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RESUMO

A familia Piperaceae engloba uma grande diversidade de espécies em todo mundo.
No Brasil, essa familia estd presente com diversos géneros e espécies, sendo o
género Piper aquele que concentra a maior quantidade de espécies. Entre as espécies
do género, destaca-se Piper aff. divaricatum, recentemente identificada e encontrada
no municipio de Tangara da Serra, no estado Mato Grosso, regiao centro-oeste do
Brasil. Nesse estudo, foram realizadas investigagbes quimicas dos extratos brutos
das folhas, galhos e raizes e do 6leo essencial dessa espécie. Os extratos foram
submetidos a diferentes técnicas cromatograficas (CLAE, CCDA, CCDP, CLV), e, apos
analises espectroscopicas (RMN de 'H e 3C, incluindo técnicas uni e bidimensionais),
foram identificadas seis substancias. Entre elas, destacam-se dois meroterpenoides,
(E)-2-(4',8’-dimetilnona-3’,7’-dien-1-il)-2-metil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila e
(E)-2-(4’,8’-dimetilnona-3’,7’-dien-1-il)-8-hidroxi-2-metil-2H-cromeno-6-carboxilato  de
metila, ambos descritos pela primeira vez. Além disso, foram encontrados dois
derivados de acido benzoico, 4-nerolidilcatecol e (E)-4-(3’,7’-dimetilocta-2’,6’-dien-1-il)-
3-hidroxibenzoato de metila, bem como um arilpropanoide, a miristicina, € um
sesquiterpeno aciclico oxigenado, o nerolidol. Uma analise de impressao digital dos
extratos brutos foi realizada para correlacionar os componentes da amostra vegetal,
destacando as variagdes conforme o solvente extrator e o 6rgdo vegetativo, com
suporte das analises quimiométricas (ACP). A composi¢cao quimica do 6leo essencial
das folhas de P. aff. divaricatum.foi determinada por CG-EM, identificando-se um total
de 38 constituintes. Dentre eles, os principais foram sesquiterpenos, seguidos por
arilpropanoides, sesquiterpenos oxigenados €, em menor proporgdo monoterpenos. A
analise antibacteriana dos extratos e do 6leo essencial revelou atividade promissora
contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides e Escherichia coli, e nao
apresentou atividade contra Bacillus subtilis, Salmonella choterasuis, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans até a concentracdo de 2,0 mg mL". Ja as fracdes
demonstraram eficiéncia contra um nimero maior de microrganismos como S. aureus,
S. epidermides e E. coli, S. choterasuis, e C. albicans.

Palavras-chave: Piper aff. divaricatum, meroterpenoides, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The Piperaceae family comprises a vast diversity of species globally, with Brazil
harboring a significant number of genera and species. Within this context, the genus
Piper exhibits the highest species richness. Among its representatives, Piper aff.
divaricatum - a recently identified species collected in Tangara da Serra, Mato Grosso,
Central-West Brazil - has garnered attention due to its unique chemical profile. This
study reports the phytochemical investigation of crude extracts obtained from leaves,
stems, and roots, as well as the essential oil of P. aff. divaricatum. The extracts were
subjected to various chromatographic techniques (HPLC, CCDA, CCDP, VLC), and
subsequent structural elucidation was performed using spectroscopic methods 'H and
C NMR, including 1D and 2D experiments). Six secondary metabolites were
identified, notably including two meroterpenoids - (E)-2-(4’,8’-dimethylnona-3’,7’-dien-1-
yl)-2-methyl-2H-chromen-6-carboxylic acid methyl ester and (E)-2-(4’,8 -dimethylnona-
3’,7’-dien-1-yl)-8-hydroxy-2-methyl-2H-chromen-6-carboxylic acid methyl ester - both
described here for the first time. Additional constituents included two benzoic acid
derivatives  (4-nerolidylcatechol and  (E)-4-(3’,7’-dimethylocta-2’,6’-dien-1-yl)-3-
hydroxybenzoic acid methyl ester), one arylpropanoid (myristicin), and one oxygenated
acyclic sesquiterpene (nerolidol). Fingerprint profiling of the crude extracts was
conducted to assess the chemical variation among different plant organs and extraction
solvents, supported by principal component analysis (PCA). Gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) analysis of the essential oil from the leaves revealed 38
constituents, predominantly sesquiterpenes, followed by arylpropanoids, oxygenated
sesquiterpenes, and, to a lesser extent, monoterpenes. The antibacterial activity of the
crude extracts and essential oil demonstrated selective inhibition against
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, and Escherichia coli, with no
observable effect against Bacillus subtilis, Salmonella choleraesuis, Pseudomonas
aeruginosa, and Candida albicans at concentrations up to 2.0 mg. mL™. However, the
chromatographic fractions exhibited broader antimicrobial activity, effectively inhibiting
S. aureus, S. epidermidis, E. coli, S. choleraesuis, and C. albicans.

Keywords: Piper aff. divaricatum, meroterpenoids, antimicrobial activity.
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1 INTRODUGCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde os tempos mais antigos o uso de produtos naturais pela humanidade
vem sendo observado. O consumo de ervas e folhas possivelmente tenha sido umas
das primeiras formas de utilizagdo no tratamento de varias doengas, e este uso
popular, juntamente com sua eficacia tornou-se relevante para o embasamento
cientifico e tecnoldgico, buscando o entendimento de seu mecanismo de agéo e o
isolamento dos principios ativos (SOUZA; ALBINO; LIMA, 2019). A medicina
tradicional ainda € muito usada atualmente, por razdes histéricas e culturais mantém
sua popularidade e, por esse motivo seu papel econébmico vem crescendo
(PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021; RABELO et al, 2019; GUTIERREZ;
GONZALEZ; HOYO-VADILLO, 2013).

Os produtos naturais tém sido uma fonte valiosa de compostos bioativos com
propriedades terapéuticas. Os relatos recentes destacam produtos naturais e
fitoterapicos como area de interesse e progresso na busca por tratamentos para
doengas, destacando as negligenciadas. Alguns pontos notaveis sobre esse avanco
da pesquisa podem ser destacados pela grande biodiversidade da natureza,
oferecendo um vasto repositério de compostos quimicos, como também o
envolvimento de muitas colaboragcbes entre cientistas de diferentes paises e
instituigdes, permitindo a troca de conhecimentos e recursos, acelerando o progresso.
O trabalho colaborativo e o compromisso com a conservagao ambiental sao
fundamentais para o sucesso continuo dessa area de pesquisa (MEIRELLES;
RUPPELT, 2023; SALEHI et al.,, 2019; PICCIRILLO; AMARAL, 2018; CHEN et al.,
2018).

O Brasil se destaca por possuir a maior biodiversidade genética de espécies de
plantas do mundo, abriga cerca de 20%, € o pais mais rico em diversidade bioldgica.
Sao aproximadamente mais de 116 mil espécies de animais e 200 mil espécies de
plantas, distribuidas entre os seis biomas terrestres - Pampa, Mata Atlantica, Cerrado,
Pantanal, Caatinga e Amazbnia — e nos trés ecossistemas marinhos - lagos, rios e
mares. No entanto, uma pequena fracdo dessa biodiversidade foi estudada em
detalhes, avaliada em relacdo as suas caracteristicas biologicas e, submetidas a
estudos fitoquimicos detalhados (BRASIL, 2025, BERLINCK et al., 2017).
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1.2 FAMILIA PIPERACEAE E GENERO PIPER

A familia Piperaceae representa uma das maiores ordens de angiospermas
basais, e compreende uma ampla diversidade de espécies em todo mundo. No Brasil,
essa familia é representada por uma variedade de géneros e espécies, sendo os que
abrangem maior numero de espécie 0s géneros Piper e Peperomia. Sao
frequentemente encontradas em areas de vegetagcdo nativa, como na Floresta
Atlantica e na Amazobnia, onde desempenham papéis ecologicos importantes e séo
fontes valiosas de recursos naturais (FIGURA 1) (NASCIMENTO et al., 2022;
GUIMARAES et al., 2020; JARAMILLO; MANOS; ZIMMER, 2004).

FIGURA 1 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA MUNDIAL DE PIPERACEAE

Presencga de Piperaceae em destaque (amarelo, laranja e vermelho).
FONTE: Global Biodiversity Information Center, 2025.

Essas plantas podem ser arbustivas, subarbustivas, ervas ou pequenas
arvores, e frequentemente tém folhagem abundante. Muitas espécies dessa familia
vém sendo exaustivamente estudadas por possuirem importadncia econdmica,
bioldgica e ecologica por meio da diversidade de compostos bioativos presentes em
suas composicoes. Além da importancia ja mencionada, as plantas da familia
Piperaceae também tém importancia cultural. Algumas espécies de Piper sao
conhecidas por suas propriedades medicinais e sao usadas na medicina tradicional
em varias partes do mundo (CARNEIRO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; KATO e
FURLAN, 2007).

Dentre os géneros da familia Piperaceae, o género mais representativo & Piper
amplamente distribuido principalmente na regido neotropical, o que inclui varias areas
do continente americano (WANKE et al., 2007). No Brasil, os géneros da familia
Piperaceae, como Piper, sdo encontrados em diversos biomas, com destaque para
Mata Atlantica e Amazénia (BFG, 2015; MONTEIRO, 2018).
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De um modo geral, as espécies de Piper sdo conhecidas por serem produtoras
de dleos volateis que se acumulam nas estruturas secretoras, tal caracteristica as
classifica como plantas aromaticas. Esses 6leos essenciais extraidos de espécies de
Piper tém sido objeto de muitos estudos devido as suas diversas atividades biolégicas
para aplicacbes em areas como medicina, agricultura e controle de doencas
transmitidas por vetores (SANTOS et al., 2021; KRINSKI, FOERTER e DESCHAMPS,
2018; BRANQUINHO et al., 2017).

E um género de grande interesse tanto para a pesquisa botanica quanto para a
pesquisa em medicamentos e tem importancia em varias culturas ao redor do mundo
devido ao seu uso tradicional na medicina e na culinaria. Tal como a Piper nigrum
(pimenta-do-reino), uma das especiarias mais populares e amplamente utilizadas nas
mais diversas culturas, possui altos teores de alcaloides em seus frutos, que lhe
conferem o sabor picante (GAIA et al.,, 2007). Outras espécies sdo usadas na
medicina popular para o tratamento de diversas patologias, como a P. amalago
(pariparoba) para aliviar dores estomacais, a P. marginatum (pimenta-do-mato) usada
como sedativo em mordida de cobra e P. cernuum (pimenta-de-morcego) utilizada
para combater colicas abdominais (SILVA et al., 2017; NAKAMURA et al., 2006).

1.2.1 ESPECIE Piper. aff. divaricatum

A P. aff. divaricatum (FIGURA 2) é uma espécie recém-identificada, de
ocorréncia no municipio de Tangara da Serra, no estado Mato Grosso, regido centro-
oeste do Brasil. O uso da abreviatura “aff.” na nomenclatura é frequentemente usada
para indicar uma afinidade morfolégica entre uma espécie em estudo e outra ja
conhecida, no caso, a P. divaricatum Giseke Meyer, mas ainda existem diferengas ou
incertezas que justificam essa distingdo, com relagédo a sua composicao (EMBRAPA,
2023).

Esta é a primeira vez que a composi¢cdo quimica e a atividade antimicrobiana
do Oleo essencial e dos extratos da P. aff. divaricatum estdo sendo estudadas. Isso
representa uma oportunidade importante para entender melhor as propriedades
quimicas e bioldgicas dessa planta, bem como seu potencial uso em medicina,

agricultura ou outras aplicagcdes.
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FIGURA 2 - Piper aff. divaricatum COLETA NO MUNICIPIO DE TANGARA DA SERRA - MT

(Fotografado por Diones Krinski, 2021).

A semelhanga geografica e morfoldgica entre a nova espécie e a espécie
previamente identificada, Piper divaricatum, é uma informacado relevante para a
classificacdo e caracterizagdo da nova espécie, podendo fornecer pistas importantes
sobre a taxonomia e a ecologia da Piper aff. divaricatum.

A pesquisa botanica, que envolve analises morfolégicas, moleculares e
quimicas, € fundamental para determinar se a Piper aff. divaricatum é de fato uma

espécie distinta ou uma variante da Piper divaricatum.

1.3 METABOLISMO VEGETAL

O metabolismo é um conjunto de todas as reagdes quimicas que ocorrem nas
células de um organismo vivo para manter a vida. Essas transformacdes sao
catalisadas por enzimas, que sao proteinas que atuam para acelerar essas reagodes.
Dessa forma, o metabolismo desempenha papel crucial no organismo, fornecendo
energia, € renovando moléculas, garantindo a continuidade do estado organizado
(MARZZOCO e TORRES, 2007).

As plantas biossintetizam substancias com diversidade quimica. Essas
substancias sao consideradas essenciais para sua manutengao e desenvolvimento e
séo classificadas em dois grandes grupos, metabdlitos primarios e secundarios. O
primeiro, comum a todos os organismos, € indispensavel para a sobrevivéncia basica
das plantas, estdo envolvidos em fungdes vitais independentemente do ambiente em
que crescem. Enquanto o segundo, aparentemente n&o apresenta relagdo com o
crescimento e desenvolvimento da planta, e teoricamente, todas as plantas sao

capazes de produzir através de metabolismos especificos que desempenham papéis
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importantes na adaptacao, interacédo e defesa. A producao de metabdlitos secundarios
€ uma estratégia importante para a sobrevivéncia das plantas selvagens em condi¢des
variaveis e competitivas (SIMOES et al., 2017; TAIZ et al., 2017; PEREIRA e
CARDOSO, 2012; VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010; PICHERSKY e GANG,
2000).

Os metabdlitos secundarios se distribuem pelos diferentes 6rgaos das plantas
e suas quantidades podem sofrer variagdes durante seu crescimento, muitos deles
funcionam como respostas das plantas a estimulos do ambiente. E uma das
estratégias mais fascinantes e adaptativas das plantas ao ambiente em constante
mudancga (sazonalidade, ataques patogénicos, temperatura, indice pluviométrico,
altitude). Portanto, a pesquisa sobre a regulagéo e fungao dos metabdlitos secundarios
é fundamental para entender as estratégias de adaptacao (FIGURA 3) (GOBBO-NETO
e LOPES, 2007).

FIGURA 3 - FATORES QUE PODEM INFLUENCIAR A PRODUGAO E ACUMULO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS EM PLANTAS.

o
_,__:;i ) WNO: Oz

/ ——— Composicio
atmosferica

Herbivoria &
atague de patogencs

Temperatura

FONTE: Adaptado de GOBBO-NETO e LOPES, 2007.

Embora as substancias produzidas pelas plantas tenham fungdes importantes
para a propria planta, elas também desempenham papéis significativos do ponto de
vista ecologico, e notavel potencial para pesquisa em medicamentos, contribuindo
para o desenvolvimento de terapias eficazes e inovagbes na industria farmacéutica
(MGBEAHURUIKE et al., 2017; VIZZOTTO, KROLOW, WEBER, 2010).

Neste contexto, destaca-se a importancia da fotossintese e do metabolismo da

glicose como a origem basica de muitos metabdlitos secundarios em plantas, os quais
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sdo derivados de intermediarios metabdlicos, como o acido chiquimico e da via do
acetato. Esses intermediarios podem seguir vias biossintéticas que levam a produgao
de varios compostos secundarios, tais como amidas, fendlicos, alcaloides, flavonoides,
terpenos e meroterpenos, como os cromenos e derivados de acidos benzoicos
prenilados (PEREIRA e CARDOSO, 2012; BALDOQUI et al.,1999).

1.3.1 MEROTERPENOS

O termo “meroterpenoides” foi usado pela primeira vez por Cornforth em 1968
(CORNFORTH, 1968 apud NAZIR, 2021) para designar produtos naturais que
combinam diferentes caminhos biossintéticos envolvendo terpenoides com
componentes de outras origens quimicas. Dessa forma, os meroterpenoides
representam uma classe de produtos naturais formados por biossintese mista,
combinando policetideos ou ndo-policetideos com terpenoides (NAZIR, 2021).

Os cromenos sdao um exemplo caracteristico da classe dos meroterpenos.
Esses compostos estdo amplamente distribuidos em diversas fontes naturais,
especialmente nas plantas. Eles podem ser encontrados em familias como
Piperaceae, Rutaceae, Calophyllaceae, Koeberliniaceae e Asteraceae, ocorrendo em
diferentes partes das plantas, como raizes, flores e frutos (ZULKIPLI et al., 2022;
PRESLEY et al, 2018; COSTA et al., 2016; BATISTA JR et al., 2012; BALDOQUI et
al.,1999; STEINBECK et al., 1996).

Trata-se de compostos organico formados por um anel benzeno conectado a
um anel pirano. Além disso, possuem uma ligagcdo dupla conjugada entre os carbonos
C3 e C4 (FIGURA 4) (COSTA et al.,, 2016). Sua biossintese esta relacionada a

presenca de acidos hidroxicinamicos via chiquimato.

FIGURA 4 - SISTEMA HETEROCICLICO DO 2H-CROMENO

5 4
4a
6 \ 3
7 2
8a o
8

FONTE: Comission on Nomenclature of Organic Chemstry, 1993)

Os acidos hidroxicinamicos sédo formados a partir da via do chiquimato. Ja os
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compostos derivados dos acidos benzoicos podem ser obtidos por duas formas: com a
remocao do grupo tioester de um dos derivados dos acidos hidroxicinamicos (FIGURA
5) ou a geracdo de acido hidroxibenzoico a partir de um dos intermediarios da via do
chiquimato, o acido corismico (FIGURA 6) (PAIVA, 2014; HERRMANN, 1995).

FIGURA 5 - BIOSSINTESE DE DERIVADOS DOS ACIDOS BENZOICOS A PARTIR DE ACIDOS
HIDROXICINAMICOS

COzH COSCoA COSCoA COSCoA

AN AN OH o
HSCoA H,0 NAD+
—_— E—— E——
ATP
R R R R
OH OH OH OH
R=H, Acido p-cumarico R=H, 4-cumaroil-CoA
R=MeO, Acido feralico R=McecO, Feruloil-CoA
HSCoA
H,0 N i A
Reacdo de Claisen
COyH CH;COSCoA
OH
CHO CO,H COSCoA
NAD+
—_— —_— D E———
R R R R
OH ont o OH
L-Tirosina R=H, 4-hidrobenzaldeido R=H, Aci(’o 4-hidroxibenzoico
R=MeO, Vanilina R=MeO, Acido vanilico

FONTE: DEWICK, 2002.
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FIGURA 6 - BIOSSINTESE DO ACIDO p-HIDROXIBENZOICO A PARTIR DO ACIDO CORISMICO.
CO,H CO,H COH
Isomerizacdo

Eliminagao do
ac.piravico

via reagao SNZ

OH

Acido 4-hidroxibenzoico H Acido corismico Acido isocorismico
Eliminagao do
CO,H ac.piravico

OH

Acido salicilico
FONTE: DEWICK, 2002.

No género Piper, a biossintese dos cromenos ocorre predominantemente a
partir de compostos derivados do acido benzoico, com énfase no acido para-
hidroxibenzoico e no acido protocatecuico. Esse processo envolve a condensagao de
uma unidade de acido para-hidroxibenzoico com uma unidade isoprénica (IPP e/ou
DMAPP), seguida por uma etapa de ciclizagdo que da origem ao anel oxibenzilico. O
nucleo benzopirano pode ser submetido a modificagbes adicionais, como reacdes de
esterificacao e prenilagao (FIGURA 7) (LOPES et al., 2007).
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FIGURA 7 - BIOSSINTESE DOS CROMENOS A PARTIR DO ACIDO p-HIDROXIBENZOICO.
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FONTE: DEWICK, 2002.

As prenilagbes sdo catalisadas por enzimas conhecidas como
preniltransferases, que também desempenham um papel no processo de
condensagédo das unidades isoprénicas (IPP e DMAPP). Esse mecanismo leva a
formagdo de moléculas ciclicas e, por meio de reagdes de alquilagdo, origina
compostos prenilados (FIGURA 7) (LOPES, 2008).

Pesquisas indicam que as unidades isoprénicas derivadas da via do
mevalonato estdo envolvidas na formacao de sesquiterpenos e triterpenos, enquanto a
via do 4-fosfato -metileritritol contribui para a biossintese de monoterpenos, diterpenos
e tetraterpenos (ROHMER, 2010).

Do ponto de vista farmacoldgico, esta classe inclui metabdlitos importantes,
que desempenham atividades bioldgicas consideraveis, por exemplo, agentes
anticancer, agentes antimicrobianos e antivirais, anti-inflamatério, antioxidante e
tratamento de Alzheimer (COSTA et al., 2016).
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1.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

O aumento da resisténcia dos microrganismos frente aos agentes
antimicrobianos disponiveis no mercado € um problema global crescente que afeta a
eficacia dos medicamentos tradicionais usados para tratar infecgdes causadas por
bactérias, virus, fungos e outros microrganismo. Sendo diversos os fatores
responsaveis por isso como, desde a ma administracdo como o uso repetido e
continuo de medicamentos. Para enfrentar essa resisténcia, a busca por novos
tratamentos eficazes se torna necessaria. Uma abordagem promissora é o uso de
antibidticos de ocorréncia natural. Varios estudos demonstram que plantas contém
uma grande variedade de compostos bioativos com potencial para o desenvolvimento
de novos medicamentos (MELO et al., 2022; JUNIOR et al., 2016; CORDOVA et al.,
2010; DUARTE et al., 2006).

Atualmente, 25% dos farmacos sao de origem vegetal, ou seja, derivados de
plantas medicinais que contém principios ativos responsaveis por seus efeitos
terapéuticos. Cerca de 50% sao de origem sintética, produzidos em laboratério sob
condigbes controladas. Os 25% restantes provém de fontes diversificadas, como
microrganismos, animais e processos biotecnolégicos, além de compostos
semissintéticos, que combinam elementos naturais com modificacdes quimicas para
aprimorar sua eficacia e seguranca. No entanto, muitos desses farmacos foram
descobertos de forma direta ou indireta da fonte vegetal. E importante ressaltar que a
pesquisa em compostos naturais requer abordagem cientifica rigorosa para isolar,
caracterizar e testar a eficacia e a segurangca desses compostos como medicamentos
(MELO et al., 2022; MUGHAL et al., 2021).

Neste contexto, os extratos e 6leos essenciais da familia Piperaceae tém
servido de base para diversos estudos relacionados as suas atividades bioldgicas, em
funcao dos seus metabdlitos secundarios. Em estudos relacionados ao 6leo essencial
com atividades larvicida (SILVA et al., 2016a); inseticida (DORLA et al.,, 2017);
antifungica, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante (COSTA et al.,, 2021),
enquanto para os extratos brutos, observa-se atividades acaricidas (BRAGA et al.,
2018); antimicrobianas (HASTUTI, UMMAH e KHASANAH, 2017) e antifungicas
(MACEDQO et al., 2018).

Dessa forma, justificam-se os estudos com o objetivo de aprofundar o
conhecimento das propriedades fitoterapicas de plantas de usos medicinais pela
populagao da familia Piperaceae. Contudo, é importante conduzir esses estudos de

forma ética, cientifica e responsavel seguindo protocolos rigorosos de pesquisa,
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garantindo a seguranga dos pacientes e promovendo a conservagdo das plantas

medicinais e de seus habitats naturais.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a composigcédo quimica dos extratos brutos obtidos das folhas, galhos
e raizes de Piper aff. divaricatum, assim como dos Oleos essenciais da planta, e

analisar a atividade antimicrobiana dos extratos e do 6leo essencial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fracionar e analisar os extratos brutos visando o isolamento de
metabodlitos secundarios através de métodos cromatograficos:
Cromatografia em Coluna (CC), Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP),

Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), entre outros;

e Realizar a extracdo dos 6leos essenciais das folhas, galhos e raizes; e
identificar os principais constituintes presentes no 6leo essencial da
espécie através da Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM);

e Elucidar os constituintes isolados dos extratos brutos utilizando métodos
espectrométricos e espectroscopicos: Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de H e ™C e bidimensionais (HSQC, HMBC e COSY),
Espectrometria de Massas (EM) e Espectroscopia no Ultravioleta e Visivel
(UV-Vis (254 e 360 nm));

e Determinar as Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM), Concentragdes
Bactericidas Minimas (CBM) dos extratos brutos, do 6leo essencial e

constituintes isolados.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL

3.1.1 MATERIAL VEGETAL

A coleta do material botanico de Piper aff. divaricatum. foi realizada em
14/06/2021, na regido de Tangara da Serra, no estado de Mato Grosso, coordenadas -
14°40°56”S 57°30’35"W e altura média de 426 metros. Esta espécie foi coletada e
identificada pelo Prof. Dr. Diones Krinski da UNEMAT e a exsicata depositada no
Herbario TANG, da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Universitario de

Tangara da Serra.

3.1.2 SOLVENTES

e Foram utilizados os solventes hexano (Anidrol), acetato de etila (Alphatec),
metanol (Dipa), diclorometano (Dipa) previamente destilados;

e Acetona (Isofar), tolueno (Quimica Moderna) e éter etilico (Labsynth);

e Agua purificada em sistema MILLI-Q da MILLIPORE;

e Acetonitrila (Bio-grade) e hexano (Carlo Erba);

e Cloroférmio deuterado (Sigma-Aldrich, 99,8%).

3.2 PROCEDIMENTOS GERAIS

3.2.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA ANALITICA E PREPARATIVA

As andlises de Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram
realizadas em cromatofolhas de aluminio recobertas por silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia F254, tamanho original de 20 x 20 cm e espessura de 0,2 mm (Merck).
Para a analise em Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) as placas
foram preparadas espalhando uma suspensao de silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia HF s, (Merck, Germany) em agua destilada em uma proporgao de 15 g
de silica para 30 mL de agua, sobre placas de vidro (20 x 20 cm) com espessura de
1,0 mm de fase estacionaria. As placas foram secadas em temperatura ambiente e
em seguida ativadas em estufa (110 °C por 1 h). Para as purificagcdes, as amostras
foram aplicadas sobre as placas, eluidas e observadas em luz ultravioleta nos

comprimentos de onda 254 e 366 nm e, quando necessarias reveladas com solugao
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de anisaldeido e aquecimento.

3.2.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA A VACUO

Para o fracionamento do extrato bruto foi utilizada a Cromatografia Liquida a
Vacuo (CLV) com aproximadamente 5 cm de altura de silica gel 60 (Macherey-Nagel,
Germany), com tamanho de particula de 0,040-0,063 mm, como fase estacionaria e
um gradiente dos solventes hexano, acetato de etila e metanol, como fase mével. A
coluna utilizada é composta por um funil de Blchner de vidro com placa porosa
sinterizada de 150 mL, com saida para vacuo, com 6,0 cm de didmetro, segundo

método proposto por Coll e Bowden (1986).

3.2.3 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Para as analises por Cromatografia em Fase Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
utilizou o cromatografo WATERS, acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados
Empower. Os solventes utilizados como fase mdvel foram acetonitrila grau
espectroscépico e agua ultrapura. A condicdo de analise esta descrita na TABELA 1.
Na escala semi-preparativa o calculo de escalonamento da coluna analitica para a
coluna semi-preparativa utilizou o programa disponibilizado pela prépria fabricante da
Kinetex. Os métodos estao descritos na TABELA 2, sendo monitorada a deteccao na
faixa de 215 a 400 nm e, no caso da semi-preparativa as fragcbes foram coletadas

manualmente. O equipamento se encontra no Departamento de Quimica da UFPR.

TABELA 1- CONDIGOES DO CLAE UTILIZADAS NA ANALISE DO PERFIL QUIMICO E SEPARAGAO
DOS COMPONENTES DOS EXTRATOS E FRACOES DE P. aff. divaricatum

Analitica Semi-preparativa

Equipamento WATERS WATERS

Coluna Coluna analitica fase reversa - Kinetex X- Coluna semi-preparativa Kinetex C18
B C18 (250 x 4,6 mm, particula de 4 ym) (150 x 10 mm, particulas de 5 um)

Temp da coluna 25°C 25°C

Detector Arranjo de fotodiodos modelo 2998 (215 Arranjo de fotodiodos modelo 2998
a 400 nm) (2152400 nm)

Vaz3o de solvente 0,8 mL.min™’ 3,8 mL.min™

Volume de injecao 10 uL 50 uL
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TABELA 2 - METODO§ DESENVOLVIDOS PARA ANALISE DOS EXTRATOS BRUTOS POR CLAE EM
COLUNA C18 ANALITICA E METODO UTILIZADO NA SEPARACAO EM COLUNA C18 SEMI-
PREPARATIVA.

COLUNA C18 ANALITICA
Tempo (min) Vazéo da fase mével (mL min™) % H,O-Milli-Q(v/v) % ACN (v/v)
- 0,8 60 40
5 0,8 30 70
10 0,8 20 80
36 0,8 - 100
50 0,8 - 100
COLUNA C18 SEMI-PREPARATIVA
- 3,8 60 40
9 3,8 20 80
18 3,8 5 95
19 3,8 - 100
20 3,8 - 100

3.2.4 CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

Os 6leos essenciais e as substancias isoladas foram diluidos a 1% (m v') em
hexano grau HPLC e analisados utilizando cromatografo CG-EM da marca Shimadzu
modelo GC-2010 Plus, acoplado a detector de massas do tipo triplo quadrupolo
modelo TQ8040 e injetor automatico modelo AOC-5000 Plus para analises de
amostras liquidas, gasosa (headspace) e microextracdo em fase sélida (SPME). As

condigbes de analise estao descritas na TABELA 3.



26

TABELA 3 - CONDICOES DE ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS E SUBSTANCIAS ISOLADAS DE P.
aff. divaricatum POR CG-MS

OEs

Substancias isolados

Equipamento

Coluna

Temp da coluna

Shimazdu GCMS-TQ8040

Coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS
(5% difenil + 95% dimetil polisiloxano)
com 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm

60 °C até 250 °C, com aquecimento de 3
1

Shimazdu GCMS-TQ8040

Coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS
(5% difenil + 95% dimetil polisiloxano)
com 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm

100 °C até 270 °C, com aquecimento de

°C min 3°C min™
Temp do injetor 250 °C 250 °C
Gas de arraste Hélio Hélio
Vazdo de gasde 1,02 mL min™ 1,02 mL min™
arraste
Tipo de injecao split 1:90 split 1:90
Volume de 1L 1L
injecéo
Sistema de 70 eV 70 eV
ionizagao

3.2.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A identificacdo das substancias foi realizada por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) utilizando os espectrémetros Bruker DPX 200, operando a 4,7 Teslas
(200 MHz para o nucleo de 'H e 50 MHz para o ®C), e/ou Bruker Avance Il de 9,4
Teslas (400 MHz) e/ou Bruker Avance Il de 14,1 Teslas (600 MHz). Foram obtidos os
espectros unidimensionais de 'H a 200, 400 e/ou 600 MHz e de carbono totalmente
desacoplado ("*C) em 50, 100 e/ou 150 MHz. Também foram realizados os
experimentos bidimensionais, os mapas de correlagdes a ligagdo direta 'H-">C (HSQC)
e a longa distancia 'H-"*C (HMBC), como também correlacdo 'H-'H (COSY). As
amostras foram diluidas em cloroférmio deuterado (99,8%), tendo como padrao interno
de referéncia o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (&) foram

expressos em ppm em relagdo ao TMS (6 = 0 ppm).

3.2.6 ANALISES ESTATISTICAS MULTIVARIADAS

Foram analisadas as diferengas e/ou semelhancas entre os extratos brutos,
comparando-os por diferenga de polaridade dos solventes utilizados (Hex, AcOEt,

MeOH), e diferentes 6rgdos da planta (folhas, galhos e raizes) através de métodos
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quimiométricos PCA. Foi realizado o devido tratamento dos resultados com o pacote
PLS toolbox 3.0 (Eigenvector Research, Inc.) operado no software Matlab® v.7.0.1
(MathWorkInc®).

Para os dados obtidos por CLAE foi aplicado o pré-tratamento (alinhamento
dos picos por Icoshift) e pré-processamento (dados na média) devido demonstrar
resultado significativo quanto similaridade e/ou diferenga. Os graficos foram gerados

utilizando os programas Origin 8.5 e Matlab® v.7.0.1.

3.3 ESTUDO FITOQUIMICO DE P. aff divaricatum

3.3.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS, GALHOS E RAIZES.

O material vegetal da espécie em estudo foi submetido primeiramente a uma
pré-secagem a sombra em temperatura ambiente, seguido de secagem em estufa de
circulacao forcada de ar em temperatura de 50 °C e posteriormente foram trituradas
em moinho de facas tipo Wiley em gramatura de 1 mm. Tendo o material vegetal seco,
moido e pesado, foram submetidos a extracdo a frio com solventes em ordem
crescente de polaridade: hexano, acetato de etila e metanol. O volume de solvente
utilizado variou de 2 a 4 L, com renovagao de solvente em intervalos de 24 horas, e
uma média de trés trocas sucessivas, finalizando com filtragdo e recolhimentos
periodicos dos filtrados.

Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo a pressao reduzida e
temperatura de 40 °C. Apds a secagem completa do extrato e de sua pesagem, foram

calculados os rendimentos.

3.3.2 OBTENGAO E CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL

O material vegetal (folhas, galhos e raizes) apdés secos e moidos foram
submetidos a hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado por 4h (100 g em
aproximadamente 1L de agua destilada para as amostras de folhas e galhos e 50 g
para as raizes), em triplicata. Essas extragbes foram realizadas no Laboratério de
Ecofisiologia Vegetal - UFPR, Campus Agrarias, devido a infraestrutura disponivel,
permitindo realizar varias extragdes simultaneamente. Ao finalizar a extragao, o 6leo
essencial das folhas foi coletado e os 6leos essenciais dos galhos e raizes nao foram
obtidos em quantidade significativa, portanto optou-se por coletar o hidrolato. A fase

organica foi secada com sulfato de sédio anidro e filtrada.
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Para a identificagdo dos componentes dos OEs foi utilizado o indice aritmético
(IA), o qual é possivel calcular através da Equagdao de Van den Dool e Kratz (1)
utilizando uma série homologa de hidrocarbonetos lineares saturados, contendo de 8 a
30 atomos de carbono, injetados nas mesmas condigcdes cromatograficas e

comparacgao dos espectros de massas com a literatura (ADAMS, 2007).

Ty — Too
IA=100X (Cy — Cp_q) X (T"_—T‘”) +100XC,_4 (1)
n n-1

Sendo:

C.: numero de atomos de carbono do n-alcano cujo tempo de retencdo é
imediatamente superior ao tempo de retengao do analito;

C,.1: numero de atomos de carbono do n-alcano cujo tempo de retengéo é
imediatamente inferior ao tempo de retencéo do analito;

T,: tempo de retencéo do analito;
T,.: tempo de retencgao do alcano C,;

Tn4: tempo de retencao do alcano C ..

Para a quantificagado dos constituintes foi necessario a normalizacao das areas

dos picos, sendo identificados os picos com concentragao superior a 0,1%.

3.3.3 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DE RAIZES EM HEXANO POR
COLUNA LiQUIDA A VACUO

Baseando-se nos resultados das atividades antimicrobianas realizadas com os
extratos de raizes, galhos e folhas nas trés polaridades, optou-se purificar inicialmente
o extrato de raizes em hexano, por apresentar um dos melhores resultados e maior
quantidade de extrato.

Para a preparagao da coluna foram utilizados 5,0 gramas do extrato bruto de
raizes em hexano. A amostra foi eluida com gradiente de solventes: Hex. (100%),
Hex:DCM (95:5), Hex:DCM (90:10), Hex:DCM (80:20), Hex:DCM (70:30), Hex:DCM
(60:40), Hex:DCM (50:50), Hex:DCM (40:60), Hex:DCM (30:70), Hex:DCM (20:80),
Hex:DCM (10:90), DCM (100%), DCM: MeOH (90:10), DCM: MeOH (80:20), DCM:
MeOH (70:30), DCM: MeOH (60:40), DCM: MeOH (50:50), DCM: MeOH (40:60), DCM:
MeOH (30:70), DCM: MeOH (20:80), DCM: MeOH (10:90), MeOH (100%), sendo
recolhido um total de 21 fracdes, de aproximadamente 100 mL cada.

As fracbes obtidas foram concentradas em rotaevaporador a 40 °C sob pressao
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reduzida e transferidas para frascos identificados. Apds foram analisadas em CCDA,
observadas sob lampada UV (254-336 nm) e reveladas com solucdo de anisaldeido,
em seguida agrupadas de acordo com seus fatores de retencao (R), resultando em 10
fracbes. Essas fracoes resultantes estdo mostradas na TABELA 4 abaixo, juntamente

com suas respectivas massas.

TABELA 4 - FRAGCOES AGRUPADAS DO FRACIONAMENTO POR COLUNA A VACUO DO EXTRATO
DE RAIZES EM HEXANO
Fracdo Codigo Massa(mg) Substancia identificada

1-3 FHR-03 82,1
4 FHR-04 53,0 1,6
5-6 FHR-05 37,8 2
7-8 FHR-07 65,4 2,3
9 FHR-09* 85,3
10-11 FHR-10 696,3 3,4,5
1213 FHR-13 3300 3,4
14 FHR-14 510,8 3,4
15-17  FHR-15 27,9
18-21 FHR-18 57,9

NOTA: Em negrito a fragcdo que originou a substancia identificada.

A fracdo FHR-04 foi submetida a CCDP, eluida com hexano:éter etilico (90:10),
resultando em 6 faixas. A faixa FHR-04-05 resultou no isolamento da substancia 1 (3,3
mg). A fracdo FHR-04-06 foi submetida a CCDP, eluida com hexano:éter etilico
(90:10) 2 vezes, resultando em 6 faixas. A faixa FHR-04-06-03 resultou no isolamento
da substancia 6 (4,0 mg).

A fragao FHR-05 foi submetida a CCDP, eluida com tolueno:hexano (70:30) 2
vezes, resultando em 10 faixas. A faixa FHR-05-07 foi submetida a CCDP, resultando
em 7 faixas. A faixa FHR-05-07-03 resultou no isolamento da substancia 2 (0,9 mg).

A fracdo FHR-07 foi submetida a CCDP, eluida com hexano:éter etilico (80:20)
2 vezes, resultando em 11 faixas. As faixas FHR-07-09 e FHR-07-08 foram
submetidas a CCDP, eluidas com hexano: éter etilico (80:20) 2 vezes, resultando
ambas 3 faixas cada. Sendo a FHR-07-09-03 e FHR-07-08-03 isoladas e identificadas
como substancia 2 ( 2,3 mg) e 3 (8,0 mg), respectivamente.

As fracbes FHR-10, FHR-13 e FHR-14 por apresentarem certa similaridade
quando analisadas pela técnica de CLAE (FIGURA 27), optou-se por trabalhar apenas
com a fracdo FHR-10 purificando através de CLAE semi-preparativa para a coleta dos
picos com maior intensidade. Foram coletados sete picos correspondentes aos tempos
de retengao 19,63; 21,86; 23,55; 27,35; 28,37; 30,38 e 32,50 min. As aliquotas
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recolhidas passaram por evaporador rotativo a pressao reduzida para a retirada do
solvente organico e em seguida levadas ao refrigerador e ao processo de liofilizagcao.
Os picos coletados foram analisados por CCDA e posteriormente por RMN, resultando
no isolamento das substancias 3, 4 e 5 (26,0 mg, 1,4 mg e 0,9 mg respectivamente).

A fracdo FHR-18 foi purificada utilizando duas cromatofolhas de aluminio
recobertas com silica 60, com indicador de fluorescéncia F254, tamanho de 20 x 20
cm e espessura de 200 um (SiliCycle, Canada) impregnadas com solugédo de AgNO3.
Para a impregnagdo, foi utilizada uma solugdo de AgNOs; 10% (m v') com &gua
deionizada, na qual as cromatofolhas foram mergulhadas por 15 min e em seguida
secadas em estufa por 3 dias a 75 °C para ativagao, metodologia adaptada de
Andreéo et al. (2010) (FLUXOGRAMA 5, p. 80).

As fragbes FHR-03, FHR-09 e FHR-15 foram submetidas a CCDA para a
definicho de um sistema de solvente para melhor separacdo das substancias
presentes e em seguida submetidas a CCDP para a purificagdo (FLUXOGRAMA 5, p.
84).

3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.4.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os extratos brutos e o 6leo essencial de P. aff. divaricatum foram avaliados
quanto a sua atividade antifungica e antibacteriana. Os testes antimicrobianos foram
realizados na Divisdo de Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimica, Bioldgica e Agricola (CPQBA) - UNICAMP tendo como colaboradora a Dra.

Marta Cristina Teixeira Duarte.

3.4.2 MICRORGANISMOS E MEIO DE CULTURA

Para a realizagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas levedura,
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas oriundas da American Type Culture
Colection (ATCC), Colecao de Culturas Tropicais (CCT) e de origem clinica: Bacillus
subtilis (CCT 2576), Escherichia coli (CCT 0547), Staphylococcus aureus (CCT 2740),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Salmonella choterasuis (CCT 4296)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388) e Candida albicans (CCT 776).

Os meios de cultura utilizados para os ensaios com as bactérias foram Nutrient

Agar (Merk) e para levedura Sabouraud Dextrose Agar. A preparagao dos indculos
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para os ensaios foi realizada por diluicao de uma massa de células raspadas em
solugao de NaCl (0,85%), ajustado a solugao padrdao de McFarland 0,5 e confirmado

pela leitura em espectrofotdmetro a 625 nm para bactérias ou 530 nm para leveduras.

3.4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os testes foram conduzidos conforme as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005), foi utilizado o caldo Mueller-Hinton, considerado ideal
para testes rotineiros de sensibilidade contra bactérias nao fastidiosas, e o caldo
RPMI-1640 para estudos de fermentagcdo, ambos preparados em microplacas
esterilizadas de 96 pocos. A solugao estoque dos extratos brutos foi diluida com até
5% de DMSO (dimetilsulfoxido) e transferida para o primeiro pogo, onde foram
realizadas diluicbes seriadas, resultando em concentracées na faixa de 1,0 a 0,015
mg.mL". Os testes foram conduzidos em triplicata. Como controles de referéncia,
foram utilizados os antibidticos cloranfenicol e nistatina (Merck), com concentragdes
variando entre 0,25 e 0,002 mg.mL". As placas foram vedadas com parafiime e
incubadas a 35 °C por um periodo de 48 horas.

A atividade antibacteriana foi avaliada pela adicdo de 20 pL de uma solugao
aquosa a 0,5% de TTC (cloreto de trifenil tetrazélio, Merck). A concentragdo inibitéria
minima (CIM) foi determinada como a menor concentracdo do agente antimicrobiano
capaz de impedir totalmente o crescimento do organismo, observado a olho nu,
conforme indicado pela coloragao gerada pelo TTC (células inviaveis ndo apresentam
coloragao). Para a levedura Candida albicans, apo6s o periodo de incubagao, foi
observada uma mudanga na coloragao do meio RPMI-1640, que passou de rosa (cor
original) para amarelo. Essa alteragdo indica a acidificagdo do meio devido ao
crescimento dos microrganismos.

Para determinar as concentragdes bactericidas minimas (CBM) e fungicidas
minimas (CFM), foi realizado o plaqueamento de 10 pL do conteudo do pocgo
correspondente a CIM, assim como dos trés pogos subsequentes com maiores
concentracdes, em meios soélidos especificos para cada microrganismo. Em seguida,
as placas contendo bactérias e leveduras foram incubadas nas temperaturas
apropriadas para cada espécie. As CBM e CFM foram definidas como as menores
concentracdes capazes de inibir completamente o crescimento bacteriano ou fungico

(99,9%) nos meios de cultura sélidos, conforme especificado pelo CLSI.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os extratos brutos preparados dos trés 6rgéos da planta com trés solventes de
extracdo tiveram seus rendimentos calculados a partir da massa de extrato bruto seco
obtido em relagdo a massa de material vegetal utilizado, conforme mostra a FIGURA

8. Os maiores rendimentos foram as extragbes das folhas, enquanto os menores
foram dos galhos.

FIGURA 8 - RENDIMENTOS DOS EXTRATOS BRUTOS P. aff. divaricatum

Metanol Acetato de Etila Hexano

5,86%
Folhas (906,3 g) 2,73%
2,38%
2,01%

Galhos (1815,5 g) 1,75%
2,87%

1,73%

Raizes (393 g) 1,63%

3,01%

FONTE: A autora (2021)

4.1 ANALISE PRELIMINAR DOS EXTRATOS BRUTOS

Os extratos brutos das folhas, galhos e raizes em hexano, acetato de etila e
metanol foram analisados por CLAE em coluna analitica fase reversa. Os
cromatogramas obtidos sdo mostrados na FIGURA 9.

As andlises foram realizadas de acordo com o descrito no item 3.2.3, portanto,
todos os extratos foram analisados nas mesmas condigdes cromatograficas e
concentragoes.

A utilizacao da impressao digital cromatografica (fingerprint) de um produto
natural € uma técnica cromatografica tradicional que estabelece uma relacéo entre as
caracteristicas compartilhadas dos componentes de uma amostra vegetal,

evidenciando suas semelhancas e diferencas. Para obter essas informacoes, ¢é
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essencial considerar fatores relacionados a separacao cromatografica, a quantidade e
a concentracao dos compostos presentes, assegurando, dessa forma, a preciséo e a
confiabilidade dos resultados (SCHANEBERG et al.,, 2003; GONG, et al.,, 2003;
OBRADOQVIC, et al., 2007).
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Nota-se ao analisar os extratos em relacdo aos 6rgaos vegetativos, que ha
pouca diferenga no que diz respeito ao perfil quimico nos diferentes solventes
utilizados na extracao para as folhas, diferenciando na auséncia ou presenca de
alguns sinais e suas intensidades. Isso pode ser observado entre 0-5 min e 40-45 min
e, também ¢é possivel destacar a presenca de um pico majoritario nos extratos em
aproximadamente 19 min, tendo a maior intensidade em acetato de etila e a menor em
metanol.

Quando se compara o perfil quimico dos extratos de galhos, observa-se muita
similaridade entre os extratos de polaridades diferentes (hexano, acetato de etila e
metanol). A Unica diferengca observada é no cromatograma do extrato de galhos em
metanol, no qual se observa a concentragdo de sinais (2-7 min) referentes a
compostos mais polares e que nao sado encontrados nos demais extratos. A diferenca
mais significativa estd relacionada a intensidade dos sinais, indicando poucas
diferencas no que diz respeito a variedade de compostos.

Em uma analise geral, os extratos das raizes mostram algumas diferengas no
que diz respeito ao perfil quimico. Observa-se que o extrato em metanol apresenta
concentracao de sinais no inicio (0-10 min), indicativo de compostos polares, e que
nao é observado nos demais extratos e, a outra diferenga esta relacionada a um sinal
em aproximadamente 42-43 min em hexano, caracterizando suas diferencas. No
entanto, novamente, a diferenca mais significativa esta relacionada a intensidade dos
sinais.

Os dados obtidos pelas analises de CLAE foram submetidos a Analise de
Componentes Principais (ACP) para avaliagdo das diferengas ou similaridades entre
os seus perfis quimicos, identificando quais regides de sinais s&o responsaveis pela
variagao.

A primeira componente (PC1) da ACP, explica 52,39% das informacgdes,
enquanto a segunda componente (PC2) explica 28,37%, assim PC1 x PC2 representa
a variancia de 80,76% do conjunto de dados (FIGURA 10).

Observando o grafico de Scores PC1 (52,39%) (FIGURA 10), é possivel ver a
separagdao dos extratos com relagdo ao 6rgdo vegetativo da espécie. Os extratos
obtidos das folhas encontram-se no quadrante positivo dessa PC, enquanto os
extratos obtidos dos galhos e raizes, exceto raizes em metanol, encontram-se no
quadrante negativo dessa PC.

De acordo com a PC2 (28,37%) (FIGURA 10) é possivel notar separagcao em
relacao a polaridade do solvente utilizado na extragdo. Os extratos obtidos em hexano
e acetato de etila, exceto raizes em acetato de etila, encontram-se no quadrante

positivo dessa PC. Enquanto, os extratos obtidos em metanol estdo no quadrante
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negativo.

FIGURA 10 - SCORES OBTIDO POR ACP DOS DADOS DE CLAE DOS EXTRATOS DAS FOLHAS,

GALHOS E RAIZES EM METANOL, ACETATO DE ETILA E HEXANO.
08

[] Folhas

0.4 . O Galhos
_ A Raizes
#
= o024 ) e HEXENO
a’ " == AcetatodekEtila
oq b - Metanol
£ oo
= &~
o
% 0.2 4 e
[%7]

Y
0.4 o ]
T T T T T
0.4 02 00 02 04 0.6 0.8

Scores on PC1 (52,39%)
FONTE: A autora (2021)

Para avaliar as correlagcbes observadas no grafico da ACP, também foi
analisado o grafico de loadings (FIGURA 11) o qual justifica os agrupamentos das
amostras, de acordo com influéncia causadas pelas bandas cromatograficas.

O gréfico de loadings (FIGURA 11 (A)), ajuda a explicar a separacao das
amostras de Scores positivos na PC1. Os extratos de folhas nas trés polaridades e
raizes em metanol sdo caracterizados, principalmente, pelas bandas cromatograficas
no tempo de retencao de 17,19; 19,63; 23,95 e 40,77 min, portanto, esses extratos se
separam dos demais devido a presenca desses sinais mais intensos. As amostras de
Scores negativos, extratos de galhos e raizes, exceto raizes metanol, tem influéncia
das bandas cromatograficas no tempo de retencao de 1,64; 28,34 e 30,08 min.

Pelo grafico de loadings (FIGURA 11 (B)), pode-se afirmar que as amostras de
Scores positivos na PC2, os extratos em hexano e acetato de etila, exceto raizes em
acetato de etila, as bandas cromatograficas responsaveis pela correlagao possuem
tempo de retencao 1,64; 17,19; 19,63; 23,95; 28,34; 30,08 e 37,6 min. Por outro lado,
as amostras de Scores negativos na PC2, os extratos em metanol e raizes acetato de
etila, apresentam maior influéncia das bandas cromatograficas no tempo de retencao
1,47 min.



FIGURA 11 - GRAFICO DE LOADINGS - PC1 (A) E PC2 (B).
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FONTE: A autora (2021)

4.2 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 1.

A substancia 1 da fracdo FHR-04-05 (3,3 mg) resultante da fracdo FHR-04

(FLUXOGRAMA 1), foi identificada em mistura e, trata-se do composto asaricina

(FIGURA 12). Foi isolada como uma substancia viscosa, de cor marrom alaranjada,
sendo identificada pela analise dos espectros de RMN 1D e 2D. Os dados do RMN de

'H e *C da substancia 1 estdo na TABELA 5.

FLUXOGRAMA 1 - FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CCDP PARA A SUBSTANCIA 1.

FHR-04
(49.8 mqg)
[ |
FHR-04-01 FHR-04-02 FHR-04-03 FHR-04-04 FHR-04-05 FHR-04-06
(13.5 mg) (2.3 mg) (0.6 mg) (1.4 mg) (3.3 mg) (27 mg)
| |
FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06-
01 (4.2 mg) 02 (1.6 mg) 03 (4.0 mg) 04 (0.9 mg) 05 (13.6 mqg)
FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06-5-5
5-1 (7.0 mg) 5-2 (2,0 mg) 5-3 (1.5 mg) 5-4 (1,0 mg) (0.5 mg)

NOTA: Em vermelho fragao inicial e em vermelho sublinhado fragao identificada.

FONTE: A autora (2024).
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FIGURA 12 - ESTRUTURA IDENTIFICADA COMO ASARICINA

FONTE: A autora (2023)

TABELA 5 - DADOS DE RMN DE 'H E "°C, CORRELAGAO DIRETA 'H-"°C (HSQC), CORRELAGAO "H-
3C A LONGA DISTANCIA (HMBC) DA SUBSTANCIA 1 E COMPARAGCAO COM A LITERATURA
SUBSTANCIA 1

FHR-04-05 HMBC Literatura*
N° H e | (H> TC) ™H "hc
1 - - - - -
2 5,89 (2H, s) 100,9 5,96 (2H, m) 1013
3a - 140,9 - 141,34
4 6,64 (1H, s) 109,6 - 6,67 (1H,s)  110,0
5 - 120,8 - 121,2
- 1521 - - 152,5
7 6,52 (1H, s) 94,9 6,55 (1H,s) 954
7a - 146,3 - 146,7
17 3,29 (2H,d, J=6,53 Hz) 33,9 3,32 (2H, d) 34,3
2 5,92 (1H, m) 137,2 5,95 (1H, m) 137.,6
3 5,03 (2H, m) 115,2 5,06 (2H, m) 115,6
- 3,76 (3H, s) 56,5 3,78 (3H, s) 56,9

NOTA: Experimento realizado a 600,13 MHz para 'H e HMBC e, 150,90 MHz para "°C em CDCls.
* LORENZO et al., (2000). FONTE: A autora (2023)

A anélise do espectro RMN de "H (FIGURA 13) mostra sinais referentes a dois
hidrogénios aromaticos em & 6,52 ppm (H-7; s) e &6 6,64 ppm (H-4; s)
respectivamente, indicando um anel aromatico tetrassubstituido e os hidrogénios em
posicao para. A presenca de um dupleto em & 3,29 ppm (H-1’, J=6,53 Hz), e de dois
multipletos nas regides de 6 5,92 ppm (H-2’) e &6 5,03 ppm (H-3’) correspondentes a
um e dois hidrogénios, respectivamente, indicam a presenca de uma cadeia alilica
ligada ao anel aromatico. Pode-se observar, também, o sinal dos hidrogénios do grupo
metilenodioxi (OCH,0) em & 5,89 ppm (s, 2H) e do grupo metoxila (OCH3) em & 3,76
ppm (s, 3H).



FIGURA 13- ESPECTRO DE RMN '"H DESACOPLADO (600,13 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 1
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FONTE: A autora (2023)
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Através da analise de RMN de *C (FIGURA 14), foi observada a presenga de
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11 atomos de carbono, sendo 8 sp? localizados na regido de & 94,9 ppm a & 152,1
ppm, e outros 3, sp°. Pelo mapa de correlacdo direta 'H-"C (HSQC), foi possivel
observar a correlagao do sinal do hidrogénio aromatico em 6 6,52 ppm (H-7) com o
sinal do carbono em & 94,9 ppm, bem como do sinal em & 5,92 ppm (H-2’) com o sinal
de carbono em 6 137,2 ppm e, do sinal em ¢ 5,03 ppm (H-3’) com o sinal de carbono
em 6 115,2 ppm, correspondentes aos carbonos da ligacao dupla terminal do grupo

alila.

FIGURA 14 - ESPECTRO DE RMN DE "°C DESACOPLADO (CDCl3, 150,90 MHz) DA SUBSTANCIA 1.
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FONTE: A autora (2023)
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Para a definicdo da posicao da cadeia alilica, do grupo metilenodioxi e do
grupo metoxila foi utilizado o mapa de correlacdo a longa distancia 'H-">C (HMBC,
FIGURA 15). O hidrogénio em 6 3,29 ppm (H-1’) correlacionou-se com os sinais em &
109,7 ppm (C-4) e 6 152,1 ppm (C-6), definindo assim a posi¢ao da cadeia alilica. Os
hidrogénios arométicos (H-7) em & 6,52 ppm correlacionou a *>J com os sinais & 140,9
ppm (C-3a) e & 120,8 ppm (C-5), e a 2J com os sinais em & 146,3 ppm (C-7a) e &
152,1 ppm (C-6) (FIGURA 15).

Ao analisar o espectro de correlagdo 'H-'H (COSY, FIGURA 16), pode
observar que o H-2' se correlaciona com H-1" e H-3' permitindo afirmar a posicao
terminal da ligacéo dupla (FIGURA 17).

FIGURA 15 — CORRELACOES OBSERVADAS PARA A SUBSTANCIA 1 NO EXPERIMENTO HMBC
(CDCl3)
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FONTE: A autora (2023)
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FIGURA 16 — EXPERIMENTO DE COSY PARA SUBSTANCIA 1 (AMPLIAGAO DA REGIAO ENTRE 7,0
A 2,5 ppm (600, 13 MHz, CDCl3))

- . . ppm

T T T r T0
4.5 40 3.5 a0 ppm

FONTE: A autora (2023)

FIGURA 17 — EM (A) AS PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS PELOS EXPERIMENTOS DE
HMBC (SETAS PRETAS) E COSY (SETAS VERMELHAS), EM (B) ESTRUTURA COM SEUS
RESPECTIVOS CARBONOS (PRETO) E HIDROGENIOS (VERMELHO) PARA A SUBSTANCIA 1.

A
6,65 (s) 3,29 (d) 5,03 (m)
109,7 34,0 115,2

100,9
5,89 (s)

FONTE: A autora (2023)

A asaricina ja foi identificada nos 6leos essenciais das folhas de P. solmsianum
C.DC. (SIQUEIRA et al.,, 2014), das folhas secas e frescas de P. aduncum L.
(CASAPULA, 2018). Da parte aérea de P. marginatum Jacq. e P. callosum (SILVA et
al., 2016b) e no extrato metandlico de raizes de P. sarmentosum, em que demonstrou
ter atividade promissora contra o cancer de mama, apresentou efeitos significativos
em ensaios in vitro, como a inibicao da proliferagao celular, indugcdo de apoptose ou
reducao da viabilidade de células tumorais (HEMATPOOR et al., 2018).
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4.3 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 2

A substancia 2 isolada nas fragbes FHR-05-07-03 (1,0 mg) e FHR-07-09-03
(1,6 mg) oriundas das fragbes FHR-05 e FHR-07 (FLUXOGRAMA 2), foi identificada
como o composto (E)-2-(4',8'-dimetilnona-3',7'-dien-1-il)-2-metil-2H-cromeno-6-
carboxilato de metila (FIGURA 18). Foi isolada como uma substancia viscosa, de cor
alaranjada, e identificada pela analise dos espectros de RMN 1D e 2D. Os dados do
RMN de 'H e "C estdo na TABELA 6.

FLUXOGRAMA 2 - FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CCDP PARA A SUBSTANCIA 2.

FHR-05
37,5 mg

FHR 05-01 FHR-05-02 FHR-05-03 FHR-05-04 FHR-05-05 FHR-05-06 FHR-05-07 H FHR-05-08 H FHR-05-09 FHR- 05 10
(3,9 mg) (3,0 mq) (2,9 mg) (34 m (2,9 mg) (3,7 mg) 71mq (4,6 mg) (13,1 mg) (6,1 mg)

[ \
FHR-05-07- FHR-05-07- FHR-05-07- | [ FHR-05-07- FHR-05-07- H FHR-05-07- ]
01(0,5 mg) 02 (0,6 mg) J |03 (1,0mg) J |_04 (0,6 mg) 05 (1,1 mg) 06 (1,0 mg)

FRH-07-07
(10,2 mg)

I 3 l FRH-07-07- FRH-07-07- FRH-07-07- ]
01 (5,0 mg) 02 (0,2 mg) 03 (3,0 mg)
l FRH-07-08 l
(8,0 mg)
FRH-07-08- FRH-07-08- FRH-07-08- ]
l 01(2,0 mg) 02 (2,5 mg) 03 (1,8 mg)

FRH-07-09
(6,4 mg)

l !l FRH-07-09- FRH-07-09- FRH-07-09- ]
01(2,1 mg) 02 (1.4 mg) 03 (1,6 mq)

NOTA: Em vermelho fragéo inicial e em vermelho sublinhado fragéo identificada.
FONTE: A autora (2024)

FHR-07
l (65,0 mg) l

FIGURA 18 - ESTRUTURA IDENTIFICADA DAS FRAGCOES FHR-05-07-03 E FHR-07-09, (E)-2-(4',8'-
DIMETILNONA-3',7'-DIEN-1-IL)-2-METIL-2H-CROMENO-6-CARBOXILATO DE METILA

FONTE: A autora (2023)
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TABELA 6 - DADOS DE RMN DE 'H E "°C, CORRELACAO DIRETA 'H-"°C (HSQC), CORRELAGAO 'H-
*C A LONGA DISTANCIA (HMBC) DA SUBSTANCIA 2.

SUBSTANCIA 2
FHR-07-09-03 HMBC
N° H "Jhc ("H—-™C)
1 - - -
2 - 79,9 -
3 5,60 (1H, d, J=10 Hz) 130,0 2,4, 4a
4 6,38 (1H, d, J=10 Hz) 122,4 2,4, 4a
4a - 120,5 2,4a,5, 8a
5 7,66 (1H, d, J=2 Hz) 128,1 -
. 122,3 7.8
7 7,79 (1H, dd, J=8,5 e J=2 131,2 -
Hz)
8 6,76 (1H, d, J=8,5 Hz) 115,9 5,CO
8a - 157,6 -
1 1,75 (2H, m) 41,7 -
2 2,11 (2H, m) 22,6 2,23
3 5,08 (1H, m) 124,3 1,3, 4
4 - 135,6 11,5
5 1,94 (2H, m) 39,7 -
6 2,03 (2H, m) 26,7 11,6, 3
7 5,08 (m, 1H) 124,4 5,7,8
8 - 131,4 5
o 1,67 (3H, m) 25,7 -
10° 1,59 (3H, m) 17,7 10,7, 8
11° 1,55 (3H, s) 16,0 7,8,9
12 1,41 (3H, s) 27,1 5,3
co - 166,9 -
OCH3 3,87 (3H, s) 51,8 -

NOTA: Experimento realizado a 600,13 MHz para "H e HMBC e, 150,90 MHz para BC em CDCls.

FONTE: A autora (2024)

Os espectros de 'H de RMN das fracdes FHR-05-07-03 e FHR-07-09-03

apresentaram em geral o mesmo padrao de sinais e acoplamentos (FIGURA 20).

Observou-se sinais do conjunto de trés acoplamentos aromaticos & 7,79 ppm (H-7), 6
6,76 ppm (H-8) e 6 7,66 ppm (H-5), em que o H-7 acopla em orto (J=8,5 Hz) com H-8

e em meta (J=2 Hz) com H-5, sugerindo a presenca de um anel benzénico 1,3,4-

substituido. Um segundo conjunto de sinais 6 6,38 e 6 5,60 ppm acoplando em orto
(J=10 Hz) indicou uma olefina cis-dissubstituida (FIGURA 19).
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FIGURA 19- ESPECTRO DE RMN 'H DESACOPLADO (600,13 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 2
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NOTA: Espectro para a fracdo FHR-07-09-03
FONTE: A autora (2023)
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FIGURA 20 - ESPECTROS DE RMN 'H DESACOPLADO (600,13 MHz, CDCl;) DE AMBAS AS
FRACOES, FHR-07-09-03 (A) E FHR-05-07-03 (B) PARA COMPARACAO.
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FONTE: A autora (2023)

Através da analise de RMN de "*C (FIGURA 21 e 22) foi observada a presenca
de 21 atomos de carbono do cromeno. Os sinais adicionais foram atribuidos a
presenca dos ésteres metilicos através dos sinais em 6 166,9/51,8 ppm. O sinal

correspondente ao carbono carbindlico foi confirmado pelo sinal 79,9 ppm.
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE RMN DE "*C DESACOPLADO (CDCls, 150,90 MHz) DA SUBSTANCIA 2

(FHR-07-09-03).
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NOTA: Espectro para a fracdo FHR-07-09-03
FONTE: A autora (2023)
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FIGURA 22 - ESPECTROS DE RMN '*C DESACOPLADO (CDCls, 150,90 MHz) DE AMBAS AS
FRACOES, FHR-07-09-03 (A) E FHR-05-07-03 (B) PARA COMPARACAO.
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Fonte: A autora

(2023

Pela andlise do mapa de correlagdo a longa distancia (HMBC, FIGURA 23)

permitiu confirmar e atribuir a posicdo do grupo correspondente ao anel heterociclico

do cromeno através das correlagdes entre o hidrogénio H-3 e o carbono C-2, entre o

hidrogénio H-4 e os carbonos C-2, C-5 e C-8a.

FIGURA 23 - CORRELAGOES OBSERVADAS PARA A SUBSTANCIA 2 NO EXPERIMENTO HMBC

(CDCly)

Ppm

B 5

NOTA: HMBC da fragéo

3 3

FHR-07-09-03.

FONTE: A autora (2024)
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Através do espectro de correlacdo 'H-'H (COSY, FIGURA 24), pode observar
que o H-8 se correlaciona com H-7 e H-4 se correlaciona com H-3 permitindo afirmar a
posicao no anel benzeno 1,3,4-trissubstituido. Assim foi possivel propor a estrutura a
seguir (FIGURA 25).

FIGURA 24 - EXPERIMENTO DE COSY PARA SUBSTANCIA 2, (AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE 8,0
A 5,0 ppm ( CDCls))
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= - 7.0

- 7.5

2 | Bl

B35 8.0 T.5 7.0 6.5 6.0 55 Bpm

NOTA: COSY da fragao FHR-07-09-03
FONTE: A autora (2024)
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FIGURA 25 - EM (A) A ESTRUTURA COM OS DESLOCAMENTOS CORRESPONDENTES,
(CARBONOS EM PRETO E HIDROGENIOS EM VERMELHO). EM (B), AS PRINCIPAIS
CORRELACOES IDENTIFICADAS NOS EXPERIMENTOS DE HMBC (SETAS PRETAS) E COSY
(SETAS VERMELHAS) PARA A SUBSTANCIA 2.

122,4

6,38 (d) 130.0 16,0 17,7

5,60 (d) 1,55 (s) 1,59 (s)
22,6

799 2,11 (m) 135,6

51,8
3,87 (s)

26,7
2,03 (m)

131,2 131,4

6,76 (d) 1,75 (m) 5,08 (m) 1,94 (m) 5,08 (m) 1,67 (s)

1159 1,41 (s) 4L7 124,3 39,7 124,4 25,7
27,1

B

FONTE: A autora (2024)

Para confirmar o isolamento do composto, foi realizada uma analise por CLAE
e CG-MS empregando o mesmo método utilizado para os extratos descritos nos itens
3.2.3 e 3.2.4, respectivamente. O cromatograma obtido pela técnica CLAE esta
apresentado na FIGURA 26.

A analise do espectro de massas obtido por CG-MS revelou um pico em m/z
354 Da, correspondente a [M]", confirmando a férmula molecular proposta C,3H3Os.
Além disso, o ion fragmentario em m/z 339 Da (ion molecular) indica a perda de um
radical metila. O pico base m/z 203 demonstra a perda do radical C41H;9, que se refere
a cadeia lateral ligada ao carbono 2 (FIGURA 27).
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FIGURA 26 - CROMATOGRAMA DO COMPOSTO IDENTIFICADO COMO (E)-2-(4',8'-DIMETILNONA-
3',7'-DIEN-1-IL)-2-METIL-2H-CROMENO-6-CARBOXILATO DE METILA (A=254 nm)

3.0
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Fonte: A autora (2024)

FIGURA 27 - ESPECTRO DE MASSAS DA SUBSTANCIA 2
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NOTA: Espectro para a fragdo FHR-07-09-03. Fonte: A autora (2025)

O composto  (E)-2-(4',8-dimetilnona-3',7'-dien-1-il)-2-metil-2H-cromeno-6-
carboxilato de metila esta sendo descrito pela primeira vez na literatura como produto
natural. Cromenos semelhantes ja foram descritos por Ampofo e colaboradores
(1987), isolado de Piper auritum, no entanto, com diferenga na fungcao organica. O
estudo mencionado identificou o cromeno na forma acida, que apds reagao de

esterificacdo, obteve o éster metilico.
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As informagdes relativas @ RMN 'H e "*C, HSQC, HMBC e COSY para a fracdo
FHR-05-07-03 podem ser encontradas no ANEXO, FIG. 63-67, p. 103-107.

4.4 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS 3, 4 E 5.

As substancias identificadas como 3, 4 e 5 foram obtidas por meio do
isolamento utilizando CLAE em modo semi-preparativo, conforme detalhado no item
3.2.3, como também por meio de CCDP (item 3.2.1). A seguir, sdo apresentados os
cromatogramas das fragbes FHR-10, FHR-13 e FHR-14, e os respectivos picos
coletados e identificados (FIGURA 28).

FIGURA 28 - CROMATOGRAMAS DAS FRAGOES FHR-10, FHR-13 E FHR-14 (A=254 nm).
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FONTE: A autora (2022)

A substancia 3 foi isolada nas fracbes FHR-10-04 (26,0 mg) e FHR-07-07-03
(3,0 mg), oriundas das fragcbes FHR10 e FHR-07 (FLUXOGRAMA 3) e, trata-se do

composto 4-nerolidilcatecol (FIGURA 29) apresentando cor marrom. Através das
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analises dos espectros de RMN 1D e 2D foi possivel propor a estrutura. Os dados do
RMN de "H e ™*C da substancia 3 estdo na TABELA 7.

FLUXOGRAMA 3 — FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO POR CCDP PARA A SUBSTANCIA 3.

FRH-07-07
{10.2 ma

FRH-OF-07 FRH-O7-07- ERH-07-07 ‘I
01 ¢5.0 mg) 02 (0.2 ma) 03 (3.0 mg)

FRH-07-09-
12 (1.4 mg)

NOTA: Em vermelho fragao inicial e em vermelho sublinhado fragao identificada.
FONTE: A autora (2024)

FIGURA 29 - ESTRUTURA PROPOSTA PARA A SUBSTANCIA 3 (4-NEROLIDILCATECOL)

FONTE: A autora (2023)
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TABELA 7- DADOS DE RMN DE 'H E "°C, CORRELAGAO DIRETA 'H-"°C (HSQC), CORRELAGAO 'H-
*C A LONGA DISTANCIA (HMBC) DA SUBSTANCIA 3.

FHR-10-04 HMBC LITERATURA*
N° ™H "Wme | ("H-TC) H "hc
1 - 141,3 - - 141,1
2 - 143,1 - - 143,2
3 6,84 (1H, m) 114,2 3,1,5 6,83 (1H, d, J=2 Hz) 115,1
4 - 140,9 - - 141,4
5 6,74 (1H,dd, J=8,5e2,0Hz) 119,1 3 6,73 (1H,dd, J=8,0e2,0 Hz) 1193
6 6,78 (1H, d, J=8,5) 116,0 2,4 6,78 (1H, d, J=8,0 Hz) 114,4
1 5,01 (1Ha, dd, /=18 e 1,3Hz) 1115 2,3 5,00 (1Ha, dd, /=17 e 1,3Hz) 1116
5,06 (1Hb, dd, J=10 e 1,3 Hz) 5,05 (1Hb, dd, J=10,5 e 1,3 Hz)
2 597 (1H,dd, /=18 e 10 Hz)  147,0 1,4 5,97 (1H,dd, J=17 e 10,5 Hz)  147,1
3 - 43,8 - - 43,8
4 1,72/1,65 (2H, m) 41,1 2.4 1,90 (2H, m) 41,2
5 1,77 (2H, m) 23,2 6,7 1,60 (2H, m) 23,2
6 5,09 (1H, m) 1244 14’ 5,08 (1H, t, J=7,5 Hz) 124,5
7 - 135,0 - - 135,1
8’ 1,95 (2H, m) 397 | 6,7, 9,10 2,10 (2H, m) 39,7
9 2,03 (2H, m) 267 | 7,8,10, 11 1,90 (2H, m) 26,8
10’ 5,09 (1H, m) 1245 | 9,12,13 5,09 (1H, t, J=7,5Hz) 124,7
11’ - 131,3 - - 131,4
12 1,67 (3H, s) 25,7 11,13 1,51 (3H, s) 25,7
13’ 1,59 (3H, s) 17,7 11,12 1,59 (3H, s) 17,7
14’ 1,51 (3H, s) 15,9 6,7,8 1,67 (3H, s) 15,9
15’ 1,32 (3H, s) 24,9 2,4 1,30 (3H, s) 25,0

NOTA: Experimento realizado a 600,13 MHz para 'H e HVBC e, 150,90 MHz para "°C em CDCls.
*KIJJOA et al., (1980). FONTE: A autora (2024)

O espectro de RMN de 'H da substancia 3 (FIGURA 30) apresenta sinais
correspondentes a hidrogénios aromaticos em 6 6,74 ppm (H-5) acoplando em orfo
com 6 6,84 ppm (H-6) e o hidrogénio em & 6,78 ppm (H-3), com acoplamento meta
com H-6, indicando presenga de um anel aromatico trissubstituido. Observa-se
simpletos correspondentes a grupos metilicos em 6 1,59, 1,67, 1,51 e 1,32 ppm (H-12’,
H-13’, H-14’, H-15 respectivamente). Quanto a confirmagao da ligagao dupla terminal,
foi possivel através dos sinais com acoplamento geminal de Ha-1’ em & 5,01 ppm ( J=
18 Hz, 1,3 Hz) e Hb-1’ 5,06 ppm (J= 10 Hz, 1,3 Hz) vicinal com H-2" em & 5,97 ppm,
mostrando acoplamento Z e E (J= 10 Hz, 18 Hz).

Na FIGURA 31 é apresentada a comparacao entre as fragbes FHR-10-04 e
FHR-07-07-03, realizada por meio da técnica de RMN de 'H desacoplado.



FIGURA 30 - ESPECTRO DE RMN 'H DESACOPLADO (600,13 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 3
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FIGURA 31 - ESPECTROS DE RMN 'H DESACOPLADO (600,13 MHz, CDCl;) DE AMBAS AS
FRACOES, FHR-10-04 (A) E FHR-07-07-03 (B) PARA COMPARACAO.
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FONTE: A autora (2023)

No espectro de RMN de C (FIGURA 32), foi observada a presenca de 21
atomos de carbono. Os sinais correspondentes a 6 141,2 e 6 143,1 ppm, C-1 e C-2,
respectivamente sdo referentes aos carbonos com grupos hidroxilas como substituinte.
Esses carbonos tiveram seus posicionamentos inferidos pelos dados observados nos
espectros de HMBC (TABELA 7, FIGURA 33) através das correlagdes entre C-3 com
C-1,C-2 e C-4.
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FIGURA 32 - ESPECTRO DE RMN DE "*C DESACOPLADO (CDCl3, 150,90 MHz) DA SUBSTANCIA 3.
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FIGURA 33 - CORRELAGAO DE HMBC DA SUBSTANCIA 3.
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FONTE: A autora (2023)

As substancias foram isoladas por meio de duas técnicas cromatograficas
diferentes: CLAE para a FHR-10-04 e CCDP para a FHR-07-07-03. Ambas as
abordagens resultaram na obtengdao do mesmo composto. A FIGURA 34 mostra o
espectro de "°C das duas fracdes, juntamente com a proposta estrutural ilustrada na
FIGURA 35.
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FIGURA 34 - ESPECTROS DE RMN '*C DESACOPLADO (CDCls, 150,90 MHz) DE AMBAS AS
FRACOES, FHR-10-04 (A) E FHR-07-07-03 (B) PARA COMPARACAO.
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FONTE: A autora (2023)

FIGURA 35 - EM (A) ESTRUTURA COM DESLOCAMENTOS PARA A SUBSTANCIA~3 (CARBONOS EM
PRETO E HIDROGENIOS EM VERMELHO). EM (B) AS PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS
PELOS EXPERIMENTOS DE HMBC.
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114,2
HO 6,84

FONTE: A autora (2024)

Para confirmar o isolamento do composto, foi realizada uma analise por CLAE
e CG-EM empregando o mesmo método utilizado para os extratos descritos nos itens
3.2.3 e 3.2.4, respectivamente. O cromatograma obtido por CLAE esta apresentado na
FIGURA 36.
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Na analise do espectro de massas obtido por CG-MS foi identificado um pico
em m/z 314 Da correspondente a [M]™, o que esta de acordo com a férmula molecular
proposta C,1H300, (FIGURA 37). Tem como pico base m/z 312 Da, possivelmente a

insercdo de uma ligagdo dupla.

FIGURA 36 - CROMATOGRAMA DO COMPOSTO IDENTIFICADO COMO 4-NEROLIDILCATECOL
(A=254 nm)
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FONTE: A autora (2023)

FIGURA 37 - ESPECTRO DE MASSAS DA SUBSTANCIA 3.
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NOTA: Espectro da fragdo FHR-10-04
FONTE: a autora (2025).
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Outra fragdo, a FHR-07-08-03, foi analisada utilizando a técnica de CLAE,
revelando trés picos de maior intensidade nos tempos de retencao de 18,35, 25,29 e
28,37 minutos. Dentre eles, o pico registrado em 28,37 minutos corresponde a
substancia 3, denominada 4-nerolidilcatecol (FIGURA 38). Dessa forma, foi possivel
identificar essa fragdo como uma mistura. O composto obtido apresenta coloragcao
marrom, com uma massa de 6,0 mg, e sua identificagao foi realizada por meio da

analise dos espectros de RMN 1D e 2D.

FIGURA 38 - CROMATOGRAMA DE COMPARAGAO ENTRE AS FRAGCOES FHR-07-08-03 E FHR-10.
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FONTE: A autora (2024)

Sendo assim, o composto 4-nerolidilcatecol foi isolado e/ou identificado em trés
fracbes diferentes. Trata-se de um metabdlito secundario de plantas encontrado pela
primeira vez no extrato das folhas e raizes em hexano de P. umbellatum (KIJJOA et
al., 1980). E facilmente encontrado em P. umbellatum L. (sin. Pothomorphe peltata (L.)
Miqg. e Pothomorphe umbellata (L.) Miqg., da familia Piperaceae. Também ja foi relatado
em P. peltatum, no extrato metandlico das folhas, demonstrando diversas
propriedades bioldgicas, como antioxidantes, citotoxica, inseticida, antiinflamatérias,

antifungicos in vitro, leishmanicida in vitro e antimalaricas (LIMA et al., 2013; PINTO et
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al., 2010; NUNEZ et al., 2005).

As informagdes relativas & RMN 'H e "*C, HSQC, HMBC e COSY para as
fragcbes FHR-07-07-03 e FHR-07-08-03 podem ser encontradas no ANEXO, FIG.68-
75, p. 108-115.

A substancia 4 da fracdo FHR-10-06 (1,4 mg), foi caracterizada como (E)-2-
(4',8'-dimetilnona-3',7'-dien-1-il)-8-hidroxi-2-metil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila.
Foi isolada como uma substéncia viscosa, de cor marrom alaranjada, sendo
identificada pela anélise dos espectros de RMN 1D e 2D. Os dados do RMN de 'H e
3C da substancia 4 estdo na TABELA 8 (FIGURA 39).

FIGURA 39 - ESTRUTURA PROPOSTA PARA A FHR-10-06, (E)-2-(4',8'-DIMETILNONA-3',7'-DIEN-1-IL)-
8-HIDROXI-2-METIL-2H-CROMENO-6-CARBOXILATO DE METILA.

FONTE: A autora (2023)
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TABELA 8 - DADOS DE RMN DE 'H E "°C, CORRELACAO DIRETA 'H-"°C (HSQC), CORRELAGAO 'H-
*C A LONGA DISTANCIA (HMBC) DA SUBSTANCIA 4.

SUBSTANCIA 4

FHR-10-06 HMBC LITERATURA*
N° "H "Uhe | (H-TC) H "hc
- 81,0 - - 81,0

3 5,61 (1H,d, J=10 Hz)  129,8 2,4a 5,61 (1H, d, J=10,4 Hz) 129,7
4 6,39 (1H,d, J=10 Hz)  122,3 | 2,4a,6,8a | 6,39 (1H, d, J=10,4 Hz) 122,2
4a - 120,6 - - 120,3
5 7,31 (1H,d, J=2Hz)  120,0 7,8 7,31 (1H, d, J=1,6 Hz) 119,9
- 122,6 - - 122,6

7 7,47 (1H,d, J=2Hz)  116,3 5,CO 7,48 (1H, d, J=1,6 Hz) 116,3
- 143,9 - - 143,9

8a - 143,7 - - 143,7
1,70/1,81 (2H, m) 41,5 2,2,3 1,70/1,82 (2H, m) 41,5

2 2,11 (2H, m) 22,6 1,3, 4 2,10 (2H, m) 22,6
3 5,08 (1H, m) 123,4 11,5 5,08 (1H, m) 123,4
4 - 135,8 - - 135,8
’ 1,95 (2H, m) 396 | 11,6,3 1,95 (2H, m) 39,5
6 2,03 (2H, m) 26,6 5,7,8 2,03 (2H, m) 26,6
’ 5,08 (1H, m) 124,2 5 5,08 (1H, m) 124,2
8 - 131,4 - - 131,4
9 1,58 (3H, s) 17,7 | 7,8,10 1,59 (3H, s) 17,7
10’ 1,67 (3H, s) 25,7 7,8,9 1,67 (3H, s) 25,7
11’ 1,55 (3H, s) 16,0 5,3 1,55 (3H, s) 16,0
12 1,45 (3H, s) 27,0 1,2,3 1,45 (3H, s) 27,0
MeO 3,86 (3H, s) 52,0 - 3,87 (3H, s) 51,9
co - 166,7 - - 166,8

NOTA: Experimento realizado a 600,13 MHz para 'H e HMBC e, 150,90 MHz para *C em CDCls.
*NUNEZ et al., (2005). FONTE: A autora (2023)

No espectro de RMN de 'H para a substancia 4 foram observados dupletos em

6 561 ppm (J=10 Hz ) e 6 6,39 ppm (J=10 Hz) caracteristicos do anel pirano

insaturado dos 2H-cromenos,

que se

referem aos hidrogénios H-3 e H-4,

respectivamente. E possivel também observar na regido de hidrogénios aromaticos

dois dupletos em &6 7,31 ppm (J=2 Hz) e & 7,47 ppm (J=2 Hz,), com constantes de

acoplamento caracteristicas de acoplamento meta, referentes aos hidrogénios H-5 e
H-7, respectivamente (FIGURA 40)
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FIGURA 40 - ESPECTRO DE RMN "H DESACOPLADO (600,13 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 4.
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No espectro de "*C observou-se a presenca do par de sinais em & 166,8/52,0
ppm confirmando a presenca do éster metilico. Além disso, pbde-se confirmar a
presenca da unidade ligada ao anel pelos sinais 6 41,5, 22,7, 123,4, 135,8, 39,6, 26,6,
124,2, 131,4 ppm que correspondem respectivamente a C-1’, C-2’, C-3, C-4’, C-5’, C-
6, C-7,C-8e,emd 17,7, 25,7, 16,0 e 27,0 ppm atribuidos aos grupos metilicos em
C-9, C-10’, C-11’ e C-12 respectivamente (FIGURA 41).
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FIGURA 41 - ESPECTRO DE RMN DE "°C DESACOPLADO (CDCl3, 150,90 MHz) DA SUBSTANCIA 4.
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Pela analise do mapa de correlagédo a longa distancia (HMBC, FIGURA 42) e
correlacdo 'H-'H (COSY, FIGURA 43) foi possivel atribuir & posicdo de todos os

atomos e assim propor uma estrutura para a substancia 4 (FIGURA 44).

FIGURA 42 - CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC PARA A SUBSTANCIA 4.
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FONTE: A autora (2023)
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FIGURA 43 - MAPA DE CONTORNO DO EXPERIMENTO COSY DA SUBSTANCIA 4 (AMPLIAGAO NA
REGIAO DE 8,0 A 5,0 ppm (600, 13 MHz, CDCls))

gt

i 1

FONTE: A autora (2023)

FIGURA 44 - EM (A) ESTRUTURA COM SEUS RESPECTIVOS CARBONOS (PRETO) E
HIDROGENIOS (VERMELHO). EM (B) AS PRINCIPAIS CORRELACOES OBSERVADAS PELOS
EXPERIMENTOS DE HMBC (SETAS PRETAS) E COSY (SETAS VERMELHAS) PARA A SUBSTANCIA
4,

123,4 39,6 177
508(m) 495(m) 5,08 (m) '

1,70/1,81 (m)
0

FONTE: A autora (2023)
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A analise por CLAE foi realizada utilizando o mesmo método aplicado aos
extratos descritos no item 3.2.3, com o objetivo de validar o isolamento do composto.
O cromatograma resultante esta ilustrado na FIGURA 45.

FIGURA 45 - CROMATOGRAMA OBTIDO DO ISOLAMENTO DA SUBSTANCIA 4, (E)-2-(4'.8-

DIMETILNONA-3',7"-DIEN-1-IL)-8-HIDROXI-2-METIL-2H-CROMENO-6-CARBOXILATO  DE  METILA
(A=254 nm)
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FONTE: A autora (2024)

O composto isolado e identificado pela técnica de RMN trata-se da (E)-2-(4',8'-
dimetilnona-3',7'-dien-1-il)-8-hidroxi-2-metil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila.
Substancia ja identificada em outras espécies de Piper, como em P. umbellatum e P.
peltatum (NUNEZ et al., 2005).

A substancia 5 isolada na fracao FHR-10-07 (0,9 mg), como uma substancia de
cor vermelho claro e identificada como (E)-4-(3',7'-dimetilocta-2’,6'-dien-1-il)-3-
hidroxibenzoato de metila (FIGURA 46). Através das analises dos espectros de RMN
1D e 2D foi possivel propor uma estrutura. Os dados do RMN de 'H e C da
substancia estdo na TABELA 9.
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FIGURA 46 - ESTRUTURA PROSPOSTA PARA A SUBSTANCIA 5 (E)-4-(3',7'-DIMETILOCTA-2',6'-
DIEN-1-IL)-3-HIDROXIBENZOATO DE METILA

FONTE: A autora (2023)

TABELA 9 - DADOS DE RMN DE 'H E "°C, CORRELAGAO DIRETA 'H-"°C (HSQC), CORRELAGAO "H-
3C A LONGA DISTANCIA (HMBC) DA SUBSTANCIA 5.

SUBSTANCIA 5
FHR-10-07 HMBC LITERATURA*
N° H "Uhe | ('H—"C) H "Jhc
1 - 135,6 - - 132,9
2 5,09 (1H, m) 123,5 4,CO 7,51 (1H, d, J=1,3 Hz) 1221
3 - 158,8 5,1 - 154,3
4 - 126,6 - - 129,4
5 7,82 (1H, m) 129,8 1 7,17 (1H, d, J=7,7 Hz) 129,8
6  6,82(1H,dd, J=6,0e2,5Hz) 1157 2,CO 7,54 (1H,dd, J=7,7e 1,3 Hz) 116,6
1 3,40 (2H, m) 298 [2,3,3,4,6 3,41 (2H, m) 29,5
2 5,32 (1H, m) 1209 | 1.,4,10 5,31 (1H, t, J=7,0 Hz) 120,8
3 - 139,5 - - 139,0
4 1,97 (2H, m) 39,7 | 2,5,10 2,09 (2H, m) 39,7
5 2,05 (2H, m) 26,7 4,6,7 2,12 (2H, m) 26,5
6’ 5,09 (1H, m) 124,3 4 5,07 (1H, t, J=5,4 Hz) 123,9
7 - 131,9 - - 132,0
8’ 1,67 (3H, s) 25,7 8 1,69 (3H, s) 25,7
9 1,59 (3H, s) 17,7 1,60 (3H, s) 17,7
10’ 1,79 (3H, s) 16,3 2 1,15 (3H, s) 16,2
OCH; 3,87 (3H, s) 51,8 - 3,89 (3H, s) 52,1
co - 169,2 - - 167,1

NOTA: Experimento realizado a 600,13 MHz para 'H e HMBC e, 150,90 MHz para °C em CDCls.
*TSUDA et al., (1999). FONTE: A autora (2023).

Os espectros de RMN de "H (FIGURA 47) da substancia 5 apresentam no geral

0 mesmo padrao de sinais e acoplamentos com relagao a prenilagdo das substancias

ja discutidas anteriormente. Observam-se sinais relativos ao anel aromatico em 6 6,82

ppm (H-6), 6 7,82 ppm (H-5) e 6 5,09 ppm (H-2) indicando presenga de um anel

aromatico trissubstituido. Observa-se simpletos correspondentes a grupos metilicos
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em 0 1,67, 1,59 e 1,79 ppm (H-8', H-9’, e H-10’, respectivamente).

FIGURA 47 - ESPECTRO DE RMN 'H DESACOPLADO (600,13 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 5.
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FONTE: A autora (2023)
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Através da analise de RMN de *C (FIGURA 48), foi observada a presenga de
16 atomos de carbono. Os sinais adicionais foram atribuidos a presenca do éster
metilico através dos pares de sinais em 6 169,2/51,8 ppm. O sinal correspondente a 6
158,8 ppm, é referente ao C-3 com um grupo hidroxila como substituinte. Esse grupo
teve seu posicionamento inferido pelos dados observados nos espectros de HMBC
(TABELA 9, FIGURA 49) através das correlagbes, sendo possivel propor a estrutura
(FIGURA 50).
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FIGURA 48 - ESPECTRO DE RMN DE "°C DESACOPLADO (CDCl3, 150,90 MHz) DA SUBSTANCIA 5.
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FIGURA 49 - CORRELAGCOES OBSERVADAS NO HMBC PARA SUBSTANCIA 5.
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FONTE: A autora (2023)
FIGURA 50 - EM (A) ESTRUTURA COM SEUS RESPECTIVOS CARBONOS (PRETO) E

HIDROGENIOS (VERMELHO). EM (B) AS PRINCIPAIS QORRELAQOES OBSERVADAS PELO
EXPERIMENTO DE HMBC (SETAS PRETAS) PARA A SUBSTANCIA §

5,09
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FONTE: A autora (2023)

Com o propdsito de confirmar o isolamento do composto, realizou-se uma

analise por CLAE utilizando o mesmo método aplicado aos extratos mencionados no
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item 3.2.3. O cromatograma obtido encontra-se apresentado na FIGURA 51.

FIGURA 51 - CROMATOGRAMA OBTIDO DA SUBSTANCIA 5, (E)-4-(3',7'-DIMETILOCTA-2",6'-DIEN-1-
IL)-3-HIDROXIBENZOATO DE METILA (A=254 nm)
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FONTE: A autora (2024)

O composto (E)-4-(3',7'-dimetilocta-2',6'-dien-1-il)-3-hidroxibenzoato de metila
foi previamente relatado nos estudos de Tsuda e colaboradores (1999), onde foi
isolado e identificado no extrato da bactéria Nocardia brasiliensis. Essa bactéria é
conhecida por causar infecgdes, principalmente pulmonares, embora possa afetar
outros 6rgdos. E também associada a uma doenca cutdnea bastante comum,
geralmente tratada com antibiéticos. Nao ha evidéncias na literatura que indiquem a
sobrevivéncia dessa bactéria apos os processos de extragao descritos neste estudo, o
que descarta a possibilidade de contaminacéo.

Conforme mencionado no item 3.2.3, foram coletadas sete amostras em
diferentes tempos de retencdo. No entanto, foi possivel identificar apenas trés dessas

amostras, correspondentes aos tempos de 28,37; 30,38 e 32,50 minutos (FIGURA 52).
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FIGURA 52 — CROMATROGRAMA AMPLIADO NA REGIAO DE 20 A 40 MIN. DAS SUBSTANCIAS
IDENTIFICADAS, JUNTAMENTE COM SUAS ESTRUTURAS (A=254 nm)

20 30 40
Tempo (min.)

FONTE: A autora (2024)

Essas substancias apresentam tempos de retencdo muito proximos, sugerindo
que foram eluidas em condicbes semelhantes, neste caso, a quase 100% de
acetonitrila. No entanto, é possivel notar diferengas em suas fungdes quimicas e
estruturas, que influenciaram a maneira como interagiram com a fase moével e seu
tempo de retencgao.

Nesse contexto, é relevante discutir a semelhanca entre as substancias 2 e 4
(FIGURA 53). As estruturas diferem no substituinte do C-8, o que resulta em um valor
de deslocamento quimico maior para a substancia 4 em relacao a substancia 2. Essa
diferenca influencia o deslocamento quimico do *C de maneira semelhante ao efeito
observado no 'H. Isso ocorre devido & eletronegatividade do ligante, que provoca um
efeito de desblindagem na RMN tanto do carbono quanto do hidrogénio. O
deslocamento no "*C é mais pronunciado do que no 'H porque o atomo eletronegativo
esta diretamente ligado ao '*C por uma ligagdo simples. No caso dos prétons, os
atomos eletronegativos estdo conectados ao carbono e ndo diretamente ao
hidrogénio, fazendo com que o efeito seja transmitido por duas ligagbes (H-C—X) em
vez de apenas uma (PAVIA, 2010).
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FIGURA 53 - ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 2 E 4.

R=H
R=OH

FONTE: A autora (2024)

4.5 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA 6

A substancia 6 foi isolada na fragcdo FHR-04-06-03 (4,0 mg), oriunda da fragao
FHR-04 (FLUXOGRAMA 4) trata-se do composto (E)-nerolidol (FIGURA 54) um sélido
marrom claro. Através das analises dos espectros de RMN 1D e 2D foi possivel propor
a estrutura. Os dados do RMN de "H e "*C da substancia 6 estdo na TABELA 10.

FLUXOGRAMA 4- FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA SUBSTANCIA 6

FHR-04
(49.8 mg)
FHR- 04 01 ]_[ FHR-04-02 ]_[ FHR-04-03 ]_[ FHR-04-04 ]_[ FHR-04-05 FHR 04-06
(13.5 mq) (2.3 mg) (0.8 mg) (1.4 mq) (3.3 mg) (27 mq}
FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06-
01 (4.2 mg) 02 (1.6 mg) 03 (4.0 ma) 04 (0.9 mg) 05 (13.6 mg)

FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-06- FHR-04-0655
51 (7.0 m 52 (2,0 mg) 53(15m 5-4 (1,0 mg) (0.5 mg) I‘

NOTA: Em vermelho fragao inicial e em vermelho sublinhado frag&o identificada.
FONTE: A autora (2024)




FIGURA 54 - ESTRUTURA PROPOSTA PARA A SUBSTANCIA 6 ((E)-NEROLIDOL)

FONTE: A autora (2024)
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TABELA 10 - DADOS DE RMN DE 'H E "°C, CORRELAGAO DIRETA 'H-"°C (HSQC), CORRELAGAO
'H-"*C A LONGA DISTANCIA (HMBC) DA SUBSTANCIA 6.

SUBSTANCIA 6
FHR-04-06-03 HMBC  *LITERATURA

N° ™H e | ("H>T0C) Thc
1 506e504(2H,m) 1111 2,3 111,5
2 5,96 (1H,m) 146,9 1,4 144,9
3 - 75,2 - 73,0
4 1,71 (2H, m) 41,2 2,4 41,9
5 1,82 (2H, m) 23,2 6,7 22,6
6 5,08 (1H, m) 124,3 14 124,1
7 - 134,1 - 134,6
8 1,94 (2H, m) 39,8 | 6,7,9, 10 39,5
9 2,03 (2H, m) 26,8 | 7,8, 10, 11 26,4
10 5,09 (1H, m) 1244 | 9,12,13 1241
11 - 130,3 - 130,8
12 1,68 (3H, s) 25,8 11,13 25,4
13 1,59 (3H, s) 17,7 11,12 17,3
14 1,49 (3H, m) 15,9 6,7,8 15,7
15 1,33 (3H, m) 25,1 2,4 27,4

NOTA: Experimento realizado a 600,13 MHz para 'H e HMBC e, 150,90 MHz para 3C em CDCls.
*MACHADO et al., (1998). FONTE: A autora (2024)

O espectro de RMN de 'H da substancia 6 (FIGURA 55) apresenta sinais

caracteristicos de hidrogénios de grupos metilicos em & 1,68, 1,59, 1,49 e 1,33 ppm,

correspondentes a H-12', H-13’, H-14’, H-15’, respectivamente. A estrutura sugerida

apresenta uma ligacao dupla terminal, evidenciado pelo acoplamento geminal entre os

atomos H-1 em & 5,05 e 5,04 ppm, além do acoplamento vicinal destes com o H-2

detectado em 6 5,96 ppm. No entanto, nao foi possivel determinar os valores exatos

das constantes de acoplamento.
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FIGURA 55 - ESPECTRO DE RMN 1H DESACOPLADO (600,13 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 6
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FONTE: A autora (2024)
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No espectro de RMN de C (FIGURA 56), foram identificados 15 atomos de
carbono. Os sinais 6 111,1 e & 146,9, 6 124,3, 6 1341, 6 124,4 e 6 130,3 ppm
correspondem a carbonos envolvidos em ligacdes duplas. Seus deslocamentos sao
influenciados pelos efeitos de hibridizacdo e anisotropia. Devido a natureza da ligagao
C-H sp?, o carbono possui maior carater s (33% s) tornando-o mais eletronegativo em
comparagdo a um carbono sp® (25% s). Além disso, o efeito anisotrépico reduz a
blindagem dos hidrogénios ligados as ligacbes duplas, justificando seus
deslocamentos quimicos (PAVIA, 2010). Esses carbonos tiveram seus
posicionamentos inferidos pelos dados observados nos espectros de HMBC (TABELA
10, FIGURA 57).



81

FIGURA 56 - ESPECTRO DE RMN DE '°C DESACOPLADO (150,90 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 6.
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FONTE: A autora (2024)
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FIGURA 57 - CORRELAGAO DE HMBC DA SUBSTANCIA 6.
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FONTE: A autora (2024)

Assim, foi possivel propor uma estrutura para a fragdo FHR-04-06-03 (FIGURA
58) com base em comparacdes com a literatura. Neste caso, com o estudo realizado
por Machado e colaboradores (1998), sendo identificado o isémero E no 6leo
essencial de uma amostra de Siparuna guianensb Aublet coletada na floresta

amazonica, no Brasil.

FIGURA 58 - EM (A) ESTRUTURA COM SEUS RESPECTIVOS CARBONOS (PRETO) E
HIDROGENIOS (VERMELHO). EM (B) AS PRINCIPAIS CQRRELAQOES OBSERVADAS PELOS
EXPERIMENTOS DE HMBC (SETAS PRETAS) PARA A SUBSTANCIA 6.
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FONTE: A autora (2024)
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Esse composto esta presente em plantas, fungos e insetos, sendo comumente
encontrado em diversos 6leos essenciais vegetais. Ele é o principal constituinte do
6leo essencial de Piper gaudichaudianum Kunth e esta presente em Piper aduncum,
Piper claussenianum (Miq.) C. DC., gengibre, lavanda e cannabis. Além disso,
apresenta diversas propriedades bioldgicas, incluindo acdo antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antioxidante, antitumoral e leishmanicida (SINGH e SINGH, 2025;
MOURA; MARTINS e DA SILVA, 2020; SPEROTTO, et al., 2013; MARQUES et al.,
2011)

De acordo com Machado e colaboradores (1998), a principal diferengca nos
deslocamentos quimicos entre os isbmeros (E)- e (Z)-nerolidol esta relacionada aos
carbonos C14 e C8. No isdbmero (E), o grupo metila sofre um efeito de blindagem
devido a compresséao estérica da cadeia posicionada no lado oposto da ligag&do dupla,
o que faz com que seu sinal ressoe em um campo magnético diferente do isémero (2).
Dessa forma, os valores esperados para os deslocamentos quimicos dos carbonos
C14 e C8 no isbmero (Z) sao 31,8 e 23,2, respectivamente (FIGURA 59).

FIGURA 59 - ISOMEROS DE NEROLIDOL

(E)-Nerolidol (Z)-Nerolidol
FONTE: MACHADO et al., 1998.

4.6 FRACOES FHR-03, FHR-09, FHR-15 E FHR-18

As fragdes FHR-03 e FHR-09 e FHR-15 passaram por CCDA para determinar
um sistema de solventes adequado para aprimorar a separacdo das substancias
presentes. No entanto, ndo foi possivel prosseguir com o processo de identificacao
devido a falta de sinais nos seus espectros (FLUXOGRAMA 5).

A fracao FHR-18 foi purificada utilizando duas cromatofolhas impregnadas com
solugdo de AgNO;, metodologia adaptada de Andredo et al. (2010). Essa técnica é
aplicada para resolver misturas de terpenos com estruturas muito semelhantes. As

interagbes responsaveis pelas diferencas de afinidade entre os analitos e os ions
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Ag(l), que estdo incorporados na fase estacionaria, seguem prioridades especificas.
Esse mecanismo tem demonstrado ser altamente eficaz na separacdo desses
compostos. (ANDREAO et al., 2010; SHERMA, 2008). Foi utilizado como fase moével
hexano:acetona (50:50) e as placas foram eluidas por duas vezes. Resultou em duas
fracbes: FHR-18-2 e FHR-18-3. No entanto, ndo foi possivel dar continuidade para a

identificacdao de ambas pelo mesmo motivo citado acima (FLUXOGRAMA 5).

FLUXOGRAMA 5 — FRACIONAMENTO DAS FRACOES FHR-03, FHR-09, FHR-15 E FHR-18.

FHR-03-01- FHR-03-01- FHR-03-01- FHR-03-01-
01 (36 mg) 02 (6,0 mg) 03 (6,5mg) 04 (5,7 mg)
[ FHR-03 FHR-03-01 ]_[ FHR-03-02 ]_[ FHR-03-03
(82 mq) (57,7 mqg) (7,7 mg) (3,0 mg)
FRH-03-02- FRH-03-02- FHR-09-05- FHR-09-05- FHR-09-05- FHR-09-05-
01(2,3 mg) 02 (1,7 mg) 01 (0,8 mg) 02 (1,0 mg) 03 (0,.9mg) 03 (1,0 mg)

|
FHR-09 FHR-09-01 ]_[ FHR-09-02 ]_[ FHR-09-03 ]__[ FHR-09-04 FHR-09-05
(14,0 mg) (3.8 mg) (3,2 mg) (3.2 mg) (4,3 mg)

L‘ FHR-09-06 H FHR-09-07 FHR-09-08 H FHR-09-09 ]_[ FHR-09-10 FHR-09-11
(3,5mg) (3.4 mg) (6.8 mg) (16,9 mg) (14,4 mg) (10 mg)
FHR-09-08- FHR-09-08- H FHR-09-08-

01 (0,9 mg) 02 (0,8 mg) 03 (3,6mg)

[ FHR-09-08-3- H FHR-09-08-3- FHR-09-08-3-
1(0,7 mg) 2 (0,8 mqg) 3 (1,0mg)

[ FHR-18 FHR-18-01 FHR-18-02 ]_[ FHR-18-03
(55,0 mg) ] I (10,0 mg) (14,8 mg) (12,1 mg)

FHR-15
27.9 mg

NOTA: Em vermelho fragado de partida.
FONTE: A autora (2025).

4.7 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS DE P. aff. divaricatum.

As extragbes foram realizadas com os trés 6rgdos vegetativos da espécie
(folhas, galhos e raizes), porém apenas as folhas apresentaram 6leo essencial em
quantidade (0,13%). O rendimento das extragdes dos 6leos essenciais foi calculado
com base na massa do 6leo essencial em relacdo a massa total das folhas utilizadas
na extragéo (100 g).

O cromatograma resultante da analise por CG-EM do d6leo essencial de das
folhnas de P. aff. divaricatum esta representado na FIGURA 60, e os nomes dos
principais constituintes identificados incluindo seus respectivos indices aritméticos e
porcentagens, estdo na TABELA 11.
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FIGURA 60 - CROMTOGRAMA OBTIDO POR CG-EM DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE P. aff.

divaricatum.

ada b

FONTE: A autora (2021)

TABELA 11 - INDICES ARITMETICOS E IDENTIFICAGAO DOS CONSTITUINTES PRESENTES NO
OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE P. aff. divaricatum

Media Classe
IA CAL IA ADAMS (%) DP Compostos
933 932 1,65 0,31 a-pineno monoterpeno
979 974 1,08 0,01 B-pineno monoterpeno
989 988 0,23 0,14 mirceno monoterpeno
1007 1002 0,89 0,11 a-felandreno monoterpeno
1010 1008 2,22 0,14 3-5-careno monoterpeno
1024 1020 1,14 0,05 p-cimeno monoterpeno
1029 1024 1,80 0,06 limoneno monoterpeno
1031 1025 0,43 0,30 p-felandreno monoterpeno
1045 1044 0,41 0,13 (E)-B-ocimeno monoterpeno
1348 1348 0,63 0,11 a-cubebeno sesquiterpeno
1377 1387 1,99 0,19 B-cubebeno sesquiterpeno
1421 1417 2,19 017 (E)-cariofileno sesquiterpeno
1432 1430 1,25 0,14 B-copaeno sesquiterpeno
1434 1432 3,09 | 025 | a-trans-bergamoteno | Sesauiterpeno
1441 1439 0,40 0,09 aromadendreno sesquiterpeno
1447 1442 0,40 0,10 6,9-guaiadieno sesquiterpeno
1451 1448 0,21 0,05 | cismuurola-3,5-dieno | SeSAuiterpeno
1457 1452 0,40 0,05 a-humuleno sesquiterpeno
1462 1458 0,45 0,06 allo-aromadendreno sesquiterpeno
1477 1478 1,47 0,13 y-muuroleno sesquiterpeno
1483 1480 16,30 0,97 germacreno D sesquiterpeno
1494 1495 4,04 0,72 asaricina arilpropanoide
1497 1500 6,13 0,58 biciclogermacreno | Sesauiterpeno
1508 1505 0,30 0,03 (E.E)-a-fameseno sesquiterpeno
1515 1513 1,80 0,18 y-cadineno sesquiterpeno
1520 1517 8,94 0,21 miristicina arilpropanoide
1523 1521 0,42 0,05 trans-calameneno sesquiterpeno
1534 1533 0,34 0,04 | trans-cadina-1,4-dieno | SeSaulterpeno

Continua
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Continuagao
1539 1537 0,27 0,06 a-cadineno sesquiterpeno
1543 1544 0,55 0,07 a-calacoreno sesquiterpeno
Sesquiterpeno
1549 1548 1,99 0,38 elemol oxigendo
Sesquiterpeno
1579 1577 5,54 0,41 espatulenol oxigenado
1619 1620 7,23 0,81 dilapiol arilpropanoide
Sesquiterpeno
1635 1630 1,38 0,38 y-eudesmol oxigenado
Sesquiterpeno
1646 1640 1,41 0,14 epi-a-muurolol oxigenado
Sesquiterpeno
1649 1644 0,74 0,32 a-muurolol oxigenado
Sesquiterpeno
1658 1652 4,97 0,90 a-eudesmol oxigenado
eudesma-4(15),7-dien-1- | Sesquiterpeno
1692 1687 0,33 0,03 B-ol oxigenado
Classe dos compostos
Monoterpenos 9,85
Sesquiterpenos 38,59
Sesquiterpenos oxigenados 16,36
Arilpropanoides 20,21
Total 85,01

NOTA: 2 indice aritmético calculado, ° indice aritmético da literatura (ADAMS, 2007). DP - Desvio padrao.
*Compostos majoritarios encontram-se em negrito. FONTE: A autora (2021).

Pela analise CG-EM identificou-se 38 constituintes perfazendo a maior parte da
composicdo do Odleo (85,01%). O Oleo essencial revelou ser constituido
predominantemente por sesquiterpenos (38,59%), seguido de arilpropanoides
(20,21%), sesquiterpenos oxigenados (16,36%) e em menor propor¢cdo monoterpenos
(9,85%).

Os compostos majoritarios identificados foram germacreno D (16,30%),
miristicina (8,94%), dilapiol (7,23%), biciclogermacreno (6,13%), espatulenol (5,54%),
a-eudesmol (4,97%), asaricina (4,04%) e trans-a-bergamoteno (3,09%) (FIGURA 61).

Os demais constituintes ocorrem em menores concentragdes.
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FIGURA 61 - COMPONENTES MAJORITARIOS DO OLEO ESSENCIAL DE P. aff. divaricatum
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FONTE: A autora (2021).

Em comparagdo com Piper divaricatum, os principais compostos descritos na
literatura foram os arilpropanoides metileugenol e eugenol, metabdlitos secundarios
frequentemente identificados nos 6leos essenciais dessa espécie. Essas substancias
tém sido associadas a diversas atividades bioldgicas, como ag¢des antibacteriana,
antioxidante e antifungica (CORPES, 2019; OLIVEIRA et al., 2019; MEIRELES et al.,
2016; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2010). No entanto, outro exemplar de P.
divaricatum apresentou 6leo essencial das folhas com alto teor de safrol, indicando a
possivel existéncia de um quimiotipo distinto. Esse 6leo demonstrou atividade positiva
contra bactérias gram-negativas (BARBOSA et al., 2012). Além disso, Vilhena et al.
(2019) relataram o uso do 6leo como agente anestésico na sedagao de peixes,
enquanto Jaramillo-Colorado et al. (2019) evidenciaram seu forte potencial herbicida

contra Lolium perene.

Ha poucos relatos de estudos fitoquimicos e biolégicos com extratos brutos de
P. divaricatum. Trés substancias foram isoladas por Chaves (2018) dos extratos
hex:AcOEt das raizes: piperlonguminina, cujo nome quimico & (2E,4E)-5-(1,3-
benzodioxol-5il)-N-(2-metilpropil)-2,4-pentadienamida, o acido 5-(2°E,6’'E,10°E)-
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3’,7,11°,15'-tetrametilhexadeca-2’,6’,10’,14’tetraenil)-3,4-dihidroxi benzoico e acido 5-
(2’E,6'Z,10'E)-7’-(hidroximetil)-3’,11’,15’ -trimetil-hexadeca-2’,6’,10’,14’-tetraenil)-3,4-
dihidroxi benzoico (FIGURA 62).
FIGURA 62 - ESTRUTURAS QUIMICAS DE COMPOSTOS ORIUNDOS DO EXTRATO DE P. divaricatum
(0]
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dihidroxi benzoico

A composicao do 6leo essencial, embora forneca informacgdes relevantes sobre
os metabdlitos volateis presentes em uma espécie ndo sao suficientes, por si so, para
a diferenciacao precisa entre espécies do género Piper. Por outro lado, os extratos
brutos, obtidos por solventes organicos, apresentam uma variedade mais ampla de
compostos, incluindo metabdlitos polares e nao volateis, como alcaloides, flavonoides
e amidas. Essa caracteristica os torna mais adequados para estudos
quimiotaxonémicos, como apontado por Facundo et al. (2008).
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4.8 AVALIACAO DOS RESULTADOS BIOLOGICOS

A analise antibacteriana dos extratos e 6leo essencial de P. aff. divaricatum
mostrou atividade promissora para S. aureus, S. epidermidis e E. coli, conforme
mostrado na TABELA 12. Foram inativos para os microrganismos B. subtilis, S.

choterasuis, P. aeruginosa e C. albicans até a concentracdo de 2,0 mg mL™.

TABELA 12 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (CIM — CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA E CBM —
CONCENTRAGCAO BACTERICIDA MINIMA) PARA OS EXTRATOS DE P. aff. divaricatum.

CIM mg mL™

Microrganismos
Staphylococcus Staphylococcus Escherichia

Amostras

aureus epidermides coli
Folhas - Hexano 0,500 1,000 0,500
Folhas - Acetato de Etila 0,062 0,500 0,250
Folhas - Metanol * * *
Galhos - Hexano 0,062 0,500 0,031
Galhos - Acetato de Etila 0,031 0,250 0,250
Galhos - Metanol 0,062 0,500 0,500
Raizes - Hexano 0,015 0,062 0,031
Raizes - Acetato de Etila 0,015 0,031 0,031
Raizes - Metanol 0,125 2,000 0,500
Oleo Essencial 0,125 0,500 0,500
Cloranfenicol/nistatina 0,008 0,008 0,004
CBM mg mL"
Folhas - Hexano 0,500 * 2,000
Folhas - Acetato de Etila 0,050 2,000 0,250
Folhas - Metanol * * *
Galhos - Hexano 0,062 2,000 0,250
Galhos - Acetato de Etila 0,062 1,000 0,031
Galhos - Metanol 0,062 0,500 0,250
Raizes - Hexano 0,015 0,062 0,031
Raizes - feetato de 0,015 0,031 0,031
Raizes - Metanol 0,125 2,000 0,500
Oleo Essencial 0,125 1,000 1,000

NOTA: CBM e CIM >2,0 mg mL™", *amostras ndo apresentaram atividades.
FONTE: A autora (2021).

Segundo Duarte (2006) pode ser considerado promissores e demonstram
atividade antimicrobiana quando a CIM é até 500 ug mL ™ forte inibicdo, valores entre
600 e 1500 pg mL™" é moderada, e acima de 1600 pg mL™ é fraca inibigao.

Pode ser observado que o maior efeito exercido sobre os microrganismos,

consequentemente a menor concentragdo para a inibicdo completa do crescimento
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dos organismos, foi frente a bactéria Gram-positiva S. aureus (TABELA 12). Em
concentragdes menores como 0,500 mg mL™ do extrato em hexano — folhas e, 0,015
mg mL" para os extratos em hexano e acetato de etila — raizes, ocorreu a agdo
inibitéria minima, destacando assim a atividade bactericida do extrato e do OE de P.
aff. divaricatum.

Com relagédo a concentragdo bactericida minima (CBM) novamente S. aureus
apresentou inibicao com a menor concentragéo, sendo de 0,015 mg mL™ nos extratos
de hexano e acetato de etila — raizes.

E possivel observar que S. aureus teve a maior inibicio e com os menores
teores de concentracbes, se mostrando mais sensivel frente aos extratos e OE
testados.

As fracbes do extrato de raizes em hexano foram submetidas a ensaios de
atividade antimicrobiana (TABELA 13) e se mostraram promissoras. Para B. subtilis e

P. aeruginosa foram inativas até a concentragdo de 2,0 mg mL"™.

TABELA 13 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CIM E CBM PARA AS FRACOES FHR-10, FHR-13 E FHR-
14 DO EXTRATO DAS RAIZES EM HEXANO DE P. aff. divaricatum.

CIM mg mL™

Microrganismos
Staphylococcus  Staphylococcus Escherichia  Candida Salmonella

Amostras

aureus epidermides coli albicans  choleraesuis

FHR-10 0,015 0,125 0,50 0,0078 *

FHR-13 0,0078 0,125 1,00 0,0620 *

FHR-14 0,031 2,00 2,00 * 2,00
Cloranfenicol/ 0,008 0,008 0,004 0,002 0,004

nistatina

CBM mg mL"

FHR-10 * * 1,00 0,0078 *

FHR-13 * * 2,00 0,0620 *

FHR-14 * * * * *

NOTA: CBM e CIM >2,0 mg mL™", *amostras ndo apresentaram atividades.
FONTE: A autora (2021).

As fragdes FHR-10, FHR-13 e FHR-14 mostraram-se eficientes na inibicdo ao
crescimento frente a espécie de bactéria Gram-positiva S. aureus (0, 015 e 0,0078 e
0,031 mg mL™, respectivamente). No entanto, apenas a fragdo FHR-14 foi seletiva na
inibicdo desse microrganismo. Observou-se forte inibicado de C. albicans nos testes
com as fracbes FHR-10 e FHR-13. Estas fracbes sao muito promissoras para o
controle desses dois microrganismos, com valores de CIM proximos ao controle.

Considerando a CBM e CFM, somente a Gram-negativa E. coli e a levedura C.
albicans apresentaram inibicdo, sendo as menores concentragdes para a levedura
C.albicans (0,0078 e 0,00620 mg mL™).
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Cabe destacar a importancia das fracbes resultantes do extrato bruto das
raizes em hexano e inibicbes observadas. Em alguns casos a inibicao ocorreu em
concentragdes menores, exemplo a fragdo FHR-13 (0,0078 mg mL™") e, em outros
casos foram muito similares quando comparadas com o extrato bruto. As fracbes
conseguiram inibir um numero maior de microrganismos quando comparados ao
extrato bruto, no entanto, apenas dois microrganismos, E. coli e C. albicans
apresentaram CBM e CFM.

Estudos envolvendo éleos essenciais e extratos brutos de espécies do género
Piper tém apresentado resultados promissores, evidenciando agédo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, corroborando com os resultados obtidos. Tal feito
foi observado, por exemplo, nos 6leos essenciais e extratos de folhas de P.abutilodes,
P. aduncum, P. marginatum, P.molicomum, P. rivinoides Kunth, P. tuberculatum e P.
regnellii (BASTOS, et al., 2023; LEAL et al., 2019; LIMA et al., 2018; DA SILVA, et al.,
2017; PESSINI et al., 2003; FIGUEIRA et al., 2003).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

A analise dos perfis quimicos dos extratos das folhas, galhos e raizes em
hexano, acetato de etila e metanol foram feitos utilizando a técnica de CLAE. Podem
ser observadas diferencas em relacdo ao solvente extrator e o 6rgéo vegetativo e
pelas analises quimiométricas (ACP) foi possivel observar os sinais responsaveis pela
influéncia nos extratos.

O estudo do extrato de raizes em hexano resultou em seis substancias
identificadas entre elas, destacam-se dois meroterpenoides, (E)-2-(4’,8-dimetilnona-
3, 7’-dien-1-il)-2-metil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila (substancia 2) e (E)-2-(4’,8'-
dimetilnona-3’,7’-dien-1-il)-8-hidroxi-2-metil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila
(substancia 4), ambos descritos pela primeira vez na literatura. Além disso, foram
encontrados dois derivados de acido benzoico, 4-nerolidilcatecol (substancia 3) e (E)-
4-(3’,7’-dimetilocta-2’,6’-dien-1-il)-3-hidroxibenzoato de metila (substancia 5), bem
como um arilpropanoide, a asaricina (substancia 1), e um sesquiterpeno aciclico
oxigenado, o (E) nerolidol (substancia 6).

Na atividade antimicrobiana, os resultados foram excelentes para o extrato
hexanico de raizes, considerando a concentracao utilizada para a inibicdo dos
microrganismos S. aureus, S. epidermidis e E. coli. As fragbes desse extrato também
foram muito ativas para os mesmos microrganismos, além dos ja citados, para C.
albicans e Salmonella choleraesuis, havendo inibicdo com alguns teores inferiores ao
extrato bruto.

No 6leo essencial foram identificados 38 constituintes perfazendo a maior parte
da sua composicdo (85,01%). O Oleo essencial revelou ser constituido
predominantemente por sesquiterpenos, seguido de arilpropanoides, sesquiterpenos
oxigenados e em menor propor¢do monoterpenos.

Os compostos maijoritarios identificados foram germacreno D, miristicina,
dilapiol, biciclogermacreno, espatulenol, asaricina, a-eudesmol e trans-a-bergamoteno.
Desta maneira, tendo em vista os resultados apresentados quanto suas atividades
biolégicas, a continuidade desde estudo é de grande importadncia e apresenta um

enorme potencial de descobrimento de substancias bioativas.
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FIGURA 63 - ESPECTRO DE RMN 'H (400 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 2, ORIUNDA DA FRAGAO
FHR-05-07-03
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FIGURA 64 - ESPECTRO DE RMN "°C (400 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA 2, ORIUNDA DA FRAGAO
FHR-05-07-03
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FIGURA 65 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-"*C (400 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA 2,
ORIUNDA DA FRACAO FHR-05-07-03
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FIGURA 66 - MAPA DE CORRELACAO 'H-C A LONGA DISTANCIA (400 MHz, CDCls) DA
SUBSTANCIA 2, ORIUNDA DA FRACAO FHR-05-07-03
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FIGURA 67 - MAPA DE CORRELAGAO "H-'H (400 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA 2, ORIUNDA DA
FRAGCAO FHR-05-07-03
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FIGURA 68 - ESPECTRO DE RMN 'H (400 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 3, ORIUNDA DA FRAGAO
FHR-07-07-03
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FIGURA 69 - ESPECTRO DE RMN "°C (400 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA 3, ORIUNDA DA FRAGAO
FHR-07-07-03
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FIGURA 70 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-"*C (400 MHz, CDCl;) DA SUBSTANCIA 3,
ORIUNDA DA FRACAO FHR-07-07-03
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FIGURA 71 - MAPA DE CORRELACAO 'H-®C A LONGA DISTANCIA (400 MHz, CDCIz) DA
SUBSTANCIA 3, ORIUNDA DA FRACAO FHR-07-07-03
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FIGURA 72 - ESPECTRO DE RMN 'H (400 MHz, CDCl3) DA SUBSTANCIA 3, ORIUNDA DA FRAGAO
FHR-07-08-03
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FIGURA 73 - ESPECTRO DE RMN "°C (400 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA 3, ORIUNDA DA FRAGAO
FHR-07-08-03
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FIGURA 74 - MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H-*C (400 MHz, CDCls) DA SUBSTANCIA 3,

ORIUNDA DA FRACAO FHR-07-08-03
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FIGURA 75 - MAPA DE CORRELACAO 'H-C A LONGA DISTANCIA (400 MHz, CDCIl;) DA
SUBSTANCIA 3, ORIUNDA DA FRACAO FHR-07-08-03
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