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RESUMO

CUNHA, Carolina Passos. Contribuicdo na investigacio fitoquimica de Glycine max
(soja) e Dipteryx odorata (cumaru) - otimizacio de analise cromatografica e
caracterizacido estrutural de flavonoides. 2013. 138p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica,
Quimica de Produtos Naturais) Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Os flavonoides sdo metabdlitos especiais biossintetizado pelo metabolismo de organismos
vivos, pertencem ao grupo dos compostos fendlicos e possuem atividade antioxidante. Nos
graos de Glycine max (soja) sdo encontradas os flavonoides daidzina, daidzeina, glicitina,
gliciteina, genistina e genisteina, que possuem atividade estrogénica. A andlise destes
compostos em soja e produtos derivados € realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e leva em média 45 minutos, sua quantificacdo depende da aquisicdo de padrdes
analiticos comerciais, o que acarreta um custo elevado a andlise. A espécie Dipteryx odorata é
pertence a familia Leguminoseae, suas sementes possuem valor comercial, pois sdo usadas na
inddstria de cosméticos e perfumes devido a presenca de cumarina, além de ser usada
popularmente como um fitoterdpico. Alguns flavonoides ja foram identificados nas sementes,
porém seu endocarpo ainda ndo foi investigado quanto ao conteido de flavonoides. Este
trabalho propds a otimizacdo da separagdo cromatografica dos flavonoides de Glycine max e
Dipteryx odorata por cromatografia liquida de alta eficiéncia, isolamento automatizado destes
flavonoides com o emprego da vélvula Rheodyne®, caracterizacdo estrutural por métodos
espectroscopicos, como espectrometria de massas, ultravioleta e ressonancia magnética
nuclear envolvendo técnica uni e bi-dimensionais. Além da otimizacdo da andlise
cromatogrifica de isoflavonas da soja em coluna de 2.4um. Os flavonoides daidzina,
daidzeina, glicitina, gliciteina, genistina e genisteina isolados da Glycine max foram aplicados
como padrdes analiticos, reduzindo o custo da andlise. Na espécie Dipteryx odorata foram
identificados os flavonoides butina, isoliquiritigenina, luteolina, buteina, sulfuretina e 3°,4’,7-
dihidroxiflavona. Sendo que luteolina, buteina e 3’,4°,7-trihidroflavona nao haviam sido
identificados nesta espécie anteriormente. Além disso, a otimizacdo da andlise de isoflavonas
proporcionou reducdo de 77% no tempo de anélise € 78% no volume de residuo gerado.

Palavras-chave: flavonoides, Glycine max, Dipteryx odorata.



ABSTRACT

CUNHA, Carolina Passos. Contribution to the phytochemical investigation of Glycine
max (soybean) and Dipteryx odorata (tonka bean) - optimization of chromatographic
analysis and structural characterization of flavonoids. 2013. 138p. Dissertation (Master
Science in Chemistry, Chemistry Natural Products) Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2013.

The flavonoids are special metabolites biosynthesized by the metabolism of living organisms,
they belong to the group of phenolic compounds and have antioxidant activity. In grains of
Glycine max (soybean), the flavonoids found are daidzin, daidzein, glycitin, glycitein, genistin
and genistein, these have estrogenic activity. The analysis of these compounds in soy and soy
products is performed by high performance liquid chromatography and takes about 45
minutes, and its quantification depends on the acquisition of commercial analytical standards,
which carries a high cost to the analysis. The species Dipteryx odorata belongs to the
Leguminoseae family and its seeds have commercial value, because are used in cosmetics and
perfumes industry, by the presence of coumarin, and is popularly used as herbal medicine.
Certain flavonoids have been identified in the seeds, but its endocarp has not yet been
investigated as to the content of flavonoids. This paper proposed the optimization of
chromatographic separation of flavonoids from Glycine max and Dipteryx odorata by high
performance liquid chromatography, automated isolation of flavonoids with employment of
Rheodyne® valve, structural characterization by spectroscopic methods such as mass
spectrometry, ultraviolet and nuclear magnetic resonance involving uni and bi-dimensional
technique. Besides the optimization of chromatographic analysis of soy isoflavones with
2.4um column. The flavonoids daidzin, daidzein, glycitin, glycitein, genistin and genistein
isolated from Glycine max were used as analytical standards, reducing the cost of the analysis.
In the Dipteryx odorata were identified the flavonoids butin, isoliquiritigenin, luteolin, butein,
sulfuretin and 3',4',7-dihidroxiflavon. Since luteolin, and butein 3',4',7-trihidroflavon had not
been previously identified in this species. Furthermore, the optimization analysis of
isoflavones provided 77% reduction in analysis time and 78% in volume of waste generated.

Keywords: flavonoids, Glycine max, Dipteryx odorata.
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1. INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais visa separacdo, elucidacdo estrutural e caracterizagao
dos constituintes das plantas, contribuindo com diversas areas da ciéncia. Este ramo da
quimica foi a base da quimica medicinal e atualmente grande parte dos medicamentos sdao
baseados em estruturas metabolizadas pelas plantas. Além de ser importante no estudo
quimiotaxondmico das espécies vegetais. O interesse por esse ramo da ciéncia influenciou o
desenvolvimento de tecnologias de separacdo, como a cromatografia, e de métodos
espectroscopicos como UV, EM e RMN que sdo as ferramentas primordiais utilizadas pelos
quimicos de produtos naturais.

Os flavonoides, metabdlitos especiais biossintetizado pelo metabolismo de organismos
vivos, pertencem ao grupo dos compostos fendlicos que possuem em sua estrutura
fundamental quinze dtomos de carbono, contendo esqueleto basico difenilpropano (CsC3Cy)
com dois anéis benzénicos conectados por trés dtomos de carbono. A forma em que os trés
carbonos centrais, entre os dois grupos fendlicos, sdo encontrados na natureza e seu estado de
oxidagdo, ddo origem ao esqueleto bdsico das subclasses dos flavonoides: chalconas,
dihidrochalconas, auronas, dihidroauronas, isoflavonas, dihidroisoflavonas, flavonas,
flavanonas, flavondis, dihidroflavondis, flavanas e antocianidinas.

A Dipteryx odorata é uma leguminosa nativa no Brasil que possui valor comercial
devido ao alto teor de cumarina em suas sementes, que sao usadas na industria de cosmético e
perfume. Popularmente, suas sementes sao usadas como um fitoterdpico, no auxilio do
tratamento de ulcera, otite problemas respiratorios e cardiacos. Alguns flavonoides ja isolados
de diversas partes desta espécie foram isoflavonas, auronas e chalconas, porém seu endocarpo
ainda nao foi investigado quanto ao contetido destes compostos.

A Glycine max L. Merrill € uma leguminosa considerada um alimento funcional, além
de ser rico em proteina possui componentes benéficos a saide humana. Seu consumo esta
associado a reducdo de risco de vdrias doengas, como cancer de mama, prostata e outras
formas de cancer hormdnio dependentes, osteoporose e doencas cardiacas. As isoflavonas sdao
compostos da classe dos flavonoides, encontradas em leguminosas, dentre elas na soja. Elas
tétm sido foco de muitos estudos, pois podem funcionar como moduladores hormonais
naturais.

A andlise de isoflavonas em soja e produtos derivados em geral € feita por CLAE-DAD.

O método de cromatogréfico oficial emprega coluna de Sum, o que acarreta uma tempo longo
1



de andlise, em média 45 minutos. Substituir essa coluna por uma com menor particula
reduziria este tempo. A quantificacdo destes compostos depende da obtencdo de padrdes
cromatograficos, o que gera alto custo para os laboratérios que a realizam, pois a aquisi¢ao
destes, geralmente depende de importagao. Uma alternativa seria o isolamento destes padroes
no proprio laboratdrio.

A contribuicdo cientifica esperada por este trabalho é a otimizacdo da separacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos flavonoides de Glycine max e Dipteryx
odorata com isolamento automatizado através da vélvula Rheodyne® e caracteriza¢do
utilizando métodos espectroscopicos, como espectrometria de massas (EM), ultravioleta (UV)
e ressonancia magnética nuclear (RMN) envolvendo técnica uni e bi-dimensionais. O
emprego das isoflavonas isoladas de Glycine max como padrdoes em escala analitica.
Investigacdo fitoquimica dos flavonoides do endocarpo de Dipteryx odorata. E otimizagao da
andlise de isoflavonas em coluna de 2,4um para procedimentos de rotina, viabilizando

reduc¢do no tempo e residuo gerado pelo laboratério.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Flavonoides

Os flavonodides sao metabolitos especiais biossintetizados por organismos vivos que
pertencem ao grupo dos compostos fendlicos. Nas plantas estdo envolvidos em mecanismos
de resposta contra o estresse, como o causado pela elevacdo da radiagdo UV-B e infeccao por
microorganismos ou ataque herbivoro. Desempenham um papel importante na interacdo com
insetos e na fertilidade de algumas espécies. (HARBORNE & WILLIAMS, 2000).
Principalmente as antocianinas e flavondis, atuam nas plantas atraindo polinizadores e
disseminadores de sementes. Além da pigmentacdo em frutas, flores, sementes e folhas
(RICE-EVANS, 2004).

Estes compostos sdo um grupo de substincias naturais que possuem em sua estrutura
fundamental quinze 4tomos de carbono, constituido de um esqueleto de difenilpropano
(C6C5Cs), dois anéis benzénicos (A e B) conectados por trés dtomos de carbono (C) (Figura
1). Podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de outras estruturas que
contenham flavondides, como as flavolignanas, porém freqiientemente ocorrem como
glicosideos. Atualmente ja foram identificados cerca de 6500 flavondides, o maior trabalho
publicado foi “The Handbook of Natural Flavonoids”, onde foram listados 6467 flavondides
contendo estrutura, referéncia e informacdo sobre atividade biol6gica (HARBORNE

&WILLIANS, 2000).

Figura 1. Esqueleto basico dos flavonoides

O grau de oxidagao dos trés carbonos centrais, entre os dois grupos fendlicos, e a forma
de conexdo com os anéis A e B, ddo origem ao esqueleto basico das subclasses dos
flavondides:  chalconas, dihidrochalconas, auronas, dihidroauronas, isoflavonas,
dihidroisoflavonas, flavonas, flavanonas, flavondis, dihidroflavondis, flavanas e

antocianidinas (Figura 2).
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Figura 2. Esqueleto basico das subclasses dos flavonoides

Os flavonodides recebem considerdvel atencdo na literatura, especificamente por sua
importancia bioldgica e fisioldgica (RIJKE et al, 2006). Diversos efeitos benéficos a saide
humana vém sendo atribuidos aos flavonodides, acredita-se que esses efeitos baseiam-se
principalmente na atividade antioxidante atuando como seqiiestradores de radicais livres
(PRIOR & CAO, 2000) e quelantes de metais (TERAO & PISKULA, 1999). Estudos
mostraram que uma dieta rica nesses compostos estd associada ao baixo risco de algumas
formas de cancer (KNEKT, 1997; NEUHOUSER, 2004) e doencas cardiovasculares
(HERTOG et al, 1997, YOCHUM, 1999), além de alguns possuirem atividade estrogénica
(MIKSICEK, 1995). Quantidades considerdveis de flavonoides sdo consumidas diariamente
na dieta de vegetais e frutas, os efeitos adversos no homem ndo s@o intensos (YANES et al.,
2013).

A presenca da carbonila em C-4 e uma dupla ligacao entre C-2 e C-3 s@o caracteristicas
importantes para alta atividade anti-oxidante nos flavonoides. Buteina e outros 3,4-

dihidroxichalconas sdo mais ativas que suas flavonas andlogas por causa da sua habilidade de



deslocalizagdo eletronica. Tratando-se de orto-dihidroxiflavonoides a acdo como quelante de
metais é um importante fator na atividade anti-oxidante (YANES et al., 2013).

As isoflavonas tém recebido atencdo especial, pois podem funcionar como moduladores
hormonais naturais (WOLFF et al., 2006; VIEIRA et al., 2007; LIU et al., 2010, REITER et
al., 2009, SANCHES et al.,, 2010) por possuirem similaridades funcionais ao estrogénio
humano 17-B-estradiol (GENOVESE & LAJOLO, 2002; MESSINA et al., 2006), sendo uma
aplicacdo bastante conhecida das isoflavonas durante a pds-menopausa, esse tratamento reduz
o risco de perda da densidade dssea e osteoporose (SHIDD-WISE et al., 2011, WEY et al.,
2012, BYUN & LEE, 2010). Além de possuir atividade antioxidante (LIANG et al., 2010,
BARBOSA et al., 2011). Genisteina e daidzeina suprimiram respostas inflamatérias na pele
de ratos que estariam associadas ao processo de cancer de pele (KHAN et al., 2012). Estudos
sugerem que o consumo das isoflavonas da soja na dieta estd associado a reducdo da
severidade da asma e doengas inflamatdrias das vias aéreas (BAO et al., 2011).

Estudos recentes relatam atividade anticarcinogénica, anti-inflamatéria (LEE et al.,
2010) e atenuacdo da inflamacdo alérgica das vias aéreas em ratos para a sulfuretina (SONG
et al., 2012). Resultados preliminares sugerem que buteina € um potencial agente contra
doencas neurodegenerativas (CHO et al., 2012) e cancer de bexiga (ZHANG et al., 2008).
Isoliquiritigenina isolada de frutos de Dipteryx odorata apresentou efeito preventivo para
cancer de mama em ratos. (JANG et al., 2003). Em ensaios in vitro inibiu o desenvolvimento
de cancer de prostata (KANAZAWA et al., 2003), rins e pulmido (YAMAZAKI et al., 2002).
A luteolina tem apresentado efeito em véarios tipos de células cancerigenas, pois induz a

apoptose (LEUNG et al., 2005; MICHELS et al., 2005; CHOl et al., 2011).

2.1.1. Rota biossintética

Os flavonoides s3o metabdlitos produzidos através do metabolismo especial
(secundario) das plantas. Metabdlitos primdrios, como o agucar, sdo largamente distribuidos
na natureza sendo necessdrio para o desenvolvimento fisiolégico, por exemplo; a divisdo
celular, crescimento e reprodugdo. Os metabolitos especiais sao derivados dos metabdlitos
primdrios e encontrados, principalmente em plantas e algas. Nas plantas, estdo envolvidos na
necessidade de adaptacdo ao seu ambiente; por exemplo; pigmentacdo, mecanismos de defesa

quimica, produtos finais de adaptagdo quimica a ambientes de estresse, sdo induzidos pela



radiacao solar, sendo sintetizado por tipos de células especializadas em diferentes estigios de
desenvolvimento da planta ou durante doenca (YANES et al., 2013).

A biossintese sugere a rota pela qual os metabdlitos sdo sintetizados nos organismos
vivos. Os produtos do metabolismo especial sdo divididos conforme caracteristicas no
esqueleto basico, sendo que cada grupo de metabdlitos especiais possui um precursor na rota
biossintética. O conhecimento da rota biossintética das classes de metabdlitos, aliado aos
dados espectroscopicos € importante no processo de elucidagdo estrutural de produtos
naturais.

A rota biossintética dos flavonoides é considerada uma via mista, pois o esqueleto basico
dos flavonoides resulta de rotas biossintéticas distintas: a via do dcido chiquimico e a via do
acetato. A via do dcido chiquimico origina o 4cido cindmico, sendo esta via responsdvel pela
formacdo do anel B e a ponte de trés 4tomos de carbono. O anel aromdtico A, € originério da rota
do acetato.

A via do 4cido chiquimico se inicia com a reagcao do fosfoenopiruvato com eritrose-4-
fosfato para obtencdo de 3-deoxi-D-arabino-hept-2-ulosonato-7-fosfato. Esta reacdo ¢ um tipo
de condensacdo alddlica, catalisada pela enzima deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato
sintase (DAHP Sintase). Em seguida a dehidroquinato sintase (DHQ Sintase) catalisa a
conversdao de 3-deoxi-D-arabino-hept-2-ulosonato-7-fosfato em dcido 3-dehidroquinico. A
dehidroquinato desidrogenase (DHQ Desidrogenase) promove a desidratacdo do &4cido 3-
dehidroquinico a dcido 3-dehidrochiquimico via um intermedidrio iminico. A incorporacao de
uma molécula de fosfoenopiruvato ao 4cido chiquimico ocorre via uma reagdo de adicdo e
eliminacdo gerando 4cido 3-enolpiruvilchiquimico 3-fosfato (EPSP) € catalisada pela enzima
3-enolpiruvilchiquimico 3-fosfato sintase (EPSP Sintase). A transformac¢do de EPSP em acido
corismico envolve uma eliminacdo-1,4 de 4cido fosférico. A transformacdo do 4cido
corismico a dcido prefénico ocorre via rearranjo de Claisen, com transferéncia do derivado do
fosfoenolpiruvato. Esta reacdo ¢é catalisada pela enzima corismato mutase. Com a
descarboxilagdo e aromatizacdo do acido prefénico forma-se o &cido fenilpirivico. Que
posteriormente sofre transamina¢do formando a fenilalanina. A enzima fenilalanina amodnia
liase (PAL) catalisa e elimina¢do da amodnia para formacdo do dcido cindmico (Esquema 1;

DEWICK, 2002).
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A formacgdo do anel A ocorre pela via do acetato, através da condensagcdo com trés
moléculas de malonil CoA. A enzima cinamato 4-hidroxilase converte dcido cindmico em
acido p-cumdrico e entdo o grupo acetil-CoA ¢ adicionado pela enzima CoA ligase. O produto

¢ transformado em chalcona pela enzima chalcona sintase. O Esquema 2 apresenta a via do

acetato.
Clnamato
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X
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OH
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Esquema 2. Via do acetato

Chalconas sdo precursores dos demais flavonoides (Esquema 3), a maioria contendo um
heterociclo de seis membros, formado por uma reacao tipo Michael pelo ataque nucleofilico
do fenol a posicdo B da cetona o,B-instaurada. A chalcona é transformada em flavanona
através de reacdo catalisada pela enzima chalcona isomerase (DEWICK, 2002). A flavanona é
precursora das flavonas, isoflavonas e dihidroflavonéis. A introdu¢do de uma ligagdao dupla

ligac@o entre C, e C; € necessdria para a formacgdo das flavonas e flavondéis, sdo descritas duas
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flavonas sintase nesta conversdo: a flavona sintase I (dioxigenase) e a flavona sintase II
(monoxigenase). A formacdo do esqueleto aurdnico a partir da chalcona é catalisada pela enzima
aureusidin sintase (NAKAYAMA, 2002). Modifica¢des na oxigenagdo dos anéis aromaticos,
normalmente ocorrem no estdgio de flavanona ou dihidroflavonol. Também € possivel que
ocorram etilagdes, metilacdes, glicosilacdes, isoprenilacdes, entre outras modificagdes

gerando uma enorme gama de compostos (YANES et al., 2013).

OH OH
HO OH HO (@) =
Chalcona isomerase
—>
OH (0] OH (0]
Chalcona Flavanona
éillllrtzssledm Flavona sintase I e 11
OH
HO (@)
OH (0]
Aurona OH Flavona

Esquema 3. Formagao das subclasses dos flavonoides a partir da chalcona

Os isoflavonoides formam uma subclasse distinta de flavonoides, contendo uma
variacdo estrutural, na qual o anel aromdtico derivado do chiquimato migrou para o carbono
adjacente do heterociclo. Este processo enzimdtico depende do citocromo P450 e requer
NADPH e O, como cofatores. Um mecanismo radicalar é proposto (Esquema 4). Este
rearranjo € raro na natureza fazendo com que os isoflavonoides sejam praticamente restritos a
familia Leguminosae/Fabaceae. Centenas de isoflavonoides foram identificados, sua
variedade estrutural ocorre através de reagdes de hidroxilacao, alquilagdo, variando o nivel de

oxidag¢ao do heterociclo ou formacao de ciclos adicionais (DEWICK, 2002).



Isoflavona

Esquema 4. Formagao do esqueleto isoflavonico

2.2. Cromatografia liquida um breve histérico

O botanico russo, Mikhail Semenovich Tswett, observou a separacdo de componentes
do extrato de folhas em coluna de vidro recheada com carbonato de célcio e eluigdo com éter
de petréleo (COLLINS et al. 2006). Tswett foi o primeiro a interpretar o processo
cromatografico com € aceito hoje e utilizou o termo cromatografia para descrever as zonas
coloridas que se separavam dentro da coluna (MORHY, 1976). Seu mais importante trabalho
referente  a cromatografia foi publicado, em 1906; ‘“Adsorptionsanalyse und
chromatographische Methode. Anwendungen auf die Chemie des Chlorophylls” (Analises de
adsorcdo e método cromatogréfico: aplicagdes na quimica da clorofila). Até 1919 publicou
varios trabalhos e um livro, descrevendo materiais adsorventes usados para cromatografia
(VALENTE et al. 1983).

A cromatografia ndo foi bem aceita pelos cientistas da época e permaneceu esquecida
por quase 25 anos. Uma das razdes foi que os resultados que Tswett obteve com a separagao
das clorofilas a e b, discordavam do resultado obtido por Willstitter, professor de quimica
organica em Munique, no qual obteve, por cristalizacdo fracionada, somente uma clorofila.

Por acreditar no método cldssico, Willstitter acreditava na decomposicao da clorofila durante
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o processo de adsor¢do de Tswett (ENGELHARDT, 2004; LIVENGOOD, 2009), atualmente
sabemos da existéncia das clorofilas a e b.

Antes de Tswett, em 1834, Runge usou tecido e papel para testar a separacao de mistura
de corantes de extrato de plantas (VALENTE et al. 1983). Beyerinck em 1889 utilizou sé6lidos
em camada delgada sobre vidro, para a separacdo circular de misturas de sais inorganicos
(COLLINS et al. 2006).

Kuhn e Lederer repetiram as experiéncias de Tswett na separacdo de xantofilas da gema
de ovo. Em 1940, Wilson publicou o primeiro tratamento tedrico sobre cromatografia
(VALENTE et al. 1983). Em 1941 Martin e Synge publicaram um trabalho onde descreveram
a cromatografia liquido-liquido e introduziram o conceito da altura de um prato tedrico, além
disso discutiram a possibilidade da fase mével ser um gids (MARTIN & SYNGE, 1941). Em
1956 van Deemter e colaboradores definiram a relacdo entre a altura equivalente a um prato
tedrico e parametros experimentais das colunas, a chamada equacdo de van Deemter (VAN
DEEMTER et al., 1956). Martin e Howard desenvolveram a cromatografia liquida aplicando
as fases reversas. Moore e Stein mecanizaram o processo de cromatografia, usando uma
bomba peristéltica, aplicando na separagdo de aminodcidos e derivatizagdo pds-coluna com
ninhidrina, usando um fotdmetro como detector (COLLINS et al., 2006).

Na década de 1960 foram desenvolvidos enchimentos para CLAE. Primeiramente
surgiram as particulas peculiares (particula ndo porosa recoberta com material poroso) de
troca idnica, desenvolvidas por Horvath. Nesta época as particulas eram rigidas e tinham
diametro entre 40 e 50um e resistentes as pressdes impostas pela CLAE (MALDANER &
JARDIM, 2009). Em 1969 surgiram os primeiros sistemas de CLAE comerciais
(ENGELHARDT, 2004). Mais tarde, por volta de 1970 foram introduzidas as particulas
totalmente porosas com diametro de 10um. Mas sé no anos 1980 surgiram as particulas
esféricas com Sum. Com isso as andlises tornaram-se mais rapidas e eficientes. Nickless e
colaboradores desenvolveram fases estaciondrias contendo grupos alquilas quimicamente
ligados, o que ampliou a aplicacdo da técnica (MALDANER & JARDIM, 2009; COLLINS,
2006).
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2.3. Cromatografia Liquida

A cromatografia pode ser clasificada em fase normal e reversa. Quando a fase
estaciondria é mais polar que a fase mével intitula-se cromatografia liquida com fase normal,
o inverso ¢ chamado cromatografia liquida com fase reversa. Outra classificagdo é quanto ao
diametro das colunas; as preparativas tem didmetro de 6-50mm, as analiticas 2-6mm as
microdiametro possuem didmetro menores que 2mm.

As fases modvel e estaciondria utilizadas na cromatografia definem o mecanismo
envolvido no processo de separacdo. Incluindo os processos de adsor¢do, particdo, troca
i0nica, exclusdo e bioafinidade. Os processos de adsorcdo e particdo sdo mecanismos de
separagdo fisicos estdo baseados em interagdes eletrostdticas, incluindo as pontes de
hidrogénio. Quando a fase estaciondria € um sélido ocorre a adsor¢cao do soluto na interface
entre as particulas sélidas e a fase mdvel. No processo de parti¢cdo a fase estaciondria é um
liquido espalhado na superficie de um sélido, neste caso a separacdo baseia-se na diferenca de
solubilidade dos compostos da amostra nas fases moveis e estaciondria.

O mecanismo de exclusdo é um processo mecanico. A separacdo baseia-se no tamanho
das moléculas. A fase estaciondria € constituida de macromoléculas com ligacdes cruzadas
que possuem poros de tamanhos especificos. As moléculas do analito maiores nao entram nos
poros e eluem mais rapidamente, enquanto as moléculas menores sofrem a difusdo nos poros
eluindo com maior tempo de retengao.

No processo quimico de troca iOnica, a separagdo baseia-se nos diferentes graus de
afinidade eletrostatica dos fons. A fase estaciondria € altamente carregada. Desta forma os
trocadores anidnicos tém sitios ativos carregados positivamente, retendo anions, o inverso
ocorre para trocadores catidnicos. Os solutos sao eluidos por deslocamentos com outros ions,

com mesmo tipo de carga (COLLINS et al., 2006).

2.3.1. Cromatografia classica

A separacao cromatografica cldssica € realizada em coluna de vidro com diametro
interno maior ou igual a 10cm, recheada com particulas de 60 a 200um, a fase movel elui pela
forca gravitacional ou pela aplicacdo de pressdo reduzida, as fracdes separadas sdo coletadas
na parte inferior da coluna. Para a obtencao do material puro muitas vezes € necessario uma

nova cromatografia (LANCAS, 2009).
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Este tipo de cromatografia € utilizada por quimicos de produtos naturais desde sua
invenc¢do até os dias de hoje. Pois € eficiente na separacdo/purificacdo grande quantidade de
extratos de plantas e requer material muito simples que pode ser encontrado em qualquer
laboratério de quimica. Porém exige alguma habilidade por parte do analista, utiliza grande
quantidade de solvente na eluicao dos analitos e o tempo empregado € longo e tedioso. A fase
estaciondria usada na separacdo nem sempre pode ser reutilizada, pois parte da amostra

geralmente adsorve de forma irreversivel.

2.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os avancos na técnica de cromatografia liquida sdo, em grande parte, devido a evolugao
das colunas cromatograficas. Desde a cromatografia cldssica at¢é a CLAE, muitos avangos
ocorreram no tamanho, forma, estrutura e rigidez das particulas de recheio das colunas
cromatograficas. Uma coluna ideal oferece a maior resolucdo na separa¢do, em um menor
tempo possivel, possuem grande capacidade de amostra, produz pequena pressdo e baixo
custo.

Na maioria das separagdes por CLAE sdo usadas particulas rigidas a base de silica, pois
esses recheios sdo estdveis as altas pressdes usadas na CLAE. As particulas esféricas sao
preferiveis para aplicagcdes na CLAE, pois apresentam melhor empacotamento da coluna,
maior resisténcia a pressdes altas, leitos homogéneos, compactos e eficientes, quando
comparados a particulas irregulares. Particulas irregulares sdo mais usadas em separacdes

preparativas, porque seu custo € menor (COLLINS et al., 2006).

2.3.3. Tamanho da particula

Particulas porosas com didmetros altos possuem poros profundos. A entrada e saida das
moléculas dentro dos poros é mais demorada quanto maior a profundidade do poro, por outro
lado as moléculas na fase mével migram mais rapidamente através da coluna o que acarreta
alargamento do pico (COLLINS et al., 2006).

A busca por separagdes cada vez mais rapidas resultou no desenvolvimento da CLAE.
A rapidez nas separacdes pode ser obtida pela diminuicdo no volume da coluna e aumento da
vazao, porém perde-se eficiéncia na separacao. Com o desenvolvimento de particulas menores

pode-se empregar colunas com menores comprimentos sem comprometimento da eficiéncia,
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porém a diminui¢ao do tamanho da particula se limita pelo aumento da pressao do sistema. A
equacgdo de van Deemter (Equagdo 2) mostra a relacdo entre a altura do prato tedrico (H, pm),

velocidade da fase mével (i, mm/s) e tamanho da particula (d,):

2
BDM + CdpH (Equagdo 1)
M Dm

Onde, Dy, A, B e C sdo constantes

H=Adp+

Particulas menores que 2pum ocasionam separagdes muito rapidas e eficientes, mas a
elevacdo na pressdo de operacdo desencadeou o desenvolvimento de um sistemas como
algumas modificagdes como: capacidade de trabalhar a pressdes muito altas (100 MPa),
volumes internos muito menores (conexdes, al¢ca de amostragem, cela do detector, bombas),
celas do detector sem dispersdo e com alta taxa de aquisicdo, melhoramento no sistema de
controle e de dados, colunas resistentes para trabalharem a altas pressdes e com baixo volume
morto, injetores com precisao na faixa de volumes pequenos (MALDANER & JARDIM,
2009). Com o desenvolvimento deste novo sistema surgiu um novo conceito a cromatografia

liquida de ultra eficiéncia (CLUE)

2.3.4. Estrutura da particula

2.3.4.1. Nao porosas

As particulas ndo porosas oferecem uma cromatografia rdpida e sem perda de eficiéncia,
pois ndo ha difusdo do analito e da fase moével nos poros, o que também acarreta menor
pressdo. Porém, a capacidade de amostra € muito pequena, a retencao do analito € baixa e seu
uso necessita de equipamentos que possuam volumes extracoluna baixos. Por estes fatores sao
usadas em separacOes de macromoléculas, pois estas possuem lenta difusdo na fase moével.
Estas particulas oferecem menor resisténcia a transferéncia de massa, facilitando o uso de
uma faixa ampla de vazdes de fase mével, sem perda de desempenho cromatogréafico e sao
mais resistentes e estaveis as altas pressoes e temperaturas. Colunas recheadas com particulas

esféricas ndo porosas de 1,5um chegam a alcancgar 30000 pratos/15cm (FEKETE et al., 2012).
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2.3.4.2. Totalmente porosa

Particulas totalmente porosas sdo as mais utilizadas em CLAE. Oferecem vantagens,
como alta capacidade de amostra, eficiéncia, durabilidade e disponibilidade. A diminuicdo
destas particulas diminui a profundidade dos poros, aumentando a eficiéncia, uma vez que
diminui o alargamento do pico cromatografico, porém esta vantagem ocorre em detrimento do
aumento da pressdo (COLLINS et al., 2006).

Colunas recheadas com particulas esféricas porosas de 2,5um podem alcangar 25000
pratos/15 cm. Estas mesmas particulas com diametro de 1,7um alcangam 30000 pratos/15 cm,
porém, necessitam de uma instrumentacdo mais sofisticada para serem empregadas com o

maximo de desempenho cromatografico (FEKETE et al., 2012).

2.3.4.3. Peculiar (Core Shell)

O conceito de particulas sélidas ndo porosas recobertas com uma camada de material
poroso foi introduzido por Horvéth por volta de 1960 usando particulas de 50um. Ao longo
dos anos, seguindo a tendéncia, o didmetro destas particulas diminuiu. Este tipo de particula
inicialmente foi utilizada para separacdo de proteinas. Atualmente, seu emprego tem
aumentado e muitos estudos mostram vantagens de sua utilizagdo em relacdo as particulas
totalmente porosas de diametro reduzido, como menor pressao e maior eficiéncia, o volume

extracoluna deve ser baixo, para evitar alargamento dos picos (FEKETE et al., 2012).

2.3.5. Cromatografia aplicada a separacao de flavonoides

Os principais métodos quimicos adotados no isolamento de flavonoides envolvem a
cromatografia em coluna ou em papel, mas em geral, sio métodos demorados e as fracdes
coletadas nem sempre sdo puras. J4 em escala analitica, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia € a mais utilizada. Sua maior vantagem em relacdo a outros métodos
cromatograficos, € que oferece alta resolucdo e andlise quantitativa sensivel em uma unica
operacdo (HARBORNE & WILLIAM, 2000).

Em CLAE o preparo da amostra é muito importante. Para flavonoides as principais
formas de preparo da amostra envolvem a extracdo cldssica com metanol e dgua e a extracao

em fase sélida (MOLNAR-PERL & FUZFALI, 2005; RIJKE et al., 2006).
15



A extracdo de flavonoides para andlises quantitativas € empregada utilizando-se mistura
de metanol e 4gua tanto para extracdo de agliconas quanto flavonoides glicosilados
dependendo do tempo e temperaturas empregados. Amostras liquidas tém sido purificadas
utilizando extragdao em fase sélida com C;3 como fase estaciondria. A solu¢do da amostra é
normalmente acidificada para prevenir a ionizacdo do flavonoide, o que reduziria sua retengdo
(RUKE et al, 2006).

A hidrdlise do extrato é realizada quando se interessa apenas pelos flavonoides em suas
formas agliconas, sendo uma ferramenta para simplificacdo do cromatograma. Com o
processo de hidrélise perdem-se informagdes como estrutura e posi¢ao do acucar ligado. Em
geral € realizada em metanol e 4gua com acido cloridrico 2M com refluxo a 90°C e dura de 1
a 4h, com ou sem uso de anti-oxidante, por exemplo BHT. Mas hidrdlise enziméatica com [3-
glicosidase também é empregada. (RIJKE et al, 2006; MOLNAR-PERL & FUZFAL, 2005).

O isolamento de flavonoide a partir de amostras s6lidas quando o objetivo € a obtencdo
dos flavonoides separados individualmente com pureza e quantidades suficientes para
propésitos de identificacdo, em geral é um processo demorado e trabalhoso (MOLNAR-PERL
& FUZFAI, 2005). Quando ndo se dispde de equipamentos de cromatografia em escala
preparativa, este processo, em geral, € realizado por cromatografia liquida cldssica (em coluna
aberta), sendo bastante empregados como fase estaciondria silica gel ou sephadex LH 20, um
hidroxipropil derivado de dextrana com liga¢des cruzadas que pode ser usado com solventes
organicos polares ou misturas aquosas contendo estes solventes (COLLINS et al., 2006).

A CLAE em escala preparativa ¢ um dos métodos mais usados para obtencdo de
flavonoides isolados. Artigos recentes t€ém empregado a cromatografia em contra corrente
tanto em escala analitica quanto preparativa na separagao de flavonoides (DUO-LONG et al.,
2011; YANG et al, 2008; VALLS et al., 2009). Estes métodos sdo eficientes e rapidos quando
comparados a cromatografia liquida cldssica, mas tem um custo inicial bastante elevado.

A CLAE ¢é empregada na separagdo utilizando colunas de fase reversa (C;s) e gradiente
de eluicao de metanol e d4gua ou acetonitrila e 4gua. A associacdo a um detector de arranjo de
diodos (DAD) serve como uma ferramenta na identificacao, pois fornece informag¢des sobre o
tipo de flavonoide. A espectrometria de massas (EM) fornece a massa molecular do
flavonoide e muitas vezes outras informacdes sobre a estrutura de acordo com a interpretagcdo
dos fragmentos. Mas na maioria das vezes estes dois espectros ndo sdo suficientes para

conclusdo inequivoca sobre a estrutura, sendo necessirio o auxilio dos espectros de
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ressonancia magnética nuclear (RMN) que fornece informagdes importantes para a distingao
entre isOmeros.

Com base nas -caracteristicas espectrais dos flavonoides, sua identificacio e
quantificacdo aplicando sistemas de CLAE-DAD sao bastante empregados e mostraram
seletividade. CLAE acoplado a diversos tipos de detectores de massas sdo um método de
escolha em particular para propdsitos de identificagdo, e menos aplicados na quantificagao.
Molnar-Perl e Fiizfai (2005) revisaram vinte e quatro artigos que utilizaram EM e apenas seis
apresentaram recuperacao e reprodutibilidade suficientes.

Nos anos recentes o uso de CLAE-RMN em série tem atraido atencdo especial dos
quimicos de produtos naturais. As principais vantagens sao o alto conteido de informacao,
diferenciacao de isdmeros e padrdes de substituicdo. Algumas desvantagens sdo o alto custo
da instrumentacdo, uso de solventes deuterados, longos tempos de corrida, baixa sensibilidade
(WOLFENDER et al., 2003; WILSON & BRINKMAN, 2003). De qualquer forma, para
elucidacdo estrutural de um novo produto natural, o isolamento preparativo ainda € necessario
porque no CLAE-RMN parte da regido espectral é perdida e na maioria dos casos LC-RMN
ndo fornece o espectro indispensavel de °C (WILSON & BRINKMAN, 2003). Na maioria
das publicacdes o modo de fluxo parado € usado para disponibilizar tempos de scan muito
longos entre 1h e alguns dias por pico cromatogrifico. Uma alternativa € o uso de fluxos
muito baixos, um estudo de flavonoides das raizes Erythrina vogelii usando o fluxo de 0,1
mL/min foram identificadas isoflavonas preniladas e isoflavanonas. Neste estudo a massa foi

adquirida por CLAE-Q-TOF MS (QUEIROZ et al., 2002).

24. Métodos de identificacdo de flavonoides

2.4.1. Absorcao no ultravioleta e visivel (UV-Vis)
O espectro de UV-Vis de flavonoides normalmente consiste de duas bandas de

absor¢do, a banda I associada a absor¢do de um sistema cinamoil e a banda II associada a

absor¢do de um sistema benzoil (Figura 3).
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Figura 3. Bandas de absorc¢do dos flavonoides no UV-Vis

A contribuicdo relativa das estruturas candnicas A, B, C e D influencia a posicdo e
intensidade das bandas no espectro de UV (Esquema 5). Da mesma forma o grau e a posi¢ao

de funcdes oxigenadas também influenciam no espectro de UV (BRAZ, 1971)

Q
(€]
D

Esquema 5. Estruturas can6nicas que contribem para absorcdo das flavonas no UV-Vis
(BRAZ, 1971)

As flavonas exibem absor¢cdo da banda I entre 300 e 350nm, enquanto flavondis
absorvem entre 350 e 390. A absor¢ao da banda II para ambos ocorre entre 240 e 280nm em
metanol. Em geral a banda I € mais intensa que a banda II, porém em casos de oxigenagao do
anel A e nenhuma substitui¢do do anel B ocorre o inverso. Conforme aumenta a oxigenacao
do anel B ocorre deslocamento batocromico da banda I. A presenca de hidroxila na posi¢do 5

de flavonas e flavonois apresenta afeito batocromico na banda II (Tabela 1), isso ocorre pela
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presenca de ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio carbonilico e a o hidrogénio da hidroxila

na posicao 5.

Tabela 1. Efeito da oxigenacdo dos anéis A e B em flavonas e flavondis

Posicdo hidroxilada Bandal  Banda Il

Flavona/Flavonol Anel A Anel B (nm) (nm) Ref.
Apigenina 7,5 4 336 267 DORDEVIC et al., 2000
Luteolina 7,5 34 349 253,267 PORDEVIC et al., 2000

3 ".‘ 3 ’.5’7' 7,5 34,5 362 271 LAMER et al., 1968
pentahidroxiflavona
4’ 7-dihidroxiflavona 7 4 329 225 BICKOFF et al., 1965
3’47, 7-trihidroxiflavona 7 34 316, 344 235 WU et al., 2008
Kaempferol 3,57 4 367 265 MATLveRe o
Quercetina 357 34 375 259 SIKORSKA &

MATLAWSKA et al., 2000

Ao contrdrio do que ocorre com flavonas e flavondis a banda mais intensa e mais
informativa no espectro de UV de isoflavonas, flavanonas e dihidroflavondis é a banda II. Nas
isoflavonas ndo hd contribuicdo do grupo cinamoil (Esquema 5, estrutura candnica A)
diminuindo a intensidade da absor¢ao da banda I. A absor¢ao da banda II de isoflavonas
aparece em 240 a 270nm. Com o aumento da oxigenagcdo do anel A ocorre deslocamento
batocromico da banda II (Tabela 2). Similarmente as flavonas a flavondéis, com a hidroxila¢do

do C-5 ocorre deslocamento batocromico na banda II.

Tabela 2. Efeito da oxigenacao dos anéis A em isoflavonas

Posicdo oxidada Banda 11
Isoflavona Anel Ag Anel B (nm) Ref.
Daidzeina 7 4 249 MURPHY et al., 2002
Gliciteina 6,7 4’ 256 MURPHY et al., 2002
Genisteina 5,7 4 263 MURPHY et al., 2002

Devido a auséncia da dupla ligacdo entre C-2 e C-3 em flavanonas e dihidroflavondis,
nao h4 contribui¢do do grupo cinamoil (Esquema 5, estrutura canonica A) para a absor¢ao no
espectro de UV, por isso apresentam absor¢ao da banda II (entre 240 e 300nm) mais intensa
que a banda I. A hidroxila na posicio 3 no dihidroflavonol ndo ocasiona diferenca
significativa no espectro de UV. De forma similar aos demais flavonoides, a presenca

hidroxila na posicdo 5 causa deslocamento batocromico da banda II (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito da oxigenacao dos anéis A e B em flavanonas e dihidroflavonéis

Posicao hidroxilada Bandal Bandall

Flavanona/Dihidroflavonol Anel A Anel B (nm) (nm) Ref.
Naringenina 5,7 4 326 289 REISS; 4€t al.,
Liquiritigenina 7 4 313 274 MESSE\S etal.,
Dihidrokaempferol 5,7 4 329 290 REISS; 4” al.,

Os espectros de UV de chalconas e auronas sdo diferenciados dos demais flavonoides.
Com a auséncia do anel C ndo hd conjugacdo do grupo hidroxil com o grupo carbonil
(Esquema 5, estrutura candnica D) aumentando a contribuicdo do grupo cinamoil acarretando
um desvio batocrémico no espectro de UV das chalconas e aurona em relagc@o ao das flavonas
e flavondis. Apresentam uma intensa banda I e a uma banda II bastante fraca. A banda I das
chalconas apresenta absorcao entre 340 e 390nm. Nas auronas a banda I apresenta absorcdo
entre 370 e 430nm. Na regido de 220 a 270 ocorre a absor¢cdo da banda II com intensidade

baixa.

2.4.2. Espectrometria de massas com ionizacio por elétron spray (ESI-QTOF)

A ESI (eletron spray ionization) é uma interface que permite a ioniza¢do de amostras
em solucdo, ao contrario da fonte de ionizacao cldssica, a EI (eletron impact) onde somente é
possivel a ionizacdo de amostras previamente volatizadas. A ESI transfere moléculas polares
de alta ou baixa massa molecular de uma solugao diretamente para fase gasosa. O conceito de
ESI foi desenvolvido por Dole (DOLE et al.,1968), mas foi Fenn quem desenvolveu a fonte
ESI e demonstrou sua aplicabilidade (YAMASHITA & FENN, 1984; FENN et al., 1989). E
um processo de ionizacdo brando, geralmente moléculas de 600Da sdo observadas em sua
forma monocarregada. fons multicarregados podem ser observados em moléculas maiores.
Por ser compativel com os solventes normalmente usados em CLAE € usado como interface
entre as separagdes por CLAE e as identificacdes por espectrometria de massas.

No processo de formagao de fons por ESI as goticulas carregadas da amostra saem do
capilar formando um spray que gera gotas carregadas, e destas formam-se os fons. As
goticulas carregadas com vdrias cargas sofrem a aplicacdo de uma alta tensdo e a evaporacgao

do solvente com auxilio de um fluxo de gas (N») e aquecimento. Com a redu¢do no tamanho
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das goticulas ocorre o aumento da densidade de carga e consequentemente a repulsdo entre as
cargas. Quando a repulsdo entre as cargas € maior que a tensdo superficial as goticulas se
desintegram em goticulas ainda menores. Este é repetido até que o solvente seja totalmente
evaporado, restando somente os fons da amostra (COLE, 1997). Para favorecer a formacao
dos fons normalmente é usado um modificador a solucdo. Para a protona¢do de moléculas
basicas normalmente usa-se 0,1% de 4acido férmico, facilitando a formacdo de fons [M+H]" e
detectando-se moléculas carregadas positivamente. Por outro lado, para a desprotonacao de
moléculas dcidas usa-se 0,1% de hidréxido de amonio, facilitando a formagao de [M+H] e
detectando-se moléculas carregadas negativamente.

Os espectrometros de massas Q-TOF (Figura 4), sdo arranjados de forma que dois
analisadores de massa sao colocados em sequéncia, o quadrupolo (Q) e o tempo de vdo
(TOF), com uma célula de colisdao entre eles (LI et al., 2007). Denomina-se este tipo de
experimento como massa em série (MS/MS). Numa primeira etapa, os ions sdo selecionados
no quadropolo (Q), constituido de quatro barras paralelas por onde os fons se movem
oscilando, devido a aplicagdo de voltagem, possibilitando a inversdo de polaridade entre as
barras. A varia¢do das voltagens ocorre de maneira a se realizar uma varredura na faixa de
razdo massa carga (m/z) desejada. Com isso, o quadrupolo passa a atuar como um filtro de
massas, permitindo que apenas os ions que apresentam estabilidade neste campo sejam
selecionados. Estes fons sdo, entdo, introduzidos na célula de colisdo com um gés inerte
(argdnio ou nitrogénio) onde ocorre a fragmentacdo. Finalmente, os fragmentos sao
analisados no segundo analisador de massas (TOF). No analisador por tempo de voo (TOF),
os fons submetidos a uma diferenga de potencial sdo levados, com alta energia cinética, por
um tubo de tamanho especifico. Assim, o analisador TOF utiliza o tempo em que fons de
diferentes razdes massa carga (m/z) levam para atravessar o tubo. Como energia cinética é
dada pela relacao direta entre a massa e o quadrado da velocidade os fons mais leves terdo um
tempo de voo mais rdpido do que os pesados. Utilizando a equagdo da energia cinética (K),
onde v € a velocidade do ion, é possivel calcular a massa molar do composto (m).

(SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000).

21



Analyte spray Lock mass Quadrupale Transfer lenses
reference spray

T-Wave pDRE lens 1 Pusher TOF Detector
ion guide TRIWANVE

S I T

l BT ] L L I.H.H.H.!.H.I.I-n .

Qil-ree scroll Air cooled | \
pump turbomaolecular pumps

—_—

Figura 4. Espectrometro de massa Q-TOF (WATERS, 2008)

A aplicacdo da espectrometria de massas na elucidacio estrutural de flavonoides tem
aumentado com o desenvolvimento das fontes de ionizacdo brandas, dos analisadores e do
acoplamento de técnicas de separacdo a espectrometria de massas. A massa molecular do
analito e dos fragmentos, principalmente a massa exata, ¢ uma importante ferramenta na
determinacao estrutural dos flavonoides. Além disso, outras informacdes podem ser extraidas
do espectro de massas com a interpretagao dos fragmentos gerados.

A massa molecular do flavonoide mais uma unidade de massa, no caso do flavonoide
protonado, geralmente aparece como ions de maior massa no espectro, porém muitas vezes
pode ser observada a massa do flavonoide mais vinte e trés ou trinta e nove unidades de
massa, quando ocorre a complexacao do flavonoide com sédio ou potéssio, respectivamente.

Devido a baixa concentracdo dos flavonoides nas matrizes vegetais e a alta sensibilidade
dos espectrometros de massas modernos, muitos artigos tem usado a espectrometria de
massas como informagcdo complementar para a determinacdo estrutural dos flavonoides.

(AGRAWAL, 1989).

2.4.3. Ressoniancia magnética nuclear (RMN)

A espectrometria de espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma
forma de espectrometria de absor¢do. Sob condicdes apropriadas em um campo magnético,

uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de radio frequéncia em fun¢do
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das caracteristicas da molécula (SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000). Atualmente a
ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta para os quimicos de produtos
naturais, pois os espectros obtidos de compostos organicos sdo muito informativos na
elucidagdo estrutural de substancias.

A espectroscopia de RMN, desde 1946 com os primeiros artigos, emergiu como uma
das técnicas mais indispensavel para o estudo da estrutura molecular de substancias. O RMN
'H tem sido largamente empregada na elucidacdo estrutural de flavonoides. O deslocamento
quimico do préton estabelece a natureza do hidrogénio e a constante de acoplamento
determina a presencga de hidrogénio orto, meta ou vicinal (AGRAWAL, 1989).

Algumas vezes os estudos espectroscépicos de UV, EM e RMN'H nio sdo suficientes
para estabelecer a estrutura, em geral pela dificuldade de distin¢cdo entre isdmeros. Baseado no
espectro de RMN 1H, a estrutura de uma nova flavona foi identificada como 5,6’-dihidroxi-
6,7,2’,3’,4’-pentametoxiflavona. A proposta da estrutura foi questionada quando o espectro de
RMN "C foi analisado a partir da mesma estrutura sintetizada. O deslocamento quimico dos
carbonos das metoxilas deveriam ser trés sinais em 59-60ppm e dois em 55-56ppm, mas isso
nio foi observado. A estrutura correta atribuida foi a 5,6’-dihidroxi-6,7,3,4’.5°-
pentametoxiflavona (AGRAWAL, 1989).

A Tabela 4 apresenta a os deslocamentos quimicos dos carbonos e hidrogénios nas

posicdes 2, 3 e 4 de cada tipo de nticleo de flavonoidico.

Tabela 4. Deslocamento quimico de RMN 'H e *C das subclasses dos flavonoides

2/B/10 3/a 4
S¢ Sy 8¢ On e Ou

Flavanona 71-80 5,3-5,7 39-47 2,6-2,7;3,0-3,2  186-199 -
Flavona 157-166 - 102-114 6,6-7,0 175-184 -
Flavonol 140-152 - 133-140 - 171-178 -
Dihidroflavonol 78-86 4,6-5,1 71-74 4,5-5,0 186-199 -
Chalcona 136-147 7,0-7,9 116-129 6,6-7,5 187-197 -
Aurona 104-122  6,5-7,5 145-149 - 178-186 -
Isoflavona 150-156  7,9-8,2 122-126 - 174-181 -
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2.5. Glycine max (L.) Merr. (Soja)

O género Glycine Willd. (Familia Leguminosae) € subdividido em dois subgéneros:
Soja e Glycine. A soja cultivada, G. max(L.) Merr.e seu ancestral G. soja Seib. Et Zucc.,
juntos constituem o subgénero Soja. O subgénero Glycine é formado pelas espécies G.
canescens F.J. Herm., G. clandestina Wendl., G. falcata Benth., G. latifolia (Benth.) Newell
Et Hymowitz, G. tabacina (Labill.) Benth. e G. tomentella Hayata.

A soja (Figura 4) é a planta economicamente mais importante do género, Dentre os
varios componentes da soja, as isoflavonas tém recebido atencdo especial, pois além de
possuirem atividade antioxidante (BARBOSA et al. 2011) podem funcionar como
moduladores hormonais naturais (LIU et al., 2010) por possuirem similaridades funcionais ao
estrogénio humano 17-B-estradiol (MESSINA et al., 2009). Ambos possuem uma hidroxila
ligada ao anel aromatico e outra hidroxila a uma distancia idéntica da primeira (WUTTKE et
al., 2007). Além destes foi verificada a presenga de flavondis e do cumestrol. Em resposta a
estresse quimico ou patogénico a soja, biossintetiza fitoalexinas, como as isoflavonas
preniladas, que apresentaram antifingica e antibacteriana (CHENG et al, 2011), e os
gliceolins, cuja potencial atividade antiestrogénica vem sendo estudada (ZIMMERMANN et
al., 2010, WOQD, et al. 2006).

Como a soja, as demais espécies do género Glycine também foi verificada a produgao
gliceolins em resposta a agentes patogénicos (inoculacdo com Pseudomonas seringae)
(KEEN, et al. 1986). Outra similaridade foi a presenca de isoflavonas e flavondis.

Um membro do género Glycine que merece destaque € a G. tomentella, pois o extrato
aquoso de suas raizes apresentou atividade anti-inflamatdria e analgésica em ratos (LU, et al.
2007). Sendo o principal flavondide encontrado, a daidzina, porém esta isoladamente ainda
nao foi testada (LIN et al. 2010).

E importante ressaltar que o perfil flavonoidico das plantas do género Glycine é similar,
0 que nos leva a crer que algumas atividades bioldgicas encontradas na soja podem ser
encontradas nas demais plantas do género, porém estudos sobre tais espécies sdo escassos. A

Figura 5 apresenta os principais flavonoides isolados das espécies do género Glycine.
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Figura 5. Principais flavonoides isolados das espécies do género Glycine

Os graos da espécie Glycine max L. Merrill (Soja) s@o considerados um alimento
funcional e seu consumo ou de produtos derivados tem aumentado nos dltimos anos. Da
familia das leguminosas, seus graos sdo uma fonte de proteina vegetal que possuem todos 0s
aminodcidos essenciais, além de ser fonte de vitaminas, minerais, fibras e 4cidos graxos
poliinsaturados (SANCHES et al., 2010). Estudos epidemioldgicos demonstram uma maior
incidéncia de alguns tipos de cancer, como mama e prdstata e doengas cardiovasculares nas
populacdes ocidentais expostas a quantidades limitadas de soja na dieta. Segundo MESSINA
et al. (2009) o consumo de soja estd associado a redugdo de risco de doengas como cancer de
prostata, mama e outras formas de cincer hormonio dependentes. Além de melhora no
sistema cardiovascular identificado por HASLER (2002).

Alguns métodos para determinacao de isoflavonas de soja usam uma etapa de hidrélise
parcial (bésica) para conversao dos derivados glicosilados acetilados e malonilados em suas
formas B-glicosidicas, este método foi validado pela AOAC (2005). Outros métodos usam a
hidrélise total (dcida) levando os derivados B-glicosideos em suas formas agliconas (HARON
et al., 2009). SHAO et al., 2011, comparou os métodos com hidrdlise e por injecdo direta do
extrato e avaliou que nao houve diferenca significativa no teor de isoflavonas totais, portanto

a utilizagcdo de cada método depende do interesse do estudo.
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Para a andlise de isoflavonas em alimentos a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a ultravioleta e/ou espectro de massas € largamente utilizada (KLEJDUS et al.,
2005). Porém métodos oficiais descritos na levam em média 45 minutos, demandando tempo
e gasto excessivo de solventes. Outro problema encontrado € a obtengcdo de padrdes
cromatogrificos que gera alto custo para os laboratdrios que realizam esta andlise, pois a
aquisicdo destes, geralmente depende de importacao. Por exemplo, o preco de 1mg custa em

torno de R$412,00 para a gliciteina e R$339,00 para a genistina.

2.6. Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. (Cumaru)

O género Dipteryx Shreber (Familia Leguminosae) € constituido pelas espécies Dipteryx
alata Vogel, Dipteryx lacunifera Ducke, Dipteryx magnifica (Ducke) Ducke, Dipteryx
micrantha Harms, Dipteryx odorata (Aubl.) Willd., Dipteryx oleifera Benth., Dipteryx
polyphylla Huber, Dipteryx punctata (S.F.Blake)Amshoff e Dipteryx rosea Benth. A espécie
Dipteryx odorata (Coumarouna odorata Aubl.) é conhecida vulgarmente no Brasil como
cumaru, cumaru-ferro, cumaru verdadeiro, cumaru-roxo, cumbari ou serrapia € seu nome
comercial internacional é tonka. Esta espécie € nativa no Brasil, Colombia, Guiana Francesa,
Guiana, Peru, Honduras, Bolivia e Venezuela (CARVALHO, 2009).

As sementes (castanhas) do cumaru possuem grande demanda no mercado
internacional. Devido a presenca de cumarina € empregada na indistria de perfumaria e
cosméticos. Possui madeira de qualidade para utiliza¢do na construgdo civil e em dormentes.
Popularmente, as sementes sdo usadas como um tipo de remédio fitoterdpico, com
propriedades anestésicas, que auxilia no tratamento de problemas respiratorios e cardiacos,
além de combater vermes, incluindo-se amebiase. O 6leo da améndoa pode ser usado
diretamente em ulcera bucal, otite, problemas no couro cabeludo e na formulagdo de veneno
para ratos, devido sua capacidade de inibir a coagulacdo do sangue (CARVALHO, 2009).

A cumarina foi isolada pela primeira vez por Vogel em 1820, de frutos de Dipteryx
odorata (SULLIVAN, 1982), outros compostos ji isolados desta espécie incluem
isoflavonéides, aurondides, chalcondides e diterpendides. Da espécie Dipteryx lacunifera ja
forma isolados diterpendides, sesquiterpenoides, dcidos graxos e flavonoides e de Dipteryx
alata triterpendides, isoflavondides e auronas (PUEBLA et al., 2010).

O extrato de Dipteryx alata apresentou atividade contra o veneno de Bothrops

jararacussu. Os flavonoides identificados no extrato foram: 8-metoxiretusina, 7-hidroxi-
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5,6,4’-trimetoxisoflavona, afrormosina, 7-hidroxi-8,3’,4’-trimetoxisoflavona, 7,3’-dihidroxi-
8,4’-dimetoxisoflavona, odoratina, 7,8,3’-trihidroxi-4’-metoxisoflavona, 7,8,3’-trihidroxi-
6,4’-dimetoxisoflavona, dipterixina, isoliquiritigenina, sulfuretina (PUEBLA et al., 2010).

Dos frutos de Dipteryx lacunifera foram isolados eriodictiol, butina, buteina, luteolina,
sulfuretina e 3°,4’,7-trihidroxiflavona (JUNIOR ef al., 2008)

Hayashi and Thomson, em 1974, isolaram cinco isoflavonas do cerne de Dipteryx
odorata incluindo retusina, 8-metoxiretusina, 3’-hidroxi-8-metoxiretusina, odoratina e
dipterixina (SULLIVAN, 1982).

Os compostos 5S-metoxiantocercina A, isoliquiritigenina, 6,4’-dihidroxi-3’-
metoxiaurona, sulfuretina, butina, eriodictiol e 7,3’-dihidroxi-8,4’- dimetoxisoflavona, foram
isolados do extrato dos frutos de Dipteryx odorata. Destes compostos a isoliquiritigenina
apresentou potencial preventivo contra de cancer de mama em ratos (JANG et al., 2003).

Janudrio e colaboradores (2005) isolaram duas isoflavonas do caule de Dipteryx
odorata, afrormosina e odoratina, destas a afrormosina apresentou efeito contra gliceraldeido
3-fosfato dehidrogenase de Trypanosoma cruzi. A Figura 6 apresenta os principais

flavonoides ja isolados das espécies do género Dipteryx Shreber.
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OH OCH; H H Dipterixina (7,8-dihidroxi-6,4’-dimetoxisoflavona)

Figura 6. Principais flavonoides isolados das espécies do género Dipteryx

O uso do cumaru popularmente como planta medicinal e os resultados preliminares
sobre algumas atividades bioldgicas do extrato da planta mostram a importancia do estudo
dos constituintes desta espécie.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solventes

Os solventes e reagentes utilizados foram: 4cido acético glacial grau HPLC; dgua milli-
Q; metanol grau HPLC; acetonitrila grau HPLC; éter de petréleo grau CG; hidréxido de sédio
PA; acido cloridrico PA; hexano grau ACS; diclorometano grau ACS; acetato de etila grau
ACS; piridina; anidrido acético; cloroférmio; bicarbonato de sédio; acido cloridrico; éter

etilico; nitrosometiluréia; hidréxido de potdssio.
3.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: agitador magnético com aquecimento (Nova técnica
NT103); balanga analitica com 4 casas decimais (Marte AY220); banho-maria com agitagao
(Gyromax™ 929); centrifuga (Hsiangtai); cromatégrafo liquido com forno para colunas e
injetor automatico (Alliance® 2695 Waters); coluna C;g (YMC-Pack ODS-AM303,
250x4,5mm e Sum); coluna C;s (Phenomenex Kinetex, 50x2,1lmm e 2,6um); coluna Cig
(Thermo BDS Hypersil, 100x4,6mm e 2,4um); detector de arranjo de fotodiodos UV/Vis
(2996 Waters); sistema de aquisicio de dados software Empower; védlvula de 6 vias
(Rheodyne®); sistema de purificacio de dgua Milli-Q A10; vértex; rotaevaporador; ultra
turrax (Ika-Werke T 25); cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia com forno e injetor
automdticos (ACQUITY™ Ultraperformace LC — Waters); espectrometro de massas q-TOF
(SYNAPT mass espectrometry — Waters); coluna Cig (ACQUITY UPLC® BEH 2,1x150mm e

1,7um); espectrometro de ressonancia magnética nuclear (Bruker DRX-500).
3.3. Preparo das solucoes

- Solug¢do de hidréxido de sédio 2M
Pesou-se 8g do hidréxido de sédio em becker de 200mL. Adicionou-se cerca de 60mL
de agua Milli-Q suficiente para solubilizar. Transferiu-se quantitativamente para baldao de

100mL e avolumou-se com dgua Milli-Q.
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- Solugdo de extracdo metanol:dgua (80:20)
Mediu-se 800mL de metanol em proveta de 1000mL com tampa e adicionou-se 200mL

de dgua Milli-Q e homogeneizou-se.

- Solugdo metanol:4gua (50:50)
Medir com pipeta automatica 2,5mL de metanol e 2,5mL de dgua Milli-Q colocar em

recipiente de vidro e homogeneizar com agitacdo manual.

- Agua—metanol—écido acético (88:10:2)
Mediu-se 880mL de dgua Milli-Q em proveta de 1000mL com tampa, adicionou-se

100mL de metanol e 20mL de 4cido acético. Homogeneizou-se bem.

- Metanol-acido acético (98:2)
Mediu-se 980mL de metanol em proveta de 1000mL com tampa, e adicionou-se 20mL

de 4cido acético. Homogeneizou-se bem.

- Agua:écido acético (98:2)
Mediu-se 980mL de dgua em proveta de 1000mL com tampa, e adicionou-se 20mL de

acido acético. Homogeneizou-se bem.

- Acetonitrila:acido acético (98:2)
Mediu-se 980mL de acetonitrila em proveta de 1000mL com tampa, e adicionou-se

20mL de 4cido acético. Homogeneizou-se bem.

- Acido férmico 0,1% (v/v)
Em baldo volumétrico de 500mL adicionou-se um pouco de dgua milli-Q e 500uL de

acido férmico, em seguida completou-se o volume com dgua milli-Q. Homogeneizou-se bem.

- Acido cloridrico 1M
Colocou-se um pouco de dgua milli-Q em baldo volumétrico de 100mL e adicionou-se
8,3mL de HCI concentrado, completou-se o volume com dgua milli-Q. Homogeneizou-se

bem.
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- Bicarbonato de sédio 5% (m/m)
Pesou-se 5g de bicarbonato de s6dio em béquer, adicionou-se dgua milli-Q e transferiu-
se quantitativamente para baldao volumétrico de 100mL, completou-se o volume com &agua

milli-Q. Homogeneizou-se bem.

34. Glycine max L. Merrill (Soja)

Os graos de Glycine max L. Merrill (soja) cultivar BRS 133 foram disponibilizados pela

Embrapa Soja e armazenados em camara fria a temperatura de 5°C.

3.4.1. Descascamento e separacao do germe da soja

O germe de soja foi selecionado para o isolamento dos padrdes, pois neste encontra-se
maior concentracdo de isoflavonas. Inicialmente 1Kg de grdos de soja foram deixados em
estufa a 100°C por 5 minutos para rompimento da casca. Em seguidas foram passadas em

descascador e o germe separado do cotilédone por peneiramento (Figura 7).

Figura 7. Descascamento da soja (a) e germe peneirado (b)

As cascas foram removidas por fluxo de ar comprimido. Toda massa obtida do germe
de soja foi desengordurado através de agitacdo em ultra turrax (10 minutos) com éter de
petréleo e posterior filtracio em funil de vidro com placa sinterizada (Figura 8). O produto

final foi colocado em dessecador sob vacuo por 48 horas.
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Figura 8. Moagem e desengraxe em ultra turrax (a); germe antes do processo de moagem e
desengraxe (b) e germe moido e desengordurado (c)

3.4.2. Extracao de isoflavonas

A extra¢do foi baseada no método da AOAC (2005). Pesou-se de 2 a 5g do germe
moido e desengordurado em erlenmeyer de 125mL com tampa de vidro. Adicionou-se 40mL
de solu¢do de extracdo (metanol:dgua 80:20). A tampa foi travada com barbante. Os frascos
ficaram em banho maria por 2h com agitacdo mecanica e temperatura de 65°C.

Os frascos foram retirados do banho maria e esfriados a temperatura ambiente.
Adicionou-se 3mL de solu¢do de hidréxido de sédio 2M e agitou-se por 10 minutos em
agitador mecéanico. Em seguida, adicionou-se ImL de 4cido acético glacial e homogeneizou-
se. O conteudo do frasco foi transferido para balao volumétrico de 50mL e avolumou-se com
a solucdo de extracdo (metanol:dgua 80:20). A solugdo foi filtrada em papel quantitativo para
becker de 150mL. Pipetou-se SmL do filtrado e transferiu-se para baldo volumétrico de 10mL.
Adicionou-se 4mL de 4gua milliQ, avolumou-se com metanol.

Os extratos foram centrifugados por 5 minutos a 11000rpm. Transferiu-se o

sobrenadante para vial do injetor automaético.

3.4.3. Método cromatografico convencional para analise de isoflavonas em soja e

derivados

A separacdo cromatografica convencional foi realizada em fase reversa, coluna Cig
(YMC 250x4,6mm, com particula de Sum), a 45 °C, com fluxo de 1,3mL/min em modo de
eluicdo gradiente de dgua:metanol:acido acético 88:10:2 (Fase A) e metanol:4acido acético
98:2 (Fase B) (Tabela 5), tempo de andlise de 40 minutos, o volume de inje¢do foi 25uL. A
faixa de comprimento de onda utilizada foi de 200nm a 400nm, o espectro foi extraido a

260nm.
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Tabela 5. Gradiente da Fase A (dgua:metanol:4cido acético 88:10:2) e Fase B
(metanol:acido acético 98:2) em coluna YMC
Tempo (minutos) Fase A (%) FaseB (%)

0,00 90 10
30,00 40 60
30,05 0 100
35,00 0 100
35,05 90 10
40,00 90 10

3.4.4. Método cromatografico — Otimizacao em colunas alternativas

A separagdo de isoflavonas para andlise de soja e derivados foi otimizada em fase
reversa, na Coluna 1 (coluna C;g. Phenomenex Kinetex, 50x2,1mm e 2,6um) e na Coluna 2
(coluna C;3, Thermo BDS Hypersil, 100x4,6mm e 2,4pum). Os cromatogramas obtidos em tais

colunas foram comparados a coluna convencional.

3.4.4.1. Condicoes cromatograficas — Coluna 1

A separacdo cromatografica de isoflavonas de extrato de soja foi otimizado na coluna 1
(coluna C;g Phenomenex Kinetex, 50x2,1mm e 2,6um), a 45 °C, com fluxo de 0,35mL/min
em modo de eluicdo gradiente de dgua:metanol:dcido acético 88:10:2 (Fase A) e
metanol:acido acético 98:2 (Fase B) (Tabela 6), tempo de andlise de 10 minutos, o volume de
injecdo foi SuL. A faixa de comprimento de onda utilizada foi de 200nm a 400nm, o espectro

foi extraido a 260nm.

Tabela 6. Gradiente da Fase A (dgua:metanol:4cido acético 88:10:2) e Fase B
(metanol:acido acético 98:2) na coluna Phenomenex Kinetex
Tempo (minutos) Fase A (%) FaseB (%)

0,00 98 2
5,00 60 40
5,50 0 100
7,50 0 100
8,00 98 2
10,00 98 2
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3.4.4.2. Condicoes cromatograficas — Coluna 2

A separagao cromatografica de isoflavonas de extrato de soja foi otimizado na coluna 2
(coluna C;g, Thermo BDS Hypersil, 100x4,6mm e 2,4um), a 45°C, com fluxo de 1,3mL/min
em modo de eluicdo gradiente de d4gua:metanol:dcido acético 88:10:2 (Fase A) e
metanol:acido acético 98:2 (Fase B) (Tabela 7), tempo de andlise de 10 minutos, o volume de
injecdo foi SuL. A faixa de comprimento de onda utilizada foi de 200nm a 400nm, o espectro

foi extraido a 260nm.

Tabela 7. Gradiente da Fase A (dgua:metanol:4cido acético 88:10:2) e Fase B
(metanol:4cido acético 98:2) na coluna Thermo BDS Hypersil
Tempo (minutos) Fase A (%) FaseB (%)

0,00 89 11
2,50 83 17
6,50 40 60
7,50 40 60
8,00 89 11
10,00 89 11

3.4.5. Preparo dos padroes analiticos - Hidrdlise acida das isoflavonas glicosidicas

Para o preparo dos padrdes das isoflavonas foi realizada a extracdo de isoflavonas a
partir do germe de soja (com excecdo da etapa de diluicdo do extrato). O extrato foi dividido
em duas partes. Uma parte foi hidrolisada com &cido cloridrico 2M sob refluxo a 90°C
durante duas horas, para conversdo das isoflavonas [-glicosidicas (daidzina, genistina e
glicitina) nas suas formas agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina). O extrato e o
hidrolisado foram concentrados separadamente por rotaecvaporacdo. O hidrolisado foi
misturado ao extrato na propor¢do 2:1, a propor¢do foi entdo ajustada afim de se obter um

cromatograma do extrato das isoflavonas B-glicosidicas e agliconas com as alturas dos picos

proximas.

3.4.6. Método cromatografico para o isolamento das isoflavonas

Para isolamento dos padrdes o método convencional para anélise de isoflavonas em soja
e derivados foi otimizado, afim de diminuir o tempo de andlise. A mistura do extrato e

hidrolisado foi utilizada para preparo dos padrdes analiticos. As isoflavonas foram separadas
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por CLAE. As condic¢des otimizadas foram: coluna C;g (YMC 250x4,6 mm, com particula de
Sum) com temperatura de 45°C, fluxo de 1,3mL/min em modo de eluicdo gradiente de
agua:metanol:acido acético 88:10:2 (Fase A) e metanol:acido acético 98:2 (Fase B) (Tabela
8), tempo de andlise 20 minutos e volume de injecdo foi 70uL. A faixa de comprimento de

onda utilizada foi de 200nm a 400nm, o espectro foi extraido a 260nm.

Tabela 8. Gradiente da Fase A (dgua:metanol:4cido acético 88:10:2) e Fase B
(metanol:4cido acético 98:2) na coluna YMC para isolamento dos padrdes
Tempo (minutos) Fase A (%) FaseB (%)

0,00 88,0 12,0
17,50 40,0 60,0
18,00 88,0 12,0
20,00 88,0 12,0

3.4.7. Calculo da concentrac¢ao de isoflavona nos padroes isolados

As fragdes coletadas e secas foram ressuspendidas com 1mL de metanol. Calculou-se a
concentracdo da isoflavona correspondente nestas solucdes através da lei de Lambert-Beer.
Para as solucdes de daidzina, glicitina, genistina e daidzeina em metanol, pipetou-se uma
aliquota de 10uL e diluiu-se para 1mL com metanol, para as solugdes de gliciteina e
genisteina, pipetou-se uma aliquota de 20uL e diluiu-se para 1mL com metanol. Efetuou-se a
leitura da absorvancia no espectrofotdometro e esta foi utilizada para o cdlculo da concentracao

da solucdo conforme a Equacio 2.

ABSx MM x Dil x P (Equacio 2)
&

Conc.(mg/mL ) =

Onde,

ABS= Absorvancia;

MM= Massa molecular;

Dil= Fator de dilui¢do (50 - gliciteina e genisteina, 100 - daidzina, glicitina, genistina e
daidzeina);

P=Pureza; e

€= Coeficiente de extin¢cdo molar.
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A pureza das isoflavonas isoladas foi calculada pela porcentagem de drea dos picos a
260nm, utilizando o software Ernpower® do equipamento.
O comprimento de onda maximo (A), a massa molar (MM) e o coeficiente de extin¢do

molar (€) de cada isoflavona sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Comprimento de onda mdximo, massa molar, coeficiente de extingdo molar para
cada isoflavona

Coeficiente de extinciao

A (nm) Massa Molar molar (€)
Daidzina 250 416 26830
Glicitina 260 447 26713
Genistina 260 432 30895
Didzeina 250 254 31563
Gliciteina 260 285 25388
Genisteina 260 270 35323

Fonte: MURPHY et al., 2002

3.4.8. Preparo da soluciao estoque

Para o preparo da solugdo estoque pipetou-se aliquotas de cada solug¢do de isoflavona e
diluiu-se para SmL afim de se obter uma solu¢@o na concentracdo de 32ug/mL para daidzina e
genistina e 8ug/mL para glicitina, daidzeina, gliciteina e genisteina. O volume da aliquota foi
calculado conforme a Equacgdo 3:

CDxV (Equacao 3)
CR

Aliquota (uL)=

Onde,
CD= Concentragdo desejada;
V= Volume final (5 mL); e

CR= Concentrac¢do real (equacao 2).
3.4.9. Preparo da curva de analitica
Para o preparo da curva de calibracdo pipetou-se as aliquotas da solu¢do estoque e

diluiu-se com soluc¢do metanol:dgua (1:1), conforme a Tabela 10.
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Tabela 10. Volume da solu¢do de metanol:dgua e solugdo estoque

Pontos da Solucao Volume de soluc¢ao

curva estoque (pL) Metanol:H,0(1:1) (nL)
1 12,5 387.,5
2 25,0 375,0
3 50,0 350,0
4 100,0 300,0
5 200,0 200,0
6 400,0 0,0

1.1.1. Calculo da concentracao de isoflavonas na amostra

A curva de calibracio foi obtida para regressdo linear para cada isoflavona
separadamente. A Equagdo 4 apresenta o cdlculo do teor de isoflavona em mg de isoflavona

por 100g de amostra.

1 R
Teor de isoflavona (mg/ 100g ) = M

(Equacao 4)
Onde,
Res: Resultado obtido através da curva de calibrag¢do (ug/mL)

M: massa de amostra pesada (g)

O teor de isoflavonas totais ¢ a soma do teor de todas as isoflavonas, ele foi expresso
em miligrama de aglicona por 100g. Por isso antes da soma, foi feita uma conversao das
isoflavonas glicosiladas em suas agliconas equivalentes, multiplicando-se o teor do derivado
glicosilado por um fator de conversdo (Tabela 11), que equivale a razdo entre o peso

molecular da aglicona equivalente e do derivado glicosilado (KLUMP et al, 2001).

Tabela 11. Massa molecular das isoflavonas e fator de conversao dos derivados glicosilados

Isoflavona Massa molecular (g) Fator de conversao
Daidzina 416 0,6106
Glicitina 447 0,6376
Genistina 432 0,6250
Daidzeina 254 -
Gliciteina 285 -

Genisteina 270 -
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3.4.10. Comparacao do método otimizado com o método convencional

Para comparacdo dos métodos otimizado e convencional, foi injetada uma curva de
calibracdo em cada coluna e analisada uma amostra de extrato de soja em seis replicatas. Para
comparacdo da equivaléncia entre os métodos foram utilizados a andlise de varidncia

(ANOVA) e o teste T de Student.

3.4.11. Estabilidade das isoflavonas em extrato de soja congelado

O extrato de soja foi obtido por processamento dos graos. Deste extrato, foi retirada
uma aliquota para extragdo e andlise de isoflavonas (dia 0). O restante do extrato de soja foi
divido em aliquotas que foram acondicionadas em congelador. Periodicamente, duas amostras
foram retiradas do congelador e submetidas a andlise em duplicata quanto ao teor de
isoflavonas (Tabela 12).

Tabela 12. Periodicidade da analise

Aliquota do extrato Tempo (dias)
1 0
2 7
3 15
4 30
5 60
6 90
7 120

3.5. Dipteryx odorata Willd Aulb. (Cumaru)

Foi disponibilizado pelo pesquisador Dr. Ronoel Luiz de Oliveira Godoy um extrato em

éter etilico do endocarpo do cumaru.

3.5.1. Fracionamento do extrato

O extrato foi fracionado através de agitacdo com hexano (n-C¢Hjz) em ultraturrax e

filtracdo, sob vacuo, em funil de vidro com placa sinterizada, procedimento repetido trés

vezes. Posteriormente, repetiu-se a mesma metodologia utilizando diclorometano (CH,Cl,),
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em seguida, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). Obtendo-se assim as fragdes de

hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol.

3.5.2. Separacio cromatografica dos flavonoides do cumaru

A separacdo cromatografica do extrato bruto foi otimizada utilizando-se coluna Cig
(YMC 250x4,6mm, com particula de Sum) com temperatura de 45°C, fluxo de 1,3mL/min em
modo de eluicdo gradiente de dgua:dcido acético 98:2 (Fase A) e acetonitrila:dcido acético
98:2 (Fase B) (Tabela 13), tempo de corrida 14 minutos. A faixa de comprimento de onda

utilizada foi de 200nm a 600nm.

Tabela 13. Gradiente da Fase A (dgua:acido acético 98:2) e Fase B (acetonitrila:4cido
acético 98:2) para separacio dos flavonoides do cumaru

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)

0,00 80 20

6,00 60 40

12,00 50 50

12,10 80 20

14,00 80 20
3.6. Coleta dos flavonoides

Os flavonoides foram separados por CLAE em coluna analitica acoplada a um detector
de arranjo de fotodiodos e uma vélvula de 6 vias da Rheodyne® (Figura 9), acoplada a saida
do detector. As substancias de interesse foram coletadas na saida do detector ao eluirem, com
a utilizacdo da vilvula seletora comandada pelo software Empower®. Foram realizadas

injecdes e coletas sucessivas de forma automatizada.
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Figura 9. Viélvula Rheodyne (A) e esquema da coleta dos flavonoides (B)

3.7. Secagem das fracoes

As fracdes coletadas foram rotaevaporadas a 35°C durante trinta minutos. Em seguida
foram colocadas no liofilizador até secagem completa, cerca de 15h. Alternativamente

utilizou-se a rotaevaporacgdo a 65°C até secagem completa.
3.8. Caracterizacio estrutural das substiancias

As substancias isoladas tiveram sua estrutura determinada através da interpretacdo dos
dados espectrais de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM)

com massa exata e espectros de ultravioleta (UV) e preparacdo de derivados.
3.8.1. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear

Todos os espectros de RMN foram adquiridos em um espectrometro Bruker DRX-500
(operando a 499,80 e 125.69MHz para 'H e "c, respectivamente). Os deslocamentos
quimicos (dg € dc) em p.p.m foram referenciados com base nos correspondentes valores
residuais do solvente MeOD (6y 3.31 e o¢ 49.15) usado. As constantes de acoplamento (J)
foram registradas em Hz. Os espectros heteronucleares 2D HSQC (lH—13C—COSY—1JCH) e
HMBC (IH—BC—COSY—HJCH, n=2 e n=3) foram adquiridos com 8§ transi¢des/128 incrementos
e 4 transi¢Oes/128 incrementos, respectivamente. Para os espectros homonucleares 2D COSY-
'H-'H foram usadas larguras espectrais de 5000Hz em ambas as dimensdes e o ndmero

normal de transi¢des.
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3.8.2. Espectros de massas exata (EM)

Os EM foram obtidos por inje¢cdo em cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia Acquity
(Waters®) acoplado a espectrometro de massas Q-TOF Synapt (Waters®) ou por infusdo direta
neste ultimo. A separacdo foi feita em coluna C;s5 (ACQUITY UPLC® BEH 2,1x150mm e
1,7um). As condi¢des cromatograficas foram: modo de eluicdo gradiente (Tabela 14) de
acetonitrila (Fase A) e 0,1% de acido férmico em dgua (Fase B), fluxo: 0,35mL/min,

temperatura da coluna 45°C, tempo de andlise 30 minutos (GODOY, 2012).

Tabela 14. Gradiente de eluicao para separacdo dos flavonoides

Tempo (min) Fase A (%) FaseB (%)

0,0 10 90
5,0 15 85
10,5 19 81
11,0 20 80
19,0 70 30
25,0 60 40
26,0 10 90
30,0 10 90

As condigdes e voltagens utilizadas no espectrodmetro de massas foram: modo positivo,
analisador modo V, capilar 3.0kV, cone de amostra 25.0kV, cone de extracdo 4.0kV,
temperatura da fonte 120°C, temperatura de dessolvacdo 500°C, fluxo do gis de

dessolvatacdo 750.0L/Hr, energia de colisdo 6.0eV.

3.8.3. Preparacio de derivados

3.8.3.1. Metilacao

Uma solu¢do de diazometano (CH,N;,) foi preparada em éter etilico conforme
procedimento descrito por Carvalho e colaboradores (2006). Montou-se um sistema de
destilacdo conectando-se um adaptador de Claisen a um baldo de fundo redondo imerso em
banho de 6leo. Em uma saida lateral do adaptador conectou-se um condensador, na outra um
funil de decantagdo, a saida superior foi tampada. Na saida do condensador conectou-se um

adaptador imerso em éter etilico dentro de um erlenmeyer sob banho de gelo, o adaptador
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continha outra saida que foi conectada a outro erlenmeyer contendo éter. Todo o sistema
continha conexdes lisas (Figura 10). Colocou-se SO0mL de solucao de hidréxido de potéssio a
50% no funil de decantacdo e adicionou-se lentamente ao baldo de fundo redondo contendo
20g de nitrosometiluréia e 125mL de éter etilico, sem ligar o aquecimento. Apds a adi¢do da
base iniciou-se o aquecimento lentamente. De forma que o produto foi sendo destilado a

medida que se formava, sendo recolhido em éter etilico resfriado.

Figura 10. Montagem do sistema de destilacdo para sintese de diazometano

A solugao etérea de diazometano foi adicionada em excesso as solugdes das substancias

em metanol. Apds a eliminacio do solvente obtiveram-se as substincias metiladas.

3.8.3.2. Acetilacido

A acetilagdo foi realizada conforme procedimento adaptado de Matos (2009). Foi
adicionada as substincias solu¢@o de anidrido acético:piridina (1:1), e mantida em repouso
durante 24h. Em seguida adicionou-se cuidadosamente, 10mL de dgua gelada. O acetato
formado foi extraido, em funil de separa¢do, com 10mL de cloroférmio por 3 vezes. Para
retirar o excesso de piridina, lavou-se o extrato cloroférmico 3 vezes com HCI 1M, e em
seguida, com 4gua destilada. Verificou-se que o pH estava abaixo de 7. Retirou-se o excesso
de 4cido, lavando o extrato cloroférmico com solu¢do 5% de bicarbonato de sédio e, em

seguida, com dgua destilada. O extrato cloroférmico foi seco, obtendo-se o produto acetilado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.1. Extracao e hidrdlise de isoflavonas glicosidicas

As unidades glicosidicas acetiladas (6°’-O-acetildaidzina, 6’’-O-acetilglicitina e 6°’-O-
acetilgenistina) e maloniladas (6’’-O-malonildaidzina, 6’’-O-malonilglicitina e 6’-O-
malonilgenistina) das isoflavonas isoladas do desengraxe da soja foram submetidas a hidrélise
basica e obteve-se os glicosideos correspondentes. No Esquema 7 foi proposto mecanismo

para a formacao das isoflavonas B-glicosiladas..
Rs

6""-O-acetildaidzina  6"-O-acetilglicitina  6"'-O-acetilgenistina

R1=H R1=0OMe R1=H

R2=H R2=H R2=0H

R3=Me R3=Me R3=Me
6''-O-malonildaidzina 6''-O-malonilglicitina ¢'-O-malonilgenistina
R1=H R1=0OMe R1=H

R2=H R2=H R2=0H
R3=CH2CO2H R3=CH2CO2H R3=CH2CO2H

OH |
daidzina glicitina genistina
R1=H R1=0OMe R1=H
R2=H R2=H R2=0OH
R3=Me R3=Me R3=Me

Esquema 6. Mecanismo proposto para a hidrélise dos grupos ésteres (6’’-O-acil) das unidades
glicosidicas das isoflavonas.

2.1.1  hidrélise de isoflavonas glicosidicas
A presenca das agliconas isoflavonicas no extrato do germe de soja eram consideradas

inexistentes ou encontravam-se em baixa concentracdo. Assim, tornou-se necessdria a

obtencdo de padrdes destes isoflavondides através de hidrélise dcida para transformacgdo das
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isoflavonas B-glicosidicas em suas respectivas agliconas. O Esquema 8 resume mecanismo

proposto para a hidrélise dcida das isoflavonas glicosiladas isoladas.

Daidzina Glicitina Genistina\,

RiI=H  R1=OMe RI=H H
R2=H  R2=H  R2=OH /
o®

ey
A

HO )

Daidzeina Gliciteina Genisteina
R1=H R1=OMe RI1=H HO
R2=H R2=H R2=0OH

HO

Esquema 7. Mecanismo proposto para a hidrélise 4cida das isoflavonas glicosiladas

2.1.2 Isolamento das isoflavonas da soja para obtencao de padroes analiticos

A aquisicdo de padrdes de isoflavonas comerciais com certificado de garantia quase
sempre depende de importacdo e apresenta custos elevados. Além disso, o tempo consumido
na transicdo envolvendo a compra, a remessa ¢ a chegada do material ao seu destino, pode
ocasionar degradacdo. A pequena quantidade geralmente comprada, restringe a possibilidade
de andlises para confirmagdo da pureza do material. Uma alternativa envolve o isolamento das
isoflavonas da soja no proprio laboratério e, apds andlises para confirmagdo estrutural e

pureza, utilizd-las como padrdo analitico.

43



7z

O isolamento de substincias organicas normalmente ¢é realizado através da
cromatografia cldssica, em coluna aberta, pois necessita-se apenas de adsorventes em aparatos
disponiveis na maioria dos laboratérios de organica. No entanto, a obten¢ao de substancias
com alta qualidade e pureza torna-se relativamente dificil e demanda muito tempo e volume
de solvente. A cromatografia liquida de alta efici€éncia em escala preparativa destaca-se como
bastante eficiente no que diz respeito a rapidez e obtencdo de substincias puras, porém
necessita de um grande investimento inicial, como a compra de um equipamento em escala
preparativa.

Uma alternativa para tal isolamento envolve a utilizacdo de um sistema de CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) em escala analitica através de injecOes e coletas
sucessivas. Uma vez que a quantificacdo de isoflavonas tornou-se uma anélise de rotina em
laboratdrio, ndo € necessdrio investimento elevado em equipamentos e 0s gastos aparecem
apenas com a compra de solventes, que no caso da CLAE alcancou patamar relativamente
pequeno. Por isso foram isoladas por CLAE em escala analitica seis isoflavonas: trés
glicosiladas (daidzina = PS1, glicitina = PS2 e genistina = PS3) e trés ndo glicosiladas,
(daidzeina = PS4, gliciteina = PS5 e genisteina = PS6).

Para o isolamento das isoflavonas da soja através de CLAE em escala analitica
recomenda-se como desejdvel uma coluna que suporte um grande volume de amostra, seja
reprodutiva e robusta e que o tempo de separacdo seja o menor possivel, pois serdo realizadas
sucessivas injecoes e coletas. Por isso, com base na capacidade e robustez foi selecionada a
coluna C;3 YMC 250x4,6 mm, com particula de 5 um.

As condi¢Oes cromatograficas otimizadas estdo descritas no item 3.4.6. A Figura 11
apresenta o cromatograma das seis isoflavonas isoladas da mistura obtida do extrato do germe
de soja (conforme descrito em 3.4.2) com a parte hidrolisada (conforme descrito em 3.4.5):
daidzina (PS1), glicitina (PS2) e genistina (PS3), obtidas por hidrélise basica do grupo acila
(Esquema 7) e daidzeina (PS4), gliciteina (PS5) e genisteina (PS6), produzidas por hidrdlise

acida (Esquema 8).
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1 PS1-Daidzina
PS2-Glicitina
PS3-Genistina
PS4-Daidzeina
PS5-Gliciteina
PS6-Genisteina

3,00

2,00

1,00

0,007

\ \ [l ‘ [l [l \ \ \ [l ‘ [l [l ‘ [l \ \ ‘ [l [l ‘ [l [l \ \ [l ‘ [l [l \ \ [l
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Minutes
Figura 11. Cromatograma das isoflavonas daidzina, genistina, glicitina, daidzeina, genisteina

e gliciteina

A otimiza¢@o de uma separacdo envolve a minimizagao do tempo de corrida a0 maximo
sem prejuizo da qualidade do resultado final. Trata-se de uma das etapas mais importantes, ja
que dela dependem dois fatores importantes: a pureza do material isolado e a quantidade de
solvente gasto (residuo gerado). Devido a diferenca de polaridade entre as isoflavonas
glicosidicas (mais polares) e as agliconas correspondentes (menos polares), durante o tempo
de 9,5 a 13,5 minutos nao ocorreu elui¢cdo de nenhuma substancia de interesse. A importancia
da reducdo deste tempo para a diminuicdo do tempo de corrida estimulou a tentativa de
aumento da forca da fase mével, o que ocasionou a aproximacao dos picos da daidzeina e
gliciteina (Figura 12). Tal proximidade dificultaria a coleta, comprometendo a pureza destas

isoflavonas e, por isso, ndo foi possivel alcancar a pretendida reducdo de tempo.

2,5 L.
1- Daidzina
2- Glicitina
2,0 3- Genistina
4- Daidzeina 1
15 5- Gliciteina
6- Genisteina
1,0
0,5 3 6
0,0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0

Minute

Figura 12. Cromatograma da reducao no tempo de retencao das isoflavonas agliconas com
comprometimento da resolucdo entre os picos da daidzeina e gliciteina
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A metodologia descrita no item 3.6 da Parte Experimental foi aplicada para o
isolamento das seis isoflavonas (PS1 a PS6). A valvula seletora de canais foi conectada na
saida do detector e cada um de seus canais programados para abrir e fechar conforme o tempo
de retencdo de cada substancia de interesse.

Foram isoladas as isoflavonas daidzina (900 ug), glicitina (600 ug), genistina (400 pg),
daidzeina (400 pg), gliciteina (200 pg) e genisteina (60 pg), com grau de pureza avaliado na
regido ultravioleta através do Am.x 260nm, obtendo-se como resultados 97,96 %, 95,24 %,
94,48 %, 99,42 %, 96,62 % e 95,83 %, respectivamente. As isoflavonas isoladas apresentaram
pureza satisfatéria para preparo da curva analitica e foram utilizadas para tal finalidade. A

Figura 13 apresenta o cromatograma do extrato de soja e das isoflavonas isoladas.

| == Daidzina
3.0 0{ Glicitina
Genistina
2,00 Daidzeina
Gliciteina
1,00 Genisteina J
] AN I I 1 |
1 |
1T
0,00 ’\Q*
| I \ I I ‘ I I ‘ I I I ‘ I I ‘ I | | ‘ I | I ‘ I I ‘ I I ‘ I I
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00

Minutes

Figura 13. Cromatograma das isoflavonas isoladas

Foram necessdrias 295 inje¢des de 20 minutos cada, sendo necessarios apenas 4 dias
para obtencdo das seis isoflavonas em quantidade e pureza suficientes para confirmagdo
estrutural, viabilizando também a sua utilizacdo como padrdo analitico. Nesta tarefa foram
consumidos 2,7 litros de metanol, 4,9 litros de dgua e 152 mL de acido acético, quantidades
muito menores do que seriam gastas se o isolamento fosse realizado da forma classica (coluna
aberta). A pequena quantidade de residuo gerado assume importancia, tanto ambientalmente
como financeiramente, pois além do custo da compra do solvente o correto descarte deve ser
feito por empresas especializadas, o que gera um custo adicional.

A inje¢do e coleta durante a elui¢do foram automatizadas e, por isso, apds a otimizag¢ao
da metodologia o analista ficou disponivel para a execu¢do de outras atividades durante o

processo de isolamento em andamento.
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A quantidade relativamente pequena de material isolado revelou-se suficiente para
confirmacdo estrutural e para utilizacio como padrdo analitico. Assim, o isolamento foi
classificado como bastante eficiente, tanto com base na qualidade do produto isolado, quanto

na economia do método estabelecido.

2.2, Caracterizacio estrutural das substancias isoladas
2.2.1. Isoflavonas - daidzina, glicitina, genistina, daidzeina, gliciteina e
genisteina

As estruturas das isoflavonas (Figura 14) revelaram-se bastante semelhantes,
aparecendo nos espectros de RNM muitos sinais similares, permitindo primeiramente uma
abordagem de forma geral, ¢ em seguida, tratando de enfatizar as diferengas estruturais

reveladas pelos espectros.

Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina  Genisteina
R,=H R,=H R,=OH R,=H R,=H R,=OH
R,=H R,=OCH; R,=H R,=H R,=0OCH; R,=H

Figura 14. Estrutura das isoflavonas isoladas dos graos de soja

Os espectros de RMN '"H das isoflavonas apresentaram um simpleto em oy 8,1-8,2,
sinal caracteristico de hidrogénio ligado ao carbono 2 do esqueleto isoflavonico. Foi possivel
observar os sinais representantes do sistema AA’BB’ do anel B. Nos espectros de RMN Be
pode-se confirmar se tratar de uma isoflavona, foi observada a desprote¢do do carbono 3 (3¢
124,0), causada pelo efeito retirador de elétrons do anel B que migrou para posi¢do 3 no
esqueleto isoflavonico, pelo mesmo motivo (auséncia do anel B na posicdo 2) ocorre a
protecdo do carbono 2 (5¢ 152,9), em relagdo as flavonas (6¢ 103 para C-3 e d¢ 164 para C-2).
Além disso, observa-se a presenca de carbonila conjugada com o oxigénio (6¢c 175.9),

sofrendo o efeito de protecdo em relacdo a flavanona (d¢ 192).
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Nos espectros de RMN 'H das isoflavonas glicosiladas foi observada a presenca de
hidrogénio (6y 5,13) ligado a carbono anomérico (C-1°"). Também apresentaram sinais de Oy
3,41-3,60, atribuidos aos hidrogénios 2°, 3°°, 4’ e 5°° da glicose. Os sinais em 0y 3,74 € oy
3,95 sao atribuidos aos hidrogénios na posi¢do 6’ da glicose.

A metodologia usada no isolamento das isoflavonas mostrou ser satisfatoria quanto a
pureza do material, isso pode ser observado nos espectros de RMN, pois apesar dos sinais
serem baixos, devido a pouca quantidade de amostra, as impurezas sao minimas, 0s espectros
apresentam-se bastante limpos. As Figuras 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22 apresentam o0s

espectros de RMN das isoflavonas isoladas.
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Figura 15. Espectro de RMN'H da daidzina isolada (a), expansio das regides Oy 3,3 2 4,0 (b); 8y 6,8 28,3 (¢) e &y 5,0 25,2 (d)
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Figura 17. Espectro de RMN'H da daidzeina isolada (a) e expansio da regido de 8y 6,8 2 8,2 (b)
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Figura 20. Espectro de RMN'H da gliciteina isolada (a) e expansio das regides oy 6,7 4 8,2 (b) e 8y 3,7 24,1 (¢)
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O hidrogénios localizados na posicdo 6°° da molécula de glicose geram dois sinais (Oy
3,74 e oy 3,95), pois encontram-se em ambientes quimicos diferentes. Vamos tomar a
molécula de glicose em projecdo de Newman (Figura 23). E possivel observar a diferenca no
ambiente quimico para os hidrogénios. Estes hidrogénios sdo chamados proquirais e
diasterotdpicos, pois a troca deles por outro dtomo, por exemplo deutério, gera um centro
assimétrico, sendo que as moléculas formadas sdo um par de diasteroisomeros (ROMERO,

1998).

HO

Figura 23. Projecao de Newman para molécula de glicose

Nos espectros de RMN 13C a existéncia de um carbono primério (metinico) em oc¢ 99,6
(regido de carbono ligado a dois oxigénios) confirma a presenga do carbono anomérico. Um
carbono secundario (metilénico) em o¢ 60,2 ligado a dois hidrogénios diasterotépicos e quatro
carbonos na regido o¢ 69,0-76,2 confirmam a presenga da glicose na molécula.

Até agora foram descritos os deslocamentos quimicos que sdo essenciais para a
identificacdo do esqueleto isoflavonico e para a presenca da molécula de glicose, porém ¢é
importante apresentar os pontos chave para a diferenciacdo das estruturas das isoflavonas e
estas diferencas estdo fundamentadas no anel A.

Na daidzina ¢ daidzeina o anel A possui apenas um substituinte. Observa-se um
dupleto em oy 8,1-8,2, atribuido a H-5, pois ele sofre o efeito retirador da carbonila. O H-5
acopla com um dupleto em oy 7,0-7,2, atribuido a H-6, com J 8,8Hz (acoplamento orto). O H-
6 também acopla com um dupleto em oy 6,9-7,3 (H-8) com J 2,2Hz (acoplamento meta). No
espectro de RMN homonuclear 2D COSY (Figura 24) da daidzina observou-se o acoplamento
entre os hidrogénios H-2" e H-3’, H-5" e H-6’, H-6 e H-5, H-6"’a ¢ H-6"’b e os demais

acoplamentos entre os hidrogénios da glicose.
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Figura 24. Espectro de RMN homonuclear 2D COSY da daidzina

O espectro de RMN homonuclear 2D COSY (Figura 25) da daidzeina é bastante
simples, como esperado observou-se 0os mesmos acoplamentos observados no espectro da

daidzina no que se refere ao esqueleto isoflavonico.
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Figura 25. Espectro de RMN homonuclear 2D COSY da daidzeina

Para a atribuicdo dos carbonos quaterndrios lancou-se mao do espectro de RMN
heteronuclear 2D HMBC (Figura 26). A posicao da glicose no esqueleto isoflavonico da
daidzina foi confirmada através da correlagdo observada do hidrogénio anomérico (oy 5,13)

com o carbono 7.
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Figura 26. Espectro de RMN heteronuclear 2D HMBC da daidzina

Na glicitina e gliciteina o anel A apresenta simpleto em dy 7,5-7,7 ¢ oy 6,8-7,4 no
espectro de RMN lH, atribuido ao hidrogénio 5 e 8, respectivamente. Simpleto em oy 3,9 com
integral para trés hidrogénios ligado a carbono em d¢ 55,4 confirmam presenga de metoxila.

No espectro de RMN homonuclear 2D COSY (Figura 27) da glicitina observou-se o
acoplamento entre os hidrogénios H-2" e H-3’, H-5" ¢ H-6’, H-6’a e H-6"’b e os demais

acoplamentos entre os hidrogénios da glicose.
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Figura 27. Espetro de RMN 2D-COSY da glicitina

Assim como no espectro de glicitina, no espectro de RMN homonuclear 2D COSY
(Figura 28) da gliciteina observou-se o acoplamento entre os hidrogénios H-2" e H-3’, H-5" e

H-6’
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Figura 28. Espetro de RMN homonuclear 2D COSY da gliciteina
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A posicdo da metoxila foi confirmada pela correlacio de seus hidrogénios com o

carbono 6 observada no espectro de RMN heteronuclear 2D HMBC (Figura 29). Este espectro

também foi util para visualizacdo dos carbonos quaterndrios, que nao foi possivel no espectro

de RMN C.
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Figura 29. Espectro de RMN heteronuclear 2D HMBC da glicitina

O espectro de RMN 'H da genistina apresentou dois dupletos em oy 6,70 e 6,51, com
uma constante de acoplamento pequena (J=2,2Hz), condizente com acoplamento em meta,
que foram atribuidos aos hidrogénios 6 e 8, respectivamente. O espectro de RMN
homonuclear 2D COSY da genistina (Figura 30) foi observada a correlacdo dos hidrogénios

3’ com2’ e 5’ com6’. Assim como as correlagdes entre os hidrogénios da glicose.
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A atribuicdo dos carbonos quaterndrios foi feita com base no espectro de RMN

heteronuclear 2D HMBC (Figura 31). A posicao da glicose no esqueleto isoflavonico da

genistina foi confirmada através da correlagdo observada do hidrogénio anomérico (dy 5,05)

com o carbono 7(dy 163,75).
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Figura 31. Espectro de RMN heteronuclear 2D HMBC da genistina
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A Tabela 15 apresenta os dados espectroscopicos de RMN assim como as correlacdes

observadas no espectro de RMN 2D HSQC.
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Tabela 15. Deslocamento quimicos de RMN de °C e 'H das isoflavonas isoladas
Daidzina Daidzeina Glicitina Gliciteina Genistina
HSQC HSQC HSQC
dc On On Oc* On On d¢ On
2 152,9 8,24(s) 8,15(s) 153.,5 8,24(s) 8,09(s) 155,50 8,14(s)
3 124,0 - - - - - 125,26 -
4 175,9 - - - - - 182,71 -
5 126,1 8,18(d,8,8) 8,07(d,8,8) 104,7 7,66(s) 7,49(s) 164,98 -
6 114,8 7,24(dd,8.,8;2,2) 6,95(dd.8,8;2,2) - - - 96,06 6,70(d,2,20)
7 161,3 - - - - - 163,75 -
8 102,7 7,28(d,2,2) 6,85(d,2,2) 103,9 7,37(s) 6,75(s) 101,28 6,51(d,2,20)
9 157,0 - - - - - 159,47 -
10 118,0 - - - - - - -
11(OCHj3) - - - 55,4 3,99(s) 3,95(s) 108,22 -
r 121,8 - - - - - 123,28 -
2’ 129,2 7,41(dd,8,5;1,8) 7,40(dd,6,6;2,2) 130,1 7,42(dd,6,9;1,8) 7,40(dd,6,6;2,2) 131,57 7,39(d,8,56)
3 114,0 6,88(dd,8,5;1,8) 6,87(dd,6,6;2,2) 1149 6,88(dd,6,9;1,8) 6,87(dd,6,6;2,2) 116,49 6,85(d,8,56)
4 156,6 - - - - - 159,12 -
5 114,0 6,88(dd,8,5;1,8) 6,87(dd,6,6;2,2) 114,9 6,88(dd,6,9;1,8) 6,87(dd,6,6;2,2) 116,49 6,85(d,8,56)
6’ 129,2 7,41(dd,8,5;1,8) 7,40(dd,6,6;2,2) 130,1 7,42(dd,6,9,1,8) 7,40(dd,6,6;2,2) 131,57 7,39(d,8,56)
1 99,6 5,13(d,7,5) - 100,51 5,17(d,7,6) - 101,82 5,05(d,7,34)
2 72,5 3,54(m) - 73,2 3,60(m) - 74,89 3,50(m)
3 75,6 3,54(m) - 76,4 3,54(m) - 78,02 3,50(m)
4 69,0 3,41(m) - 69,8 3,44(m) - 71,41 3,42(m)
5 76,2 3,58(m;5,9;2,5) - 77,1 3,60(m) - 78,56 3,50(m)
6a”’ 60.2 3,95(dd,12,2;2,5) - 61.1 3,95(dd,12,0;2,2) - 62.60 3,91(dd,12,10;2,20)
6b”’ ’ 3,74(dd,12,2;5,9) - ’ 3,73(dd,12,0;6,0) - ’ 3,71(dd,12,10;5,62)

*Os carbonos quaternarios da glicitina nao foram detectados devido a pouca quantidade de amostra



No espectro de massa exata das isoflavonas glicosiladas (Figura 32)

observou-se a

transicdo m/z 417,1071 — m/z 255,0638 para a daidzina (PS1), m/z 4472482 — m/z

285,1559 para a glicitina (PS2) e m/z 433,1111 — m/z 271,0602 para a ge

representando reacdo de fragmentacdo envolvendo a molécula protonada

N

nistina (PS3),
[M+H]" e

eliminacdo de uma molécula correspondente a unidade glicopiranosila ([M+H-CgH;oOs]",

Esquema 8).
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Figura 32. Espectro de massa exata da daidzina (a); glicitina (b) e genistina (c)

Daidzina Glicitina Genistina

Daided Cliciteins
Ri=H R;=H R;=OH RoH R<H
Ry=H Ry=0CH; Ry=H RoH Ry=OCH,

m/z cale..: 417,180/ calc..:447,1286 m/z calc..:433,1129

m/z exp.: 417,1071 iz exp.: 4470482 mlzexps 4331111 m/z calc..:255,0652 m/z calc..:285,0758

m/z exp.: 255,0638 m/z exp.: 285,1559

Genisteina
R,=OH

R,=H

m/z calc..:271,0601
m/z exp.: 271,0602

Esquema 8. Proposta de mecanismo de fragmentagdo para as isoflavonas glicosiladas



Nos espectros de massas exata das agliconas isoflavonicas (modo positivo, Figura 33)
foram observados apenas os fons correspondentes as agliconas protonadas ((M+H]*, Figura

34).
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Figura 33. EM (modo positivo) da daidzeina (a); gliciteina (b) e genisteina (c)

Daidzeina Gliciteina Genisteina
R 1 =H R 1 :H R 1 :OH
R2=H R2=OCH3 R2=H

m/z calc..:255,0652 m/z calc..:285,0758 m/z calc..:271,0601
m/z exp.: 255,1233 m/z exp. :285,0629 m/z exp.: 271,0772

Figura 34. Proposta de protonacdo molecular das agliconas isoflavonicas (modo positivo)
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A daidzina e daidzeina apresentaram espectros na regido do ultravioleta (Figura 35)
com absor¢des em Apm,x 250 nm, referente a banda II, e 303 nm, referente a banda I; a
glicitina e gliciteina revelaram tais bandas Ay.x 258 nm (banda II) e 318 nm ( banda I); para
genistina e genisteina observou-se a banda II em A, 260 nm. Nas isoflavonas a banda II € a
mais intensa que a banda I. Nao foi observado efeito significativo no espectro na regiao do

ultravioleta quando a glicosilacdo envolve a hidroxila localizada no carbono 7.
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Figura 35. Espectros de ultravioleta da daidzina (a), daidzeina (b), glicitina (c), gliciteina (d),
genistina (e) e genisteina (f)

As quantidades isoladas de genistina e genisteina nao foram suficientes para obtengao
dos espectros de RMN.

Os espectros de RMN, UV e EMAR das isoflavonas estdo condizentes com dados da
literatura (PARK et al., 1999; MURPHY et al., 2002; RIBANI, 2008). Por isso, neste caso
por se tratar de substancias muito bem descritas e ja isoladas anteriormente desta matriz, estes

dados sdo suficientes para confirmacgao estrutural adicional.
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4.1.2. Preparacao de derivado

Foi preparado um derivado acetilado da daidzina, isoflavona obtida em maior
quantidade. A acetilagcdo foi realizada através de reacdo de anidrido acético com a daidzina,

na presenca de piridina. O Esquema 28 apresenta 0 mecanismo proposto para a reacao.

y OAc

Ac,O

Piridina

Daidzina peracetilada

]
:
3 NE g

Esquema 9. Acetilacdo da daidzina e mecanismo proposto para a reacao

A Figura 36 apresenta o espectro de massas exata da daidzina acetilada. O acréscimo
de 210 unidades de massa (cinco unidades de acetil) confirmou a existéncia de cinco

hidroxilas, quatro da unidade glicopiranosila e uma da aglicona.

TOF MSMS 627.00ES+

100 297.1093 627.2421 2.05e4
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Figura 36. Espectro de massa exata da daidzina acetilada
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O Esquema 10 apresenta proposta de fragmentagcdo para justificar os picos principais
observados no EMAR. A principal reacdao de fragmentagdo justificou o pico observado em:
m/z 297,1093 (m/z 627,2421 [M+H]"— m/z 297,1093 [M+H-C4H;300]"), formado pela perda

de molécula correspondente ao grupo glicopiranosila acetilado.

H OAc

[¢] o
m/z calc.: 627,1708 OH )J\ Q )j\
m/z exp.: 627,2421 + o 0
m/z calc.: 297,0757
0 o m/z exp.: 297,1093

b.g
H

d

HW
AcO
m/z cale.: 627,1708 O

m/z exp.: 627,2421 OAc

o] m/z calc.: 331,1024

m/z exp.: 331,1429

AcOH

OAc

m/z calc.: 271,0812
m/z exp.: 271,1153

Esquema 37. Proposta para os fragmentos observados no EM

Foi observado efeito hipsocromico (AA 7 nm) na absor¢do da banda I com a acetilagao

do oxigénio na posi¢do 4’ da daidzina. Esta diferenca pode ser explicada pela atenuacdo do
efeito mesomérico doador contribuido pelo dtomo oxigénio apds a acetilagdo, ja que o grupo
carbonila exerce também efeito retirador de elétrons por mesomeria. Como esperado a
retencdo da daidzina acetilada em fase reversa foi maior que da daidzina, pois a polaridade

da daidzina acetilada é menor (Figura 37).
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Figura 38. Cromatograma e espectro de ultravioletada daidzina acetilada

4.1.3. Calculo da concentrac¢ao das solugoes de isoflavona e preparo da curva

analitica

A pureza das isoflavonas isoladas foi determinada por CLAE-DAD. A quantificagdo foi
determinada através da lei de Lambet Beer. O uso da lei de Lambert Beer na quantificacdo do
isolado, neste caso, é mais confidvel do que a quantificagdo gravimétrica, pois nesta,
impurezas que absorvam em outros comprimentos de onda interferem na massa pesada.
Porém o fator limitante quando a pureza é determinada por um detector seletivo, como € o
caso do DAD, € que o padrao poderd somente ser utilizado em andlises que usem a absor¢@o
UV-Vis como forma de deteccao, para o uso com outras formas de detec¢do, seria necessario
fazer a andlise de pureza com a utiliza¢do de um detector universal.

A Tabela 16 sumariza os dados utilizados para quantificacdo dos padrdes, tais como: a
absorvancia lida em espectrofotometro, a concentracao real (Equagdo 2) para as solugdes de

isoflavona e o volume da aliquota (Equacao 3) utilizada no preparo da solugdo estoque.
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Tabela 16. Absorvancia (ABS), concentracdo e volume da aliquota para as solugdes de

isoflavonas
ABS Concentracao Volume da
real (mg/mL) aliquota (uL)
Daidzina 0,589 0,895 179
Glicitina 0,383 0,610 66
Genistina 0,294 0,388 412
Daidzeina 0,530 0,424 94
Gliciteina 0,172 0,093 429
Genisteina 0,326 0,119 335

Foram misturadas em baldo volumétrico de SmL, as aliquotas de cada solu¢do de
isoflavona apresentadas na Tabela 16 e o volume foi completado com solu¢do de metanol e
agua (1:1). Para o preparo dos pontos (niveis) de curva analitica foram feitas dilui¢des
conforme a Tabela 10. A Tabela 17 apresenta a concentracdo de cada isoflavona em cada

ponto da curva analitica.

Tabela 17. Concentragao de cada isoflavona em cada ponto da curva analitica

Concentracao da Isoflavona
Ponto Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina Genisteina

(ng/ml) (pg/mL) (pg/mL) (pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml)

1 1,000 0,250 1,000 0,250 0,250 0,250
2 2,000 0,500 2,000 0,500 0,500 0,500
3 4,000 1,000 4,000 1,000 1,000 1,000
4 8,000 2,000 8,000 2,000 2,000 2,000
5 16,000 4,000 16,000 4,000 4,000 4,000
6 32,000 8,000 32,000 8,000 8,000 8,000

Cada ponto da curva analitica foi preparado em vial do injetor automatico e injetado em
triplicata. A Figura 38 apresenta a curva analitica para cada isoflavona com seus respectivos

. . . ~ 2 . .
coeficientes de determinagdes (R”), sendo que para todas as isoflavonas se apresentou maior

que 0,99.
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Figura 39. Curva de calibragdo para as isoflavonas

4.1.4. Comparacao das colunas alternativas a coluna convencional

A diminui¢do no tempo de separacdo € um fator que é cada vez mais visado por
laboratérios que utilizam a CLAE, mas para isso € necessdrio reducdo no tamanho das
colunas. O comprimento da coluna influencia diretamente o tempo de separagdo, ao passo que
o diametro interno € inversamente proporcional ao fluxo da fase mével. Isto significa reducao
no volume de fase mével com a utilizagao de colunas menores. Porém, para que a redu¢ao no
tamanho da coluna ndo afete a eficiéncia da separacdo € preciso que as particulas de recheio
da coluna possuam diametro reduzido.

A reducdo do diametro das particulas aumenta a pressao da andlise. Para separacdo em

colunas com particulas de didmetros menores que 2um € necessdrio o uso sistemas de
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cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), este tipo de sistema possui bombas que
suportam altas pressoes.. Como este tipo de equipamento ndo estd disponivel em todos os
laboratdrios, o objetivo foi otimizar a separagdo das isoflavonas do extrato de soja em um
sistema de CLAE usando colunas com particulas maiores que 2pum.

A separagdo de isoflavonas do extrato de soja em coluna convencional (coluna Cig,
YMC-Pack ODS-AM303, 250x4,5mm e Sum), que leva em média 45 minutos conforme
método AOAC (vide item 3.4.3). A separacdo foi otimizada na Coluna 1 (coluna Cis,
Phenomenex Kinetex, 50x2,Imm e 2,6um) (vide item 3.4.4.1) e Coluna 2 (coluna Cis,
Thermo BDS Hypersil, 100x4,6mm e 2,4pum) (vide item 3.4.4.2). Os cromatogramas obtidos
em tais colunas foram comparados a coluna convencional.

A Tabela 18 apresenta as condi¢des de andlise em cada coluna, bem como a reducdo do

volume de solvente em relagdo a coluna convencional.

Tabela 18. Condi¢des cromatograficas e reducdo do volume de solvente usado nas colunas

testadas
Tempo Fluxo Volume Reducao de
Coluna . .
(min) (mL/min) (mL) volume (%)
Convencional 45 1,3 58,5 0
Coluna 1 10 0,35 3,5 94
Coluna 2 10 1,3 13 78

Apesar da Coluna 1 ter apresentado maior reducao no volume de solvente, a Coluna 2
revelou picos mais finos e bem resolvidos, quando também foi possivel separar um
interferente inevitdvel com a utilizagdo da Coluna 1. A Figura 39 sumariza os cromatogramas

do extrato de soja nas colunas testadas.
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Figura 40. Comparacdo cromatografica de isoflavonas envolvendo as colunas: (A)
convencional, (B) 1 e (C) 2.

A Coluna 2 apresentou elevada eficiéncia na separagdo cromatografica de isoflavonas
de soja, revelando picos finos e bem resolvidos. Além disso, sua utilizacdo viabilizou uma
reducdo de 78% no volume de solvente e 77% no tempo de andlise quando comparado com a
coluna convencional. Por isso esta coluna foi selecionada para substituicdo da coluna
convencional em andlises de rotina, mas para isso € necessdrio comparar a resposta desta em

relacdo a convencional em andlises quantitativas.
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4.1.5. Comparacao da reposta das colunas convencional e coluna 2
A comparacdo da resposta da coluna 2 com a coluna convencional foi avaliada através
da andlise de variancia (ANOVA) e do teste T (Student). A Tabela 19 sumariza a média, o

coeficiente de variacdo (CV), e o resultado dos testes estatisticos.

Tabela 19. Média, desvio padrao (DP), coeficiente de varia¢do (CV)

Isoflavona Coluna Média (ug/100g) DV  Varidncia CV (%)

Daidgina  CC 8.53° 0351  0,123% 411
2 8.67° 0385  0,148° 4.43
Glicitina CC 1,29° 0,023  0,001" 1,80
et C2 1,31° 0,045  0,002" 3,41
Genisti cC 25.38¢ 0976 0,953 3.85
emstna oo 25,30° 0491 0241 1,94
Daidpeina  CC 2.25¢ 0,106 0,011 471
C2 2,149 0,076 0,006 3,56
L cC ND ; ; ;
Gliciteina 2 ND i ) )
Genistefna  CC 7.19° 0250  0,063" 3.48
C2 7.27° 0,093  0,009' 1,28
Tota cC 44.64' 1,670 2,789™ 3,74
otais 2 44,69 1,044  1,090™ 2.34

*As médias/varidncias com letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (P<0.05)

As colunas apresentaram resultados equivalentes, tanto quanto ao teor de isoflavonas
quanto a variancia da andlise. Nao foi encontrada uma matriz que contivesse gliciteina
naturalmente, por isso nao foi possivel a comparacio das curvas para este analito.

Esta foi uma comparacgdo prévia das metodologias, porém para garantir a confiabilidade

do método € aconselhdvel a valida¢do da metodologia, este ndo é o objetivo do trabalho.

4.1.6. Estabilidade das isoflavonas em extrato de soja congelado

A Tabela 20 sumariza a média do teor de isoflavonas e desvio padrdao em cada dia de

ensaio.

77



Porcentagem relativa (%)

Tabela 20. Média da concentracdo de cada isoflavona em equivalente em agliconas para

as isoflavonas glicosidicas, isoflavonas totais (+ desvio padrao)

Dia Média da concentraciao (mg/100g) em equivalente em aglicona (+ desvio padrao)

Daidzeina Gliciteina Genisteina  Daidzina  Glicitina  Genistina Totais
0 0,28+0,01 ND 0,34+0,02  7,36+0,39 ND 10,52+0,22  18,49+0,43
7  0,25+0,02 ND 0,34+0,03  8,63+0,62 ND 11,41+0,70  20,02+2,12
15 0,26+0,01 ND 0,31+£0,01  8,21+0,13 ND 11,11+£0,24  19,89+0,37
30 0,24+0,01 ND 0,32+0,01  7,86+0,07 ND 10,78+0,09  19,20+0,15
60 0,28+0,05 ND 0,37+£0,10  8,57+0,11 ND 11,17+£0,10  20,39+0,22
90 0,27+0,03 ND 0,36+£0,01  8,12+0,27 ND 10,84+0,32  19,58+0,61
120 0,25+0,01 ND 0,33+0,02  8,37+0,22 ND 10,83+0,28 19,78+0,52

ND= Nao detectado

A Figura 40 sumariza o teor relativo (dia 0=100%) de cada isoflavona (daidzina,

genistina, daidzeina e genisteina) e isoflavonas totais por dia de ensaio.
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Figura 41. Concentra¢do de isoflavonas totais e individuais (daidzina, genistina, daidzeina e
genisteina) em porcentagem relativa por dia de ensaio

Nao foi observada tendéncia de alteragdo na concentracdo de isoflavonas durante o

periodo avaliado. A pequena variacdo observada é devido a andlise ter sido realizada em dias

diferentes. Portanto as isoflavonas mantiveram-se estdveis durante o periodo avaliado, tanto

individualmente quanto o teor de isoflavonas totais.
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4.2. Dipteryx odorata Willd Aulb. (Cumaru)

O extrato em éter etilico do endocarpo do Dipteryx odorata Willd Aulb. (Cumaru,

Figura 41) foi cedido pelo Dr. Ronoel Luiz de Oliveira Godoy.

Figura 42. Endocarpo e semente do Dipteryx odorata Willd Aulb. (Cumaru)

4.2.1. Fracionamento do extrato

A parte utilizada para a pesquisa de flavonoides foi o endocarpo. Foi realizado um
fracionamento com quatro solventes com polaridades diferentes: hexano (n-CeHip),
diclorometano (CH,Cl,), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). As fracdo obtidas
foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de

fotodiodos a 253nm (Figura 42).
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Minutes

Figura 43. Cromatograma do extrato bruto e das fracdes do cumaru

O extrato bruto e as fracdes em hexano e diclorometano apresentaram um pico
majoritario em 7,8 minutos. O espectro de ultravioleta apresentou absor¢cao A 275nm (Figura
43) e no espectro de massas exata (Figura 44) foi observada a transicdo m/z 147,0834—m/z
103,0997, que corresponde a perda de massa de 43,9837, [M+H]" gerando [M+H-CO,]",
atribuiu-se este pico a cumarina (Figura 43), pois seus dados espectrais sdo condizentes com

a literatura (SULLIVAN, 1982), além da planta ser conhecida pela presen¢a da cumarina.
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Figura 44. Espectro de ultravioleta e estrutura da cumarina
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Figura 45. Espectro de massas exata da cumarina

O extrato bruto obtido com éter etilico e as fracdes oriundas de fracionamento foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Verificou-se que, no extrato bruto e
nas fracdes de hexano (n-CgHj,) e diclorometano (CH,Cl,) a presenca da cumarina em
elevada proporg¢ao dificultava a coleta dos flavonoides. As fracdes de acetato de etila (AcOEt)
e de metanol (MeOH) nado revelaram a presenca de cumarina. A fracdo de AcOEt foi
selecionada para o isolamento dos flavonoides com base na maior concentracdo destes

compostos.

4.2.2. Isolamento dos flavonoides do cumaru

A metodologia aplicada no isolamento das isoflavonas do extrato de soja mostrou ser
eficiente na obtengdo de padrdes de isoflavonas. A mesma metodologia foi aplicada no

isolamento de flavonoides do cumaru com o intuido de obter espectros suficientes para

determinacao estrutural inequivoca e preparo de derivados, afim de avaliar sua viabilidade na
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obtencdo de espectros de qualidade para elucidacdo estrutural de flavonoides em matrizes
ainda ndo estudadas.

Para a separacdo dos flavonoides foi aplicada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com coluna Cig (YMC 250x4,6mm, com particula de 5 um), como descrito no item 3.5.2.
Ap06s o fracionamento do extrato em acetato de etila foi seca, ressuspendida em metanol:dgua
(1:1) e centrifugada. A Figura 45 apresenta a separacdo dos seis flavonoides da fracdo de

acetato de etila a 253nm.
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Figura 46. Cromatograma dos flavonoides na fracdo de acetato de etila a 253nm

Os picos PC1 e PC2 nao foram identificados. A Figura 46 apresenta o cromatograma

dos flavonoides isolados do cumaru.
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Figura 47. Cromatograma dos flavonoides isolados da fracdo de acetato de etila
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Foram isolados do extrato em acetato de etila do cumaru duas flavonas, uma flavanona,
uma aurona e duas chalconas, com pureza e quantidade suficientes para determinagdo
estrutural. A metodologia foi eficiente no isolamento de flavonoides e vidvel economica e
ambientalmente, pois foram gastos apenas em 9,9 dias de uso do cromatografo liquido de alta
eficiéncia, utilizando-se apenas 6,9 litros de acetonitrila, 0,37 litros de acido acético e 11,2
litros de 4dgua. Ressalta-se que, foram usadas injecdo e coleta automatizadas, o que dispensa o

trabalho do analista em tempo integral.

4.2.3. Elucidacao estrutural dos flavonoides
4.2.3.1. Flavanona: CP4 - 3’,4°,7-trihidroxiflavanona

No espectro de RMN 'H e *C foram observados os sinais caracteristicos de flavanona:
um préton em Oy 5,32ppm ligado a um carbono em ¢ 79,68ppm, atribuido ao hidrogénio e
carbono 2, respectivamente. Foi verificada a presenca de hidrogénios diasterotdpicos, H-3a
em 02,68ppm e H-3b em oy 3,00ppm, ligados a carbono metilénico (d¢ 43,63ppm). Estes
hidrogénios acoplam entre si com constante de acoplamento (J) de 17Hz e acoplam com o
hidrogénio 2 com J=2,8 e 12,9Hz, para o H-3a e H-3b, respectivamente. Este sistema € tipico
para flavanonas. A Figura 47 apresenta o espectro de RMN 'H da flavanona e a expansdo da
regides de 2,5 a 3,2ppm e de 5,0 a 8,0ppm. A Figura 48 apresenta o espectro de RMN Be

flavanona.
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Figura 48. Espectro de RMN 1H (a) da 3',4',7 trihidroxiflavanona , expansao de oy 2,5 a2 3,2 (b) e 0y 5,2 a 8,0 (c) (5S00MHz)
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Figura 49. Espectro de RMN BC da 3'.4',7-trihidroxiflavanona (500MHz)
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No espectro de RMN homonuclear 2D COSY (Figura 49) confirmou-se o acoplamento
dos hidrogénio diasterotépicos (H-3a e H-3b) e ambos com H-2, além de H-6 com H-5.
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Figura 50. Espectro RMN homonuclear 2D COSY da 3',4',7-trihidroxiflavanona

Para a identificacio dos sinais no RMN'H do anel B, langou-se mio do espectro de
RMN 2D HMBC. O acoplamento de H-2’ (8y 6,95, sl) e H-6" (dy 6,81, dd) com C-2, assim
como a multiplicidade foram importantes na atribuicao dos respectivos hidrogénios, além do
sinal de H-5" que cai em deslocamento quimico semelhante a H-6° ambos em dy 6,80-6,82.
Os sinais restantes foram atribuidos ao anel A, que apresentou um simpleto em Joy 6,35
referente a H-8, dois dupletos em dy 6,52 e oy 7,75 que acoplam entre si com J=8,8Hz, eles
foram atribuidos a H-6 e H-5, respectivamente.

No espectro de RMN 2D HMBC (Figura 50) foi possivel observar o acoplamento de H-
5 com a carbonila (C-4, d¢ 192,14ppm) e C-9, assim como entre o H-6 (oy 6,49) e C-10 (3¢
110,33) e H-8 (0y 6,35) e C-9 (8¢ 164,14). Todas estas informagdes nos levaram a concluir

que a posicao hidroxilada do anel A da flavanona é C-7.
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Figura 51. Espectro de RMN 2D HMBC da 3',4',7-trihidroxiflavanona
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A Tabela 21 sumariza os dados espectrais de ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio (RMNIH) e carbono 13 (RMN13C), assim como as correlacdes observadas no

espectro de RMN 2D HSQC.
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Tabela 21. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e °C e suas correlagdes no espectro de

2D-HSQC para a 3°,4°,7-trihidroxiflavanona

HSQC

dc On
1 - -
2 79,68 5,34(dd,12,9)
3a 43,63 2,71(dd,17,0,2,8)
3b 43,63 3,03(dd,17,0,12,9)
4 192,14 -
5 128,45 7,75(d,8,8)
6 110,33 6,52(dd,8,8)
7 165,41 -
8 102,40 6,38(s)
9 164,14 -
10 113,56 -
I 130,62 -
2 113,27 6,95(s)
3 145,09 -
4 145,43 -
5 114.82 6,82(d,8,2)
6’ 117,82 6,82(d,8,2)

No espectro de massas exata (Figura 51) observamos a fragmentacao do ion molecular

m/z 273,0901 ((IM+H]") formando m/z 137,0423, que é produto da fragmentacio retro Diels

Alder, confirmando a presenga de uma hidroxila no anel A e duas no anel B.
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Figura 52. Espectro de massas de alta resolucdo da 3',4',7-trihidroxiflavanona

O Esquema 11 apresenta os fragmentos propostos para justificar os ions observados no

EM da 3’,4°,7-trihidroxiflavonona.
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Esquema 53. Mecanismo proposto para a fragmentacao da 3',4',7-trihidroxiflavanona

O espectro de ultravioleta da 3’,4’,7-trihidroxiflavanona (Figura 52) apresentou
absor¢@o A 277nm referente a banda II. Nas flavanonas a banda II é mais intensa que a banda
I, pois o croméforo responsavel pela absor¢do da banda I (anel B), nas flavanonas, nao esta

conjugado com a carbonila.

] 234,5 2771
2,00 J\

1,50

1,00

L e s B B e L s s s B B e AL m
250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00
nm

Figura 54. Espectro de ultravioleta da 3',4',7-trihidroxiflavanona

Todos os dados espectrais obtidos dos experimentos com a substancia isolada estdo em
acordo como os dados ja apresentados na literatura para a 3’,4’,7-trihidroxiflavanona

conhecida como butina (TIAN et al, 2004 ).
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4.2.3.2. Flavonas: CP3 - 3’4’ 7-trihidroxiflavona CP6 - 3°4°,5,7-

tetrahidroxiflavona

As flavonas apresentaram deslocamentos quimicos referente ao hidrogénio 3 em oy
6,57- 6,67, e ao carbono 3 em d¢ 102-103. O carbono 2 apresentou deslocamento quimico em
Oc 163-164 e a carbonila (C-4) em oy 178,89 para a 3°,4°,7-trihidroxiflavona e oy 182,47
para a 3’,4°,5,7-tetrahidroxiflavona (Figura 53). Esta diferenca entre os deslocamentos
quimicos da carbonila das duas flavonas é explicada pela existéncia de hidroxila na posi¢ao 5
do anel A, formando ponte de hidrogénio com a carbonila, causando efeito de desprote¢dao no

carbono da carbonila quelada (3’,4°,5,7-tetrahidroxiflavona).

Figura 55. Efeito de hidroxila na posicao 5 no deslocamento quimico do carbono da carbonila

Através da observacdo do conjunto de espectros de RMN das flavonas atribuiu-se ao
anel B um dupleto em 066,93-6,94 referente ao hidrogénio 5°, ligado a carbono com
deslocamento quimico de ¢ 114-115, um simpleto largo (H-2") e um dupleto (H-6’) caindo
ambos em Oy 7,41-7,44, neste caso os hidrogénios 2’ e 6° caem em deslocamento quimico
semelhantes, pois ambos sofrem o efeito de desprote¢do da carbonila conjugada, o que vimos
que ndo ocorrem em flavanonas, pela auséncia da conjugacdo. No espectro de carbono ndo
verificamos o efeito de conjugacdo da carbonila com tanta intensidade, ja que o carbono 2’
possui deslocamento quimico 6¢ 112 e o carbono 6’ possui deslocamento de oc 118 estes
deslocamentos nao se diferenciam dos mesmos carbonos na 3’,4’,7-trihidroxiflavanona.

As Figuras 54, 55, 56 e 57 apresentam o espectro de RMN'H e BC da 3,4,7-

tetrahidroxiflavona e 3’,4°,5,7-tetrahidroxiflavona, respectivamente.
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7.45 - H2(s); HE'(d,8.1)
6.96 - H6(d,8.8)
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Figura 56. Espectro de RMN 'H da 3',4',7-trihidroxiflavona (a) e expansao da regido de dy 6,5 a 8.0 (b) (S00MHz)
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Figura 58. Espectro de RMN 'H da 3'4',5,7-tetrahidroxiflavona (a) e expansao de 6,0 a 8,0 (b) (S00MHz)

93



182.47(4)

—164.80(2)

~ _ s
> — = A Z
/\v = N~ ~ ©
Elot) = © R (3}
SO B w : 5
0 = (o] (o] ™
g% €7 T ]
- ~—
T

(|)H
3' OH
>Ny |
©
| H AN | ® &
HO 8 O 1 5 — Lo o
NN N \6/ B o= &
- - D ‘oo
T g% 5°°¢
m/\
6 10, 3 N 2
— &
\5/ \4/ 8:\ ~
| | 3>
OH (6]
S SRR S SRS ESRSRISSS——,
200 192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0

Chemical Shift (ppm)
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A diferenca entre as duas flavonas estd no anel A. No espectro de RMN'H da 3°,4’,7-
trihidroxiflavona foi observado um dupleto desprotegido (dy 8,00) atribuido a H-5, por estar
orto a carbonila, que acopla com um dupleto em oy 6,96 (H-6) com J=8,8Hz. Além de um
simpleto largo em oy 7,00 atribuido a H-8. No espectro de RMN homonuclear 2D COSY

(Figura 58) confirmou-se o acoplamento entre H-5" ¢ H6’ e entre H-5 e H-6.

>
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Figura 60. Espectro de RMN homonuclear 2D COSY da 3’,4’,7-trihidroxiflavona

Para a atribui¢do inequivoca dos carbonos 2 (6¢ 164,67) e 7 (¢ 163,46) lancou-se mao
do espectro de RMN 2D HMBC (Figura 59), onde observou-se a correlacdo do carbono 7

com o hidrogénio 5 e do carbono 2 com o hidrogénio 3.
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Figura 61. Espectro de RMN 2D HMBC da 3',4',7-trihidroxiflavona
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Na estrutura da 3°,4°,5,7-tetrahidroxiflavona o anel A € dihidroxilado, as posicoes das

hidroxilas foram facilmente identificadas ja que foram observados dois simpletos largos no

1 . .
espectro RMN H e assim como seus respectivos carbonos encontravam-se em campo alto

(protegidos), para que isso acontecesse as hidroxilas deveriam estar nas posi¢des 5 € 7. E

possivel observar o acoplamento entre H-6 ¢ H-8 e entre H6 e H5’ no espectro de RMN

homonuclear 2D COSY (Figura 60).
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Figura 62. Espectro de RMN homonuclear 2D COSY da 3°,4°,5,7-tetrahidroxiflavona

Os espectros de RMN 'He BCe da 3’,4’°,5,7-tetrahidroxiflavona (Figuras 56 e 57)
apresentaram sinais baixos, principalmente dos carbonos quaterndrios que levam mais tempo
para relaxacdo, mas isto nio foi problema na determina¢do estrutural, uma vez que se trata de
uma substancia conhecida e a comparagdo do conjunto de espectros analisados com dados da
literatura nos dao seguranca em afirmar se tratar de tal estrutura. Caso se tratasse de uma
substancia desconhecida seria necessdria um maior ndimero de injecdes e coletas ou tempo
maior de aquisi¢do do espectro, a fim de melhorar os sinais.

A Tabela 22 sumariza os dados espectrais de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMNIH) e carbono 13 (RMN13C) e as correlagdes observadas no espectro de

RMN 2D HSQC das duas flavonas isoladas.
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Tabela 22. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e °C e suas correlagdes no espectro de
2D HSQC para a 3’4’ 4-trihidroxiflavona e 3',4',5,7-tetrahidroxiflavona

CP3 - 3,4’ ,7-trihidroxiflavona CP6 - 3°,4°,5,7-tetrahidroxiflavona
HSQC HSQC

e On e On
2 164,67 - 164.80 -
3 103,76 6,67(s) 102.46 6.57
4 178,89 - 182,47 -
5 126,35 8,00(d, 8,8) 161.80 -
6 115,40 6,96(d, 8,8) 98.81 6.23
7 163,46 - ND -
8 102,08 7,00(sl) 93.66 6.47
9 158,24 - 158.03 -
10 115,81 - 103.86 -
1’ 122,56 - 122.27 -
2’ 112,75 7,43(sl) 112.78 7.41
3 145,63 - 145.67 -
4 149,40 - 149.64 -
5 114,89 6,94(d,8,1) 115.41 6.93
6’ 118,82 7,44(d, 8,1) 118.90 7.41

ND= nio detectado

No espectro de massas exata (Figura 61) das duas flavonas isoladas, os fragmentos
gerados pela fragmentagdo retro Diels-Alder puderam confirmar a quantidade de hidroxilas
em cada anel. Além disso, foram observados fragmentos resultantes da perda de agua e
monoxido de carbono. No espectro de massa da 3’,4°,5,7-tetrahidroxiflavona nao foi
observado o ion molecular. O Esquema 12 sumariza o mecanismo proposto para formagao de

tais fragmentos.
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2: TOF MSMS 271.00ES+

100 137.0380 271.0662 6.02e3
7a
b 161.0441
O/O
| 135.0627 272.0894
109.0475 141.0885
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Figura 63. Espectro de massas exata da 3',4',7-trihidroxiflavona (a) e da 3',4',5,7-
tertrahidroxiflavona (b)

5 m/z cale. (CP6, R=OH): 269,0444
m/z exp. (CP6, R=0H):269,0679
m/z calc. (CP3, R=H): 253,0495

QH m/z exp. (CP3, R=H):253,0787

m/z calc. (CP6, R=OH): 287,0550 m/z calc. (CP6, R=OH): 287,0550 co

m/z exp. (CP6, R=OH): ndo registrou m/z exp. (CP6, R=OH): néo registrou )
m/z calc. (CP3, R=H): 271,0601 m/z calc. (CP3, R=H): 271,0601
m/z exp. (CP3, R=H):271,0662 m/z exp. (CP3, R=H):271,0662

. HO.
Retro Diels Alder m/z cale. (CP6, R=OH): 241,0495 Ho.

m/z exp. (CP6, R=OH): 241,0630
M m/z cale. (CP3, R=H):137,0233
c\o*m/z exp. (CP3, R=H): 137,0380

3

m/z calc. (CP6, R=0OH): 241,0495
m/z exp. (CP6, R=OH): 241,0630
m/z calc. (CP3, R=H): 225,0546
o co m/zexp. (CP3, R=H): 225,0811

R o

m/z cale.: 161,0390 =
, m/zexp. (CP6): 161,0394
m/z exp. (CP3): 161,041

OH m/z calc.: 135,0441
m/z exp. (CP6):135,0584 m/z calc. (CP3, R=H): 197,0597
m/z exp. (CP3): 135,0627 m/z exp. (CP3, R=H): 197,0809

Esquema 64. Mecanismo proposto para a fragmentagdo da 3',4',7-trihidroxiflavone e 3°,4°,5,7-
tetrahidroxiflavona
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O espectro de ultravioleta da 3’,4’,7-trihidroxiflavona apresentou absor¢io em A e
342, 7Tnm, referente a banda I da flavona com hidroxila na posi¢do 4°. O espectro de
ultravioleta da 3’°,4°,5,7-trihidroxiflavona apresentou absor¢do em A 348,7nm, referente a

banda I e uma banda fraca em A 252,2nm referente a banda 2 (Figura 62).
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nm nm

Figura 65. Espectro de ultravioleta da 3',4',7-trihidroxiflavona (a) e da 3',4',5,7-
tetrahidroxiflavona (b)
Todos os dados espectrais obtidos dos experimentos com as substancias isoladas CP3 e
CP6 estdo de acordo com os dados ja apresentados na literatura para 3’4°,7-
trihidroxiflavona e 3'.4',5,7-tetrahidroxiflavona (luteolina), respectivamente
(CARVALHO et al., 2010; PARK et al., 2007). Ambas flavonas foram isoladas pela primeira

vez desta espécie.

4.2.3.3. Aurona: CP5 - 3°,4’,6-trihidroxiaurona

O espectro de RMN 'H (Figura 63) apresentou um simpleto em 3y 6,72 referente ao
hidrogénio 10 da aurona. No espectro de RMN"*C (Figura 64) foram observados os sinais d¢
183,07 referente a carbonila, dc 146,29 referente ao carbono 2 e dc 112,71 referente ao
carbono 10. O espectro de RMN 2D HMBC (Figura 66) mostrou a correlacdo entre o
hidrogénio 10 e os carbonos 2’ e 6’, tais dados nos levaram a concluir se tratar de um
esqueleto de aurona. O deslocamento quimico do carbono 10 nos d4 uma valiosa informagado
sobre a configuragdo geométrica da molécula, pois auronas com configuracdo Z apresentam
deslocamento quimico em torno de oc 104,0-112,8, e isomeros E J¢ 119,8-122,2
(AGRAWAL, 1989). Tal informacdo nos leva a concluir que a aurona isolada se trata da

(Z)3’ 4’ ,6-trihidroxiaurona.
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Figura 66. Espectro de RMN 'H da 3’,4’°,6-trihidroxiaurona (a) e expansao da regido oy 6,6 a 7,7 (b) (400MHz)
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Figura 67. Espectro de RMN BC da 3’,4’°,6-trihidroxiaurona (400MHz)
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A substituicdo do anel A da 3’,4’°,6-trihidroxiaurona foi identificada com base na
comparagdo com os espectros da 3’4’,7-trihidroxiflavona e 3’°4’,7-trihidroxiflavanona, pois
apresentam o mesmo padrdo de substitui¢do. Para o anel B observou-se dois dupletos que
acoplam entre si com J=8,00Hz, atribuidos a H-5’(6y 6,87) e a H-6" (dy 7,26). Além de um
simpleto em (dy 7,55) atribuido a H2’.

A atribui¢do dos carbonos metilénicos foi feita com base no espectro de RMN 2D

HSQC. A Tabela 23 apresenta os dados espectrais RMN 'H, "*C e 2D HSQC.

Tabela 23. Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 13C e suas correlacdes no espectro
de 2D HSQC para a 3’,4’,6-trihidroxiaurona

HSQC

dc dn
2 146,29 -
3 183,07 -
4 125,45 7,63(d,8,00)
5 113,29 6,73
6 168,40 -
7 97,97 6,73
8 166,98 -
9 113,44 -
10 112,71 6,73
I 124,11 -
2 117,52 7,55(s)
3 145,34 -
4 148,01 -
5 115,27 6,87(d,8,00)
6’ 125,01 7,26(d,8,00)

No espectro de RMN homonuclear 2D COSY (Figura 65) foi verificada o acoplamento
entre H-6" ¢ H-5’, H-4 ¢ H-5 e entre H2’ e H6’.
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Figura 68. Espectro de RMN homonuclear 2D COSY da 3’,4°,6-trihidroxiaurona
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A atribuicdo dos carbonos quaterndrios foi confirmada com base nas correlacdes

observadas no espectro de RMN 2D HMBC (Figura 66).
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Figura 69. Espectro de RMN 2D HMBC da 3’,4’,6-trihidroxiaurona

A Figura 67 apresenta o espectro de massa exata da 3’,4’,6-trihidroxiaurona.
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Figura 70. Espectro de massas exata da 3°,4’,6-trihidroxiaurona

O Esquema 13 apresenta o mecanismo de fragmentacdo proposto para os principais
fragmentos observados no espectro de massa exata da 3’,4’,6-trihidroxiaurona. Os
fragmentos formados pelo mecanismo retro Diels Alder, mais uma vez confirmou a

quantidade de hidroxila em cada anel.
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Esquema 71. Mecanismo proposto para fragmentacao da 3’,4’,6-trihidroxiaurona

O espectro de ultravioleta da 3’,4’,6-trihidroxiaurona (Figura 68) apresentou absor¢ao

em A 395,3nm, referente a banda 1.

2274
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1 3953
0,20 [ —
’ | \ ~
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i \‘ | \ e
M\ — A
N\ —~ _—
0,10 ,j” i - ~_ -
7 —
] _
0,00 |
— — — —— — — ; —
250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00

Figura 72. Espectro de ultravioleta da 3',4',6-trihidroxiaurona
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Os dados espectrais apresentaram-se condizentes com dados da literatura para a 3',4',6-

trihidroxiaurona, conhecida como sulfuretina (WANG et al., 2007).

4.2.3.4. Chalconas: CP7 - 2°,3,4,4-tetrahidroxichalcona e CP8 - 2’°44’-

trihidroxichalcona

As chalconas foram identificadas com base no deslocamento quimico dos hidrogénios
alfa (dy 7,59-7,65) e beta (6 7,76-7,81) apresentando uma constante de acoplamento J=15Hz,
mostrando uma configuragdo trans entre tais hidrogénios. Da mesma forma os carbonos alfa
(0c 116) e beta (¢ 144) também foram uteis na identificacdo das chalconas.

O anel A das duas chalconas isoladas possuem o mesmo padrao de substituicdo, por isso
os espectros de RMN 'H (Figura 69 e 71) de ambas apresentaram dois dupletos que acoplam
entre si com J 8,2-8,8Hz, estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios 5 (dy 6,45) e 6’ (On
8,00) e um simpleto em oy 6,32 referente a H3’. No espectro de RMN"C (Figura 70 e 71) o
carbono da carbonila (C-7) apresentou-se desprotegido (6¢ 192) indicando que a carbonila
estd quelada, isso confirma a presenca de hidroxila na posi¢ao 2’.

O anel B da 2’,3,4’-trihidroxichalcona ¢é dissubstituido e apresentou um sistema
AA’BB’. No espectro de RMN'H da 2°,3,4,4’-tetrahidroxichalcona foram observados os
seguintes sinais referentes ao anel B: dupleto em 6y 7,15 (H-6) que acopla com dupleto em oy

6,86 (H-5) com J=7,9Hz e um simpleto em oy 7,22 (H-2).
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7.22 - H2(s H3
b 7.59 - Ha(d,14.8) ~H2(®) 6.32 - H3(s)
H-2 o
7.76 - Hb(d,14.8) ‘ H3
7.99 - H6'(d,8.8) 6.86 - H5(d,7.9)
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H-6' ! ! H-5
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e e ]
L INLINLL L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L I L L L L L L L L L L L L L L L L L LB LN L
8.‘0 7.‘9 7ﬂ8 7ﬂ7 7.‘6 7.‘5 7.‘4 7ﬂ3 7ﬂ2 7.‘1 ‘ 6.‘9 ‘ ‘ ‘ 6.‘5 6.‘4 GﬂS
Chemical Shift (ppm)
a
(‘)H
3 OH
HO 5 1 ‘5
\‘H/ \T b/ Xe/
3 1 a
\2/ ~.,
OH o‘
L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L LI L B LI DL B
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.5 1.5 1.0 0.5

Chemical Shift (ppm)

Figura 73. Espectro de RMN 'H da 2’,3,4,4’-tetrahidroxichalcona (a) e expansao da regido de oy 6,0 a 8,4 (b) (5S00MHz)
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7.65 - Ha(d,15,0);H2(d,8.2);H6(d,8.2)
7.81 - Hb(d,15,0) 6.87 - H5(d,8.2)
8.01 - H6'(d,8.1)

6.31 - H3'(s)

6.44 - H5'(d,8.2)
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Figura 75. Espectro de RMN 'H da 2’,4,4’-trihidroxichalcona (a) e expansao da regido de dy 6,2 a 8,2 (b) (400MHz)
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Figura 76. Espectro de RMN '°C da 2°,4,4’-trihidroxichalcona (500MHz)
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A atribui¢@o dos carbonos metilénico foi confirmada pelo espectro de RMN 2D HSQC.

A Tabela 24 sumariza os dados espectrais do espectro de RMN'H e BC e as correlagcdes

observadas no espectro de RMN 2D HSQC.

Tabela 24. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e °C e suas correlagdes no espectro de
2D HSQC para a 2°,3’ 4, 4'-tetrahidroxichalcona e 2',4,4'-trihidroxichalcona

CP7-2,3,4,4- CP8-2’3,4-
tetrahidroxichalcona trihidroxichalcona
HSQC HSQC
8C 8H 8C 8H
C=0 192,05 - 192,14 -
o 116,86 7,59(d, 14,8) 116,92 7,65(d,15,0)
B 144,70 7,76(d,14,8) 144,30 7,81(d,15,0)
1 126,98 - ND -
2 114,37 7,22(s) 130,47 7,65(d,8,2)
3 145,48 - 115,54 6,87(d,8,2)
4 148,61 - 160,19 -
5 115,24 6,86(d,7,9) 115,54 6,87(d,8,2)
6 122,29 7,15(d,7,9) 130,47 7,65(d,8,2)
1’ 113,24 - ND -
2’ 165,17 - 154,41 -
3 102,46 6,32(s) 102,41 6,31(s)
4 166,12 - 165,01 -
5’ 107,86 6,45(d,8,8) 107,78 6,44(d,8,2)
6’ 131,92 7,99(d,8,8) 132,00 8,01(d,8,2)

No espectro de RMN homonuclear 2D COSY da 2’,3,4,4’-tetrahidroxichalcona

(Figura 73) foi possivel observar o acoplamento de H-5 com H-6, H-5" com H-6’e H-a com

H-.
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Figura 77. Espectro de RMN homonuclear 2D COSY da 2',3,4,4'-tetrahidroxichalcona

O espectro e RMN 2D HMBC (Figura 74) foi 1til para a atribui¢@o correta e inequivoca

dos deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios.
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Figura 78. Espectro de RMN 2D HMBC da 2',3,4,4'-tetrahidroxichalcona

rio
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No espectro de RMN homonuclear 2D COSY da 2’,4,4’-trihidroxichalcona (Figura

75) foi possivel observar o acoplamento de H-5 com H-6, H-2 comH-3, H-5" com H-6’e H-a

com H-p.
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Figura 79. Espectro de RMN homonuclear 2D COSY da 2',4,4'-trihidroxichalcona

O espectro de RMN 2D HMBC (Figura 76) foi ttil para a atribuicdo correta e

inequivoca dos deslocamentos quimicos dos carbonos quaterndrios.
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Figura 80. Espectro de RMN 2D HMBC da 2',4,4'-trihidroxichalcona

O espectro de massa exata da 2°,3,4,4’-tetrahidroxichalcona (Figura 77) apresentou
grande semelhanca com o espectro da 3’,4°,7-trihidroxiflavonona, pois existe um equilibrio

entre chalcona e flavanona.
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Figura 81. Espectro de massa exata da 2°,3,4,4’-tetrahidroxichalcona

A Figura 78 apresenta o espectro de massa exata da 2’,4,4’-trihidroxichalcona.
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Figura 82. Espectro de massa exata da 2’,3,4’-tetrahidroxichalcona

Para as duas substincias observamos a fragmentacio do fon molecular ((M+H]") através
do mecanismo retro Diels Alder, este tipo de fragmentagao € ttil na atribuicdo da quantidade
de hidroxilas em cada anel. O Esquema 14 apresenta os fragmentos propostos para justificar

os fons observados nos espectros massa exata da 2°,3,4,4’-tetrahidroxichalcona (Figura 77)

e 2°,4,4’-trihidroxichalcona (Figura 78).

H,0
\ g

QH Ho. £, 0 i m/z cale. (CP7, R=OH): 27,0703
m/z calc. (CP7, R=OH): 273,0757 7 o m/z exp. (CP7, R=0H):227.0973
m/z exp. (CP7, R=OH):273,1023 "
m/z calc. (CP8, R=H): 257,0808 s S 9 .
m/z exp. (CP8, R=H): 257,0919 5 C\+ m/z calc. (CP7, R=OH): 255,0652

m/z calc. (CP7, R=OH):137,0233 ©H m/z exp. (CP7, R=OH): 255,0872 )

m/z exp. (CP7, R=0OH):137,0423
m/z calc. (CP8, R=H): 137,0233
m/z exp. (CP8, R=H): 137,0390
HO
m/z calc. (CP7, R=0OH):163,0395
m/z exp. (CP7, R=0H):163,0550
m/z calc. (CP8, R=H): 147,0441
m/z exp. (CP8, R=H): 147,0587 Ho

m/z calc. (CP8, R=H): 239,0703
m/z exp. (CP8, R=H): 239,0935

Retro Diles Alder 1
-
e m/z calc. (CP7, R=OH): 273,0757
3 » R= H ! m/z calc. (CP7, R=0H): 255,0652
m/z cale. (CP7, R=OH): 273,0757 m/; . (CP7, R=0H):273,1023 =OH):
AN ST Ak 7.exp. ( ) m/z exp. (CP7, R=OH): 255,0872

m/z calc. (CP8, R=H): 257,0808
m/z exp. (CP8, R=H): 257,0919

QM oH
m/z calc. (CP8, R=H): 257,0808 m/z calc. (CP8, R=H): 257,0808 m/z calc. (CP8, R=H): 211,0754
m/z exp. (CP8, R=H): 257,0919 m/z exp. (CP8, R=H): 257,0919 m/z cale. (CP8, R=H): 239,0703 m/z exp. (CP8, R=H): 211,0967

m/z exp. (CP8, R=H): 239,0935

Esquema 10. Mecanismo proposto para a fragmentacao da 2°,3,4,4’-
tetrahidroxichalcona e da 2’,4,4’-tetrahidroxichalcona
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O espectro de ultravioleta da 2°,3,4,4’-tetrahidroxichalcona, apresenta absor¢cdo em A

380nm e da 2’,4,4’-tetrahidroxichalcona A 368nm, referente a banda I (Figura 79).

07,4 212.1
2,00 ”
a 2,50 b
150 1 2,00 “
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25‘0,00 30‘0,00 35‘0,00 40‘0,00 45‘0,00 50‘0,00 55‘0,00 250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00
nm nm

Figura 83. Espectro de ultravioleta da 2°,3,4,4’-tetrahidroxichalcona (a) e da 2°,3,4’-
tetrahidroxichalcona (b)

Todos os dados espectrais obtidos dos experimentos com as substancias isoladas CP7 e
CP8 estaio de acordo com os dados ja apresentados na literatura para 2°,3,4,4’-
tetrahidroxichalcona (buteina) e 2’4,4’-tetrahidroxichalcona (isoliquiritigenina),
respectivamente (TTIAN et al., 2004; ZHAO et al., 2011). A 2°,3,4,4’-tetrahidroxichalcona

foi isolada pela primeira vez desta espécie.

4.2.3.5. Preparacao dos derivados

Os flavonoides isolados do cumaru foram submetidos a reacdo com diazometano. O

diazometano foi sintetizado a partir de reacdo de nitrosometiluréia com hidréxido de potéssio.

O Esquemal5 apresenta 0 mecanismo proposta para sintese do diazometano.

HO.
N N OH Y
m (” — >, C/ \N/\)—> Hzé“:ﬁ:rq—» H,C——N=N
OH HO N 2 - -
C/ Diazometano
Hz

Esquema 84. . Mecanismo proposto para sintese do diazometano
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Os flavonoides isolados do cumaru foram metilados com solu¢cdo de diazometano. A
Esquema 16 apresenta o mecanismo proposto da metilacdo da 3’,4°,7-trihidroxiflavanona

com o diazometano.

L (G
e

H,C——N=N

3N,

OCHjg

OCH;
HaCO l o O

(¢}

Esquema 85. Mecanismo proposto para metilacdo de fenol

Os flavonoides metilados foram analisados por espectrometria de massas. A Figura 80
apresenta os espectros de massa exata dos flavonoides metilados. No espectro da 3°,4°,7-
trimetoxiflavona (CP3M), 3’,4’,7-trimetoxiflavanona (CP4M), 3’,4°,6-trimetoxiaurona
(CP5M), o acréscimo de 42 unidades de massa na razdo massa carga do fon molecular
confirmou a existéncia de trés posi¢des hidroxiladas nos flavonoide originais. No espectro da
3’,4’,7-trimetoxi-5-hidroxiflavona (CP6M) e 3,4,4’-trimetoxi-2’-hidroxichalcona (CP7M)
o acréscimo de 42 unidades de massa na razdo massa carga do ion molecular confirmou a
existéncia de trés posi¢des hidroxiladas e uma hidroxila quelatogénica, pois esta ndo sofre
reacdo com diazometano. No espectro da 4,4’-trimetoxi-2’-hidroxichalcona (CP8M) o
acréscimo de 28 unidades de massa na razdo massa carga do fon molecular confirmou a

existéncia de duas posicdes hidroxiladas e uma hidroxila quelatogénica.
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Figura 86. Espectros de massa exata dos flavonoides metilados
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Nos espectros de massa exata de 3’,4°,7-trimetoxiflavona (CP3M) e 3’,4°,7-trimetoxi-
S-hidroxiflavona (CP6M) observou-se fragmentos provenientes da perda de metano [M+H-

CH,]" e monéxido de carbono [M+H-CO]". O Esquema 17 apresenta a proposta para os

fragmentos observados.

R QH
m/z calc. (CP3M, R=H): 313,10705
m/z exp. (CP3M, R=H): 313,0983
m/z calc. (CP6M, R=0OH): 329,10196

CH,
o
HyC —l» e O

+O/CH2

o
o

R OH
m/z calc. (CP3M, R=H): 297,07575
m/z exp. (CP3M, R=H): 297,0645
m/z calc. (CP6M, R=0OH): 313,07066
m/z exp. (CP6M, R=0OH): 313,0872

m/z exp. (CP6M, R=0OH): 329,1202

m/z calc. (CP3M, R=H): 269,08084
m/z exp. (CP3M, R=H): 269,0860
m/z calc. (CP6M, R=0H): 285,07575
m/z exp. (CP6M, R=0OH): 285,0877

Esquema 87. Proposta para os fragmentos do espectro de massa exata da 3',4',7-
trimetoxiflavona (CP3M) e da 3',4',7-trimetoxi-5-hidroxiflavona (CP6M)

No espectro de massa exata da 3’,4°,7-trimetoxiflavanona (CP4M) observou-se a
fragmentacdo retro Diels Alder. O Esquema 18 apresenta os ions propostos para os

fragmentos observados.
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HQ/

m/z calc.: 177,0546
m/z exp.: 177,0649

Esquema 88. Proposta para os fragmentos do espectro de massa exata da 3',4',7-
trimetoxiflavanona (CP4M)

A Esquema 19 apresenta a proposta para os fragmentos observados no espectro de

massa exata da 3’,4’,6-trimetoxiaurona (CP5M). No espectro das chalconas também foi

observado o fon m/z 151.

o]

o/ —
o
fo) 4 O.
QH

m/z calc.: 313,1070 m/z calc.: 297,0757
m/z exp.: 313,0983 m/z exp.: 297,0835

C
§QH

m/z calc.: 151,0390
m/z exp.: 151,0503

Esquema 89. Proposta para os fragmentos do espectro de massa exata da 3',4',6-
trimetoxiaurona (CP5M)
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O Esquema 20 apresenta os fons propostos para os fragmentos observados no espectro
de massa exata da 3,4,4’-trimetoxi-2’-hidroxiflavanona (CP7M) e 3,4’-dimetoxi-2’-
hidroxiflavanona (CP8M). No espectro das chalconas também foi observado o ion m/z 151,

proveniente do mecanismo de fragmentagdo retro Diels Alder.

& miz cale. (CPTM): 177,0546
+ 2 m/z exp. (CPTM): 177,0600

R
O\ O\
/O /O 0. /O o

QH
OH QH QH m/z cale. (CPTM, R=OCH): 151,0395
m/z cale. (CP7M, R=OCHj3): 315,1227 m/z cale. (CP7TM, R=0OCHj): 315,1227 m/z exp. (CP7TM, R=OCHj): 151,0548
m/z exp. (CP7TM, R=OCHj): 315,1428 m/z exp. (CP7TM, R=0OCH,): 315,1428 m/z calc. (CP8M, R=H): 151,039
m/z exp. (CP8M, R=H): 285,1121 \ m/z exp. (CP8M, R=H): 285,1121 m/z exp. (CP8M, R=H): 151,0503
m/z clac. (CP8M, R=H): 285,1187 R m/z clac. (CP8M, R=H): 285,1187
R H
o
| N
I
o
m/z calc. (CP7M, R=0OCHj): 191,0703

/O
m/z exp. (CP7M, R=0OCH,): 191,0829
m/z calc. (CP8M, R=H): 161,0597
m/z exp. (CP8M, R=H): 161,0721
o
m/z calc. (CP7M, R=OCH3): 315,1227
m/z exp. (CP7M, R=0OCHj): 315,1428

m/z exp. (CP8M, R=H): 285,1121
m/z clac. (CP8M, R=H): 285,1187

H=—O=—0——

N
Z

m/z calc. (CP8M: 133,0653
m/z exp. (CP8M: 133,0720

Esquema 90. Proposta para os fragmentos do espectro de massa exata da 3,4,4’-trimetoxi-2’-
hidroxiflavanona (CP7M) e 3,4’-dimetoxi-2’-hidroxiflavanona (CP8M)

As Figuras 81, 83 e 84 apresentam o espectro de RMN 'H dos derivados 3’,4°,7-
trimetoxiflavona (CP3M), 3’,4°,7-trimetoxiflavanona (CP4M) e 3’,4’,6-trihidroxiaurona
(CP5M) e a Figura 82 apresenta o espectro de RMN BC do derivado 3’,4°,7-

trimetoxiflavona (CP3M).
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A metilacdo das hidroxilas causou um pequeno deslocamento para campo mais baixo
nos sinais dos protons ligados aos carbonos adjacentes aos carbonos das hidroxilas metiladas.
No espectro de RMN °C da 3’,4°,7-trimetoxiflavona observou-se a protecio dos carbonos
adjacentes as hidroxilas metiladas. Os sinais de H6, H5’ e H8 apresentavam o mesmo
deslocamento quimico na 3’,4’,7-trihidroxiflavona, ap6s a metilacdo das hidroxilas estes
sinais foram resolvidos. O mesmo aconteceu para os sinais H5' e H6’ da 3°,4°,7-
trihidroxiflavanona, assim como para H10, H5 e H7 da 3’,4’,6-trihidroxiaurona. Com base
nesta observagdo a metilacdo pode ser uma ferramenta para resolucao de sinais. A anélise dos
espectros dos derivados foram tteis para confirmagdo das estruturas propostas para os

flavonoides isolados.



5. CONCLUSOES

O método de isolamento proposto mostrou-se eficiente quanto a obtencdo de
flavonoides isolados, e econdmico quanto a geracdo de residuo de solventes. Sua aplicagcdo
permitiu o isolamento de seis isoflavonas, daidzina, daidzeina, glicitina, gliciteina, genistina e
genisteina de Glycine max, com pureza e quantidade suficientes para confirmacgao estrutural
por EM, RMN e UV e aplicagdao como padrdes analiticos, reduzindo assim o custo da analise
de isoflavonas em soja e produtos derivados.

Ainda foi possivel isolar os flavonoides do endocarpo de Dipteryx odorata, obtendo-se
seis flavonoides, butina, buteina, isoliquiritigenina, luteolina, sulfuretina e 3°,4°,7-
trihidroxiflavona, em quantidade suficiente para determinac¢do estrutural por EM, RMN e UV
e preparagdo de derivados. Destes flavonoides, a buteina, luteolina e 3’,4°,7-trihidroxiflavona
foram isoladas pela primeira vez desta espécie.

Com a otimizacdo da separagdo cromatografica das isoflavonas de Glycine max em
coluna com particula de 2,4um, o tempo de andlise foi reduzido em 77% e a quantidade de

residuo gerado em 78%.
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