.1%

B-Selineno 1506 2,2%

E-E-a-Farneseno 1508 56% 7,2% 3,7% 2,0%

B-Bisaboleno 1509

y- Cadineno 1513 3,0%

8-Cadineno 1524 3,9% 2,3%

cis-Nerolidol 1534
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Componentes Pad Pad Phi Pho Pgu Pba Pam Pan Pmo Plh Pbe Pau Pce Pre
folha fruto

Elemol 1549

Elemicina 1554 3,4%

Germacreno-B 1556

E-Nerolidol 1564 2,5% 23,2% 4.2%

Espatulenol 1576  2,6% 4,0% 2,3%

Oxido de cariofileno 1581 5,0% 3,1%

Globulol 1583 3,1%

epi-Globulol 2,2%

Carotol 1594 2,2%

Guaiol 1595 4,6% 9,7%

Miristicina 1606 9,8% 3,9%

Epoxido de 1606 3,6% 2,3%

Humuleno Il

10-epi-y-Eudesmol 1619 15,9% 6,2%

Dilapiol 1622 32,9%/ 32,9/6
618% 1,2%

1-epi-Cubenol 1627

y-Eudesmol 1630 8,5%

Hinesol 1641 19,3% 3,2%

Cubenol 1642

-Eudesmol 1649 8,1% 24,8%

o~ Eudesmol 1652 8,3% 20,6%

o-Cadinol 1653 2,8%

Bulnesol 1664

B-Bisabolol 1668 4,5%

E-E-Farnesol 1722 10,5%

Ester etil do acido

benzenopropanoico

Furanodieno

Alilpirocatecshol 10,8%

Chavibetol 7.2%

Parsley apiol

1,5-epoxisalvial-
4(14)-eno

19



Componentes Pad Pad Phi Pho Pgu Pba Pam Pan Pmo Plh Pbe Pau Pce Pre
folha fruto

Ishwarane

Acetato de chavibetil 14,6%

Diacetato de 3,5%

alilpirocatequil

Limoneno + B- 24% 5,4%

Felandreno

3,4-

Metilenodioxipropio-

fenona

Alcool 6,4%

sesquiterpénico

Componentes Pni Pni Pmi Pos Pte
folha galho

Piperitona 252 12,9%

o—Pineno 942  21,7% 19,3% 25% 6,7%

Canfeno 957 6,1%

Sabineno 976 16,5% 7,2%

B-Pineno 980 3,5% 4,9% 3,5%

Mirceno 991 2,0%

o-Felandreno 1005 2,6%

6-3-Careno 1011

o~ Terpineno 1018 12,7%

Limoneno 1028 7,9% 3,9%

B-Felandreno 1031 2,9%

1,8-Cineol 1033

Z-B-Ocimeno 1040

Trans-B-Ocimeno 1050

y- Terpineno 1062

Terpinoleno 1088

Linalol 1093 2,2%

Acetato de linalil
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Componentes Pni  Pni Pmi  Pos Pte
folha galho

Canfora 1132 8,3%

Iso-Borneol 1154

Borneol 1166

4-Terpineol 1177 2,6%

Chavicol 1253

Timol 1272

Safrol 1285 82,0%

5- Elemeno 1339

a-Acetato de terpinil 1350

a-Copaeno 1376 2,8%

B-Elemeno 1391 7,0% 2,3% 3,3%

Z-Cariofileno 1404

B-Cariofileno 1418 3,3% 19,5% 6,7% 24,3%

a-trans-bergamoteno 1436

Aromadendreno 1439

Z-B-Farneseno 1443

v- Elemeno 1453 3,6%

a-Humuleno 1454  2,3% 28% 14,1%

9-epi-Cariofileno 1467

y- Gurjuneno 1473

Sarisan

y-Muuroleno 1477

Alloaromadendreno 1479

Germacreno D 1480 8,2% 16,8%

y-Curcumeno 1480

Guaieno 1490 2,3%

2-Tridecanone 1492

epi-Cubebol 1493 2,2%

Biciclogermacreno 1494

a-Muuroleno 1499

Germacreno A 1503

B-Selineno 1506

E-E-a-Farneseno 1508
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Componentes Pni Pin Pmi Pos Pte
folha galho
B-Bisaboleno 1509
y- Cadineno 1513
5-Cadineno 1524 41% 21%
cis-Nerolidol 1534 6,4%
Elemol 1549
Elemicina 1554
Germacreno-B 1556
E-Nerolidol 1564
Espatulenol 1576
Oxido de cariofileno 1581
Globulol 1583 49,7% 12,6%
epi-Globulol
Carotol 1594
Guaiol 1595
Miristicina 1606
Epdxido de 1606
humuleno Il
10-epi-y-Eudesmol 1619
Dilapiol 1622 32,9/6
1,2%
1-epi-Cubenol 1627 6,2%
y-Eudesmol 1630
Hinesol 1641
Cubenol 1642 2,4%
B-Eudesmol 1649
o- Eudesmol 1652
o-Cadinol 1653
Bulnesol 1664
B-Bisabolol 1668
E-E-Farnesol 1722

Ester etil do 4cido
benzenopropanoico
Furanodieno
Alilpirocatecshol
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Componentes Pad
folha

Pad Pmi Pos
fruto

Pte

Chavibetol

Parsley apiol

1,5-epoxisalvial-

4(14)-eno

Ishwarane

Acetato de chavibetil

Diacetato de

alilpirocatequil

Limoneno + B- 2,4%
Felandreno

3,4-

Metilenodioxipropiof

enona

Alcool 6,4%
sesquiterpénico

5,4%

Legendas e referéncias:
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Pca - P. capense; Pni— P. nigrum; Pum — P. umbellatum e Pgu — P. guineense — Martins, 1998; Pam — P. amplum; Pdi — P. dilatatum; Pgo — P. goesii;
Phi — P. hispidum; Pho — P. hoffmanseggianum e Pmo — P. mollicomum — Santos, 2001; Plh — P. |hotzkyanum — Moreira, 1998; Pce — P. cernuum € Pre
— P. regnellii — Constantin, 2001; Pma — folha e galho — P. marginatum — Ramos, 1986; Pan — P. angustifolium — Tirillini, 1996; Pbe — P. betle L. — Garg,

1996; Pad — folha e fruto — P. aduncum — Ciccid, 1997; Pfi — P. fimbriulatum e Pob — P. obliquum — Mundina, 1998

Par — P. arboreum — Santos,

2001 e Mundina, 1998; Pau — P. auritum — Gupta, 1985; Pla — folha e fruto — P. lanceaefolium — Mundina, 2001; Pso — P. solmsianum — Moreira, 1998 e
Moreira, 2001 Pfu — P. fulvescens — Vila, 2001; Pba — P. barbatum — Vargas, 2003; Pni — P. nigrum— Pino, 2003; Pmi — P. mikanianum — Abreu, 2002;
Pos — P. ossanum— Pino, 2002; Pte — P. terrabanum — Ciccio, 1996
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2
Objetivos

Objetivo Geral

Buscar a compreensdo do aspecto quimico da relacdo entre planta e
morcego frugivoro, entendendo que o morcego podera atuar como
disseminador de sementes nos “corredores” entre os fragmentos de
florestas nativas, uma vez, que ¢é capaz de voar distAncias
consideraveis e de defecar em vb6o. A compreensido dessa interacao
podera se traduzir em ferramenta no manejo de reservas naturais,
contribuindo significativamente para a manutencdo da diversidade

bioldgica.

Objetivos Especificos

Baseado no conhecimento de uma inter-relacdo mutualistica entre
plantas e morcegos frugivoros, buscar o entendimento da preferéncia
dos morcegos Carollia perspicillata pelos frutos maduros de Piper

gaudichaudianum. Para isto:

o Fazer o estudo fitoquimico dos frutos imaturos e maduros desta
espécie, identificando os metabdlitos secundarios nao volateis

nos dois estagios de maturagao dos frutos.

o Extrair o 6leo essencial dos frutos imaturos e maduros desta
espécie, por meio de aeracdo e hidrodestilacido, identificando

seus componentes, nos dois estagios de maturagao dos frutos.



25

o Analisar a composicdo do O6leo essencial, bem como a
concentracdo dos componentes presentes em cada amostra,
por meio de comparagao dos seguintes parametros:

= Aeracéo e hidrodestilagao
= Frutos imaturos e frutos maduros
= Frutos coletados em periodos diferentes, manha, tarde e

noite.

o Realizar testes de campo, observando os componentes
responsaveis pela atragdo dos morcegos até os frutos,
verificando se o odor é um fator relevante para a aproximagao

de C. perspicillata.
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3
Metodologia
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3.1

Métodos gerais

Os espectros de absorgdo no infravermelho (V) foram registrados em
equipamento BOMEM MB — 100. As amostras foram preparadas na forma de um
filme liquido de diclorometano (CH.Cl,) e as absorgbes expressas em numero de

onda (cm™).

Os espectros de absor¢cdo no ultravioleta (UV) foram registrados em um
espectrofotdbmetro Hewlett Packard 8452 A. Utilizou-se uma cela de quartzo de 1cm,

e como solvente diclorometano.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)
foram registrados em espectrémetros Varian Gemini — 300 BB (300 MHz). Os
solventes utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCI3) e metanol deuterado
(CDsOD) utilizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (8) sao indicados em ppm e as constantes de acoplamento
(J) em Hertz (Hz).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono -13 (RMN '3C)
foram registrados em espectrémetros Varian Gemini (75,5 MHz). Os solventes
utilizados foram cloroférmio deuterado (CDCI3) e metanol deuterado (CD3;OD)
utiizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos

quimicos (8) sado indicados em ppm.

Os 6leos essenciais foram analisados por um cromatografo gasoso acoplado
a um espectrébmetro de massas — CG/EM — (Varian Saturn 2000) nas seguintes

condigbes: coluna VA-5 (5% Phenyl-Methyl polysiloxane; 30 x 0,25 x 0,25),
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temperatura do injetor 250°C, rampa de aquecimento 60°C - 3°C/min - 240°C, hélio
como gas de arraste, fluxo de 1 ml/min.

A identificagdo dos constituintes foi realizada com base nos indices de
retencao (Adams, 1995; Van Del Dol e Kratz, 1964), calculados a partir da co-injegao

de uma mistura de n-alcanos, e por comparagao de seus espectros de massas.

Os espectros de massas de alta resolugao foram obtidos em um Micromass

QTOF. Os espectros foram feitos pela técnica de ionizagao electronspray (ESI).

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em silica gel
60 PFs4 da Merck, sobre suporte de vidro (espessura 0,50 mm). A detecgao dos
compostos foi feita por irradiagdo com lampada de ultravioleta e posterior revelagao

com anisaldeido e aquecimento.

As cromatografias em camada preparativa (CCP) foram efetuadas em silica
gel 60 PF2s4 da Merck, sobre suporte de vidro (espessura 1,00 mm). Os compostos

foram detectados por irradiacdo com lampada de ultravioleta.

As cromatografias em coluna foram feitas com silica gel 60 (0,063 — 0,200
mm) da Merck, como fase estacionaria. A proporcao da silica € cerca de 20 vezes o

peso do produto bruto a ser purificado.

Para cromatografia em camada delgada acelerada radialmente (CCDC),
foram utilizadas placas de vidro circular (raio = 12 cm), cobertas com camada de
silica gel PF,s4 e sulfato de calcio 10%, com espessura de 1 mm. Esse tipo de
cromatografia foi realizada no Chromatotron, com velocidade de fluxo do eluente

igual a 1 ml/ min e gradiente de éter de petrdleo / cloroférmio.

Os solventes empregados eram de grau comercial e foram previamente

tratados de acordo com procedimentos descritos na literatura (Perrin, 1988).
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3.2

Coleta do material vegetal

A coleta do material vegetal ocorreu no Parque Estadual Vila Rica do Espirito
Santo (PEVR), localizado no municipio de Fénix-PR.

Ocorreram duas coletas, em épocas diferentes: na primeira (margo/1999),
foram coletados frutos imaturos, na segunda (janeiro/2000), frutos imaturos e frutos
maduros. Na primeira coleta ndo se obteve quantidades suficientes de frutos
maduros. Para garantir a quantidade necessaria de frutos maduros para o estudo
fitoquimico e extracdo dos dleos essenciais, os frutos prestes a amadurecer, foram
protegidos com saco plastico (figura 4) ou tecido (figura 5). Dessa forma, evitou-se o

ataque dos morcegos, além de impedir a queda do fruto ao amadurecer.

Figura 4. Frutos de P. gaudichaudianum prestes a amadurecer protegidos
com saco plastico, coletados no PEVR.
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Figura 5. Frutos de P. gaudichaudianum prestes a amadurecer protegidos

com tecido, coletados no PEVR.

3.3
Metabdlitos Secundarios

compostos nao volateis

3.3.1 Extragao

O material vegetal, (frutos imaturos e frutos maduros), foi seco em estufa a
40° C, moido e extraido separadamente em Soxhlet com solventes de polaridades

crescentes (éter de petréleo, diclorometano e etanol) — Tabela 2.
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Tabela 2. Extratos brutos dos frutos imaturos e maduros de P. gaudichaudianum

Material vegetal

Quant.

Eter de

Diclorometano Etanol
petréleo (EEP) (ECH.CI,) (EE)
Frutos imaturos | 22,09 419mg 741mg 2,952¢g
Frutos maduros | 18,09 84mg 437mg 6,862¢g

3.3.2 Purificagao

Extratos brutos trabalhados:

3.3.2.1

fluxograma 1 pagina 36

Substancias purificadas:

Aspecto fisico: solido branco

Substancia 1

E(CHCl,)s — extrato diclorometanico dos frutos imaturos

RMN "H (300 MHz, CDCls): Tabela 10 (Anexo A pag. 99) Figura 12 (Anexo B pag.

112)

RMN "*C (75,5 MHz, CDCls): Tabela 10 (Anexo A pag. 99) Figura 13 (Anexo B pag.

112)
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EM [m/z (%)]: 256 [M]" (100); 179 [M — CgHs] (37,3); 152 [M — 104] (50,1); 104 [M —
152] (41,1); 124 [M — 104 — CO] (34,5): Figura 14 (Anexo B pag. 113)

IV vmax (filme de CH,Cly, cm™): 1628; 3433: Figura 15 (Anexo B pag. 113)

UVimax (nm, log €) (M): 248 (2,5); 281 (2,7); 308 (2,9) : Figura 16 (Anexo B pag. 114)

Substancia 2

Aspecto fisico: solido amarelado

RMN "H (300 MHz, CDCls): Tabela 11 (Anexo A pag. 100) Figura 17 (Anexo B pag.
115)

RMN '3C (75,5 MHz, CDCls): Tabela 11 (Anexo A pag. 100) Figura 18 (Anexo B pag.
115)

EM [m/z (%)]: 234 [M]" (33,9); 219 [M — Me] (100); 203 [M — OCHg3] (10,3); 147 [M —
OCH3; — 56] (37,8): Figura 19 (Anexo B pag. 116)

IV vmax (filme de CHClo, cm™): 1613; 1697; 1720: Figura 20 (Anexo B pag. 116)
UVimax (nm, log €) (M): 227 (2,5); 233 (2,7); 264 (0,8) : Figura 21 (Anexo B pag. 117)
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Substancia 3

4"

Aspecto fisico: sélido marrom

RMN "H (300 MHz, CDCls): Tabela 12 (Anexo A pag. 101) Figura 22 (Anexo B pag.
118)

RMN "3C (75,5 MHz, CDCls): Tabela 12 (Anexo A pag. 101) Figura 23 (Anexo B pag.
118)

EM [m/z (%)]: 249 [M]" (3); 219 [M — H,CO] (100): Figura 24 (Anexo B pag. 119)

IV vmax (filme de CH.Cly, cm™): 1581; 1640; 1714; 3441: Figura 25 (Anexo B pag.
119)

UVimax (nm, log €) (M): 270 (2,8); 299 (2,6); 342 (2,3) : Figura 26 (Anexo B pag. 120)

Substancia 4
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Aspecto fisico: 6leo amarelado

RMN "H (300 MHz, CDCl3): Tabela 13 (Anexo A pag. 102) Figura 27(Anexo B pag.
121)

RMN '3C (75,5 MHz, CDCls): Tabela 13 (Anexo A pag. 102) Figura 28 (Anexo B pag.
121)

EM [m/z (%)]: 232 [M]" (1,04); 107 [M — 125] (100); 77 [CeHs] (8): Figura 29 (Anexo B
pag. 122)

IV vmax (flme de CH,Cly, cm'1): 3345,4; 2922,8; 3021: Figura 30 (Anexo B pag. 122)
UVAmax (nm, log &) (M): 286 (0,8) : Figura 31 (Anexo B pag. 123)

3.3.2.2 E(CH:Cly)im — extrato diclorometanico dos frutos maduros

fluxograma 2 pagina 37

Substancias purificadas: 2 (8 mg), 3 (7 mg), e 4 (18 mg), ja purificadas no
E(CH.Cly)s
3.3.2.3 EEjf — extrato etanélico dos frutos imaturos

Fluxograma 3 pagina 38

Substancias purificadas: 2 (4 mg) e 4 (8 mg), ja purificadas no E(CH,Cl,); e no
E(CH2Cl2)m

3.3.24 EEs, — extrato etandlico dos frutos maduros

Devido a sua alta polaridade, teve tratamento diferenciado.

Utilizando-se 3,0 g do EEs, fez-se uma suspensdo em agua (40 mL). Em
seguida, foi submetido a uma extragdo com solventes de polaridades crescentes
(cloroférmio, acetato de etila e n-butanol). Foram feitas 3 extragcbes com cada

solvente, utilizando-se 50 mL de solvente em cada uma delas.
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a) Fracéo cloroformio (m=290 mg)

Fluxograma 4 pagina 39

Substancias purificadas: 2 (8 mg) e 4 (23 mg), ja purificadas no E(CH,Cl,); e
no E(CH.Cl,)wm, além da substancia 6 (3 mg).

Substancia 6

Aspecto fisico: 6leo amarelado

RMN 'H (300 MHz, CDCI3): Tabela 15 (Anexo A pag. 104) Figura 36 (Anexo B
pag. 127)

RMN '3C (75,5 MHz, CDCls): Tabela 15 (Anexo A pag. 104) Figura 37 (Anexo B
pag. 127)

UVAmax (nm, log €) (M): 271 (2,8); 295 (2,7): Figura 38 (Anexo B pag. 128)

b) Fragao n-butanol

Fluxograma 5 pagina 40



Fluxograma 1

Frutos imaturos
m=22g

Extracdo em Sohxlet

E(CHxCly)s
m=500mg
CC: Eter de petréleo/CHCI; e CHCI; /MeOH
31/40
m=290mg
CC: CHCI; / AcOEt
[ [ [ |
3/4 5/6 12/20 24/33
m=20mg m=17mg m=42mg m=20mg
CCP: Hex/AcOEt CCP: Hex/AcOEt (10%) CCP: CHCI5/AcOEt (5%) CCP: CHCI3/AcOEt (5%)
I | o —
3/4 -2 5/6 -3
m=10mg m= 6mg

Obs: 1. O E(CH.Cl,); deu origem a 149 fracdes, e a fragdo 31/40 deu origem a 93 fragdes. As mais
significativas em quantidade e em numero de substancias estao representadas no fluxograma 1

2. CCP - Cromatografia em Camada Preparativa
3. CC — Coluna Cromatografica



Fluxograma 2

Frutos maduros
m=18g

Extracdo em Sohxlet

EEPm
m=84mg

E(CH2Cl2)im EEfm
m=437mg m=6,869g

CC: Eter de petroleo/CHCI; e CHCI; /MeOH

58/72
m=12mg

73/82
m=33mg

83/97
m=80mg

CCP: CHCIy/Eter de petrdleo (20%)

58/72 - 2
m=2mg

CCP: CHCIy/Eter de petrdleo (20%)

CCP: CHCI; (100%)

83/97 - 1
m=5mg

73/82 -3
m=3mg

Obs: 1. O E(CH.Cl,) deu origem a 186 fracdes. Estdo representadas no
fluxograma 2 somente as mais significativas em quantidade e em numero de
substéncias

2. CCP - Cromatografia em Camada Preparativa

3. CC — Coluna Cromatografica
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Fluxograma 3

Frutos imaturos
m=22g

Extracdo em Sohxlet

EEs
m=2,95¢g

Aliquo

ta do extrato

EEs
m=430mg

CC: Eter de petréleo/AcOEt e AcOEt /MeOH

31/39
m=11mg

49/68
m=21mg

Obs: 1. O EE; deu origem a 68 fragdes. As mais significativas em quantidade e em numero de

substancias estéo representadas no fluxograma 3
2. CC — Coluna Cromatografica
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Fluxograma 4

EEfm
m=6,869
Aliquota do extrato
EEfm
m=3,0g
1. Suspensao em agua
2. Extragdo com solventes de polaridades crescentes
CHCI; AcOEt n-BuOH
m=290mg m=100mg m=1,19g
Cromatotron: Eter de petrdleo/CHCI; (90%)
3+1 26’ 12’14’
m=10mg m=40mg m=12mg
CCP:

CCP: Eter de petrdleo/

CHCl, (90%)/
MeOH (3%)

CCP: CHCI3/MeOH (10%)

Eter de petroleo/
CHCI; (90%)/
MeOH (7%)

1. CCP - Cromatografia em Camada Preparativa

2. CC - Coluna Cromatografica
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Fluxograma 5

4

EEfm
m=3,0g
1. Suspensao em agua
2. Extragio com solventes de polaridades crescentes
CHCl3 AcOEt n-BuOH
m=290mg m=100mg m=1,19g
Coletado em trés fracdes (aspecto diferente)
1-2 3
m=171mg m=192mg

CCP:ACOEt (65%)/MeOH (25%)/
H,0 (9%)/NH,OH (1%)

CCP:ACOEt (65%)/MeOH (25%)/
H,0 (9%)/NH,OH (1%)

m=820mg

1. CCP - Cromatografia em Camada Preparativa
2. CC - Coluna Cromatografica
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3.3.3 Identificagao

Os metabdlitos secundarios isolados foram identificados pelos métodos
espectroscdpicos usuais: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
de carbono-13 (RMN 13C), além de HETCOR, COSY, espectrometria de massas de

alta resolucéo, ultravioleta e infravermelho.

3.3.4 Microderivatizagoes

A substancia 4 (derivado fendlico), foi submetida ainda as seguintes reagoes:

3.34.1 Metilacdo com diazometano: - solubilizada em éter etilico, adicionou-se

excesso de diazometano. A metilagdo néo se efetivou.

3.3.4.2 Metilagcdo com iodometano: - (Mackenzie, 1986) em um bal&o, colocou-se
em refluxo, a amostra 4 (13 mg; 0,0560 mmol), carbonato de potassio anidro (40 mg;
0,2898 mmol), iodometano (0,1 ml) e acetona seca. Apds 32 h de reagéo, o produto
foi analisado em CG-EM (Varian Saturn 2000), nas seguintes condi¢des: coluna VA-
5 (30x0,25x0,25), temp. do inj. 250° C, rampa de aquecimento 150° C - 10° C/min -
230° C. O rendimento foi de 80% da substancia 4 metilada (5).

3.34.3 Derivatizagao com dissulfeto de metila (DMDS) (Scribe, 1988), para
confirmagao da posicdo da insaturagdo: preparou-se uma solucdo da substancia
metilada (5) em diclorometano (1 ml; 4,065 x 10" mmol). A 0,06 ml dessa solug&o foi
adicionado uma aliquota (0,1 ml) da mistura da solu¢do de DMDS em hexano (1 ml;
4,065 x 10 mmol ou 10% v/v; 1 ml) com uma aliquota (0,4 ml) da solugdo de iodo
em éter etilico (0,1968 M; 1 ml; 01968 mmol). A reagdo foi mantida a 50°C por 24

horas. O excesso de iodo foi reduzido pelo tratamento com solugao de tiossulfato de
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sdédio (5% em agua destilada). A fase organica foi extraida com 0,5 ml de hexano e
concentrada com gas nitrogénio. Uma aliquota foi analisada em CG/EM (Varian
Saturn 2000), nas seguintes condigées: coluna VA-5 (30x0,25x0,25), temp. inj. 250°
C, rampa de aquecimento 150° C - 10° C/min -280° C.

3.344 Epoxidacao: - (Attygalle, 1998) — Preparou-se uma solugdo da amostra 5
em diclorometano (3,658 x 10° M: 10 ml: 0,3658 mmol). Adicionou-se uma solugao
do acido m-cloroperbenzéico (m-CPBA) em diclorometano (0,028 M; 10 ml; 1,29
mmol). A reacdo foi mantida em temperatura ambiente por 4 horas. Aliquotas da
mistura foram analisadas por CG-EM (Varian Saturn 2000), nas seguintes
condigdes: coluna VA-5 (30x0,25x0,25), temp. do inj. 250° C, utilizando a rampa de
aquecimento 150° C - 10° C/min -230° C. Ao final da reagdo, o excesso de ac. m-
CPBA foi retirado, utilizando uma solu¢do de carbonato de sédio (5% em &agua
destilada), e a seguir a fase organica foi extraida com éter etilico e seca com sulfato
de sbdio anidro. Uma aliquota do produto da reacao foi injetada no CG-EM, nas
mesmas condi¢des ja citadas anteriormente. O rendimento foi de 95% da substancia

5 epoxidada.

3.3.5 Testes Bioldgicos

Os testes biolégicos foram realizados na Divisdo de Microbiologia do Centro
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) — UNICAMP, pela Dr®
Marta Cristina Teixeira Duarte.

3.3.51 Microrganismos. Testes de atividade antimicrobiana foram realizados
contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC13388, Salmonella choterasuis
CCT4296, Rhodococcus equi CCT0541, Micrococcus Iuteus CCT2692,
Staphylococcus aureus CCT2740, Escherichia coli CCT0547, Bacillus subtilis
CCT2576, S. epidermides ATCC12228, Streptococcus faecium ATCC10541,

Enterococcus faecium CCT5079 e contra a levedura Candida albicans CCT776.
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3.3.5.2 Meios de cultura para manutengdao dos microrganismos. As
bactérias foram preservadas em meio Nutriente Agar e a levedura C. albicans em
meio Sabouraud Dextrose Agar. Para os testes de atividade, os microrganismos

foram repicados nos referidos meios e incubados em estufa a 36°C, até crescimento.

3.3.5.3 Teste de atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicao
(Eloff, 1998). Em uma microplaca esterilizada de 96 orificios ou pogos, foram
depositados 100 pL de caldo Mueller-Hinton (bactérias) ou caldo Sabouraud
dextrose (C. albicans), com excegao da coluna 12, utilizada para os controles. Na
coluna 1 — linha A foram acrescentados 50 pL da substancia a ser testada, de
concentragdo conhecida (uma substancia diferente para cada numero ou coluna).
Cloranfenicol e nistatina foram utilizados como padrdes no caso das bactérias e C.
albicans, respectivamente. Em seguida, 100 uL do conteudo do orificio foram
homogeneizados com o meio e transferidos para o orificio da linha seguinte (B),
repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a obter uma concentragao
decrescente. Os 100 pL finais foram desprezados. Em seguida, 100 uL de uma
suspensao do microrganismo de crescimento recente (24 horas), cuja turvagao foi
comparada a escala de McFarland n° 0,5 e diluidos para concentragao final de 10*
células/mL foram adicionados. As placas foram seladas com parafiim e incubadas
por 24 h a 32°C. Apods este periodo foi acrescentado 20 uL de uma solugdo aquosa
de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5%, e a placa re-incubada por 3 h na
referida temperatura. A MIC foi definida como a menor concentragdo capaz de

impedir o aparecimento de coloragédo vermelha.
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3.4
Metabdlitos Secundarios

compostos volateis

3.41 Aeragao A

A aeracao A (Millar, 1998) foi feita em campo, a temperatura ambiente,
utilizando frutos imaturos e frutos maduros, nos trés periodos do dia (24 h): manha,
tarde e noite. Logo apés a coleta, os frutos (2-5 no caso dos maduros, 10-15 quando
imaturos) eram colocados na camara de vidro e a aeracdo era iniciada. Como
adsorvente foi utilizado carvao e, como dessorvente, hexano. O tempo de aeracao
foi de 1 h para cada amostra. As amostras (seis) foram armazenadas em frascos e
mantidas congeladas até a analise.

Os 6leos foram analisados por CG/EM (Varian Saturn 2000), nas seguintes
condigbes: coluna VA-5 (30x0,25x0,25), temp. inj. 250° C, rampa de
aquecimento 60° C - 3° C/min -240° C, gas hélio, fluxo de1ml/min.

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base nos indices de
retencéo (Adams 1995, Van del Dol e Kratz 1964), calculados a partir da co-injegéo

de uma mistura de n-alcanos, e por comparagao dos seus espectros de massas.

3.4.2 AeracioB

A aeragdao B (Millar, 1998) foi feita em campo, a temperatura ambiente,
utilizando frutos imaturos e frutos maduros, além do branco, nos trés periodos do
dia (24 h): manha, tarde e noite. Logo apds a coleta, cada por¢ao de material vegetal

(aproximadamente 25 g) era submetido a aeragao, totalizando seis amostras. Como
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adsorvente foi utilizado o polimero Super Q e, como dessorvente, hexano. O tempo
de extracdo foi de 4h para cada amostra. As amostras assim obtidas foram
armazenadas em ampolas fechadas em campo com macarico e mantidas
congeladas até a analise.

As analises dos frutos foram feitas da mesma forma que na aeragéo A.

A figura 6 mostra o sistema de aeracao utilizado em campo na Aeracéo A e

na Aeracao B.

Figura 6. Sistema de aeragao utilizado no PEVR

3.4.3 Hidrodestilagao

A hidrodestilagédo foi realizada em laboratério, utilizando um aparelho de
Clevenger modificado (figura 7), segundo a farmacopéia alemd (Deutsches
Arzneibuch 10, 1991). Foi extraido o 6leo essencial dos frutos imaturos e dos
maduros, coletados nos trés periodos do dia (24 h), manha, tarde e noite. Esse
material foi mantido congelado até a sua utilizagdo na hidrodestilagdao. O tempo de
extragdo para cada amostra foi de 4 horas. O 6leo essencial assim obtido foi
armazenado em ampolas até serem submetidos a analise. Esta analise ocorreu da

mesma forma que nas aeracdes A e B (itens 3.4.1 e 3.4.2).
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Figura 7. Aparelho de Clevenger modificado utilizado para hidrodestilagdo em

laboratorio

3.4.4 Sintese

Sintese do éster bis (2-etilexil) do acido hexanodidico: (Shakir, 1995). em um
baldo contendo dicicloexilcarbodiimida, DCC, (172 mg; 0,833 mmol) foi adicionada
uma solugdo de 4-dimetilaminopiridina, DMAP, em diclorometano (0,0177 M; 3 ml;
0,0532 mmol), a uma temperatura de 0° C e sob agitagdo. A esta solugdo foi
adicionado simultaneamente, 2-etilexanol (0,12 ml) e uma solugédo de acido adipico
em diclorometano (0,1278 M; 3 ml; 0,3835 mmol). A mistura reacional permaneceu
sob agitagdo, a temperatura ambiente por 24 h, sendo entéo filtrada em coluna de
celite. O éster obtido foi purificado por coluna cromatografica (silica gel), utilizando
como solvente de eluicdo, éter de petroleo/éter etilico (9:1). O rendimento foi de
51%.

A analise do produto da reagao foi feita por meio do CG-EM (Varian Saturn
2000), nas seguintes condigbes: coluna VA-5 (30x0,25x0,25), temp. inj. 250° C,
rampa de aquecimento 60° C - 3° C/min -240° C, gas hélio, fluxo de1ml/min.,
mesmas condicoes em que foi analisada a amostra do 6leo essencial dos Frutos

Maduros noite (FM,) onde foi detectado este composto.
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Ester bis (2-etilexil) do acido hexanodidico

Aspecto fisico: 6leo incolor
EM (m/z): 371 [M]*; 259 (M — 112); 147 (M — 224); 129 (147 — H,0); 111 (129 — H,0)

3.4.5 Testes de Campo

3.451 Captura em redes de neblina - A captura dos morcegos foi realizada
com a utilizacdo de 16 redes de neblina, dispostas em zigue-zague ao longo de uma
trilha existente no PEVR, numeradas de 1 a 16. No esquema 1 (abaixo) esta sendo

mostrado a numeracéo, o comprimento e a disposi¢cdo das redes ao longo trilha.

2 4 6 8 10 12 14 16
3 5 7 9 11 13

1 15
Redes:
1a10: 12m Pares: com "fruto- isca" impregnado
11a12: 9m com Oleo essencial

13 a16: 6m Impares: com "fruto-isca" sem 6leo essencial

Esquema 1. Disposicéo das redes de neblina na trilha do PEVR

Em cada rede de numero par, foi colocado um “fruto-isca”, imitagao de fruto

de P. gaudichaudianum, feito de espuma verde, sem cheiro, preso a rede. Cada
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“fruto” foi impregnado com em média, 12 gotas de O6leo essencial, extraido por
hidrodestilagdo de frutos maduros de P. gaudichaudianum, coletados em periodo
anterior, no mesmo Parque. O éleo extraido havia sido armazenado em ampolas,
que foram abertas em campo.

Em cada rede de numero impar foi colocado um “fruto-isca” ndo impregnado
com Oleo essencial. Essas redes atuaram como controle.

Cada teste de campo consistiu de 4 noites consecutivas, preferencialmente
no periodo de lua nova, quando a luminosidade natural € menor.

As redes foram abertas ao anoitecer e foram monitoradas a cada 15 minutos

durante as 6 horas subsequentes.

3.45.2 Coleta de fezes - cada animal capturado foi deixado dentro de sacos de

algodao por no minimo 30 minutos, para a coleta de fezes

3.45.3 Identificacdo dos frutos consumidos - a andlise da dieta dos morcegos
capturados foi feita com base nas amostras fecais coletadas. As amostras de fezes
tiveram as sementes isoladas, quantificadas e identificadas com base em uma

colecao de referéncia ja disponivel para a area de estudo

3454 Identificagdo dos morcegos - apos a retirada do morcego do saco de
algodao onde ele permaneceu para a coleta de fezes procedeu-se a identificagédo e

o posterior retorno do animal vivo ao seu ambiente.
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4

Resultados e Discussao

O estudo fitoquimico de Piper gaudichaudianum é inédito, e sao
poucos os trabalhos em ecologia quimica envolvendo Piperaceae. Os frutos dessa
familia tém como principais consumidores os morcegos, estes se constituem nos
principais dispersores de suas sementes. Eles, os morcegos, atuam como
recompositores de ecossistemas tropicais, mas tém recebido pouca atencao, apesar
de sua importancia em termos de ecologia (Gorchow et al, 1993). Pouco se sabe
também, sob o ponto de vista quimico, da sua preferéncia alimentar por frutos de
Piper. O estudo dos componentes volateis e nao volateis, principalmente dos frutos,
€ um fator relevante para a interpretacdo de sua dieta. Como ja foi descrito, o
morcego Carollia perspicillata € um animal de habito noturno, consome apenas o0s
frutos maduros de Piper. Com base nessas informagdes, nossa proposta envolve o
estudo dos componentes n&o volateis e dos componentes volateis — Oleos
essenciais — dos frutos maduros e imaturos com o objetivo de facilitar, por meio de
comparagao, o entendimento da preferéncia alimentar do morcego. No caso do
estudo dos componentes volateis, fez-se a coleta nos trés periodos, manha, tarde e

noite, com a finalidade também de comparacao dos resultados.

4.1
Metabdlitos Secundarios

compostos nao volateis

Para o estudo fitoquimico, foram realizadas extragdes dos frutos maduros e
imaturos em Soxhlet. As quantidades obtidas, utilizando-se solventes de polaridades

crescentes estéo relatadas na tab. 2 pagina 31.
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E importante salientar a grande dificuldade em se obter material vegetal em
quantidade satisfatéria para o estudo fitoquimico (compostos n&o volateis e volateis),
principalmente de frutos maduros. Em fungéo disso, a quantidade de extrato bruto
para o trabalho fitoquimico foi reduzida, acarretando em poucas substancias
isoladas (provavelmente foram isoladas somente aquelas substéncias que estédo
presentes em maiores concentragdes na planta).

Os extratos brutos foram submetidos a andlise por RMN '"H (80 MHz),
observando-se que os extratos de mesma polaridade dos frutos imaturos e dos
maduros s&o semelhantes entre si.

Ap6s analise dos extratos por CCD e RMN 'H, a purificagao foi iniciada
pelo extrato diclorometanico dos frutos imaturos E(CH,Cl,)q. Na sequéncia fez-se a
purificacdo do extrato etandlico dos frutos imaturos EEg, finalizando com a
purificacao dos extratos diclorometanico e etandlico dos frutos maduros E(CH2Cl2)m
e EEsm.

4.1.1 E(CH.CLl,)si — extrato diclorometanico dos frutos imaturos

fluxograma 1 pagina 36

O extrato E(CH,Cl,); foi submetido a coluna cromatografica, obtendo-
se varias fragdes, conforme mostra o fluxograma 1. Deste extrato foram isoladas e
identificadas 4 substancias (1, 2, 3 e 4): flavanona, derivado do acido benzdico,
amida e derivado fendlico, respectivamente.
Espectrometria de massas, bem como ultravioleta, infra-vermelho e ponto de
fusao foram feitos para confirmar as estruturas propostas.
A seguir, apresentamos a discussdo das propostas das estruturas das

substancias isoladas e identificadas a partir do E(CH,Cly)s.
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Determinagao estrutural da substancia 1

A identificagao estrutural do composto 1 foi feita com base na analise de seus
espectros de RMN "H e 3C [tab. 10 (Anexo A pag. 99) fig. 12 e 13 (Anexo B pag.
112)]. O espectro de RMN "H mostra absor¢des em 5,4 ppm (1H; dd; J = 12,8 Hz e J
= 3,0 Hz), em 3,0 ppm (1H; dd; J =17,3Hze J=12,8 Hz) e em 2,8 ppm (1H; dd; J
= 17,3 Hz e J = 3,0 Hz), que sdo deslocamentos quimicos, multiplicidades e
constantes de acoplamentos tipicos de H-2 , H-3ax e H3-eq respectivamente, do
anel C de uma flavanona. Este anel possui preferencialmente a conformacao meia
cadeira, onde observa-se claramente os acoplamentos entre os atomos de
hidrogénio deste anel (fig. 8 pag. 51). O valor da constante J = 17,3 Hz corresponde
ao acoplamento geminal (H-3ax / H-3eq), J = 12,8 Hz ao acoplamento axial-axial (H-

2/ H-3ax) e J = 3,0 Hz ao acoplamento axial-equatorial (H-2 / H-3eq).

H,

Fig. 8 — Conformacgao preferencial do anel C da flavanona
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Ainda em relacdo ao anel C, ao analisar-se o espectro de RMN 'C,
associado ao DEPT 135° 90°, observa-se um sinal em 79,3 ppm (CH; C-2), em 43,4
ppm (CH; ; C-3) e em 196,1 ppm (C; C-4), também tipicos do anel C de flavanona.

Continuando a analise do espectro de RMN 'H, observa-se um sinal na regiao
de 7,4 ppm (5H; m) pertencente ao anel B monossubstituido da flavanona. Com o
auxilio do experimento HETCOR, define-se como sendo ligados aos atomos de
carbono em 129,1 ppm (C-3; C-4; C-5) e em 126,4 ppm (C-2; C-6), unidos ao anel
C pelo carbono quaternario em 138,8 ppm (C-1). Observa-se também um sinal em
6,0 ppm (2H; d; J = 3,0 Hz), correspondente aos atomos de hidrogénio H-6 e H-8,
cujo valor de J = 3,0 Hz sugere um acoplamento meta, indicando que o anel A da
flavanona é tetrassubstituido. Devido a auséncia de qualquer outro sinal no espectro
de RMN 'H, propdem-se como substituintes para o anel A, duas hidroxilas nas
posicdes 5 e 7. Isto estaria de acordo com os valores dos deslocamentos quimicos
dos atomos de carbono no espectro de RMN 3C, em 167,2 ppm e em 164,2 ppm,
tipico de carbono oxigenado e, dos atomos de carbono em 95,9 ppm e em 96,8 ppm,
relacionados no experimento HETCOR aos atomos de hidrogénio H-6 e H-8.

O valor de 196,1 ppm (RMN 'C) atribuido ao C-4 é caracteristico da
presenca de uma hidroxila no C-5 (quelada), ja que na auséncia da mesma, o
deslocamento quimico assume valores entre 190,0 e 192,0 ppm aproximadamente,
segundo a literatura (Agrawal et al., 1981). A espectrometria de massas para
flavanonas é caracterizada pela fragmentagéo originada da reagdo de retro-Diels-
Alder.

As principais fragmentagbes observadas no espectro de massas [fig. 14
(Anexo B pag. 113)] da substéncia 1 estdo sendo mostradas no esquema 2.

Todos os dados coincidem com os encontrados na literatura (Agrawal et al.,
1981, Burke et al., 1986) para a 5,7-diidroxi flavanona, (pinocembrina) (Mabry et al.,

1970) isolada de P. hostmannianum e P. steerni (Parmar et al., 1997).
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Esquema 2: Proposta de fragmentagcao de massas da substancia 1.
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Determinacgao estrutural da substancia 2

A identificagao estrutural do composto 2 foi feita com base na analise de seus
espectros de RMN 'H e '3C [tab. 11 (Anexo A pag. 100) fig. 17 e 18 (Anexo B pag.
115)]. O espectro de RMN "H mostra um sinal em 2,7 ppm (2H; s) ligado ao carbono
em 48,7 ppm (C-3) definido pelo HETCOR. Mostra também, um sinal em 1,48 ppm
(6H; s), cujo HETCOR mostra estarem ligados aos 2 atomos de carbono de mesmo
deslocamento quimico em 26,6 ppm. O espectro de RMN 'H mostra ainda, 3 atomos
de hidrogénio em 8,5 ppm (H-5; d;J=2,0Hz), em 8,1 ppm (H-7;dd; J = 8,1
Hz e 2,0 Hz) e em 6,9 ppm (H-8; d; J = 8,1 Hz) indicando, pelas constantes de
acoplamento (orto e meta), um anel benzénico trissubstituido, cujos deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono, segundo o espectro de RMN *C e HETCOR,
sdo respectivamente, 129,2 ppm (C-5), 137,1 ppm (C-7) e 118,8 ppm (C-8). O
espectro de RMN "*C mostra também um sinal em 119,8 ppm (C-6), em 163,4 ppm
(C-9) e em 123,1 ppm (C-10), todos quaternarios atribuidos aos atomos de carbono
substituidos do anel benzénico, além de sinais em 80,3 ppm (C-2) e em 191,9 ppm
(C-4). Estes dados estdo de acordo com a estrutura de uma cromanona. (Le-Van et
al., 1981; Roussis et al., 1990).

Em adicdo, observa-se no espectro de RMN 'H um sinal em 3,9 ppm
(H-2’;s), correspondente a uma metoxila (C-2) e, finalmente, evidencia-se a
presenca de um sinal no espectro de RMN '*C em 166,4 ppm, atribuido ao carbono
de carbonila de um éster (C-1'). As principais fragmentagdes do espectro de massas
de alta resolucao [fig. 19 (Anexo B pag. 116)] estdo sendo representadas no

esquema 3.



Propbe-se, entdo, como estrutura 2, o 2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-ona,
cujos dados de RMN 'H e "*C sao coincidentes com a substancia isolada de Piper
taboganum. Este composto mostrou atividade repelente contra formigas cortadeiras,

Acromyrmex octospinosus, comum no Panama. (Roussis et al, 1990).
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m/z 178 (54,92%) F
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CH;0”
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Esquema 3: Proposta de fragmentagéo de massas da substancia 2.
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Determinacgao Estrutural da substancia 3

1NV
_CHs

A identificagao estrutural do composto 3 foi feita com base na analise de seus
espectros de RMN 'H e '*C [tab. 12 (Anexo A pag. 101) fig. 22 e 23 (Anexo B pag.
118)]. O espectro RMN "H mostra absorgées em 7,0 ppm (H-3; d; J = 8,4 Hz), em
8,1 ppm (H-4; dd; J = 8,4 Hz e J=2,1 Hz) e em 8,5 ppm (H-6;d; J = 2,1 Hz),
indicando pelas constantes de acoplamento orto e meta, a presengca de anel
benzénico trissubstituido. Mostra também absorgédo em 3,9 ppm (3H; s), ligados ao
carbono metoxilico em 52,2 ppm (C-1). Observa-se também no espectro de RMN
'"H, um sinal em 6,8 ppm (H-1”;t; J =1,4 Hz), acoplando com os atomos de
hidrogénio em 2,0 ppm (H-4',d;J= 1,4 Hz) e em 2,2 ppm (H-3"; d; J = 1,4 Hz).
Os valores de deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamentos anteriores, ficam justificados quando, com o auxilio do espectro de
RMN " C e do experimento HETCOR, observa-se a absorcdo dos atomos de
carbono em 119,5 ppm (C-1), em 120,2 ppm (C-2'), em 28,5 ppm (C-4 ) e em
21,7 ppm (C-3"), deslocamentos esses que estdo sendo atribuidos ao substituinte
isobutenila.

O espectro de RMN 'H mostra ainda uma absor¢do em 13,2 ppm (1H; s)
correspondente ao hidrogénio de uma hidroxila quelada, em posigéo orto a carbonila
C-2, que absorve em 196,0 ppm, de acordo com o espectro de RMN 3 C.
Segundo a literatura, (Agrawal et al, 1981), quando nao existe hidroxila orto a

carbonila, esta absorve em campo mais alto, entre 190,0 e 192,0 ppm.
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Finalizando, observa-se ainda a existéncia de uma carbonila absorvendo em
167,3 ppm (C-1).

As principais fragmentagbes observadas no espectro de massas de alta
resolucao [fig. 24 (Anexo B pag. 119)] estdo representadas no esquema 4. A

presenca do ion molecular M* em m/z 249 confirma a presenga de nitrogénio na

estrutura.

Esquema 4: Proposta de fragmentacao de massas da substancia 3.

A estrutura proposta trata-se, portanto, de uma amida, a 2-(2’-hidroxi-5’-

metoxifenil)-N-(2”-metilpropenil)-2-oxo-acetamida, inédita como produto natural.
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Determinacgao estrutural da substancia 4

A identificagcao estrutural do composto 4 foi feita com base na analise de seus
espectros de RMN 'H e '*C [tab. 13 (Anexo A pag. 102) fig. 27 e 28 (Anexo B pag.
121)]. O espectro de RMN 'H mostra absorcées em 7,0 ppm (H-2 e H-6; d; J = 8,5
Hz), em 6,7 ppm (H-3 e H-5; d; J = 8,5 Hz), indicando um anel benzénico para-
substituido. Mostra em 5,4 ppm (H-3’ e H-4’; m), absorgao referente aos atomos de
hidrogénio da ligacdo dupla. Este sinal, um multipleto, impossibilita a definicado das
constantes de acoplamento e, consequentemente da estereoquimica da substancia.
Utilizando os espectros de RMN " C, DEPT 135° e 90° e os experimentos HETCOR
e COSY define-se os deslocamentos quimicos de C-3 em 131,4 ppm e C-4 em
129,5 ppm. Observa-se ainda no espectro de  RMN 'H sinais em 2,5 ppm (H-17;
m), em 2,2 ppm (H-2’; m) e em 1,9 ppm (H-5; m) que, com o auxilio do
experimento HETCOR, foram definidos como estando ligados respectivamente ao C-
1', C-2 e C-5. A ordem dos atomos de carbono na cadeia carbdnica baseia-se no
espectro COSY. A absorgcdo centrada em 1,2 ppm (H-6’, H-7’, H-8 e H-9’; m)
representa os atomos de hidrogénio ligados aos C-6, C-7, C-8, C-9 determinados
pelo experimento HETCOR. O sinal em 0,8 ppm (H-10’; t) se constitui no grupo
metila terminal, C-10. Finalmente, o espectro de RMN 3 C mostra uma absorcdo em
153,7 ppm, correspondendo ao deslocamento quimico do C-1, tendo como
substituinte uma hidroxila.

O espectro de massas de alta resolugéo esta representado na fig. 29 (Anexo

B pag. 122) e sua proposta de fragmentagao no esquema 5 pag. 60.
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O espectro no infravermelho [Fig. 30 (Anexo B pag. 122)] apresenta
absorcoes em 3345, 3021 e 966 cm™' referentes ao estiramento da hidroxila, do anel
aromatico e deformagao angular de CH de alquenos, respectivamente.

Apesar do género Piper ter sido intensamente estudado, alquenilfendis tém
sido raramente isolados. Ha o relato de um C-16 alquenilfenol isolado de P. hispidum
(Vieira, 1980). Orjala, em um artigo de 1998, mostra o isolamento e identificacdo de
um composto idéntico ao 4, extraido de P. gibbilimbum, denominado gibbilimbol B.
A posicdo da ligagdo dupla foi determinada por experimentos espectroscopicos
usuais e a estereoquimica (4-(3'(E)-decenilfenol) foi elucidada apenas por
comparacdo do deslocamento quimico em RMN * C dos carbonos alilicos (§34,7 e
632,6) com o deslocamento quimico dos modelos: 3’'(E)-decenilbenzeno (634,8 e

833,2) e 3'(Z)-decenilbenzeno (629,7 e 627,8), como mostra a tab. 3, a seguir.

Tabela 3 — Comparacgao dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono

alilicos (ppm)

C-2 C-5

Modelo E 34,8 33,2
Modelo Z 29,7 27,8
Gibbilimbol B 34,7 32,6
Substancia 4 34,7 32,6

Mesmo ja tendo sido isolada, nenhuma reacéo de derivatizagao foi feita para
confirmar a estrutura da substancia 4.

A estrutura do composto 4 nao ficou claramente definida utilizando-se os
métodos espectroscopicos usuais, RMN "H, RMN *C, COSY e HETCOR:

1. A definicdo de estereoquimica foi dificultada pela sobreposi¢cdo dos sinais
dos hidrogénios da ligacdo dupla, impedindo a determinagcdo das constantes de

acoplamento - a amostra foi submetida entao a uma reagao de epoxidagao.
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2. A posicao da insaturacao foi determinada, mas a presenca de cadeia
alifatica com 10 atomos de carbono favorece a possibilidade de que essa atribuicao
tenha sido feita erroneamente - fez-se entdao uma reagao com DMDS.

Todas as reagbes citadas anteriormente foram acompanhadas por
cromatografia gasosa e, para facilitar a analise dessas reagdes, a substancia 4 foi
submetida a reacbes de metilagdo. Na metilagao, foi utilizado solugdo etérea de
diazometano e o resultado néao foi satisfatorio. Procedeu-se entao, a metilagado com
iodometano em presencga de carbonato de potassio e acetona, sob refluxo. Obteve-
se o composto 5, com um bom rendimento, analisado por CG/EM, em cujo espectro
verificou-se o pico molecular em m/z 246 e o pico base em m/z 121. Este fragmento
se refere a quebra o a ligacdo dupla, ocorrendo um rearranjo, formando o ion
tropilio, conforme esquema 5 e espectro de massas [ fig. 32 (Anexo B pag. 124)].

Derivatizacdo com DMDS: conhecidamente utilizada para determinacido de
posicdo de ligagcdes duplas, pela formagdo do di-tio-éter vicinal, que, quando
analisado por CG-EM apresenta fragmentagdes que possibilitam a localizagdo com
exatidao da ligagao dupla. Esta reagao confirmou a ligagdo dupla na posi¢ao 3'. O
espectro de massas [fig. 33 (Anexo B pag. 125)], mostrou as fragmentagdes m/z:
340[M]™", 195, 145, 121, 91, 61, conforme esquema 6.

RO

4 =232
Me 5=246

=
Il
=

R=H 4=m/z107
R=Me 5=m/z 121
RO

Esquema 5: Proposta de fragmentagcao de massas das substancias 4 e 5.
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SCH; SCH H
y I 3| 3 —|+

CH—HC. __~_~_~
2' 3'
m/z 340
CH;0

m/z 195
+
H3CS:CH2
m/z 61
CH;0 \
m/z 121
m/z 91

Esquema 6: Proposta de fragmentagbes do espectro de massas da substancia 5,

apos derivatizagdo com DMDS.

Epoxidacao: para definir a estereoquimica da ligacdo dupla, recorreu-se a
reacido de epoxidacao.

Ha varias razdes para a importancia da formacao de epoxidos em compostos
com insaturagdes do tipo CH=CH. Embora um grande numero de isbmeros E, Z na
forma CH=CH possam ser resolvidos por cromatografia gasosa sobre fase
estacionaria polar, a separagdo de isbmeros de compostos nao polares como
alquenos nao funcionalizados é algumas vezes dificil. Em contraste, derivados

epoxidos de isbmeros E, Z sao facilmente resolvidos sobre fase nao polar de CG.
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Geralmente epdéxido Z possui maior tempo de retencido do que o isbmero E e o
espectro de massas do epoxido indica a posigao da ligagao dupla, (Attygalle, 1998).

Além disso, a adicdo de oxigénio a ligacdo dupla é necessariamente uma
adicao syn, nado modificando a estereoquimica do alqueno inicial e permite uma
melhor resolugao das constantes de acoplamento entre os atomos de hidrogénio
dessa ligacéo dupla, quando analisados por RMN H.

Embora qualquer peracido possa ser utilizado, o acido m-cloroperbenzoico
(m-CPBA) é o reagente mais comumente usado para esta derivatizagéo, (Attygalle,
1998).

Oy O—OH o
R-HC=CH—R* + > RpcCH_R
Cl

Esquema 7: epoxidagdo com o peracido m-CPBA

A reagao com m-CPBA feita inicialmente como teste (1mg da substancia 5),
ap6s 4h nao produziu o epdxido esperado. A reacao foi refeita, nas mesmas
condi¢cdes, mas utilizando-se outro frasco do peracido m-CPBA, apos 3h, a reacao
apresentou resultado satisfatério. Provavelmente o m-CPBA utilizado inicialmente,
nao estava em condi¢des de uso. Apds a otimizacdo das condi¢des, procedeu-se a
reagao com maior quantidade (9 mg da substancia 5).

A formagao do epdxido foi confirmado por CG-EM, observando-se o pico
molecular em 262 e o pico base em 134 correspondente a fragmentacao o ao anel
epoxido, tipica de éteres saturados ciclicos. Essa fragmentagao reforca também a
proposta da localizagdo da ligagdo dupla na posigdo 3'. E caracteristico também

desses compostos a perda de uma molécula de agua, neste caso, pico 243.
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O epoxido foi analisado por RMN "H e *C [tab. 14 (Anexo A pag. 103) fig. 34
e 35 (Anexo B pag. 126)], além dos experimentos DEPT 135° e 90° , COSY e
HETCOR. O espectro de RMN "H ndo apresentou absorgdo em 5,4 ppm (2H, m),
correspondente aos atomos de hidrogénio da ligagao dupla (H-3' e H-4’) existente na
substancia 4 [fig. 27 (Anexo B pag. 121)]. Observou-se também, no espectro de
RMN 'C, o desaparecimento de sinais em 131,4ppm (C-3') e 129,5 ppm (C-4’)
referentes aos atomos de carbono da ligagao dupla da substancia 4 [fig. 28 (Anexo B
pag. 121)], e o aparecimento de absorgdes em 59,2 ppm e em 58,2 ppm, atribuidas
aos atomos de carbono oxigenados do epdxido, C-3’ e C-4’ respectivamente. Esses
dados confirmam a formacao do epdéxido. Observou-se ainda, no espectro de RMN
'H, sinal em 2,7 ppm (4H, m) que, com auxilio do HETCOR, definiu-se como sendo
os atomos de hidrogénio ligados em C-1' (2H), C-3’ (1H) e C-4’ (1H). Esperava-se
que a adicdo de oxigénio a ligacdo dupla, permitisse uma melhor resolucdo das
constantes de acoplamento entre os atomos de hidrogénio em C-3’ e C-4’, mas o
fato dos atomos de hidrogénio ligados em C-1’, C-3’ e C-4’ absorverem na mesma
regiao, (2,7 ppm), impediu a definicdo da estereoquimica da substancia 4, através da
epoxidagao.

Diante dessa observagao, considerou-se a estereoquimica da substancia 4
como sendo E, por comparagdo com os dados espectroscopicos relatados na
literatura (Orjala, 1998), tab. 3 pag. 59.

As folhas de P. gibbilimbum sao usadas na Nova Guiné, no tratamento de
febre, abscessos e ulceracdes da pele. O suco obtido das cascas aquecidas e
espremidas é tomado para dores internas ou quando ha suspeita de cancer (Vyvyan,
2002).

Gibbilimbols A — D (substancia 4 = gibbilimbol B) foram sintetizadas (Abe,
2001; Vyvyan, 2002) devido a suas propriedades bioldgicas interessantes e relativa
escassez. Orjala (1998), mostra o isolamento de apenas 5,3 mg de gibbilimbol B,
utiizando 1,2 Kg de folhas secas e pulverizadas. O material vegetal foi
sucessivamente percolado com éter de petréleo, CH,Cl,, MeOH e 70% MeOH/ H,0,
a temperatura ambiente. O gibbilimbol B foi obtido do extrato éter de petréleo.

No nosso trabalho, a substdncia 4 foi obtida dos frutos de P.
Gaudichaudianum na seguinte quantidade:

a) 30 mg da substancia 4, a partir de 22 g de Fl secos e pulverizados
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b) 41 mg da substancia 4, a partir de 18 g de FM secos e pulverizados,

portanto, com um rendimento de aproximadamente 0,18%. Rendimento muito maior,
quando comparado ao obtido das folhas de P. gibbilimbum, 4,4 X 10™* %, conforme
dados relatados (Orjala, 1998).

4.1.2 E(CH.CI2)tm — extrato diclorometanico dos frutos maduros

fluxograma 2 pagina 37

O extrato E(CH2Cly)m, conforme mostra o fluxograma 2 (pag. 37), forneceu 3
substancias identificadas como sendo a cromanona (2) — isolado em 2 fragdes, o
derivado fendlico (4) e a amida (3) — isolada em 2 fragdes. Todas essas substancias

ja haviam sido isoladas no E(CHCl,)5, confirmando a semelhancga desses extratos.

4.1.3 EEj; — extrato etandlico dos frutos imaturos

Fluxograma 3 pagina 38

O extrato EEf, conforme mostra o fluxograma 3 (pag. 38), forneceu 3
substancias, sendo 2 ja isoladas nos extratos E(CH2Cl,)q € no E(CH2Cly)sm.

A seguir, a determinagao estrutural da substancia (6).
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Determinacao Estrutural da Substancia 6

A identificagao estrutural do composto 6 foi feita com base na analise de seus
espectros de RMN '"H e '3C [tab. 15 (Anexo A pag. 104) fig. 36 e 37 (Anexo B pag.
127). O espectro de RMN 'H mostra os sinais em 5,6 ppm (H-3; d; J = 9,9 Hz), em
6,3 ppm (H-4; d; J = 9,9 Hz) e em 1,25 ppm (6H; s), sinais tipicos do substituinte 2,2-
dimetil cromeno, confirmado pela presencga dos sinais em 121,6 ppm (C-3), em 128,0
ppm (C-4), em 28,3 ppm (C-12 e C-13) e em 77,0 ppm (C-2), observados no
espectro de RMN "®C. O espectro de RMN 'H mostra ainda, 3 atomos de
hidrogénio em 7,6 ppm (H-5; d;J=2,1Hz), em 7,8 ppm (H-7;dd; J=84Hze
2,1 Hz) e em 6,7 ppm (H-8; d; J = 8,4 Hz) indicando, pelas constantes de
acoplamento (orto e meta), um anel benzénico trissubstituido, cujos deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono, segundo o espectro de RMN 3C e por
comparagao com os dados da literatura, sao respectivamente, 131,06 ppm (C-5),
131,00 ppm (C-7) e 116,1 ppm (C-8). O espectro de RMN *C mostra também um
sinal em 122,0 ppm (C-6), em 157,1 ppm (C-9) e em 120,6 ppm (C-10), todos
quaternarios atribuidos aos atomos de carbono substituidos do anel benzénico.

Observa-se também uma absorcdo em 3,8 ppm (3H; s) que esta sendo
atribuida a uma metoxila cujo carbono absorve em 51,8 ppm, segundo o espectro de
RMN "3C.

Finalmente evidencia-se a presenga de um sinal no espectro de RMN 3C em
166,8 ppm, atribuido ao carbono de carbonila de um éster (C-11).

A substancia 6 mostrou bandas no infravermelho, correspondentes ao anel
aromatico (1610, 1490 cm™) e a um grupo éster (1711 cm™), enquanto

que o espectro no ultravioleta [fig. 38 (Anexo B pag. 128)], mostrou trés absorgbes
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maximas em 271 e 295 nm, sugerindo a preseng¢a de um esqueleto cromeno (Scott,

1964).

Todos os dados de RMN 'H, 3C, IV e UV s3o coincidentes com a substancia

2,2-dimetil-2H-1-benzopirano 6-carboxilato de metila. Este composto ja foi isolado de

P. hostmannianum (Diaz D., 1987), de P. aduncum (Orjala, 1993) e de P. taboganum

(Roussis, 1990), além de ja ter sido sintetizado (Ahluwalia, 1982).

4.2

Testes Bioldgicos

Testes bioldgicos foram feitos para avaliar a atividade antimicrobiana de

algumas das substancias isoladas e identificadas: 2, 3, 4 e 5.

metil éster de

2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-ona

_CH;
o)

@)
2-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-N-(2-

metilpropenil)-2”-oxo-acetamida
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HO

(4)
(E)-4-(3-decenil) fenol (Gibbilimbol B)

CH;0

(5)

(E)-4-(3-decenil) metoxibenzeno

A faixa de concentracédo testada foi até 1000 ug.mL'1. Atividades positivas
acima dessa concentracdo estariam muito acima da conferida pelos antibiéticos
padrdes utilizados nos testes (cloranfenicol e nistatina).

Em relagdo aos parametros utilizados para avaliagdo dos resultados de MIC,
considerou-se com base no trabalho de Aligiannis et al. (2001), como de forte

atividade antimicrobiana, substancias que apresentaram MIC de até 0,5 mg.mL™".
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana de substancias isoladas de P. gaudichaudianum
— MIC (mg.mL™)

Microorganismos Substancia2 Substancia3 Substancia4 Substéncia5  Antibidtico
Padrao
Bacillus subtilis Né&o testado Nao testado >1,0 >1,0 0,02
Candida albicans Né&o testado Nao testado >1,0 >1,0 0,05
Enterococcus Entre 0,5 e Entre 0,5 e >1,0 >1,0 0,07
faecium 1,0 1,0
Escherichia coli >1,0 >1,0 Nao testado Nao testado 0,04
Micrococcus luteus Entre 0,5 e Entre 0,5 e >1,0 >1,0 0,05
1,0 1,0
Pseudomonas Né&o testado Nao testado >1,0 >1,0 0,85
aeruginosa
Rhodococcus equi >1,0 >1,0 0,15 0,20 0,04
Salmonella >1,0 >1,0 Nao testado Nao testado 0,06
choterasuis
Staphylococcus Nao testado  Nao testado >1,0 >1,0 0,04
epidermides
Staphylococcus Né&o testado Nao testado >1,0 >1,0 0,02
aureus
Streptococcus 0,03 0,03/ 0,15 >1,0 >1,0 0,12
faecium

De acordo com os resultados obtidos, as amostras 2 e 3 se mostraram ativas

para Enterococcus faecium e Micrococcus luteus com valor de MIC entre 0,5 e 1,0

mg.mL'1. Ambas as amostras foram inibitorias também para Streptococcus faecium

com valor de MIC de 0,03 mg/mL.

Ja as amostras 4 e 5 apresentaram resultado positivo apenas contra

Rhodococcus equi, com MIC de 0,15 mg.mL" (amostra 4) e 0,20 mg.mL™" (amostra

5). Este microrganismo causa pneumonia em cavalos e estudo recente (Figueira,
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2003) de atividade antimicrobiana com 40 espécies de plantas provenientes de
diversas regides do Brasil, ndo demonstraram atividade inibitoria para ele.

Diante da dificuldade em se inibir este microrganismo, o resultado de inibicao
causado pelas substancias 4 e 5 € muito significativo, incentivando uma

continuidade de testes.
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4.3
Metabdlitos Secundarios

compostos volateis

O morcego € um animal de habito noturno, portanto o consumo de frutos
maduros ocorre no periodo da noite e em funcido dessa caracteristica, nosso
principal interesse estd na composicdo do Oleo essencial dos frutos maduros
coletados no periodo da noite. Mas, fez-se também a andlise das amostras de frutos
coletados nos outros periodos do dia (manha e tarde) e em estagio de maturacao
menos avancgado (imaturos), para fins de comparacgao e ajuda na identificagao do(s)

componente(s) responsavel(eis) pela atragdo do morcego ao fruto.

4.3.1
Metabdlitos Secundarios

compostos volateis

Métodos de Obtengdo do Oleo Essencial

Inicialmente fez-se a aeragao em campo, dos frutos imaturos e maduros
coletados nos periodos, manha, tarde e noite.

Na hidrodestilagao, realizada em laboratério, também foram utilizados frutos
imaturos e maduros, coletados nos periodos manha, tarde e noite, que foram
mantidos congelados até a sua utilizagdo. Esse segundo método foi utilizado a fim
de:

° possibilitar a comparagao dos resultados com os obtidos via aeracao.

° obtencdo de quantidades suficientes de o6leo essencial para

utilizacido nos testes de campo.
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Diante da dificuldade em se obter frutos maduros em quantidades suficientes
para as analises, os frutos prestes a amadurecer foram protegidos com sacos
plasticos e tecidos (figuras 4 e 5 pags. 29 e 30), evitando-se dessa forma o ataque

dos morcegos e/ou a queda do fruto ao amadurecer.

4311 Aeracao A: foi dificultada em fungdo da pouca disponibilidade de
material vegetal, principalmente dos frutos maduros (2 a 5 frutos por amostra), como
também pouco tempo de aeragéo (1h) acarretando em baixa concentragdo de 6leo
essencial, tornando dificil a detecgéo por CG/EM.

4.3.1.2 Aeragao B: visando conseguir resultados mais satisfatorios fez-se
uma segunda aeracado, com algumas modificagdes sendo introduzidas. Mudou-se o
adsorvente (polimero Super Q ao invés de carvao), o tempo de aeragdo passou a
ser de 4 h por amostra e a quantidade de material vegetal utilizado foi aumentado
para 25 g por amostra. As amostras assim obtidas foram analisadas por CG/EM,
sendo a identificacdo dos seus constituintes realizada a partir do espectro de
massas em comparagao com espectros existentes na literatura, indice de retengao
(Adams, 1995; Van del Dol e Kratz, 1964) e Bibliotecas Wiley 138 e NIST 98.

Os resultados da analise qualitativa e quantitativa do 6leo essencial
dos frutos maduros e imaturos de P. gaudichaudianum coletados pela manha, tarde
e noite, obtidos pelos dois métodos, aeragdo e hidrodestilagdao, estdo sendo
mostrados nas tabelas 16 e 17 (Anexo A pags. 155 e 108 respectivamente). Os
cromatogramas estao relacionados nas figuras 39-44, 45-50 (Anexo B pags. 129 a

134 e 135 a 140 respectivamente).
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Aeracao

Frutos Imaturos

A anadlise do Oleo essencial dos FI mostrou que existe uma grande
semelhanga tanto em termos de componentes, quanto de concentragdo entre as
amostras Fly,, Fly e Fl,. O sabineno e o B-cariofileno estdo presentes nas trés
amostras e em concentragdes significativas. O a-humuleno aparece também em
concentracao significativa nas amostras Fl; e Fl,. O tricicleno aparece em
concentragao relativamente alta (16,96%) somente nos Fl; e o a-pineno nos Fl,
(8,81%), [tab. 16 (Anexo A pag. 105) figs. 39-41 (Anexo B pags. 129 a 131)].

Pelo grafico 1, pode-se observar o perfil destas trés amostras de Fl,
verificando grandes semelhangas entre elas, com predominéncia dos sesquiterpenos

hidrocarbonetos, seguidos pelos monoterpenos hidrocarbonetos.

Frutos imaturos - aeracao

0 Mono-hidrocarbonetos Wl Mono-oxigenados
O Sesqui-hidrocarbonetos [ Sesqui-oxigenados
M outros

601
50
40+
% 30+
20+
10

Flm Flt Fin

periodos do dia

Grafico 1. Representacéo dos 6leos essenciais dos Fl obtidos via aeragao
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Frutos Maduros

A andlise do 6leo essencial dos FM mostrou semelhanga de componentes,
mas diferenca na concentragao desses componentes, entre as amostras manha3,
tarde e noite. A concentracdo de alguns componentes da amostra FM, chega a
reduzir em até um terco em relagdo a concentragdo do mesmo componente nas
amostras FM, e FM, [tab. 16 (Anexo A pag. 105) figs. 42-44 (Anexo B pags. 132 a
134)].

Pelo gréafico 2, observa-se relativa semelhanga entre as amostras FM, e FMq,
com predominancia de sesquiterpenos e monoterpenos hidrocarbonetos. A grande
diferenca estd na amostra FM,, onde tem-se a ocorréncia de um componente
majoritario, o éster bis-2-etilexil do acido hexanodidico, em uma concentracdo de

68,92%, incluido no grupo de componentes denominados B outros.

Frutos Maduros - Aeracao

O Mono-hidrocarbonetos B Mono-oxigenados O Sesqui-hidrocarbonetos O Sesqui-oxigenados M outros
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10+

FMm FMt FMn
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Grafico 2. Representacao dos 6leos essenciais dos FM obtidos via aeragao
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Frutos Imaturos e Maduros

As amostras de 6leo essencial obtidas via aeracdo dos frutos imaturos e
maduros quando analisadas como um todo, indicam predominancia dos
sesquiterpenos hidrocarbonetos, seguido dos monoterpenos hidrocarbonetos.

Essa observagéao esta evidenciada no grafico 3 abaixo.

Frutos Imaturos e Maduros - Aeragéo

O Mono-hidrocarbonetos B Mono-oxigenados [0 Sesqui-hidrocarbonetos O Sesqui-oxigenados M outros
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45+
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% 25+

Frutos Imaturos Frutos Maduros
Estagio de maturagao

Grafico 3. Comparacgao dos 6leos essenciais dos Fl e FM obtidos via aeracéo

Observa-se que alguns componentes estao presentes em praticamente todas
as amostras em concentragdes consideraveis como o sabineno, o B-cariofileno, a-
humuleno, além de outros em menores concentragdes como o limoneno, o (E) B-
ocimeno e 0 a-copaeno.

Comparando as amostras, percebemos uma nitida diferenca, principalmente

de concentracao entre os componentes do 6leo essencial dos frutos imaturos e dos
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frutos maduros. Mais que isso, a concentracdo dos componentes de uma maneira
geral, vai sendo reduzida, a medida que o fruto amadurece. Ele atinge seu ultimo
estagio de amadurecimento no periodo noturno. E, na amostra de FM,, as
concentragdes dos principais componentes do 6leo essencial sdo reduzidas ou
inexistentes, surgindo um componente majoritario, com 68,92%. O éster bis (2-
etilexil) do acido hexanodioico, identificado pela biblioteca do espectrébmetro de
massas.

Avaliando a possibilidade de ser este o componente principal na atratividade
do morcego ao fruto maduro, fez-se sua sintese simétrica. Dessa forma, seria
possivel a confirmagdao da estrutura proposta, bem como a obtencdo deste
componente puro, para posterior teste de campo. O produto foi submetido a analise
por CG-EM e apresentou as fragmentagdes m/z: 371[M]", 259, 147, 129, 111, 83,
70, 56, 41. O espectro de massas do éster sintético quando comparado ao espectro
de massas do componente majoritario detectado na amostra de 6leo essencial FM,,
apresenta as mesmas fragmentacgdes, além de tempo de retengdo no CG ser o
mesmo. A sintese confirma desta forma, a estrutura inicialmente proposta para o
composto majoritario. O éster entdo obtido, foi submetido a teste de campo
preliminar, (experimento 4, tab. 9, pag. 87).

Hidrodestilagao

As amostras obtidas por hidrodestilacdo foram analisadas da mesma forma

que as obtidas por aeragdo. Os resultados estao relacionados na tab.17 (Anexo A
pag. 108).

Frutos Imaturos

A analise do 6leo essencial dos frutos imaturos mostrou que existe uma

grande semelhanca tanto de componentes quanto de concentracdo entre as
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amostras manha, tarde e noite. O a-humuleno, o 5-cadineno, o 6xido de cariofileno e
o a-cadinol, aparecem em concentragdes significativas nas 3 amostras. Ja a
fenchona, o E-nerolidol, o espatulenol e o epdéxido de humuleno |l aparecem em
concentragdes consideraveis nos Fl; e Fl, e o B-cariofileno nos Fl,, e Fl,, [tab. 17
(Anexo A pag. 108) figs. 45-47 (Anexo B pags. 135 a 137)].

Pelo grafico 4 a seguir observa-se que as amostras Fl,, Fli e Fl,, sdo
constituidas essencialmente por sesquiterpenos hidrocarbonetos e sesquiterpenos

oxigenados.

Frutos Imaturos - Hidrodestilagéo

O Mono-hidrocarbonetos B Mono-oxigenados O Sesqui-hidrocarbonetos O Sesqui-oxigenados M outros
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Grafico 4. Representacao dos 6leos essenciais dos Fl obtidos via

hidrodestilagao

Frutos Maduros

A analise do 6leo essencial dos frutos maduros mostrou semelhanca tanto de

componentes quanto de concentracbes desses componentes, entre as amostras
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manha, tarde e noite. Os componentes presentes nas 3 amostras com valores
significativos de concentragdes sao: p-cariofileno, a-humuleno, é-cadineno e éxido
de cariofileno, [tab. 17 (Anexo A pag. 108) figs. 48-50 (Anexo B pag. 135 a 140)].

A analise do grafico 5 abaixo mostra que ha uma predominancia de
sesquiterpenos hidrocarbonetos seguida de sesquiterpenos oxigenados nas
amostras FM,,, FM; e FM,,.

Frutos Maduros - Hidrodestilagao
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Grafico 5. Representagdo dos Oleos essenciais dos FM obtidos via

hidrodestilagao

Frutos Imaturos e Maduros

A analise como um todo das amostras de FM e FI obtidas por hidrodestilagao

indica predomindncia de sesquiterpenos hidrocarbonetos e sesquiterpenos

oxigenados, como pode-se observar pelo grafico 6 a seguir.
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Frutos Imaturos e Maduros - Hidrodestilagéo

B Mono-hidrocarbonetos B Mono-oxigenados O Sesqui-hidrocarbonetos O Sesqui-oxigenados M outros
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Grafico 6. Comparagdao dos o6leos essenciais dos FI e FM obtidos via

hidrodestilagao

Aeracao X Hidrodestilagao

A hidrodestilagdo foi feita a fim de se obter a quantidade de 6leo essencial
necessaria para a realizagao dos testes de campo, visto que, a quantidade obtida via
aeracao nao era suficiente.

Mas, apos analise por CG/EM das amostras assim obtidas, verificou-se que
haviam nitidas diferencas quando comparadas com as amostras obtidas via
aeracao.

Ao comparar-se as duas técnicas observou-se que o0s componentes
identificados via aeragdo foram basicamente monoterpenos hidrocarbonetos e
sesquiterpenos hidrocarbonetos, enquanto que via hidrodestilacdo, além da
presenca de sesquiterpenos hidrocarbonetos, foram identificados monoterpenos

oxigenados e sesquiterpenos oxigenados, componentes que na aeragdo eram
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inexistentes ou apresentaram concentracoes reduzidas. Essa comparacdo esta

sendo evidenciada no grafico 7 a seguir.

Aeracao x Hidrodestilagao

O Mono-hidrocarbonetos B Mono-oxigenados O Sesqui-hidrocarbonetos O Sesqui-oxigenados M outros
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Grafico 7. Comparacdo dos o6leos essenciais obtidos via aeracdo e

hidrodestilagao

O componente B-cariofileno estava presente em quantidades consideraveis
em praticamente todas as amostras (FI e FM), tanto na hidrodestilagdo como na
aeracgdo. Ja os componentes a-copaeno, y-muuroleno e d-cadineno estdo presentes
também em praticamente todas as amostras (FI e FM), na hidrodestilacido e na
aeracdo, mas em pequenas concentragoes.

O componente E-nerolidol foi detectado em quantidades consideraveis em
praticamente todas as amostras (FI e FM), obtidas por hidrodestilagdo e os
componentes Oxido de cariofileno, espatulenol e a-cadinol, em quantidades

reduzidas.
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O componente sabineno foi encontrado em todas as amostras analisadas (FI
e FM obtidos por aeragdo) em concentragdes consideraveis; e o tricicleno (16,96%)
na amostra Fl, o a-pineno (8,81%) na amostra Fl,. O limoneno e o (E) p-ocimeno
foram detectados em praticamente todas as amostras (Fl e FM obtidas por aeracao),
em concentragdes reduzidas.

A analise da amostra FM,, obtida por aeracdo acusou a presenga de um
componente majoritario, o éster bis (2-etilexil) do acido hexanodidico, numa
concentracdo de 68,92%. E importante observar que este éster estad presente

também na amostra FMy, (17,66%) e, em concentragao reduzida na amostra FM.

Como ¢ intencao deste trabalho verificar a atratividade dos 6leos essenciais
em relagdo ao morcego frugivoro, realizou-se testes de campo utilizando o déleo
essencial FM,, obtidos por hidrodestilagdo (Experimentos 1-3) e o componente
majoritario do 6leo FM, obtido por aeracdo. Vale ressaltar que esta é a primeira vez
que se realiza testes de atratividade com morcegos utilizando as condi¢cdes naturais.

A literatura relata poucos testes feitos em laboratério.
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4.3.2
Metabdlitos Secundarios

compostos volateis

Testes de Campo

Os testes de campo em condigdes naturais tiveram algumas dificuldades:
inexisténcia de metodologias especificas ja relatadas, necessidade de programagao
dos testes de acordo com condigbes climaticas favoraveis (periodos ndao chuvosos,
lua nova, temperaturas amenas), movimento migratério dos morcegos ainda
desconhecido, existéncia de recursos no local de testes, além de dificuldades
inerentes ao ambiente e ao horario em que foram feitos os testes.

Considerando que a quantidade de extrato bruto obtido na hidrodestilacdo dos
frutos maduros foi muito maior do que a obtida na aeracdo destes, iniciou-se os
testes de campo com esta amostra.

Trés testes de campo utilizando o 6leo essencial bruto foram feitos. Os
resultados desses testes estardo sendo discutidos a seguir e estdo relatados no
artigo Mikich et al., 2003.

Figura 9. Fruto — isca preso a rede de neblina



Figura 10. Redes de neblina dispostas em zigue-zague no PEVR

Figura 11. Morcego Sturnira lilium capturado em teste de campo - PEVR

82
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Experimento 1

Foram capturados em redes de neblina 16 morcegos frugivoros e um
insetivoro, em 4 noites consecutivas de teste. Conforme observa-se na tabela 5,
morcegos da espécie C. perspicillata e S. lilium foram capturados em sua totalidade
em redes pares, as quais continham “frutos iscas” impregnados com o o6leo
essencial. Morcegos da espécie A. lituratus foram capturados aleatoriamente em
redes pares (33,3%) e impares (66,7%). Foram realizadas analises das sementes
presentes nas fezes de todos os morcegos capturados, observando-se que as fezes
das espécies C. perspicillata e S. lilium continham sementes de Piperaceae. Ja nas

fezes de A. lituratus foram encontradas sementes de outras familias.

Tabela 5 — Espécies e porcentagens de morcegos capturados em 4 noites

consecutivas — Experimento 1

Morcegos capturados (%)

Espécie Redes pares Redes impares
% n % n
Carollia perspicillata 100% 02 -
Sturnira lilium 100% 05 -
Artibeus lituratus 33,3% 03 66,7% 06

Total de morcegos

capturados 16

Redes pares: redes com “frutos iscas” impregnados com 6leo essencial FM de P. gaudichaudianum
Redes impares: redes com “frutos iscas” ndo impregnados com 6leo essencial

n: numero de morcegos capturados
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Experimento 2

No experimento 2 foram capturados 14 morcegos frugivoros, em 4 noites
consecutivas de testes. Podemos observar pela tabela 6, que morcegos da espécie
C. perspicillata foram capturados exclusivamente em redes pares. Morcegos da
espécie S. lilium e Chrotopteros auritus somente em redes impares. Morcegos da
espécie A. lituratus foram capturados aleatoriamente em redes pares e redes
impares, um morcego da espécie Phyllostomus hastatus foi capturado em rede par.
Andlises das sementes presentes nas fezes dos morcegos capturados foram
realizadas e, sementes de Piperaceae foram encontradas apenas nas fezes de C.
perspicillata. Nas fezes dos demais morcegos foram encontradas sementes de

outras familias.

Tabela 6 — Espécies e porcentagens de morcegos capturados em 4 noites

consecutivas — Experimento 2

Morcegos capturados (%)

Espécie Redes pares Redes impares

% n % n

Carollia. perspicillata 100% 07 - 0
Sturnira lilium - 0 100% 03
Artibeus lituratus 50% 01 50% 01
Chrotopteros auritus - 0 100% 01
Phyllostomus hastatus 100% 01 - 0

Total de morcegos

capturados 14

Redes pares: redes com “frutos iscas” impregnados com 6leo essencial FM de P. gaudichaudianum
Redes impares: redes com “frutos iscas” ndo impregnados com 6leo essencial

n: numero de morcegos capturados
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Experimento 3

Foram capturados 75 morcegos frugivoros também em 4 noites consecutivas
de testes. A tabela 7 mostra o percentual de capturas, 70,5% dos morcegos da
espécie C. perspicillata foram capturados em redes pares e 29,5% em redes
impares. A totalidade dos morcegos da espécie S. lilium foram capturados em redes
impares. J& morcegos das espécies A. lituratus, A. fimbriatus e A. sp., foram
capturados aleatoriamente, 51,7% em redes pares e 48,3% em redes impares. Da
mesma forma que nos experimentos anteriores, foram feitas analises das sementes
das fezes dos morcegos capturados. Sementes de Piperaceae foram encontradas
apenas nas fezes de morcegos da espécie C. perspicillata. Nas fezes das outras

espécies foram encontradas sementes de outras familias.

Tabela 7 — Espécies e porcentagens de morcegos capturados em 4 noites

consecutivas — Experimento 3

Morcegos capturados (%)

Espécie Redes pares Redes impares

% n % n

Carollia perspicillata 70,5% 12 29,5% 05

Sturnira lilium - 0 100% 02

Artibeus lituratus, A. 51,7% 29 48,3% 27
fimbriatus e A. sp.

Total de morcegos

capturados 75

Redes pares: redes com “frutos iscas” impregnados com 6leo essencial FM de P. gaudichaudianum
Redes impares: redes com “frutos iscas” ndo impregnados com 6leo essencial

n: nimero de morcegos capturados
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Experimentos 1,2 e 3

A tabela 8 apresenta o resultado dos trés experimentos, totalizando 105
morcegos capturados. Morcegos da espécie C. perspicillata foram capturados em
sua maioria (80,7%) em redes pares e, 19,3% em redes impares. Ja as demais
espécies de morcegos foram capturadas aleatoriamente: S. lilium, 50% em redes
pares e 50% em redes impares; A. lituratus, A. fimbriatus e A. sp., 49,2% em redes
pares e 50,8% em redes impares; C. auritus, um morcego capturado em rede impar

e P. hastatus, um morcego capturado em rede par.

Tabela 8 — Espécies e porcentagens de todos os morcegos capturados nos

experimento1,2e 3

Morcegos capturados (%)

Espécie Redes pares Redes impares

% n % n

Carollia perspicillata 80,7% 21 19,3% 05

Sturnira lilium 50% 05 50% 05

Artibeus lituratus, A. 49,2% 33 50,8% 34
fimbriatus e A. sp.

Chrotopteros auritus - 0 100% 01

Phyllostomus hastatus 100% 01 - 0

Total de morcegos

capturados 105

Redes pares: redes com “frutos iscas” impregnados com 6leo essencial FM de P. gaudichaudianum
Redes impares: redes com “frutos iscas” ndo impregnados com 6leo essencial

n: numero de morcegos capturados
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Experimento 4

Nao foram testadas amostras de 6leo obtidas por aeragao, devido sua pouca
quantidade. Mas considerando que esta é a técnica que reproduz com mais
fidelidade as condigbes do ambiente onde se encontra o fruto e o morcego,
sintetizou-se o éster bis (2-etilexil) do acido hexanodidico. Este composto esta
presente apenas nos FM e em alta concentragdo na amostra FM, (68,92%).

Este componente foi sintetizado e testado puro em campo, nas mesmas
condicbes e no mesmo local dos testes utilizando o 6leo essencial (extrato bruto)
como atrativo. Este éster possui dois centros estereogénicos, originando os
estereoisbmeros (2'R, 2'R), (2'S, 2'S) e (2'R, 2’S) e, a amostra utilizada em campo,
no teste preliminar, foi a mistura estereoisomérica (produto da sintese simétrica).
Observou-se a captura de 57,8% de morcegos C. perspicillata em redes pares e de
42,2% em redes impares (os resultados deste teste estdo relacionados na tab. 9).

Nao ha relatos de estudos da interagdo quimica de plantas com morcegos
(sinombnio), portanto nada sabe-se da sensibilidade e seletividade do olfato do
morcego a estereoisdmeros. E, a pequena diferenca de 15% de atratividade em
relacdo ao C. perspicillata neste teste preliminar indica que, caso o éster esteja
envolvido no mecanismo de atracdo dos morcegos, ndo atua como unico

componente.
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Tabela 9 — Espécies e porcentagens de morcegos capturados em 4 noites
consecutivas utilizando o éster bis (2-etilexil) do acido hexanodidico —

Experimento 4

Morcegos capturados (%)

Espécie Redes pares Redes impares

% n % n

Carollia perspicillata 57,8% 11 42.2% 08

Sturnira lilium 42.8% 09 57.2% 12

Artibeus lituratus, A. 46,7% 14 53,3 16
fimbriatus e A. sp.

Total de morcegos

capturados 70

Redes pares: redes com “frutos iscas” impregnados com 6leo essencial FM de P. gaudichaudianum
Redes impares: redes com “frutos iscas” ndo impregnados com 6leo essencial

n: numero de morcegos capturados

Estes resultados positivos com O6leo essencial FM, — hidrodestilagao,
evidenciam que C. perspicillata utiliza o olfato como forma de localizar os frutos

maduros de Piper.

Surge portanto, a seguinte questdo: qual ou quais componentes sao os
responsaveis por esta atracao?

Ou de uma forma mais ampla:

- Compostos volateis presentes apenas nos frutos maduros sao os
responsaveis pela atracao?

- A variacao quali e quantitativa dos volateis em frutos maduros em
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funcao do periodo do dia é proposital para a atragdo dos morcegos?

A amostra de d6leo FM, — hidrodestilacdo testada, apresenta apenas dois
compostos especificos, ou seja, que foram identificados apenas nela: linalol e
viridifloreno. Testes de campo com estes componentes puros e/ou em mistura seréo
necessarios. Todos os outros volateis presentes nesta amostra também estdo
presentes em uma ou mais amostras de Fl.

Considerando que a técnica de aeracdo reproduz com mais fidelidade o
ambiente natural, foi inesperado o resultado de nao atratividade do componente
majoritario do 6leo FM, — aeragdo. Analisando os compostos especificos desta
amostra, observou-se que possui apenas dois, em concentragdes muito reduzidas
(<1%): isosilvestreno e n-propanoato de geranila. Os compostos mirceno, hidrato de
trans-sabineno, n-hexadecano, n-heptadecano e n-eicosano estdo presentes na
amostra de FM, e nas amostras FM,, e/ou FM; Destes compostos, apenas o
mirceno e o n-hexadecano, ocorrem respectivamente nas amostras FM; e FMp,

obtidas por hidrodestilagéo.

N&o é observado uma co-ocorréncia significativa de componentes, nos 6leos
obtidos por aeracgéo e hidrodestilagao

Este trabalho quimico € pioneiro na tentativa de elucidar o mecanismo de
interagdo entre frutos e morcegos. As variagbes quimicas observadas nas amostras
de O6leo essencial estudadas, sdao um indicativo da complexidade envolvida na

atracdo dos morcegos pelos frutos maduros de Piper gaudichaudianum.
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Conclusao

A compreensdo do aspecto quimico da relagdo entre planta (P.
gaudichaudianum) e morcego frugivoro (C. perspicillata), foi o direcionamento deste
trabalho.

Dentro desse contexto, foram isoladas e identificadas cinco substancias nio
volateis, sendo uma delas inédita como produto natural, ressaltando que o estudo
fitoquimico de P. gaudichaudianum é inédito.

O estudo dos volateis foi feito utilizando dois métodos de extracao: aeracao
(em campo) e hidrodestilagdo (em laboratério). Fez-se uma anadlise circadiana
(manha, tarde e noite) das amostras obtidas de 6leo essencial dos frutos imaturos e
maduros de P. gaudichaudianum, totalizando doze amostras. A partir dessa analise,
evidenciou-se variacbes quimicas entre as amostras de 6leo essencial, apontando
para a complexidade envolvida na atragao do morcego ao fruto maduro de Piper.

Testes de campo foram realizados com amostras de 6leo essencial bruto e
um componente sintetizado. O primeiro (6leo essencial bruto) apresentou um
resultado positivo de 80,7 % de atratividade. Este resultado € muito importante sob
dois aspectos:

1. demonstra que o morcego C. perspicillata é guiado até os frutos

maduros de Piper pelo olfato.

2. testes de campo s&o conhecidamente realizados reproduzindo o
ambiente natural e, sob o aspecto biolégico. Neste trabalho, os
testes foram conduzidos no ambiente natural dos morcegos.

O pioneirismo deste trabalho é evidenciado pela inexisténcia de estudos que
tratam de ecologia quimica de mamiferos. Este trabalho podera viabilizar a utilizagéo
do oleo essencial como uma técnica de regeneragcdo natural induzida que
potencializa o servigo da fauna nativa como dispersora de sementes. Esta técnica se
constitui no uso de 6leos essenciais de frutos maduros para a atracdo de morcegos

frugivoros.
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Abre-se, portanto, possibilidades de encaminhamento de estudos com
diferentes espécies quiropterocoricas de Piper, Ficus e Solanum em areas abertas,

florestas ou campos cultivados.
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ANEXOS A




Tabela 10. Valores de

99

deslocamentos quimicos de RMN 'H e de " C da

substancia 1 : 5,7-diidroxi-flavanona ou pinocembrina.

Substancia 1

Carbono RMN "H (ppm) RMN " C (ppm)
2 5,4 (1H; dd; J = 12,8 Hz e J = 3,0 Hz) 79,3
3ax 3,0 (1H; dd; J =12,8 Hze J = 17,3 Hz) 43,4
3eq 2,8 (1H; dd; J=3,0 Hze J = 17,3 Hz) 434
4 - 196,1
5 - 164,2 #
6 6,0 (1H; dd; J = 3,0 Hz) 96,8 *
7 - 167,2 #
8 6,0 (1H; dd; J = 3,0 Hz) 95,9 *
9 - 163,4 #
10 - 102,7
1 - 138,8
26 7,4 (2H; m) 126,4
3 7,4 (3H; m) 129,1
4'5

#.* valores intercambiaveis
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Tabela 11. Valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e de * C da

substancia 2, o metil éster de 2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-ona.

Substancia 2

Carbono RMN "H (ppm) RMN ™ C (ppm)
2 - 80,3
3 27 (2H: s) 48,7
4 - 191,9
5 8,5 (1H: d; 2,0 Hz) 129,2
6 - 119,8
7 8,1 (1H;dd; J=8,1HzeJ=2,0Hz) 137,1
8 6,9 (1H; d; J = 8,1 Hz) 118,8
9 - 163,4

10 - 123,1
1 - 166,4
2 3,9 (3H; s) 52,2

17 e2” 1,48 (6H,s) 26,6
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Tabela 12. Valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e de *C da substancia 3

Substancia 3

1'"

4
3
Carbono RMN "H (ppm) RMN ®C
(ppm)
1 - 167,3
2 - 196,0
1 - 120,8
2 8,5 (1H; d; 2,1 Hz) 132,5
3 - 166,5
4 8,1 (1H; dd; J=8,4 Hze J=2,1 Hz) 136,7
5 7,0 (1H; d; J = 8,4 Hz) 118,8
6 - 160,3
1 6,8 (1H; t; 1,4 Hz) 119,5
2 - 120,2
3 2,2 (3H; d; J = 1,4 Hz) 21,7
4’ 2,0 (3H; d; J = 1,4 Hz) 28,5
1" 3,9 (3H; s) 52,2
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Tabela 13.Valores de deslocamentos quimicos de RMN 'H e de "*C da substancia 4.

Substancia 4

Carbono RMN "H (ppm) RMN ™ C (ppm)

1 - 153,7

2 6,7 (2H; d; J = 8,5 Hz) 115,2

3 7,0 (2H; d; J = 8,5 Hz) 129,7

4 - 134,7

5 7,0 (2H; d; J = 8,5 Hz) 129,7

6 6,7 (2H; d; J = 8,5 Hz) 115,2

1 2,5 (2H; m) 35,3

2 2,2 (2H; m) 34,7

3 5,4 (1H; m) 131,4

4 5,4 (1H; m) 129,5

5 1,9 (2H; m) 32,6
6789 1,2 (8H; m) 31,8;29,7;288;22,6

10 0,8 (3H; 1) 14,1
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Tabela 14. Valores de  deslocamentos quimicos de RMN '"H e de ™ C do

epoxido da substancia 5.

Substéancia 5 - epoxido

10'

Carbono RMN "H (ppm) RMN ™ C (ppm)

1 - 133,4

2 7.1 (2H; d; J = 9,0 Hz) 129,6

3 6,8 (2H; d; J = 8,7 Hz) 113,4

4 - 157,7

5 6,8 (2H; d; J = 8,7 Hz) 113,4

6 7.1 (2H; d; J = 9,0 Hz) 129,6

1 2,7 (2H; m) 31,4

2 1,8 (2H; m) 34,1

3 2,7 (1H; m) 59,2

4 2,7 (1H; m) 58,2
56789 1,27/1,42/1,48 (10H; m) 32,1; 31,8;29,7; 26,0; 22,6

10 0,9 (3H; 1) 14,0

HsC-O 3,7 (3H; s) 55,2
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Tabela 15. Valores de deslocamentos quimicos de RMN "H e de ™ C da substancia

6.
Substancia 6
T
_HC
Carbono RMN "H (ppm) RMN " C (ppm)
2 - 77,0
3 5,6 (1H; d; J = 9,9 Hz) 121,6
4 6,3 (1H; d; = 9,9 Hz) 128,0
5 7,6 (1H; d; J = 2,1 Hz) 131,06
6 - 122,0
7 7,8 (1H; dd; J=8,4Hze J=2,1 Hz) 131,00
8 6,7 (1H; d; J = 8,4 Hz) 116,1
9 - 157,1
10 - 120,6
11 - 166,8
OCHs 3,8 (3H: ) 51,8

2 CHs 1,25 (6H; s) 28,3




Tabela 16: Componentes do dleo essencial dos frutos de Piper gaudichaudianum
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- Aeracgao -
Fln Fl; Fl, FM,, FM; FM,

COMPOSTO IRL IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%)
Monoterpenos hidrocarbonetos 20,87% 51,49% 34,31% 24,20% 27,96% 8,11%
01 Tricicleno 926 933 (4,66) 933 (16,96) 933 (3,83)
02 a-Pineno 939 933 (8,81) 938 (4,34) 938 (1,42)
03 Canfeno 953 950 (0,21)
04 Sabineno 976 980 (9,11) 981 (21,07) 981 (16,24) 979 (11,06) 985 (12,75) 985 (3,83)
05 B-Pineno 980 988 (1,71) 988 (3,66) 988 (2,06)
06 Mirceno 991 995 (2,33) 995 (0,66)
07 3-2-Careno 1001 1010 (0,98)
08 a-Felandreno 1005 1008 (0,23) 1012 (0,59) 1013 (0,21)
09 Isosilvestreno 1007 1015 (0,70)
10 8-3-Careno 1011 1010 (5,58)
11 o-Cimeno 1022 1024 (1,54) 1024 (0,25)
12 p-Cimeno 1026 1025 (3,56) 1029 (0,59) 1029 (0,43)
13 Limoneno 1031 1028 (1,00) 1028 (1,30) 1029 (1,68) 1028 (1,88) 1033 (2,41) 1033 (0,57)
14 B-Felandreno 1031 1030 (0,74)
15 (2)-B-Ocimeno 1040 1032 (0,98) 1032 (0,67) 1032 (1,17) 1032 (1,08) 1037 (1,43)
16 (E)-B-Ocimeno 1050 1042 (1,64) 1042 (1,79) 1043 (2,11) 1042 (3,31) 1047 (3,52) 1047 (0,29)
Monoterpenos 0,19% - 2,73% 8,69% 1,70% 0,16%
oxigenados
17 Fenchona 1087 1096 (2,60)
18 trans-Hidrato do 1097 1095 (8,69) 1101 (1,70) 1101 (0,16)
sabineno
19 cis-Oxido de rosa 1111 1108 (0,19) 1108 (0,13)
Sesquiterpenos 52,86% 41,58% 52,28% 11,95% 38,72% 5,95%
hidrocarbonetos
20 3-Elemeno 1339 1334 (0,48) 1333 (0,20) 1334 (0,41) 1339 (0,47)
21 a-Cubebeno 1351 1349 (0,10) 1348 (0,11) 1349 (0,26)
22 Ciclosativeno 1368 1371 (0,30) 1371 (0,180
23 Isoledeno 1373 1374 (0,21) 1373 (0,21) 1371 (0,50)
24 Longicicleno 1373 1374 (0,16)
25 a-Copaeno 1376 1378 (3,82) 1378 (4,03) 1378 (3,93) 1383 (2,36) 1383 (0,43)
26 B- Patchouleno 1380 1377 (1,17)
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27 B-Cubebeno 1390 1380 (0,71)

28 B-Elemeno 1391 1391 (0,38) 1391 (0,22) 1396 (0,50)

29 a-Gurjuneno 1409 1409 (0,26) 1409 (0,25) 1410 (0,67)

30 a-Cedreno 1409 1416 (0,30) 1417 (0,36)

31 cis-a-Bergamoteno 1415 1416 (0,30)

32 B-Cariofileno 1418 1424 (31,11) 1425(20,87) 1426 (21,44) 1422 (3,44) 1428 (12,04)

33 B-Gurjuneno 1432 1433 (1,38) 1433 (0,27) 1434 (1,73) 1432 (0,63) 1438 (0,78)

34 a-trans-Bergamoteno 1436 1435 (0,18) 1441 (0,37)

35 Aromadendreno 1439 1442 (1,15) 1442 (0,65) 1442 (0,99) 1447 (0,85) 1428 (2,97)
36 a-Guaieno 1439 1438 (1,39) 1438 (1,68) 1438 (1,04) 1444 (0,38)

37 a-Humuleno 1454 1459 (2,85) 1461 (8,56) 1459 (2,06) 1465 (12,62) 1465 (1,70)
38cis-Muurola-4(14)5-dieno1460 1464 (1,95) 1465 (2,67)

39 allo-Aromadendreno 1461 1470 (1,09)

40 B-Chamigreno 1475 1485 (1,24)

41 y-Himachaleno 1476 1464 (3,12)

42 y-Muuroleno 1477 1476 (1,97) 1476 (1,35) 1477 (1,48) 1478 (0,71)

43 D-Germacreno 1480 1479 (0,36) 1478 (0,30) 1479 (0,75) 1484 (0,44) 1491 (0,72)

44 cis-p-Guaieno 1490 1485 (0,25) 1485 (1,21)

45 Valenceno 1491 1496 (0,65) 1483 (0,68) 1496 (0,54)

46 a-Selineno 1494 1493 (0,64) 1502 (1,62) 1499 (1,05)

47 Biciclogermacreno 1494 1500 (2,01) 1500 (1,10) 1501 (1,97)

48 trans-B-Guaieno 1500 1502 (0,76)

49 a-Bulneseno 1505 1506 (2,28) 1506 (2,77) 1507 (1,79) 1512 (0,90) 1512 (0,23)
50 y-Cadineno 1513 1518 (0,32) 1517 (0,24) 1518 (0,49) 1517 (0,65) 1523 (1,22) 1523 (0,19)
51 7-epi-a-Selineno 1517 1524 (0,31)

52 §-Cadineno 1524 1522 (0,60) 1523 (0,93) 1522 (1,23) 1528 (1,37) 1528 (0,43)
53 trans-Calameneno 1532 1526 (0,35)

Sesquiterpenos oxigenados - - 0,10% 0,47% - 0,78%
54 Propanoato de geranila 1475 1471 (0,48)
55 (E) Nerolidol 1564 1563 (0,47) 1570 (0,30)
56 Oxido himachaleno 1574 1581 (0,10)

Outros 5,02% 3,16% 3,13% 20,83% 2,76% 70,99%
57 Naftaleno 1179 1190 (0,56) 1189 (0,18)

58 n-Dodecano 1199 1199 (0,54) 1204 (0,34)

59 n-Tridecano 1299 1301 (1,07) 1301 (1,54) 1301 (0,96) 1306 (0,41)

60 n-Tetradecano 1399 1400 (0,24) 1401 (0,11) 1399 (0,85) 1405 (0,68) 1405 (0,29)
61 n-Pentadecano 1500 1502 (3,15) 1502 (1,44) 1503 (2,06) 1508 (1,12)
62 n-Hexadecano 1600 1599 (0,57) 1606 (0,46) 1606 (0,26)
63 n-Heptadecano 1700 1708 (0,34) 1708 (0,18)
64 1-Octadeceno 1793 1793 (0,56)

65 n-Octadecano 1800 1799 (0,65)
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66 n-Eicosano 2000 2007 (0,30) 2007 (0,22)
67 Ester bis(2-etilexil) do 17,66% 0,23% 68,92%
acido hexanodidico
Total identificados 78,94% 96,23% 92,55% 66,14% 71,14% 85,99%
Fln — Frutos Imaturos manha Fl;— Frutos Imaturos tarde Fl, — Frutos Imaturos noite
FM,, — Frutos Maduros manha FM; — Frutos Maduros tarde FM, — Frutos Maduros noite

IRL — indice de Retengao — Literatura IRC (%) — indice de Retengéo Calculado (percentual detectado)
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Tabela 17: Componentes do 6leo essencial dos frutos de Piper gaudichaudianum

Hidrodestilagao -

Fln Fl; Fl, FMn, FM; FM,

COMPOSTO IRL IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%) IRC (%)
Monoterpenos - 0,51% 0,79% 0,89% 5,19% 2,29%
hidrocarbonetos
01 Tricicleno 926 927 (1,09) 927 (0,29)
02 Sabineno 976 979 (0,20) 979 (0,79) 979 (0,27) 979 (2,00)
03 B-Pineno 980 981 (2,82)
04 Mirceno 991 989 (0,10)
05 §-3-Careno 1011 1012 (0,12)
06 p-Cimeno 1026 1026 (0,17)
07 Limoneno 1031 1030 (0,62) 1030 (0,53)
08 (Z)-p-Ocimeno 1040 1034 (0,14)
09 (E)-B-Ocimeno 1050 1044 (0,31) 1044 (0,22)
Monoterpenos oxigenados - 14,85% 17,51% - - 8,38%
10 Fenchona 1087 1098 (14,68) 1098 (17,26)
11 Linalool 1098 1098 (8,38)
12 Acetato de bornila 1285 1288 (0,17) 1288 (0,250
Sesquiterpenos 39,41% 18,10% 30,22% 22,07% 42,42% 26,05%
hidrocarbonetos
13 o-Cubebeno 1351 1349 (0,12) 1349 (0,20) 1349 (0,28).
14 Isoledeno 1373 1371 (0,13) 1371 (0,16) 1372 (0,16)
15 Longicicleno 1373 1374 (0,12) 1375 (0,15)
16 o-Copaeno 1376 1378 (1,38) 1378 (1,24) 1378 (1,77) 1378 (1,90) 1378 (1,31)
17 B-Patchouleno 1380 1379 (1,98)
18 a-Gurjuneno 1409 1409 (0,30) 1409 (0,55) 1410 (0,11) 1410 (0,59)
19 cis-a-Bergamoteno 1415 1415 (0,13) 1418 (0,17)
20 B-Cariofileno 1418 1423 (15,43) 1423 (8,21) 1423 (10,76) 1428 (15,74) 1423 (7,41)
21 B-Gurjuneno 1432 1433 (0,50) 1433 (0,54) 1433 (0,68) 1433 (0,25) 1434 (0,52) 1434 (0,37)
22 Aromadendreno 1439 1442 (0,44) 1442 (0,57) 1442 (0,35) 1443 (0,90) 1442 (0,90)
23 a-Guaieno 1439 1438 (0,54) 1439 (0,80)
24 a-Humuleno 1454 1460 (10,45) 1460 (3,54) 1460 (6,55) 1460 (2,79) 1464 (10,67) 1460

(10,80)

25 allo- 1461 1464 (1,72) 1464 (0,88) 1464 (1,28) 1465 (0,31)

Aromadendreno
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26 y-Gurjuneno 1473 1467 (1,55)

27 y-Himachaleno 1476 1477 (0,84) 1478 (0,93)

28 y-Muuroleno 1477 1479 (0,57) 1479 (1,83) 1479 (2,15) 1479 (0,61) 1480 (0,64) 1480 (0,78)

29 D-Germacreno 1480 1485 (0,84)

30 B-Selineno 1485 1494 (0,96) 1494 (0,84)

31 cis-pB-Guaieno 1490 1485 (0,85) 1497 (0,65) 1485 (0,35)

32 Valenceno 1491 1496 (0,51) 1501 (1,40) 1497 (0,55)

33 Viridifloreno 1493 1495 (0,58)

34 a-Selineno 1494 1501 (1,92) 1494 (0,66) 1501 (1,24) 1494 (0,22) 1502 (1,16)

35 a-Muuroleno 1499 1503 (0,72) 1503 (0,82) 1503 (0,87) 1504 (1,17) 1505 (0,74) 1504 (0,66)

36 o-Bulneseno 1505 1508 (1,77)

37 y-Cadineno 1513 1518 (0,55) 1518 (1,20) 1518 (1,00) 1518 (0,43) 1519 (0,57) 1519 (0,77)

38 5-Cadineno 1524 1523 (1,20) 1523 (3,36) 1523 (2,40) 1523 (0,81) 1524 (2,02) 1523 (1,57)

39 trans-Calameneno 1532 1527 (0,67) 1527 (0,74) 1527 (0,58) 1528 (0,40)

40 Cadina-1,4-diene 1532 1537 (0,26)

41 cis-y-Bisaboleno 1533 1524 (1,09)

42 o-Cadineno 1538 1541 (0,38) 1542 (0,11)

43 o-~Calacoreno 1542 1546 (0,26) 1546 (0,25) 1547 (0,36) 1547 (0,28)

44 Selina-3,7(11)- 1542 1541 (0,13)

dieno

45 b-Calacoreno 1563 1568 (0,28)

46 Cadaleno 1674 1681 (0,14) 1682 (0,28) 1682 (0,15)

Sesquiterpenos oxigenados 12,55% 37,95% 35,19% 7,22% 5,59% 32,85%

47 2,6-di-ter-5-metil-fenol 1507 (4,91) 1507 (1,44) 1507 (1,55) 1507 (4,95) 1508 (0,86)

1512

48 (E)-Nerolidol 1564 1564 (0,90) 1566 (13,91) 1565 (11,45) 1565
(23,30)

49 Longipinanol 1566 1561 (0,08)

50 Germacreno-D-4-ol 1574 1567 (2,82)

51 Espatulenol 1576 1582 (0,68) 1583 (2,94) 1583 (2,71) 1584 (0,25) 1583 (1,34)

52 Oxido de 1581 1587 (1,88) 1587 (2,76) 1587 (5,01) 1587 (1,31) 1588 (1,13) 1587 (2,66)

cariofileno

53 Guaiol 1595 1591 (1,35) 1600 (1,82) 1601 (0,16)

54 Epdxido humuleno 1606 1615 (0,95) 1616 (4,66) 1616 (5,40) 1616 (4,06)

Il

55 1,10-di-epi-Cubenol 1614 1620 (0,44) 1620 (0,22) 1621 (0,11)

56 1-epi-Cubenol 1627 1633 (1,61) 1633 (1,01) 1634 (0,21) 1634 (0,31)

57 y-Eudesmol 1630 1639 (0,12)

58 epi-a-Cadinol 1640 1648 (0,63) 1640 (1,21) 1649 (1,35) 1649 (0,37) 1650 (0,44) 1650 (0,63)

59 Cubenol 1642 1649 (2,28)

60 a-Muurolol 1645 1653 (0,34) 1654 (1,49) 1654 (1,20)

61 a-Cadinol 1653 1663 (2,26) 1663 (3,86) 1663 (2,17) 1652 (0,38) 1652 (0,25)
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62 -Bisabolol 1671 1666 (1,30)

Outros 0,18% - 1,92% 0,15% -

63 n-Tridecano 1299 1301 (0,15)

64 n-Tetradecano 1399 1400 (0,18) 1400 (0,17)

65 n-Hexadecano 1600 1600 (0,25)

66 1-Octadeceno 1793 1793 (0,56)

67 n-Octadecano 1800 1799 (0,65)

68 metil-Linoleato 2092 2097 (0,29)

Total identificados 52,14% 83,71% 32,10% 53,35% 69,57%

Fl,, — Frutos Imaturos manha
FM,, — Frutos Maduros manha

IRL — indice de Retengao — Literatura

Fl; — Frutos Imaturos tarde
FM; — Frutos Maduros tarde

Fl, — Frutos Imaturos noite
FM, — Frutos Maduros noite

IRC (%) — indice de Retenczo Calculado (percentual detectado)
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ANEXOS B
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Figura 12. Espectro de RMN 'H da substancia (1) 5,7-diidroxi-flavanona
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Figura 14. Espectro de Massas de alta resolugao da substancia (1) 5,7-diidroxi-
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Figura 15. Espectro no infravermelho da substéancia (1) 5,7-diidroxi-flavanona
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Figura 16. Espectro no ultravioleta (1) 5,7-diidroxi-flavanona
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H;C”

Figura 17. Espectro de RMN "H da substancia (2) 2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-ona

Figura 18. Espectro de RMN *C da substancia (2) 2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-
ona



Figura 19

File#1:B
Sample Description

Scans = 16

116

. Espectro de Massas de alta resolu¢ao da substancia (2) 2,2-dimetil-6-
carboxicroman-4-ona

Mode = 2 (Mid-IR)

Res =4 cm-1 19 scans/min

26/10/01 12:47

Apod = Cosine
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Figura 20. Espectro no infravermelho da substancia (2) 2,2-dimetil-6-carboxicroman-
4-ona
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Figura 22. Espectro de RMN "H da substancia (3) 2-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-N-(2”-
metilpropenil)-oxo-acetamida
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Figura 23. Espectro de RMN ">C da substancia (3) 2-(2’-hidroxi-5-metoxifenil)-N-(2”-
metilpropenil)-oxo-acetamida
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Figura 24. Espectro de Massas de alta resolugéo da substancia (3) 2-(2’-hidroxi-5’-
metoxifenil)-N-(2”-metilpropenil)-oxo-acetamida

File#1:D Mode = 2 (Mid-IR) 26/10/01 13:30

Sample Description

Scans = 16 Res =4 cm-1 20 scans/min Apod = Cosine

¥ OFeL Lo
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Figura 25. Espectro no infravermelho da substancia (3) 2-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-
N-(2”-metilpropenil)-oxo-acetamida
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Figura 26. Espectro no ultravioleta da substancia (3) 2-(2’-hidroxi-5’-metoxifenil)-N-
(2”-metilpropenil)-oxo-acetamida
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Figura 27. Espectro de RMN "H da substancia (4) 4-(3'(E)-decenilfenol

140 120 100 BO (] Al L ppm

Figura 28. Espectro de RMN "3C da substancia (4) 4-(3'(E)-decenilfenol
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Figura 29. Espectro de Massas de alta resolu¢ao da substancia (4) 4-(3’(E)-
decenilfenol
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Figura 30. Espectro no infravermelho da substancia (4) 4-(3'(E)-decenilfenol
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Figura 31. Espectro no ultravioleta da substancia (4) 4-(3’(E)-decenilfenol
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Figura 32. Cromatograma e Espectro de Massas da substancia (5) (E)-4-(3’-decenil)
metoxibenzeno
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Chromatogram Plot

File: c:\saturnws\analisesitic\dmds.sms

Sample: dmds Operater: Tic
Scan Range: 1 - 1810 Time Range: 0.00 - 29.98 min. Date: 5/4/01 3:58 PM
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Figura 33. Cromatograma e Espectro de Massas da substancia (5) (E)-4-(3’-decenil)
metoxibenzeno apds reagdo com DMDS



Figura 34. Espectro de RMN "H da substancia (5 — epéxido) (E)-4-(3"-4 -
epoxidecano) metoxibenzeno
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Figura 35. Espectro de RMN "3C da substancia (5 — epoxido) (E)-4-(3-4'-
epoxidecano) metoxibenzeno
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Figura 36. Espectro de RMN "H da substancia (6) 2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-ona
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Figura 37. Espectro de RMN *C da substancia (6) 2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-
ona
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Figura 38. Espectro no ultravioleta da substancia (6) 2,2-dimetil-6-carboxicroman-4-
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T hromatogram Pliot

File: c:\my documentsianalises\bia\sirlei\aeracao fev2\fym =22 . sm s

Sample: FwviMmMz22 S/28/00 1 1:30 .AMM
Sample Notes: 28/6/00:; frutos verdes manha 22; sO/2/24940/7/280/10: split off/ s
- Scanmn Ranmnge: 1 - 4559 Time Range: O.00 - 75.97 minm.

Operator: bi=

MC ounts) AmZ22 sms RIC all

I»_"\M\,ﬂh I S -

Figura 39. Cromatograma Fl,, — Aeracao
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Chromatogram Plot

Sample: FWT22

File: c:vmy documentsianalises\bia\sirleil\aeracac feva2\WWwit22001 . sms

sf28/00 2:33 P

Sample Notes: 28/05/00, frutos verdes tarde 22, SO/3/240/7/280/10, split off/
O perator: 2ia

MG ouUnts|

Scan Range: 1

- 4272 Time Range: 0.00 - 71.20 minm

22001 . sms RIC all

=0 ES

40 so

Figura 40. Cromatograma Fl; — Aeragao
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File: c:\Mmy documentsianalises\bia\sirleiaeracao feva2\fvnNnz22Z.sms
Sample: FWNZ22 S/28/00 1:09 P
Sample Notes: 28/068/00, frutos verdes noite 22; SsO/3/240/7/280/10; spplit off/

Operator:

bia Scarmn Ranmnge: 1 - 3717 Time Ranmnge: 0O.00 - 61.93 min.

MCounts

wn22 sms RIC all

\ \ i ‘ | \ i" I
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10 =0 30 a0 50

Figura 41. Cromatograma Fl, — Aeracao
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Chromatogram Plot

File: c:\my docum ents\analises\bia\sirlei\aeracao fev2\fmm=23.sms
Sample: FIVMIM23 S/28/00 10:10 AM

Sample Notes: 28/6/00, frutos maduros manha 23, (680/3/240/7/280/10). splitl of
Operator: bia Scan Range:

KCSounts | I

1 - 4259 Time Range: O.00 - 70.97 minm.

150 -
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Figura 42. Cromatograma FM,, — Aeragéo
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Chromatogram Plot

File: c:\my documentsi\analises\bia\sirlei\mneracao fTevifmtjun.sms
Sample: FMTjunr

Sample Notes: frutos maduros tarde, JjuNho/00, aesracaoc,
Scan Range: 1 - 45968 Time Range: 0.00 - 75.5<4 rmir.

Operator: bia
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S/9/00 12:03 PM
SO/3/240/7/280, split 8
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Figura 43. Cromatograma FM; — Aeracao
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Chromatogram Plot

File: c:\my documentslanmnalises\bia\sirleil\aesracaoc fev\fmnZ22j.sm s

Sample: FIVINZ2Z2j S/9/00 4:03 PM

Sample Notes: frutos maduros noite 22; jun/00; aesracaoco, 60-3-240-7-280, split
Operator: bia

Scan Range:
[kSounts [ |

1 - 43212 Time Range: O.00 - 71.22 min
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Figura 44. Cromatograma FM,, — Aeragéo
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Print Date: oz;,«isgug 2001 092:05:16

- - =
Chromatogram Plot
File: c:\satul;hws\é yalises\bia\sirlenhidrodestilacao\frmhidro6-12-01 .sms

Operator: SIRLEI

Sample: FWMhidiros
Scan Range: 1 - 46809 Time Range: 0.00 - 75 .97 min. Date: 8/12/01T T:-Z27 P
Sample Notes: FWiVMhidro 60-3-240 wvol 1 ul inj. 250

B RIC all fumhidroS-12-01 _sms

MCou n:'{
| |

S N \.J_ P | ‘“\4\44‘

‘
R

-

il iy
Lo

.
|" I i 1\ i A |
l 7,4‘!'. . "MJI ii\}hhl[uli‘.mLuﬁ\.ﬁlﬁf‘lw’v-Nk-Jw ‘e ,7A_L__J ll'\‘.‘, P it R S

=
el ]

e Y RS

o - . - —
t ]
| }7 g
I 1o’ 2o ‘St T T aa so so R ESs) e
. ~ minutes
| B I Segment = |
aei= T azs= 1a7a 2asa =0aa  3sza a2a=a Scans |

Figura 45. Cromatograma Fl,, — Hidrodestilagéo
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Print Date: 03} Alug 2001 16:32:36 F

3. s i
Chrom ogram Plot

« f
File: c\saturnws\analises\bia\sirleiz\hidrodestilacao\fvthidro6-12-01 .sms

Sample: F\WThidro Operator: SIRLEI
Scan Range: 1 - 4537 Time Range: 0.00 - ¥S.97 min. Date: 6/12/01 3: 22 PM
Sample Notes: FWThidro 60-3-240 vol 1ul inj. 250
I MCountﬂi - RIC all fvthidro6-T2-0T.sms
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Figura 46. Cromatograma Fl; — Hidrodestilagao
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Chromatogram Plot

File: cAsaturnws\analises\bia\sirlehidrodestilacao\fvnhidro6-12-01 . .sms
Sample: BFYMNhidro
Scan Range: 1

- 4712 Time Range: 0.00 - 75.97 min.

Operator:

Sample Notes: FWNhidro 60-3-240 vol 1ul inj. 250

SIRLEI]

Date: 6/12/01T S:01 PM

MCounts

Ly

|
i l‘ . b A '.L,_u.W_L|ubu,hil“l,ﬁ4j[ UM,JlIN w“u

RIC all fvnhidros-12-01.sms
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1
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10 T2 T i so abo ’ so

Segment =2

[==r=1 12as . 18ss 2as7 3105

Figura 47. Cromatograma Fl, — Hidrodestilagao
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File: ci\satunnws\ainatises\bia\sirlteihidrodestilacao\fmm-hidrodest. sms

Sample: I:I\A'MAHIbRODEST

Scan Ranﬁet 1T - 4805 Time Range: O.00 - 75.97 min.

Operator: BilA
Date: &/6/01 1135 AM

Sample Notes: frutos maduros manha - hidrodestilacao, 60-3-240, vol 1Tul, inj.

B S |

!

uJ‘qu NJLr’{'_luk}\‘MMh A

i
|

RIC atr fMmm-hidrodest.sms

B == =lo <b so sb T iinuates
Feg 1 r . - Segment 2
[ s30 =T 190 =538 =171 Ssos 4435 Scans

Figura 48. Cromatograma FM,, — Hidrodestilagdo
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int Date! T16 Jun 2oo1 1o:ss:12 Ty

Chromatogram Pliot
File: c:\satur_stlvdﬁs\'analises\bia\sirlei\hidrodestilar_:ao\frnt hidrodest.sms
Operator: BIA

Sample: FMT HIDRODEST
Scan Range: 1 - 4738 Time Range: 0.00 - 75.97 min. Date: 6/6/01 448 P
Sample Notes: Frutos Maduros tarde hidrodestilacao, 60-3-240, inj.250, vol 1ul
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